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ÖZET 

Çetin Ozansoy, M.B. (2018). N,N-Dimetiltriptaminin Merkezi Sinir Sisteminde 

Aksonal ve Dendritik Yapıların Oluşumu ve Nöronal Canlılık Üzerine Etkilerinin İn 

Vitro Araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Fizyoloji A.D. 

Doktora Tezi. İstanbul. 

N,N-dimetiltriptamin (DMT), vücutta periferik dokularda sentezlenen bir 

halusinojendir. Sigma-1 reseptörü (Sig-1R) agonisti olduğu keşfedilen DMT’nin, 

psikoaktif etkileri üzerinde durulmasına rağmen merkezi sinir sistemindeki fizyolojik 

rolü halen bilinmemektedir. Sig-1R, aksonal ve dendritik yapıların (neurite) oluşumu, 

plastisite, ER’dan mitokondriye Ca+2 akışı ve canlılık süreçlerinde önemli rol 

oynamaktadır. Çalışmamızın amacı, Sig-1R endojen agonisti DMT’nin neurite oluşumu 

ve nöronal canlılık üzerindeki olası fizyolojik etkilerini araştırmaktır. Bu amaçla, yeni 

doğan fare hipokampal nöron kültürü yapıldı. Deney gruplarına sırasıyla DMT veya 

Sig-1R sentetik agonisti SA4503, DMT ve SA4503 öncesinde Sig-1R antagonisti veya 

inositol 1-4-5-trifosfat reseptörü (IP3R) antagonisti uygulandı. Ardından 

immünositokimya ile neurite yapıları işaretlenerek konfokal mikroskop görüntülemeleri 

üzerinden neurite analizi yapıldı. İnsan nöroblastoma hücreleri de sırasıyla DMT veya 

SA4503 ile ayrıca DMT ve SA4503 öncesinde Sig-1R antagonisti ile muamele edildi, 

ardından hücrelerde hidrojen peroksit toksisitesi oluşturuldu. Laktat dehidrogenaz testi 

ile hücre canlılığı, total oksidan kapasite testi ile oksidan parametreler ölçüldü. Sig-

1R’nün hücrelerdeki varlığı immünositokimya ve western blot teknikleriyle gösterildi. 

Çalışmamızda, DMT’nin hipokampal nöronlarda neurite oluşumunu arttırdığı 

(p<0,001), Sig-1R ve IP3R antagonisti uygulamaları ile bu etkisinin azaldığı görüldü 

(p<0,001). Ayrıca DMT’nin, hidrojen peroksit toksisitesini ve total oksidan kapasiteyi 

düşürerek (p<0,001) canlılığı arttırdığı, Sig-1R antagonistinin DMT kaynaklı 

antioksidan etkiyi azalttığı gözlendi (p<0,001). Endojen agonist olarak DMT’nin bu 

etkilerinin sentetik agonist kadar güçlü olduğu saptandı. Çalışmamızdan elde edilen 

veriler, DMT’nin Sig-1R üzerinden gerçekleşen nöroprotektif ve antioksidan etkilere 

sahip olduğunu, yine Sig-1R üzerinden neurite oluşumunu uyardığını ve bu etkisinin ER 

ile mitokondri arasındaki Ca+2 taşınmasının regülasyonu üzerinden olduğunu 

göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: N,N-dimetiltriptamin, sigma-1 reseptörü, aksonal ve dendritik 

yapıların oluşumu, inositol 1-4-5-trifosfat reseptörü, nöronal canlılık 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 21989 
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ABSTRACT 

Cetin Ozansoy, M.B. (2018). In Vitro Investigation of the Effects of N,N-

Dimethyltryptamine on the Neurite Outgrowth and Neuronal Viability in Central 

Nervous System. İstanbul University, Institute of Health Science, Physiology. 

Philosophy of Doctorate Thesis. Istanbul.   

N,N-dimethyltryptamine (DMT), is a hallucinogen synthesized in peripheral tissues in 

the body. The majority of research has been focused on the psychoactive effects of 

DMT, discovered as an endogen agonist of sigma-1 receptor (Sig-1R) but its 

physiological role in the central nervous system is still unknown. Sig-1R plays a vital 

role in neurite outgrowth, plasticity, Ca+2 transport from ER to mitochondria, viability. 

The aim of this study is to investigate the physiological effects of DMT in neurite 

outgrowth and neuronal survival. For this purpose, postnatal mice hippocampal neuron 

culture was performed. Neurons were treated with DMT or Sig-1R agonist SA4503. 

Sig-1R antagonist or inositol 1,4,5-triphosphate receptor (IP3R) antagonist were also 

added to culture before DMT and SA4503. Neurites were labeled 

immunocytochemically. Neurite analysis was performed on confocal microscope 

images. Human neuroblastoma cells were also treated with DMT or SA4503. Sig-1R 

antagonist was applied before DMT and SA4503. Then cells were exposed to hydrogen 

peroxide (H2O2). To determine cell viability and oxidant status, lactate dehydrogenase 

and total oxidant capacity tests were used. The presence of Sig-1R in cells was 

investigated by immunocytochemistry and western blotting. In our study, DMT 

increased neurite outgrowth (p<0,001), Sig-1R and IP3R antagonist treatment reduced 

this effect (p<0,001). DMT decreased H2O2 toxicity and oxidant capacity thus increased 

viability (p<0,001), Sig-1R antagonist treatment reduced this effect (p<0,001). Also, 

DMT were as potent as synthetic agonist. Our findings showed that DMT has 

neuroprotective, antioxidant effects through Sig-1R, induces neurite outgrowth through 

Sig-1R regulating Ca+2 transport between ER and mitochondria.        

Key Words: N,N-dimethyltryptamine, sigma-1 receptor, neurite outgrowth, inositol 1-4-

5-triphosphate receptor, neuronal viability 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Nöronlardaki aksonal ve dendritik yapıların diğer adı ile neurite yapılarının 

oluşumu, sinir sisteminin gelişimi ve fonksiyonel sinaptik bağlantıların kurulması için 

gerekli olan en temel basamaklardan biridir. Bu süreçte meydana gelecek problemler 

birçok nörolojik hastalığın patolojisinin altında yatan başlıca sebeplerdendir. Nöronal 

canlılığın korunması ile birlikte neurite oluşumunun arttırılması, günümüzde 

nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde başta gelen terapötik stratejilerden biridir 

(Kiryushko ve ark. 2004; Read ve Gorman 2009; Kimura ve ark. 2014). Bir nöronda, ilk 

neurite yapılarının filizlenmesini daha sonra akson ve dendritlere farklılaşma, akson 

uzaması ve dendritik dallanma takip eder, dolayısıyla neurite yapıları akson ve 

dendritlerin temel yapısını oluşturur. (Dehmelt ve Halpain 2004; Kiryushko ve ark. 

2004; Sainath ve Gallo 2015). Neurite oluşumu ve yönlenmesi ekstraselüler ortamdan 

gelen birçok sinyal tarafından kontrol edilir. Bu sinyaller ekstraselüler matriksten 

(ECM), ekstraselüler ortama salgılanan faktörlerden ve hücre içi lokal kalsiyum (Ca+2) 

değişikliklerinden kaynaklanabilir. Bu uyarılar hücre içinde birçok sinyal yolağını 

aktive ederek neurite oluşumunu ve hücre canlılığı ile ilgili süreçleri etkiler (Kiryushko 

ve ark. 2004; Sainath ve Gallo 2015). Neurite oluşumu ve yönlenmesini uyaran ayrıca 

nöronal sağkalımı regüle ettiği bilinen ekstraselüler sinyaller içinde en çok çalışılmış 

olanlar, nörotrofik faktörlerdir (Kiryushko ve ark. 2004; Read ve Gorman 2009; Kimura 

ve ark. 2014).  Nörotrofik faktörler, nöronal canlılığı ve neurite oluşumunu destekleyen, 

sinir sisteminin gelişimi, farklılaşması, sinaps oluşumu ve santral sinir sistemi 

plastisitesinde kritik rol oynayan faktörlerdir (Patapoutian ve Reichardt 2001; 

Kiryushko ve ark. 2004; Arévalo ve Wu 2006; Cui 2006). Nörotrofik faktörlerin 

reseptörlerine bağlanması, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), 

fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K) / Akt ve fosfolipaz Cɣ (PLCɣ) / protein kinaz C (PKC) 

gibi hücre içi sinyal yolaklarını aktive eder. Böylece, hücre büyümesi, canlılık, neurite 

oluşumu ve farklılaşma gibi önemli süreçler regüle edilir (Patapoutian ve Reichardt 

2001; Kiryushko ve ark. 2004; Arévalo ve Wu 2006; Cui 2006; Bucci ve ark. 2014).  

Hücre içi Ca+2 konsantrasyonu da hücre canlılığı ve neurite oluşumu gibi süreçlerde 

kritik rol oynamaktadır. Mitokondri ile endoplazmik retikulum (ER) arasındaki Ca+2 

transferinin nöronlarda plastisiteyi, neurite oluşumunu ve canlılığı düzenlemekte önemli 

olduğu, nekroz ve apoptoz gibi ölüm süreçlerinin düzenlenmesinde birçok önemli 

fonksiyonu üstlendiği bilinmektedir (Mattson 2007; Oyuang ve Giffard 2012).  

Son yıllarda, ER ve mitokondri arasındaki iletişime katılan, hücrelerdeki 

biyoenerjetik olaylarda, yaşamsal süreçlerde ve hücre ölümü mekanizmalarında rol 

oynayan ve protein-protein etkileşimleri üzerinden önemli hücresel işlevleri düzenleyen, 

moleküler şaperonlar adındaki birçok protein tanımlanmıştır (Oyuang ve Giffard 2012). 

Bu moleküler şaperonlardan biri olan Sigma-1 reseptörü (Sig-1R), ER membranında 

yerleşim gösteren, neurite oluşumu, plastisite, nöroprotektif ve yaşamsal süreçlerde rol 

oynayan önemli bir reseptördür (Hayashi ve Su 2007; Kourich ve ark. 2012; Luadtke ve 
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ark. 2012; Nguyen ve ark. 2014a). Sig-1R, periferik dokularda ve santral sinir 

sisteminde yaygın olarak eksprese edilir ancak ekspresyonunun en yüksek olduğu organ 

beyindir. Sig-1R aktive olduğunda hücre içinde çabuk yıkıma uğrayan inositol 1-4-5-

trifosfat reseptörüne (IP3R) bağlanır ve onu stabilize ederek ER’dan Ca+2 iyonlarının 

mitokondriye akışını regüle eder. Böylece adenozin trifosfat (ATP) üretimi arttırılır ve 

hücre içinde başlayan bu süreç neurite oluşumu, uzaması, oksidatif stresin ve apoptotik 

hücre ölümünün baskılanması gibi etkiler ile sonuçlanır. Sig-1R’ü hücresel stres, ER 

Ca+2‘unun azalması ya da yüksek konsantrasyonda agonistleri ile uyarılması 

durumunda, ER’dan ayrılarak plazma membranına taşınır ve membranda bulunan voltaj 

kapılı çeşitli iyon kanalları, reseptörler ve kinazlarla etkileşime girerek hücresel 

fonksiyonları düzenler (Hayashi ve Su 2007; Ishikawa ve Hashimoto 2010; Kourich ve 

ark. 2012; Luadtke ve ark. 2012; Oyuang ve Giffard 2012; Nguyen ve ark. 2014a).  İn 

vivo ve in vitro birçok nörodejeneratif hastalık modelinde, nörotoksisite ve oksidatif 

stres hasarında Sig-1R selektif agonistlerinin nöroprotektif etki gösterdiği, nöronal 

plastisiteyi ve neurite uzamasını uyardığı bildirilmiştir (Frecska ve ark. 2013). Bu 

etkilerinden dolayı, son yıllarda, glokom, alzheimer, parkinson, multipl skleroz (MS), 

iskemi, depresyon, şizofreni, demans, amiyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi birçok 

nörodejeneratif ve psikiyatrik hastalığın tedavisinde kullanılmak üzere yeni ve etkili 

Sig-1R agonistleri geliştirilmesi konusuna büyük bir ilgi vardır (Kourich ve ark. 2012; 

Nguyen ve ark. 2014a; 2014b; 2017; Hashimoto 2015). 

N,N-dimetiltriptamin (DMT), Sig-1R’nün endojen ligandıdır ve vücutta 

periferik dokularda sentezlenen bir halusinojendir. Güney Amerika yerlileri tarafından 

şaman ayinlerinde kullanılan yopo, epena gibi psikoaktif tütsülerin ve ayahuasca, yage 

gibi kutsal çayların içerisinde bulunan ve psikoaktif etkisi olan bileşiklerden biri olarak 

tanınmıştır (Fontanilla ve ark. 2009). Güçlü psikotropik özelliklere sahip olan DMT 

doğada da birçok bitki türünde bulunan bir metillenmiş indolalkilamindir. DMT yapısal 

olarak serotonin, melatonin hormonu ve bufotenin, psilosin gibi halüsinojenik 

triptaminlere benzer (Barker ve ark. 2012; Frecska ve ark. 2013; Araújo ve ark. 2015; 

Carbonaro ve Gatch 2016) ve indol-etilamin-N-metiltransferaz (INMT) enzimi aracılığı 

ile triptofandan sentezlenir (Barker ve ark. 1981; Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve 

Gatch 2016).  INMT enzimi, başta akciğer olmak üzere, tiroid ve adrenal bezlerde 

yüksek seviyelerde, daha az miktarda ise plasenta, iskelet kası, kalp, ince barsak, mide, 

pankreas ve lenf nodlarında ifade edilmektedir (Frecska ve ark. 2013). Periferik 

dokularda üretilen DMT merkezi sinir sistemine taşınarak nöronal vesiküllerde depo 

edilir (Cozzi ve ark. 2009; Vitale ve ark. 2011). DMT’nin genellikle psikoaktif etkileri 

üzerinde durulmasına rağmen fizyolojik süreçlerdeki rolü bilinmemektedir (Fontanilla 

ve ark. 2009; Su ve ark. 2009; Frecska ve ark. 2013). 2009’da endojen Sig-1R ligandı 

olduğu keşfedilen DMT’nin, Sig-1R üzerinden gerçekleşebilecek olası fizyolojik 

etkileri hakkında birçok hipotez öne sürülmüştür ancak reseptörün agonistleriyle yapılan 

birçok çalışma olmasına rağmen DMT’nin kendisinin kullanılarak yapıldığı ve merkezi 

sinir sistemi nöronları üzerindeki temel fizyolojik etkilerinin araştırıldığı çalışmalar 

bulunmamaktadır (Fontanilla ve ark. 2009; Frecska ve ark. 2013). 
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Çalışmada amacımız, merkezi sinir sistemindeki temel fizyolojik etkileri 

bilinmeyen bir endojen Sig-1R ligandı olan DMT’nin neurite oluşumu ve nöronal 

canlılık üzerindeki olası fizyolojik etkilerini araştırmaktır. Bu amaçla, DMT’nin neurite 

oluşumu üzerindeki etkilerini araştırmak üzere yeni doğan farelerin hipokampus 

dokularından izole edilen primer hipokampal nöronlar DMT veya Sig-1R sentetik 

agonisti ile ayrıca DMT ve Sig-1R sentetik agonistinden önce Sig-1R antagonisti veya 

IP3R antagonisti ile muamele edildi. Ardından nöronlardaki neurite yapıları 

immünositokimyasal yöntemle işaretlenerek konfokal mikroskopta görüntülendi ve 

neurite içeren hücrelerin yüzdeleri hesaplandı. Böylece, DMT’nin nöronlarda neurite 

oluşumu üzerindeki etkisi ilk kez çalışmamızda gösterildi. Öte yandan endojen ligand 

olarak DMT’nin bu etkisi sentetik bir agonist ile kıyaslandı ve etkisinin Sig-1R 

üzerinden gerçekleşip gerçekleşmediği bir antagonistin varlığında test edildi. DMT’nin 

neurite oluşumu üzerindeki etkisinin Sig-1R ile IP3R arasındaki etkileşimden 

kaynaklanıp kaynaklanmadığı da ilk kez çalışmamızda incelendi. DMT’nin nöronal 

canlılık üzerindeki etkisinin araştırılması için ise insan nöroblastoma hücre hattı (SH-

SY5Y) hücrelerinde in vitro hidrojen peroksit (H2O2) toksisite modeli kullanıldı. 

Hücreler, H2O2 toksisitesinden önce DMT veya Sig-1R selektif agonisti ile ayrıca DMT 

veya Sig-1R selektif agonisti öncesinde Sig-1R selektif antagonisti ile muamele edildi. 

Ardından hücrelerde H2O2 toksisitesi oluşturuldu. Hücrelerin canlılığı laktat 

dehidrogenaz (LDH) testi ile, oksidan parametreler ise total oksidan kapasite (TOS) 

testi ile ölçülerek DMT’nin nöroprotektif etkisi incelendi. DMT’nin söz konusu 

nöroprotektif etkisi sentetik Sig-1R agonisti ile kıyaslandı ve bu etkisinin Sig-1R 

üzerinden gerçekleşip gerçekleşmediği Sig-1R antagonisti kullanılarak gösterilmiş oldu. 

Primer hipokampal nöronlarda Sig-1R’nün varlığı hem western blot tekniği hem de 

konfokal görüntülemeler ile, SH-SY5Y hücrelerinde ise western blot tekniği ile 

gösterildi. Böylece, Sig-1R endojen ligandı DMT’nin nöronal canlılığı destekleyici ve 

oksidatif stres hasarına karşı koruyucu etkileri de ilk kez bizim çalışmamızda gösterildi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Nöronlarda Neurite Oluşumu ve Canlılığı Düzenleyen Faktörler 

2.1.1. Nöronlarda Neurite Oluşumu Süreci 

Sinir hücrelerinde aksonal ve dendritik uzantıların oluşumu, sinir sisteminin 

gelişimi, plastisitesi ve fonksiyonel nöronal bağlantıların kurulması için gerekli temel 

süreçlerden biridir. Bu süreçte meydana gelecek problemler birçok nörolojik hastalığın 

patolojisinin altında yatan temel sebeplerdendir. Nöronal canlılığın korunması ile 

birlikte neurite oluşumunun arttırılması, günümüzde nörodejenerasyonun, sinir 

hasarının veya sinaptik bağlantı problemlerinin olduğu hastalıklarda başta gelen tedavi 

stratejilerinden biridir (Kiryushko ve ark. 2004; Read ve Gorman 2009; Kimura ve ark. 

2014).  

Nöronlar morfolojik olarak bir veya birden daha fazla uzun ince uzantıları ile 

tanımlanırlar, bu uzantılara neurite adı verilir. Neurite oluşumu akson ve dendritlerin 

oluşumu için gerekli ilk temel basamaktır. Bir nöronda, ilk neurite yapılarının 

oluşumunu akson uzaması ve dendritik dallanma takip eder ve bu durum nöronal 

farklılaşmanın temelini oluşturan süreçtir (Dehmelt ve Halpain 2004; Kiryushko ve ark. 

2004; Sainath ve Gallo 2015). 

Olgunlaşmış nöronlarda bulunan hücresel uzantılar yani akson ve dendritler, in 

vivo şartlarda kolaylıkla tanımlanabilmektedir. Ancak in vivo ortamdaki deneysel 

zorluklar ve karmaşıklıklar nedeniyle in vitro hücre kültürü çalışmaları sıklıkla 

alternatif yöntemler olarak tercih edilmektedir. İn vitro kültür ortamına düşük 

yoğunlukta ekilerek oluşturuluan primer nöron kültürleri, neurite oluşumu ve 

farklılaşma süreçlerini birçok açıdan in vivo şartlardakine oldukça benzer şekilde 

yansıtmaktadır ve faydalı deneysel modellerdir (Dehmelt ve Halpain 2004).  Bu amaçla, 

primer hipokampal ve kortikal nöronlar fonksiyonel olarak farklılaşmış aksonlar ve 

dendritler oluşturmaları ve fonksiyonel sinaptik bağlantılar kurmaları nedeniyle neurite 

çalışmalarında tercih edilmektedirler. Öte yandan, deneysel tekniklerin zorluğundan 

dolayı sıklıkla daha basit modeller olan hazır hücre hatları ile örneğin; nöroblastoma 

hücreleri ya da sinir büyüme faktörü (NGF) ile uyarılmış neurite oluşumu modeli için 

PC12 hücreleri ile neurite çalışmaları yapılmaktadır (Dehmelt ve Halpain 2004). Ancak, 

kültür ortamlarında yaşatılan hazır hücre hatları, nöron benzeri hücrelerdir ve gerçek 
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neurite yapıları oluşturmazlar. Bu hücrelerin sahip olduğu uzantılar, gerçek neurite 

yapılarındaki hücre iskeleti organizasyonuna ve özelliklere tam olarak sahip değildir 

(Dehmelt ve Halpain 2004; Kiryushko ve ark. 2004).  

Primer hipokampal nöronlar neurite oluşumunu inceleyen araştırmalarda sıklıkla 

kullanılmış bir modeldir ve olgunlaşma sürecindeki hipokampal nöronların geçirdiği 

morfolojik değişiklikler oldukça iyi tanımlanmıştır (Dehmelt ve Halpain 2004; 

Kiryushko ve ark. 2004; Sainath ve Gallo 2015). Yeni doğan nöronları ve nöral 

progenitör hücreler, neurite içermeyen, olgunlaşmamış küresel hücreler şeklindedir. 

Nöronlar gelişim süreçleri boyunca, önce yapısal ve morfolojik olarak farklı 

özelliklerdeki neurite yapılarını uzatırlar. Neurite oluşumu sürecinin ardından 

polarizasyon evresi başlar ve bu evrede tamamen farklılaşmış akson ve dendritler 

geliştirirler. In vitro kültür ortamında hipokampal nöronlarda neurite oluşumu, iyi 

tanımlanmış 5 evreden oluşur. İlk evrede, hücre gövdesinin etrafına yayılan aktinden 

zengin lamellipodia ve filopodia yapıları oluşur (Hücre kültürüne ekimden saatler sonra 

başlar, 0-6 saat). Ardından, yuvarlak şekilli nöronun gövdesinden, aynı boyda ve tam 

gelişmemiş olan immatür kısa uzantılar yani ilk neurite yapıları belirmeye başlar (6-24 

saat). Bu neurite yapılarının uç kısımlarında büyüme konileri bulunur. Bir sonraki 

aşamada, eş boydaki immatür neurite yapılarından aktif büyüme konisine sahip olan 

biri, hızla uzamaya başlar (24-72 saat). Uzamaya başlayan bu neurite daha sonra aksona 

farklılaşır. Bir sonraki evreye gelindiğinde akson dışında kalan diğer küçük neurite 

yapıları dendritlere dönüşürler (3-7 gün) ve son evrede ise akson ve dendritlerin 

fonksiyonel olarak tamamen farklılaşması, dendritik dikenlerin oluşumu ve sinaptik 

bağlantıların kurulması (7-14 gün) gerçekleşir (Dotti ve ark. 1988; Yoshimura ve ark. 

2006; Thirovic ve Bradke 2009; Flynn 2013; Lestanova ve ark. 2016). Nöronlarda 

neurite oluşumunun evreleri Şekil 2.1’de gösterilmiştir. 

Akson ve dendritlerin temel yapısı olan neurite yapılarının oluşumu, aktin ve 

mikrotübüllerin organizasyonu ile başlar (Dehmelt ve Halpain 2004; Sainath ve Gallo 

2015). Bir hücresel uzantının neurite olarak tanımlanabilmesi için taşıması gereken bazı 

temel özellikler bulunmaktadır. Öncelikle neurite yapıları mikrotübülden oluşan bir 

iskelete sahip olmalıdır. Mikrotübüller en temel ve en önemli neurite markırıdır. İkinci 

olarak, neurite yapıları dinamik uzantılardır ve büyüme konisi adındaki farklı 

büyüklüklerdeki aktif uç kısımlara sahiptirler. Son olarak, neurite denilen uzantıların 
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boyunun en az hücre gövdesi kadar olması gerekmektedir. Bazı araştırmacılar, bu 

uzantıların hücre gövdesinin iki katı büyüklüğünden daha uzun olmaları gerektiğini 

düşünmektedir. Ancak primer hipokampal nöronlarda oluşan bazı neurite yapılarının 

hücre gövdesi boyunda olduğu ve bu yapıların boylarının saatlerce uzamadığı 

gözlenmiştir. Daha sonra bu uzantılardan birisi genellikle uzamasına devam ederek tek 

uzun bir aksona farklılaşmaktadır (Dehmelt ve Halpain 2004). 

 

 

Şekil 2-1: Nöronlarda neurite yapılarının oluşum evreleri. - Thirovic ve Bradke 

(2009)’dan. 

 

Neurite yapıları, büyüme konisi adı verilen aktin molekülünden zengin uç 

kısımlara sahiptir. (Dehmelt ve Halpain 2004). Gelişme ya da rejenerasyon sürecindeki 

nöronlarda bulunan büyüme konisi, neurite büyümesini ve akson yönlenmesini kontrol 

eden kritik öneme sahip bir yapıdır. Büyüme konileri plazma membranında bulunan 

reseptörler sayesinde neurite büyümesini ve uzamasını kontrol eden sinyalleri 

algılayabilirler (Kiryushko ve ark. 2004).  

Neurite oluşumu ve yönlenmesi ekstraselüler ortamdan gelen birçok sinyal 

tarafından kontrol edilir. Bu sinyaller ekstraselüler matrikste (ECM) yer alan ECM 

molekülleri, hücre adezyon molekülleri (CAMs), çeşitli nöropeptidler, büyüme 

faktörleri ve hücre içi lokal kalsiyum (Ca+2) değişikliklerinden kaynaklanır. Bu uyarılar 

hücre içinde birçok sinyal yolağını aktive ederek neurite oluşumunu ve hücre canlılığı 

ile ilgili süreçleri etkiler (Kiryushko ve ark. 2004; Sainath ve Gallo 2015). Neurite 

oluşumu ve yönlenmesini uyardığı bilinen ekstraselüler sinyaller içinde en çok 
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çalışılmış olanlar ise nörotrofik faktörlerdir (Kiryushko ve ark. 2004; Read ve Gorman 

2009; Kimura ve ark. 2014).  Nörotrofik faktörler, nöronal canlılık, apoptoz, gelişim, 

proliferasyon, sinaps oluşumu, farklılaşma ve santral sinir sistemi plastisitesinde kritik 

rol oynayan büyüme faktörleridir. Nörotrofik faktörlerin nöronal canlılığı desteklediği, 

neurite oluşumunu, nöronal plastisiteyi ve yetişkin santral sinir sisteminde akson 

rejenerasyonunu uyardığı bilinmektedir (Cui 2006). Son yıllarda yapılan çalışmalar 

nörotrofik faktörler ve reseptörleri dışında, G proteini ile eşleşen reseptörlerin (GPRCs) 

de hücre içinde başta protein kinazlar ve fosfolipaz C (PLC) olmak üzere çeşitli sinyal 

molekülleri üzerinden aktin ve mikrotübül organizasyonunu etkileyerek neurite gelişimi 

ve uzamasını uyardığını göstermektedir (Lestanova ve ark. 2016). 

Nörotrofik faktörler arasında en iyi tanımlanmıș grup nörotrofinler olarak 

adlandırılan beyin kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF), NGF, nörotrofin 3 (NT-3), 

nörotrofin 4 (NT-4) ve nörotrofin 5 (NT-5)’ten olușan gruptur (Cui 2006). Bu faktörler 

iki reseptör sınıfı ile etkileşime girerler; yüksek bağlanma afinitesi gösterdikleri tirozin 

kinaz reseptörleri (Trk) ve daha düșük bağlanma afinitesi gösterdikleri, genellikle 

nörotrofinlerin öncül formlarının bağlandığı pan-nörotrofik reseptör p75’tir 

(Patapoutian ve Reichardt 2001; Kiryushko ve ark. 2004; Arévalo ve Wu 2006; Cui 

2006).  Nörotrofik faktörler biyolojik etkilerini, tirozin kinaz reseptörlerine bağlanarak 

gösterirler. Faktörün reseptörüne bağlanmasından sonra reseptör dimerizasyonu 

gerçekleşir, reseptörün sitoplazmik bölümündeki tirozin amino asitleri otofosforile olur. 

