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ONSOZ

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Baskanlig1 biinyesinde gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada, amitriptilinin HL60 akut
miyeloid hiicre serisinde, hiicre proliferasyonu tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
Calismayr yapmamizdaki amag, trisiklik antidepresan olan amitriptilinin akut

miyeloid I6semi hiicrelerindeki etkisini tespit etmek ve literatiire katki saglamaktir.
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1. GIRIS

Her kanser, kendine has ozellikleri sahiptir. Fakat, tiimorleri iireten baslica
nedenler benzerlik gostermektedir (Weinberg, 1996). Oliim sebepleri icinde, kanser,

Amerika Birlesik Devletleri’nde, ikinci olarak yer almaktadir (Siegel ve ark., 2022).

Timor hiicrelerinin hem morfolojik hem de ayni zamanda, niikleer yapilarinda
(niikleer boyutlarinda, sekillerinde, niikleollerin sayilarinda ve kromatin dokusundaki
degisiklikler gibi) farkliliklar bulunmaktadir. Bir timér tipi ve evresi igin bu
degisiklikler ¢ok belirleyicidir ve kanser teshisinde kullanilmaktadirlar (Zink ve ark.,
2004).

Kanserin 6nemli Ozellikleri arasinda; hiicre proliferasyonunda artig, hiicre
Olimiine kars1 direng, artan hiicre hareketliligi ve invazivligi veya anjiyogenezin
indiiklenmesi sayilabilir (Runel ve ark., 2021). Tim timor cesitlerinde, hiicre
dongiisii mekanizmasinin aktivitesinde anormalliklere rastlanir ve bu anormallikler,
timor olusumunun itici giiclinii olusturur. Yapilan en son arastirmalar, hiicre
dongiisii proteinlerinin, hiicre boliinmesini tesvik etmenin yani sira, ¢ok cesitli

hiicresel fonksiyonlari diizenledigini belirtmektedir (Suski ve ark., 2021).

Kanser tedavisi, teknolojinin gelismesiyle biiyiik degisiklikler yasamis olup,
kanserlesme siirecine neden olabilecek biyolojik siireclerin tanimlanmasi ile ilgili
gelismeler yasanmustir. Tedavideki gelismeler, tedavi sonuglarinin devamli bir
sekilde arastirnlmas1 ve degerlendirilmesi ve bunlarin onkoloji pratigine dahil
edilmesiyle saglanmaktadir. Kanser; cerrahi, kemoterapi, iyonlastirict radyasyon
tedavisi, hormon tedavisi, hedefe yonelik tedavi gibi tedavi secenekleriyle tedavi

edilebilmektedir (Miller ve ark., 1981; Wang ve ark., 2018).



1.1.Apoptoz

Apoptotik yolaklardaki dengesizlik karsinojenezdeki temel siireclerden biridir
(Silva ve ark., 2022). Apoptoz, genotoksik stres gibi hiicre i¢inden gelen sinyallerle
veya ligandlarin hiicre yiizeyindeki Oliim reseptorlerine baglanmasi gibi digsal
sinyallerle tetiklenebilen, programlanmis hiicre Sliimidiir (Pistritto ve ark., 2016).
Apoptoz isleyisinin, ¢ogunlukla farklt morfolojik &zellikler ve enerji kaynakli

biyokimyasal mekanizmalar ile ayiric1 6zelligi ortaya konulmaktadir (ElImore, 2007).

Bilinen apoptoz kuramina dayali olarak kullanilan ilaglar ve terapotik onlemler
uzun siiredir bulunmaktadir. Kii¢clik molekiillii apoptoz indiikleyiciler, habis hiicreleri
yok etmekte ve boOylece kanser gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Apoptozun, diizenleyici etkenlerle beraber klasik ig¢sel ve dissal sinyal yollari
bulunmaktadir (Xu ve ark., 2019). Igsel yolak, Bcl-2 ailesi iiyeleriyle
diizenlenmektedir. Dissal yolak ise, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor {ist
ailesinin lyeleri olan 6liim reseptorlerince kontrol edilmektedir (Roberts ve ark.,
2022). Bcl-2 ailesi proteinleri, apoptozun diizenlenmesinde gorev alirlar ve hiicre
Oliimiintin inhibitorlerini ve indiikleyicilerini igerirler, igsel yolak olarak bilinen
stireci diizenlerler (Hardwick ve Soane, 2013). Bir endoproteaz ailesi olan kaspazlar,
inflamasyonun kontroliinde ve hiicre 6liimiiniin kontroliinde yer alirlar (Mcllwain ve
ark., 2013).

1.2. Losemi

Kan ve kemik iliginin, yasami olumsuz etkileyen, kotli huylu hastaligi 16semi
olarak tanimlanabilir. Addlesan ve geng erigkin bireylerde, akut 16semiler en yaygin
olanidir. Kronik miyeloid 16semi daha nadir goriilmektedir (Juliusson ve Hough,
2016). Cok sayida spesifik tan1 bulunur. Ancak en sik goriilen ve iizerinde caligilan

16semi tiirleri olarak; akut miyeloid 16semi (AML), akut lenfositik 16semi (ALL),



kronik lenfositik 16semi (KLL) ve kronik miyeloid 16semi (KML) sayilabilir
(Whiteley ve ark., 2021).

1.2.1.ALL (Akut Lenfoblastik Losemi)

Akut lenfoblastik 16semi, periferik kanda, kemik iliginde ve dokuda, kotii
huylu, olgunlasmamis lenfatik patlamalarin artmasi ve birikmesiyle meydana gelir.
Ayrica tedavi edilmeyen ALL (Akut Lenfoblastik Losemi), birkag ay iginde 6liimle
sonuglanabilmektedir (Medinger ve ark., 2019). Cocukluk ¢aginda en ¢ok goriilen
malignite ALL’dir (Ward ve ark., 2014). ALL, ¢ocukluk doneminin semptom ve
bulgulari, disfonksiyonel hematopoezin (anemi, ates, anormal beyaz kiire sayisi,
trombositopeni) ve ldsemi hiicrelerinin klonal proliferasyonu ve infiltrasyonunun
(Ilenfadenopati, hepatosplenomegali ve kemik agris1) etkilerini yansitmaktadir. Fakat

kesin bir tan1 koymak igin ilik aspirasyonu gerekmektedir (Chan, 2002).

Akut lenfoblastik 16semi, heterojen lenfoid neoplazm ailesidir ve B ve T
lenfoid oOnciil hiicrelerden koken alir. ALL teshisi ise, kanser olmayan onciil
hiicrelerden, neoplazmlardan farklilasmaya ugrayabilen yapisal, immiinofenotipik ve

genetik faktorlere bagh olabilmektedir (Onciu, 2009).

1.2.2.AML (Akut Miyeloid Losemi)

Akut miyeloid 16semi (AML), hematopoezin baskilanmasina neden olan,
olgunlasmamis progenitdr hiicrelerin birikimi ile karakterize edilen bir klonal
hematopoietik kok hiicre malignitesidir (Dohner ve ark., 2015). AML, miyeloid
soyunun, kok hiicre progenitorlerinin malignitesi seklinde de ifade edilebilir
(Pelcovits ve Niroula, 2020).



