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OZET

Trimetazidin’in Néronal ve Glial Hiicreler Uzerindeki Muhtemel Néroprotektif

ve Norodejeneratif Potansiyellinin Belirlenmesi

Trimetazidin, anti-iskemik ve anti-anjinal bir ajandir. Bas donmesi, kulak
cinlamast gibi endikasyonlarda kullanilan Trimetazidin’in (TMZ) mitokondrial
stabilizator oldugu ve ayni zamanda hipoksi veya iskemi durumlarinda yag asidi
oksidasyonunu engelleyerek hiicre i¢ci ATP (Adenozin trifosfat) seviyesinin diisiistinii
Onledigi bilimsel c¢alismalarla gosterilmistir. Genellikle hiicreleri  hipoksik
kosullardan koruyan maddelerin ndroprotektif etki de gosterebilecegi bilinmektedir.
TMZ’nin kulak ¢inlamas1 gibi sensorinoral rahatsizliklarda yararli etkilerinin oldugu
fark edildigi gibi aksine santral sinir sistemi ilizerine ndroleptik ilaglarin yan
etkilerinden olan hareket bozukluklarina benzer yan etkilerinin oldugu da

gorilmistir.

Bu calismada, TMZ’nin néronlar ve glial hiicreler {izerindeki potansiyel
koruyucu ve toksik etkileri; hiicrelerin morfolojik degisiklikleri degerlendirilerek,
canlilik oranlarmin karsilastirilmasi i¢gin MTT testi yapilarak, apopitozis oranlarinin
belirlenmesi i¢in floresan boyama yapilarak ve apopitotik belirteglerden olan
kaspaz-3 miktarlar1 karsilagtirilarak arastirilmistir. Hiicrelerde oksidatif stres ve buna
bagli dejenerasyon olusturmak i¢in hidrojen peroksit (H,O;) ve asirt uyarim sonucu

eksitotoksisiteye neden olan mono sodyum glutamat (MSG) kullanilmstir.

Sonug olarak, TMZ’nin noéronal ve glial hiicreleri H,O, ve MSG ile
indiiklenen hiicre 6liimiine kars1 anlamli derece korudugunu ve TMZ’nin bu hiicreler
tizerindeki toksisitesinin de ¢ok yiiksek dozlarda olustugunu bulduk. Bu sonuglardan
dolayr TMZ’nin ndrodejeneratif hastaliklarda tedavi seceneklerine katilabilecegini

onermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Trimetazidin, Noron, Glial, Hiicre Kiiltiirii, Apopitozis, MTT



ABSTRACT

The Determination of Possible Neuroprotective and Neurodegenerative

Potentiality of Trimetazidine on Neuronal and Glial Cells

TMZ is an anti-ischemic and anti-anginal agent. Scientific studies have shown that
trimetazidine is mitochondrial stabilizer used for indications such as dizziness,
tinnitus and also shown that in cases of hypoxia or ischemia prevents decreasing of
intracellular level of ATP by blocking the oxidation of fatty acids. Generally,
substances are known protecting the cells against hypoxic conditions, may show
some neuroprotective effect. In sensorineural disorders such as tinnitus, beneficial
effects of TMZ was noticed, unlikeon the central nervous system, such as movement
disorders, which is on the side effects of neuroleptic drugs with similar side effects

were observed.

In this study, potential protective and toxic effects of TMZ on neurons and
glial cells, the morphological changes of cells evaluated by MTT assay to compare
rates of vitality, for the determination of rates of apoptosis and apoptotic markers by
fluorescent staining was investigated by comparing the amounts of caspase-3. To
form oxidative stress and thus degeneration in cells, we used H,O, and MSG that

causes excitotoxicity with excessive excitation.

As a result, we found that toxic dose of trimetzidine is very high, and
trimetazidine significantly protects neuronal and glial cells against cell death induced
by H,O, and MSG. Because of these findings, we suggest that trimetazidine may
participate in the treatment options for neurodegenerative diseases.

Key words: Trimetazidine, Neuron, Glial, Cell Culture, Apoptosis, MTT
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1. GIRIS VE AMAC

Norodejenerasyonun neden oldugu hastaliklar iizerinde bir¢ok arastirma
yapilmasina ragmen, kalic1 olarak tam bir tedavi segenegi halen bulunamamustir.
Sinir hiicresi harabiyeti sonucu hastalanmis kisinin yasam kalitesindeki bozulma,
norolojik hastaliklarin toplum iizerindeki duygusal, fiziksel ve sosyoekonomik
etkileri gibi ¢ok ciddi problemler olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Bu hastalarin 6nemli
bedensel islevlerini yitirmelerinin yani sira, dmiir boyu siiren tedavileri ve bakim
masraflari, isgiicii ve gelir kayiplar1 ile yasadiklar1 sosyal ve psikolojik sorunlar
hastalari, ailelerini ve iilke ekonomisini ciddi diizeyde etkileyen bir saglik problemi

ile kars1 karsiya oldugumuzu gostermektedir.

Santral ndron hasar1 olan hastalar tutulum lokalizasyonuna bagli olarak
duyusal, motor ve kognitif defisitlere sahiptirler. S6z konusu hasar, konjenital olarak
veya sonradan gelisebilen enfeksiyon, travma, damarsal hastaliklar, tiimoral
gelisimler, metabolik hastaliklar ve zehirlenmeler gibi nedenlerle de ortaya
cikabilmektedir.

Bircok  arastirmact  norolojik  fonksiyonlar1  diizeltmek  amaciyla
norodejenasyonun patofizyolojik mekanizmalar1 T{izerinde degisik arastirmalar
yapmuglardir. Santral sinir sistemi zedelenmelerini takiben es-zamanli olarak hizla
gelisen nekrotik hiicre 6liimleri ve daha yavas gelisen endojen hiicre 6liim yollarinin
aktivasyonuyla apopitotik hiicre oliimleri ger¢eklesmektedir. Zedelenmeyi takiben
hizli gelisen hiicre Oliimlerine karst tedavinin  ¢ok miimkiin olmadig
diistintildiigiinden noéranal dejenerasyonun tedavisinde amag¢ daha ¢ok apopitozisi
onlemek veya azaltmaya yoOnelik olmustur. Apopitozis temelde mitokondri
sitokrom-c, hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanma ve Endoplazmik Retikulum

(ER) araciligiyla temel olarak tizere ii¢ farkli mekanizma ile gergeklesmektedir.

Aragtirmamizda  kullanilan  hiicre  kiiltiiri  yontemleri, laboratuvar
aragtirmalarinda kolay uygulanabilirligi ve neden-sonug iliskisinin dogrudan

gozlenebilir olmasi nedeniyle olduk¢a yaygilagsmaktadir.



TMZ’nin, antioksidan ve anti-iskemik bir ila¢ olmasiin yaninda mitokondri
membranini stabilize ederek, apoptozisi erken donemde engellemektedir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda TMZ’nin kalp ve karaciger hasarinda hiicre 6liimiinii azalttig
bildirilmistir. Baz1 hastalarda da doz asimina bagli hareket bozuklugu oldugu
bildirilmistir. Bu ¢aligmanin amaci, néronal ve glial kokenli hiicre kiiltiir serileri
tizerinde TMZ’nin H,0, ve MSG toksisitelerine karsi koruyucu etkilerinin olup
olmadigin1 ve tek basina kullanildiginda hiicre o6liimiine neden oldugu dozunun

belirlenmesidir.

Bu amaca yonelik olarak ilacin etkileri, faz-kontrast mikroskobu ile
hiicrelerin kaba sekilde histopatolojik incelenmesiyle, MTT testi ile canlilik oranlari
dlgiilerek, ELISA yontemiyle apopitozis belirteci bakilarak ve floresan boyama

yontemleri ile detayl sekilde histopatolajik olarak incelenerek degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TRIMETAZIDIN

TMZ (1-[2,3,4-trimetoksi-benzil]-piperazin, 2 HCI) ilk kez 1978 de Fransa’da
tescil edilmistir (Sekil 2.1). Bu tarihten itibaren birgok Avrupa lilkesinin yani sira
Japonya, Asya ve Latin Amerika’da hemodinamik etkileri olmayan, giivenilir
hiicresel anti-iskemik bir ilag olarak kullanilmaya baslanmistir. Kimyasal,
farmakolojik, toksikolojik, farmakokinetik ve gilivenlik gibi bir¢ok alanda ilag
tizerinde incelemeler yapilmistir. TMZ’nin etkilerini degerlendirmek iizere yapilan
pek ¢ok c¢alismada herhangi bir yan etki olusturmadan birgok hiicre tipinde anti

iskemik etki gostermesi tedavide bir istiinliik olarak ele alinmistir (1,2,3,4,5).

OCH,

OCH,
N 2 HCl

OCH,

Sekil 2.1. Trimetazidin Hidrokloriir’iin kimyasal yapisi

2.1.1. Trimetazidin’in Etki Mekanizmasi

TMZ, iskemi sirasinda hiicrelerde gerceklesen artmis karbonhidrat ve yag
asidi oksidasyonunu, laktat birikimini ve ayrica sitoplazmada yag asitlerinin
birikmesini Onleyerek hiicresel homoestazisi korumaktadir. TMZ asil etkisini
mitokondrideki B oksidasyonun dordiincii basamagindaki tiolaz enzimini inhibe

ederek géstermektedir.



B oksidasyon: Yag dokularinda triagilgliserol olarak depolanmis yag
molekiillerinin katabolizmas1 sonrasinda 1 adet gliserol, 3 adet yag asidi
olusmaktadir. Dolasima gegen yag asitleri kanda albiimine bagli olarak
dolasmaktadir. Kandan sitozole giren yag asitleri, mitokondriyal membranlari
dogrudan gecemezler; ancak bir seri enzimatik reaksiyona ugradiktan sonra
oksidasyon ic¢in mitokondri matriksine alinirlar. Bunun igin 6nce yag asidi, dis
mitokondriyal membranda bulunan agil-KoA sentetaz tarafindan katalizlenen bir
reaksiyonda aktiflenir ve boylece agil-KoA olusmaktadir. Dis mitokondriyal
membranda olusan uzun zincirli agil-KoA bilesikleri, i¢ mitokondriyal membrandan
gecememektedirler; bunlarin  mitokondriyal matrikse alimmalart ig¢in karnitin
gerekmektedir. 4-12 karbonlu yag asitlerinin mitokondri matriksine taginmalari i¢in
ise karnitine ihtiya¢ yoktur. Yag acil-KoA mitokondriyal matrikse alindiktan sonra 3
oksidasyon denen reaksiyon yolaginda, tiyolaz enzimi ile karboksilli uctan
baglayarak asetil-KoA seklinde iki karbonlu iiniteler art arda ¢ikarilmaktadir. Yag
acil-KoA’daki karbon atomu tiikenene kadar bu reaksiyon dizisi tekrar etmektedir.
Ormegin 16 karbon atomu iceren palmitattan 8 adet asetil-KoA molekiilii ve B
oksidasyon reaksiyonu 7 kez tekrarladigindan, 7 adet NADH ve 7 adet FADH,
molekiilii olugsmaktadir. Olusan asetil-KoA’lar sitrik asit dongiisiine katilarak
NADH, FADH2 ve GTP molekiillerinin olusumunu ve sonrasinda bu molekiiller de

elektron transport zincirine katilarak enerji iretimini saglamaktadirlar.

B oksidasyon sirasinda olusan asetil-KoA ayni zamanda glikoliz yolaginin
birinci basamaginda olusan piriivatin  yikimiyla da olugmaktadir. Piriivat
dehidrogenaz enzimi sayesinde piriivattan mitokondride 2 molekiil asetil-KoA
olusmaktadir. Asetil-KoA bu reaksiyon basamaginin son {iriinii oldugundan J
oksidasyon sirasinda olusan fazla asetil-KoA pirtivat dehidrogenazi baskilamaktadir.
Sitozolde biriken piriivat, laktat dehidrogenaz enzim yolagina kayarak laktik aside

doniismektedir.
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Sekil 2.2. B Oksidasyon reaksiyon basamaklari
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TMZ’nin tiyolaz enzimini inhibe etmesiyle  oksidasyon baskilanacagindan,
enerji i¢in gerekli olan substrat kullanimi glikoz oksidasyonuna dogru kaymakta ve 8
oksidasyon ile gerceklesen yag asidi oksidasyonu sirasinda inaktive olmus olan
piriivat dehidrogenaz enzimi de tekrar aktif hale gelmektedir. TMZ, hiicrenin serbest
radikal kapasitesini de artirmaktadir (6). Ayrica bolgesel nétrofil infiltrasyonunu da

inhibe ederek enflamasyonu 6nlemektedir (7,8).

Genel olarak hiicresel etkileri sunlardir; (7)

¢ Hiicresel yag asidi metabolizmasini azaltip, glikoz metabolizmasin artirir.
¢ Hiicre i¢ci ATP diizeylerini yiiksek tutar.

¢ Hiicrede kalsiyum ve sodyum birikmesini azaltir.

+» Hiicre icinde asidozu sinirlandirir.

X/

¢ Mitokondri fonksiyonlarini korur.

¢ Serbest oksijen radikallerinin yol a¢tigi membran hasarina karsi koruma

saglar.

2.1.2. Trimetazidin’in Anti-Hipoksik ve Anti-iskemik Etkileri

Iskemi, belirli bir dokunun kan akisinin ciddi olarak azalmasi sonucu
hiicrelere gitmesi gereken oksijenin azalmasiyla ¢esitli fonksiyonel hiicresel
bozukluklarin ortaya ¢ikmasidir. iskemi sonrasi goriilen reperfiizyon (yeniden
kanlanma) baslarda geri-doniisiimlii sonuglar dogurmaktadir. Bununla birlikte bu
stireg ilerledikge kalict morfolojik ve fonksiyonel hasarlar giderek siddetlenmekte ve
sonunda hiicresel oOliim ger¢eklesmektedir. Hiicre i¢i asidozun, sitoplazmik ve
mitokondrial Ca*? birikiminin ve oksijenden kaynaklanan serbest radikallerin asir1
tiretiminin neden oldu§u membran hasar1 ve sonrasinda gelisen hiicresel enzim

sizintilar1 iskemik hiicrelerde siddetli olarak goriilmektedir.



Yapilan invitro ve invivo ¢aligmalarla TMZ’nin anti-hipoksik etkisi oldugu
gosterilmistir (9,10). Sigan miyokard hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda gegici agir
iskemi sonucu olugsan 6demli lezyon alaninin TMZ tarafindan smirlandirildigi ve
ayrica TMZ’nin oksijensiz kalmis ve ekstraseliiler Ca™ ile asir1 yiiklenmeye maruz
kalmis inaktif Kardiyak miyositlerde olusan K* kagagmi ve ATP sentezindeki

azalmay1 sinirlandirdigi da gosterilmistir (11).

2.1.3. Trimetazidin’in Sinir Sistemi ile Tliskisi

TMZ’nin, kalp ve ¢esitli organlarda iskeminin neden oldugu hiicresel hasara
kars1 koruyuculuk sagladigi yapilan c¢alismalar sonucunda gosterilmistir(1,3).
TMZ’nin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olsa da iskeminin neden
oldugu miyokardiyal hasar ile sonuglanan ciddi hiicresel hasar basamaklari
etkiledigi goriilmistiir. Yapilan caligmalarin sonuglari, TMZ’nin kalpte olusan
iskeminin neden oldugu hiicresel enerji iiretim bozuklugunu azalttii, iskemik
sartlarda goriilen hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum seviyelerini yiikselisini onledigi ve

ayrica iskemi sirasinda goriilen asir1 serbest radikal iiretimini azalttig1 seklindedir

(1,3,11).