Otofosforilasyon, reseptörün sitoplazmik kısmındaki protein kinazların aktivasyonuna 

yol açar ve böylece hücre içinde çeşitli sinyal yolları uyarılır (Patapoutian ve Reichardt 

2001; Arévalo ve Wu 2006; Cui 2006). Nörotrofik faktörlerin Trk reseptörlerine 

bağlanması ile, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) / ektraselüler sinyalle 

regüle olan kinaz (ERK), fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K) / Akt ve fosfolipaz Cɣ 

(PLCɣ) / protein kinase C (PKC) gibi hücre içi sinyal yolakları aktive olur. Aktive olan 

sinyal yolakları hücresel canlılık, farklılaşma, apoptoz, neurite oluşumu ve plastisite 

gibi önemli süreçleri regüle eder (Patapoutian ve Reichardt 2001; Kiryushko ve ark. 

2004; Arévalo ve Wu 2006; Cui 2006; Bucci ve ark. 2014). Şekil 2.2’de görüldüğü gibi, 

PI3K/Akt ve MAPK/ERK sinyal yolları nöronal canlılık ve neurite oluşumunu 

desteklerler. PLCɣ sinyal yolu ise hücre içinde inositol 1-4-5-trifosfat (IP3) ve diaçil 

gliserol (DAG) üretimini arttırarak hücre içi Ca+2 konsantrasyonunun artmasına ve PKC 

aktivasyonuna yol açar, böylece nöronal ve sinaptik plastisiteyi uyarır. Öte yandan p75 
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reseptörlerinin neurite oluşumu üzerinde bir etkisi görülmemektedir, bu reseptörlerin 

nörotrofik faktörler tarafından uyarılması c-Jun N-terminal kinaz (JNK) sinyal yolu 

üzerinden apoptozu uyarır veya NF kappa B (NFkB) sinyal yolu üzerinden apoptozu 

baskılayarak canlılığı destekler (Arévalo ve Wu 2006; Cui 2006; Bucci ve ark. 2014). 

 

 

Şekil 2-2: Nörotrofik faktör reseptörleri ve nörotrofinler tarafından aktive edilen hücre içi 

sinyal yolları. - Bucci ve ark. (2014)’ten. 

 

Hücre içi Ca+2 konsantrasyonunun kontrolü, hücre canlılığı, neurite oluşumu ve 

nöronal plastisite gibi süreçlerde önemli rol oynamaktadır. Sitoplazmik Ca+2 seviyesinin 

düzenlenmesi dışında, büyüme konilerindeki lokal Ca+2 miktarı da neurite oluşumu, 
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uzaması ve akson yönlenmesi için çok önemlidir (Henley ve Poo 2004; Iketani ve ark. 

2009). Plazma membranında bulunan çeşitli Ca+2 kanallarının ya da endoplazmik 

retikulumdaki (ER) IP3 reseptörlerinin (IP3R) spesifik inhibitörlerle bloke edilmesinin 

neurite oluşumunu ve uzamasını bloke ettiği, IP3R’den salınan Ca+2 miktarının belirli 

bir seviyede olmasının neurite büyümesi için kritik olduğu bilinmektedir (Henley ve 

Poo 2004; Iketani ve ark. 2009).  Bu bağlamda, ER ve mitokondri gibi hücre içi Ca+2 

miktarını düzenleyen organeller tüm bu süreçlerde ciddi rol oynamaktadır (Mattson ve 

ark. 2000; Henley ve Poo 2004). Mitokondri ile ER arasındaki Ca+2 transferinin 

nöronlarda plastisiteyi, neurite oluşumunu ve canlılığı düzenlemekte önemli rol 

oynadığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Mattson 2007).  

ER nöronlarda canlılığı, neurite oluşumunu ve plastisiteyi düzenleyebilmek 

üzere hücre içinde yaygın bir lokalizasyona sahiptir, öyle ki ER nöronlarda neurite 

yapıları, akson ve dendritler, sinaptik terminaller gibi yapılara yayılmış olarak bulunur 

(Berridge 1998; Mattson ve ark. 2000). ER’un büyüme konilerinde ve sinaptik 

terminallerdeki lokal Ca+2 seviyelerini düzenlediği bilinmektedir (Mattson ve ark. 

2000). 

Mitokondri, canlılık ve apoptoz dışındaki bilinen etkileri yanısıra neurite 

oluşumunda da çok etkili bir organeldir. Mitokondri, neurite oluşumu, akson ve 

dendritik yapıların gelişimi ve sinaptik plastisite gibi temel süreçlerde önemli rol oynar. 

Mitokondrinin bu süreçlerdeki rolü ile ilgili olarak ortaya çıkan problemler birçok 

nörodejeneratif ve psikiyatrik hastalıkla ilişkilendirilmiştir (Mattson 2007). Mitokondri, 

nöronlarda akson terminallerinde, dendritlerde, neurite yapılarında, büyüme konilerinde, 

presinaptik ve postsinaptik terminallerde bulunmaktadır. Mitokondrinin bu bölümlere 

hareketi ve fonksiyonu Ca+2 iyonu miktarındaki değişiklikler ve nörotrofik faktörler gibi 

lokal sinyallerle düzenlenir. Öte yandan, neurite oluşumu ve uzamasında görev alan 

aktin filamentler, mikrotübüller, kinesin ve miyozinler gibi hücre iskeleti elemanları, 

iyon pompaları işlevlerini yerine getirmek için adenozin trifosfata (ATP) ihtiyaç 

duyarlar. Mitokondri tüm bu süreçler için de gerekli ATP’yi üretmekle sorumlu olan 

organeldir (Mattson 2007).  

2.1.2.  Nöronlarda Canlılığı Etkileyen Faktörlere Genel Bakış 

Nöronal canlılık, hücresel strese yanıt olarak bozulabilen çok karmaşık ve 

birbiriyle etkileşim halindeki farklı sinyal yolları aracılığıyla sağlanır. Bu sinyal 
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yollarının bir veya daha fazlasındaki bir değişim nöronun kaderini değiştirebilir. 

Nöronları etkileyen stresin şekli, süresi ve nöronun gelişimsel aşaması gibi çeşitli 

faktörler, farklı sinyal yollarını etkiler (Morrison ve ark. 2003). Sinir sisteminin normal 

gelişim süreci içerisinde sinaptik bağlantıların şekillendirilmesi, istenmeyen veya 

gereksiz görülen nöronların ortadan kaldırılması için apoptotik hücre ölümü ve 

nörotrofik faktörlerin sınırlandırılması gibi temel mekanizmalar devreye girer. Özellikle 

gelişim sürecindeki nöronlar canlılıklarını devam ettirebilmek için nörotrofik faktörlerin 

varlığına bağımlıdır. Olgunlaşmış nöronlarda ise nörotrofik desteğe olan ihtiyaç azalır 

ancak bu hücrelerin organizmanın yaşamı boyunca sağlıklı şekilde varlığını 

sürdürebilmesi için ölüm mekanizmalarının baskılanması gerekmektedir (Benn ve 

Woolf 2004). Bu nedenlerle, nörotrofik faktörler hem sinir sisteminin gelişimi boyunca 

hem de olgunlaşmış nöronlarda nöronal sağkalımı sürdüren vazgeçilmez moleküllerdir 

(Tovar-y-Romo ve ark. 2016). 

Nörotrofik faktörler ile hücre içinde başlatılan iki temel sinyal yolu hem 

fizyolojik hem de patolojik şartlarda nöronal canlılığı ve ölümü düzenlemede kritik rol 

oynar. MAPK ve PI3K, nöronal büyüme, farklılaşma ve hayatta kalmada kritik rol 

oynayan serin / treonin protein kinazlardır (Morrison ve ark. 2003; Cui 2006; Walker ve 

ark. 2013). Şekil 2.3’te görüldüğü üzere, MAPK ailesinin ERK üyelerinin aktivasyonu 

ve PI3K/Akt sinyal yolağı hücre canlılığını desteklerken, MAPK ailesinin stresle aktive 

olan protein kinazlar (SAPKs) olarak da bilinen JNK ve p38 MAP kinaz (p38 MAPK) 

üyeleri ise hücre ölümünü uyarırlar (Morrison ve ark. 2003; Walker ve ark. 2013). 

Sinir sisteminde nöronal ölümü tetikleyen uyarılar akut ya da kronik 

dejenerasyona yol açabilirler (Tovar-y-Romo ve Penagos-Puig 2016). İnme veya 

travmatik hasar gibi akut hasarlar, etkilenen bölgelerde fonksiyon kaybına yol açar. 

Hasarı takiben ilk olarak bu durumdan en çok zarar gören bölgedeki nöronlarda ölüm 

başlar ve bu dejeneratif süreç çevre dokuda bulunan nöronlara ulaşır. Uzamış 

dejenerasyon süreci; eksitotoksisite, hücre içi Ca+2  homeostasisindeki dengesizlikler, 

enerji metabolizmasındaki yetmezlik, nöroenflamasyon, oksidatif strese bağlı reaktif 

oksijen türü (ROS) artışı, ER stresi ve aksonal dejenerasyonu içeren bir dizi olayı (Şekil 

2.4) kapsar (Tovar-y-Romo ve Penagos-Puig 2016). 

Öte yandan alzheimer, parkinson, huntington, amiyotrofik lateral skleroz (ALS) 

gibi kronik hasarın görüldüğü nörodejeneratif hastalıklarda, çok daha uzun bir süreçte 
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progresif nöron kaybı söz konusudur ve hatalı protein katlanması ya da protein birikimi 

gibi durumlar (Şekil 2.4) patolojik mekanizmayı oluşturan esas faktörlerdir (Tovar-y-

Romo ve Penagos-Puig 2016). 

 

 

Şekil 2-3: Nöronal canlılığı düzenleyen temel sinyal yolları. - Walker ve ark. (2013)’ten 

değiştirilerek. 

Yukarıda belirtilen tüm nörodejeneratif süreçlerde, moleküler sinyaller hasarlı 

nöronların kaderini düzenler; ölüm uyarıcı sinyaller çok güçlü ise nöronal sağkalımı 

destekleyen faktörler hücre ölümünü durduramayabilir (Tovar-y-Romo ve Penagos-Puig 

2016). 
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Olgunlaşmış nöronlarda hücresel ölüm programlı hücre ölümü apoptoz ya da 

nekroz ile gerçekleşebilir (Benn ve Woolf 2004; Tovar-y-Romo ve Penagos-Puig 2016). 

Sinir sisteminin gelişimi sırasında, apoptotik hücre ölümü nöronal ağların oluşumu ve 

şekillendirilmesi için gerekli bir süreçtir. Olgunlaşmış nöronlar, fonksiyonel 

bağlantılara dahil olduğu için ölüme daha az duyarlıdır. Ancak canlılıklarını devam 

ettirebilmeleri için, çeşitli hücresel streslere maruz kaldıklarında apoptotik sürecin 

aktive olmasını önlemek adına antiapoptotik faktörler devreye girer ve ölüm süreci 

baskılanır (Benn ve Woolf 2004; Tovar-y-Romo ve Penagos-Puig 2016). 

 

 

Şekil 2-4: Akut ve kronik nörodejenerasyonda nöronal ölüme yol açan faktörler. - Tovar-

y-Romo ve Penagos-Puig (2016)’dan değiştirilerek. 

 

Sinir sisteminin gelişimi esnasında gerçekleşen fizyolojik apoptozun yanısıra, 

apoptoz patolojik olarak da gerçekleşebilir. Patolojik apoptoz, sağ kalım faktörlerinin, 

akut veya kronik olarak hücrede meydana gelen stres, hasar veya genetik 

anormalliklerle başa çıkmada yetersiz kaldığı durumlarda ortaya çıkar (Benn ve Woolf 

2004). Apoptoz uzamış nörodejeneratif süreçlerde sıklıkla görülür. Programlı hücre 

ölümü olarak bilinen apoptoz, uyaranın türüne bağlı olarak ekstrinsik/ölüm reseptörleri 

yolu ile ya da intrinsik/mitokondriyel yol ile başlatılır. Ekstrinsik yol tümör nekrozis 

faktör reseptörü (TNFR) ailesinin, tümör nekrozis faktör reseptörü 1 (TNFR1) ve 
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apoptosis antijen 1 (APO1) diğer adı ile FAS reseptörlerinin, tümör nekrozis faktör α 

(TNF α) ve FAS ligand (FASL) ile uyarılması ile başlar. Bu yol özellikle alzheimer, 

huntington, parkinson hastalıkları, ALS ve prion hastalığı gibi nörodejeneratif 

süreçlerde görülen nöroenflamasyonda ayrıca travma ve inmede görülen akut hasarlarla 

uyarılır (Benn ve Woolf 2004; Tovar-y-Romo ve Penagos-Puig 2016).  İntrinsik yol ise 

mitokondriyel hasar sonrası mitokondriyel permeabilitenin bozularak apoptotik 

sitokrom c gibi proteinlerin sitozole salınımı ile başlar. Mitokondriyel hasar, iskemi, 

oksidatif stres, eksitotoksisite, artmış hücre içi Ca+2 konsantrasyonu ve iyonize 

radyasyon da dahil olmak üzere çeşitli uyaranlarla tetiklenebilir. Kronik nörodejeneratif 

bozukluklarda, mitokondri için zararlı sinyaller olan ROS, nitrik oksit (NO), glutamat, 

toksik proteinler ve lipitler de apoptozu uyarır (Benn ve Woolf 2004; Tovar-y-Romo ve 

Penagos-Puig 2016). Apoptoz ile hücre ölümünün kararı B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) 

protein ailesinin antiapoptotik ve proapoptotik üyeleri tarafından kontrol edilir. 

Apoptozda her iki yolun uyarılması sonuçta kaspaz enzimlerinin aktive olmasına yol 

açar, hücre büzülür ve membranda blebler olarak tanımlanan kabarcıklar meydana gelir, 

kromatin kondanse olur, deoksiribonükleik asitte (DNA) fragmantasyon meydana gelir 

ve hücre membranla kaplı küçük apoptotik cisimler halinde paketlenir. Apoptotik 

cisimcikler daha sonra mikroglialar tarafından fagositoz ile ortadan kaldırılır (Benn ve 

Woolf 2004; Tovar-y-Romo ve Penagos-Puig 2016). 

Olgun nöronlarda hücre ölümü apoptoz dışında nekroz ile de gerçekleşir. 

Nekrotik ölüm, fiziksel hasar, enerji tükenmesi, toksik uyarılar, hipoksi ve iskemi gibi 

dış uyaranlar sonucunda oluşur. Nekroz şiddetli stresin olduğu koşullarda ve genellikle 

akut hasar uyarılarının ardından gerçekleşir (Benn ve Woolf 2004). Tipik olarak iskemi, 

hipoksi, inme ve santral sinir sistemi hasarında görülmesinin yanısıra, multipl skleroz 

(MS), ALS, alzheimer hastalığı, astrositoz ve reaktif gliozisde de ortaya çıkar (Benn ve 

Woolf 2004). İntraselüler Ca+2 konsantrasyonundaki değişiklik nekrozu tetikleyen temel 

uyarandır. İyon kanallarının aktivasyonu ile ekstraselüler ortamdan hücre içine başlayan 

Ca+2 akışı ve bunu takiben ER ve mitokondri gibi intraselüler depolardan sitozole Ca+2 

salınımındaki artış nekrozu tetikler. Ca+2 homeostasisinde görülen bu dengesizlik 

eksitotoksisitenin de temel faktörüdür. Nekrotik ölümde, hücre içine aşırı miktarda 

gerçekleşen Ca+2 girişi kalpain ve katepsin enzimlerinin aktive olmasına yol açar, hücre 

iskeleti proteinleri, membran reseptörleri ve taşıyıcılar yıkılır, membran bütünlüğü 

bozulur, organeller ve hücre şişerek rüptüre olur ve hücre içeriği çevre dokuya yayılır. 
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Nekroz enflamatuvar yanıtlara yol açar. Nekroz sırasında meydana gelen enflamatuvar 

yanıt reaktif astrositleri ve mikrogliaları içerir (Benn ve Woolf 2004; Tovar-y-Romo ve 

Penagos-Puig 2016). Apoptoz ve nekroz farklı sinyal yolları içermesine rağmen, aynı 

uyaranlar uyarının yoğunluğuna, etkilediği nöronal alt populasyona ve hücrenin 

olgunlaşma basamağına bağlı olarak apoptoza veya nekroza yol açabilir (Benn ve 

Woolf 2004; Tovar-y-Romo ve Penagos-Puig 2016). 

ER stresi ile uyarılan nöronal ölüm son yıllarda önem kazanmıştır. ER stresi, ER 

lümenindeki Ca+2 miktarının azalması, ER'da yanlış katlanmış proteinlerin birikmesi, 

oksidatif stres, iskemi ve kimyasal toksinlerin etkisi ile tetiklenen bir süreçtir (Benn ve 

Woolf 2004). ER stresine yanıt olarak gelişen ER stresi yanıtı, ER şaperonları gibi 

spesifik proteinlerin ifadelerini değiştirir, yanlış katlanmış veya katlanmamış 

proteinlerin yıkılmasını arttırır ve hatalı prtoeinlerin birikimini azaltmak için protein 

sentezini inhibe eder. Bununla birlikte, uzun süren ve ağır ER stresi sonucunda ER'un 

işlevi ciddi şekilde bozulursa, apoptotik hücre ölümüne yol açan hücresel sinyaller 

aktive edilir (Lindholm ve ark. 2006). Şekil 2.5’te görüldüğü gibi, ER stresi esnasında 

ER'dan çıkan Ca+2 mitokondriye giriş yapar ve mitokondride aşırı Ca+2 birikimine neden 

olur. Bu durum da mitokondriyel membran depolarizasyonu sonucu apoptotik 

proteinlerin sitozole salınmasına yol açar (Benn ve Woolf 2004). Ayrıca, hücrede 

herhangi bir sebeple meydana gelen ROS artışı doğrudan ER stresini uyarır ve ROS 

üretimi artar. Mitokondri, ER stresinde ROS üretimi için önemli bir kaynaktır (Cao ve 

Kaufman 2014). 



 15 

 

Şekil 2-5: ER stresi yanıtı ve mitokondrinin nöronal hücre ölümündeki rolü. - Cao ve 

Kaufman (2014)’ten. 

Nöronlar, yanlış katlanmış proteinlerin toksik etkilerine karşı oldukça 

hassastırlar. Bu nedenle alzheimer, huntington, parkinson ve prion hastalığı gibi yanlış 

katlanmış protein patolojisinin görüldüğü hastalıklarda ER stres kaynaklı apoptozun 

hücre ölümünde önemli bir rolü olduğu düşünülmektedir (Benn ve Woolf 2004; 

Lindholm ve ark. 2006). 

2.2. Sigma-1 Reseptörü 

Sigma-1 reseptörü (Sig-1R), ER’da yerleşim gösteren, nöronal canlılık, 

farklılaşma, plastisite ve nöroprotektif süreçlerde önemli rol oynayan bir reseptördür 

(Hayashi ve Su 2007; Kourich ve ark. 2012; Luedtke ve ark. 2012; Nguyen ve ark. 

2014a). Sig-1R hücresel canlılığı ve fonksiyonları modüle edebilme özelliğinin 

keşfedilmesiyle son yıllarda dikkat çekmiştir (Nguyen ve ark. 2014a). Sig-1R, başta 

iskemi, alzheimer hastalığı, ALS, parkinson hastalığı, huntington hastalığı, retinal 

dejenerasyon, nöropatik ağrı, depresyon, şizofreni, obsesif kompülsif bozukluk gibi 

birçok nörodejeneratif ve nöropsikiyatrik hastalıkla ilişkilendirilmiştir. Bu 

özelliklerinden dolayı Sig-1R ve onun selektif ligandları klinik açıdan son yıllarda 

büyük önem kazanmıştır (Ishikawa ve Hashimoto 2010; Kourich ve ark. 2012; Nguyen 

ve ark. 2014a; 2014b; 2017; Hashimoto 2015; Su ve ark. 2016a). 
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2.2.1. Sig-1R’nün Keşfi 

Sigma reseptörü ailesine ait olan Sig-1R, ilk olarak 1970’lerde yanlışlıkla bir 

opioid reseptörü alt tipi olarak tanımlanmıştır (Martin ve ark. 1976). Daha sonra yapılan 

çalışmalardan elde edilen bulgular ise sigma reseptörlerinin klasik opioid 

reseptörlerinden farklı olduğunu ortaya koymuştur. Çok daha selektif radyoligandların 

kullanılması ile yapılan çalışmalarla reseptörün özellikleri ve ligand bağlayıcı bölgeleri 

tanımlanmıştır. Sigma reseptörleri için spesifik bağlanma yerlerinin varlığı ilk olarak, 

Su (1982) tarafından yürütülen öncü bir çalışma ile gösterilmiştir ve sigma 

reseptörlerinin opioid reseptörlerden farklı bir reseptör grubu olduğu keşfedilmiştir. 

1970’lerde yanlışlıkla bir opioid reseptörü alt tipi olarak tanımlanan sigma reseptörleri, 

günümüzde herhangi bir reseptör grubunda yer almayan, iyonotropik reseptörler ve G 

proteini ile eşleşen reseptörlerden (GPCRs) çok farklı ve benzersiz, non-opioid bir 

protein sınıfı olarak kabul görmektedir (Hayashi ve Su 2007; 2008; Su ve ark. 2010; 

Nguyen ve ark. 2014a). 

Devam eden çalışmalar sonucunda, sigma reseptörlerinin Sig-1R ve sigma-2 

reseptörü (Sig-2R) olmak üzere iki alt tipi olduğu gösterilmiştir (Hayashi ve Su 2008; 

Su ve ark. 2010; Kourich ve ark. 2012; Su ve ark. 2016a). Sig-1R, 1996 yılında gine 

domuzu karaciğerinden elde edilen örneklerden klonlanmış ve moleküler 

konformasyonu açığa kavuşturulmuştur (Hanner ve ark. 1996). Daha sonraki yıllarda 

sıçan, fare gibi başka memelilerden ve insandan elde edilen örneklerden de klonlama 

çalışmaları yapılmıştır. Sig-2R ise günümüzde halen klonlanmamıştır ve hücre 

ölümünde rol oynaması dışında hücresel fonksiyonu hakkında henüz başka bir bilgi 

yoktur (Hayashi ve Su 2008; Su ve ark. 2010; Kourich ve ark. 2012; Su ve ark. 2016a). 

2007 yılı ise Sig-1R araştırmaları için önemli bir dönüm noktası olmuştur. 

Hayashi ve Su (2007), yaptıkları çalışmaların sonucunda Sig-1R’nün fizyolojik 

etkilerini açıklayan yeni bir konsept öne sürmüşlerdir, bu konsept “şaperon reseptör” 

konseptidir. Şaperon moleküller, bakteri, bitki ve hayvan hücrelerinde protein-protein 

etkileşimleri üzerinden proteinlerin fonksiyonlarını etkileyen ve hücresel işlevleri 

düzenleyen moleküllerdir. Son yıllarda, ER ve mitokondri arasındaki iletişimi 

düzenleyen, hücrelerdeki biyoenerjetik süreçlerde, hücre canlılığı ve ölüm 

mekanizmalarında rol oynayan, hücreleri fizyolojik ve patolojik streslerden koruyan 

birçok şaperon protein tanımlanmıştır (Oyuang ve Giffard 2012). Bu şaperonlardan biri 
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de Sig-1R’dür (Hayashi ve Su 2007; Kourrich ve ark. 2012; Oyuang ve Giffard 2012; 

Kimura ve ark. 2014; Schäfer ve ark. 2014). 

2.2.2. Sig-1R’nün Yapısı ve Genel Özellikleri 

Sig-1R, 223 amino asit içeren 25kDa ağırlığında küçük bir integral membran 

proteinidir (Ishikawa ve Hashimoto 2010; Su ve ark. 2010; Kourich ve ark. 2012; 

Nguyen ve ark. 2014a). Sig-1R farklı memeli türlerinden klonlanarak incelenmiştir. 

Reseptör insan, fare, sıçan, kobay, hamster, fare gibi memeliler arasında yüksek oranda 

korunmuştur ve %90 aynı %95 benzer aminoasit dizileri içermektedir. Sig-1R 

reseptörünün aminoasit sekansı maya C8-C7 sterol izomerazınki ile de %30 özdeşliğe 

sahiptir ancak sterol izomeraz aktivitesine sahip değildir. Memeli C8-C7 sterol 

izomerazı da dahil olmak üzere Sig-1R bilinen hiçbir memeli proteini ile sekans 

homolojisi taşımamaktadır ve bu özelliği ile oldukça dikkat çekmektedir (Hanner ve 

ark. 1996; Hayashi ve Su 2008; Su ve ark. 2010). 

Sig-1R, ER’da yerleşim göstermektedir. ER’da ise ER ile mitokondri arasındaki 

iletişimin sağlandığı yakın temas bölgeleri olan “mitokondri ile ilişkili membran”da 

(MAM) (Oyuang ve Giffard 2012) bulunmaktadır (Hayashi ve Su 2003a; 2003b; 2007; 

Hayashi ve Su 2008; Ishikawa ve Hashimoto 2010; Su ve ark. 2010; Hayashi 2015). 

MAM, ER ile mitokondri arasındaki Ca+2 sinyali, hücresel redoks seviyesi, 

biyoenerjetik sistem, lipid metabolizması, hücresel canlılık ve hücre ölümü gibi önemli 

süreçlerin düzenlendiği, özelleşmiş ER membranı bölümüdür. MAM’ın temel 

fonksiyonunun ER ile mitokondri arasındaki Ca+2 sinyalini kontrol etmek olduğu ve bu 

fonksiyonun normal ve patofizyolojik koşullarda birçok önemli hücresel fonksiyonu 

etkilediği son yıllarda gösterilmiştir ve bu sürecin nasıl düzenlendiği büyük bir ilgi 

odağı olmuştur (Hayashi ve ark. 2009; Fujimoto ve Hayashi 2011; Oyuang ve Giffard 

2012; Hayashi 2015; Yasui ve Su 2016). 

Sig-1R, MAM’da özellikle seramid ve kolesterolden zengin mikro alanlarda 

yerleşim gösterir (Hayashi ve Su 2003a; 2003b; Hayashi ve Fujimoto 2010; Su ve ark. 