AML'nin patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasiyla, hedefe yonelik tedavi
gelismistir. Imatinibin, kronik miyeloid 16semi (KML) ve diger hastaliklarin
tedavisinde patofizyolojik olarak, ilag tarafindan inhibe edilen bir tirozin kinazin
yapici aktivasyonuna yonelik basarisi, AML'de benzer bir sekilde etkili ajanlarin

aranmasina sebebiyet vermistir (Stone ve ark., 2004).

Akut miyeloid 16semide olan ve zayif prognoz ile ile iligkili olan FLT3 (Ffms
benzeri tirosin kinaz 3) mutasyonlari1 en sik goriilen genetik bozukluklardir (Zhao ve
ark., 2022). FLT3 inhibitorleri, birinci nesil multi-kinaz inhibitorleri (midostaurin,
sorafenib, lestaurtinib gibi) ve yeni nesil inhibitorleri (gilteritinib, quiartinib,
crenolanib gibi) olmak tizere ikiye ayrilir. FLT3 inhibitorleri, bir¢ok klinik ¢alismada
monoterapi, geleneksel kemoterapi ya da hipometile edici ajanlarla kombinasyon
seklinde ve On sira, niikseden veya refrakter hastalik ve konsolidasyon kemoterapisi
ya da allojenik kok hiicre transplantasyonundan sonra idame tedavisi dahil olmak
lizere ¢esitli ortamlarda degerlendirilmistir (Antar ve ark., 2020). Klinikte birkag
FLT3 inhibitorii vardir ve digerleri ise klinik deneme siirecindedir. Ayrica, bu birkag
inhibitér, bazi FLT3 mutantina karsi etkinlik eksikligi sebebiyle gilicliiklerle
kargilasmaktadir. Dolayisiyla biyobelirteglerin tanimlanmasi, akut miyeloid 16semili
hastalar1 siniflandirmak ve belirli bir FLT3 mutasyonu olan akut miyeloid 16semili

hasta yogunlugunu hedeflemek igin 6nemlidir (Nitika ve ark., 2022).

Son donemde, AML'li hastalarin yaklasik 9%20'sini etkileyen izositrat
dehidrogenazlarin (IDH), IDH 1 ve IDH 2'deki mutasyonlarin patojenik rolii
tanimlanmistir. IDH-mutant, AML icin 6zel terapdtik stratejilerin gelistirilmesine
katkida bulunmustur (Ragon ve DiNardo, 2017). Azasitidin gibi tedavilerle, agir bir
kemoterapiyle ve dl¢iilii seceneklerdeki farkli minik molekiil hedefli tedavilerle IDH
inhibitorlerinin farkli segenek bicimleriyle arastirilmasi, klinik etkinligi ilerletmek

icin degerlendirme siirecindedir (Issa ve DiNardo, 2021).

Bcl-2 (B hiicreli lenfoma 2) anti-apoptotik geninin asir1 ekspresyonunun, AML

hastalarinda kotii prognoz ile iliskilendirildigi bilinmektedir (Marcucci ve ark.,



2003). BCL-2 protein ailesi, hiicre oliimiiniin kontroliinii; mitokondriyal dis zar
gecirgenligini dilizenleyerek, zarlar arasi bosluk proteinlerinin geri doniisiimii
olmadan salinmasina neden olarak, sonra kaspaz aktivasyonuna ve apoptoza sebep
olan direkt baglanma interksiyonlar1 araciligiyla kontrol etmektedir (Kale ve ark.,
2018).

Ayrica Bcl-2'nin  asir1  ekspresyonunun, diisiik tam remisyon orani1 ve
kemoterapi sonrasi kisa sagkalim ile iliskilendirildigi bulunmustur (Tothova ve ark.,
2002). Bcl-2'min asir1 ekspresyonu, folikiiler lenfoma, KLL (Kronik Lenfositik
Losemi) ve akut miyeloid l6semi gibi kanser tiirlerinde yiiksek olmayan tedavi

cevabi vermistir (Wojcik ve ark., 2005).

AML icin etkili bir tedavi olan hematopoetik hiicre nakli (HCT), ulusal ve
uluslararasi kayitlardaki donér havuzunun genisletilmesi ve kordon kani bankalarinin
kurulmasi, eslesen aile donorleri olmayan hastalar i¢in uygun bir HLA eslesmesinin
belirlenmesinde basar1 sansini biiyiik 6l¢iide artirmistir, fakat kordon kant HCT hala

birincil olarak kullanilmaktadir (Stone ve ark., 2004).

1.2.3. KML (Kronik Miyeloid Losemi)

Kronik miyeloid 16semi (KML), kromozom translokasyonu ile karakterize
edilen, yapisal bir kinaz aktivitesini kodlayan Bcr-Abl onkogenini iireten bir
hastaliktir (Zhou ve Xu, 2015). Yetiskinlerde 16semilerin %15-20sini olusturur,
ender hastaliklar arasindadir (Erdem ve Kaymak, 2020). Ph kromozomu, resiprokal
bir translokasyonuyla meydana gelir. Bu translokasyon 9. kromozomda bulunan
ABL1 (Abelson) protoonkogeni ile 22. kromozomda bulunan BCR (Breakpoint
cluster region-kirilma bélgesi) geninin fiizyonuyla meydana gelmektedir (Kirkizlar
ve Demir, 2012).



1.2.4. KLL/SLL (Kronik Lenfositik Losemi/Kiiciik Lenfositik Lenfoma)

Kronik lenfositik 16semi (KLL) tanis1 konuldugunda, ortalama yas 72 olarak
bilinmektedir. Tedaviye baslama sartlari, Rai ve Binet evreleme sistemlerine ve
hastalikla alakali belirtilere bagli olmaktadir. Bu hastaliga sahip bir¢ok hasta icin
kemoterapi ve anti-CD20 monoklonal antikorlarla tedavi standart bakim olarak
goriilmektedir (Hallek ve ark., 2018).

KLL (ve karsilik gelen kiigiik lenfositik lenfoma, SLL), lenf diiglimlerinde,
periferik kanda, dalakta ve kemik iliginde kendine has immiinofenotip gdsteren
olgun B-lenfositlerin ani artisiyla goriilen lenfoproliferatif bir hastalik seklinde
bilinmektedir. KLL klinik seyrinde, hastalarin gogunlugu tedaviye gerek duymayan
ya da geciken ve uzun siireli sagkalima sahip yavas bir klinik seyir gosterirken, geri
kalan1 ise erken tedavi isteyen, sik tekrarlamalar gerektiren agresif bir hastalik siireci

iginde bulunmaktadir (Scarfo ve ark., 2016).