Sinir sistemindeki ve Kkalpteki iskemik hasar patogenezi benzerlikler
gostermektedir. Iskemi sonucu sinir sisteminde bir¢ok ciddi hiicresel degisiklikler
olmaktadir. Kalptekine benzer sekilde; ATP sentezinde azalma, enerji liretiminde
bozulma sonucu toksik diizeylerde kalsiyum birikimi (12) ve serbest radikal
tiretiminde de artis olmaktadir (9). Bu bilgilere dayanarak TMZ’nin sinir sistemi
tizerinde etkinligini goOsterebilmek iizere bazi in-vivo ¢alismalar yapilmistir. Bu

caligmalar sonucunda,

e 4000 Hz’den yiiksek frekanslardaki sesle isitme kayiplar1 olusturulan
deneklerin TMZ ile 5 giinliik tedavileri sonucunda isitmeleri tama yakin bir
sekilde diizelmistir (13). Bu da bize, akustik travma sonrasi ani igsitme kayb1
gelisen olgularda TMZ kullanim1 ile etkili sonuglar alinabilecegini

gostermistir,



Farkli bir giriiltii calismasinda ise 7 giin boyunca TMZ tedavisi alan
deneklere uygulanan giiriiltii sonrasi olusan koklear hasarin azaldigi
goriilmiis olup bu da serbest radikal olusumunun azalmasiyla

iligkilendirilmistir.

Baska bir calismada ise bir Glutamat analogu olan kainik asidin peritonal ve
perilenfatik olarak uygulanmasi sonucu olusturulan koklear hasar {izerine
TMZ’nin koruyucu etkinligi arastirilmistir. Sonugta TMZ’nin bu modelde
anlaml bir sekilde etkili oldugu bulunmustur. Arastirmaya gore isitme sinir
lifi tizerindeki kainik asit toksisitesine kars1t TMZ nin koruyucu etkisinin iki
sekilde olabilecegi diistiniilmektedir: 1) i¢ kulak tiiy hiicreleri iizerinde,
perisinaptik reseptorlere kainik asidin baglanmasiyla olusan asir1 glutamat
saliverilmesinin onlenmesi, 2) tip 1 koklear noronlarda hiicre i¢i asiditeyi ve

dolayli olarak iyon akis1 kontroliinii saglamasi.

Buna benzer bir baska ¢alismada ise, TMZ’nin sigan vestibiiler gangliyon
noronlarinda AMPA/kainat reseptorlerini modiile ederek potent bir
antagonist etkide bulundugu gosterilmistir (14). Bu sonug ile i¢ kulakta

TMZ’nin anti-eksitotosik etkili koruyucu bir rol oynadig: gosterilmistir.

[sitme orgam {izerinde TMZ ile ilgili yapilan klinik ¢aligmalarla, TMZ nin
dejeneratif igitme kayb1 (15), Meniere hastaligi ile iliskili semptomlar (16) ve

kulak ¢inlamasinda anlamli iyilesmeler yaptigi gosterilmistir (17).

TMZ’nin iskemi-reperfiizyon sonrasi olusan retina hasar iizerine de anlaml

koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (18).

TMZ’nin spinal kord iskemisi ve travmasi lizerindeki etkililigi konusunda
caligmalar da yapilmistir. 24 ve 48 saatlik gecici spinal kord iskemisi modeli
ile yapilan bir calismada, aort okliizyonundan once intra-vendz olarak
verilen TMZ nin, noroljik degerlendirmede deneklerin motor fonksiyonlarim
yiiksellttigi ve histolojik incelemelerde de spinal kord hasarini azalttigi
bulunmustur. Bu sonugla TMZ’nin torako-abdominal aort operasyonlari
sirasinda gelisen spinal kord hasarin1 azaltacagimi ve yiiksek riskli

operasyonlar sirasinda tedavi segenegi olabilecegi ongoriilmiistiir (19).



e Yapilan bagka bir spinal kord calismasinda ise agirlik distrme ile
olusturulan spinal kord yaralanmalar1 sonrasinda verilen tek doz bir TMZ
tiirevinin 7 glin sonra histopatolojik incelemelerde apopitotik hiicre sayisini
anlamli diizeyde azalttigi ve tedavi grubunda belirgin ve anlamli bir

fonksiyonel iyilesmenin saglandig1 gosterilmistir (20).

Bu c¢alisgmalar TMZ’nin sinir sistemi hasarlar1 iizerinde etkili olabilecegini
ortaya koymaktadir. Ancak TMZ’nin noéronal veya glial hiicre koruyuculugu
konusunda yapilmis in-vitro hiicre kiiltiirii ve molekiiler ¢alismalar mevcut degildir.
Bu konuda ki yetersizlik TMZ’nin ndroprotektif etkilerinin tam olarak

anlagilamamasina neden olmaktadir.

2.1.4. Parkinsonizm ve Trimetazidin

Parkinsonizm klinik bir sendrom olarak tanimlanabilir. Dort ana belirtinin en
az iki tanesinin varhiginda bu sendromdan soz edilebilir. Bu belirtiler farkli
kombinasyonlarda bulunabilmektedir; titreme, iskelet kasi sertligi, hareketlerde
yavaslama ve durus bozuklugu (21). Parkinsonizmin nedenleri arasinda parkinson
hastaligindan sonra ikinci sirada ilaglarin tetikledigi parkinsonizm gelmektedir
(22,23). Tlaglarm tetikledigi parkinsonizm daha siklikla sizofreni hastalig
tedavisinde kullanilan noéroleptik ilaglarin yan etkileri olarak ortaya ¢ikmaktadir
(24,25).

Klasik antipsikotiklerin yapmis oldugu bu yan etkiler ekstrapramidal sistem
ile ilgilidir. Bu sistem {izerindeki nigrostrial bolgedeki dopamin-2 (D2)
reseptOrlerinin bloke edilmesi sonucu ekstrapramidal bulgular ortaya ¢ikmaktadir
(26). Atipik antipsikotik ilaglar ise klasik antipsikotiklere gore daha az
ekstrapramidal yan etkiler gostermektedir. Bunun nedeni olarak birkac¢ hipotez

tiretilmistir (26):
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1) Klasik noroleptiklerin aksine atipik ndoroleptikler, serotonin-2A (5-HT2a)
reseptorlerini D2 reseptorlerinden daha fazla bloke etmektedirler. Bu da

ekstrapramidal yan etkileri azaltmaktadir.

2) Klasik noroleptik tedavisinin sonucu olarak nigrostrial dopamin reseptor
sisteminde dopamine kars1 hassasiyet artis1 gelismis olabilmektedir ama bu

atipik noroleptiklerle gozlenmemektedir.

3) Genetik olarak dopamin 3 alleliyle iliskili bir yatkinlik olabilir.

TMZ’nin klasik antipsikotiklerle olan yapisal benzerligi nedeniyle dopamin
reseptorleri iizerinde antagonist etkili oldugu gosterilmistir (27). Bu benzerlik
yapisindaki piperazin halkasindan kaynaklanmaktadir. TMZ uzun siireler
kullanildiginda ve asir1 miktarda alindiginda hastalarda parkinsonizm bulgulari
ortaya ¢ikmaktadir ancak bu bulgular ila¢ alinmasinin durdurulmasi ile kisa siire

icinde ortadan kalkmakta ve kalic1 bir sekel birakmamaktadir (27,28). Sekil 2.6.

¥
Piperazin Halkasi | _ > ("’il)
o / ke
9 cl =
% L_NH .
H

trimetazidin klozapin

piperazin, 1-[(2,3,4 trimetoksifenil)metil] 5H-Dibenzo[b,e][1,4]diazepin,
8-kloro-11-(metil-1-piperazinil)

Sivet J, de la Gastine B, Mosquet B, Lescure P. Boutemy J. Le Boisselier R, Coquerel A
Trimetazidine-induced encephalopathy with choreiform disorders: a case report. La Revue de médecine inteme 29 (2008) 5125135

Sekil 2.6. TMZ ile klasik antipsikotiklerden olan klozapinin yapisal karsilastirmasi
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2.2. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikal, eslenmemis elektron igeren atom veya molekiildiir. Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalari nedeniyle molekiilde
stabildir ve reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron

kayb1 onu reaktif hale getirir (29).

Organizma siirekli olarak serbest radikal ataklartyla karsi karsiyadir.
Atmosferin %21’ini teskil eden oksijenin aerobik organizmanin yasami igin
gerekliligi kagimilmazdir.Oksijenin normal hiicreler i¢in toksik olabilecegi ve doku
hasarlanmasina yol acabilecegi diisiincesi, ilk kez 1878’de Bert tarafindan ortaya
atilmistir (30). Serbest oksijen radikallerinin tanimlanmasi ve sitotoksik etkilerinin

gosterilmesi ile Bert hipotezi dogrulanmis bulunmaktadir.

Normal kosullar altinda, biyolojik sistemlerdeki molekiiler oksijeninin
yaklasik %95’1 mitokondrial sitokrom oksidaz sisteminde 4 elektron daha alarak
tetravalan indirgenmeyle suya dontigmektedir (31). Geriye kalan yaklagik %35 kadar
molekiiler oksijen univalan indirgenmeyle son yoriingelerinde ortaklanmamis
elektron iceren serbest oksijen radikallerini olusturmaktadir. Bunlar siiperoksit
anyonu (0y), H,0, ve yiiksek derecede reaktif olan hidroksil radikalidir (OH"). Oy,
molekiiler oksijene tek bir elektronun eklenmesiyle; OH™ ise, bazi metal iyonlari
varliginda siiperoksit radikalinin hidrojen peroksitle reaksiyona girmesi ile meydana
gelir (32). Bir insan viicudunda yilda yaklasik iki kilogram O; olustugu
bildirilmistir (33).

Iskemi, post-iskemik reperfiizyon, oksijen toksisitesi, radyasyon, kimyassal
karsinogenezis, gesitli tip inflamatuar reaksiyonlar gibi doku harabiyetinin degisik
formlarina neden olan siireclerde, serbest oksijen radikallerinin 6nemli mediyatorler
oldugu ortaya konulmustur (34,35). Hidroksil radikali, hiicre membraninda lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonunu baslatabilmektedir. Lipid peroksidasyonunda
coklu doymamis yag asitleri suda eriyebilir maddelere yikilir ve bu da membran

biitiinliiglinlin  bozulmasina neden olmaktadir (32). Lizozomal membranlarin
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peroksidasyonu ise lizozomal hidrolazlarin sitoplazmaya saliverilmesine yol acarak

yine hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (36).

Diger taraftan oksijen radikalleri, DNA’da mutasyonlar olusturabilir;

hiyaluranik asit ve ilgili makro molekiilleri depolimerize edebilmektedir (37).

2.2.1. Oksijen Radikallerine Kars1 Savunma Mekanizmalari

Dokuda oksidatif hasar olusumuna karsi Oncelikli savunma sistemini
stiperoksit dismutaz, katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri
olusturur. Siiperoksit dismutazin bilinen tek biyolojik etkisi potansiyel olarak
sitotoksik olan O;’lerin H,O, ve O;’ye Kkatalitik dismutasyonudur (38). Eser
miktarda siliperoksit dismutaz aktivitesi plazma, spinal sivi ve lenf sivisinda da

saptanmustir (39).

H,O, de potansiyel olarak sitotoksiktir. KAT ve GSH-Px gibi hiicre igi
enzimler bu bilesigi suya (H,0) katabolize etmektedir (40). KAT bir hemoproteindir.
H20,’nin H,O’ya dekompozisyonunu katalize eder. GSH-Px ise selenyum igeren
sitoplazmik bir enzimdir. H,O; veya organik peroksitlerin H,O’ya veya kendine uyan

organik alkole dekompozisyonunu katalize eder (41).

Antioksidan enzimlere ek olarak oksidanlarin neden oldugu doku hasarina
kars1 ikinci kusak savunmada askorbik asit, sistein gibi suda eriyen maddeler ve alfa
tokoferol, beta karoten gibi yagda eriyen maddeler de antioksidan fonksiyon

gortirler.

2.2.2. Oksijen Radikallerinin Kaynaklari

Serbest  oksijen radikalleri  oksijenden, nitrik oksitten, uyarilmis
notrofillerden, mitokondrial elektron transport sisteminden, ER’den, peroksizomdan,

plazma membranindan, prostaglandin sentetaz ve hipooksijenaz sistemlerinden,
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soluble enzim ve proteinlerden ve g¢esitli bilesiklerin oto-oksidasyonundan

olusabilmektedir.

Iskemi reperfiizyonla ilgili doku hasarinda reaktif oksijen metabolitlerinin
potansiyel kaynagi olarak baslica iki enzim sorumlu goriilmektedir: ksantin oksidaz
ve notrofilik NADPH oksidaz.

Ksantin Oksidaz

Reaktif oksijen tiirevlerinin en iyi anlasilmis biyolojik kaynagidir. Bir¢ok
bakteri ve hayvan tiirlinde varligi gosterilmistir. Calismalar sonucunda memeli
dokularinda en fazla ksantin oksidaz aktivitesi karaciger ve ince barsaklarda
bulunmustur (42). Ksantin oksidaz aktivitesi doku homojenatlarinda dlgiilebilmesine
karsin seliiler lokalizasyonu tam olarak aciga kavusmamistir. Immiin-floresan
mikroskopi ksantin oksidaz aktivitesinin kapiller endotelyumla sinirli oldugunu
gostermistir (43). Fakat bu bulgu, intestinal ve hepatik epitel sitozoliiniin 6nemli
miktarda ksantin oksidaz aktivitesi igerdigini telkin eden histosimik verilere ters
diismektedir (44). Diger taraftan ksantin oksidazin kompetetif inhibitérii olan
allopiirinol tarafindan inhibe edilebilen bir siire¢ ic¢inde izole hepotositlerin
hipoksantini, iirik asit ve allontoine metabolize ettiginin gosterilmesi de bu enzimin

epitelyal lokalizasyonunu destekleyen bir bulgudur (45).

Notrofilik NADPH Oksidaz

Notrofil, monosit, eozinofil ve makrofajlarin NADPH oksidaz ile iliskili
plazma membran1 da, reaktif oksijen radikallerinin bir diger potansiyel kaynagidir.
NADPH oksidaz, sitozolik NADPH’in oksidasyonu ile birlikte molekiiler oksijeni
O, ‘ye indirger. Notrofiller ayrica yiiksek konsantrasyondda miyeloperoksidaz da

igerirler.
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Aktive olmus fagositik hiicreler bakterileri 6ldiirmek i¢in oksijen radikallerini
tiretirler ve bu islem sonunda kendilerinin 6liimiine de neden olabilirler. Ayrica bu
radikaller infeksiyonun yaptig1 doku hasaria da katkida bulunabilir (46). Ote yandan
oksijen radikallerinin enfeksiyon ve doku hasar1 bolgesine notrofilleri yonelten
kemotaktik maddelerin yapimi icin plazma faktorii ile reaksiyona girerek akut

inflamatuar cevapta 6nemli bir rol oynadiklart da gosterilmistir (47).