2010; Yasui ve Su 2016) ve MAM’da başka bir şaperon protein olan glukozla ilişkili 

protein 78/immünoglobulin bağlayıcı protein (GRP78/BiP) ile kompleks halinde 

bulunur. GRP78/BiP ile bağlı iken Sig-1R inaktif durumdadır (Hayashi ve Su 2007; 

2008; Ishikawa ve Hashimoto 2010; Su ve ark. 2010; Hashimoto 2015; Ruscher ve 

Wieloch 2015). Sig-1R MAM’da, ER ve mitokondri arasındaki Ca+2 akışı, ROS üretimi, 
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apoptotik hücre ölümü ve nöronlarda dendritik dikenlerin oluşumu süreçlerini kontrol 

eder (Su ve ark. 2010; Hayashi 2015). Sig-1R, ağırlıklı olarak MAM’da bulunmakla 

birlikte hücre içinde dinamik olarak yer değiştirebilmektedir (Hayashi ve Su 2003a; 

2003b; 2007; Hayashi ve Su 2008; Ishikawa ve Hashimoto 2010; Su ve ark. 2010; 

Hayashi 2015). Resesptörün ligand ile uyarılması veya uzun süreli hücresel stres 

durumunda Sig-1R, GRP78/BiP’ten ve MAM’dan ayrılarak hücrenin farklı bölgelerine 

ve plazma membranına transloke olabilmekte ve aktive olan reseptör çeşitli proteinlerin, 

iyon kanallarının, reseptörlerin ve kinazların fonksiyonlarını düzenleyebilmektedir 

(Hayashi ve Su 2003a; 2003b; 2007; 2008; 2010; Mavlyutov ve Ruoho 2007; Hayashi 

ve Fujimoto 2010; Su ve ark. 2010). Deneysel ve biyoinformatik çalışmalar, Sig-

1R’nün MAM’dan ayrılarak hücre membranı dışında nukleus membranı ve sitozole de 

transloke olduğunu, ekstraselüler sıvıya geçiş yapabildiğini ve bu bölgelerde de farklı 

proteinlerle etkileşime girerek hücresel fonksiyonları düzenleyebildiğini göstermiştir 

(Su ve ark. 2010; Maylyutov ve ark. 2015; Tsai ve ark. 2015; Su ve ark. 2016a). Tüm 

bu verilere rağmen Sig-1R’nün hücre içindeki translokasyonunu hangi faktörlerin 

uyardığı ve bu yer değiştirmenin nasıl gerçekleştiği tam olarak netleştirilememiştir. 

Çalışmalardan elde edilen son bulgulara göre lipidden zengin mikro alanların reseptörün 

yer değiştirmesinde rol oynadığı öne sürülmüş ve ER’da bu alanlardaki kolesterol 

miktarının düşürülmesi veya seramid sentezinin inhibe edilmesinin Sig-1R’nün 

MAM’dan ayrılmasına yol açtığı bildirilmiştir (Hayashi ve Fujimoto 2010; Su ve ark. 

2010). 

Şekil 2.6’da görüldüğü üzere, Sig-1R, kısa bir N ucuna ve ER lümenine bakan 

uzun bir C ucuna sahiptir.  Reseptörün, N ucunda ve proteinin merkezinde iki adet 

transmembran bölgesi (TMD) bulunur. TMDI ve TMDII sırasıyla aminoasit 11-29 ve 

aminoasit 92-112 arasında bulunmaktadır. Reseptörün sitozolik kısmı ise aminoasit 29-

92 arasında yer alır. Uzun C ucu ER membranına bağlıdır. Sig-1R'nün şaperon 

aktivitesi, amino asit 116'dan amino asit 223'e kadar uzanan uzun C ucunda gerçekleşir 

(Seth ve ark. 2001; Chen ve ark. 2007; Hayashi ve Su 2007; 2008; Kourich ve ark. 

2012; Ortega-Roldan 2013; Hayashi 2015; Manohar ve ark. 2015). Sig-1R 

polipeptidinin kolesterol ve diğer lipid türlerini bağlayabilen iki adet steroid bağlayıcı 

bölgesi (SBDL) de bulunmaktadır. Çalışmalardan elde edilen veriler reseptörün C 

ucunda spesifik olarak sterol bağlayan hidrofobik bir bölge bulunduğunu da ileri 

sürmektedir (Hayashi ve Su 2008; Ishikawa ve Hashimoto 2010; Hayashi 2015; 
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Ruscher ve Wieloch 2015). Reseptörün TMDI, TMDII, SBDL-I, SBDL-II bölgeleri ve 

C ucu ligand bağlayan başlıca bölgeleridir (Su ve ark. 2010; Manohar ve ark. 2015). 

Tüm bu bilgiler reseptörün çeşitli hidrofobik bileşikler, steroidler veya ilaçlar gibi çok 

çeşitli ligandlar için benzersiz afinitesini açıklamaktadır (Hayashi ve Su 2008). 

 

 

Şekil 2-6: Sig-1R’nün yapısı. - Manohar ve ark. (2015)’ten. 

 

Sig-1R’ne bağlanan bileşikler çok çeşitlidir, bunlardan en bilinenleri; 

benzomorfanlar (SKF-10047, pentazosin, dekstrometorfan), antipsikotikler 

(haloperidol), antidepresanlar (fluvoxamine), steroidler (progesteron, 

dehidroepiandrosteron-sülfat (DHEA-S)) ve halusinojen (metamfetamin, kokain, DMT) 

moleküllerdir. Ayrıca, antihistaminikler (klorfeniramin), nuklear hormon reseptör 

ligandları (tamoxifen), kalsiyum kanal antagonistleri (verapamil, emopamil), antifungal 

ajanlar (fenpropimorf, tridemorf) da Sig-1R’ne bağlanabilmektedir (Hayashi ve Su 

2008; Ishikawa ve Hashimoto 2010; Su ve ark. 2010; Hayashi 2015). Sig-1R endojen 

ligandlarının progesteron, pregnenolon, DHEA-S gibi nörosteroidler ve N,N-
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dimetiltriptamin (DMT) olduğu bilinmektedir (Fontanilla ve ark. 2009; Luedtke ve ark. 

2012; Frecska ve ark. 2013). Sig-1R’nün bilinen ligandları Tablo 2.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 2-1: Sig-1R’nün ligandları. - Hayashi ve Su (2008) ve Hayashi (2015)’ten 

değiştirilerek. 

Sigma-1 reseptörü ligandları                                                           Agonist/Antagonist 

  

Sentetik ligandlar                                              

*SA4503 (Kutamesin)                                      

*JO1784 (İgmesin)                                                     

*OPC-14523                                                    

4-fenil-1-(4-fenilbutil)piperidin (PPBP)                                                    

(+)Pentazosin (Benzomorfan)                                                  

PRE-084                                                           

(+)-SKF10047 (Benzomorfan)                                                   

Ditolylguanidine (DTG)                                                

*NE-100                                                        

*BMY14802                                                      

*Rimkazol                                                            

BD-1047 

BD 1063                                                           

*Panamesin                                                         

BD-1088 

Endojen ligandlar 

DHEA-S (Nörosteroid) 

Progesteron (Nörosteroid) 

Pregnenolon (Nörosteroid) 

D-eritro-sfingosin (Endojen sfingolipid) 

N,N-dimetiltriptamin (DMT) (Endogenous halusinojen) 

Klinikte kullanılan ve Sigma-1 reseptörüne afinitesi olan ilaçlar 

Afobazole (Anksiyolitik) 

Dextromethorphan 

Donepezil (Asetilkolin esteraz inhibitörü) 

Fluvoxamine (Antidepresan) 

Sertraline (Antidepresan) 

Haloperidol (Antipsikotik) 

Fluoxetine (Antidepresan) 

Imipramine (Antidepresan) 

 

Selektif agonist 

Selektif agonist 

Non-selektif agonist 

Agonist 

Prototipik selektif agonist 

Selektif agonist 

Non-selektif agonist 

Non-selektif agonist 

Selektif antagonist 

Antagonist 

Düşük afiniteli antagonist 

Prototipik antagonist 

Prototipik antagonist 

Antagonist 

Antagonist 

 

Agonist 

Antagonist 

Agonist 

? 

Agonist 

 

Agonist 

Agonist 

Agonist 

Agonist 

Antagonist 

Antagonist 

Agonist 

Agonist 

* Klinik çalışmalara dahil edilen/edilmesi düşünülen bileşikler 

? Agonis/antagonist etkisi henüz bilinmeyen bileşik 

 

 

Sig-1R için hangi ligandın agonist hangi ligandın antagonist etki gösterdiği ile 

ilgili olarak birçok çalışma yapılmıştır. Sig-1R’nün ER’da şaperon molekül BiP/GRP78 

ile bağlanmasından yola çıkılarak Sig-1R ile BiP/GRP78’in birbirinden ayrılmasına yol 

açan böylece reseptörün aktive olmasına ve şaperon molekül olarak fonksiyon 

göstermesine olanak sağlayan ligandlar agonist olarak, bu disosiyasyonu ve reseptörün 
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aktivasyonunu engelleyen moleküller ise antagonist olarak (Şekil 2.7) tanımlanmışlardır 

(Ishikawa ve Hashimoto 2010; Su ve ark. 2010; Yasui ve Su 2016). 

 

 

Şekil 2-7: Sig-1R agonist ve antagonistlerinin etki mekanizması. - Yasui ve Su (2016)’dan. 

 

2.2.3. Sig-1R’nün Moleküler ve Hücresel Fonksiyonları 

Sig-1R, periferik dokularda ve santral sinir sisteminde yaygın olarak 

bulunmaktadır ve beyin, karaciğer, pankreas, dalak, kalp ve adrenal bezi de içeren 

birçok organda ifade edilmektedir. Sig-1R’nün, en yükek oranda ifade edildiği organ ise 

beyindir (Hayashi ve Su 2008; Kourich ve ark. 2012; Luedtke ve ark. 2012; Nguyen ve 

ark. 2014a; Hayashi 2015). Sig-1R merkezi sinir sisteminde nöronlarda, astrositlerde, 

oligodendrositlerde ve mikroglialarda bulunmaktadır (Ruscher ve Wieloch 2015). Sig-

1R’nün farklı organlardaki bu geniş dağılımı, reseptörün temel bir rolü olduğunu 

göstermektedir (Hayashi ve Su 2008). 

Hayashi ve Su (2007) yaptıkları çalışmalar sonucunda, sigma-1 reseptörlerinin 

hücrelerdeki fizyolojik etkilerini açıklamak için “reseptör şaperon”u konseptini 

önermişlerdir ve bu keşifleri reseptörün etki mekanizması ile ilgili önemli bir dönüm 

noktası olmuştur. Şaperon konseptine göre Sig-1R’nün genel etki mekanizması (Şekil 

2.8) şu şekildedir; normal fizyolojik şartlarda Sig-1R ER’da başka bir moleküler 

şaperon olan BiP/GRP78 ile bir kompleks oluşturur. BiP/GRP78 ile bu kompleksi 

oluşturduğunda Sig-1R’nün aktivasyonu inhibe edilmiş olur. ER stresi ya da ER’da Ca+2 

miktarının azalmasına neden olan herhangi bir stres durumu, Sig-1R’nün BiP/GRP78 

kompleksinden ayrılmasına yol açar, böylece Sig-1R aktif bir şaperon molekül haline 
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gelir. Aktive olan Sig-1R, IP3R’ne bağlanır. IP3R, stabil olmayan proteinlerdir ve hücre 

içinde proteozomlar tarafından kolaylıkla degrade edilirler, ancak Sig-1R'nün 

bağlanması ile stabil hale gelirler ve yıkımdan kurtulurlar. IP3R stabilizasyonu 

sonucunda Ca+2 iyonları ER’dan mitokondriye akmaya başlar. Mitokondri içine doğru 

gerçekleşen bu Ca+2 akışı mitokondrideki dehidrogenazları aktive ederek 

intramitokondriyel trikarboksilik asit siklusunu (TCA) aktive eder. TCA siklusunun 

aktive olması ise hücre içinde hipermetabolizasyonu başlatır, bu süreç de neurit 

oluşumu, uzaması ve nöroprotektif etkiler ile sonuçlanır. Bu nedenle Sig-1R’nün, hücre 

içindeki biyoenerji sisteminin ve ATP üretiminin düzenleyicisi olarak görev aldığı 

kabul edilmektedir (Hayashi ve Su 2007; Hayashi ve ark. 2009; Ishikawa ve Hashimoto 

2010; Fujimoto ve Hayashi 2011; Hayashi 2015). 

 

 

Şekil 2-8: Şaperon reseptör olarak Sig-1R’nün genel etki mekanizması. - Ishikawa ve 

Hashimoto (2010)’dan. 
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Sig-1R’nün hücresel fonksiyonları ile ilgili daha sonra yapılan çalışmalar, Sig-

1R’nün ER ile mitokondri arasındaki Ca+2 akışını ve ATP üretimini düzenleme etkisi 

dışında, hücre içi sinyal iletimini, ER stresini, hücresel redoks seviyelerini, hücrelerin 

yaşamsal süreçlerini ve sinaptogenez gibi birçok fizyolojik süreci regüle eden bir 

moleküler şaperon olduğunu göstermiştir. (Su ve ark. 2010; Hayashi ve ark. 2011; 

Luedtke ve ark. 2012; Hayashi 2015). Sig-1R, MAM’da IP3R stabilitesini ve 

dolayısıyla ER ve mitokondri arasındaki Ca+2  sinyalini düzenlemenin yanısıra ROS 

seviyesini de düzenler. Sig-1R'leri ER’da ROS üretimini azaltır ve NFkB sinyali 

üzerinden nukleusta antiapoptotik Bcl-2 geninin transkripsiyonunun artmasına neden 

olur ve apoptotik hücre ölümüne karşı koruyucu bir rol oynar (Meunier ve Hayashi 

2010; Su ve ark. 2010; Hayashi 2015). Öte yandan, mitokondriyel bütünlüğün 

korunmasını sağlayarak, nöronlarda dendritik dikenlerin oluşumundan ve 

dallanmasından sorumlu olan Rac-Guanozin trifosfat (Rac-GTP) molekülünün yıkımına 

neden olan apoptotik protein sitokrom c’nin mitokondriden sitozole salınımını engeller, 

böylece Rac-GTP seviyesini arttırır ve nöronlarda dendritik dikenlerin oluşumunu 

regüle eder (Tsai ve ark. 2009; Su ve ark. 2010). 

Sig-1R’nün canlılık üzerindeki etkileri incelendiğinde, MAM’da hücresel 

canlılığı özet olarak 3 temel yol üzerinden desteklediği görülmektedir. İlk olarak Sig-

1R, IP3R üzerindeki şaperon etkisi ile IP3R’lerini degredasyondan korur ve ER-

mitokondri arasındaki Ca+2 sinyalinin devamlılığını sağlar ve bu yolla mitokondrideki 

ATP üretimini kolaylaştırır (Hayashi ve Su 2007; Tagashira ve ark. 2014; Hayashi 

2015; Su ve ark. 2016a). İkinci olarak Sig-1R, ER’da yer alan bir ER stres proteini olan 

inositol gerektiren enzim 1’i (IRE1) de şaperon etkisiyle stabilize eder ve ER stresi ile 

ilgili sinyallerin nukleusa iletilmesini sağlar. Böylece ER-nukleus arasındaki 

antioksidan kapasiteyi arttırıcı sinyalleri güçlendirir. Sig-1R’nün IRE1 ile oluşturduğu 

kompleks ayrıca mitokondrideki ROS üretimini de kontrol eder. Böylece antistres ve 

antioksidan proteinlerin ve enzimlerin üretimi arttırılır. Son olarak Sig-1R, antioksidan 

genlerin ifade edilmesini kontrol eden bir transkripsyon faktörü olan nükleer faktör-

eritroid 2 ile ilişkili faktör 2’nin (Nrf2) sinyalini güçlendirerek antioksidan enzimlerin 

üretimini arttırır, ROS üretimini ve hücre içinde birikimini azaltır, serbest radikal 

hasarını baskılar. Nrf2 nukleusta yer alan antioksidan yanıt elementlerine (ARE) 

bağlanan ve antioksidan enzim genlerinin ifade edilmesini düzenleyen bir 
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transkripsiyon faktörüdür (Pal ve ark. 2012; Mori ve ark. 2013; Hayashi 2015; Wang ve 

ark. 2015; Su ve ark. 2016a). 

Şekil 2.9’da görüldüğü gibi, reseptörün ligand ile uyarılması ve hücresel stresin 

yanı sıra glukoz yoksunluğu, ER’daki Ca+2 miktarının azalması gibi stresli koşullar ve 

reseptörün hücrelerde fazla miktarda bulunması Sig-1R’nün MAM’dan ayrılarak başka 

bölgelere hareketine neden olmaktadır (Hayashi ve Su 2007; Su ve ark. 2010). Sig-

1R’leri, agonistlerinin düşük dozları ile yani yaklaşık olarak afinite değerlerine (Ki) eşit 

ya da Ki değerlerinin 10 katından daha az dozlarında uyarıldıklarında reseptör BiP 

proteininden ayrılır ve IP3R’leri ile etkileşime girerek (Şekil 2.9) ER’dan mitokondriye 

Ca+2 akışını düzenler (Hayashi ve Su 2007; Pabba 2013). Ancak Sig-1R’leri, 

agonistlerinin yüksek dozları yani Ki değerlerinin yaklaşık 10 katından daha yüksek 

dozları ile uyarılırsa ya da ER stresi, hücresel stres gibi faktöreler ile aktive olursa Sig-

1R MAM’dan ayrılarak hücrenin başta hücre membranı olmak üzere farklı bölgelerine 

transloke olur (Şekil 2.9) ve bu bölgelerde protein-protein etkileşimi üzerinden farklı 

hücresel komponentlerin aktivitelerini bir şaperon molekül olarak düzenler (Hayashi ve 

Su 2007; Su ve ark. 2010; Pabba 2013). 

Sig-1R, membranda voltaj kapılı iyon kanalları (VGICs), N-metil-D-aspartat 

reseptörleri (NMDAR), dopamin D1 reseptörü (D1R), muskarinik ve nikotinik 

asetilkolin reseptörleri, tirozin kinaz B reseptörü (TrkB), IP3R gibi çeşitli reseptör, 

kanal proteinleri ve kinazlarlarla etkileşime girer (Hayashi ve Su 2003a; 2010; Su ve 

ark. 2010; Kourrich ve ark. 2012; Su ve ark. 2016a). Sig-1R voltaj kapılı potasyum 

(K+), Ca+2, sodyum (Na+) ve klor (Cl-) kanallarını regüle edebilmekte, voltaj kapılı iyon 

kanalları dışında IP3R, asit algılayıcı iyon kanalı 1 a (ASIC1a) gibi Ca+2 kanallarını, 

NMDAR, DR1 ve TrkB reseptörlerini de fiziksel etkileşime girerek kontrol 

edebilmektedir. Öte yandan Sig-1R, G proteinleri ile direkt bir etkileşime girmediği 

düşünülmekle birlikte son çalışmalarda reseptörün G proteini ile eşleşen reseptörlerden 

(GPCRs) mu opioid reseptörü (μ-OR) ve muskarinik asetilkolin reseptörü (mAchR) ile 

fonksiyonel ve fiziksel bir etkileşime girdiği ve bu reseptörleri de aktive ettiği (Şekil 

2.9) gösterilmiştir (Su ve ark. 2010; Kourrich ve ark. 2012; Su ve ark. 2016a). 

Sig-1R’nün K+ ve Ca+2 kanalları üzerindeki etkisi bu iyon kanallarını inhibe 

etme ya da kanalların aktivitelerini güçlendirme şeklinde çift yönlüdür. Sig-1R’nün Na+ 

kanalları ile etkileşime girmesi ise bu kanalların inhibisyonuna yol açar (Kourrich ve 
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ark. 2012; Pabba 2013). Öte yandan Sig-1R, NMDAR ve D1R aktive eder (Monnet ve 

ark. 1990; Martina ve ark. 2007; Hayashi ve Su 2008; Navarro ve ark. 2010; Pabba 

2013). Sig-1R’nün özellikle voltaj kapılı iyon kanalları üzerindeki düzenleyici etkisi 

göz önüne alındığında, reseptörün nöronlarda eksitabilite, sinaptik ileti ve 

nörotransmiter salınımı gibi süreçlerde nasıl bir rol oynadığı merak konusudur ancak 

reseptörün bu süreçlerdeki etkisi henüz tam olarak bilinmemektedir. Sig-1R’nün iyon 

kanalları ve reseptör proteinlerle olan çok çeşitli etkileri ve spesifik etkin deneysel 

modellerin oluşturulamaması tüm bu süreçlerdeki net etkisini anlamayı 

zorlaştırmaktadır (Kourrich ve ark. 2012). 

İyon kanallarına ve reseptörlere ek olarak Sig-1R plazma membranındaki 

kinazların fonksiyonlarını da düzenleyebilmektedir. Örneğin; Sig-1R’leri PLC’yi aktive 

ederek sitoplazmadaki IP3 seviyelerini arttırmakta (Şekl 2.9) ve böylece bu yolla da 

ER’dan mitokondriye ve sitozole Ca+2 akışını kontrol etmektedir (Morin-Surun ve ark. 

1999; Su ve ark. 2010; Ruscher ve Wieloch 2015). Sig-1R nöronlarda TrkB ile PLC’nin 

bağlanmasını arttırmakta ayrıca plazma membranındaki Src kinazı (Şekil 2.9) da aktive 

edebilmektedir (Su ve ark. 2010; Kourrich ve ark. 2012; Su ve ark. 2016a). 

 

 

Şekil 2-9: Sig-1R’nün hücresel ve moleküler fonksiyonları. - Su ve ark. (2010)’dan. 
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Tüm bu veriler Sig-1R’nün, bir şaperon molekül olarak ER, nukleus ve plazma 

membranı gibi farklı bölgelerde etki göstererek, organeller arası sinyal düzenleyici 

olarak görev yaptığını ve proteinlerin aktivitelerini regüle ederek hücre biyolojisinde 

önemli rol oynadığını göstermektedir (Su ve ark. 2010). 

Moleküler şaperonlar, konformasyonel olarak hatasız olan proteinleri 

bağlayabilirler. Ancak, şaperon moleküller, hedef proteinleri sadece konformasyonel 

olarak yanlış katlandığında veya yanlış katlanmaya eğilimliyken şaperon aktivitelerini 

arttırarak düzenleyici etki gösterebilirler (Hayashi ve Su 2007). İn vivo ve in vitro 

çalışmalardan elde edilen bulgulara göre; normal fizyolojik koşullar altında, çoğu iyon 

kanalı ve reseptör Sig-1R veya ligandlarından etkilenmez dolayısıyla Sig-1R agonistleri 

tek başına belirgin bir etki göstermezler ancak fizyolojik yanıtları güçlendirebilir veya 

patolojik durumlarda fonksiyonları iyileştirebilirler. Sig-1R’nün etkisi, hedef proteini 

olan iyon kanalı ya da reseptör sadece aktif haldeyken belirginleşir. Ancak Sig-1R’nün 

hedefindeki iyon kanalı ya da reseptör dinlenme durumundayken, Sig-1R düzenleyici 

etkisini gösteremez (Hayashi ve Su 2007; 2008). Sig-1R agonistlerinin bu özelliği klinik 

açıdan terapötik bir avantaj sağlamaktadır. Klinikte kullanılan ilaçların çoğu normal 

fizyolojik fonksiyonlarda değişikliklere neden olduğundan çeşitli yan etkilere yol 

açabilmektedir. Sig-1R agonsitlerinin normal fizyolojik şartlarda belirgin etkiler 

göstermemesi ve patolojik durumlarda iyileştirici etkilere yol açması bu moleküllerin 

klinikte kullanımını bir bakıma güvenli kılmaktadır. Şaperon özelliği sayesinde Sig-

1R’nün gen mutasyonları veya oksidatif stresin neden olduğu protein fonksiyonu 

bozukluklarında ya da yanlış protein katlanması ve birikmesinin görüldüğü alzehimer, 

parkinson, ALS, hungtington, prion hastalıkları ve serebral iskemi gibi nörodejeneratif 

hastalıklarda olası klinik kullanımı önem kazanmaktadır (Hayashi ve Su 2007; 2008). 

Bu nedenlerle Sig-1R agonistlerinin, özellikle protein fonksiyonu ve konformasyonunda 

bozukluğun görüldüğü hastalıklarda faydalı olabileceği düşünülmektedir (Hayasi ve Su 

2007; Su ve ark. 2010). 

2.2.4. Sig-1R’nün Neurite Oluşumu ve Nöronal Plastisitedeki Rolü 

Beyin plastisitesi, reseptör ve iyon kanallarının aktivitesindeki değişiklikler, 

sinapslardaki dendritik dikenlerde ve reseptör sayısındaki değişimler, yeni sinapsların 

oluşumu, neurite oluşumu ve sinaptogenesis gibi farklı süreçleri içerir. Fonksiyonel 

iyileşme, yeni sinapsların kurulması ve plastisite ile sağlanır (Ruscher ve Wieloch 
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2015). Nöroprotektif etki ile birlikte neurite oluşumunun arttırılması, günümüzde 

nörodejenerasyonun ve sinaptik bağlantılarda hasarın olduğu hastalıklarda başta gelen 

tedavi stratejilerinden biridir (Kimura ve ark. 2014). 

Sig-1R’nün nörotrofik faktörlerle uyarılan neurite oluşumunu arttırdığı, klinikte 

yaygın olarak kullanılan antidepresanlar ile nörodejeneratif ve nöropsikiyatrik 

hastalıkların tedavisinde kullanılan bazı ilaçların Sig-1R üzerinden neurite oluşumunu 

ve uzamasını uyardığı bilinmektedir (Ishima ve ark. 2008; Nishimura ve ark. 2008; 

Ishima ve Hashimoto 2012). Bu kapsamda Sig-1R ligandlarının, hastalık ve yaralanma 

sonrası fonksiyonel iyileşmeyi sağlayabileceği düşünülmektedir. Sig-1R agonistleri, 

beyin plastisitesi boyunca yeni nöronal bağlantıların kurulması için gereken esas işlem 

olan neurite oluşumunu yani aksonal ve dendritik yapıların oluşması sürecini 

uyarmaktadır (Ruscher ve Wieloch 2015). Sig-1R, hipokampal nöronlarda dendrit 

uzaması, dallanması ve dendritik diken oluşumunu uyarır (Tsai ve ark. 2009), akson 

boyununun uzamasına ve büyüme konilerinin morfolojisinin düzenlenmesine katkıda 

bulunur (Li ve ark. 2017). Deneysel inme ve glutamat toksisitesi modelleriyle yapılan 

çalışmalarda, Sig-1R agonistlerinin kortikal nöronlarda, spinal motor nöronlarda ve arka 

kök ganglionu nöronlarında neurite uzamasını ve boyunu arttırdığı ayrıca plastitisteyi 

uyardığı gösterilmiştir (Guzman-Lenis ve ark. 2009; Ruscher ve ark. 2011).  

Sig-1R, bazı nöronal büyüme faktörleri ile sinerjistik olarak etki etmekte ve 

onların sentezini de düzenlemektedir (Kimura ve ark. 2014; Ruscher ve Wieloch 2015). 

Sig-1R ve nörotrofin reseptörleri benzer fonksiyonlara sahiptirler ve aralarındaki 

ilişkinin bazı psikiyatrik hastalıklarda rol oynadığı öne sürülmektedir (Takebayashi ve 

ark. 2002; 2004; Kimura ve ark. 2014).  

Şekil 2.10’da görüldüğü üzere, Sig-1R, NGF ile uyarılan neurite oluşumunu 

güçlendirir. Bu süreçte Sig-1R ile IP3R arasındaki etkileşimin rol oynadığı, PLC, PI3K, 

p38MAPK, JNK ve Ras/Raf/MAPK sinyal yollarının bu etkiye aracılık ettiği 

gösterilmiştir (Nishimura ve ark. 2008). Ayrıca, klinikte kullanılan imipramin ve 

fluvoxamin gibi antidepresanların, alzheimer tedavisinde kullanılan bir asetilkolin 

esteraz inhibitörü olan donepezil’in ve serebral vazodilatör etkisinden dolayı post 

serebral iskemi vakalarında tedavi edici ajan olarak kullanılan ifenprodil’in de NGF ile 

uyarılan neurite oluşumunu Sig-1R üzerinden uyardıkları ve bu etkilerini Sig-1R’nün 
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ilişkide olduğu IP3R üzerinden düzenlediği de bildirilmiştir (Takebayashi ve ark. 2002; 

Ishima ve ark. 2008; Nishimura ve ark. 2008; Ishima ve Hashimoto 2012). 

 

 

Şekil 2-10: Sig-1R agonistleri tarafından NGF kaynaklı neurite oluşumunun 

güçlendirilmesi için önerilen mekanizma. - Nishimura ve ark. (2008)’den. 