1.3.Depresyon

Bir  duygudurum  bozuklugu olarak nitelendirilebilen  depresyon,
duygudurumun azalmig hali olarak ifade edilebilir (Karamustafalioglu and
Yumruk¢al 2011). Pek c¢ok farkli etken biyolojik yatkinligi olan bireylerde
depresyon gelisimine yol agabilmektedir (Alexopoulos, 2005). Ruhsal Bozukluklarin
Tanisal ve Istatistiksel E1 Kitab1’nin besincisi (DSM 5)’ne, gére bakildiginda major
depresyon kriterleri; istekte azalma, duygudurumunun depresif bir hale gelmesi,
konsantre olmakta zorlanma, istahin ve uyku halinin artis1 ya da azalisi, intihar
yatkinliginin artmasi olarak tanimlanabilir (Kafes, 2021). Major depresif bozukluk,
azalan ilgi alanlari, depresif ruh hali, bozulmus bilissel fonksiyon ve kotii uyku veya
istah gibi belirtiler gosteren bir bozukluktur. Major depresif bozukluk, kadinlarda iki
kat daha fazla goriilmekte, alt1 yetigkin bireyden birini etkilemekte ve genetik

derecesinin %35 oldugu varsayilmaktadir. Ayrica ¢ocukluk donemindeki bir¢ok



istismar gibi ¢evresel etkenlerle major depresif bozukluk gosterme arasinda kuvvetli
bir iligki vardir (Otte ve ark., 2016).

1.3.1.Depresyon Tedavisi

Depresyon i¢in tedavi secenckleri olarak ruhsal terapi, ilag tedavisi ve
elektrokonviilsif terapi yer almaktadir (Little, 2009). Psikoterapide, yonlendirici
olmayan danigmanlik, arkadas olma, psikodinamik psikoterapi, problem c¢ozme
terapisi, grup olarak psikoegitimi, bilissel davranis analizi ve egzersiz gibi birgok
psikoterapétik teknikler depresyon tedavisi i¢in aracilik eder (Price ve ark., 2007).
Farmakoterapi ise, depresyon tedavisinde kullanilan ilag smiflarini, ilk olarak;
trisiklik antidepresanlar (TCA'lar), monoamin oksidaz inhibitorleri (MAOTI'ler),
triityodotironin (T3) ve toplu olarak ikinci nesil antidepresanlar olarak bilinen ilag
grubunu kapsamaktadir. ikinci grup olarak ise, SSRI (segici serotonin geri alim
inhibitorleri) ve SNRI (Serotonin-norepinefrin geri alim inhibitorleri) haricinde diger
etki mekanizmalarina sahip ilaglar1 da kapsamaktadir (Little, 2009). Elektrokonviilsif
tedavi, baz1 bireyler i¢in reddedildiginden ve hizli bir tedavi oldugundan, ¢abuk bir
bicimde faydali olmasina karsin, antidepresan ila¢ tedavisine uyum saglayamayan ya
da cevap alinamayan bireyler i¢in uygun oldugu hakkinda fikir birligi saglanmistir
(Barbui ve ark., 2007).

Bircok kronik agri sendromlarinin tedavisinde, trisiklik antidepresanlarin iyi
etkilerine dayanilarak, ilk olarak trisiklik antidepresanlarin kullanilmasi ve segici
serotonin geri alim inhibitorlerini, cevap vermeyen ya da trisiklik antidepresanlara
tolerans gostermeyen hastalar i¢in kullanmak daha dogru goriilmektedir (Jung ve
ark., 1997).



1.3.2.Depresyon-Kanser iliskisi

Normal popiilasyona ve diger tibbi hastaliklara gore kanser hastalarinda,
depresyonun daha sik goriildiigii bulunmustur (Ersoy, 1999). Her iki kanser
hastasinin  birinde psikiyatrik bir sorun, depresyonla beraber uyumsuzluk
goriilmektedir. Depresyondaki bireyler, kansere rastlanma orani bakimindan ytiksek
risk tasimakta olup, daha sonraki yillarda yapilan c¢alismalarla bu bulgu
¢elismektedir. Ayrica, depresyon tedavsinde kullanilan, psikoterapotik tedavi, kanser
gidisatim1 etkilemektedir (Spiegel, 1996). Depresyon tanisini kanser hastalarinda
koymak giictiir. Birgok kanser belirtisi ve tedaviden kaynaklanan yan etkiler, tani
Olgiitleriyle oOrtiismekte olup, bu nedenle, depresyon ile kanser ile ilgili farkl
problemleri ayirmak zorlagmaktadir (Weinberger ve ark., 2009). Bir¢ok c¢alisma,
kanser hastalarinda depresyon gelisimi igin, psikososyal risk faktorlerini (bas etme
yeteneginde zayiflik, sosyal olarak izole olma, uyumlu bir kisilik tarzina sahip olma,
birinci kusak akrabalarinda kanser ve depresyon hikayesi olma, alkol ya da madde

bagimlilig1) incelenmistir (Sertdz ve Mete, 2004).

1.3.3. Antidepresanlar

Antidepresanlar, giivenli ilaglar olarak, yarim asirdan fazla bir siiredir diinyada
etkili bir sekilde depresyon tedavisinde kullanilmaktadir. Antidepresan ilaglarla
tedavide, ¢ogu zaman istenilen etkiyi gorebilmek birkag¢ haftay1 alabilmektedir. Son
zamanlarda, uzun siiredir devam eden antidepresanlar igin, sfingolipid sistemi ve
beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) reseptorii de dahil olmak {izere depresyona

umut vadeden yeni etki mekanizmalar1 kesfedilmistir (Kornhuber ve Gulbins, 2021).

Antidepresanlar, cesitli mekanizmalarla agriy1 bastirmakta ve pek ¢ok kalici
agr1 tiiriiniin tedavisinde, terapétik stratejinin temel bir bileseni olarak kabul

edilmektedir (Sawynok ve ark., 2001). Antidepresanlar, depresyonu olmayan ancak



kronik agrist olan hastalarda agri kesicidir. Agr1 kesici ve antidepresan ozellikleri,
birbirinden bagimsizdir (Micé ve ark., 2006).

Antidepresan ilaglar, etkilerini, enzim inhibisyonu veya reseptor inhibisyonu

ve geri alim engelleyicileri olarak sergilemektedir (Stahl, 2000).

Antidepresanlar, asagidaki sekilde siniflandirilabilir.

e Monoamin Oksidaz Inhibitdrleri (MAOI)

e Serotonin ve Noradrenalin Gerialim Inhibitorleri (SNRI)

e Trisiklik Antidepresanlar (TCA)

e Noradrenalin ve Dopamin Gerialim Inhibitérleri (NDGI)

e Secici Serotonin Geri alim Inhibitérleri (SSRI)

e Noradrenerjik (002 antagonizmasi yoluyla) ve Serotonerjik Antidepreanlar
(NaSSA)

e Secici Noradrenerjik Gerialim Inhibitérleri (NRI)

e Serotonin 2A Antagonistleri/ Serotonin Gerialim Inhibitérleri (SAGI) (Orsel
2004).