2.2.3. Eksojen H,0O; Verilmesiyle Hiicrede Apopitotik Yolagin Uyarilmasi

H,0O; hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda serbest oksijen radikali hasar1 olusturmak
icin siklikla kullanilan bilesiklerden biridir. HO, eslenmemis elektron igermedigi
icin tek basina radikal degildir (48). Hidrojen peroksitin hiicre i¢inde metabolizmasi

birkag sekilde olabilir (49).

1- H,0, KAT veya GSH-Px tarafindan toksik olmayan iirlinlere doniistir.

KAT
a. 2H0—> 2 H0+02

GSH-Px
b. H202 +2 GSH2 > H>0 + GSSG

GSH Rediiktaz
GSSG + NADPH +H™ > NADP™ + 2 GSH
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2- Hy0, gecis metallerinin varliginda toksik OH™ radikaline doniisiir: Fenton

reaksiyonu

Fe™ Fe™?

H>02 > OH-

3- Oy varliginda en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan OH"

doniistir: Haber-Weiss reaksiyonu

H-
02+ H202 D > 02 + H20 + OH-

OH" radikali, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlart sonucu H;0,’den
olugmaktadir. Ayrica suyun yliksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi
sonucunda da olusabilir (49). Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan
radikaldir, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Hidroksil radikali biiyiik bir olasilikla reaktif
oksijen tiirlerinin en gilicliistidiir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi c¢esitli
molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS’), karbon merkezli organik
radikaller (R’), organik peroksitler (RCOQO") gibi yeni radikallerin olugsmasina ve
sonugta biiyiik hasara neden olabilirler (50).

Disaridan  verilen  H;0,, hiicrenin  savunma  mekanizmasindaki
antioksidanlarin kapasitesinden daha fazla oldugunda H,O;’den iiretilen serbest
radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve Oliime yol acarlar (51).
Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere
yol acar. DNA’da olusan hasar diizeltilemeyecek diizeye ulastiginda hiicre 6liime
gider. Bu siire¢ ya nekroz olarak adlandirilan hizl bir siirectir ya da apopitozis denen
kontrollii hiicre 6liimii seklinde gergeklesir. Oliim sekli doza bagimli olarak

degismektedir (52).
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2.3. GLUTAMAT VE EKSITOTOKSISITE
2.3.1. Eksitator Norotransmitter: Glutamik Asit

Glutamik asit (Glu) proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Glutamat
olarak da bilinir. Bir amino ve iki karboksil grubu igerir (Sekil 2.7). Glutaminin
anyonik formudur. Karacigerde sentezlenen pihtilasma faktorlerinin yapisinda,
protein S ve C'nin yapisinda ve kemiklerde osteokalsinin yapisindaki aminoasit olup
K vitaminine bagli olarak gama karboksile olur. Folik asitin yapisinda bulunur. Sinir

sisteminde eksitator etkili bir norotransmitterdir (53).

Santral sinir sisteminde glutamat, biligsel islevler, 6grenme ve hafizada
onemli rol oynar (53). Noronlar arasi sinaptik aktivite, sinaptik aralikta gegici lokal
glutamat konsantrasyon artisina yol agar ancak tasiyici aracilikli gerialim ile
glutamat homeostasisi tekrar saglanir (54). Glutamat yasam igin gerekli olsa da
merkezi sinir sistemindeki konsantrasyon degisiklikleri glutamatin toksik etkisini
ortaya ¢ikarabilir. Travmatik hasar, baz1 toksik biyokimyasal ajanlar, oksidatif stres

ve otoimmun hastaliklar glutamata bagli gelisen yikim siirecini tetikleyebilir (55,56).

O

Sekil 2.7. Glutamik Asidin Kimyasal Yapisi
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Glutamat ayrica GABAerjik noronlardaki inhibitor GABA’nin (gamma-
amino biitirik asit) sentezi igin de onciill maddedir. Bu reaksiyon serebellum ve

pankreasta ¢okca bulunan glutamat dekarboksilaz tarafindan katalize edilir.

2.3.2. Eksitotoksisite

Ik olarak T. Hayashi tarafindan 1954 yilinda glutamatin olumsuz etkileri;
glutamatin dogrudan uygulanmasiyla merkezi sinir sisteminde konviilsiyona neden
oldugu goézlenmistir (57). Bu raporu takiben 1957 yilinda DR Lucas ve JP
Newhouse, yeni dogmus farelerde MSG’nin subkutan enjeksiyonunun retinanin i¢
katmanlarindaki noronlari tahrip ettigini gozlemistir (58). Daha sonra, 1969 yilinda
John Olney bunun sadece retina ile sinirli olmadigini, beynin genelinde oldugunu
kesfetti ve eksitotoksisite terimini tiiretti. Olney, hiicre 6liimiiniin sadece postsinaptik
noronlarla sinirli olmadigimi, glutamat agonistlerinin de glutamat kadar glutamat
reseptorlerini aktive edebilecegini ve glutamat antagonistlerinin norotoksisiteyi

durdurabilecegini de belirtmistir (59).

Glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonunun ndronal hasara yol agtiginin
anlasilmasindan sonra inme, travma ve g¢esitli norodejeneratif hastaliklarda da
glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonunun, néronal ve glial hiicre harabiyetine ve
Olimiine yol ag¢tig1 bulunmustur. Eksitotoksisite, birgok noéronal hastaligin ortak
nedenidir (60).

2.3.3. Eksitotoksite Mekanizmasi

Merkezi sinir sisteminde eksitotoksisite ve katyon aracili hiicre harabiyetinde
glutamat en sik goriilen eksitator transmitterdir. Glutamat hiicre igine Ca*? girisine
neden olarak noronlart zedelemektedir. Bunun sonucu olarak meydana gelen
depolarizasyon ise voltaj bagimli Ca*? kanallarmin agilmasina neden olmakta ve
NMDA, AMPA ve kainat reseptorlerini uyarmaktadir. Cok hizli olusan glutamat

artist, NMDA reseptorlerinin asir1 uyarimina neden olarak ytiksek Ca*? girisine bagh
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olaylar zincirini baglatmakta ve buna bagli olarak mitokondrial islev kaybi, niikleer
sisme ve membran hasar1 goriilmektedir (nekrotik hiicre 6liimii). Daha yavas olusan
glutamat artiglarinda hiicre igine Ca* girisi olmasina ragmen mitokondri fonksiyonu
bozulmaz, hiicreler apoptozis ile oliimii segmektedirler. Hiicre igi yiiksek Ca*
seviyeleri fosfolipaz, proteaz ve endoniikleaz gibi enzimlerin aktivasyonuna neden
olmaktadir. Ekstansor aminoasitler (EAA), reseptorlere baglanarak etkilerini
gosterirler. Bu reseptorler 3 ana grupta smiflandirilmaktadir. Bunlardan biri voltaja
bagl olarak ¢alisan N-methyl-D-Aspartate (NMDA) reseptorleri olup glutamik asit
baglanmasi sonrasinda sodyum ve Ca™® ‘un hiicre i¢ine girisine, potasyumun ise
hiicre disina ¢ikisma sebep olmaktadir. Bu grup reseptorler Mg™ ile bloke
edilmektedir (61). Diger EAA reseptorii ise AMPA (amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-
isoxazole propionate) olup voltaja bagimsiz olarak ¢alismaktadir. Bunun aktivasyonu
sonucunda sodyum hiicre i¢ine K+ hiicre disina dogru ¢ikmaktadir (61). Ancak
yapilan son ¢alismalar bazi AMPA reseptorlerininde Ca™® gegirgen olabilecegini
gostermistir (62). Bir diger EAA reseptor grubuda metabotropik EAA reseptorleri
olarak adlandirilan gruptur. Bu reseptorler ise aktive oldugunda fosfolipaz C'yi aktif
hale getirerek hiicre i¢inde bagh olarak bulunan Ca**‘un, serbest hale getirilmesini

saglamaktadir.

Eksitotoksititenin epilepsi, nérodejeneratif hastaliklar, travma, serebral iskemi
gibi bir¢ok norolojik hastalikta doku hasarmi arttirdigr disiiniilmektedir (60).
EAA'lerin tetikledigi hiicre 6limiiniin sebebi halen tam olarak agiklanamamakla
birlikte uzamis postsinaptik eksitasyon ile birlikte olan glutamat saliverilmesinin iki
ana yol tzerinden etkili oldugu kanisina varilmistir. Bunlardan birincisi AMPA
reseptorleri araciligi ile hiicre ici Na™un erken donemde asir1 derecede birikerek akut
noronal sismeye sebep olmasi, ikinci ve daha ge¢ olarak ise Ca*?un hiicre icine
NMDA reseptorleri araciligr ile girip noronlarda metabolik bozukluklar kaskadina

sebep olmasi seklindedir (63).
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Hiicre i¢i Ca* iyonunun artmasi ile gelisen olaylar (63):

1- Fosfolipaz A2 aktivasyonu,

2- Serbest yag asitlerinin serbestlenmesi,

3- Toksik eikosanoidlerin sentezi,

4- Serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi,

5- Kalsiyuma bagimli ATP aktivasyonu sonucu enetji rezervlerinin
tiikenmesi,

6- Reseptor proteinlerin kovalent modifikasyonu,

7- Hiicre iskeletinin mikrotubuler ve norofilament komponentlerinin
modifikasyonu,

8- Mitokondrial oksidatif fosforilasyonun bozulmasi,

9- Aksonal dejenerasyon,

10- Proteaz, fosfataz ve endoniikleaz gibi litik enzimlerin aktivasyonu.

Sitozolik kalsiyum iyon konsantrasyonundaki artigin siirmesi, bir¢ok doku
tipinde hiicre Olimiiniin ortak sebebidir. Eksitotoksik hiicre oliimiinii 6nlemek
amaciyla yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, kalsiyum kanal blokdrleri de
denenmistir. Bu ajanlarin hiicre 6liimlerini azalttigina dair bir¢ok g¢alisma vardir

(64,65,66).

Glutamat, plazma membran depolarizasyonu ile Ca**’un hiicre icine girisine,
ndronal nitrik oksit sentaz gibi serbest radikal olusturan sistemlerin aktivasyonuna ve
sonug olarak oksidatif strese bagli néronal ve glial hiicre 6liimiine neden olur (67).
Glutamat, reseptérden bagimsiz olarak glutatyonun (GSH) harcanmasiyla néronlarda
ve heniiz miyelin yapmamis oligodendrositlerde hiicre 6limiini de tetikler (68).
Oksidatif stres sirasinda reaktif oksijen iiriinlerindeki artis ile birlikte GSH
sentezinde baslangicta gerekli olan sistin diizeyleri diismekte ve hiicre igi

oksidan/antioksidan dengesi bozularak hasarlandirict etkiler ortaya ¢ikmaktadir (67).

Glutamat tasiyicilarinin aktivasyonu hiicre dis1 ortamdaki asir1 glutamatin

uzaklagtirllmasi icin 6nem tagimaktadir. Halen bilinen 5 farkli glutamat tasiyicisi
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(GLT-1, GLAST, EAAC1, EAAT4 ve EAATS) vardir. GLT-1 ve GLAST en fazla
astrositler iizerinde bulunurlar. Bunlarin seviyelerindeki azalma, artmis hiicre disi

glutamat seviyeleri ve eksitotoksik norodejenerasyon ile sonuglanir (69).
2.4. HUCRE OLUMU MEKANIZMALARI
2.4.1. Nekroz

Nekroz hiicre Olimiiniin akut seklidir. Disaridan gelen hasarla plazma
membraninda olusan degisiklikler sonucu meydana gelir. ATP kaybi, iyon
gradiyentlerinin yok olmasi, hiicre sismesi ve sonu¢ olarak hiicre pargalanmasiyla
karakterizedir. BOylece nekroz; hiicre iceriklerinin g¢evreye saliverilmesine bagli
olarak, cevresinde inflamasyona neden olur. Hiicre zedelenmesi sonucu hiicrede
gelisen geri doniisii olmayan hasar, hiicrenin 6limiine neden olur (Sekil 2.8, 2.9).
Nekrotik hiicre 6liimiine genellikle yiiksek toksin seviyeleri gibi, ciddi hiicresel stres
neden olur. Nekroz programlanmis bir hiicre 6limi degildir ve olusmasinda
tanimlanabilen biyokimyasal bir yolak yoktur. Nekroz basladiginda, terapdtik
miidahaleler i¢in ¢ok fazla olasilik yoktur (70).

Canl '<Q :\'ﬁ\
Hucre (Q‘%“ ,;)
./ A

Nekroz \ o> Hicresel ve niikleer
s 2 : Hiicrede sizinti ve pargalanma inflamasyona
(hiicre gismesi) dedenolar

kabarciklar olugur

PharmaTutor, Pharmacy Infopedia. Fig-2.Apoptotic versus necrotic morphology
hitp:/iwww.pharmatutor.ora/articlesfimpact-of-mycotoxin-in-the-program-cell-death-necrosis?page=0,3

Sekil 2.8. Hiicrenin nekroza gitmesi
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Popi Syntichaki & Nektarios Tavernarakis.
The biochemistry of neuronal necrosis: rogue biclogy?
Nature Reviews Neuroscience 4, 672-584 (August 2003)

Nature Reviews | Neuroscience

Sekil 2.9. Bir hiicrenin (a) nekroz sonrasi 11k (b) ve elektron (¢) mikroskobu

goruntisu

2.4.2. Apopitozis

Programli hiicre o6limii olarak da bilinen apopitoz 1964’te Lockshin
tarafindan ilk kez ipekbdcegi metamorfozu sirasinda tanimlanmistir. Walther
Flemming 1885°te ‘chromatolysis’ prosesininin tavsan ovaryumunda folikiiler atrezi
sirasinda graniiloza hiicrelerinin kaybi i¢in sorumlu oldugunu tarif etmistir. Ayni
O0lim prosesini testikiiler germ hiicre dejenerasyonunda da gozlemlemistir. Bu
caligmalarda apopitozis terimi kullanilmasa da morfolojik olarak apopitotik hiicreler

gosterilmistir (71).

Yunancada ‘apo’ =ayri, ‘ptosis’ =diisen anlamindadir. 1983 yilinda Duke ve
arkadaglar1 jel elektroforezi ile apopitozda endoniikleazlarin aktive olarak DNA
kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Boylece apopitotik hiicre 6liimiiniin ilk
biyokimyasal kaniti elde edilmistir. Bu tarihten sonra apopitoz ile ilgili ¢aligmalar
hizli bir sekilde artmustir (72,73). 1993 yilinda Cohen, yiiksek dozda kullanilan
steroidlerin timus hiicreleri iizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt
olarak apopitozisi se¢medigini, hiicre Oliimiine neden olacak genleri olusturarak

hiicreleri apopitozise yonlendirdigini bildirmistir (74). Boylece apopitozisin genler
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tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikmustir (75). Apoptozis

genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla diizenlenmektedir (75).

Apopitozisin noronlar ile glial hiicreleri de etkiledigi bilinmektedir (76,77) ve
glutamat, Ca* iyonlari, serbest radikaller, Fas bagimli protein faktorleri, hiicre
tarafindan saliverilen sitokinler ve nitrik oksit apoptozisin olusumundan sorumlu

tutulmaktadir (78).