 

NGF ve reseptörü ile olan ilişkisi dışında Sig-1R’nün glial hücre kaynaklı 

nörotrofik faktör (GDNF) ve BDNF gibi başka nörotrofik faktörlerle ayrıca TrkB 

reseptörü ile de ilişkisi bulunmaktadır (Kimura ve ark. 2014; Ruscher ve Wieloch 

2015). Sig-1R aktivasyonu BDNF ve GDNF ekspresyonunu arttırmaktadır ve çeşitli 

nörodejeneratif hastalık modellerinde plastisite ve iyileşme süreçlerini desteklediği 

bilinmektedir (Kikuchi-Utsumi ve Nakaki 2008; Penas ve ark. 2011; Francardo ve ark. 

2014; Peviani ve ark. 2014; Xu ve ark. 2015). Sig-1R agonisti kronik uygulamasının 

hipokampusta BDNF protein seviyesini arttırdığı (Kikuchi-Utsumi ve Nakaki 2008), 

nöroblastoma hücrelerinde ise BDNF sekresyonunu arttırdığı (Fujimoto ve ark. 2012) 

bildirilmiştir. Öteyandan, Sig-1R ve BDNF ile uyarılmış neurite oluşumu arasındaki bir 

ilişkinin varlığı da rapor edilmiştir. BDNF ve TrkB reseptör aktivitesi antidepresanların 

etki mekanizmaları ile ilişkilendirilmiştir ve bu etkide Sig-1R’nün rolü olduğu 
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gösterilmiştir (Kimura ve ark. 2014). Sig-1R aktivasyonunun serebellar granül 

nöronlarında neurite oluşumunu uyardığı, TrkB reseptörleri ile fiziksel etkileşime 

girerek reseptörü fosforilasyon yolu ile aktive ettiği de rapor edilmiştir (Kimura ve ark. 

2013). Tüm bu veriler antidepresanların etki mekanizması altında Sig-1R’nün şaperon 

aktivitesinin etkili ve önemli olduğunu ayrıca, Sig-1R'nün nörotrofik faktörlerle neurite 

oluşumunu uyararak, nörolojik ilaçların etkisine katkıda bulunabileceğini 

göstermektedir (Kimura ve ark. 2014). Sig-1R’nün ve agonistlerinin tüm bu etkilerinin, 

dejenere olmuş ya da tamamen kaybedilmiş nöronal bağlantıların yeniden kurulması 

açısından klinikte önemli rol oynayabileceği düşünülmektedir (Kimura ve ark. 2014). 

2.2.5. Sig-1R’nün Nöronal Canlılıktaki Rolü 

Alzheimer, parkinson, ALS gibi nörodejeneratif hastalıklar ve iskemi, inme, 

travmatik beyin hasarı gibi patolojik durumlar önemli beyin fonksiyonlarının ve 

nöronların kaybı ile sonuçlanan patolojik süreçlerdir. Günümüzde sinirbilimde 

karşılaşılan en büyük güçlüklerden biri hücre ölümüne neden olan bu süreçlerin altında 

yatan mekanizmaları açığa kavuşturmak böylece hasar sonrası rejenerasyonu uyarmak, 

beyinde meydana gelen fonksiyon bozuklukluklarını azaltmak ya da tedavi etmek üzere 

güncel tedavi yaklaşımları geliştirebilmektir (Ruscher ve Wieloch 2015). Güncel 

nöroprotektif terapiler, nöronal dejenerasyonu ve ölümü önlemek, parkinson, alzheimer 

ve ALS’de olduğu gibi nöron kaybına yol açan yanlış katlanmış proteinlerin birikimini 

engellemek ve serebral iskemi sonrası kan akımını yeniden düzenlemek üzerine 

yoğunlaşmıştır. Bunların yanısıra, diğer tedavi edici yaklaşımlar ise kalsiyum ve 

glutamat toksisitesine karşı nöronları korumak, oksidatif stres ve nöroenflamasyonu 

önleyerek beyindeki doku kaybını ve fonksiyon bozukluklarını sınırlandırmak (Dirnagl 

2012; Ruscher ve Wieloch 2015) ayrıca nöroplastisiteyi uyararak sinaptik bağlantıların 

yeniden şekillenmesini sağlamaktır (Wieloch ve Nikolich 2006; Ruscher ve Wieloch 

2015). Sig-1R’nün tüm bu hücresel ve fizyolojik süreçlerde rolü olduğu bilinmektedir. 

Sig-1R aktivasyonu nöroprotektif etkilere sahiptir ayrıca fonksiyon kayıplarından sonra 

iyileşmeyi teşvik etmekte, plastisiteyi uyarmakta ve onarım mekanizmalarını 

güçlendirmektedir (Kourrich ve ark. 2012; Ruscher ve Wieloch 2015). 

Sig-1R’nün nöroprotektif etkileri farklı agonistler kullanılarak hem deneysel 

modellerde hem de inme, alzheimer, parkinson, huntigton hastalığı, ALS, depresyon, 

retinal dejenerasyon gibi hastalık modellerinde gösterilmiştir (Nguyen ve ark. 2014a; 



 30 

2017; Ruscher ve Wieloch 2015). İn vivo ve in vitro serebral iskemi, akut beyin hasarı, 

glutamat toksisitesi, oksidatif stres hasarı ve birçok nörodejeneratif hastalık modelinde 

Sig-1R selektif agonistlerinin nöroprotektif etki gösterdiği, oksidatif stres kaynaklı 

hücre ölümünü azalttığı, glutamat ekzitotoksisitesinden hücreleri koruduğu, hücre içine 

fazla Ca+2 akışını azalttığı, proapoptotik ve antiapoptotik genlerin ifadesini değiştirerek 

hücreleri apoptotik ölümden koruduğu, enflamasyonu baskıladığı, nöronal plastisiteyi 

ve neurite uzamasını uyardığı (Şekil 2.11) bildirilmiştir (Kourrich ve ark. 2012; 

Luedtkeve ark. 2012; Frecska ve ark. 2013; Nguyen ve ark. 2014a; 2014b; 2017; 

Ruscher ve Wieloch 2015). 

 

 

Şekil 2-11: Sig-1R’nün nörodejeneratif hastalıklardaki nöroprotektif etki mekanizmaları. 

- Hashimoto (2015b)’ten. 

 

2.2.5.1. Sig-1R’nün Kalsiyum Homeostasisi ve Eksitotoksisite Üzerine Etkileri 

Santral sinir sisteminin başlıca eksitatör nörotransmitter olan glutamat, öğrenme 

ve bellek gibi birçok nörolojik fonksiyonun gerçekleşmesinde rol oynamaktadır. 

Glutamatın uzun süreli salınımı ise NMDAR’nün uzun süreli aktivasyonuna neden 

olarak intraselüler Ca+2 miktarının aşırı artışına, Ca+2 homeostasisinin bozulmasına ve 
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sonuçta nöronal eksitotoksisiteye yol açar (Nguyen ve ark. 2014a; 2014b). Bu durum 

aşırı miktarda Ca+2’un mitokondriye girişine, mitokondri fonksiyonlarının bozulmasına, 

oksidatif ve nitrosatif strese, kaspazların ve kalpainlerin aktivasyonuna sonunda da 

hücre ölümüne sebep olur. Eksitotoksisite ve intraselüler Ca+2 artışı inme ve travmatik 

beyin hasarı gibi akut hasarların yanısıra ALS, alzheimer ve parkinson hastalığı gibi 

uzamış dejeneratif süreçlerle de ilişkilidir (Nguyen ve ark. 2014a; 2014b; 2017). 

Nörodejeneratif hastalıklar ve inme sonrasında görülen hücre ölümünde Ca+2 

toksisitesi önemli rol oynadığından, Sig-1R’nün Ca+2 homeostasisi üzerindeki etkisi 

beyini bu hasardan korumak için kritik önem taşımaktadır (Ruscher ve Wieloch 2015). 

Hücrelerde toksik etki gösterecek Ca+2 yükselmeleri sadece NMDAR aracılığıyla değil 

ER gibi hücre içi Ca+2 depolarından ve membrandaki diğer iyon kanalları aracılığı ile de 

sağlanabilir (Nyguen ve ark. 2017). Sig-1R’leri MAM’da, ER’daki depo Ca+2’un 

mobilizasyonunu regüle etmektedir. Ayrıca bilinmektedir ki Sig-1R, ER ile mitokondri 

arasındaki Ca+2 akışının uygun şekilde devam edebilmesi için IP3R’lerinin 

stabilizasyonuna da katkı sağlamaktadır ve PLC’yi aktive ederek sitoplazmadaki IP3 

seviyelerini de arttırmaktadır. Tüm bunlara ek olarak hücre içi Ca+2 seviyelerini 

düzenleyen ASIC1-a, voltaja duyarlı Ca+2 kanalları, AMPA ve NMDA reseptörleri Sig-

1R tarafından regüle edilebilmektedir (Su ve ark. 2010; Ruscher ve Wieloch 2015).  

Dolayısıyla, söz konusu kanalların aracılık etmesi sonucunda gerçekleşen hücre için 

zararlı olacak intraselüler Ca+2 yükselmelerinin Sig-1R agonistlerinin bu kanalları 

düzenleyici fonksiyonu sayesinde engellenebileceği ve nöroprotektif etki 

sağlanabileceği düşünülmektedir (Ruscher ve Wieloch 2015). 

Bu kapsamda yapılmış çalışmalarda, Sig-1R ligandlarının primer nöronlarda 

iskemi ve glutamat toksisitesi modellerinde eksitotoksisiteye karşı nöroprotektif etki 

gösterdiği ortaya konmuştur (DeCoster ve ark. 1995; Dun ve ark. 2007; Shen ve ark. 

2008). Sig-1R agonistlerinin intraselüler Ca+2 homeostasisini koruyarak (Klette ve ark. 

1995; Monnet 2005; Katnik ve ark. 2006), glutamat salınımını azaltarak (Lobner ve 

Lipton 1990), apoptotik genlerin ve kaspazların aktivasyonunu engelleyerek nöronlarda 

canlılığı arttırdığı, NMDAR aktivitesini inhibe ederek eksitotoksik hasarı azalttığı 

bildirilmiştir (Tchedre ve Yorio 2008; Zhang ve ark. 2011). Sig-1R aktivasyonu ayrıca 

intraselüler asidoz ve iskemi kaynaklı aşırı Ca+2 artışlarını da engeller (Cuevas ve ark. 

2011; Katnik ve ark. 2014). 
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2.2.5.2. Sig-1R’nün Oksidatif Stres Üzerine Etkileri 

Serbest radikaller, en dış yörüngesinde en az bir eşlenmemiş elektron içeren 

moleküllerdir ve eşlenmemiş elektronun varlığı nedeniyle oldukça reaktiflerdir. 

Oksijeni içeren herhangi bir serbest radikal, ROS olarak adlandırılır (Uttara ve ark. 

2009; Chen ve ark. 2012). ROS, hücresel canlılık, bağışıklık gibi süreçlerde ve hücre içi 

sinyal iletim yollarında rol oynar ve bu nedenle hücrelerde düşük seviyelerde üretimine 

ihtiyaç vardır. ROS üretiminin ana kaynağı mitokondridir. Mitokondride ROS oksidatif 

fosforilasyon sürecinde üretilir. Mitokondri dışında peroksizomlar ve bağışıklık sistemi 

hücreleri de ROS üretimine katkıda bulunur (Chen ve ark. 2012). Oksijenle ilişkili 

serbest radikaller (süperoksit ve hidroksil radikalleri) ve reaktif türler (hidrojen peroksit, 

nitrik oksit, peroksinitril ve hipokloröz asit) vücutta aerobik metabolizmanın sonucu 

olarak oluşur. Serbest radikalleri temizlemek veya üretimini engellemekten sorumlu 

moleküller ise antioksidanlar olarak adlandırılır ve vücutta üretilen, diyetle alınan 

moleküller (glutatyon, arjinin, taurin, selenyum, polifenoller, A, C, E vitamini vb.) ile 

antioksidan enzimleri (süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon redüktaz, glutatyon 

peroksidaz vb.) içerir (Uttara ve ark. 2009). Serbest radikallerin fazla üretilmesi veya 

oluşan serbest radikallerin antioksidan sistem tarafından yeterince temizlenememesi 

ROS artışına yol açar ve bu durum hücrelere hasar verir. Bu sürece oksidatif stres denir. 

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde ROS üretimi ile ROS detoksifikasyonu arasındaki 

dengesizliklerden kaynaklanır (Uttara ve ark. 2009; Chen ve ark. 2012; Liu ve ark. 

2017). Oksidatif stres sürecinde okside moleküllerin birikmesi ve normal hücresel 

işlevlerin ve canlılığın bozulması söz konusudur. 

Nöronlar oksidatif strese karşı oldukça duyarlıdır. Özellikle beyin, oksijen 

tüketiminin çok fazla olması, antioksidan sistemlerinin zayıf olması, ROS üretimini 

katalize eden metal iyonlarını barındırması ve peroksidasyona karşı duyarlı olan çoklu 

doymamış yağ asitlerinden zengin olması nedeniyle oksidatif hasara karşı çok hassastır 

(Uttara ve ark. 2009; Chen ve ark. 2012; Liu ve ark. 2017).  ROS mitokondrial 

disfonksiyon durumunda artar ayrıca reaktif glialar tarafından da üretilir (Nguyen ve 

ark. 2014a). Glutamat, dopamin ve serotonin gibi nörotransmiterlerin aşırı salınımı da 

ROS artışına yol açar. ROS lipidler, proteinler ve DNA gibi hücresel komponentlere 

hasar verir. ROS ve oksidatif stresin alzheimer, iskemi, parkinson, ALS, hungtington, 

MS gibi birçok nörodejeneratif hastalığın patofizyolojisine katıldığı bilinmektedir 

(Uttara ve ark. 2009; Chen ve ark. 2012; Liu ve ark. 2017).  Oksidatif stres ayrıca 
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mitokondrial fonksiyonu bozarak, ATP’nin tükenmesine ve antioksidan kapasitenin 

azalmasına da yol açar. ROS dışında hücrelere zarar veren reaktif nitrojen türleri (RNS) 

de patolojik durumlarda üretilmektedir (Nguyen ve ark. 2014a; 2014b).  

Sig-1R’nün hücrelerde ifadesinin azalması ya da reseptörün ifade edilmemesi 

oksidatif stres hasarını arttırır. Öte yandan Sig-1R agonistleri ROS üretimini azaltırken 

antagonistler ise ROS üretimini arttırır (Mori ve ark. 2013; Pal ve ark. 2012). Birçok 

çalışmada Sig-1R agonistlerinin ROS/RNS’ni azalttığı ve nöroprotektif etkili olduğu 

gösterilmiştir. Sig-1R agonistleri iskemi, diyabet ve amiloid beta toksisitesinin neden 

olduğu ROS/RNS üretimini azaltır (Smith ve ark. 2008; Yang ve ark. 2010; Behensky 

ve ark. 2013a). Hidrojen peroksit toksisite modelinde Sig-1R agonisti uygulamasının 

primer kortikal nöronları oksidatif stres hasarından koruyarak nöroprotektif etki 

gösterdiği ve bu etkisini glutamat reseptörünün ifadesini azaltarak ve MAPK/ERK 

sinyal yolunu regüle ederek gerçekleştirdiği gösterilmiştir (Tuerxun ve ark. 2010). Sig-

1R aktivasyonu sonrası görülen ROS seviyesindeki düşüş, Sig-1R’nün nukleusta 

antioksidan Nrf2 sinyalini ve ARE genlerinin ifadesini arttırması dolayısıyla 

antioksidant enzimlerin üretiminin arttırıyor olması ile ilişkilendirilmiştir (Mori ve ark. 

2013; Pal ve ark. 2012). Ayrıca in vitro huntigton hastalığı modeli ile yapılan bir 

çalışmada Sig-1R agonistlerinin NF-kB sinyal yolu üzerinden antioksidan proteinlerin 

seviyesini arttırarak nöroprotektif etki gösterdiği de bildirilmiştir (Hyrskyluoto ve ark. 

2013).  

ROS dışında Sig-1R agonistlerinin nitrosatif stres hasarını da iyileştirebildiği 

ifade edilmektedir. Sig-1R agonistlerinin iskemi sonrası nitrik oksit (NO) üretimini ve 

nitrosatif stresin proteinlere ve nükleik asitlere verdiği hasarı azaltarak hücreleri stresten 

koruduğu bilinmektedir (Bhardwaj ve ark. 1998; Yang ve ark. 2010). Sig-1R 

aktivasyonu kaynaklı NO üretimindeki azalma Sig-1R’nün nitrik oksit sentaz (NOS) 

aktivitesini azaltmasından kaynaklanmaktadır (Goyagi ve ark. 2001; Vagnerova ve ark. 

2006; Yang ve ark. 2010). 

2.2.5.3. Sig-1R’nün Mitokondriyel Aktivite ve Apoptoz Üzerine Etkileri 

Mitokondri nöronal canlılık üzerinde çok yönlü ve kritik bir öneme sahiptir. 

Enerji kaynağı ATP’ye ek olarak Ca+2 homeostasisini ve apoptozu da düzenler. 

Bozulmuş mitokondri fonksiyonları birçok nörodejeneratif hastalık ile 

ilişkilendirilmiştir (Nguyen ve ark. 2014a; 2014b). Eksitotoksik hücre ölümünde 
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görülen intraselüler Ca+2 miktarındaki artış mitokondrial Ca+2 miktarının artışına ve 

mitokondrinin fonksiyonunda bozulmalara yol açar. Ca+2’un hücre içine akışı, 

hücredeki iyon dengesini korumak adına Na+-K+ pompasının aktivitesinde artışa yol 

açar, bu durum hücrenin artan ATP ihtiyacını karşılamak için ATP üretim hızında artışı 

gerektirir ve tüm bu süreç mitokondri fonksiyonunda bozulmaya neden olur (Nguyen ve 

ark. 2014a; 2014b). ER stresi esnasında meydana gelen ER'dan Ca+2 çıkışı ve 

mitokondriye fazla Ca+2 girişi de aynı şekilde mitokondriyi olumsuz yönde etkiler. Bu 

nedenle ER ile mitokondri arasındaki ilişki apoptozda önemli rol oynar (Lindholm ve 

ark. 2006). Mitokondriyel fonksiyondaki bozulmalar hücreye hasar verecek ROS ve 

RNS artışına, enerji üretiminde yetersizliğe, kaspazların aktivasyonuna ve 

mitokondriyel membran permeabilitesinin bozularak apoptotik proteinlerin sitozole 

salınmasına sonunda hücre ölümüne yol açar (Nguyen ve ark. 2014a; 2014b). 

Sig-1R agonistlerinin mitokondriyel yol üzerinden gerçekleşen apoptotik süreci 

baskıladığı, antiapoptotik ve proapoptotik genlerin ifadesini etkilediği, mitokondriyel 

Ca+2 alımını ve biyoenerjetik süreçleri regüle ettiği birçok çalışmada gösterilmiştir 

(Nguyen ve ark. 2014a; 2014b). Sig-1R’nün aktivasyonu özellikle antiapoptotik Bcl-2 

proteininin ifadesini düzenleyerek hücre ölümünü engellemektedir (Meunier ve Hayashi 

2010). Sig-1R’nün, Bcl-2 proteininin hücrelerde ifade edilme seviyesini NF-kB ve ERK 

sinyal yolları üzerinden düzenlediği gösterilmiştir (Meunier ve Hayashi 2010; Ha ve 

ark. 2014). Hücrelerde Sig-1R miktarının artması Bcl-2 proteini seviyesini arttırarak 

antiapoptotik etki gösterirken, reseptör miktarının azalması Bcl-2 prtoeinin seviyesini 

azaltır ve apoptotik hücre ölümünü tetikler (Meunier ve Hayashi 2010; Ha ve ark. 

2014). Sig-1R seviyesinin azalması nöronlarda hidrojen peroksit kaynaklı apoptotik 

ölümü arttırır (Meunier ve Hayashi 2010). Sig-1R agonistlerinin in vitro iskemi (Yang 

ve ark. 2007), glutamat toksisitesi (Tchedre ve Yorio 2008), amiloid beta toksisitesi 

(Behensky ve ark. 2013b) ve viral toksisite (Zhang ve ark. 2012) modellerinde 

intraselüler Ca+2 seviyesini düzenleyerek, antiapoptotik Bcl-2 proteininin miktarını 

arttırarak, proapoptotik Bax geninin ve kaspazların aktivasyonunu inhibe ederek 

nöroprotektif etki gösterdiği ve canlılığı desteklediği gösterilmiştir.   

Sig-1R ligandlarının ayrıca biyoenerjetik sistemde meydana gelen 

bozukluklukları da iyileştirebildiği, mitokondriyel solunum sürecini destekleyerek ATP 

üretiminde meydana gelen aksaklıkları iyileştirdiği farklı hücre tiplerinde ve model 
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sistemlerde gösterilmiştir (Klouz ve ark. 2003; Klouz ve ark. 2008; Tagashira ve ark. 

2013). ER stresi esnasında Sig-1R’nün IP3R ile direkt etkileşime girerek mitokondriye 

Ca+2 alımını kontrol ettiği, IP3R stabilize ettiği ve bu yolla hücresel canlılığı 

desteklediği bilinmektedir (Hayashi ve Su 2007). Öte yandan Bcl-2 proteininin de IP3R 

ile etkileşime girerek reseptörün aktivitesini güçlendirdiği gösterilmiştir (Rizzutove ark. 

2009). Bu veriler değerlendirildiğinde Sig-1R’nün bu mekanizmalar üzerinden 

mitokondriyel Ca+2 alımını ve ATP üretimini düzenliyor olabileceği öne sürülmektedir 

(Nguyen ve ark. 2014a). 

2.2.5.4. Sig-1R’nün ER Stresi Üzerine Etkileri 

ER, protein sentezi ve katlanması başta olmak üzere hücresel homeostaziste 

önemli rol oynar. Ca+2 konsantrasyonundaki dengesizlikler ve oksidatif stres gibi 

durumlar ER fonksiyonunun bozulmasına, yanlış katlanmış ya da katlanmamış 

proteinlerin ER lümeninde birikmesine neden olur (Lindholm ve ark. 2006; Nguyen ve 

ark. 2014a). Bu durum ise ER’da katlanmamış protein cevabı (UPR) adı verilen bir 

süreci başlatır. UPR, protein birikimine karşı adaptif, koruyucu yanıtları ve apoptozun 

uyarılmasını başlatır. Adaptif yanıtlar; ER’da protein translasyonu ve protein birikimi 

azalması, ER’nun protein katlama kapasitesinin arttırılması ve katlanmamış/hatalı 

katlanmış proteinlerin degredasyonu şeklindedir. Diğer yanıtlar ise; antiapoptotik 

protein Bcl-2 ekspresyonunun azalması, apoptotik proteinler Bak ve Bax 

ekspresyonunun artması, mitokondriden apoptotik sitokrom c salınımının artması ve 

kaspaz aktivasyonunun artması gibi yollar üzerinden apoptozun uyarılmasını kapsar 

(Lindholm ve ark. 2006; Nguyen ve ark. 2014a; 2014b).  Akut stres ve orta derecede 

protein birikimi genellikle protein degredasyonunu uyararak adaptif ve koruyucu bir 

etki sağlar. Uzun süreli ve aşırı protein birikimi ise hücre ölümünü tetikler. Bununla 

uyumlu olarak bilinmektedir ki uzun süren ER stres yanıtının alzheimer, parkinson ve 

huntington gibi nörodejeneratif hastalıklar ile ilişkisi vardır (Nguyen ve ark. 2014a; 

2014b; 2017). 

ER stresi esnasında ya da agonistleri ile uyarıldığında Sig-1R, MAM’da bağlı 

olduğu Bip/GRP78’ten ayrılır ve ER’da bulunan ve ER stresi yanıtında rol oynayan 

proteinlerin aktivitelerini modüle eder (Hayashi ve Su 2007; Mori ve ark. 2013).  Ayrıca 

ER stresi ile birlikte Sig-1R’nün hücrelerde miktarı artmaktadır. Sig-1R miktarının 

artması ER stresini azaltarak canlılığı desteklemektedir. Öte yandan, hücrelerde Sig-1R 
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miktarının azalması ER stresi kaynaklı apoptotik hücre ölümünü uyarmaktadır (Hayashi 

ve Su 2007; Mori ve ark. 2013). 

2.3. N,N-Dimetiltriptamin 

2.3.1. N,N-Dimetiltriptaminin Yapısı ve Genel Özellikleri 

N,N-dimetiltriptamin (DMT) güçlü psikotropik özelliklere sahip, metillenmiş bir 

indolalkilamindir (Barker ve ark. 2012). Bu indol alkoloid doğada yaygın olarak 

bulunmaktadır (Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve Gatch 2016). Hızlı ve kısa süreli 

psikoaktif etki gösteren DMT, triptamin türevi bir halusinojen maddedir (Rodriguez 

2007). DMT, triptofan aminoasitinden sentezlenen serotonin hormonu ve melatonin 

hormonu ile benzer yapıdadır. Ayrıca, doğada bulunan bufotenin ve psilosin gibi 

halusinojenik triptaminler de (Şekil 2.12) yapısal olarak DMT molekülü ile oldukça 

benzerdir (Frecska ve ark. 2013; Araújo ve ark. 2015). 

 

 

Şekil 2-12: DMT ve benzer yapıdaki triptamin türevi halusinojenler. - Araújo ve ark. 

(2015)’ten. 

 

Hayvanlarda endojen bir bileşik olan DMT, yeryüzünde 50’den fazla bitki 

türünde bulunmaktadır (Carbonaro ve Gatch 2016; Domínguez-Clavé ve ark. 2016). 

Birçok bitki türü dışında ayrıca baklagiller, mantarlar, deniz süngerleri, tunikatlar ve 

kurbağalar gibi yüzlerce organizmada da DMT’nin varlığı bilinmektedir (Jacob ve 

Presti 2005). DMT’nin doğada önemli miktarlarda ve yaygın olarak bulunmasına karşın 
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biyolojik rolü tam olarak aydınlanabilmiş değildir (Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve 

Gatch 2016). 

DMT ile ilgili ilk bilimsel bilgilerin elde edilmesi DMT molekülünün Manske 

tarafından 1931’de laboratuvarda sentezlenmesi ile başlamıştır (Kaynak: Jacob ve Presti 

2005 p. 1). DMT, ilk kez 1946 yılında Brezilyalı kimyacı Oswaldo Gonçalves deLima 

tarafından Mimosa tenuiflora bitkisinin köklerinden izole edilmiştir. 1950’lilerde, 

DMT’nin bir Amazon bitkisi olan Anadenanthera peregrina tohumları ile hazırlanan ve 

Amazon’da şamanik ritüellerde kullanılan cohoba ve yopo olarak adlandırılan 

psikoaktif bir tütsü içindeki güçlü psikoaktif bileşiklerden biri olduğu tespit edilmiştir 

(Jacob ve Presti 2005). Saf DMT’nin insanlardaki halusinojenik ve psikoaktif etkileri 

ise ilk kez 1956 yılında Stephen Szara tarafından rapor edilmiştir ve bileşiğe olan ilgi 

artmaya başlamıştır (Kaynak: Jacob ve Presti 2005 p. 2; Frecska ve ark. 2013 p. 2; 

Domínguez-Clavé ve ark. 2016 p. 90). 1960’larda ise Amazonda dini ritüellerde 

kullanılan ve Virola türünden bir bitkiden hazırlanan epena adlı tütsünün de DMT 

içerdiği bildirilmiştir. Ardından, 1965 yılında Franzen ve Gross, DMT’yi insan idrar ve 

kanının normal bileşenleri olarak rapor etmiş (Kaynak: Jacob ve Presti 2005 p. 2) ve 

1972 yılında ise ilk kez Saavedra ve Axelrod tarafından DMT’nin sıçan ve insan 

beynindeki varlığı gösterilmiştir (Kaynak: Carbonaro ve Gatch 2016 p. 75). Böylece 

DMT’nin bir endojen halusinojen olduğu ileri sürülmüştür. Bu bulgular ve daha sonraki 

araştırmacıların yaptığı çalışmalar doğrultusunda DMT’nin psikedelik etkileri kesin 

olarak gösterilmiş ve yüksek konsantrasyonda vücuda alımı sonrası hızlı ve kısa süreli 

görsel halüsinasyonlara yol açması onu ilgi konusu yapmıştır. Çalışmalar ilerledikçe de 

DMT’nin psikoaktif etkilerinin yanısıra farklı fizyolojik etkileri olabileceği, bir 

nörotransmitter ya da nöromodülatör olarak etki gösterebileceği ile ilgili veriler elde 

edilmiştir (Barker ve ark. 1981; Su ve ark. 2009; Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve 

Gatch 2016). 