Adenozin, spinal analjezi ve supraspinal analjezi olusturabilir. Bundan dolayi,
TCA'larin, sodyum kanallarmin blokaji veya ndronal adenosin aliminin inhibisyonu
araciligiyla hareket edebilecegi One siriilmiistiir. Anti-depresan ilaglar, 6zellikle
TCA'lar ve SNRI'ler, fibromiyalji ve kronik bel agrisi gibi analjeziklerin ve
NSAID'lerin ¢ok etkili olmadigi kronik romatizmal agrili durumlarda analjezik
etkilere sahiptir (Perrot ve ark., 2008). Oral trisiklik antidepresanlar, in vitro sodyum
kanallarim1 ve in vivo sinir iletimini Onlemekte ve kronik agr1 tedavisinde

kullanilmaktadir (Lirk ve ark., 2006).



1.3.3.1. Monoamin Oksidaz inhibitorleri (MAOI)

Monoamin oksidazlar (MAO'lar), degisik aminlerin ve norotransmitterlerin
oksidatif deaminasyon reaksiyonundan sorumludur. Son 70 yildir, karmasik
hastaliklarin  tedavisinde basarili ilaclar olarak birgok MAQO inhibitorleri
gelistirilmistir ve 1950'lerin sonlarinda depresyon i¢in onaylanan ilk ilaglar oldugu

bilinmektedir (Duarte ve ark., 2021).

Monoamin oksidaz inhibitorleri (MAOI'ler), depresyon tedavisi igin birinci
simif ajanlar icerisinde yer almaktayken, cogunlukla olumsuz bir giivenlik profili,
kisitlayict diyet yasaklarina duyulan gereklilik ve hipertansif kriz korkusu gibi
sebepler sonucunda yillar i¢inde klinisyenler arasinda tercih edilebilirligi azalmistir

(Krishnan, 2007).

1.3.3.2. SSRI (Secici Serotonin Geri Ahm Inhibitérleri) ve SNRI

(Serotonin/norepinefrin Geri Alm Inhibitérleri)

Ik olarak depresyon tedavisi i¢in arastirilan ve sunulan segici serotonin geri
alim inhibitorleri ve serotonin/norepinefrin geri alim inhibitorlerinin, bir¢ok
anksiyete bozukluklari, distimi ve bulimia gibi bir¢ok psikiyatrik hastaliklar i¢in
etkili oldugu goriilmistiir. Ruh hali, cinsel davranis, saldirganlik, ve agr1 gibi 6nemli
islevlere fayda saglamada yer alan serotonerjik (5-HT) noérotransmisyon sisteminde
bu ilaglarin 6nemli etkileri bulunmaktadir ve ayrica venlafaksin/venlafaksin XR gibi
antidepresanlarin duygudurum ve anksiyete bozukluklarinda da onemli bilinen
noradrenerjik nérotransmisyon sistemi iizerinde de etkileri bulunmaktadir (Gorman

ve Kent, 1999).
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1.3.3.3. TCA (Trisiklik Antidepresanlar)

Yillardir toplanan kanitlar, trisiklik antidepresanlarin kronik noéropatik agrinin
tedavisinde temel tedavi oldugunu belirtmistir (Galer, 1995; Bryson ve Wilde 1996).
Trisiklik antidepresanlar, etkisini hizli géstermemesi, doz etkisini degerlendirmenin
giicliigii ve plazma konsantrasyonunun kisiler arasi belirgin degiskenligine de
dayanarak, terapotik ilag izleme i¢in giicliikle birlikte firsat da sunmaktadir (Sjoqvist
ve ark., 1980).

TCA'lar, norepinefrin ve serotonin ndrotransmitterin geri alimini bloke ederler.
Norona yeniden girmeden oOnce, alici bolgelerde daha fazla ndrotransmitterin
bulunmasina izin vererek ruh hali {izerinde olumlu etkilere neden olurlar (Sabella

2018).

Trisiklik antidepresanlara amitriptilin, doksepin, imipramin, desipramin ve

nortriptilin 6rnek olarak verilebilir (Calvi ve ark., 2021).

1.3.3.3.1. Amitriptilin

Amitriptilin, 1961 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Idaresi
(FDA) tarafindan, Elavil markasi adi altinda major depresif bozukluk (MDB)
tedavisi i¢in onaylamistir (Fangmann ve ark., 2008). Diisiik dozlarda amitriptilinin,
kronik agrinin yogunlugu ve baska bazi 6zellikleri {izerinde orta diizeyde olumlu bir

etkisinin oldugu goriilmistiir (Zitman ve ark., 1990).

Amitriptilin, yash hastalar1 etkileyen ¢esitli kronik agr1i durumlarinda
arastirilmistir. Bunlar arasinda, norojenik agri (6ncelikle postherpetik nevralji ve
agrili diyabetik noropati) ve agrili kas-iskelet sistemi bozukluklari1 (fibromiyalji ve

romatoid artrit) yer alir (Bryson ve Wilde, 1996). Amitriptilin, fibromiyaljisi olan
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veya malignite ile baglantili olan ya da olmayan kronik agris1 bulunan hastalarda,
diger analjeziklerle beraber diisiiniilmelidir. Bazi hastalarda antikolinerjik yan
etkilerin verdigi rahatsizlik, tedavinin faydasina etkili olsa da, amitriptilin yaslilari
etkileyen kronik agr1 durumlarinin tedavisinde onemli bir role sahiptir (Bryson ve

Wilde, 1996).

Amitriptilinin, BDNF’teki etkisi glial hiicre gérev bozuklugu ve atrofi, MDB
(Major Depresif Bozukluk) néropatofizyolojisine katkisi olan 6nemli 6zelliklerden

olabilir (Mayegowda ve Thomas, 2019).

Amitriptilin, norepinefrin ve serotonin geri alimmi Onlemesi harig,
histaminerjik, muskarinik ve diger ¢esitli reseptorlerde aktivite iiretimi yapmaktadir.
Bir monoamin modiilatérii olarak, duygudurum bozukluklarinin pek g¢ogunun
anlasilmasinda, monoamin teorisinin daha fazla anlasilmasi bakimindan yarar
saglamistir. Segici serotonin/norepinefrin geri alim inhibitorlerinin 6niinii agmistir

(McClure ve ark., 2021).

Amitriptilin, yetiskin bireylerde depresyon tedavisinde kullanilan FDA onayli
bir ilagtir (Thour, 2019). Son yillarda, amitriptilinin merkezi N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerini inhibe ettigi goriilmiistiir (Watanabe ve ark., 1993).

Amitriptilinin, multipl miyelom tiimér dokularinda, p53'i indiikledigi, kaspaz-
3'0 aktive ettigi ve antiapoptotik Bcl-2 ve Mcl-1'i azalttigi gosterilmistir (Zhang ve
ark., 2013). Amitriptilin ile uyarilan norotoksisiteye, apoptoz yardim eder ve kaspaz
aktivitesinin uyarilmasiyla etkisi azaltilir ve buna bagh olarak apoptotik asamalarin
baglatilmasi, lokal anestezik kaynakli norotoksisitenin etkisini azaltmada roli
oldugunu diisiindiirmektedir (Lirk ve ark., 2006). Amitriptilin, néronlarda, doz
bagimli olarak, sitotoksisite gostermektedir. Apoptotik siirecin baglatilmasinin, lokal
anesteziklerin sebep oldugu nérotoksisiteyi azaltmada rolii olabilmektedir (Lirk ve
ark., 2006).