2.4.3. Apopitozisin Goriildiigii Olaylar

Baz1 organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda apopitozise rastlamak
miimkiindiir. Ornek olarak, cinsiyet organlarm olusturan Miiller ve Wolf
kanallariin involiisyonu, kalp gibi bazi1 i¢ organlarin limenlerinin olusmasi ve
parmaklarin olusumu sirasindaki mezansimal hiicrelerin apopitozu gosterilebilir (79)
(Sekil 2.10). Ayrica apoptozis her tiirlii neoplastik olusumda; hem biiyiime hem
gerileme doneminde goriilebilir (80). Hafif siddette fiziksel ve toksik uyaranlara
maruz kalan dokularda da apoptozis goriiliir. Ornek olarak hipertermi, diisiik doz

sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gosterilebilir (79).
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ERKEK KADIN

Erkek ve kadin embriyosundaki cinsiyet organi yapilarinin farklilagmasi

Sekil 2.10. Apopitozisin goriildiigii fizyolojik olaylar
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Bu anlamda apoptozis spesifik bir uyarana maruz kalan hiicrenin, bu uyarana

aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir (81). Apopitozisli hiicreler saglikli doku

icinde dagilmis sekilde veya belli bir alanda yogunlasmis sekilde bulunabilmektedir

(74).

Apopitozisin goriildiigii bashca olaylar sunlardir:

1. Fizyolojik olaylar

a)

b)

d)

Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde programli hiicre yikimi (fetiis
implantasyonu, organogenezis ve gelisim siirecinde yasanan involiisyon)
(82).

Eriskinde hormona bagimli involiisyon (menstriiel siklusta endometriyum
hiicrelerinin ~ yikimi, menopozda  folikiil atrezisi, laktasyonun
kesilmesinden sonra meme bezlerinin rejenerasyonu) (74).

Siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile
hiicre azaltilmas1 (barsak kripta epitelleri) (74).

Immun hiicrelerin se¢imi (hem B hem de T hiicrelerinin sitokin
deplesyonundan sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T

hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi) (75).

2. Patolojik Olaylar

a)

b)

Tiimdrlerde hiicre 6liimii (hem biiylime hem de regresyon asamasinda)
(75).

Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat
atrofisi, glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi) (79,81).
Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik
atrofi (pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi) (83).

Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (otoimmun hastaliklar)
(75).

Cesitli etkenlerle olusan hiicre oliimii (radyasyon, antikanser ilaglar,

hipertermi, hipoksi, travma) (83).
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2.4.4. Apopitozis Mekanizmalari

Hiicrenin apopitozise gidebilmesi icin ilk once, ilgili genetik mekanizmay1
harekete gecirecek bir sinyalle karsilagsmas1 gerekmektedir. Bu sinyal hiicre disindan
veya hiicre iginden gelebilmektedir. DNA hasar1, hiicre i¢i pH degisiklikleri, hiicre
ici kalsiyum seviyesinde artis ve hiicre siklus bozukluklar1 hiicreyi apopitozise
gotiiren hiicre Oliim sinyallerini baslatmaktadir. Hiicre ylizeyindeki o&liim
reseptorlerinin spesifik ligandlarina baglanmasi sonucu hiicre i¢i proteazlar yani

kaspazlar aktive olmaktadirlar.

Sistein proteazlarin bir ailesi olan kaspazlar apopitozisi gerceklestiren
proteolitik kaskadi diizenlemekte ve hiicre i¢i hedef proteinleri yikarak, hiicre igi
degisikliklere neden olmaktadir (84).

Apopitoziste li¢ farkli mekanizma vardir:
1. Mitokondri/Sitokrom-C aracil1 apopitozis olusturulmasi
2. Hiicre ylizeyindeki reseptdrlere baglanan 6liim aktivatorleri ile tetiklenme

3. ER aracili apopitozis olusturulmasi

1. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozisin olusumu:

Mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak iizere sitokrom-c
bulundurmaktadir. ~ Mitokondrial stres durumlarinda serbestlesen sitokrom-cC
apopitotik hiicre Oliimiinde kaspaz -3 aktivasyonunda Onemli rol oynamaktadir.
Sitokrom-c, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir
proteinidir ve apopitozis slirecinde merkezi bir konumda bulunmaktadir.
Mitokondrial stres durumlarinda serbestlesen sitokrom-c ile apopitozisi indiikleyici
faktor (AIF) sitoplazmaya saliverilmektedir (85). Sitokrom-c’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesi apopitozis yoluna girmis bir hiicrede geri doniislimsiiz

(irreversibl) bir doneme girildigine isaret etmektedir.
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Mitokondriden sitokrom-c saliverilmesini saglayan faktorler net olarak
bilinmemektedir. Bax ve diger Bcl-2 proteinleri por olusturucu proteinlerle yapisal
benzerlik gosterdikleri i¢in Bax proteininin mitokondri dis membraninda bir
transmembran por olusturabilecegi, bdylece membran potansiyel kayb1 ve sitokrom-c
ile AIF’in salinimina yol agabilecegi ileri siiriilmektedir. Bcl-2 ve Bcl-xL’nin bu por
olusumunu oOnlemek i¢in gorev aldiklar1 diisiiniilmektedir. Bax veya Bad
proteinlerinin Bcl-2 veya Bcl-xL ile heterodimerizasyonunun onlarin koruyucu

etkilerini 6nledigi diisiintilmektedir.
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Reproductive and Cardiovascular Disease Research Group
hitp://www .rcdrg.squl.ac.uk/research/cell-apoptosis/mitocchondria

Sekil 2.11. Mitokondri membraninda por olusumu
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Ayn1 zamanda Bax ve Bad gibi bu proteinlerin genis ¢apta PTP (permeability
transition por) olusumunu ve buna bagl olarak sitokrom-c kaybi ve apopitozisin
baglamasimi da saglayabildikleri diistiniilmektedir (86,87) (Sekil 2.11). Bcl-2
proteinleri, neden oldugu hasarla mitokondride catlaklar olusturarak sitokrom-c

saliverilmesine yol agar (88).

Serbestlesen sitokrom-c apopitotik hiicre 6liimiinde kaspaz-3 aktivasyonu i¢in
onemli rol teskil etmektedir (85). Sitokrom-c sitoplazmik protein olan APAF-1’e
(apoptotic protease activating factor-1) baglanir ve onu aktive eder, ardindan
ATP’nin de katilmiyla “apoptozom” adi verilen bir kompleks olusur (89). Bu
kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline doniismesini saglar.
Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz-3’ii aktive edmektedir(Sekil 2.12).
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Elizabeth C. Ledgerwood and lan M. Morison. Targeting the Apoptosome for Cancer Therapy. Fig. 1.
Clin Cancer Res January 15, 2009 15; 420

Sekil 2.12. Apoptozom olusumu
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Kaspaz kaskadinda terminal u¢ kaspaz-3’diir. Bu proteolitik aktivite ile
sitoplazmada yapisal proteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin degradasyonu ve

hiicrenin fagositozu saglanmaktadir.

Aktif kaspaz-3, ICAD’1 (inhibitor of caspase activated DNase) CAD
(caspase actived DNase) haline getirmektedir ve kaspaza bagli DNA fragmantasyonu
baglamaktadir (90). Kaspazlar ayrica DNA’nin tamirinde gorevli olan enzimlerden
PARP’1 (Poly ADP-ribose polymerase) da engellemektedir. Boylelikle DNA kiigiik
parcalara ayrilmaktadir. (Sekil 2.13).

PARY

~

Reproductive and Card ular se Resesarch Group
http://www.rcdrg. sgul. ac.uk/research/cell-apoptosis/caspase-activation

Sekil 2.13. DNA’nin fragmantasyonu

2. D1 sinyallerle apoptozisin tetiklenmesi:

Birbirini tamamlayan O6liim aktivatorlerinin (Fas-L ve TNF) hiicre
yiizeyindeki Fas (diger adlar1 Apo-1/CD95) ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla
sitoplazmaya kaspaz kaskadini aktive eden sinyaller yayildig1 bilinmektedir (91). Bu
reseptorler TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) gen ailesinin iiyeleridir. Fas,

FASR reseptorlerine ve TNF de TNFR-1 reseptorlerine baglanmaktadir. Ligandlar
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ile birlesen reseptdrler 6lim uyaricilarint (FADD ve TRADD) tetikler. Bu sitozolik
6lim reseptdrleri prokaspaz-8’e dogrudan baglanmaktadir. Bu baglanma kaspaz-8’in
aktivasyonuna neden olmaktadir. Kaspaz-8 (kaspaz-9 gibi) diger kaspazlar

uyarmakta ve hiicrenin fagositozuna yol agmaktadir (91)(Sekil 2.14).
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Richard M. Pope. Apoptosis as a therapeutic tool in rheumatoid arthritis.
Nature Reviews Immunoclogy 2, 527-535 (July 2002) Nature Reviews | Inmunology

Sekil 2.14. Dis sinyallerle apoptozisin tetiklenmesi
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3. Endoplazmik retikulum aracili apoptozisin olusumu:

ER; protein sentezi, protein katlanmasi, strese karsi hiicresel cevap ve hiicre
ici Ca™ seviyelerini diizenler. Uzun siiren ER stresi hiicre oliimiine katkida
bulunmaktadir ve birgok farkli norodejeneratif hastaligin patofizyolojisi ile de
baglantilidir. ER apopitotik sinyallerin yayilmasinda, kaspazlarin ve diger
proteazlarin aktivasyonunda onemli bir rol oynayabilmektedir. Son zamanlarda
amiloid-s norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12’ye bagimli ER aracili
apopitotik yol tarif edilmistir (92). Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve 6liim reseptor
aracili apopitozisten farkli bir yoldur. Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve
ER aracili apoptozis i¢in esas teskil eden bir kaspazdir. Son calismalarda Ca*?
seviyelerinin ve kalpainin ER’yi etkilemesi ile prokaspaz-12’nin aktiflendigi

gosterilmistir.

Aktiflenmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile etkileserek
sitozolik kaspaz kaskadini aktive etmektedir (93). Boylece ER stresinin olusturdugu

apopitozis kaskadini baslatmaktadir.

2.45. Apopitozisde Hiicre ici Enzimler ve Metabolik Degisiklikler

Apopitotik sinyal iletimi ile ilgili bu gline kadar elde edilen bilgiler, hiicre i¢i
diger sinyallerin iletiminden sorumlu olan bazi molekiil ve enzimlerin, apopitozisteki

sinyal iletiminde de rolleri oldugunu gostermektedir.

Ca'? iyonu: Hiicre igi sinyal iletiminde yaygmn olarak kullanilan Ca*? apopitoziste de
rol oynamaktadir. Hiicre icindeki Ca*? iyonlarinin miktarindaki artis hiicreyi
apopitozise gotiirmektedir (74). Sitoplazmadaki Ca** iyonu miktarindaki hafif artis,
c-myc, c-fos gibi 1s1 sok proteinlerini harekete gegirir ve hiicrenin apopitozise
gitmesine neden olur. Ca*® adenilat siklazlari aktive ve inhibe etme yetenegine
sahiptir (79). Ayrica, cAMP ve protein kinazlar {izerinden sinyal iletimini etkiler.

Hiicre ici cAMP konsantrasyonundaki artisin cesitli hiicre tiplerinde apopitozisi
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uyardig1 bildirilmistir. Sitoplazmada artan Ca*?, inaktif durumdaki Ca*® bagimh
proteazlart ve niikleazlar1 etkin hale getirerek sitoplazmik proteinlerin

parcalanmasina ve apopitozise 6zgl interniikleozomal DNA kiriklarina neden olur

(94).

Kalsiyum iyonlar1 hiicre iginde esit oranda dagilmamistir. ER iginde
sitoplazmadan daha fazla Ca™ iyonu mevcuttur. ER’de yiiksek Ca™ iyonu
bulunmasini saglayan ve sitoplazmadan Ca* tagiyan Ca*®-ATPase pompasinin
inhibe edilmesi durumunda, sitoplazmada Ca*? yogunlugunun artmasi ile hiicrenin

apopitozise gittigi gozlenmistir (79).

Ca*? iyonu, inaktif durumdaki endoniikleaz, proteaz, transglutamaz,

fosfolipaz gibi latent enzimleri aktive ederek apopitozise neden olur (94).

Kalsiyuma bagh endoniikleazlar: Endoniikleazlar sitoplazmada artan Ca*?
tarafindan aktif hale getirilir. DNA zincirini, H1 histon bolgesinden 180-200 baz ¢ifti
ve katlar1 uzunlugunda pargalara ayirir(94,95,96,97).

Transglutamazlar: Apopitoziste hiicreler biiziisiir ve kiigiik parcalara ayrilir. Bu
pargalar; transglutamazlarin yaptigi protein capraz baglanmalari ile kimyasal

maddelere karsi dayanikli hale getirilir (75,79).

Proteazlar: Proteazlar histonlari ve kromatin yapisini stabilize eden proteinleri
pargalarlar (97). Kalsiyum bagimli nétral bir proteaz olan 'kalpin' hiicrenin iskelet
yapisint bozar (94). Lizozomal bir proteaz olan katepsin-D apopitozisin geg
evresinde ortaya ¢ikan bir endopeptidazdir ve lizozomlarin proteolitik aktivitesinin

olusumunda 6nemlidir(74,79).

Lipid Modifiye Edici Enzimler: Normal hiicrelerin plazma membranlarinda
fosfolipid asimetrisi vardir (membran fosfolipidlerinin hiicre disinda ve iginde kalan

kisimlart farklidir). Bu asimetri ATP'ye bagimli fosfolipid translokaz enzimi
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tarafindan saglanir (79). Apopitotik indiiksiyon oldugunda bu enzim etkilenir ve zar
asimetrisi bozulur. Makrofajlar hiicreyi yabanci bir hiicre olarak algilarlar ve fagosite
ederler (98).

Protein Kinazlar: Protein fosforilasyonunda rol oynayan zar ve sitoplazma
enzimlerinin apopitotik sinyallerin iletiminde 6nemli olduklar1 kanitlanmistir. Bu
enzimlerden protein kinaz-A, apopitozisi saglarken, protein kinaz-C apopitozisi
durdurur (75,95).

2.4.6. Apopitotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler

Olmek iizere komut almis hiicreyi, apopitotik 6liimiin baslangicinda normal
hiicreden ayirt etmek miimkiin degildir. Yaklasik iki saat sonra, komut almig
hiicrenin kromatini yogunlasmaya baslar ve belirli bolgelerde sikistiklari izlenir.
Sitoplazma yogunlagsmaya ve hiicrenin boyutlar1 kiigiilmeye baglamistir. Ikinci saatin
sonunda apopitozise ugrayan hiicrelerde yeni degisiklikler ortaya cikar. Hiicre
apopitotik cisimcik denilen daha kiigiik pargalara boliiniir. Bu pargaciklarin en biiytik
ozelligi, parcalanmis niikleuslarin ve parcalanan hiicreye ait tiim yapilarin plazma
membrani ile kaplanarak immun sistemi enflamasyon yoniinde uyarmamasidir.
Apopitotik cisimcikler, yilizeylerinde yeni sinyal yapilari ortaya ¢ikarir ve bu sinyalin

uyarisi ile yandaki hiicre tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir.

Apopitozise giden hiicrenin morfolojisinde su 6zellikler goriliir (Sekil 2.15, 2.16);

1. Yiizey Organellerinin Kaybi1: Apopitozise ugrayan hiicrenin komsu
hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre yiizeyindeki mikrovilliisle ve diger hiicrelerle

yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre yiizeyi yuvarlaklasir (99,96).

2. Hiicre Biiziillmesi: Apopitotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiiciik ve

sitoplazmasi daha yogundur. ER diginda diger hiicre organelleri yapilarini korur (74).
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Sitoplazma yogunlugu arttig1 i¢in organeller kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam

oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gézlenmez (96,75,99).