DMT ile ilgili olarak, Gıda ve İlaç Kurumu (FDA) onayı alınarak insan 

denekleri üzerinde yapılmış olan en kapsamlı ve büyük ölçekli klinik çalışma 1990’ların 

başında New Mexico Üniversitesi’nde Dr. Rick Strassman tarafından yürütülmüştür. 

Strassman’ın bu çalışmasında psikiyatrik bir hastalığı olmayan ve sağlıklı 60 gönüllü 

denek yer almış ve 5 yıl süren çalışma boyunca bu deneklere geniş doz aralığında 

400’den fazla intravenöz DMT uygulaması yapılmış ve DMT deneyiminin fizyolojik ve 
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sübjektif etkileri araştırılmıştır (Strassman ve ark. 1994a; 1994b). Strassman bu 

çalışmalarından elde ettiği tüm verileri “The Spirit Molecule DMT” (Ruh Molekülü 

DMT) adlı bir kitap halinde 2001 yılında yayınlamıştır. Strassman (2001) bu 

araştırmalarının sonunda, DMT'nin insan bilincinin daha iyi anlaşılması için önemli bir 

araç olduğuna karar vermiştir; bu fikir, DMT ve ilgili triptamin halüsinojenlere duyulan 

ilgiyi arttırmıştır. Son yıllarda DMT’nin kullanımı hızla artmaktadır (Carbonaro ve 

Gatch 2016). 

DMT, belki de en çok Güney Amerika’da Amazon havzasındaki yerli halk 

tarafından şamanik törenlerde yüz yıllardır kullanılan ayahuasca, hoasca ve yage gibi 

karışımların içinde bulunan temel psikoaktif bileşiklerden biri olması ile tanınmaktadır 

(Jacob ve Presti 2005; Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve Gatch 2016). Ayahuasca adı 

verilen halusinojenik içecek, Banisteriopsis caapi bitkisinin kök ve kabukları ile 

Psychotria viridis bitkisinin yapraklarının kaynatılması ile elde edilir. Psychotria viridis 

bol miktarda DMT’yi içerirken, Banisteriopsis caapi harmin, tetrahidroharmin (THH) 

ve az miktarda harmalin alkoloidlerini (Şekil 2.13) içerir (Riba ve ark. 2003; McKenna 

2004; Su ve ark. 2009; Frecska ve ark. 2013; Domínguez-Clavé ve ark. 2016; dos 

Santos ve ark. 2016). Bu alkoloidler genel olarak beta-karbolinler olarak adlandırılırlar. 

Ayrıca harminin orijinal olarak Peganum harmala bitkisinden izole edilmiş olmasından 

dolayı harmala alkoloidleri olarak da bilinirler (Frecska ve ark. 2013; Domínguez-Clavé 

ve ark. 2016). 
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Şekil 2-13: DMT içeren ayahuasca içeceğinde bulunan alkoloidler ve kimyasal yapıları. - 

Domínguez-Clavé ve ark. (2016)’dan. 

 

Günümüzde DMT içeren ayahuasca, Peru, Kolombiya ve Ekvator'daki Amazon 

yerli halk arasında etnik tıp ve şamanizmin önemli bir unsurudur. (McKenna 2004; dos 

Santos ve ark. 2016). Amazon Havzasında ayahuasca kullanımının kökenleri 

bilinmemektedir, çok sayıda yerli kabile arasında oldukça yaygın olması nedeniyle 19. 

yüzyılın ortalarında batıda dikkat çekmiştir (McKenna 2004). Brezilya’da ve Dünya 

genelinde Amazon şamanizmi, Hristiyanlık, spiritüalizm ve Afrika-Brezilya dinlerinden 

çeşitli öğeleri harmanlayan Santo Daime, União do Vegetal ve Barquinha gibi senkretik 

dinlerin ayinlerde ayahuasca kutsal bir karışım olarak kullanılmaktadır. Dünya çapında 

yaklaşık 20.000 kişinin, dini törenlerinde ayahuasca kullanımını kutsal kabul eden 

çeşitli Brezilya dini inanışlarının üyesi olduğu tahmin edilmektedir (dos Santos ve ark. 

2016). Birleşik Devletlerde ritüellerde ve dini törenlerde düzenli olarak ayahuasca 

kullanan kişilerin sayısı artmaktadır. Brezilya ve Amerika’da senkretik dini gruplar 

tarafından ayahuasca’nın ritüellerde kullanılması yasal olarak onaylanmıştır (McKenna 

2004; dos Santos ve ark. 2016). Ayahuasca'nın psikolojik ve tıbbi faydaları bilim 

insanları, hekimler ve entellektüellerin ilgisini çekmiştir. Pek çok Kuzey Amerikalı ve 

Avrupalı, ayahuasqueros olarak da adlandırılan geleneksel şamanların liderliğindeki 
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ayahuasca törenlerine katılmak için Amazon'a gitmektedir. Amazon'da ayahuasca 

turizminin büyümesi, giderek artan sayıda turistlerin de bu bölgeye gitmesine olanak 

sağlamaktadır (McKenna 2004). 

Ekzojen olarak DMT, oral yoldan, intramuskuler veya intravenöz enjeksiyon ile, 

burundan çekilerek, tütsü halinde solunarak ya da sigara şeklinde içilerek vücuda 

alınabilir (Rodriguez 2007). DMT oral yoldan vücuda alındığında aktif değildir. Bunun 

sebebi, mitokondrilerde bulunan ve endojen biyojenik aminlerin oksidatif 

deaminasyonunu katalizleyen monoamin oksidaz enzimi A (MAO-A) tarafından 

DMT’nin priferal dokularda hızlı bir şekilde yıkılmasıdır (McKenna ve ark. 1984). Oral 

kullanımda DMT’nin aktif olması için, MAO inhibitörü (MAOI) ile birlikte 

kullanılması gerekmektedir. DMT içeren karışımlarda MAOI olarak etki gösteren beta-

karbolinler bulunmaktadır. Ayahuasca içeriğinde bulunan β-karbolinler MAO-A 

inhibitörüdür ve MAO-A enzimini inhibe ederek DMT’nin gastrointestinal kanalda ve 

karaciğerde yıkılmasını engellerler. Böylece DMT yıkıma uğramadan sistemik 

sirkülasyonda kalır ve santral sinir sistemine ulaşarak etkisini gösterir (McKenna ve ark. 

1984; Riba ve ark. 2003; McKenna 2004; Domínguez-Clavé ve ark. 2016; dos Santos 

ve ark. 2016). İlginç şekilde, DMT’nin kendisi de yüksek dozlarda MAO-A enzimini 

inhibe eder (Carbonaro ve Gatch 2016).  

Endojen bir bileşik olarak DMT insan kan, idrar ve serebrospinal sıvı gibi vücut 

sıvılarında tespit edilmiştir ancak metabolik olarak çok hızlı yıkıma uğradığı için, 

endojen DMT miktarını doğru olarak ölçebilmiş çalışmalar bulunmamaktadır 

(Fontanilla ve ark. 2009; Carbonaro ve Gatch 2016). DMT’nin az bir kısmı ana bileşik 

olarak idrarla atılır (Barker ve ark. 1981). DMT, esas olarak MAO enzimi tarafından 

metabolize edilir öte yandan DMT’nin peroksidazlar tarafından yıkılarak çeşitli 

metabolitlere dönüştürüldüğü ile ilgili de veriler bulunmaktadır. İnsan ve kemirgenlerle 

yapılan çalışmalardan elde edilen sonuçlara göre, DMT’nin yıkımı ile oluşan 

metabolitlerin hiçbiri DMT’ye benzer etkiler oluşturmamaktadır (Carbonaro ve Gatch 

2016). 

1970’lerde deney hayvanları üzerinde yapılan birçok çalışmada DMT’nin 

tolerans oluşturmadığı gösterilmiştir. Strassman ve ark. (1996) insanlar üzerinde yaptığı 

klinik çalışmalarda, DMT’nin halusinojenik etki ile ilgili olarak bir tolerans 

oluşturmadığını gözlemlemişlerdir. Bazı akut kardiyovasküler etkilerinin yanı sıra 
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DMT’nin bilinen bir organ toksisitesi yoktur ve literatürde DMT'nin uzun süreli 

kullanımının toksik etkileri hakkında bir rapor da bulunmamaktadır (Carbonaro ve 

Gatch 2016). Öte yandan, DMT’nin nöroprotektif etkili olduğuna dair bazı çalışmalar 

bulunmaktadır (Frecska 2008; Szabo ve ark. 2016). 

Bitki ve hayvanlar alemindeki yaygın varlığına ve hatta insanlarda endojen 

olarak bulunmasına rağmen, biyolojik önemi ile ilgili bilgilerin yetersiz olması ve güçlü 

halusinojenik etkisi nedeniyle DMT’nin bir nörotoksin olduğu ve medikal kullanımının 

kabul edilemeyeceği şeklinde bir görüş oluşmuştur ve bu nedenle DMT, 1970 yılında 

Amerika Birleşik Devletleri denetimli maddeler yasası ile birinci sınıf denetimli madde 

kapsamına alınmıştır (Jacob ve Presti 2005; Frecska ve ark. 2013). Ardından 1971’de 

Birleşmiş Milletler Psikotrop Maddeler Sözleşmesi ile de uluslararası olarak da birinci 

sınıf denetimli / yasaklı madde kapsamına alınmıştır. Amerikan hükümeti tarafından 

yasaklanmış kontrole tabi maddeler yüksek bağımlılık riski taşıyan, kabul edilmiş tıbbi 

kullanımı olmayan, tıbbi gözetim altında dahi kullanımı güvenli olmayan maddeler 

olarak tanımlanmıştır. Oysa DMT, organlar üzerinde toksisitesi bulunmayan, fizyolojik 

bağımlılığa ya da bağımlılık davranışlarına yol açmayan bir maddedir. Dolayısıyla 

molekülün bu kategoride sınıflandırılmasının aslında klinik ve bilimsel kanıtlara değil 

sosyo-politik nedenlere dayandırıldığı düşünülmektedir (Jacob ve Presti 2005; Frecska 

ve ark. 2013). Bu alanda çalışan araştırmacılara göre, “DMT’nin denetimli maddeler 

kapsamına alınması, DMT ile ilgili yapılacak bilimsel araştırmalara büyük ölçüde engel 

olmuştur ve halen de olmaktadır” (Strassman 1995; Frecska ve ark. 2013). Öte yandan, 

Ayahuasca ve yapımında kullanılan bitkilerin bazıları birinci sınıf kontrollü madde 

kapsamında olan DMT’yi içermesine rağmen ilginç olarak 1971 tarihli Psikotropik 

Maddeler Sözleşmesi kapsamında uluslararası olarak yasaklanmamıştır (McKenna 

2004). Bu nedenle günümüzde DMT araştırmaları, genellikle DMT içeren ayahuasca ve 

benzeri karışımların kullanılması ile yapılmaktadır (McKenna 2004). 

2.3.2. DMT’nin Endojen Sentezi 

DMT, esansiyel amino asit triptofandan sentezlenir. Şekil 2.14’te görüldüğü 

gibi, sentezin ilk basamağında triptofan amino asidi aromatik amino asit dekarboksilaz 

(AADC) enzimi aracılığı ile dekarboksile olarak triptamine çevrilir. Triptamin ise 

indoletilamin-N-metiltransferaz (INMT) enzimi tarafından transmetile edilir. INMT 

enzimi bu reaksiyonda S-adenozil metionini substrat olarak kullanır ve triptamine metil 
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grupları eklenmesini katalize eder. Metilasyon sonunda önce N-metiltriptamin ardından 

da iki metil grubunun eklenmesi ile DMT (Şekil 2.14) üretilir (Barker ve ark. 1981; 

Jacob ve Presti 2005; McKenna 2004; Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve Gatch 2016). 

 

 

Şekil 2-14: DMT molekülünün sentez basamakları. – McKenna (2004)’ten. 

 

Triptaminden DMT’yi sentezleyen INMT enzimi vücutta birçok dokuda yaygın 

olarak ifade edilir. INMT enzimi, vücutta başta akciğer olmak üzere, tiroid bezi ve 

adrenal bezde yüksek seviyelerde bulunur. INMT enzimi ayrıca, plasenta, iskelet kası, 

kalp kası, ince barsak, mide, retina, pankreas ve lenf nodlarında da orta seviyede 

üretilir. Ayrıca, INMT’nin omuriliğin ön boynuzunda yoğun olarak lokalize olduğu da 

bildirilmiştir (Mandell ve Morgan, 1971; Wyatt ve ark. 1973; Thompson ve 

Weinshilboum 1998; Thompson ve ark. 1999; Jacob ve Presti 2005; Mavlyutov ve ark. 

2012). INMT’nin periferal dokularda yoğun olarak bulunmasından dolayı DMT’nin 

temel fizyolojik fonksiyonunun periferik etkiler üzerinden gerçekleştiği varsayılmıştır 

(Karkkainen et al. 2005). Ancak daha sonraki çalışmalarda INMT’nin merkezi sinir 

sisteminde beyinde de bulunduğu ortaya konmuştur. İnsan beyninde en yüksek INMT 

aktivitesinin unkus, medulla, amigdala, frontal korteks (Mendell ve Morgan 1971), 

fronto-parietal ve temporal loblarda (Saavedra ve ark. 1973) olduğu bilinmektedir. Son 

olarak, INMT’nin pineal bezde de bulunduğu 2011 yılında Cozzi ve arkadaşları 

tarafından gösterilmiştir (Kaynak: Carbonaro ve Gatch 2016 p. 77). INMT'nin 
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dokulardaki bu geniş dağılımı, DMT için de geniş bir dağılım anlamına gelmektedir 

(Carbonaro ve Gatch 2016). Öte yandan, DMT’nin kan-beyin bariyerini bir aktif 

transport sistemi aracılığı ile geçebiliyor olması, periferik dokularda sentezlenen 

DMT’nin santral sinir sistemi fonksiyonlarını da etkileyebileceğini düşündürmektedir 

(Frecska ve ark. 2013). 

Yapılan çalışmalarda, DMT üretiminin, kemirgen beyninde ve adrenal bezinde 

stres koşulları altında arttığı gösterilmiştir (Christian ve ark. 1977; Frecska ve ark. 

2013). Ancak, DMT üretimini arttıran stres kaynaklı mekanizmanın, INMT 

aktivitesindeki artıştan mı yoksa DMT’nin yıkımındaki azalmadan mı kaynaklandığı 

henüz bilinmemektedir (Carbonaro ve Gatch 2016). 

INMT’nin enzimatik aktivitesi endojen inhibitörler tarafından yakından kontrol 

edilmektedir. DMT’nin yüksek konsantrasyonlarda INMT aktivitesini %90 inhibe eder 

(Lin ve ark. 1974; Marzullo ve ark. 1977). Ek olarak, INMT enzimini içeren dokular 

aynı zamanda DMT’yi katabolize eden enzimleri de içermektedir. İntraselüler olarak 

üretilen DMT’nin yalnızca çok küçük bir miktarı kana salınır ve periferik dokularda 

enzimler tarafından hızla yıkılır. Bu durum DMT’nin kanda ya da orijinal doku 

örneklerindeki miktarının doğru ve tutarlı bir şekilde tespit edilmesine izin 

vermemektedir (Karkkainen ve ark. 2005; Barker ve ark. 2012; Frecska ve ark. 2013; 

Carbonaro ve Gatch 2016). 

2.3.3. DMT’nin Merkezi Sinir Sistemine Taşınma ve Depolanma Mekanizması 

Yapılan çalışmalardan elde edilen bulgulara dayanarak, DMT’nin yüksek 

konsantrasyonlarda beyine ulaşıp nöronlara alınmasını ve depolanmasını açıklayan 3 

aşamalı bir süreç tanımlanmıştır (Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve Gatch 2016). İlk 

basamakta, DMT kan beyin bariyerini geçer ve aktif taşıma ile endoteliyal plazma 

membranından Mg+2 ve ATP bağımlı bir alım sistemi ile geçiş yapar (Cozzi ve ark. 

2009; Barker ve ark. 1982; Sitaram ve ark. 1987; Yanai ve ark. 1986). İkinci basamakta, 

DMT’nin nöronlara alımı gerçekleşir. DMT’nin nöronlara alımı, nöronal plazma 

membranındaki serotonin taşıyıcıları (SERT) aracılığı ile meydana gelir (Berge ve ark. 

1983; Whipple ve ark.1983; Nagai ve ark. 2007). Üçüncü ve son basamakta ise DMT, 

vesiküler monoamin taşıyıcısı 2 (VMAT2) ile sitoplazmadan sinaptik vesiküllerin içine 

aktarılır (Cozzi ve ark. 2009). 
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DMT’nin SERT ve VMAT2 aracılığı ile nöronlarda sinaptik vesiküllere 

alındıktan sonra depo edilerek saklandığı da gösterilmiştir (Nagai ve ark. 2007; Cozzi 

ve ark. 2009; Vitale ve ark. 2011). Beyinde nöronlara alınıp depolanma basamakları 

tamamlandıktan sonra, DMT 1 hafta süre ile daha sonra salınmak üzere nöronlarda depo 

edilebilmektedir (Vitale ve ark. 2011). DMT’nin beyine aktif yollarla alınması, onu 

kan-beyin bariyerini geçemeyen ve belli bir mesafeden merkezi sinir sistemine etki 

edemeyen diğer nörotransmiterlerden tamamen farklı kılmaktadır. (Jacob ve Presti 

2005; Frecska ve ark. 2013). Eser aminler (oktopamin, feniletilamin, tiramin, triptamin 

ve türevleri) organizmada genellikle düşük konsantrasyonda bulunurlar, ancak yıkım 

süreçlerinin inhibe edildiği (Su et al. 2009) ya da fizyolojik stresin olduğu özel 

koşullarda, belli bölgelerde yüksek miktarda depo edilirler (Frecska ve ark. 2013). 

DMT’de stres koşullarında beyindeki üretimi arttığı bilinen ve aktif yollarla taşınarak 

yüksek konsantrasyonda beyinde depo edilebilen bir bileşik olmasından dolayı eser 

amin olarak kabul edilmiştir (Wallach 2009; Frecska ve ark. 2013).  

DMT’nin merkezi sinir sistemine taşınarak ve nöronlara alınarak hücre içi sinyal 

iletim sistemlerini düzenleyebileceği ve merkezi sinir sistemi fonksiyonlarını 

etkileyebileceği öne sürülmektedir (Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve Gatch 2016). 

Frecska ve ark. (2013)’na göre, detayları verilen taşıma ve hücre içine alım 

mekanizmaları “DMT’nin beyinde birikimi ve depolanması için önemli bir fizyolojik 

çabanın ortaya konduğunu göstermekte ve DMT’nin hayati ya da yaşamsal bir 

fizyolojik önemi olduğu fikrini akla getirmektedir. Çünkü sadece aminoasitler ve glikoz 

gibi birkaç molekül dokularda aktif olarak taşınmaları ve depolanmaları açısından bu 

şekilde bir önceliğe sahiptir. Bu kapsamlı ve özel süreçlerin DMT molekülünün sadece 

halusinojenik veya psikedelik etkilerinin ortaya konması için gelişmiş olmayabileceğini 

düşündürmektedir”. 

2.3.4. DMT’nin Bilinen Klinik Fizyolojik Etkileri 

Strassman 1994 yılında sağlıklı gönüllüler üzerinde gerçekleştirdiği klinik 

araştırmalarda, intravenöz DMT uygulamasından sonra kişilerin bazı fizyolojik 

parametrelerini incelemiş ve raporlamıştır (Strassman ve ark. 1994a; 1994b). Elde 

edilen verilere göre, saf DMT, kan basıncı, kalp frekansı, rektal vücut sıcaklığı gibi 

parametrelerde artışa ve midriyazise yol açmaktadır. DMT’nin bu etkilerine karşı 

tolerans gelişip gelişmediğini araştırmak amacıyla araştırmaya katılan gönüllüler 
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üzerinde yapılan çalışmalarda, saf DMT’nin aralıklı olarak uygulanmasının kalp atım 

hızında azalmaya yol açtığı ancak kan basıncında düşüşün gerçekleşmediği gözlenmiştir 

(Strassman ve ark. 1996). Ayahuasca ile yapılan çalışmalarda da benzer şekilde 

sempatomimetik etkiler ve midriyazis rapor edilmiştir (Riba ve ark. 2003; dos Santos ve 

ark. 2011).  Bununla birlikte, saf DMT’nin intravenöz yolla uygulandığı çalışmalardaki 

belirgin kardiyovasküler etkilerin aksine, ayahuasca sistolik ve diyastolik kan 

basıncında sadece orta derecede artışlara yol açar ve kalp hızında değişikliğe neden 

olmaz (Domínguez-Clavé ve ark. 2016). Öte yandan, tekrarlayıcı doz şeklinde 

ayahuasca alımının sistolik basıncı ve kalp atım hızını düşürdüğü rapor edilmiştir (Dos 

Snatos ve ark. 2012). Ayahuasca gibi DMT içeren karışımların uzun süreli kullanımının 

sıçanlarda aort yapısını değiştirerek aort duvarının kalınlaşmasına neden olduğu da 

gösterilmiştir (Pitol ve ark. 2015). 

DMT ayrıca endokrin sistem üzerinde de etkilidir. DMT kanda endorfin, 

kortikotropin, kortizol, prolaktin ve büyüme hormonu değerlerinde de yükselişe neden 

olmaktadır. (Strassman ve ark. 1994a; 1994b; Jacob ve Presti 2005; Carbonaro ve Gatch 

2016). DMT, tekrar eden dozlar halinde uygulandığında ise kortikotropin, prolaktin ve 

kortizol hormonlarının yükselişine karşı tolerans geliştiği gözlemlenmiştir (Strassman 

ve ark. 1996). Benzer şekilde, insanlarda ayahuasca kullanımının da prolaktin ve 

kortizol seviylerini yükselttiği (Dos Santos ve ark. 2011; 2012), öte yandan tekrarlayan 

dozlarının ise büyüme hormou sekresyonunu azalttığı bildirilmiştir (Dos Santos ve ark. 

2012). 

DMT’nin immünmodülatör etkisinin olduğunu gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır. DMT ve türevlerinin, insan monosit kökenli dendritik hücrelerinde 

proenflamatuvar sitokinlerin üretimini inhibe ettiği, antienflamatuvar sitokin 

sekresyonunu arttırdığı ayrıca dendritik hücrelerin T hücre aktivasyonu etkisini inhibe 

ettiği gösterilmiştir (Szabo ve ark. 2014). Yüksek miktarda DMT içeren ayahuasca 

kullanımı insanlarda (1 mg/kg DMT), dolaşımdaki doğal öldürücü (NK) hücrelerin 

sayısını arttırır (Dos Santos ve ark. 2011). DMT uygulamasının ise NK hücreleri ve 

dendritik hücrelerden güçlü anti-kanser faktörler olan interferonların sekresyonunu 

arttırdığı bilinmektedir (Carbonaro ve Gatch 2016). Uzun süreli ayahuasca kullanımının 

kanserde iyileştirici bir rolü olduğu ve remisyonu sağladığı ile ilgili raporlar da 

bulunmaktadır (McKenna 2004). Tüm bu veriler değerlendirildiğinde DMT’nin immün 



 46 

regülasyonda ve karsinogenesis süreçlerinde rol oynayabileceği düşünülmektedir 

(Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve Gatch 2016). 

2.3.5. Endojen Halusinojen Madde Olarak DMT’nin Etkileri 

DMT ile ilgili olarak insanlar üzerinde yapılan ilk çalışmalarda öncelikle 

DMT’nin psikoaktif etkileri rapor edilmiştir. Kısa süre sonra sıçan ve insan beyninde 

DMT’nin varlığı gösterilmiş ve böylece DMT bir endojen halusinojen olarak 

tanımlanmıştır (Frecska ve ark. 2013). DMT’nin insanlarda bir endojen molekül 

olduğunun keşfedilmesinden sonra, aşırı miktarda endojen DMT üretiminin psikoz 

semptomlarına yol açabileceği, bu durumun şizofreni ile ilişkili olabileceği hatta 

DMT’nin bir şizotoksin olduğu öne sürülerek bu konuda psikiyatrik çalışmalar 

başlatılmıştır (Jacob ve Presti 2005; Carbonaro ve Gatch 2016). Ancak, DMT’nin 

şizofrenide rol oynadığına dair kesin kanıtlar elde edilememiştir (Carbonaro ve Gatch 

2016). Daha sonraki yıllarda ise, şizofreninin beyindeki dopaminerjik nöronlardaki aşırı 

aktiviteden kaynaklandığının gösterilmesi ile DMT’nin şizotoksin olduğu ile ilgili 

hipotezler gölgede kalmıştır. Öte yandan son çalışmalar DMT’nin bir nörotoksin 

olmadığını hatta nöroprotektif etkileri olduğunu göstermektedir. Ayrıca DMT’nin bir 

nörotransmiter ya da nöromodulatör olarak görev alabileceği de öne sürülmüştür. 

(Frecska ve ark. 2013; Szabo ve ark. 2016). Halen DMT’nin nöropsikiyatrik 

hastalıklarda ve psikotik semptomlarda rol oynayabileceği düşünülmektedir (Daumann 

ve ark. 2010; Warren ve ark. 2013; Frecska ve ark. 2013; Carbonaro ve Gatch 2016). 

DMT ile ilgili yapılan çalışmaların büyük kısmı onun psikoaktif özelliklerini anlamak 

üzerine yoğunlaşmıştır ancak bu endojen halusinojenin insanlarda fizyolojik 

süreçlerdeki rolü halen tam olarak bilinmemektedir (Frecska ve ark. 2013). 