12



Bu c¢alismayr yapmamizdaki amacimiz; trisiklik antidepresan olan
amitriptilinin HL60 akut miyeloid hiicre serisinde, bu ilacin hiicre proliferasyonu ve

apoptozu tizerindeki etkilerini degerlendirmektir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

RPMI Medium (Sigma), Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn),
Penisin/Streptomycin (Capricorn), Dimethyl sulfoxide (DMSOQO) (Merck), MTT
(Bioworld), Trypane Blue (Sigma), Trypsinf/EDTA (Capricorn), Amitriptyline
(Sigma), Acridine Orange (Sigma), Bradford (Thermo), Nuclear Extraction Kit
(Active Motif), Caspase-3 Assay Kit (Colorimetric) (Abcam ab39401), Annexin V
Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences)

2.2. Kullanilan Cihazlar

Steril kabin (Holten Lamin Air), Flow Sitometri (Accuri C6) Spektrofotometre
Multiplaka okuyucu (Spectramax, Molecular Devices), magnetik karistirict
(Wisestir), Spektroflorometre (Perkin Elmer), otomatik pipet seti (Nichipet),
santirifiij (Sigma), CO; inkiibatorii (Sanyo), hassas terazi (Mettler Toledo), inverted
mikroskop (Olympus), -20 °C derin dondurucu ve -80 °C derin dondurucu (Heto,
Sanyo, Bosch), vorteks (Scilogex), su banyosu (Mettler),

2.3. Hiicre Kiiltiira

Bu tez ¢aligmasi, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dal1 Arastirma Laboratuvarinda, 2022-2023 tarihleri arasinda yapilmistir. HL60 akut
miyeloid 16semi hiicre serisi, %1 L-glutamin, %210 inaktif fetal sigir serumu, %1
penisilin streptomisin, iceren RPMI 1640 besiyerinde, 25 cm®lik flasklarda 37°C’de
%5 CO; iceren inkiibatdrde ¢ogaltilmistir.
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2.3.1. Hiicre Sayim

Hiicre canlilig, kaspaz 3 aktivitesin tayini, mitokondriyal kiitlenin belirlenmesi
ve apoptozun belirlenmesi deneylerinde, plaklara ait her kuyunun, esit sayida hiicre
igermesi i¢in, tripan mavisi ile hiicre sayimi1 yapildi. Bu amagla; 20ul tripan mavisi,
20ul hiicre siispansiyonu ile karistirildi ve neubauer lami araciligiyla inverted
mikroskopta hiicre sayimi yapildi. Neubauer laminin, sayma bolgesinin hacmi
0,1mm’ diir. 1ml (cmg)’deki hiicre sayisi; 0,1 mm?® deki hiicre sayisi, seyreltme

faktorii ve 10% ile carpilarak elde edildi.

2.4. Hiicre Canlihigimin Belirlenmesi

Amitriptilinin, doza ve zamana bagli olarak, HL60 hiicrelerinin canlilig
tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide testi (MTT) gerceklestirildi. Bu amagla, 96’lik plaklarda
her kuyuya, 24 x10° hiicre ekildi. Amitriptilin, DMSO’da ¢ziildii ve stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Ardindan hiicrelere 0,05-100uM konsantrasyon araliginda amitriptilin
uygulandi. Tiim kuyulardaki DMSO konsantrasyonu, %0,25°i gegmedi. Ilag
uygulanmayan kuyular, kontrol grubu olarak kullanildi. Hiicreler farkli amitriptilin
dozlar ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun bitiminde,
kuyulara, hazirlanan 5mg/ml MTT soliisyonu, her kuyuya 20ul olacak sekilde,
eklendi. Hiicreler 37°C’de 4 saat MTT ile inkiibasyona birakildi. 4 saat inkiibasyon
sonunda, formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla, kuyulara 100 pul SDS-HCI (83ul
HCI igeren %10 SDS c¢ozeltisi) eklendi ve 1 gece 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin spektrofotometrede 550nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi.
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2.5. Kaspaz 3 Aktivite Tayini

HL60 hiicreleri, 24°1i plaklara 150.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. 40
uM ve 60uM Amitriptilin konsantrasyonlari uygulandi ve 72 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, hiicrelerden sitosolik protein izolasyonu
yapild1 (Active Motive). Bu amagla; kit protokolii takip edildi (Nucleer extraction
kit, Active Motif). Hiicreler, santrifiij yapildi (5000 rpm, 5 dakika). Siipernatan
otomatik pipet yardimiyla ¢ekildi ve atildi. Ardindan pelet PBS ile yikandiktan sonra,
1X hipotonik buffer eklendi. Otomatik pipet ile iyice karistirildi ve buz iizerinde 15
dakika inkiibasyona birakildi ve inkiibasyonun sonunda her 6rnege deterjan eklendi
ve 10 sn vorteks yapildi. Ardindan 14000g’de 30 saniye +4°C’de santrifiij yapildi.
Stipernatanlar, dnceden sogutulmus tiiplere aktarildi. Bradford Metodu kullanilarak,
protein tayini yapildi. Esit miktarda protein iceren (100 pg) iceren Ornekler
kullanildi. Ardindan, Caspase-3 Assay Kit (Colorimetric) (Abcam, ab39401) kit
protokolil takip edildi. Her kuyuya; 0,5ul DTT, 49,5 ul 2X Reaction buffer ve 2,5 ul
(7,8mM) kaspaz 3 substrati eklendi. 1 gece 37°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra

400 nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi.

2.6. Protein Miktar Tayini

Kaspaz 3 aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, sitosolik ekstrelerdeki protein
tayini Bradford metoduna gore yapildi. Bradford ajani (Thermo) (150 pl) ve 6rnek
(5ul)  kanistinldi. 5 dakika oda  sicakliginda  inkiibasyonun = ardindan,
Spektrofotometrede 595nm de absorbans 6l¢iimii yapildi. Standart grafik yardimiyla,

protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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2.7. Mitokondiriyel Kiitlenin Belirlenmesi

Mitokondri kiitlesinin analiz edilmesi amaciyla, acridine orange (NAO) boyasi
kullanildi. Bu amagla hiicreler 24°lii plaklara ekildi (150.000 hiicre/kuyu) ve
hiicrelere 40uM ve 60 uM konsantrasyonlarda amitriptilin uygulandi. Amitriptilin
uygulanamayan hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. 72 saat inkiibasyonun
ardindan, hiicreler santifiij isleminin ardindan, PBS ile yikanmalar1 saglandi ve 5 pM
NAO igeren besiyeri eklendi. 30 dakika 37°C’de hiicrelerin NAO ile boyanmalari
saglandi. Hiicreler santriifiij edildi. PBS ile yikandi. Pelet PBS’de ¢ozildii ve
spektroflorometre (Perkin Elmer) ile floresans dl¢timii yapildi (Eksitasyon 495nm ve
emisyon 519 nm). Her 6rnegin floresan siddeti mg protein diizeylerine oranlanarak

normalize edildi. NAO ile boyanmayan hiicreler negatif kontrol olarak kullanildi.