3. Kromatin Yogunlasmasi: Onemli yapisal degisiklikler gekirdekten
baslayarak izlenir. Cekirdek apopitoziste odak noktasidir. Hiicreden hiicreye
degismekle birlikte genellikle ¢ekirdek biiziisiir (74,96). Kromatin ¢ok yogun bir hale
gelir ve parcalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlart segilemez. Cekirdek
sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiiciik ¢ekirdek parcalarina boliiniir. Cekirdekeik

genisler ve graniilleri kaba graniiller halinde dagilir (75,96,99).

4. Sitoplazmik Baloncuklar ve Apopitotik Cisimlerin Olusmasi: Hiicrede
once yilizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar1 sitoplazma

pargaciklar1 iceren ve siki bicimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili

apopitotik cisimlere doniisiir (75,99). (Sekil 2.15)

Alyuvar Hucresi

Apopitotik Hiicre

Brona McVittie. On of Suicidal Cells.
http://www .apoptosis-networks.eu/articles/Apoptosis-TrailO fSuicidalCells/

Sekil 2.15. Hiicrenin apopitozisi
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Apoptosis. August 20, 201 1. htip://muta-tion.blogspot.com/2011/08/apoptosis.htmil

Sekil 2.16. Apopitoziste goriilen morfolojik degisiklikler

Apopitozis i¢in morfolojik degisimler hiicre biiziilmesi, kromatin
yogunlasmasi, hiicre membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin de agiga
cikar. Saglikli hiicrelerde plazma membraninin i¢inde bulunan fosfotidilserin
apopitotik hiicrelerde plazma membraninin dis yiiziinde bulunur ve fagositik hiicreler

i¢in sinyal gérevi goriir (100).

2.4.7. Apopitozis ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptozis, hiicrede yarattig1 bu degisikliklerle nekrozun bir pargasiymis gibi
algilanabilir. Ancak nekrozdan farklar1 sunlardir:(Sekil 2.17).
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Fiziksel Farkhiliklar

1. Nekroz bilesik hiicre gruplarini etkiler, oysa apopitoziste tek tek hiicreler
etkilenir.

2. Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptozis fizyolojik uyaranla
da baslayabilir (hormonal dengenin degismesi) (79,99).

3. Nekroza ugrayan hiicre, ¢evreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligi ile
cagrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apopitozise ugrayan hiicre ise
cevreye kemotaktik madde yaymaz; yaninda bulunan epitel hiicreleri veya
makrofajlar araciligi ile fagositoza ugrar. Nekrozda inflamatuar cevap vardir,

apopitoziste ise yoktur (79,80,81).

Morfolojik Farkhhiklar

1. Nekrozda zar biitiinliigli bozulur, apopitoziste zarda kabarciklar goriiliir fakat
asla zar biitlinliigli bozulmaz (74,101).

2. Nekroz sitoplazma ve mitokondride sisme ile baslar, apopitoziste ise
sitoplazmada biiziilme ve ¢ekirdek yogunlasmasi goriiliir (74,81).

3. Nekroz total hiicre par¢alanmasi ile sonlanir, oysa apoptozis hiicrenin daha
ufak fragmanlara doniismesi ile sonlanir (apopitotik cisimler) (81).

4. Nekrozda hiicre zarinda vezikiil formasyonu yoktur, total parcalanma olur;
oysa apopitoziste zara baglh vezikiiller olusur (75).

5. Nekrozda organellerin devamliliginin bozulmasi mevcut iken, apopitoziste;
apopitozisi baglatan bcl-2 gen ailesinin {rettigi por olusturan proteinlerin
etkisi ile organeller biitlinliiglinii korur, ancak delikli bir yapiya kavusur

(74,75).

Biyokimyasal Farkhiliklar

1. Nekrozda iyon dengesi kaybolur, apopitoziste ise siki bir sekilde kontrol
edilen enzimatik olaylar mevcuttur (99).
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2. Nekroz enerjiye ihtiyagc duymaz, pasif bir olgudur ve +4°C’de bile
gerceklesebilir. Apoptozis ise enerji gerektiren aktif bir olgudur ve +4°C'de
gerceklesemez (75).

3. Agaroz jel elektroforezi yapildiginda, nekroz sirasinda DNA'nin rastgele
sindirimi  mevcuttur, oysa apopitoziste rastgele olmayan, mono-
oligoniikleozomal parcalanma mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde
apoptozis ic¢in karakteristik 'ladder pattern' denen merdiven seklinde
kirilmalar meydana getirir (95,99).

4. Nekroz sirasinda hiicre 6liimiiniin ge¢ bulgusu; postlitik DNA pargalanmasi
vardir, apopitoziste DNA hiicre biitiinligi bozulmadan Once pargalanir.
Ayrica apopitoziste mitokondri tarafindan sitoplazmaya birgok faktdr salinimi
mevcuttur (sitokrom-c gibi) (95,98).

5. Nekroz sirasinda nonspesifik zar pargalanmasi olurken, apopitoziste zar
asimetrisinde degisiklikler olur (fosfotidilserin zarin sitoplazmik yiiziinden
ekstraselliiler yiiziine dogru yer degistirir). Bu degisiklik apopitotik hiicrenin
inflamatuar reaksiyon olusturmadan lokal hiicrelerce taninip, fagosite

edilmesini saglar (75).

Apopitoz Tomurcuklanma (O
(hiicre bluziigsmesi, kromatin yogunlagmasi) . inflamasyon o,lusmaz
D e @ -
(a 0:;}8 ‘.Qﬂ,; 5
199 68> ™ odd®
3 9 7 N\ UG
FaA 4 r O®
TN
/%Q 22N

\ -
ot LT
L
Nekroz ' o Hucresel ve nikleer
. 7 3 Hiicrede sizinti ve pargalanma inflamasyona
(hiicre sigsmesi) neder dliis

kabarciklar olugur

PharmaTutor, Pharmacy Infopedia. Fig-2.Apoptotic versus necrotic morphology
hitp:/iww.pharmatutor.org/articles/impact-of-mycotoxin-in-the-program-cell-death-necrosis?page=0,3

Sekil 2.17. Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamizda kullanilan insan noroblastoma ve glioblastoma hiicre serileri
(SH-SY5Y ve T98G) istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Histoloji Boliimii
Laboratuari’ndan temin edilmistir. TMZ saf maddesi Mustafa Nevzat ila¢ Sanayii
Anonim Sirketi kalite kontrol biriminden temin edilmistir. Uygulama sirasinda TMZ
bidistile saf suda ¢oziildii ve her iki hiicre serisinde de denenmek {izere ardisik
dozlarda hazirlanmistir. Her iki hiicre serisinde de glutamat ve H,O; toksisitesi igin
doz-cevap sonuglar1 alindi. Hiicre tiplerinde alinan iki anlamli toksik doza karsi
TMZ’nin canlilik iizerine anlamli farkli dozlarmin koruyuculugu olup olmadigina
belirli testlerle bakilmistir. Calismanin tamami Abant {zzet Baysal Universitesi 1zzet
Baysal Tip Fakiiltesi Farmakoloji A.D. hiicre Kkiltiri laboratuarinda

gerceklestirilmistir.

3.1. KIMYASALLAR

1) DMEM:F12, Gibco

2)  Fetal Bovine Serum, Gibco

3)  Tripsin EDTA, %0.05, Gibco

4)  DMSO, Sigma

5)  Antibiyotik-Antimikotik, Gibco 100X
6) Caspase 3 colorimetric Kkit, Invitrogen
7)  MTT, Roche

8) PBS, Santa Cruz 10X liquid

9)  Biliret ¢ozeltisi

10) Bovine Serum Albumine, %10, Beit Haemek
11) Acridine orange, Invitrogen

12) Hidrojen Peroksit, Acros

13) Mono Sodyum Glutamat, Invitrogen

14) Trimetazidin, Mustafa Nevzat Ilag San.
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3.2. HUCRE KULTURU

3.2.1. Hiicre ekimi

Dondurulmus halde s1vi azot tankinda bulunan kriyotiiplerdeki SH-SY5Y ve
T98G hiicreleri 37°C’lik su banyosunda hizla ¢oziildiirilmis olup (hiicrelerin
bulundugu Kkriyo tiipiiniin kapak hizasiin suya batirillmamasina dikkat edilmistir)
hiicreler ¢oziildiikten sonra Kriyo tiip ve kapagi %70’lik alkol ile silinmistir. 15
ml’lik santrifuj tiipiine aktarilip tizerine 5 ml medyum (%10 FCS, %1 antibiotik,
DMEM) yavasga eklenmistir. Tiip 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij edilip, tiipiin
dibindeki hiicre pelleti kalacak sekilde siipernatant dokiilmiistiir. Ardindan hiicre
pelleti iizerine 10ml yeni medyum eklenip ve hiicreler iyice siispanse edildikten
sonra, hiicreler 75 cm?’lik flasklara aktarilmistir. Ardindan mikroskop altinda
incelenmistir. Hiicrelerin yapismasi i¢in CO;‘li inkiibatore konularak bir giin
beklemeye alinmistir. Bir giin sonrasinda mikroskop altinda hiicrelerin canliligi

incelenip, medyumlari degistirilmistir.

3.2.2. Tripsinizasyon

Hiicreler 24 saatlik inkiibasyondan sonra inkiibatdrden alinip, steril laminar
kabinde icerisinde hiicre flaskindaki medyum dokiilmiistiir. Flaskin yilizeyine
yapismis halde bulunan hiicreler 2 ml steril PBS ile yikandiktan sonra PBS dokiilmiis
ve hiicrelerin tizerine flask i¢cine 2 ml %0,05’lik tripsin-EDTA dokiilmiistiir.
Sonrasinda hiicrelerin zeminden ayrilmasi i¢in bir miiddet inkiibatorde bekletilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin flask yiizeyinden tek tek ayrilip ayrilmadiklari
mikroskop altinda kontrol edilmistir. Hiicreler, yiizeyden ayrildiktan sonra pastor
pipeti yardimiyla steril 15 ml’lik deney tiipiine aktarilmistir. Tripsinin etkisini
sonlandirmak i¢in hiicre siispansiyonunun iizerine 4 ml medyum eklenmis ve
stispansiyon 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
stipernatant uzaklastirilip, ardindan tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti 4 ml medyum
iginde stispanse edilmistir. Hiicreler Thoma laminda sayilarak istenen sayida flaska

ekim yapilmistir.
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3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi, hiicrelerin gogalma kapasitesine gore lig-dort giinde
bir olacak sekilde yapilmistir ve bir 6nceki kiiltiirdeki hiicreler tripsin-EDTA ile
kaldirilip, 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra toplam hiicre miktarinin
en fazla 1/3’i kadar hiicre taze besiyerine alinip 75 cm?2’lik flasklara aktarilmasi
seklinde yapilmistir. Calismadan bir Onceki pasajin semi-konflens hiicreler
kullanilarak yapilmasina ve pasajdan sonra hiicrelerin zemine tutunabilmeleri i¢in 24

saat beklenmesine dikkat edilmistir.

3.3. DENEY DiZAYNI

Deney ii¢ asamali olacak sekilde olusturulmustur. Bu ¢alismada SH-SY5Y ve
T98G hiicre serilerinde toksik madde olarak kullanilacak H,O, ve MSG i¢in
literatiirde ¢ok farkli doz araliklar1 ve uygulama sekilleri bulunmaktadir. Bu doz
farkliliklarinin sebebinin; ialg¢ ¢oziiciilerinin, hiicre tipinin, hiicre yogunlugunun,
hiicreler i¢in kullanilan medyumlarin ve laboratuvar farkliliklar1 gibi etkenlerden
dolay1 oldugu diistiniilmektedir. Bundan dolay1 deneylere dncelikle bu maddeler igin

toksik doz belirlemekle baslanilmustir.

3.3.1. Deneyin 1. Asamasi: Gozlemsel Olarak Toksik Dozlarin Belirlenmesi

TMZ, H,0, ve MSG’nin genis aralikli olarak 15 farkli dozu hazirlanmistir.

e TMZ i¢in; 100-50-25-10-5-2,5-1-0,5-0,25-0,1-0,05- 0,025 -
0,01 - 0,005 - 0,001 mM

e H;Oi¢in; 2-15-1-0,75-0,5-0,375-0,25-0,188 - 0,125-0,1 - 0,05
- 0,025 -0,01 - 0,005 - 0,001 mM

e MSG i¢in; 1000 - 800 - 600 - 400 - 200 - 100 -80-60-40-20-10-7,5
-5-25-1mM

39



Bir giin 6ncesinden 24 kuyulu plakanin her bir kuyusuna sirastyla 300000
hiicre/ml ve 100000 hiicre/ml konsantrasyonlarinda ekilmis SH-SY5Y ile T98G
hiicrelerinin iizerine farkli dozlarda hazirlanmis TMZ, H,O, ve MSG 1/1 oraninda
olacak sekilde bu iki hiicre serisi lizerine eklenmistir. 24 saat sonunda TMZ, H,0, ve
MSG’nin etkileri mikroskop altinda incelenerek, goriintiileri kaydedilmistir. Yapilan
deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

3.3.2. Deneyin 2. Asamasi: MTT Testi ile Belirlenen Toksik Dozlarin

Dogrulanmasi

Her iki hiicre serisinde gozlemsel olarak ii¢ madde i¢in de toksik doz siniri
tespit edildikten sonra ikinci deney i¢in H,O, ve MSG’nin 7 farkli dozu

belirlenmistiri.

SH-SY5Y hiicre serisinde:

e TMZi¢in; 25-10-5-1-0,1-0,01-0,001 mM
e Hy0;i¢in; 0,125-0,1 - 0,05 - 0,025 - 0,01 - 0,005 - 0,001 mM
e MSG i¢in; 200 - 100 - 80 - 60 - 40 - 20 - 10 mM

T98G hiicre serisinde:

e TMZicin; 25-10-5-1-0,1-0,01-0,001 mM
e H,0; ig¢in; 0,75-0,5-0,375-0,25-0,188-0,125-0,1 mM
e MSG ic¢in; 200-100-80-60-40-20-10 mM

Yine sirastyla 300000 hiicre/ml ve 100000 hiicre/ml konsantrasyonlarinda
SH-SY5Y ile T98G hiicreleri ekilmis 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna TMZ,
H,0, ve MSG belirlenen dozlar1 1/1 oraninda eklenmistir. 24 saat sonunda MTT testi

yapilarak doz-cevap sonuglari elde edilmistir. Yapilan deneyler 3 kez tekrarlanmistir.
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MTT Testi: Kolorimetrik metod olarak ilk kez Mossmann (1983) tarafindan
tanimlanan bu testte, sar1 tetrazolium tuzu canli hiicrelerin mitokondrilerindeki
dehidrogenaz enzimleri araciligi ile tetrazolium halkasinin kirilmast sonucu
formazan kristallerine doniistiiriilmektedir. Olusan formazan kristalleri izopropanol
veya DMSO gibi c¢oziiclilerde ¢oOziilmesi sonucu ortamda olusan renk,
spektrofotometrik yontemle Olgiiliir ve olgiilen deger canli hiicrelerin sayisi ile

iliskilidir (102).