DMT’nin halusinojenik etkilerinin serotonin/5-hidroksitriptamin (5-HT) 

reseptörü alt tipleri üzerinden gerçekleştiği düşünülmektedir (Frecska ve ark. 2013; 

Carbonaro ve Gatch 2016). DMT’nin başta 5-HT2A olmak üzere 5-HT2 ve 5-HT1 

reseptörü alt tiplerine özelliklede halusinojenik etki için önemli olduğu düşünülen 5-

HT1A ve 5-HT2C reseptörlerine agonist olarak bağlanabildiği bilinmektedir (Frecska 

ve ark. 2013). Genellikle DMT’nin halusinojenik etkilerinin serotonin reseptörü alt 

tipleri üzerinden gerçekleştiğine inanılsa da halusinojenik etki için tek başına yeterli 

olmadıkları düşünülmektedir (Su ve ark. 2009; Frecska ve ark. 2013). 
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Serotonin reseptörleri dışında DMT’nin, memeli merkezi ve periferik sinir 

sistemi dokularında bulunan, emosyonel davranışlarla ilgili beyin bölgeleri ile ilişkili 

olduğu bilinen ve birçok psikiyatrik durum ile olası bağlantıları gösterilen eser amin ile 

ilişkili reseptörler (TAARs) sistemine afinitesi olduğu bilinmektedir. TAARs 

reseptörlerinin keşfi ile psikozda eser aminlerin potansiyel rolüne olan ilgi 

yenilenmiştir. DMT’nin G proteini ile eşleşen reseptörler sınıfına ait olan TAARs 

reseptörleri ile etkileşimi keşfedildikten sonra, DMT’nin endojen anksiyolitik bir bileşik 

olabileceği de düşünülmüştür (Jacob ve Presti 2005; Su ve ark. 2009). Günümüzde bu 

fikir DMT ile ilgili merak uyandırmış ve DMT’nin halusinojenik etkileri sıkça 

araştırılmıştır (Carbonaro ve Gatch 2016). Ayrıca, DMT’nin TAARs reseptöründe 

aktivite göstermesi, beyinde sinaptozomal membranlar için çok yüksek bir afiniteye 

sahip olması ve aktif geri alım mekanizmaları ile taşınması onun bir nörotransmitter 

olarak işlev görebileceğini de düşündürmektedir (Wallach, 2009; Carbonaro ve Gatch 

2016). Ek olarak, insan TAAR1 reseptörü mRNA'sının midede orta derecede ve beyinde 

amigdalada daha düşük düzeylerde mevcut olduğu bulunmuştur. Sıçanlarda ise TAAR1 

reseptörü mRNA'sının beyinde, periferik organlarda ve gastrointestinal kanalda yaygın 

olarak bulunduğu gösterilmiştir. Bu veriler, DMT'nin hem beyinde hem de bağırsakta 

bir nörotransmitter olarak rol oynayabileceğini özellikle de duyusal algıda yer alan 

santral sinir sistemi bölgelerinde bir nörotransmitter olarak görev yapabileceğini akla 

getirmektedir (Wallach, 2009; Carbonaro ve Gatch 2016). 

Strassman’ın klinik araştırmasında (1994b) halusinojen değerlendirme ölçeği 

kullanılarak DMT’nin zihinsel durum üzerindeki sübjektif etkileri rapor edilmiştir.  

DMT intravenöz 0.2 ve 0.4 mg/kg'lık dozlarda, devam eden zihinsel deneyimlerin yerini 

alan ve ani başlangıçlı görsel halüsinasyonlara, bedensel ayrışma hissine ve duygu 

durumda aşırı değişimlere yol açar.  Ancak, psikedelik etkilere yol açan dozların çoğu 

endojen DMT aktivitesinin anlaşılması için çok yüksek olabilir. Bununla birlikte, 

Strassman ve ark. (1994b) çalışmalarında, düşük doz DMT’yi (0.05 mg / kg), fizyolojik 

parametrelerde ölçülebilir değişikliklere yol açmayan ancak bireylerin mental 

durumlarındaki değişikliklerin farkında olduğu doz olarak tespit etmiştir.  Ayrıca, düşük 

doz intravenöz DMT uygulamasının insan deneklerde sakin bir ruh haline yol açtığı da 

rapor edilmiştir (Strassman ve Qualls 1994; Strassman ve ark. 1994b). Yakın zamanda, 

Jacob ve Presti (2005), düşük dozda uygulanan DMT’nin rapor edilmiş bu subjektif 

etkilerine dayanarak, endojen DMT’nin anksiyolitik bir rol oynayabileceğini öne 
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sürmüşlerdir. Araştırıcılar, düşük dozlarda uygulanan DMT’nin, endojen DMT’nin 

konsantrasyonu ve biyolojik etkisine benzer bir etki oluşturacağını düşünmüşler ve 

TAAR reseptörleri üzerinden antianksiyolitik ve antipsikotik etkilere sahip olabileceğini 

öne sürmüşlerdir. Düşük dozlarda endojen DMT’nin anksiyolitik bir etki gösterirken, 

yüksek doz DMT seviyelerinin psikedelik ve halusinojenik etkiler göstererek bilinç 

durumunda ani değişimlere yol açabileceği de düşünülmektedir (Jacob ve Presti 2005).  

Buharlaştırılmış serbest baz şeklinde inhalasyon yoluyla ya da suda çözünmüş 

tuz formunda intravenöz enjeksiyon ile uygulanması durumunda DMT’nin etki süresi 

kısadır. Başlangıç deneyiminin ortaya çıkışı çok hızlıdır, çok kuvvetli bir etkiye sahiptir 

ve uygulamayı takiben 2 dakika içinde tam etki kaydedilmiştir (Gallimore ve Strassman 

2016). DMT’nin subjektif etkileri intravenöz uygulamasından (tipik doz 0,1-0,4 mg/kg) 

yaklaşık 5 dakika sonra en üst seviyeye ulaşır ve 30 dakika içinde sona erer (Strassman 

ve ark. 1996). DMT kas içi enjeksiyon yolu ile uygulandığında ise (rapor edilen doz 

0,2-1 mg/kg) etkileri 2-5 dakika içinde hızlı bir başlangıç gösterir, 30-60 dakika kadar 

sürebilir ve etkiler genellikle intravenöz veya inhalasyon yolu ile uygulanmasından 

daha düşük yoğunluktadır (Szára, 2007). İnhalasyon yolu ile alınan DMT’nin 

halusinojenik etkileri (tipik doz 40-50 mg/kg) ise intravenöz yolla uygulandığı durumda 

olduğu gibi hızlı ve ani başlangıçlı olmakla beraber etkisi daha kısa sürede sona erer 

(Carbonaro ve Gatch 2016). DMT'nin ayahuasca (0.6-0.85 mg/kg) (Riba ve ark., 2003) 

formülasyonu şeklinde kullanılması ile halüsinojenik etkileri genellikle 60 dakika içinde 

ortaya çıkar, 90 dakika içinde en üst seviyeye ulaşır ve yaşanılan deneyim yaklaşık 4 

saat sürebilir (Cakic ve ark. 2010). MAO inhibitörü kullanılmadan yaşanılan DMT 

deneyimleri yaklaşık 20 dk sürmektedir ki bu süre diğer triptamin türevi 

halusinojenlerle kıyaslandığında çok daha kısa sürelidir. DMT deneyimi tipik olarak 

çok renkli kaleodoskopik görüntülerin görülmesi ile uğultu ya da vızıltı şeklinde yüksek 

bir sesin işitilmesi ile başlar. Yeterli yüksek doza ulaşılmasıyla, liserjik asit dietilamid 

(LSD) ve psilosibin gibi bilinen halusinojen maddelerin aksine DMT, yalnızca algıda 

bozulmalara değil, tam bir duyusal halusinasyonun yaşanmasına yol açmaktadır ve bu 

özelliği ile çok farklı bir psikoaktif madde olarak tanımlanmaktadır. Dahası, DMT 

deneyimi yaşayanların ifadelerine göre; tam bir halüsinasyon üreten psikoaktif 

maddelerin içinde DMT, en canlı ve sıra dışı tecrübeyi sunmaktadır (Rodriguez 2007). 

Dolaylı kanıtlara ve DMT kullanıcılarının ifadelerine dayanarak bazı araştırmacılar, 

DMT'nin psikoz, rüyalar, yaratıcılık, hayal gücü, dini ya da ruhani olaylar, manevi 
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deneyimler ve ölüme yakın deneyim gibi değişen bilinç durumlarında rol oynadığına 

dair bir çok fikir ileri sürmüşlerdir (Callaway 1988; Strassman 2001 pp. 221-246; 

Carbonaro ve Gatch 2016). 

Ayahuasca, saf DMT'den daha çok çalışılmış ve daha kapsamlı araştırmalarda 

yer almıştır. Öte yandan, oral olarak aktif olabilmesi için ayahuasca hem DMT içeren 

bir bitkiyi hem de DMT’nin dolaşımda yıkılmasını engellemek için harmalin gibi bir 

beta-karbolin MAO inhibitörü içermek zorundadır (McKenna ve ark. 1984).  Beta 

karbolinlerin kendilerinin psikoaktif etkilere sahip olmaları ve diğer psikoaktif 

alkoloidlerin gücünü arttırabildikleri için ayahuascanın subjektif etkileri aynı dozdaki 

saf DMT’den farklıdır (Gallimore ve Strassman 2016). Ayahuasca kullananların büyük 

kısmi görsel deneyimler yaşarlar. Görüntüler genellikle hayallerindeki kişilerle 

karşılaştırılır, karmaşık sahnelerden oluşur, zaman zaman tanıdıkları yerleri ve insanları 

veya geçmiş olayları içerir. Tüm canlılıklarına rağmen, bu görüntüler gerçek 

halüsinasyonlardan farklıdır. Bireyler bu görüntülerin ayahuasca kaynaklı olduğunun 

farkındadır, genellikle gözlerin açık olduğu ve dikkatin dış dünyaya yönlendirildiği 

zaman bu görüntüler ortadan kaybolur (Riba ve ark. 2001; Domínguez-Clavé ve ark. 

2016). Ayahuasca ayrıca düşünce hızını arttırır ve yeni çağrışımları kolaylaştırır. 

Ayahuasca tarafından başlatılan iç gözlem durumu, kişisel sorunlar üzerinde düşünmeye 

yol açar. Ayahuasca deneyimi yaşayan kişiler bu deneyimin kişiye yeni bakış açıları 

kazandırdığını ve ayhuasca kaynaklı deneyimin psikoterapötik tedavilerle benzer 

şekilde sonuç verdiğini ifade etmektedir (Riba ve ark. 2001; Domínguez-Clavé ve ark. 

2016). Ayahuasca ve benzeri DMT içeren karışımlar çeşitli psikiyatrik bozukluklar için 

alternatif bir tedavi olarak önerilmiştir ve ayahuasca çoğunlukla iyi tolere edilmektedir 

(Carbonaro ve Gatch 2016). 1970’lerde yapılan ilk çalışmalarda, anksiyete ve agresyon 

modelinde DMT’nin deney hayvanlarındaki dövüşme yanıtını baskıladığı gösterilmiştir 

(Walters ve ark. 1978). Depresyon modeli oluşturularak deney hayvanları ile yapılan 

başka bir çalışmada, DMT’nin antidepresan etkilerinin olduğu gözlemlenmiştir (Pic-

Taylor ve ark. 2015).  Daha sonra insanlar üzerinde yapılan iki büyük ölçekli çalışmada, 

ayahuasca kullanımının depresif bozukluğu olan hastalarda anksiyeteyi azalttığı (Osorio 

ve ark. 2015), uzun süreli ayahuasca kullanıcılarında ise panik seviyesini düşürdüğü 

(Santos ve ark. 2007), antidepresan etki gösterdiği ve depresif semptomlarda iyileşme 

sağladığı bildirilmiştir (Santos ve ark. 2007; Osorio ve ark. 2015). Ayrıca, uzun süreli 

ayahuasca kullanıcılarının, ayahuasca kullanmayan şahıslara kıyasla daha az 
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psikopatoloji yaşadığı ve nöropsikolojik testlerde daha iyi performans gösterdiği (Bouso 

ve ark. 2012), madde bağımlılığı ile ilgili sorunları daha az yaşadığı ve psikiyatrik ya da 

psikososyal sorunlarla daha az karşılaştıkları da bilinmektedir (Fábregas ve ark. 2010). 

2.3.6. DMT ve Sig-1R 

2009 yılında DMT’nin bir endojen Sig-1R ligandı olduğu keşfedilmiştir 

(Fontanilla ve ark. 2009). Bu keşiften bu yana DMT’nin Sig-1R üzerinden 

gerçekleşebilecek olası fizyolojik etkileri hakkında birçok hipotez öne sürülmüştür 

(Frecska ve ark. 2013). Bu hipotezlere göre; sitozolik DMT, MAM’da lokalize olan Sig-

1R ile etkileşime girebilir ya da nöronlarda vesiküler olarak depo edilen DMT stres 

koşulları altında sinapslardan mikro molar konsantrasyonlarda salınabilir ve hücre 

membranındaki ya da komşu hücrelerin intraselüler lokalizasyondaki Sig-1R’leri ile 

etkileşime girebilir. DMT, Sig-1R ile etkileşime girdikten sonra agonist etki göstererek 

Sig-1R aracılığı ile nöroprotektif etki gösterebilir, nöronal plastisiteyi ve neurite 

oluşumunu uyarabilir. DMT’nin Sig-1R üzerinden başlattığı sinyal yollarının 

açıklanmasının, DMT molekülünün fizyolojik etkilerine ışık tutacağı düşünülmektedir 

(Frecska ve ark. 2013). 

Sig-1R spesifik ligandlar ile yapılan reseptöre bağlanma yarışma analizleri 

sonucunda, metillenmemiş işaretli aminlerin (triptamin, fenetilamin, tiramin) Sig-1R’ne 

zayıf olarak bağlandığı gösterilmiştir. Buna karşın, bu aminlerin N-metil ve N,N-

dimetillenmiş formlarının ise Sig-1R’ne çok daha sıkı bağlandığı ve yüksek afinite 

gösterdikleri belirlenmiştir (Fontanilla ve ark. 2009). Sıçan karaciğeri homojenatlarında 

triptamin, N-metil-triptamin ve DMT’nin Sig-R’ne bağlanma affinitelerinin araştırıldığı 

çalışmada, en yüksek affinitenin beklendiği gibi dimetillenmiş bileşik olan DMT’de 

gerçekleştiği, 10 µM dozdan başlayarak etkinin giderek arttığı ve DMT’nin  100 µM 

konsantrasyonda reseptöre bağlanma affinitesinin en yüksek olduğu (%100) tespit 

edilmiştir (Fontanilla ve ark. 2009). 

Sig-1R aktivasyonunun önemli biyolojik aktivitelerinden biri iyon kanallarını 

inhibe etmesidir ve bu inhibisyonu G proteinleri ya da protein kinazlar aracılığı ile değil 

direkt protein-protein etkileşimi ile gerçekleştirmektedir. Sig-1R’nün çeşitli tiplerde 

voltaj kapılı K+ kanallarını, sıçanlarda sempatik ve parasempatik nöronlarda N, L, P/Q 

ve R tipi Ca+2 kanallarını modüle ettiği bildirilmiştir. Sig-1R ligandlarının ayrıca insan 
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embriyonik böbrek hücrelerinde ve yeni doğan fare kardiyak miyositlerinde voltaj kapılı 

Na+ kanallarını inhibe ettiği de gösterilmiştir (Fontanilla ve ark. 2009). 

DMT’nin Sig-1R üzerinden gerçekleştirebileceği fizyolojik etkiyi araştırmak 

için DMT’nin voltaj kapılı iyon kanallarındaki Na+ akımı üzerine etkisi incelenmiş ve 

100 µM DMT uygulamasının insan embriyonik böbrek hücrelerinde ve yeni doğan fare 

kardiyak miyositlerinde voltaj kapılı Na+ kanallarını inhibe edebildiği yama kısacı 

kayıtları ile belirlenmiştir (Fontanilla ve ark. 2009). DMT’nin farelerde hipermobiliteyi 

Sig-1R üzerinden uyardığı ve Sig-1R ifade etmeyen farelerde ise bu etkisinin ortadan 

kalktığı da bildirilmiştir (Fontanilla ve ark. 2009). DMT’yi sentezleyen INMT enzimi 

ile Sig-1R arasında da bir ilişki tespit edilmiştir (Frecska ve ark. 2013). INMT ve Sig-

1R’nün spinal motor nöronların C terminalinde birlikte lokalize oldukları ve C 

terminallerinin, stresli koşullar altında, ön boynuz nöronlarının eksitabilitesini modüle 

ettiği gösterilmiştir (Mavlyutov ve ark. 2012). Bu bilgi, motor nöronlarda Sig-1R’nü 

aktive etmek için yeterli düzeyde endojen DMT’nin olabileceğini düşündürmektedir 

(Carbonaro ve Gatch 2016). 

DMT Sig-1R’ne düşük mikromolar konsantrasyonda (yaklaşık 14 µM) 

bağlanmaktadır ve agonist olarak etki etmektedir. Bu afinite değeri Sig-1R’ne 

nanomolar konsantrasyonlarda afiniteye sahip olan başka agonistler ile 

karşılaştırıldığında çok zayıf kalmaktadır (Fontanilla ve ark. 2009; Su ve ark. 2009). 

Bilinmektedir ki Sig-1R esas olarak ER'da bulunsa da Sig-1R agonistinin yüksek 

konsantrasyonları örneğin; afinite değerlerinin yaklaşık 10 kat yüksek değerleri ile 

uyarıldığında ER’dan ayrılarak plazma membranına transloke olmakta ve çeşitli iyon 

kanallarının aktivasyonunu regüle etmektedir. Bu, DMT'nin kanal inhibe edici 

konsantrasyonunun niçin afinite konsantrasyonundan yaklaşık 10 kat daha yüksek 

olduğunu (100 µM) açıklamaktadır (Fontanilla ve ark. 2009; Su ve ark. 2009). 

DMT'nin Sig-1R aracılığıyla gerçekleştirdiği olası etki için varsayılan moleküler 

mekanizma (Şekil 2.15) şu şekildedir: Diğer Sig-1R agonistleri gibi, DMT afinite 

konsantrasyonlarında (10-14 μM) uygulandığında, Sig-1R bağlı olduğu BiP 

kompleksinden ayrılarak ER’da etki gösterir. Daha yüksek konsantrasyonlarda yani 

afinite konsantrasyonunun yaklaşık on katı kadar (100 μM) uygulandığında Sig-1R 

ER’dan ayrılarak plazma membranına transloke olur ve burada çeşitli iyon kanalları, 

reseptörler ve kinazlarla etkileşime girer (Su ve ark. 2009). 
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Şekil 2-15: DMT’nin Sig-1R üzerinden gösterdiği düşünülen olası etki mekanizması. - Su 

ve ark. (2009)’dan. 

 

Sig-1R endojen ligandı ve agonisti olduğu düşünülürse DMT, nöroprotektif 

süreçler, nöronal plastisite, immün sistemin regülasyonu ve tümör proliferasyonu 

üzerinde önemli rol oynayabilir (Frecska ve ark. 2013). DMT’nin, Sig-1R ile etkileşime 

girdikten sonra Sig-1R üzerinden hücrede sitozolik Ca+2 akışını, 

antiapopototik/proapoptotik ve antioksidan genlerin ekspresyonlarını düzenleyebileceği 

ve bu yollar üzerinden stresli ya da patolojik koşullarda hücreler üzerinde koruyucu bir 

etki gösterebileceği düşünülmektedir (Frecska ve ark. 2013). Szabo ve arkadaşlarının 

(2016) yaptığı çalışma bu fikri destekler niteliktedir. Çalışmada, DMT’nin insan 

pluripotent kök hücrelerinden farklılaştırılmış kortikal nöronlarda ayrıca dendritik 

hücrelerde ve makrofajlarda hipoksik strese karşı koruyucu etki gösterdiği ve hücrelerde 

canlılığı arttırdığı gösterilmiştir. 
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Sig-1R reseptörleri sadece periferik ve merkezi sinir sisteminde değil aynı 

zamanda bazı immün sistem hücrelerinde de eksprese edilmektedir (Gekker ve ark. 

2006). Ayrıca Sig-1R reseptörlerinin bazı kanser dokularında da ifade edildiği ve Sig-

1R agonistlerinin enflamatuvar yanıtı düzenlediği de bilinmektedir. Bu açıdan bakılırsa, 

DMT’nin Sig-1R üzerinden immün sistemi düzenleyici etkiler gösterebileceği 

düşünülmektedir (Frecska ve ark. 2013). Son yıllarda yapılmış bir çalışmada, DMT’nin 

Sig-1R üzerinden insan monosit kökenli dendritik hücrelerinde enflamatuvar sitokin 

üretimini ve salınımını azalttığı, antienflamatuvar sitokin üretimini ve sekresyonunu 

arttırdığı ve T lenfosit aktivasyonunu inhibe ettiği böylece enflamasyonu anlamlı 

şekilde azalttığı da gösterilmiştir (Szabo ve ark. 2014). 

DMT’nin, beynin sağ kalımını uzatmaya yardımcı olduğu speküle edilmiştir. 

Kardiyopulmoner arestin yaşandığı durumlarda, akciğerlerin büyük miktarda DMT 

sentezleyebileceği ve DMT'nin saniyeler içinde arteriyel kan içine bırakılabileceği 

düşünülmektedir (Frecska ve ark. 2013). DMT bir kez kan dolaşımına geçiş yaptığında, 

dolaşımda yıkılmadan beyine ulaşabilir. Aktif taşıma mekanizmaları ile kan beyin 

bariyerini geçen DMT’nin, kalbin son sistolik kontraksiyonunu yaptığı esnada beyine 

ulaşarak beynin daha uzun süre canlı kalmasını sağlayabileceği ileri sürülmektedir 

(Frecska ve ark. 2013). Ekzojen DMT’nin oluşturduğu psikedelik etkiler, klinik ölüm ve 

ölüme yakın deneyimlerinden sonra rapor edilen subjektif deneyimlere oldukça 

benzemektedir. Bu nedenle, DMT'nin büyük olasılıkla klinik ölüm sürecine katıldığı 

düşünülmektedir (Strassman, 2001 pp. 220-221).  

DMT’nin perinatal gelişimde de rol oynayabileceği düşünülmektedir. INMT 

seviyesi plasentada yetişkinlerden daha yüksektir. Bu farkın fetal akciğerlerin aktivitesi 

tarafından oluşturulduğuna dair spekülasyonlarda bulunulmuştur. INMT aktivitesinin 

tavşan akciğerinde fetüslerde daha yüksek olduğu, doğumdan sonra hemen hızla ani bir 

şekilde arttığı ve 15 günlük iken en yüksek seviyeye ulaştığı gösterilmiştir (Lin ve ark. 

1974). Eğer INMT seviyesindeki yükselişle birlikte DMT üretimi de artıyorsa, DMT 

Sig-1R üzerinden yeni doğanlarda görülen nöronal plastisiteyi uyarabilir (Carbonaro ve 

Gatch 2016). Selektif Sig-1R agonistlerinin eksitotoksik perinatal beyin hasarına ve 

neonatal striatumda iskemik nörodejenerasyona karşı nöroprotektif etki gösterdiği 

bilinmektedir (Yang ve ark. 2010; Griesmaier ve ark. 2012; Frecska ve ark. 2013). 

 



 54 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma için T.C. İstanbul Medipol Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’ndan onay alındı (Etik kurul tarihi-karar no: 20/04/2016-39).  Tüm deneysel 

protokoller T.C. İstanbul Medipol Üniversitesi, Rejeneratif ve Restoratif Tıp 

Araştırmaları Merkezi (REMER) bünyesindeki araştırma laboratuvarlarında 

gerçekleştirildi. 

3.1. Deney Hayvanları 

Bu tez çalışmasında, T.C. İstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi Araştırma 

Merkezi (MEDİTAM) bünyesindeki Deney Hayvanları Birimi’nden temin edilen 

sağlıklı, her iki cinsiyetten 20 adet yeni doğan (Postnatal 0 ve 1) Balb-C fare 

kullanılmıştır. Bu merkezde 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık uygulanmış, farelerin 

standart kafeslerde barındırılmasına, ortamın iyi havalandırılmasına ve temizliğine 

dikkat edildi. Farelere su ve yem (standart laboratuvar yemi) ad libitum olarak sağlandı 

ve yeni doğan fareler deney başlangıcında teslim alınana kadar anne fareler ile birlikte 

tutuldu. Deney protokolü öncesinde yeni doğan fareler etik kurallara uygun olarak önce 

%4 izofluoran inhalasyonu ile genel anestezi altına alındı ve ardından dekapitasyon ile 

sakrifiye edildi. 

3.2. Deney Grupları 

Çalışmada, DMT molekülünün merkezi sinir sistemi nöronlarında aksonal ve 

dendritik yapıların (neurite) oluşumu ve nöronal canlılık üzerindeki etkileri incelendi ve 

bu doğrultuda çalışma neurite deneyleri ve canlılık deneyleri olarak iki bölüme ayrıldı. 

Canlılık ve neurite oluşumu deneyleri için DMT, yüksek ve düşük doz olmak 

üzere (10 µM ve 100 µM) literatürde etkinliği belirlenmiş olan iki dozda uygulandı 

(Fontanilla ve ark. 2009; Szabo ve ark. 2014; Szabo ve ark. 2016). Endojen Sig-1R 

ligandı olan DMT’nin etkilerinin kıyaslanacağı sentetik selektif Sig-1R agonisti 

SA4503 ise (Tocris Bioscience, katalog no: 4951) neurite deneylerinde 10 µM dozda, 

H2O2 toksisite modelinin kullanıldığı canlılık deneylerinde ise 10 µM ve 100 µM 

dozlarda kullanıldı (Nishimura ve ark. 2008; Tuerxun ve ark. 2010; Li ve ark. 2017). 

Sig-1R selektif antagonisti NE100 (Tocris Bioscience, katalog no: 3133) tüm 

deneylerde 10 µM dozda kullanıldı (Senda ve ark. 1998; Nishimura ve ark. 2008). IP3R 
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antagonisti Xestespongin C (Tocris Bioscience, katalog no: 1280) ise 1 µM dozda 

uygulandı (Nishimura ve ark. 2008; Ishima ve Hashimoto 2012).  

Neurite deneyleri için yeni doğan farelerden hipokampal nöronlar izole 

edildikten sonra her bir deney grubuna neurite oluşumu üzerindeki etkileri test edilecek 

maddeler eklendi ve petriler inkübatöre (37ºC, %5 CO2) kaldırılarak deney sonuna 

kadar inkübasyona bırakıldı.  Sig-1R antagonisti NE100 ve IP3R antagonisti 

Xestespongin C, antagonistik etkilerinin ortaya çıkması için DMT ve SA4503 

uygulamasından önce kültür ortamına eklendi.  

Neurite deneyleri için deney grupları şu şekilde oluşturuldu: 

1. Kontrol 

2. DMT 10 µM 

3. DMT 10 µM-NE100 

4. DMT 10 µM-Xest.C 

4. DMT 100 µM 

5. DMT 100 µM-NE100 

6. DMT 100 µM-Xest.C 

8. SA4503 

9. SA4503-NE100 

10. SA4503-Xest.C 

Canlılık deneyleri için insan nöroblastoma hücre hattı (SHSY-5Y) kullanıldı. 

Nöroblastoma hücrelerine kültür ortamında nöroprotektif etkilerinin gözlemlenmesi için 

önce DMT ve SA4503 uygulaması yapıldı ardından hücrelerde hidrojen peroksit (H2O2) 

hasarı oluşturuldu. Sig-1R antagonisti NE100 ise antagonistik etkisinin ortaya çıkması 

için, DMT ve SA4503’ten önce kültür ortamına eklendi.  

Canlılık deneyleri için deney grupları şu şekilde oluşturuldu: 

1. Kontrol (H2O2 toksisitesi uygulanmamış sağlıklı hücreler) 

2. H2O2 (H2O2 toksisitesi uygulanmış hücreler) 

3. DMT 10 µM 

4. DMT 100 µM 

5. DMT 10 µM-NE100 

6. DMT 100 µM-NE100 
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7. SA4503 10 µM 

8. SA4503 10 µM-NE100 

9. SA4503 100 µM 

10. SA4503 100 µM-NE100 

3.3. DMT Molekülünün Sentez Protokolü 

DMT molekülünün sentezi, kimyasal yapısının tayini ve saflık analizi, T.C. 

İstanbul Medipol Üniversitesi REMER laboratuvarlarında gerçekleştirildi. Organik bir 

bileşik olan DMT’nin kimyasal yapısının tayini ve ürünün saflık analizi nükleer 

manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi ve ultra performans sıvı kromatografisi kütle 

spektrometresi (UPLC-MS) metodları ile yapıldı. NMR spektroskopisi için Xevo TQ-S 

sistemi, UPLC-MS için Acquity UPLC I-Class sistemi kullanıldı.  