2.8. Apoptozun Belirlenmesi

Amitriptilin’in HL60 hiicrelerinin apoptozu iizerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla, hiicreler 24°lii plaklara ekildi (150.000 hiicre/kuyu), 40 uM ve 60 uM
amitriptilin ile 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda, hiicreler
santrifiij edildi. PBS ile yikand1 ve kit protokoli, Annexin V Apoptosis Detection Kit
I (BD Biosciences) takip edildi. Hiicreler, 1x Binding Bufferda siispanse edildi. 5 pl
PE Annexin V ve 5 ul of 7-AAD eklendi ve ardindan vorteks ile karistirildi. 15
dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi ve her tiipe 400 pl 1x

Binding Buffer eklendi. Flow sitometri cihazi yardimiyla analiz edildi.

2.9. istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkliliklar1 belirlemek amaciyla, Graph Pad Prism 9
programi kullanilarak, One Way Anova varyans Analizi testi yapildi. Degerler

ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi. p <0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Amitriptilinin Hiicre Canhihg Uzerindeki Etkileri

HL60 hiicrelerine amitriptilin uygulandiginda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda, 20-100uM konsantrasyon araliginda hiicre canliligini anlamli olarak
azalttigi, 0,05-10 pM konsantrasyon aralifinda hiicre canliliginm1 anlamli olarak

etkilemedigi goriildii (Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1. Amitriptilinin, 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, hiicre canlilig1 iizerindeki
etkileri (****p<0,0001; kontrol grubuna gore anlamlilig1 belirtmektedir. C; Kontrol)

HL60 hiicrelerine amitriptilin uygulandiginda, 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda, 0,1-100uM konsantrasyon araliginda hiicre canliligini anlamli olarak
azalttigi, 0,05uM konsantrasyonda hiicre canliligini anlamli olarak etkilemedigi

ooriildii (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2. Amitriptilinin, 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda hiicre canlilig1 tizerindeki
etkileri(***p<0,001;****p<0,0001; kontrol grubuna goére anlamlilig1 belirtmektedir. C;
Kontrol)

HL60 hiicrelerine amitriptilin uygulandiginda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda, 0,05-100uM konsantrasyon araliginda hiicre canliligimi anlamli olarak

azalttig gortildii (Sekil 3.3).
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Sekil 3. 3. Amitriptilinin, 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, hiicre canlilig1 tizerindeki

etkileri(***p<0,001;****p<0,0001; kontrol grubuna gore anlamlihigi belirtmektedir. C;
Kontrol)

3.2. Amitriptilinin Kaspaz 3 aktivitesi iizerindeki etkileri

40 uM ve 60 uM Amitriptilin, HL60 hiicrelere uygulandi ve 72 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda 40 pM amitriptilin, kaspaz 3 aktivitesi {izerinde
anlaml bir etki gostermezken, 60 uM amitriptilinin kaspaz 3 aktivitesini anlaml

olarak artirdig: goriildii (p<0,0001) (Sekil 3.4).
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Sekil 3. 4. Amitriptilinin kaspaz 3 aktivitesi tizerindeki etkisi (C; Kontrol) (**** p<0,0001
kontrol grubuna gore anlamlilig1 belirtmektedir)

3.3. Amitriptilinin HL60 hiicrelerinin apoptozu iizerindeki etkileri

40 uM ve 60 pM Amitriptilinin HL60 hiicrelerinin apoptozu iizerindeki etkisi
72 saat inkiibasyon siiresi sonunda degerlendirildi ve 40 uM ve 60uM amitriptilinin
canli hiicreleri anlamli olarak azalttigi (swrayla p<0,001 ve p<0,0001), erken
apoptozu artirdigr (p<0,0001), ileri apoptoz ve nekrozu artirdigr (sirayla p<0,001 ve
p<0,0001), nekrozu artirdig1 (p<0,01 ve p<0,0001) goriilmiistiir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Amitriptilinin HL60 hiicrelerinin apoptozu tizerindeki etkileri (*** p< 0,001,
***% p<0,0001 kontrol grubuna gore anlamliligi belirtmektedir)

3.4. Amitriptilinin HL60 hiicrelerinde mitokondriyel kiitle iizerindeki

etkisinin degerlendirilmesi

Amitriptilinin HL60 hiicrelerinde mitokondriyel kiitle {izerindeki etkilerini

belirlemek amaciyla, hiicreler 40 uM ve 60 uM konsantrasyonda amitriptilin ile 72
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saat inkiibe edildiler. 40 puM amitriptilin, mitokondriyel kiitleyi anlamli olarak

etkilemezken, 60 uM amitirptilin, mitokondriyel kiitleyi anlaml1 olarak azaltmustir.
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Sekil 3.6. Amitriptilinin HL60 hiicrelerinde mitokondriyel kiitle izerindeki etkileri
(* p<0,05 kontrol grubuna gore anlamlilig1 ifade etmektedir)
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4. TARTISMA

HL60 hiicre serisinin, normal ve losemik miyelomonositik hiicrelerin
farklilasmasinda ve c¢ogalmasindaki mekanizmalar1 incelemek igin laboratuvar
ortaminda yapay kosullarda 6nemli oldugu goriilmiistiir (Drexler ve ark., 1995).
HL60 hiicre serisi, graniilosit/monosit/makrofajlarin, normal ve 16semik hiicrelerinin
farklilagsma siireglerindeki, hiicre diizeyinde ve molekiiler diizeydeki gelismelerini

incelemek i¢in uygun bir invitro modeldir (Collins, 1987).

Amitriptilin, birgok hastalikta ve aksakliklarda 6nemli bir tedavi edicidir.
Anmitriptilin, serotonin ve norepinefrin geri alimini engeller ve ayrica histaminerjik,
muskarinik ve diger cesitli reseptorlerde, hedef dis1 aktivite iiretimine yol agar.
Monoaminlerin bir modiilatordiir ve ¢esitli ruh hali bozukluklarinin anlagilmasi i¢in
monoamin teorisinin kurulmasina fayda saglamistir ve ayrica yaygin olan Segici
serotonin/norepinefrin  geri alim inhibitorlerinin  yolunu agtigi  bilinmektedir
(McClure ve Daniels, 2021). Zhang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada,
amitriptilinin, multiple miyeloma (MM) timér biiyiimesini 6nemli 6lgiide azalttigi,
timor biiylimesini geciktirdigi ve timor dokularinda p53'i indiikledigi, kaspaz-3'i
aktive ettigi ve antiapoptotik Bcl-2 ve Mcl-1'i azalttig1 gosterilmistir (Zhang ve ark.,
2013). Bir baska calismada, fluoksetin ve amitriptilinin, kemirgenlerde kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini uyardigi goriilmiistiir (Brandes ve ark., 1992). Sigan siyatik
sinirine in vivo olarak topikal olarak uygulanan amitriptilin, doza bagl bir
norotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir (Estebe ve Myers, 2004). Ayni
bigimde, intratekal amitriptilinin, 25 uM 'de kemirgen modelinde néronal ve glial
dejenerasyona yol agtig1 goriilmistiir (Sudoh ve ark., 2004). Amitriptilin, imipramin
ve klomipramin, HL-60 hiicreleri tarafindan 3H-H alimina kars1 gelmekte olup, bu
durum yalnizca toksik konsantrasyonlarda goriilmektedir ve hiicre kaybiyla alakalidir
(Gespach ve ark., 1985).
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Calismamizda, amitriptilinin HL60 hiicre serisinde, hiicre canlilig1 tizerindeki
etkilerini  degerlendirmek iizere MTT testi yapilmistir. MTT, hiicrelerin
metabolizmasini incelemede sik kullanilan testtir (Mosmann, 1983). Bu ¢alismada,
amitriptilin ile hiicreler farkli siirelerde inkiibasyona birakilmislardir. Bu inkiibasyon
stirelerinin sonunda, hiicre canlilig1 tespit edilmistir. HL60 hiicrelerinde, amitriptilin
ile 24 saat inkiibasyon sonunda, 20-100 uM konsantrasyon araliginda, 48 saatlik
inkiibasyon sonunda 0,1-100 uM konsantrasyon araliginda ve 72 saat inkiibasyon
sonunda 0,05-100 uM konsantrasyon araliginda hiicre canliligini anlamli bir sekilde