MTT soliisyonunu eklemeden 6nce hiicrelerin lizerindeki medyum tazelenmis
ve MTT soliisyonu son konsantrasyon 1/10 olacak sekilde biitiin Orneklere
eklenmstir. 4 saat 37°C’deki etiivde inkiibe edildikten sonra olusan formazan son
tirlinliniin ¢oziinebilmesi i¢in orneklerin iizerine 1’e 1 hacim olarak DMSO eklenmis
ve ¢Oziinmesi i¢in bir siire (yaklasik 1 gece) 37°C’deki etiivde bekletilmistir.
Orneklerdeki ¢ziinmiis formazan miktart ELISA okuyucuda 570 nm dalga boyunda

Olciilmiistiir.

3.3.3. Deneyin 3. Asamasi: TMZ’nin Koruyuculugunun Arastirilmasi

Bu asamada ilk olarak TMZ’nin 6nceki testlerde toksisite gostermeyen doz
araligindan belirlenen 5 farkli dozunun (0,5-0,1-0,05-0,01-0,005 mM) MSG ve
H202 nin toksik iki dozuna kars1 koruyuculuk etkisinin olup olmadig1 her iki hiicre

serisinde de MTT testi ile arastirilmastir.

Bu testin sonucuna gore TMZ’nin iki farkli dozunun MSG ve H,0;’nin
toksik iki dozuna karsi etkileri kaspaz-3 kolorometrik ELISA yontemiyle kaspaz-3
seviyeleri Olgiilerek ve floresan akridin oranj boyama yontemi ile de morfolojik

degisiklikleri degerlendirilerek bakilmstir.
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Kolorimetrik Kaspaz 3 ELISA Metodu:

Kaspaz-3 seviyeleri invitrogen kaspaz-3 kolorimetrik &lgiim kiti kullanilarak
Olgiilmiistiir. Yontemin prensibi kaspaz-3'lin substrati olan N-Asetil-Asp-Glu-Val-
Asp  p-nitroanilid'den  (Ac-DEVDpNA)  kromofor  p-nitroanilinin ~ (pNA)

serbestlesmesinin spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanmaktadir.

SH-SY5Y ve T98G hiicreleri sirastyla 900.000 ve 400.000 sayida 25 cm?’lik
kiiltiir kaplarina ekilmistir. Ekilen hiicreler 1 giin inkiibasyondan sonra 1 giin de ilag
uygulamasina birakilmistir. TMZ’li medyum toksik madde uygulamalarindan 2 saat
once hiicrelerin bulundugu medyuma 1’e 1 oraninda eklenmistir. ila¢ uygulamasimin

sonunda ELISA kitinin igerisinden ¢1kan protokol uygulanmistir:

1. Hiicreler kiiltiir kaplarindan tripsin ile ¢ikarilip, medyumlar1 ile birlikte
15 ml’lik deney tiipiilerine toplanmis ve 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilmistir.

2. Siipernatantlar1 atilarak hiicrelerin iizerlerine 1,5 ml medyum eklenip
slispanse edildikten sonra ependorf tiiplerine aktarilmistir.

3. Ependorf tiiplindeki hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij
edilmistir.

4. Siipernatantlart atildiktan sonra pellet iizerine 50 pl Cell Lysis Buffer
eklenmis ve vorteks ile hafifce siispanse edildikten sonra buzun iizerinde 10
dakika inkiibe edilmistir.

5. Ornekler 1 dakika 11.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatantlar
ayr1 ependorflara aktarilmis ve buzun tizerine konulmustur.

6. Herbir drnekten 15 pl protein siispansiyonu alinip 96 kuyucuklu ELISA
plakasinin kuyucuklarma konulmustur. Plakanin baska kuyucuklarina da
%10’luk sigir serum alblimin soliisyonundan hazirlanan 0-1-2-4-8-16-32
mg/ml konsantrasyonlarindaki kalibratdrler eklenmistir. Orneklerin iizerlerine
90 upl Bitiret soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda

inkiibasyona birakilmistir.
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7. Orneklerin protein miktarlari, kalibrasyonlar ile ELISA okuyucuda 570 nm
dalga boyunda ol¢iilmiistiir.

8. Ependorf tiiplerindeki geride kalan protein soliisyonlar1 igerigindeki protein
miktarlar1 Cell Lysis Buffer soliisyonu ile seyreltilerek esitlenmistir.

9. Protein soliisyonlarindan 50 pl alimip 96 kuyucuklu ELISA plakasinin
kuyucuklarma yerlestirilmistir.

10. Uzerlerine %1 1M’lik DTT igeren 2x Reaction Buffer soliisyonundan 50 ul
eklenmistir.

11. Ardindan orneklere 4 mM’lik DEVD-pNA substratindan 5 pl eklendi ve
37°C de 2 saat inkiibe edilmistir.

12. 96 kuyucuklu plakadaki 6rnekler ELISA okuyucuda 405 nm dalga boyunda
okutulmustur.

13. Gruplardaki kaspaz-3 seviyelerinin kontrol grubuna gore kag kat artis veya

azalis gosterdikleri hesaplanmistir.

Akridin Oranj ile Floresan Boyama:

Akridin orange plazma membranindan girmekte ve inhiicre i¢i niikleik

asitlere tutunarak, onlar1 boyamaktadir. Yesil ve turuncu flouresan 1sik olusmaktadir.

SH-SYS5Y ve T98G hiicreleri sirastyla 600.000 ve 200.000 sayida 6’11k kiiltiir
kaplarina ekilmistir. Ekilen hiicreler 1 giin inkiibasyondan sonra 1 giin de ilag
uygulamasina birakilmistir. TMZ’li medyum, toksik madde uygulamalarindan 2 saat
once hiicrelerin bulundugu medyuma 1’¢ 1 oraninda eklenmistir. Daha 6nceden
fosfat tampon soliisyonu (PBS) i¢inde 0,3 mg/ml konsantrasyonda 100 kat olarak
hazirlanmis stok akridin oranj boyasi, yine PBS icinde 2 kat olacak sekilde
seyreltilmistir. Hiicrelerin i¢inde bulundugu medyuma 1’e 1 oraninda eklenmistir. 10
dakika beklendikten sonra floresan goriintiileme sistemiyle gruplar incelerenerek,
goriintlileri alinmistir. Gruplardaki hiicrelerin morfolojik yapilart ve yogunluklari

kontrol grubuna gore kiyaslanarak degerlendirilmistir.
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3.4. ISTATISTIiKSEL DEGERLENDIRME

Deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi, SPPS (Statistic Program
for Social and Science) istatistik programini kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki
fark 6nce ANOVA testi ile, sonrasinda Post-Hoc testlerinden Tukey testi kullanilarak

saptanmistir ve p<0,005 anlamli fark olarak kabul edilmistir.

44



4. BULGULAR

4.1. TMZ, H,0, ve MSG’NiN TOKSIiK DOZLARININ GOZLEMSEL
OLARAK BELIRLENMESI

Faz kontrast invert mikroskop altinda yapilan bu calisma deneyin ileriki
asamalar1 i¢in ¢ok Onem arz etmektedir. Buradan alinacak sonuglar dogrultusunda
diger asamalara geg¢ilmistir. Bu asama da diger asamalar gibi 3 kez tekrarlanmistir.
Her iki hiicre tipinde TMZ, H20, ve MSG’nin farkli dozlarinin hiicre morfolojileri ve
sayilari lizerindeki etkileri gorsel olarak incelenerek toksik etkiyi baslatan doz araligi

belirlenmistir.

4.1.1. SH-SYS5Y ve T98G Hiicre Serileri icin TMZ’nin Toksik Doz Arahg:

Noron kaynakli SH-SYSY hiicre serisi incelendiginde TMZ’nin hiicresel
morfolojiyi bozup, ayni zamanda hiicresel tutunmayr da etkileyip hiicrelerin
tutunduklar1 yerden kalkmasini saglayan etkinin 5 mM doz seviyesinde basladigi ve
yiikselen dozlarda bu etkinin giderek artigi goriilmistiir. 25 mM dozu ve bu dozdan
sonraki yiiksek dozlarda ise ¢ok az sayida tutunan hiicrenin goriilmesine ragmen
genel olarak hiicre yapilarinin tamamen bozulup, morfolojik yapilarin1 kaybedikleri
ve diizensiz hiicre membranina sahip yuvarlak bir hal aldiklart goériilmistiir
(Sekil 4.1).

Glial kaynakli T98G hiicre serisi incelendiginde ise TMZ’nin hiicresel
morfolojiyi bozup, ayni zamanda hiicresel tutunmayi da etkileyip hiicrelerin
tutunduklar1 yerden kalkmasini saglayan etkinin 5 mM doz seviyesinde basladig1 ve
yiikselen dozlarda bu etkinin giderek artig1 goriilmiistiir. 25 mM dozu ve bu dozdan
sonraki yliksek dozlarda ise ¢ok az sayida tutunan hiicrenin goériilmesine ragmen
genel olarak hiicre yapilarinin tamamen bozulup, morfolojik yapilarimi kaybedikleri
ve diizensiz hiicre membranina sahip yuvarlak bir hal aldiklar1 gortilmiistiir

(Sekild.2).
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TMZ’nin her iki hiicre tipinde de yaklasik olarak ayni dozlarda etki yaptig
goriilmiistiir. TMZ’nin  toksik doz smirinin altindaki dozlarda ise hiicre
proliferasyonuna etkisi goriilmemistir. Hiicreler daha ¢ok bulunduklarin kabin orta
kisminda ¢ogalip, kolonilesmistir. TMZ’nin 10 mM dozunda her iki hiicre serisinde

de orta kisimda yogunlasan hiicrelerin dahi tamamen etkilendigi gézlenmistir.

Sekil 4.1. Noron hiicreleri tizerinde TMZ’nin etkilerinin gosterilmesi



Bu calismanin sonucunu dogrulamak icin yapilacak olan MTT testi igin
TMZ’nin 25 -10-5-1-0,1-0,01 - 0,001 mM’lik dozlariin her iki hiicre tipinde

de uygulanmasina karar verirlmistir.

Sekil 4.2. Glia hiicreleri tizerinde TMZ’nin etkilerinin gosterilmesi
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4.1.2. SH-SY5Y ve T98G Hiicre Serileri ig:in H,0;’nin Toksik Doz Arahgi

Daha o6nceki ¢aligsmalar incelendiginde H»O; ile yapilan toksik modellemenin
her iki hiicre serisinde de yapildigr goriilmektedir. Ancak toksik doz sinirinin
caligmadan ¢alismaya farklilik gostermesi nedeniyle calismalardaki toksik doz
seviyeleri goz oniine alinarak HyO,’nin toksik dozunun belirlenmesi igin her iki

hiicre serisinde de genis bir doz aralig1 uygulamasi yapilmistir.

Bu calismada H;O,’nin noéron kaynakli SH-SYSY hiicre serisi iizerindeki
toksisitesinin 0,025 mM doz seviyesinde basladigi ve bu etkinin biitliin hiicreleri
kapsadig1 dozun ise 0,1 mM oldugu goriilmiistiir. HoO2’nin 0,01 mM’lik dozu ve bu
seviyeden daha diisiik dozlarinda ise hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasi lizerinde herhangi

bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.3).

H,O,’nin glial kokenli T98G hiicre serisi tizerindeki toksisitesinin ise 0,25
mM doz seviyesinde basladigi ve bu etkinin biitiin hiicreleri kapsadigi dozun ise
0,375 mM oldugu gorilmiistiir. HyO,’nin 0,188 mM’lik dozu ve bu seviyeden daha
diisiik dozlarinda ise hiicre canliligi ve ¢ogalmasi {izerindeki olumsuz etkilerinin

giderek azaldig tespit edilmistir (Sekil 4.4).

Bu deneyin sonucunda H,O; toksisitesinin T98G hiicrelerinde 0,25 mM’da,
SH-SYS5Y hiicrelerinde ise 0,025 mM’da bagladig tespit edilmistir. Bununla birlikte
glial hiicrelerin noronlara gore 10 kat daha yogun H,0, konsantrasyonuna

dayanabildigini gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Noron hiicreleri tizerinde H,0, toksisitesi etkilerinin gosterilmesi
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Sekil 4.4. Glial hiicreler lizerinde H,0, toksisitesi etkilerinin gosterilmesi
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4.1.3. SH-SYS5Y ve T98G Hiicre Serileri icin MSG’nin Toksik Doz Arahg:

Daha 6nceki ¢aligmalar incelendiginde MSG ile yapilan toksik modellemenin
de her iki hiicre serisinde de yapildigi goriilmektedir. Ancak H,O, toksik
modellemesinde oldugu gibi MSG’nin de toksik doz simiriin ¢alismadan ¢alismaya
farklilik gostermesi nedeniyle daha oOnceki yapilmis g¢aligmalardaki toksik doz
seviyeleri g6z Oniline alinarak bu ¢alismamizda MSG’nin toksik dozunun
belirlenmesi i¢in her iki hiicre serisinde de genis bir doz araligi uygulamsi

yapilmistir.

Bu c¢alismada MSG’nin noron kaynakli SH-SYSY hiicre serisi iizerindeki
toksisitesinin 60 mM doz seviyesinde basladigi ve bu etkinin biitiin hiicreleri
kapsadig1 dozun ise 100 mM oldugu goriilmiistiir. MSG’nin 40 mM’lik dozu ve bu
seviyeden daha diisiik dozlarinda ise hiicre canlilig1 ve cogalmasi iizerinde herhangi

bir etkisinin olmadig tespit edilmistir (Sekil 4.5).

MSG’nin glial kdkenli T98G hiicre serisi lizerindeki toksisitesinin ise 40 mM
doz seviyesinde bagladigi ve bu etkinin biitiin hiicreleri kapsadigi dozun ise 100 mM
oldugu goriilmistiir. HyO2’nin 10 mM’lik dozu ve bu seviyeden daha diisiik
dozlarinda ise hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasi lizerindeki olumsuz etkilerinin olmadig:

tespit edilmistir (Sekil 4.6).

Bu deneyin sonucunda T98G hiicrelerinin MSG toksisitesine daha duyarli
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda her iki hiicre tipinde de 100 mM MSG’nin tiim
hiicreleri etkileyen doz oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Noron hiicreleri izerinde MSG toksisitesi etkilerinin gosterilmesi
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Sekil 4.6. Glial hiicreler lizerinde MSG toksisitesi etkilerinin gosterilmesi
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4.2. TMZ, H,0, ve MSG’NiN TOKSIiK DOZLARININ MTT TESTi iLE
BELIiRLENMESI

TMZ, H;0, ve MSG’nin toksik doz smirlarinin gozlemsel inceleme ile
belirlenmesi sonucunda, bu dozlarin hiicre yasayabilirligi tizerindeki etkilerinin
kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla MTT testi yapildi. Cikan sonuglar kontrol

grubuna gore kiyaslanarak yiizde degerleri hesaplanmstir.

4.2.1. TMZ’nin Toksik Dozunun MTT Testi ile Belirlenmesi

TMZ’nin ndron hiicrelerinde 1 mM’a kadar hiicre yasayabilirligi agisindan
olumsuz bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. 5 mM’da ise hiicre yasayabilirligi
%41 oraninda azalmis ve istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bulunmustur (Grafik
4.1).

TMZ’ nin glial hiicrelerin yasayabilirligi iizerindeki etkileri de ndronlara benzer
sekilde bulunmugstur. 1 mM’a kadar hiicre canliligina olumsuz etkileri goriilmemistir.
5 mM’da %20, 10 mM da ise %74 oraninda hiicre canliligina olumsuz etkileri
gbzlenmistir (Grafik 4.2). Istatistiksel olarak anlamlilik (p<0,001) néron ve glial
hiicrelerde 5 mM’da baglamistir.