DMT molekülünün sentez protokolü şu şekilde gerçekleştirildi; Triptaminin (1 

g, 6,24 mmol/l, 1eq) 30 ml tetrahidrofurandaki çözeltisine sodyum triasetoksi borhidrür 

(5,29 g, 24,96 mmol, 4eq) ilave edildi ve oda sıcaklığında karıştırıldı. Sodyum 

triasetoksi borhidrürün bir kısmı çözündükten sonra, reaksiyon karışımına 

paraformaldehit (2,5 ml, 2,53 g, 31,2 mmol) eklendi. İnce tabaka kromatografisi 

yöntemi ile ürün oluşumu gözlendi.  Reaksiyon karışımı diklorometan (%80-100) : 

metanol (%0-20) çözücü karışımında kolon kromatografisi kullanılarak saflaştırıldı. 

Beyaz katı, verim: %89. 500 mg DMT 10 ml asetonda ve 200 mg fumarik asit 50 ml 

asetonda ayrı ayrı kaplarda çözüldükten sonra fumarik asit çözeltisi, DMT çözeltisinin 

içine damla damla eklendi. Oluşan DMT, fumarat asetonda çözülmediği için beyaz katı 

halinde çöktü ve çöken ürün filtre edilerek ayrıldı.  

NMR spektroskopisi için DMT dimetil sülfoksit (DMSO) ile çözüldü. UPLC-

MS için DMT metanolde çözüldü ve mobil fazlar %1‘lik formik asit içerecek şekilde su 

ve asetonitrilli olarak hazırlandı. 

3.4. Yeni Doğan Fare Primer Hipokampal Nöron Kültürü Protokolü 

Hipokampal nöronların izolasyonu ve kültürü için postnatal 0 (Farelerin 

doğduğu gün) ve postnatal 1. gündeki yeni doğan farelerden disekte edilen hipokampus 

dokuları kullanıldı. Yeni doğan fare primer hipokampal nöron kültürü, daha önce 

literatürde tanımlanmış olan metodlarda bazı değişiklikler yapılarak yeniden oluşturuldu 
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ve detayları aşağıda verilen protokol uygulandı (Brewer 1997; Berbari ve ark. 2007; 

Narita ve ark. 2011; Beaudoin ve ark. 2012; Xu ve ark. 2015). 

3.4.1. Yeni Doğan Fare Hipokampus Diseksiyonu 

%4 izofluoran (Isoflurane USP, Adeka İlaç San. ve Tic. A.Ş.)  inhalasyonu ile 

genel anestezi altına alınan yeni doğan fareler dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Yeni 

doğan farenin kafası, dekapitasyon sonrası kontaminasyon riskine karşı %70’lik etanol 

ile dezenfekte edildi ve -20ºC’de soğutulmuş, 2 mM Glutamax (Thermo Fisher 

Scientific, katalog no: 35050061), 100 U/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin ve 250 

ng/ml amfoterisin (Sigma Aldrich, katalog no: A5955) ilave edilen Hibernate A 

medium (Thermo Fisher Scientific, katalog no: A1247501) içine hızlıca transfer edildi. 

Hipokampus diseksiyonu, mikrocerrahide kullanılan stereomikroskop altında yapıldı. 

Diseksiyonun yapılacağı bölgede kafatası üzerindeki deri üzerine median hatta bir 

insizyon yapıldı, deri iki yana doğru açılarak uzaklaştırıldı. Ardından kafatası yine orta 

hattan kesildi ve iki yana doğru açılarak beyin dikkatlice çıkarıldı ve yine -20ºC’de 

soğutulmuş, 2 mM Glutamax, 100 U/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin, 250 ng/ml 

amfoterisinli Hibernate A medium içeren yeni bir petriye aktarıldı. Beyine bulbus 

olfactorius bölgesinden enine bir kesi yapılarak bu kısım ayrıldı. Ardından hemisferlerin 

serebellum ile olan bağlantısı kesildi ve sagital bir insizyonla hemisferler birbirinden 

ayrıldı. Korteks tabakası alta gelecek şekilde hemisferler besi yeri içinde ters çevrildi ve 

meningeal doku ince uçlu forseps yardımıyla dikkatlice temizlendi. Bu işlem sonunda 

her iki temporal bölgeden hipokampuslar dokuya hasar vermemeye özen gösterilerek 

dikkatlice ayrıldı. 

3.4.2. Hücre Kültürü Petrilerinin Hazırlanması 

Hücrelerin ekileceği 35 mm çaplı cam tabanlı petriler hücre kültürü 

protokolünden önce %10’luk poly-D-lysin (Sigma Aldrich, katalog no: P6407) ile 

kaplandı. Bunun için petrilere, hücrelerin ekileceği cam taban kısmını kaplayacak kadar 

poly-D-lysin çözeltisi eklendi ve 2 saat boyunca oda sıcaklığında bekletildi. 2 saat 

sonunda petriler 3’er kez steril distile su ile yıkandı ve ardından hücre ekimine kadar 

oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. 
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3.4.3. Hipokampus Dokusundan Hücre İzolasyonu ve Nöron Kültürü Protokolü 

Dokunun diseksiyonundan sonra hücre kültürü protokolü boyunca besi yeri 

olarak Leibovitz’s medium (L15) (Sigma Aldrich, katalog no: L5520) kullanıldı. 

Çıkarılan hipokampus dokusu küçük parçalara bölündükten sonra doku parçaları 2 mM 

Glutamax, 100 U/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin, 250 ng/ml amfoterisin ve %2 

B27 (Thermo Fisher Scientific, katalog no: 17504044) ilave edilen L15 medium (L15-

B27) bulunan yeni bir tüpe aktarıldı ve bu tüpe 6 U/ml papain enzimi (Sigma Aldrich, 

katalog no: P4762) ve 50 μg/mL DNase enzimi (Sigma Aldrich, katalog no: D4513) 

eklenerek hücreler 45 dakika boyunca +4ᵒC’de enzimatik inkübasyona bırakıldı. 

Enzimle inkübasyon sonunda doku, önce 1 ml’lik sonra 100 µl’lik pipet uçları ve son 

olarak da dikkatlice ucu ateşten geçirilerek yumuşatılan pasteur pipeti ile pipetaj 

yapılarak mekanik olarak parçalandı. Doku homojenatı 800 RPM’de +4ᵒC’de 3 dk 

sanrifüj edildikten sonra üst sıvı atıldı ve hücreler 50 μg/mL DNase enzimi içeren L15-

B27 mediumu içinde oda ısısında 10 dk daha inkübe edildi. İnkübasyon sonunda tekrar 

800 RPM’de +4ᵒC’de 3 dk sanrifüj edildi ve üst sıvı uzaklaştırıldı. Kalan enzimatik 

aktiviteyi tamamen durdurmak için hücrelerin üzerine %10 fetal sığır serumu (FBS) 

(Thermo Fisher Scientific, katalog no: 10500064) içeren L15-B27 medium ilave edildi 

ve 10 dk oda ısısında inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun ardından hücreler son olarak 

800 RPM’de +4ᵒC’de 3 dk sanrifüj edildi. Santrifüj sonunda üst sıvı uzaklaştırıldı ve 

hücrelerin hücre kültürü petrilerine ekilmesi aşamasına geçildi. Bu aşamada besi yeri 

olarak Neurobasal A medium (NBA) (Thermo Fisher Scientific, katalog no: 10888022) 

kullanıldı. İzole edilen hücrelerin üzerine 2 mM Glutamax, 100 U/ml penisilin, 100 

µg/ml streptomisin, 250 ng/ml amfoterisin içeren %2 B27 ilaveli NBA medium (NBA-

B27) ilave edildi. Hücre süspansiyonundan örnek alınarak hemositometre ile invert 

mikroskop (AxioZoom invert mikroskop, Zeiss) altında hücre sayımı yapıldı. Hücreler, 

aksonal ve dendritik oluşumların inceleneceği neurite deneyleri için petri başına 25x103 

hücre olacak şekilde, western blot çalışması için ise 6 kuyulu hücre kültürü plakalarının 

her bir kuyusuna 25x104 hücre olacak şekilde önceden %10’luk Poly-D-lysin ile 

kaplanmış olan 35 mm çaplı cam tabanlı hücre kültürü petrilerine ekildi.  

Hücreler petrilere ekildikten sonra petri tabanına yapışmaları için 1 saat boyunca 

inkübatörde (37ºC, %5 CO2) tutuldu ve inkübasyon sonunda hücrelerin durumu invert 

mikroskopta incelenerek hücrelerin petri tabanına tutunup tutunmadığı kontrol edildi. 1 

saat sonunda petri tabanına tutunduğu tespit edilen hücreler, aksonal ve dendritik 
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uzantıların inceleneceği neurite deneyleri için 20 saat (37ºC, %5 CO2) inkübasyona 

bırakıldı.  Petri tabanına tutunan hücreler ekimden 1 saat sonra ve inkübasyon sonunda 

invert mikroskop ile (AxioZoom invert mikroskop, Zeiss) görüntülenerek morfolojileri 

takip edildi. 

3.5. İnsan Nöroblastoma Hücre Hattı (SHSY-5Y) Kültür Protokolü 

SHSY-5Y hücreleri American Type Culture Collection (ATCC)’den temin 

edildi. Hücrelerin kültüründe besi yeri olarak %10 FBS (Biosera, katalog no: FB-

1001H) ve 100 U/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin (Biosera, katalog no: XC-

A4122) ilaveli Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM) (Biosera, katalog no: 

LM-D1110) kullanıldı ve hücreler ekimden sonra deneyler için 24 saat hücre kültürü 

inkübatöründe (37ºC, %5 CO2) tutuldu (Tang ve ark. 2005; Xiao ve ark. 2013).  

Dondurucuda -80 ºC’de saklanan hücre stoğu, 37 ºC’lik su banyosunda çözdürüldü. 

Çözdürülen hücreler hızlıca %10 FBS ve 100 U/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin 

ilaveli DMEM (tamamlanmış DMEM) besi yeri içerisine alınarak 1500 RPM’de +4 

ºC’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası besi yeri üst sıvısı atıldıktan sonra hücre 

pelleti 15 ml tamamlanmış besi yeri içerisinde çözdürüldü ve 75 cm2 yüzey alanına 

sahip kültür şişesine konularak hücre kültürü inkübatörüne (37ºC, %5 CO2) kaldırıldı. 

Kültür şişesinde tek katmanlı olacak şekilde büyütülen hücreler, invert mikroskopta 

takip edildi ve yoğunlukları tüm kültür yüzey alanının %85’ini kapladığında pasaj 

yapıldı.  

Pasaj protokolü için ilk olarak eski besi yeri ortamdan uzaklaştırıldı. Kültür 

şişesi, 5 ml magnezyum ve kalsiyum içermeyen steril fosfat tampon çözeltisi (PBS) ile 

yıkandı ve PBS ortamdan uzaklaştırıldı. Kültür şişesine 3 ml Tripsin-

etilendiamintetraasetik asit (EDTA) solüsyonu (Gibco, katalog no: 25200056) eklenerek 

3 dk hücre kültürü inkübatörüne (37ºC, %5 CO2)  kaldırıldı. İnkübasyon sonunda invert 

mikroskopta bakılarak yüzeyden kalktığı gözlemlenen hücrelerin üzerine 5 ml 

tamamlanmış DMEM besi yeri eklenerek hücrelerin birbirinden ayrışması için 

pipetleme yapıldı. Elde edilen hücre süspansiyonu 15 ml’lik santrifüj tüpüne aktarılarak 

1500 RPM’de +4 ºC’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonunda üst sıvı çekilerek atıldı. 

Santrifüj tüpü içerisindeki hücre pelleti üzerine 10 ml tamamlanmış DMEM besi yeri 

eklenerek pipetleme ile hücrelerin homojen olarak dağılması sağlandı. Hücre 

süspansiyonundan örnek alınarak hemositometre ile invert mikroskop altında hücre 
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sayımı yapıldı. Hücreler canlılık deneyleri için 96 kuyulu düz tabanlı hücre kültürü 

mikro plakalarının her bir kuyusuna 10x103 hücre, western blot çalışması için ise 6 

kuyulu hücre kültürü plakalarının her bir kuyusuna 25x104 hücre olacak şekilde ekildi. 

Hücreler ekildikten sonra inkübatöre (37ºC, %5 CO2) kaldırıldı ve deney başlangıcına 

kadar 24 saat fizyolojik inkübasyonda tutuldu. 

3.6. İmmünositokimya Protokolü ve Konfokal Mikroskopi Görüntülemeleri 

Çalışmada yeni doğan fare hipokampal nöron kültüründe, neurite yapılarının 

incelenmesi, nöron glia ayrımının yapılması ve Sig1-R’nün varlığının mikroskobik 

yöntemle gösterilmesi amacıyla hücrelere immünositokimya protokolü uygulandı ve 

indirekt immünofloresan işaretleme metodu kullanıldı.  

Görüntülemeler konfokal mikroskopta (LSM 780 NLO konfokal mikroskop, 

Zeiss) 20X ve 40X objektifler ile gerçekleştirildi. İmmünositokimya protokolü bazı 

modifikasyonlar yapılarak değiştirildi ve aşağıda detayları verilen metod ile 

gerçekleştirildi (Tuerxun ve ark. 2010; Enünlü ve ark. 2011; Kimura ve ark. 2013; Li ve 

ark. 2017). 

3.6.1. Fiksasyon 

Cam tabanlı petrilere ekilmiş olan hücreler besi yeri uzaklaştırıldıktan sonra 

PBS (Thermo Fisher Scientific, katalog no: 10010023) ile yıkandı ve ardından %4’ lük 

paraformaldehid (Sigma Aldrich, katalog no: 158127) ile 20 dk oda sıcaklığında fikse 

edildi. Fiksasyon sonunda 1X PBS ile 3 kez yıkama yapıldı ve hücrelerin 

permeabilizasyonuna geçildi.  

3.6.2. Permeabilizasyon ve Bloklama 

Permeabilizasyon için hücreler PBS’te hazırlanmış %0,3’lük Triton X-100 

(Sigma Aldrich, katalog no: T8787) ile 20 dk oda sıcaklığında muamele edildi ve işlem 

sonunda yine 1X PBS ile 3 kez yıkama yapıldı. Yıkama işlemi ardından bloklama 

aşamasına geçildi, bu aşamada %10 serum içeren PBS ile petriler 2 saat oda 

sıcaklığında bloklandı. Bloklamada spesifik olmayan antikor bağlanmalarının 

önlenmesi için, kullandığımız sekonder antikorların üretildiği hayvana uygun olan keçi 

serumu (Thermo Fisher Scientific, katalog no: 16210064) kullanılmıştır. 
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3.6.3. Primer Antikor Uygulaması 

Bloklama sonunda blok solusyonu petrilerden uzaklaştırılarak PBS ile uygun 

konsantrasyonda dilüe edilmiş olan primer antikorlar petrilere eklendi. Sig-1R primer 

antikoru (Tavşan poliklonal) (Santa Cruz Biotechnology, katalog no: sc-20935) 1:100, 

beta tubulin III primer antikoru (Fare monoklonal) (Abcam, katalog no: ab7751) 1:500, 

glial fibriler asidik protein (GFAP) primer antikoru (Tavşan poliklonal) (Abcam, 

katalog no: ab7260) ise 1:2500 oranlarında dilüe edilerek kullanıldı. Primer antikorların 

eklenmesinin ardından petriler bir gece +4ºC’de nemli ortamda inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyonun sonunda, petriler 3’er kez 1X PBS ile yıkandı. 

3.6.4. Sekonder Antikor Uygulaması 

Primer antikor uygulamasının ardından petrilere PBS ile uygun konsantrasyonda 

dilüe edilmiş olan sekonder antikorlar eklendi. Alexa Fluor® 488 (Keçi anti-fare) 

(Abcam, katalog no: ab150113) ve Alexa Fluor® 594 (Keçi anti-tavşan) (Abcam, 

katalog no: ab150080) sekonder antikorlar 1:500 oranında dilüe edilerek uygulandı. 

Sekonder antikor eklenen petriler oda sıcaklığında ve karanlık ortamda 1 saat 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda sekonder antikorlar petrilerden 

uzaklaştırıldı ve petriler her biri 5 dk sürecek şekilde toplam 3 kez 1X PBS ile yıkandı. 

Son yıkamadan sonra petrilerdeki PBS çekildi ve yerine 1 ml PBS konuldu.  

Hücre nukleuslarının işaretlenmesi için ise görüntülemelerden önce her petriye 

DAPI (Sigma Aldrich, katalog no: D9542) çekirdek boyası ilave edildi ve 10 dk 

karanlıkta oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra görüntülemelere geçildi. 

3.6.5. Yeni Doğan Fare Hipokampal Nöron Kültüründe Nöron ve Glia Ayrımının 

Konfokal Mikroskopi ile Gösterilmesi 

Hipokampal nöronlara kültürün 20. saatinde immünositokimya protokolü 

uygulandı, indirekt immünofloresan işaretleme ardından konfokal mikroskopi ile 

örneklerin görüntülemeleri 20X ve 40X objektifler ile gerçekleştirildi.  

Hücre kültüründeki nöronlar, nöronal hücre iskeletine spesifik beta III tubulin 

primer antikoru ile, glial hücreler ise yine bu hücrelerin hücre iskeletine spesifik GFAP 

primer antikoru ile işaretlendi ve petrilerden toplamda en az 100 hücre olacak şekilde 

rastgele seçilen 10 farklı alan 20X objektifle görüntülenerek analiz edildi ardından 

sayım yapılarak nöron ve glia yüzdeleri hesaplandı. 
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3.6.6. Yeni Doğan Fare Hipokampal Nöronlarında Sig-1R Varlığının Konfokal 

Mikroskopi ile Gösterilmesi 

Yenidoğan fare hipokampal nöron kültüründe, nöronlarda Sig-1R’nün varlığı ve 

hücrelerdeki lokalizasyonu indirekt immünofloresan metod ile tayin edildi.  

Hipokampal kültür yapıldıktan 20 saat sonra hücrelere immünositokimya 

protokolü uygulanarak nöronlar nöronal hücre iskeletine spesifik beta III tubulin primer 

antikoru ve Sig-1R primer antikoru ile işaretlendi. Ardından konfokal mikroskopta 40X 

objektif ile görüntüleme yapıldı, böylece hipokampal nöronlarda Sig-1R varlığı 

mikroskobik yöntemle gösterildi. 

3.7. Yeni Doğan Fare Hipokampal Nöronlarında ve İnsan Nöroblastoma 

Hücrelerinde Sig-1R Varlığının Western Blot Tekniği ile Gösterilmesi 

Yeni doğan fare hipokampal nöronlarında ve SH-SY5Y insan nöroblastoma 

hücrelerinde Sig-1R’nün varlığı western blot tekniği ile gösterildi. Western blot 

çalışması için hücreler, 6 kuyulu hücre kültürü plakasının her bir kuyusuna 25x104 

hücre olacak şekilde ekildi ve 24 saat inkübasyonda (37ºC, %5 CO2) bırakıldı. 

İnkübasyon sonunda hücrelerden protein izolasyonu yapılarak western blot protokolüne 

geçildi.  Bu amaçla literatürde belirtilen metod (Yamac ve ark. 2016) üzerinde bazı 

modifikasyonlar yapılarak aşağıda detayları verilen protokol uygulandı. 

3.7.1. Protein İzolasyonu 

Deney sonunda, kontrol ve deney gruplarının besi yeri üst sıvıları çekilerek 

uzaklaştırıldı ve hücreler +4 ºC’de önceden soğutulmuş kalsiyum ve magnezyum 

içermeyen 1X PBS ile yıkandı. Yıkamanın ardından, önceden soğutulmuş kalsiyum ve 

magnezyum eklentisi olmayan 1 ml 1X PBS ile pipetaj yapılarak hücrelerin 6 kuyulu 

hücre kültürü plakası kuyusunun tabanından kalkması sağlandı. Kalkan hücreler, hızlıca 

kırık buza gömülü 1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı ve ardından 1500 

RPM’de 5 dk +4ºC’de santirifüj edildi. Santrifüj sonrası üst sıvısı atıldıktan sonra hücre 

pelletleri, 1X proteaz/fosfotaz inhibitör kokteyli (Cell Signaling Technology, katalog 

no: 5872) içeren lizis tamponu (1M Tris-HCl, 5M NaCl, %0.1 Triton-X-100, 0,5M 

EDTA) içerisinde çözdürüldü ve kırık buz üzerinde 20 dk inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon esnasında 5 dk’da bir vorteks ile karıştırıldı. İnkübasyon sonunda örnekler 

14000 RPM’de 15 dk +4ºC’de santirifüj edildi ve üst sıvılar kırık buz üzerindeki yeni 

1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı ve ölçüm için -20ºC dondurucuda saklandı. 
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3.7.2. Protein konsantrasyonlarının ölçülmesi ve örneklerinin hazırlanması 

Protein izolasyonu sonrasında -20ºC’de saklanan örnekler kırık buz üzerinde 

çözdürüldü. Pipetleme ile homojenize edilen örnekler 1:10 oranında steril ultra saf su ile 

seyreltildi. Implen nanofotometre cihazı kullanılarak örneklerden protein miktar tayini 

yapıldı. Miktar tayini sonrası örnekler 10 µl’de 40 µg protein içerecek şekilde 

hesaplandıktan sonra Invitrogen NuPAGE (Invitrogen, katalog no: NP0335BOX) kiti 

protokolüne uygun olarak kit içinde yer alan LDS sample buffer (4x), reducing agent 

(10x) ve steril ultra saf su ile karıştırıldı. Ardından, 70°C’de 10 dk ısı bloğunda inkübe 

edilerek denatürasyon işlemi gerçekleştirildi. İnkübasyon sonunda örnekler hızlıca kırık 

buza gömüldü. 

3.7.3. Western Blot Protokolü 

Hazırlanan protein örnekleri, NuPAGE %4-12 Bis-Tris jel (1 mm x 10 well) 

(Invitrogen, katalog no: NP0321BOX) jelinin her bir kuyucuğuna 40 µg/10µl olacak 

şekilde yüklenerek 110 V’da 15 dk ve sonrasında 150 V’da 40 dk olarak yürütülerek 

elektroforez yapıldı. Elektroforez işlemi bitiminde iBlot (Invitrogen, ABD) cihazı ve 

iBlot Gel Transfer Stacks transfer kiti (Invitrogen, katalog no: IB401001) kullanılarak 

jellerdeki proteinlerin poliviniliden diflorit (PVDF) membranlara transferi 

gerçekleştirildi. PVDF membranlar jel boyutlarında kesildikten sonra, 1X tris borik asit 

salin-Triton-X-100 (TBS-T) tamponu ile hazırlanmış %5’lik yağsız süt tozu çözeltisinde 

(ChemCruz, katalog no: sc-2325) 1 saat bloklandı. Bloklama sonunda, Sig-1R reseptörü 

primer antikoru (Tavşan poliklonal) (Santa Cruz Biotechnology, katalog no: sc-20935) 

1:250 ve beta aktin primer antikoru (Fare monoklonal) (Cell Signaling Technology, 

katalog no: 3700) 1:1000 oranında bloklama solüsyonu içerisinde dilüe edilerek 

membrana uygulandı ve +4ºC’de bir gece karıştırıcıda inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonunda membranlar, 1X TBS-T solüsyonu ile 3 kez 5’er dk yıkandı. 

Yıkama işleminin ardından, bloklama solüsyonu içerisinde 1:2500 oranında 

seyreltilerek hazırlanan HRP konjuge anti-tavşan (Cell Signaling Technology, katalog 

no: 7074) ve HRP konjuge anti-fare (Cell Signaling Technology, katalog no: 7076) 

sekonder antikorlar membranlara uygulanarak oda sıcaklığında ve karanlıkta 1 saat 

inkübasyona bırakıldı.  

Bantların görüntülenmesinde Novex ECL HRP Chemiluminescent Substrate 

Reagent Kit deteksiyon solüsyonu (Invitrogen, katalog no: WP20005) kullanıldı ve 
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ChemiDoc MP (Biorad, ABD) görüntüleme sistemi kullanılarak görüntülendi. Western 

blot sonunda elde edilen görüntüleme sonuçları ImageJ programı kullanılarak analiz 

edildi. 

3.8. Hipokampal Nöronlarda Neurite Oluşumu Deneylerinin Protokolü 

Hipokampal nöron kültürü yapıldıktan sonra hücreler hemositometre ile invert 

mikroskop altında sayıldı ve hücreler neurite deneyleri için petri başına 25x103 hücre 

olacak şekilde önceden Poly-D-lizin ile kaplanmış olan 35 mm çaplı cam tabanlı 

petrilere ekildi. Hücreler petrilere ekildikten sonra petri tabanına yapışmaları için 1 saat 

boyunca inkübatörde (37ºC, %5 CO2) tutuldu. Neurite deneyi için, hücreler kültür edilip 

petrilere ekildikten ve petri tabanına yapıştıktan hemen sonra, her bir deney grubuna 

neurite oluşumu üzerindeki etkileri test edilecek DMT veya etkisinin karşılaştırılacağı 

Sig-1R selektif sentetik agonist SA4503 eklendi ve petriler inkübatöre (37ºC, %5 CO2) 

kaldırılarak 20 saatlik inkübasyona bırakıldı (Kimura ve ark. 2013). Sig-1R antagonisti 

NE100 ve IP3R antagonisti Xestespongin C, antagonistik etkilerinin ortaya çıkması için 

deney gruplarına DMT ve Sig-1R agonisti SA4503 uygulamasından 30 dk önce eklendi 

(Li ve ark. 2017). 30 dk’lık antagonist uygulamasından sonra deney gruplarına DMT 

molekülü veya SA4503 eklenerek hücreler inkübatöre (37ºC, %5 CO2) kaldırıldı. 

İnkübasyonun 20. saatinde deney sonlandırıldı ve hücreler fikse edilerek 

immünositokimya protokolüne geçildi. Neurite oluşumunu gözlemlediğimiz deney, tüm 

gruplar için toplam 5 kez tekrar edildi. 

3.9. Yeni Doğan Fare Hipokampal Nöronlarında Neurite Oluşumunun Analiz 

Edilmesi 

Neurite deneyi sonunda hücrelere immünositokimya protokolü uygulandı ve 

neurite yapıları, nöronal hücre iskeletine spesifik bir markır olan ve neurite yapılarının 

gösterilmesi ve analizinde sıklıkla kullanılan beta III tubulin primer antikoru ile indirekt 

immünofloresan metod kullanılarak işaretlendi. Görüntülemeler konfokal mikroskopta 

20X objektif ile gerçekleştirildi. Her deney grubu için toplamda en az 100 hücre 

sayılmak üzere her petriden rastgele seçilen 10 farklı alandan görüntü alındı. Sadece 

hücre gövdesi boyunda ve daha uzun olan neurite yapıları sayıma dahil edildi, boyu 

hücre gövdesinden daha kısa olanlar sayım dışında bırakıldı.  

Neurite içeren hücrelerin yüzde cinsinden değeri, tüm gruplar için her bir 

görüntüde neurite yapısı oluşturmuş olan hücrelerin sayılarak toplam hücre sayısına 
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oranlanması ile hesaplandı (Ishima ve ark. 2008; Nishimura ve ark. 2008; Kimura ve 

ark. 2013; Li ve ark. 2017). Hücre gövdesi ve neurite boyu ölçümleri, konfokal 

mikroskopi görüntülemelerinde kullanılan yazılım ile (Zen 2.3 blue edition, Carl Zeiss 

Microscopy) yapıldı. Neurite oluşumu analizlerinde hesaplama için kullanılan formül şu 

şekildedir: Neurite içeren hücrelerin yüzdesi = [ Neurite içeren hücre sayısı / Toplam 

hücre sayısı ] x 100 

3.10. Canlılık Deneyi Protokolü ve Hidrojen Peroksit Toksisite Modeli 

3.10.1. Toksik Hidrojen Peroksit Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Kültür yapıldıktan sonra SHSY-5Y hücreleri pasaj protokolüne alındı. Hücreler 

hemositometre ile invert mikroskop altında sayıldı ve 96 kuyulu düz tabanlı hücre 

kültürü mikro plakalarının her bir kuyusuna 10x103 hücre olacak şekilde ekildi. 