azalttig1 goriilmiistiir.

Calismamizda HL60 hiicre serisinde, amitriptilinin, kaspaz 3 aktivitesi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Kaspaz-3'in tespiti, apoptoz ile 6lmiis hiicreler igin
kullanilabilen —giivenilir bir belirtectir  (Crowley ve Waterhouse, 2016).
Calismamizda, 40 uM ve 60 uM amitriptilin HL60 hiicre serisine uygulandi ve 72
saat boyunca inkiibe edildi. 72 saat sonra 40 uM amitriptilin, kaspaz 3 aktivitesi
izerinde anlamli bir etki gostermedigi, ancak 60 uM amitriptilinin kaspaz 3

aktivitesi izerinde anlamli bir sekilde artisa neden oldugu goriildii (p<0,0001).

Programlanmis hiicre 6limii ya da apoptoz genelde farkli morfolojik 6zellikler
ve enerjiye bagli biyokimyasal mekanizmalarla karakterizedir (Elmore, 2007).
Apoptoz sirasiyla zarin tasmasi, hiicre biizlilmesi, kromatinin yogunlagmasi ve
DNA'nin pargalanmasi ve ardindan apoptoza ugrayan hiicrenin komsu hiicreler
tarafindan hizla yutulmasiyla sonug¢lanan planli bir ¢okiisii tanimlamaktadir
(Renehan ve ark., 2001). HL60 hiicre serisinde, amitriptilinin apoptoz itizerindeki
etkisini incelemek amaciyla, 40 uM ve 60 uM amitriptilinin, HL60 hiicre serisindeki
apoptoz {lizerindeki etkisi incelenmistir. 72 saat inkiibasyondan sonra 40 pM
amitriptilinin canli hiicreleri anlamli bir sekilde azalttigi (p<0,001), erken apoptozu
artirdigr (p<0,0001) ileri apoptoz ve nekrozu artirdig1 (p<0,001) ve nekrozu artirdig
(p<0,01) gbzlemlenmistir. Ayn1 sekilde 60 uM amitriptilinin canli hiicreleri anlamli

olarak azalttigi (p<0,0001), erken apoptozu artirdigir (p<0,0001), ileri apoptoz ve
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nekrozu artirdigr (p<0,0001) ve son olarak nekrozu artirdigi (p<0,0001) tespit

edilmistir.

Villanueva-Paz ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, amitriptilin, HepG2

hiicrelerinde mitokondri fonksiyon bozuklugunu ve oksidatif stresi indiiklemistir

(Villanueva- Paz ve ark., 2016).

Amitriptilinin, ii¢ insan timor hiicre serisindeki; H460 (akciger kanseri), HeLa
(rahim agz1 kanseri) ve HepG2 (hepatoma), antitimdr potansiyelini inceleyen bir
calismada, amitriptilinin sitotoksik etkisi, yaygin olarak kullanilan {i¢ kemoterapotik
ilag (kamptotesin, doksorubisin ve metotreksat) ile karsilastirilmistir ve amitriptilinin
en yliksek hiicresel hasari iirettigi, yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirii (ROS)
tiretimine neden oldugunu ve ardindan geri doniisii olmayan ciddi mitokondriyal
hasara neden oldugu belirtilmistir. Amitriptilin ve bu c¢alismada kullanilan
kemoterapétik ilaglarin, sitokrom c¢ salinimi1 ve kaspaz-3 aktivasyonuna bagli bir

mekanizma ile hiicreleri apoptoza gotiirdiigii bildirilmistir (Cordero ve ark., 2010).

Trisiklik antidepresanlarin ve 6zellikle de bu antidepresanlar arasinda yer alan
klomipraminin, mitokondriyal solunum zincirinin kompleks III'iiniin inhibisyonuyla
kaspaz-3'e bagh apoptozun intrinsik yolunu baslattigi bildirilmistir (Dale ve ark.,
2005). Trisiklik antidepresanlar, siiperoksit ve hidrojen peroksit {iretiminde bir artisa
ve mitokondri zar potansiyelinde bir diisiise neden olur ve bdylece, sitokrom ¢ salinir
ve kaspaz 3, prokaspaz 9 ve endoniikleaz G'nin aktivasyonu, apoptotik oliime ve
DNA bozulmasina sebep olur. Mitokondri enerji metabolizmasinin, ROS iiretiminin
ve apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir etkisi oldugu bildirilmistir (Pilkington ve
ark., 2008). Bir ¢aligmada trisiklik antidepresanlarin aksonal dejenerasyonu
indiiklemeden hiicresel metabolizmadaki etkileriyle ndrotoksisiteyi ortaya ¢ikardigini

gosterilmistir (Lirk ve ark., 2006).
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Apoptozun, kismen de olsa amitriptilinin in vitro norotoksik sekellerine
aracilik ettigini gorilmistiir. Apoptik belirtegler ile (Sitokrom c'nin salinmasi,
mitokondriyal depolarizasyon, kaspaz-3'in aktivasyonu) elde edilen sonuglar,
cogalan lenfosit kiiltiirlerinde, TCA toksisitesinin daha dnceki mekanik ¢alismalarla

uyumlu oldugunu gostermistir (Karlsson ve ark., 1998).

Antidepresif ajanlar; imipramin, klomipramin ve sitalopramin, insan akut
miyeloid 16semi HL60 hiicrelerinde, hiicre canliligi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumu ve mitokondriyal membran potansiyeli (A¥m) iizerindeki etkilerini
incelenmistir. Calismanin sonuglari, bu bilesiklere maruz kalmanin apoptotik siireci
aktive ederek hiicre canliliginda bir kayba neden oldugunu gdstermektedir (Xia ve

ark., 1999).