MTT testi sonuglari da bir dnceki yapilan gozlemsel inceleme sonuglart ile
uyum gdstermistir. Istatistiksel anlamlilik 5 mM’da baslamasina ragmen SH-SY5Y
hiicrelerinin T98G hiicrelerine kiyasla TMZ toksisitesine biraz daha direncli oldugu

gOriilmiistiir.
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TMZ’nin néronal hiicrelerdeki etkilerinin MTT testi ile gosterilmesi.

Gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildi. *; p<0,001.
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TMZ’nin glial hiicrelerdeki etkilerinin MTT testi ile gosterilmesi.

Gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildi. *; p<0,001.
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4.2.2. H,0,’nin Toksik Dozunun MTT Testi ile Belirlenmesi

H,0,’nin noronal kaynakli SH-SYSY hiicre serisi tizerindeki toksik etkileri
25 uM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, bu dozun
hiicre canliiginda %23 oraninda bir azalma yaptigi kaydedilmistir. Istatistiksel
olarak anlamlilik (p<0,001) 25 uM dozundan sonra baglamistir. 100 uM seviyesinde

ise hiicre canliliginda %87 oraninda bir azalma goriilmiistiir (Grafik 4.3).

H202’nin glial kaynakli T98G hiicre serisi tizerindeki toksik etkileri 250 pM
seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, bu dozun hiicre
canliliginda %35 oraninda bir azalma yaptig1 kaydedilmistir. Istatistiksel olarak
anlamlilik (p<0,001) 250 puM dozundan sonra baglamistir. 500 pM seviyesinde ise

hiicre canliliginda %77 oraninda bir azalma goriilmistiir (Grafik 4.4).

Noronal hiicrelerin HyO; ile olusturulan toksisite modelinde glial hiicrelere
kiyasla H,O,’ye daha duyarli oldugu goriilmistiir. Glial hiicrelerin yaklasik 10 kat
daha yogun H,O, konsantrasyonuna dayanabildigi tespit edilmistir. Bu sonuglar

gorsel olarak tespit edilen bulgular ile uyumluluk gostermistir.
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Grafik 4.3. H,O,’nin noronal hiicrelerdeki toksisitesinin MTT testi ile

gosterilmesi. Gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildi. *; p<0,001.
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Grafik 4.4. H,0;’nin glial hiicrelerdeki toksisitesinin MTT testi ile gosterilmesi.
Gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildi. *; p<0,001.
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4.2.3. MSG’nin Toksik Dozunun MTT Testi ile Belirlenmesi

MSG’nin noronal kaynakli SH-SYSY hiicre serisi iizerindeki toksik etkileri
80 mM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, bu dozun
hiicre canliliginda %26 oraninda bir azalma yaptifi kaydedilmistir. Istatistiksel
olarak anlamlilik (p<0,001) 80 mM dozundan sonra baslamistir. 200 mM seviyesinde

ise hiicre canliliginda %85 oraninda bir azalma goriilmiistiir (Grafik 4.5).

MSG’nin glial kaynakli T98G hiicre serisi iizerindeki toksik etkileri 60 mM
seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, bu dozun hiicre
canliliginda %26 oraninda bir azalma yaptig1 kaydedilmistir. Istatistiksel olarak
anlamlilik (p<0,001) 60 mM dozundan sonra baglamigtir. 200 mM seviyesinde ise

hiicre canliliginda %95 oraninda bir azalma goriilmistiir (Grafik 4.6).

MSG’nin toksik etkilerinin bagladigi doz seviyesi her iki hiicre tipinde de
birbirine yakin aralikta oldugu goriilmistiir. Glial hiicrelerin néronlara kiyasla biraz
daha duyarli oldugu tespit edilmistir. 100 mM diizeyinde her iki hiicre tipinde de
kontrole gore yaklasik %50 oraninda bir azalma tespit edilmistir. Bu sonuglar gorsel

olarak tespit edilen bulgular ile uyumluluk gostermistir.
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Grafik 4.5. MSG’nin noronal hiicrelerdeki toksisitesinin MTT testi ile
gosterilmesi. Gruplar kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0,001.
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Grafik 4.6. MSG’nin glial hiicrelerdeki toksisitesinin MTT testi ile gosterilmesi.
Gruplar kontrol grubu ile karsilastirildi. *; p<0,001.
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4.3. H,0, ve MSG’NIN TOKSISITELERINE KARSI TMZ’NiN HUCRE
CANLILIGI UZERINE ETKILERi

Bu calismada H,O; ve MSG’nin toksik dozlar1 belirlendikten sonra TMZ’nin
hiicreler iizerinde toksik etkisi olmayan bes farkli dozunun H,O, ve MSG

toksisitelerine kars1 koruyuculugunun olup olmadig arastirilmistir.

4.3.1. H,0, Toksisitesine Karsi TMZ’nin Hiicre Canhihgi Uzerine Etkisi

Noronal hiicreler incelendiginde diisiik doz H,0O; toksisitesine karsi 0,01 ve
0,05 mM TMZ’nin hiicre canliligint %22 oraninda (p<0,05) artirdigi, yiiksek doz
H,O, toksisitesine karsi ise 0,1 ve 0,5 mM TMZ’nin %23 oraninda (p<0,001)
artirdig1 tespit edilmistir (Grafik 4.7). Yani diisiik doz H,O; toksisitesine kars1 diisiik
doz TMZ, yiiksek doz toksisitesine kars1 da yliksek doz TMZ etkili bulunmustur.

H,0; toksisitesine karsi TMZ’nin etkinligi glial hiicrelerde incelendiginde,
TMZ’nin distk dozlarinin daha etkili oldugu tespit edilmistir. 0,01 ve 0,05 mM
TMZ, diisiik doz H,0; toksisitesinde hiicre canliliginda %40 oraninda (p<0,001) bir
artisa neden olmustur ve ndranal hiicrelerde de oldugu gibi hiicre canlilik oranlarini
kontrol grubu diizeylerine kadar ¢ikarmistir. Yiiksek doz H,0, toksisitesinde ise
0,01, 0,05 ve 0,1 mM TMZ hiicre canlilik oranlarin1 %20 oraninda (p<0,05)
artirmustir (Grafik 4.8).
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Grafik 4.7. H;0,’nin noronal hiicrelerdeki toksistesine karsi TMZ’nin hiicre

canlilig1 tizerine etkilerinin gosterilmesi. TMZ+H,0, verilen gruplar tek basina H,O,

verilen grup ile karsilastirildi. *; p<0,001, #; p<0,05.
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H,0,’nin glial hiicrelerdeki toksistesine karst TMZ’nin hiicre canliligi

tizerine etkilerinin gosterilmesi. TMZ+H,0, verilen gruplar tek basina H,O, verilen

grup ile karsilastirildi. *; p<0,001, #; p<0,05.
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4.3.2. MSG Toksisitesine Karsi TMZ’nin Hiicre Canhligi Uzerine Etkisi

Noroanl  hiicrelerdeki  MSG  toksistesine karst TMZ’nin  etkileri
incelendiginde, TMZ’nin 100 mM MSG toksisitesine karsi anlamli bir etkisinin
olmadigi tespit edilmistir (Grafik 4.9).

80 mM MSG toksisitesine karst 0,01 mM TMZ hiicre canliligim %24
oraninda artirarak (p<0,001) kontrole gore %93 oranina ¢ikarmistir. 80 mM MSG
toksisitesinde 0,005 mM TMZ’nin ise hiicre canliligi iizerine higbir etkisi

goriilmemistir (Grafik 4.9).

Glial hiicrelerdeki MSG toksisitesinde de noronal hiicrelerdeki gibi 100 mM
yilksek doz MSG toksisitesine karsi TMZ’nin hiicre canliligina hicbir etkisi
goriilmemistir (Grafik 4.10).

60 mM MSG toksisitesinde ise TMZ’nin dozu ile orantili olarak hiicre
canliliginda anlamli derecede artislar oldugu tespit edilmistir. 0,5 mM TMZ hiicre
canliliginda %19 oraninda (p<0,001) arttirmustir (Grafik 4.10).
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Grafik 4.9.
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Grafik 4.10. MSG’nin glial hiicrelerdeki toksistesine karst TMZ nin hiicre canlilig

tizerine etkilerinin gosterilmesi. TMZ+MSG verilen gruplar tek bagina MSG verilen

grup ile karsilastirildi. *; p<0,001, #; p<0,05.
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4.4. TMZ’NIN HUCRE iCi KASPAZ-3 SEVIYELERINE ETKILERI

TMZ’nin hiicreler iizerinde H,O, ve MSG toksisitesine karst koruyucu
oldugu goriilen dozlarda tek basina kullanildiginda, hem noronal hem de glial
hiicrelerde hiicre i¢i kaspaz-3 seviyelerinde bir degisiklik olmamistir. TMZ’nin 0,5
mM dozu ndronal hiicrelerdeki kaspaz-3 miktarinda az bir diisiise neden olsa da bu

diisiis istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamistir (Grafik 4.11).
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Grafik 4.11. TMZ’nin noronal ve glial hiicrelerdeki hiicre i¢i kaspaz-3 seviyelerine

etkilerinin gosterilmesi. TMZ verilen gruplar kontrol grubu ile karsilastirildi.
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4.4.1. Hy0O,Toksisitesine Kars1 TMZ’nin Kaspaz-3 Seviyelerine Etkileri

Hiicre i¢i kaspaz-3 seviyeleri incelendiginde ndronal hiicrelerde 0,05 mM
H20,’nin hiicre i¢i kaspaz-3 miktar1 5,3 kat artirdigi, 0,025 mM H,0,’nin de 3,8 kat
artirdig1 tespit edilmistir (Grafik 4.12).

TMZ’nin ise yiikselen kaspaz-3 seviyelerini dnemli derecede azalttig1 tespit
edilmistir. Noronlardaki kaspaz-3 seviyelerini azaltmada yiiksek doz H;0;
toksistesine karsi yiiksek doz TMZ’nin, diisiik doz H,0, toksistesine kars1 da diisiik
doz TMZ’nin daha etkili oldugu goriilmustiir (Grafik 4.12).

Glial hiicrelerdeki kaspaz-3 miktarlar Slgiidiigiinde ise 0,05 mM H;O;’nin
hiicre i¢i kaspaz-3 miktarini 4,2 kat artirdigi, 0,025 mM H,0;’nin de 3,6 kat artirdig1
tespit edilmistir. Bu hiicrelerde de TMZ kaspaz-3 seviyelerini 6nemli derecede
azaltmistir (Grafik 4.13).

Glial hiicrelerde her H,0O, toksisitelerine karst TMZ’nin 0,01 mM olan diisiik
dozunun daha etkili bir sekilde hiicre ici kaspaz-3 miktarini azalttig1r goriilmiis olup
0,01 mM TMZ’nin 0,025 mM H,O, toksisitesindeki kaspaz-3 seviyesini kontrol
grubu seviyesine kadar indirdigi tespit edilmistir (Grafik 4.13).
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Grafik 4.12. H,0;’nin noronal hiicrelerdeki toksisitesine karst TMZ’nin hiicre i¢i
kaspaz-3 seviyelerine etkilerinin gosterilmesi. TMZ+ H,0, verilen gruplar tek basina

H,0; verilen grup ile karsilastirildi. *; p<0,001, #; p<0,05.
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Grafik 4.13. H;O,’nin glial hiicrelerdeki toksistesine karsi TMZ’nin hiicre igi
kaspaz-3 seviyelerine etkilerinin gosterilmesi. TMZ+ H,0, verilen gruplar tek basina

H,0; verilen grup ile karsilastirildi. *; p<0,001, #; p<0,05.
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4.4.2. MSG Toksisitesine Kars1 TMZ’nin Kaspaz-3 Seviyelerine Etkileri

MSG toksistesinde hiicre i¢i kaspaz-3 seviyeleri incelendiginde ndéronal
hiicrelerde 100 mM MSG’nin kaspaz-3 miktarin1 5,1 kat artirdigi, 80 mM MSG’nin
de 3,9 kat artirdig1 tespit edilmistir (Grafik 4.14).

MSG toksisitesinin neden oldugu noronal kaspaz-3 seviyelerindeki bu
yiikselisi TMZ’nin sadece diisilk dozu anlamli derecede (p<0,001) azaltabilmistir.
TMZ’nin yiiksek dozu olan 0,5 mM dozu, MSG toksisitesindeki kaspaz-3
seviyelerinde bir diisise neden olsa da bu diisiis ¢cok fazla olmayip, istatistiksel

olarak da anlamli ¢ikmamistir (Grafik 4.14).

Glial hiicrelerdeki MSG toksisitesinde kaspaz-3 seviyeleri dlgiildiigiinde ise
100 mM MSG’nin hiicre i¢i kaspaz-3 miktarini 3,9 kat artirdigi, 60 mM MSG’nin de
3.3 kat artirdig1 tespit edilmistir (Grafik 4.15).

Glial hiicrelerde 100 mM MSG’nin neden oldugu kaspaz-3 seviyesindeki
yiikselise karst TMZ’nin herhangi bir azaltic1 etkisi goriilmemistir.60 mM MSG’nin
neden oldugu yiiksek kaspaz-3 seviyesini ise TMZ her iki dozunda da Onemli

derecede (p<0,001) azaltmistir (Grafik 4.15).
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Grafik 4.14. MSG’nin noéronal hiicrelerdeki toksistesine karst TMZ nin hiicre i¢i

kaspaz-3 seviyelerine etkilerinin gosterilmesi. TMZ+ MSG verilen gruplar tek basina

MSG verilen grup ile karsilastirildi. *; p<0,001.
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Grafik 4.15. MSG’nin glial hiicrelerdeki toksistesine karst TMZ’nin hiicre igi

kaspaz-3 seviyelerine etkilerinin gosterilmesi. TMZ+ MSG verilen gruplar tek basina

MSG verilen grup ile karsilagtirildi. *; p<0,001, #; p<0,05.
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4.5. FLORESAN BOYAMA iLE APOPITOZiS ORANININ KALITATIF
OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Akridin orange boyasi hiicrelerdeki niikleik asitlere baglanarak yesil ve
turuncu floresan 1s1k yaymaktadir. Boylelikle apopitotik hiicrelerdeki kromatin
yogunlagmasimi daha yogun bir 151k vererek belirlemektedir. Kiigiilen hiicreler
icindeki niikleuslarin yogunlasarak birden fazla kiimelenmesi de goriilebilmektedir.
Normal gruplardaki hiicrelerin niikleuslar1 tek parca ve smir1 diizglin olarak
secilmektedir. Apopitotik gruplarda ise apopitozis siirecindeki hiicrelerin

niikleuslarinin sinirlar1 diizensiz veya bogumlu hal almistir.

45.1. SH-SY5Y Hiicre Serisinde H,O, Ile indiiklenen Apopitoz Uzerine
TMZ’nin EtKisi

0,05 mM H,0; ile apopitozis indiikklenen néronal hiicrelerin bulundugu grup
incelendiginde, kontrol grubuna gore hiicrelerin yarisinin etkilendigi goriilmektedir.
Hiicreler kiiciilmiis, iglerinde birka¢ odakli kromatin yogunlagmasi olan parlak

alanlar goriilmektedir. Hiicre ¢eperleri saglam olarak gortilmektedir (Sekil 4.7).

TMZ’nin 0,05 mM HO;, verilen gruptaki apopitozis oranimni kismen

azaltabildigi gortilmiistiir (Sekil 4.7, A).

0,025 mM H,0; ile indiiklenen grupta ise kontrol grubuna gore apopitotik
hiicre sayisinin kismen artigi, bu etkinin ise 0,01 mM TMZ ile tamamen ortadan
kalktig1 goriilmektedir (Sekil 4.7, B).

Noronal hiicrelerde H,O, toksisitesinde 0,01 mM TMZ’nin 0,5 mM dozuna

gore daha anlagilir bir sekilde koruma sagladig1 goriilmiistiir.
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SH-SY5Y
A) Kontrol B) 0,05 mM H,0,

C) 0.5 mM TMZ + 0.05 mM H,0, D) 0.01 mM TMZ + 0.05 mM H,0,

SH-SYS5Y
A) Kontrol B) 0.025 mM H,0,

C) 0.5 mM TMZ + 0,025 mM H,0, D) 0,01 mM TMZ + 0,025 mM H,0,

Sekil 4.7. Noronal hiicrelerde H»O;, ile indiiklenen apopitoz lizerine TMZ nin etkisi
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4.5.2. T98-G Hiicre Serisinde H,O, ile indiiklenen Apopitoz Uzerine TMZ’nin
Etkisi

Glial hiicrelerdeki apopitotik hiicre goriintiisii noronal hiicrelerdeki gibi
kromatin yogunlasmasinin sebep oldugu parlamalar, normal gruplara gére apopitotik
gruplarda daha fazla goriilmiistiir. Glial hiicreler noronal hiicrelere gore zemine daha
fazla yayilarak, zeminde daha fazla alan kaplamaktadir. Apopitoz sonucu hiicreler

cevresel baglatilarin1 koparak yuvarlak hal almislardir (Sekil 4.8).

H,0O, ile indiiklenen grupta apopitotik cisimler kontrol grubuna goére artmistir.
0,5 mM H,0; toksisitene karst 0,5 mM TMZ’ nin bir etkisi goriilmez iken 0,01 mM
TMZ’nin kismen hiicreleri korudugu ve apopitozisi onledigi goriilmiistiir(Sekil 4.8,
A).

0,25 mM H,0; ile indiiklenen apopitozise karsi ise her iki TMZ dozunda da
anlasilir bir koruyucu etki oldugu gorilmistiir. Hiicrelerin ¢evresel baglantilar
devam ettirdigi ve kontrol grubundaki hiicresel yapiya cok yakin goriiniimde

olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.8, B).

Her iki hiicre tipinde de H;O; ile olusturulan diisiik apopitotik uyarimlara

karst TMZ’nin hiicreleri korudugu agikc¢a goriilmiistiir (Sekil 4.7 ve 4.8).
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T98-G
A) Kontrol B) 0.5mM H,0,

C) 0,5 mM TMZ + 0,5 mM H,0, D) 0,01 mM TMZ + 0.5 mM H;0,

T98-G
A) Kontrol B) 0.25 mM H,0,

C) 0.5 mM TMZ + 0,25 mM H,0, D) 0.01 mM TMZ + 0.25 mM H,0,

Sekil 4.8. Glial hiicrelerde H,0O5, ile indiiklenen apopitoz {izerine TMZ nin etkisi
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45.3. SH-SY5Y Hiicre Serisinde MSG 1ile Indiiklenen Apopitoz Uzerine
TMZ’nin Etkisi

MSG toksistesinde de H,0, toksisitesinde oldugu gibi indiiklenen gruplarda
apopitotik hiicrelerin artig1 goriilmiistiir (Sekil 4.9).

100 mM MSG ile indiiklenen apopitoziste 0,5 mM TMZ kismen etkili
olmusken, 0,01 mM TMZ nin apopitozisi onledigi goriilmiistiir (Sekil 4.9, A).

80 mM MSQG ile indiiklenen grupta kontrol grubuna gore apopitotik hiicreler
kismen artmistir. 0,01 mM TMZ hiicreleri toksisteye karst korumus olup bu gruptan

alinan goriintli kontrol grubunun goriintiisiine ¢ok yakindir (Sekil 4.9, B).

45.4. T98-G Hiicre Serisinde MSG ile Indiiklenen Apopitoz Uzerine TMZ’nin
Etkisi

Glial hiicrelerde 100 mM MSQG ile indiiklenen gruplarda TMZ’nin 0,5 mM
dozunda bir etki goriilmemisken 0,01 mM TMZ’nin ise kismen etkiledigi

goriilmiistir (Sekil 4.10, A).

60 mM MSG toksistesinde ise TMZ’nin etkisiyle TMZ verilmeyen gruba
oranla hiicresel uzantilarin varligi normal goziikmekte ancak apopitotik hiicre
sayisinda diisiis olmadig1 anlasiimaktadir. Indiiklenen gruba goére TMZ verilen
gruplardaki normal goriinen hiicre sayisinin fazlaligi da TMZ’nin hiicreleri anlagilir

derecede korudugunu gostermektedir (Sekil 4.10, B).
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SH-SYSY
A) Kontrol B) 100 mM MSG

C) 0.5 mM TMZ + 100 mM MSG D) 0.01 mM TMZ + 100 mM MSG

SH-SY5Y
A) Kontrol B) 80 mM MSG

C) 0,5 mM TMZ + 80 mM MSG D) 0.01 mM TMZ + 80 mM MSG

Sekil 4.9. Noronal hiicrelerde MSG ile indiiklenen apopitoz iizerine TMZ’nin etkisi
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T98-G
A) Kontrol B) 100 mM MSG

C) 0,5 mM TMZ + 100 mM MSG D) 0.01 mM TMZ + 100 mM MSG

T98-G
A) Kontrol B) 80 mM MSG

C) 0.5 mM TMZ + 80 mM MSG D) 0.01 mM TMZ + 80 mM MSG

Sekil 4.10. Glial hiicrelerde MSG ile indiiklenen apopitoz iizerine TMZ nin etkisi
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5. TARTISMA

TMZ, genel olarak anjina pektoris tedavisinde kullanilmaktadir (103). Son
zamanlarda damarsal tikaniklar sonucu gelisen ani isitme ve géorme kayiplarinda da
kullanilmaya baglanmistir (104,105). Giiriiltiiye bagl isitme kayiplarinda, isitme
diizeyini artirdigina yonelik hayvan deneyi sonucglari da mevcut olup meniere
sendromunda ve tinnitusta da etkili oldugu gosterilmistir (106,107,108). Bir¢ok
organi, reperflizyon hasarina karsi koruduguna yonelik bilimsel calismalar da

yapilmistir (109,110,111).

Bu ¢alismada TMZ’nin ndron ve glial hiicreler agisindan toksik doz sinirinin
hangi diizeyde oldugu arastirilmigtir. Bir giinliik tedavi sliresinde TMZ’nin 1 mM
(340 pg/ml) dozuna kadar hem noéronlar hem de glial hiicreler {izerinde

toksisitelerine rastlanilmamustir.

TMZ, ilag olarak tablet formunda 20 mg ve MR tablet formunda 35 mg
olarak recete edilmektedir. Giinliik kullanilan dozu 20 mg tabletten iki veya ii¢
adettir. 20 mg tablet alimi sonrasi olusan plazma doruk konsantrasyonu ise 55
ng/ml’dir. Bu doz, ¢aligmamizda giivenli ¢ikan en yiiksek dozun yaklagik olarak
1/6000°1 kadardir. Tlacin yan etkilerinden sorumlu tutulan igerdigi piperazin halkas,
anti-helmintik bir ilag olarak kullanilmaktadir. Askariasis tedavisinde gilinlik 75
mg/kg (maksimum 3,5 g) iki giin pes pese, Enterebius tedavisinde ise 7 giin boyunca
araliksiz her sabah 65 mg/kg (maksimum 2,5 g) olarak uygulanir. Bu da ilacin

giivenlik doz sinirinin ¢ok yiiksek olabilecegini gostermektedir.

TMZ suda ¢ok iyi c¢oziinebilmektedir ve plazmada proteinlere c¢ok az
miktarda baglanmaktadir. Eliminasyonu degismeden bdbrekle atilma seklinde
oldugundan doz ayarlamasi yapilmadigi zaman yash ve bobrek yetmezligi olan

hastalarda kan ilag konsantrasyonu toksik dozlara ulasabilmektedir.
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TMZ’1 uzun stireler kullananlarda veya asir1 miktarda alanlarda parkinsonizm
bulgular1 ortaya ¢iktig1 birka¢ vakada bildirilmistir (112,113). Ila¢ tedavisinin
sonlandirilmasi ile bulgularin diizeldigi gériilmiistiir (27). Bu yan etkilerin piperazin
halkas1 igeren anti-psikotik ilaglarda da goriildiigii ancak anti-psikotiklerde bu
bulgularin bazen kalic1 olabildigi ve koreiformik sekeller kaldig1 vakalar gdsterilmis
olup hatta yasli parkinson hastalarinda oOliimle bile sonuglandigi bildirilmigtir
(114,115).

Bu c¢alismada ayrica TMZ’nin koruyucu etkilerinin arastirilmasi i¢in néronal
ve glial hiicreler lizerine H,O; verilerek hiicre ici serbest oksijen radikallerinin artigi
tetiklenmis ve glutamat eksitotoksisitesi ile de hiicre i¢i Ca*? iyon artis1 saglanmistir.
Boylece hiicrenin mitokondri ve ER stresi sonucu apopitozise gitmesi saglanmstir.
Apopitozis ile hiicre oliimi indiiklenen gruplarda kaspaz-3 seviyeleri kontrol
grubuna gore ciddi diizeyde artig gostermistir. TMZ ile yapilan tedavi sonrasinda
apopitozis indiikleyici ajan verilen gruplarda kaspaz-3 diizeylerinin yiikselmedigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar bize, TMZ nin apopitozis yolaginin baslatict etkenleri olan
mitokondri ve ER stresini azaltarak hiicrenin Oliimiinii durdurdugu veya
yavaslattigini gostermistir. Hiicre canlilik oranlarina bakildiginda da TMZ’nin hiicre
yasayabilirligini artirdig1 gosterilmistir. Akridin boyamasi1 sonucunda TMZ tedavisi
ile apopitozis belirteclerinden olan hiicresel kii¢iilme/biiziismenin, hiicre i¢i kromatin

yogunlagmasinin ve apopitotik cisimcik olusumlarinin azaldigi gosterilmistir.

Daha onceki TMZ ¢alismalar1 sonucunda TMZ’nin mitokondri membranini
stabilize ederek korudugu ve membranda PTP olusumunu azalttigr gosterilmistir
(116). Ayrica in-vivo ¢aligmalarda glutamat eksitotoksisitesinde hiicreleri korudugu
gosterilmistir  (104). Glutamat eksitotoksisitesinde hiicre i¢i kalsiyum diizeyi
atmaktadir. Artan hiicre i¢i Ca*? hiicre i¢i Ca* deposu olan ER {iizerindeki ryanodin
reseptorlerini uyararak (RyR3) Ca*? depolarim sitozole bosaltmaktadir (117). Bu
reseptorii bloke eden maddeler; ryanodin, dantrolen, ruthenium red ve anestezik
maddelerden olan prokain ile tetrakaindir (118). Bu maddeler Alzheimer hastaligi

tedavisinde denenmektedir (119). Dantrolen, ryanodin reseptor (RyR1) mutasyonu
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sonucu gelisen malign hipertermi ve konjenital miyopati olan santral kor hastaligi

durumlarinda tedavide kullanilmaktadir.

Hiicre i¢i kalsiyum depolarinin bosalmasi, hiicre membranindaki depo-
kontrollii kalsiyum kanallarinin (store-operated calcium channels, SOCC) agilmasina
ve ekstraselliiler ortamdan hiicre i¢ine kalsiyum girisine neden olmaktadir (120).
Eger hiicre de bu ani sitozolik Ca*? yiiklenmesine engel olunamazsa, artan hiicre ici
Ca*? mitokondrial kaspaz yolagimi uyararak, proteazlarin ve endoniikleazlarin

aktiflesmesiyle hiicreyi 6lime gotiirmektedir (121).

TMZ’nin son ¢alismalarda SOCC’u inhibe ettigi gosterilmistir (122). SOCC,
hiicre i¢indeki Ca*? depolarmin bosaldiktan sonra hiicre i¢ine disaridan Ca*? girisini
saglayip hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin artigina sebep olan kanallardir. Hiicre i¢i Ca*?
kanallarini bosaltan herhangi bir siireg, SOCC’tan Ca*? girisini uyarabilmektedir.
Mekanizmast halen aydimnlatilamamistir  (123). SOCC’tan Ca*? girisi yolag
Hungtington hastalig1 patogenezinde rolii oldugu goriilmiis ve tedavi hedefleri

arasina girmeye baslamistir (124).

Bu calismanin sonucuna gore TMZ’nin MSG ile uyarilan hiicre 6limiinii ve
hiicresel kaspaz-3 seviyelerindeki yiikselisi azaltmasi, SOCC’yi inhibe ederek, hiicre
ici Ca* tyonu artigint kismen sinirlandirmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu siirecte
SOCC’un inhibisyonuyla hiicre i¢i Ca™® homeostazisi saglanmasmin kolaylastigi ve
ayrica mitokondrinin de, artan hiicre i¢i Ca*®’y1 alarak ER’ye yardimer oldugu
diistiniilmektedir (125).

Bu c¢alismada ayrica glial hiicrelere kiyasen sinir hiicrelerinin H,0;
toksisitesine daha duyarli oldugu, herhangi bir oksidatif stres durumunda noronlarin

daha ¢abuk etkilenebilecegi bir kez daha gosterilmistir.
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Sonu¢ olarak, H,O, ve MSG ile uyarilmis apopitotik hiicre oliimiinde
TMZ’nin belirgin bir koruyucu etkisinin oldugunu ve TMZ’nin ¢ok yiiksek dozlarda

dahi akut toksik etkisinin olmadigini1 bu ¢alisma agik¢a ortaya koymustur.

6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada H;O, ve MSG ile olusturulan apopitotik hiicre oliimii
histopatolojik (faz kontrast mikroskopi), spektrofotometrik Slcim (MTT testi ve
Kaspaz-3 ELISA yéntemi) ve histokimyasal boyama (akridin oranj) ile incelenmistir.

TMZ’nin bu toksisitelere kars1 tedavideki yeri arastirilmistir. Sonugta;

1. Kontrol gruplarinda olmayan apopitotik hiicreler H,O, ve MSG ile
indiiklenen gruplarda anlamli diizeyde ortaya ¢ikmistir.

2. Apopitozisin H,O, ve MSG ile indiiklenmesinden 6nce verilen TMZ’nin
hiicre canliligin1 anlamli diizeyde korudugu anlagilmistir,

3. TMZ’nin koruyucu etkisinin MSG toksisitesine oranla H,O, toksisitesinde
daha etkili oldugu belirlenmistir,

4. TMZ’nin toksik dozunun rutin tedavide kullanilan dozun 6000 kati1 kadar
oldugu saptanmustir,

5. TMZ’nin noérolojik hastaliklarda hiicre yasayabilirligini belirgin diizeyde
artirmasindan ve toksik dozunun ¢ok yiiksek olmasindan dolayr tedavi

seceneklerine eklenebilecegi Sonucu ortaya ¢ikmistir.
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