Lirk ve ark.’min ¢alismasinda, amitriptiline maruz kalan nodronlarda doza
bagimli olarak toksik etki bulunmustur. 24 saatlik inkiibasyondan sonra 100 uM
amitriptilin ile inkiibe edilen kiiltiirlerde noéronlarin yaklasik olarak %50 oraninda
azaldig1 gorilmistiir. Ayrica 500 uM amitriptilin ile de, hayatta kalan hiicrelerin

sayisinin hizla azaldig goriilmiistiir (Lirk ve ark., 2006).

Amitriptilinin HL60 hiicre serisindeki, mitokondriyel kiitle {izerindeki
etkilerini inceledigimizde, 72 saat inkiibasyon sonucunda 40 uM konsantrasyonda
amitriptilin mitokondriyel kiitleyi anlamli olarak etkilemedigi, ancak 60 uM
konsantrasyonda amitriptilin mitokondriyel kiitleyi anlamli derecede azaltmis olarak
gozlemlenmistir. Moreno ve Fernandez ve ark.’min ¢aligmasinda, mitokondriyal
disfonksiyonun depresyon patofizyolojisinde yer alabilecegi ve amitriptilin tedavisi
ile kotiilesebilecegi belirtilmistir (Moreno-Fernandez ve ark., 2012). Amitriptilin ile
tedavi edilen hastalarda mitokondriyal disfonksiyonu daha fazla incelemek i¢in sitrat
sentaz aktivitesi belirlenmistir ve bakildiginda kontrol grubuna gére major depresyon
grubunda ve en Onemlisi kontrol ve major depresyon grubuna gore, amitriptilin
grubunda mitokondriyal kiitlede bir azalma oldugunu goriilmiistir (Moreno-
Fernandez ve ark., 2012).
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada HL60 hiicre serisinde, amitriptilinin sitotoksik ve apoptotik
etkileri incelenmis ve degerlendirilmistir. Amitriptilinin 24, 48, 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda, farkli konsantrasyon araliginda hiicre canlilig1 tizerine
etkileri degerlendirilmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda; 20-100 uM
konsantrasyon araliginda, 48 saatlik inkiibasyon sonunda; 0,1-100 uM konsantrasyon
araliginda ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda; 0,05-100 uM konsantrasyon araliginda
hiicre canliligini anlamli olarak azalttig1 belirlenmistir. Amitriptilinin (60 uM), 72
saatlik inkiibasyon sonunda, kaspaz 3 aktivitesini anlamli olarak arttirdig1 (p<0,0001)
saptanmigtir. Flow sitometri analiz sonuglarina gore; 40 ve 60 uM amitriptilinin, 72
saat inkiibasyon sonunda canli hiicre sayisini (sirastyla p<0,001 ve p<0,0001)
anlamli olarak azalttig1, erken apoptozu artirdig1 (p<0,0001), ileri apoptoz ve nekrozu
artirdig1 (sirastyla p<0,001 ve p<0,0001) ve son olarak da nekrozu artirdig1 (p<0,01
ve p<0,0001) bulunmustur. Amitriptilinin 60 pM konsantrasyonda 72 saat

inkiibasyon sonunda mitokondriyel kiitleyi diistirdiigii saptanmistir.

Bu calisma, amitriptilinin HL60 16semi hiicreleri iizerinde, sitotoksik ve
apoptotik etkilerini inceleyen bir caligmadir. Gelecekte yapilacak c¢aligsmalarda,
amitriptilinin, apoptozda yer alan yolaklardaki genler ve proteinler ve mitokondriyal

proteinler tizerindeki etkileri daha detayl incelenerek aydinlatilabilir.
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OZET

Amitriptilin’in HL60 Akut Miyeloid Losemi Hiicre Serisinde Hiicre Proliferasyonu
Uzerindeki Etkilerinin Degerlendirilmesi

Akut Miyeloid Losemi (AML), olgun hiicre hallerine doniisme yetisini kaybetmis
molekiiler genetik agidan hasarli myeloblastlarin dokularda birikmesiyle meydana gelen
hematolojik bir malignitedir. HL60 hiicre serisi, insan akut miyeloid 16semi hiicre serisidir.
Amitriptilin, bir dibenzocycloheptadine tiirevi olan iigiinciil amin trisiklik antidepresandir.
Serotonin ve norepinefrin gibi ndrotransmitterlerin néral membrandan geri emilimini
engelledigi bilinmektedir. Amitriptilin, gesitli agrilarin tedavisinde kullanilan bir trisiklik
antidepresandir. HL60 hiicre serisinde yaptigimiz ¢alismada, amitriptilinin konsantrasyona
ve zamana bagli olarak, hiicre canlilig: izerindeki etkileri belirlenmistir. 24 saat sonunda 20-
100 uM, 48 saat sonunda 0,1-100 puM, 72 saat sonunda 0,05-100 uM konsantrasyon
araliginda hiicre canliligi anlamli olarak azalttig1 belirlenmistir. HL60 hiicreleri 40 uM ve 60
UM amitriptilin ile 72 saat boyunca inkiibe edildiginde 60 pM amitriptilinin kaspaz 3
aktivitesini ve 40 uM ve 60 uM amitriptilinin erken apoptozu, ileri apoptozu ve nekrozu
artirdigi  gézlenmistir. Bu ilacin HL60 hiicrelerinde 60 puM konsantrasyonda 72 saat
inkiibasyon sonucunda mitokondriyal kiitleyi anlamli olarak azalttigi bulunmustur. Sonug
olarak, bu calisma ileride yapilacak calismalara yon verecektir.

Anahtar Sozciikler: Amitriptilin, HL60, AML (Akut Miyeloid Losemi).
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SUMMARY

Evaluation of the Effects of Amitriptyline on Cell Proliferation in HL60 Acute Myeloid
Leukemia Cell Line

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a hematological malignancy caused by the
accumulation in tissues of molecular genetically damaged myeloblasts that have lost their
ability to transform into mature cell states. The HL60 cell line is a human acute myeloid
leukemia cell line. Amitriptyline is a tertiary amine tricyclic antidepressant, a derivative of
dibenzocycloheptadine. It is known to inhibit the reabsorption of neurotransmitters such as
serotonin and norepinephrine from the neural membrane. Amitriptyline is a tricyclic
antidepressant used in the treatment of various pains. In our study on HLG60 cell series, the
effects of amitriptyline on cell viability were determined depending on concentration and
time. It was determined that cell viability was significantly reduced in the concentration
range of 20-100 uM at the end of 24 hours, 0.1-100 uM at the end of 48 hours, and 0.05-100
uM at the end of 72 hours. When HL60 cells were incubated with 40 uM and 60 uM
amitriptyline for 72 hours, 60 uM amitriptyline increased caspase 3 activity and 40 uM and
60 uM amitriptyline increased early apoptosis, late apoptosis and necrosis. This drug was
found to significantly reduce mitochondrial mass in HL60 cells after 72 hours of incubation
at 60 uM concentration. As a result, this study will guide future studies.

Keywords: Amitriptyline, HL60, AML (Acute Myeloid Leukemia).
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