Hücreler ekildikten sonra inkübatöre (37ºC, %5 CO2) kaldırıldı ve 48 saat fizyolojik 

inkübasyonda tutuldu. İnkübasyon sonunda hücrelerin üzerine, 50 µM, 100 µM, 200 

µM, 300 µM, 400 µM ve 500 µM dozlarda H2O2 (Merck, katalog no: 108597) eklendi. 

Kontrol grubuna ise H2O2 eklenmedi. H2O2 dozları %30’luk H2O2 stoğundan taze olarak 

hazırlandı. 24 saat H2O2 ile inkübe edilen hücrelerin canlılığı bu sürenin sonunda laktat 

dehidrogenaz (LDH) kiti (Sigma Aldrich, katalog no: 11644793001) ile ölçüldü ve 

kontrol grubuna göre toksisiteyi %50 arttıran toksik H2O2 dozu belirlendi. 

3.10.2. Deneyde Kullanılan Moleküllerin ve Dozlarının Tek Başına Toksik 

Etkilerinin Değerlendirilmesi 

H2O2 toksisitesi modelinde DMT’nin nöroprotektif etkileri araştırılmadan önce, 

deneylerde kullanılacak DMT, Sig-1R selektif sentetik agonisti SA4503 ve Sig-1R 

selektif antagonisti NE100’ün deneylerde kullanılacak olan dozlarının hücreler üzerinde 

toksik bir etkisinin olup olmadığını araştırmak adına bir ön çalışma yapıldı. Bu amaçla, 

SHSY-5Y hücreleri 96 kuyulu düz tabanlı hücre kültürü mikro plakalarının her bir 

kuyusuna 10x103 hücre olacak şekilde ekildi. Hücreler ekildikten sonra inkübatöre 

(37ºC, %5 CO2) kaldırıldı ve 48 saat fizyolojik inkübasyonda tutuldu. İnkübasyon 

sonunda hücrelerin üzerine, 10 ve 100 µM dozlarda DMT, 10 ve 100 µM dozlarda Sig-

1R selektif agonisti SA4503 ve 10 µM dozda Sig-1R selektif antagonisti NE100 eklendi 

ve hücreler 24 saat boyunca bu moleküller ile fizyolojik inkübasyona bırakıldı. 

Hücrelerin canlılığı bu sürenin sonunda LDH testi ile ölçüldü ve toksik etkileri 

değerlendirildi. 
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3.10.3. Canlılık Deneyi ve Hidrojen Peroksit Toksisite Modeli Protokolü 

Hidrojen peroksit toksisitesinin oluşturulması için literatürde daha önce 

belirtilen metodlar referans alınarak yeni bir protokol oluşturuldu (Tuerxun ve ark. 

2010; Feng ve ark. 2016; Cheng ve ark. 2017). Kültür yapıldıktan sonra SHSY-5Y 

hücreleri pasaj protokolüne alındı. Hücreler hemositometre ile invert mikroskop altında 

sayıldı ve canlılık deneyleri için 96 kuyulu düz tabanlı hücre kültürü mikro plakalarının 

her bir kuyusuna 10x103 hücre ekildi. Hücreler ekildikten sonra inkübatöre (37ºC, %5 

CO2) kaldırıldı ve 24 saat fizyolojik inkübasyonda tutuldu. Kültürdeki 24 saat sonunda 

antagonist eklenecek deney gruplarına, antagonistik etkisinin ortaya çıkması için Sig-1R 

antagonisti NE100 eklendi. 30dk’lık antagonist uygulamasından sonra tüm deney 

gruplarına DMT veya SA4503 belirlenen dozlarda eklenerek hücreler tekrar 24 saat 

inkübasyona (37ºC, %5 CO2) bırakıldı. DMT ve SA4503 ile 24 saatlik inkübasyonun 

sonunda, hücrelere uygun toksik dozu ön çalışmalarda belirlenmiş olan 400 µM dozda 

H2O2 eklenerek 24 saat boyunca tekrar inkübe edildiler. 24 saatlik H2O2 toksisitesine 

maruz bırakılan hücrelerin canlılığı bu sürenin sonunda LDH testi ile ölçüldü.  Kontrol 

ve deney ve grupları, hücre kültürü mikro plakalarında 3’er tekrarlı gruplar halinde 

oluşturuldu ve deney toplamda 3 kez tekrar edildi. 

3.11. Hücre Canlılığının Invert Mikroskop ile Morfolojik Olarak 

Değerlendirilmesi 

Kontrol ve deney gruplarının H2O2 toksisitesine maruz bırakılmadan önce ve 

sonra invert mikroskop kullanılarak 20X objektif ile görüntülemeleri yapıldı ve SH-

SY5Y hücrelerinin morfolojileri bu görüntüler üzerinden değerlendirildi. 

3.12. LDH Testi ile Hücre Canlılığının Analizi 

Çalışmada hücrelerin canlılığı ticari olarak satılan LDH kiti (Sigma Aldrich, 

katalog no: 11644793001) kullanılarak tayin edildi. LDH testi kit içinde belirtilen 

protokole göre gerçekleştirildi. LDH testi ölen ve membranı hasarlanmış hücrelerden, 

hücre kültürü besi yerine salınan LDH miktarını kolorimetrik olarak ölçmeye dayalı bir 

yöntemdir. LDH, tüm hücrelerde bulunan stabil bir sitoplazmik enzimdir. Plazma 

zarının hasar görmesi ile birlikte hücre kültüründeki besi yerine salınır ve besi yerindeki 

LDH aktivitesinin ölçümü ile hücre canlılığı tespit edilir. Bu test ile LDH aktivitesi, 

hücre kültürü besi yerinde kolorimetrik yöntem kullanılarak bir mikroplaka okuyucu 

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay/ELISA okuyucu) cihaz kullanılarak ölçülür.  



 67 

Canlılık deneyi sonunda, hücre kültüründe her deney grubundan hücre 

içermeyecek şekilde dikkatlice pipet yardımı ile çekilen besi yeri üst sıvısı, yeni bir 96 

kuyulu düz tabanlı mikro plakanın kuyularına transfer edildi. Her bir deney ve kontrol 

grubundan alınan besi yeri üst sıvısı 3 tekrar olacak şekilde 3’er li gruplar halinde 

kuyulara ekildi. Ardından kit içerisinde bulunan katalist ve boya solüsyonları kitte 

belirtilen oranlarda karıştırılarak reaksiyon karışımı hazırlandı. Taze olarak hazırlanan 

reaksiyon karışımı mikro plakaya aktarılmış olan besi yeri üst sıvılarının üzerine 

eklenerek 30 dakika boyunca oda sıcaklığında ve karanlıkta inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonunda LDH aktivitesi ELISA okuyucuda (Chromate Reader 4300, ABD) 

492 nm dalga boyuna karşı okutularak absorbans değerleri analiz edildi ve yüzde 

toksisite değerleri hesaplandı.  

Üçer tekrarlı kontrol ve deney gruplarının absorbans değerlerinin ortalamaları 

alındıktan sonra bu ortalama absorbans değerlerinden hücre içermeyen saf besi yerinin 

absorbansı çıkarılarak değerler normalize edildi ve yüzde toksisite değerleri hesaplandı. 

Yüzde toksisite değerlerinin hesaplanmasında, [Deney grubu ortalama absorbansı - Saf 

besi yeri absorbansı / Kontrol grubu ortalama absorbansı - Saf besi yeri absorbansı] X 

100 formülü kullanıldı. Kontrol grubunda bazal seviyedeki toksisite %100 kabul 

edilerek, diğer deney gruplarının toksisitesi kontrol grubuna göre hesaplandı. 

3.13. Total Oksidan Kapasite Ölçümü 

Çalışmada total oksidan kapasite (TOS) ölçümü için ticari olarak satılan Total 

Oxidant Status Assay Kit (Rel Assay Diagnostic, katalog no: RL0024) kullanıldı. TOS 

analizi kit içinde belirtilen protokole göre gerçekleştirildi. Total oksidan kapasite 

ölçümü için, 96 kuyulu düz tabanlı mikro plakalar, kontrol ve deney grupları için 3 

tekrar olacak şekilde 3’er li gruplar halinde dizayn edilerek, her kuyucuğa önce assay 

buffer eklendi. Ardından tüm kuyulara kite uygun olarak hazırlanan çalışma 

solüsyonundan ya da hücre içermeyecek şekilde dikkatlice pipet yardımı ile kontrol ve 

deney gruplarından çekilen besi yeri üst sıvısı koyularak pipetleme ile karıştırıldı. 

Karıştırma işleminden sonra tüm kuyucuklara kromojen solüsyonu eklenerek tekrar 

pipetleme yapıldı. Karanlıkta ve oda sıcaklığında 10 dk inkübe edildikten sonra ELISA 

okuyucu ile 530 nm dalga boyunda absorbans ölçümü yapıldı.  

Total oksidan kapasite değerlendirmesi için, üçer tekrarlı deney ve kontrol 

gruplarının absorbans değerlerinin ortalamaları alındıktan sonra bu ortalama absorbans 
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değerlerinden değerlerinden hücre içermeyen saf besi yerinin absorbansı çıkarılarak 

değerler normalize edildi ve bu değerler analizlerde kullanıldı. 

3.14. Verilerin İstatistiksel Analizi 

Tüm veriler ortalama ± standart sapma şeklinde ifade edildi. İstatistiksel 

analizler tek-yönlü varyans analizi (One-Way ANOVA) ile post hoc Bonferroni testi 

kullanılarak yapıldı. Analizler SPSS (version 18, IBM, ABD) programı ile 

gerçekleştirildi. Tüm deney grupları için p<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. DMT Molekülünün Nükleer Magnetik Rezonans Spektroskopisi (NMR) ve 

Ultra-performans Sıvı Kromatografisi Kütle Spektrometrisi (UPLC-MS) 

Bulguları 

Sentez sonrasında DMT molekülünün kimyasal yapısı ve saflığı NMR ve 

UPLC-MS metodları ile tespit edildi ve DMT’nin saf olarak elde edildiği görüldü. 

DMT’nin NMR spektrumu Şekil 4.1’de ve UPLC-MS kromatogramı Şekil 4.2’de 

verilmiştir. 

 

 

Şekil 4-1: DMT’nin NMR Spektrumu. 
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Şekil 4-2: DMT’nin UPLC-MS Kromatogramı. 

 

4.2. Yeni Doğan Fare Hipokampal Nöronlarının Invert Mikroskopta Morfolojik 

Olarak Değerlendirilmesine Ait Bulgular 

Hipokampal nöronların kültürdeki 1. saatlerinde cam tabanlı hücre kültürü 

petrisinin tabanına tutunduğu tespit edildi. Bazı hücrelerin henüz neurite yapısı 

oluşturmadığı ve sessiz olduğu gözlendi. Nöronların bazılarının yaklaşık eş boylarda ve 

birden fazla neurite yapısına sahip olduğu görüldü. Neurite yapılarının ucunda bulunan 

büyüme konileri de (Şekil 4.3) gözlendi. 
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Şekil 4-3: Hipokampal nöronların kültür ortamına ekildikten 1 saat sonraki morfolojileri. 

Yıldız neurite yapısı içermeyen nöronları, kalın ok eş boyda birden fazla neurite içeren nöronları, ince ok ise neurite 

ucunda bulunan büyüme konisini göstermektedir. Büyütme: X20; bar=100 µm 

Kültürdeki 20. saatlerinde hipokampal nöronların büyük bir kısmının neurite 

yapılarına sahip olduğu, az miktarda hücrenin sessiz kalarak henüz neurite yapısı 

uzatmadığı gözlendi. Nöronların bazıları birden fazla ve yaklaşık eş boydaki neurite 

yapılarına sahipken, bazı nöronlarda muhtemel akson yapısını oluşturacak olan bir 

neurite yapısının diğerlerine göre çok daha fazla uzamış olduğu tespit edildi. Kültürdeki 

1. saatte olduğu gibi 20 saatlik hücrelerde de neurite yapılarının uç kısmında bulunan 

büyüme konileri (Şekil 4.4) görüldü. 
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Şekil 4-4: Hipokampal nöronların kültür ortamına ekildikten 20 saat sonraki 

morfolojileri. 

Yıldız neurite yapısı içermeyen nöronları, kalın ok birden fazla neurite içeren nöronları, ince ok ise neurite ucunda 

bulunan büyüme konisini göstermektedir. Büyütme: X20; bar=100 µm 

 

4.3.  Yeni Doğan Fare Hipokampal Nöron Kültüründe Nöron ve Glia Ayrımının 

Konfokal Mikroskopi ile Gösterilmesine Ait Bulgular 

Nöronlara ve glial hücrelere spesifik primer antikorların kullanılması ile 

hazırlanan örnekler konfokal mikroskopta incelendiğinde, kültürün yüksek oranda 

nöron ve çok az sayıda glia içerdiği (Şekil 4.5) gözlendi. Konfokal mikroskopi 

görüntüleri üzerinden yapılan sayımların sonucunda kültürün %98 oranında nöron 

içerdiği tespit edildi. 
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Şekil 4-5: Hipokampal kültürün 20. saatinde indirekt immünositokimya metodu ile 

işaretlenen nöron ve glialar. 

Nöronal hücre iskeletine spesifik beta III tubulin primer antikoru ile işaretlenen nöronlar yeşil, glial hücre iskeletine 

spesifik GFAP primer antikoru ile işaretlenen glial hücreler ise kırmızı renkte görülmektedir. Mavi renkte görülen 

hücre çekirdekleri DAPI ile işaretlenmiştir. (A) Büyütme: X20; bar=100 µm. (B) Büyütme: X40; bar=50 µm  

 

4.4. Yeni Doğam Fare Hipokampal Nöronlarında Sig-1R’nün Konfokal 

Mikroskopi ile Gösterilmesine Ait Bulgular 

Yenidoğan fare hipokampal nöronlarında Sig-1R’nün varlığı ve hücrelerdeki 

lokalizasyonu indirekt immünofloresan metod ile tayin edildi. Sig-1R’nün nöronlarda 

hücre gövdesi ve neurite yapılarında yaygın olarak lokalize olduğu Şekil 4.6’da 

görülmektedir. 
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Şekil 4-6: Hipokampal nöronlarda Sig-1R’nün indirekt immünositokimya metodu ile 

gösterilmesi. 

Nöronal hücre iskeletine spesifik beta III tubulin ile işaretli nöronlar yeşil, Sig-1R kırmızı ve DAPI ile işaretli hücre 

çekirdekleri mavi renkte görülmektedir. Büyütme: X40; bar=50 µm. 

 

4.5. Yeni Doğan Fare Hipokampal Nöronlarında ve İnsan Nöroblastoma 

Hücrelerinde Sig-1R’nün Western Blot Tekniği ile Gösterilmesine Ait 

Bulgular 

Hücrelerde Sig-1R’nün varlığı, western blot tekniği ile gösterildi. Primer 

hipokampal nöronlara ve insan nöroblastoma hücrelerine ait Sig-1R protein bantları 

Şekil 4.7.’de görülmektedir. 
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Şekil 4-7: Yenidoğan fare hipokampal nöronlarında ve insan nöroblastoma hücrelerinde 

Sig-1R’nün varlığının western blot tekniği ile gösterilmesi. 

Hipokampal nöronlarda (A) ve insan nöroblastoma hücrelerinde (SH-SY5Y hücre hattı) (B) Sig-1R ve β-aktin protein 

bantlarının görüntüsü görülmektedir. 

 

4.6. Yeni Doğan Fare Hipokampal Nöronlarında Neurite Oluşumunun 

Değerlendirilmesine Ait Bulgular 

Kontrol gurubu ile kıyaslandığında DMT’nin 10 µM dozda uygulanmasının 

neurite oluşumunu anlamlı derecede arttırdığı (Şekil 4.12) gözlendi (p<0,05). Sig-1R 

selektif sentetik agonisti SA4503 uygulamasının da kontrol grubuna göre neurite 

oluşumunu anlamlı derecede arttırdığı (Şekil 4.12) gözlendi (p<0,001). DMT’nin 100 

µM dozda uygulanmasının ise neurite oluşumunu kontrole göre anlamlı derecede 

düşürdüğü (Şekil 4.12) görüldü (p<0,001). Kontrol grubu, DMT 10 µM, DMT 100 µM 

grubu ve SA4503 gruplarına ait konfokal mikroskop görüntüleri Şekil 4.8’de 

görülmektedir.  

DMT’nin 10 µM dozu ve SA4503’ün aynı dozda neurite oluşumu üzerindeki 

etkisi birbiriyle kıyaslandığında, DMT’nin bu dozda bir endojen ligand olarak sentetik 

Sig-1R ligandı kadar etkili olduğu ancak iki grup arasında istatistik olarak anlamlı bir 

fark olmadığı (Şekil 4.12) tespit edildi.  

Sig-1R antagonisti NE100’ün ve IP3R antagonisti Xestospongin C’nin, 

DMT’nin 10 µM dozdaki neurite oluşumunu arttırıcı etkisini anlamlı derecede azalttığı 

(Şekil 4.9 ve Şekil 4.12) görüldü (p<0,001). DMT’nin 100 µM dozda uygulandığı 

grupta da, Sig-1R antagonisti NE100’ün neurite oluşumunu anlamlı derecede azalttığı 

öte yandan IP3R antagonisti Xestospongin C’nin ise anlamlı bir değişikliğe yol 
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açmadığı (Şekil 4.10 ve Şekil 4.12) tespit edildi. NE100 ve Xestospongin C 

uygulamasının sentetik agonist SA4503 uygulanan grupta da neurite oluşumunu anlamlı 

derecede azalttığı (Şekil 4.11 ve Şekil 4.12) gözlendi (p<0,001). 

Tüm veriler Tablo 4.1’de ortalama ve ± standart sapma şeklinde verilmiştir. 

 

 

Şekil 4-8: Kontrol, DMT 10 µM, DMT 100 µM ve SA4503 gruplarında hipokampal 

nöronların neurite yapılarını gösteren konfokal mikroskop görüntüleri 

Beta III tubulin ile işaretli nöronlar ve neurite yapıları yeşil, DAPI ile işaretli hücre çekirdekleri mavi renkte 

görülmektedir. Büyütme: X20; bar=100 µm. (A) Kontrol grubu (B) DMT 10 µM grubu (C) DMT 100 µM grubu (D) 

SA4503 grubu  
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Şekil 4-9: DMT 10 µM, DMT 10 µM-NE100 ve DMT 10 µM-XEST.C gruplarında 

hipokampal nöronların neurite yapılarını gösteren konfokal mikroskop 

görüntüleri 

Beta III tubulin ile işaretli nöronlar ve neurite yapıları yeşil, DAPI ile işaretli hücre çekirdekleri mavi renkte 

görülmektedir. Büyütme: X20; bar=100 µm. (A) DMT 10 µM grubu (B) DMT 10 µM-NE100 grubu (C) DMT 10 

µM-XEST.C grubu 
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Şekil 4-10: DMT 100 µM, DMT 100 µM-NE100 ve DMT 100 µM-XEST.C gruplarında 

hipokampal nöronların neurite yapılarını gösteren konfokal mikroskop 

görüntüleri 

Beta III tubulin ile işaretli nöronlar ve neurite yapıları yeşil, DAPI ile işaretli hücre çekirdekleri mavi renkte 

görülmektedir. Büyütme: X20; bar=100 µm. (A) DMT 100 µM grubu (B) DMT 100 µM-NE100 grubu (C) DMT 100 

µM-XEST.C grubu 
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Şekil 4-11: SA4503, SA4503-NE100 ve SA4503-XEST.C gruplarında hipokampal 

nöronların neurite yapılarını gösteren konfokal mikroskop görüntüleri 

Beta III tubulin ile işaretli nöronlar ve neurite yapıları yeşil, DAPI ile işaretli hücre çekirdekleri mavi renkte 

görülmektedir. Büyütme: X20; bar=100 µm. (A) SA4503 grubu (B) SA4503-NE100 grubu (C) SA4503-XEST.C 

grubu 
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Şekil 4-12: Yeni doğan fare hipokampal nöronlarında DMT’nin neurite oluşumu üzerine 

etkisinin değerlendirilmesi. 

Deneyler tüm deney grupları için beşer kez tekrar edildi (n=5). Kontrol grubuna kıyasla * p<0,05, ***p<0,001. DMT 

10 µM grubuna kıyasla +++ p<0,001. DMT 100 µM grubuna kıyasla p<0,001. SA4503 grubuna kıyasla &&& 

p<0,001. 

 

Tablo 4-1: Neurite oluşumu deneylerinin ortalama ve standart sapma değerleri. 

Deney Grupları Ortalama ±SD 

Kontrol 65,5 ± 3,69 

DMT 10 µM 76,5 ± 4,72* 

DMT 10 µM-NE100 31 ± 5,16+++ 

DMT 10 µM-XEST.C 42,33 ± 4,16+++ 

DMT 100 µM 27 ± 2,94*** 

DMT 100 µM-NE100 9,25 ± 2,21### 

DMT 100 µM-XEST.C 19 ± 3,6 

SA4503 78,5 ± 3,69*** 

SA4503-NE100 15,75 ± 3,77&&& 

SA4503-XEST.C 38,66 ± 4,61&&& 

Kontrol grubuna kıyasla * p<0,05, ***p<0,001. DMT 10 µM grubuna kıyasla +++ p<0,001. DMT 100 µM grubuna 

kıyasla ###p<0,001. SA4503 grubuna kıyasla &&& p<0,001. 
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4.7. Canlılık Deneyi ve Hidrojen peroksit Toksisite Modeli ile İlgili Ön Çalışmalara 

Ait Bulgular 

4.7.1. Toksik Hidrojen Peroksit Konsantrasyonunun Belirlenmesine Ait Bulgular 

Deneysel modelin oluşturulması ve toksik etki gösteren uygun H2O2 dozunun 

belirlenmesi için yapılan ön çalışmalarda, 50 µM dozu dışında uygulanan tüm H2O2 

dozlarının toksisiteyi kontrol grubuna göre anlamlı derecede arttırdığı (Şekil 4.13) 

gözlendi (p<0,001). H2O2 toksisite modeli için uygun toksik dozun, kontrol grubuna 

kıyasla toksisiteyi yaklaşık %50 oranında arttıran 400 µM olduğu (Şekil 4.13) tespit 

edildi. Tüm veriler ortalama ve ± standart sapma şeklinde Tablo 4.2’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 4-13: Toksik hidrojen peroksit konsantrasyonunun belirlenmesi. 

Deneyler toplamda üç kez tekrar edildi (n=3) ve her deney gurubu için üçerli tekrarlar şeklinde yapıldı. Kontrol 

grubuna kıyasla *** p<0,001. 
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Tablo 4-2: Deneysel model için uygun toksik hidrojen peroksit konsantrasyonunun 

belirlenmesine ait ortalama ve standart sapma değerleri. 

Deney Grupları Ortalama ±SD 

Kontrol 100 ± 0 

50 µM H2O2 108,09 ± 0,041 

100 µM H2O2 126,78 ± 0,019*** 

200 µM H2O2 134,87 ± 0,051*** 

300 µM H2O2 137,88 ± 0,003*** 

400 µM H2O2 152,28 ± 0,013*** 

500 µM H2O2 165 ± 0,001*** 

Kontrol grubuna kıyasla *** p<0,001. 

 

4.7.2. Deneyde Kullanılan Moleküllerin ve Dozlarının Tek Başına Toksik 

Etkilerinin Değerlendirilmesine Ait Bulgular 

Kontrol grubu ile kıyaslandığında, Sig-1R selektif agonisti SA4503’ün ve 

DMT’nin deneylerde kullanılan 10 µM ve 100 µM dozlarının toksik bir etki 

göstermediği ve kontrol grubuna göre LDH salınımını anlamlı derecede düşürdüğü 

(Şekil 4.14) belirlendi. Benzer şekilde Sig-1R selektif antagonisti NE100’ün deneylerde 

kullanılan 10 µM dozunun da hücreler üzerinde toksik bir etki oluşturmadığı (Şekil 

4.14) tespit edildi. Tüm veriler ortalama ve ± standart sapma şeklinde Tablo 4.3’te 

verilmiştir. 

 

 

Şekil 4-14: Deneyde kullanılan moleküllerin ve dozlarının tek başına toksik etkilerinin 

değerlendirilmesi. 

Deneyler toplamda üç kez tekrar edildi (n=3) ve her deney gurubu için üçerli tekrarlar şeklinde yapıldı. Kontrol 

grubuna kıyasla *** p<0,001, **p<0,01. 
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Tablo 4-3: Deneyde kullanılan moleküllerin ve dozlarının tek başına toksik etkilerinin 

değerlendirilmesine ait ortalama ve standart sapma değerleri. 

Deney Grupları Ortalama ±SD 

Kontrol 100 ± 0,002 

SA4503 10 µM 91,67 ± 0,002*** 

SA4503 100 µM 96,29 ± 0,002*** 

DMT 10 µM  89,36 ± 0,002** 

DMT 100 µM  94,91 ± 0,002*** 

NE100 10 µM 95,22 ± 0,003*** 

Kontrol grubuna kıyasla *** p<0,001, **p<0,01. 

 

4.8. LDH Testi ve Morfolojik Analizler ile Hücre Canlılığının Değerlendirilmesine 

Ait Bulgular 

H2O2 uygulamasının kontrol grubuna kıyasla LDH salınımını anlamlı derecede 

arttırdığı (Şekil 4.18) görüldü (p<0,001). Kontrol grubu ve H2O2 toksisitesi grubuna ait 

invert mikroskop görüntüleri Şekil 4.15’te görülmektedir. 

H2O2 toksisitesinden önce DMT’nin 10 µM ve 100 µM dozlarda uygulanmasının 

hücreleri toksisite hasarından koruyarak LDH salınımını anlamlı derecede azalttığı 

(Şekil 4.20) ve dozun yükselmesi ile protektif etkinin de arttığı tespit edildi (p<0,001). 

Sig-1R selektif agonisti SA4503’ün 10 µM dozda uygulandığı grupta da toksisitenin 

anlamlı derecede azaldığı (p<0,001) (Şekil 4.20) ancak 100 µM dozda uygulandığında 

H2O2 toksisitesinden koruyucu etkinin ortadan kalktığı ve LDH salınımının anlamlı 

derecede arttığı (Şekil 4.20) gözlendi (p<0,001). Sig-1R selektif antagonisti NE100 

uygulamasının deney gruplarında toksisiteyi arttırdığı ancak bu artışın istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı (Şekil 4.20) görüldü. 

DMT’nin 10 µM dozdaki protektif etkisi SA4503’ün aynı dozu ile 

kıyaslandığında etkileri birbirine yakın olmakla birlikte SA4503’ün DMT’den biraz 

daha etkili olduğu ve iki grup arasında istatistik olarak anlamlı bir fark bulunduğu 

(p<0,01) (Şekil 4.20) tespit edildi.   

DMT 10 µM ve DMT 100 µM gruplarına ait invert mikroskop görüntüleri Şekil 

4.16 ve Şekil 4.17’de, SA4503 10µM ve SA4503 100 µM gruplarına ait invert 

mikroskop görüntüleri ise Şekil 4.18 ve Şekil 4.19’da görülmektedir. Tüm veriler 

ortalama ve ± standart sapma şeklinde Tablo 4.4’te verilmiştir. 
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Şekil 4-15: Kontrol grubundaki sağlıklı hücrelerin ve H2O2 toksisitesine maruz kalmış 

hücrelerin morfolojisi. 

(A) Kontrol grubuna ait sağlıklı hücreler.  (B) H2O2 toksisitesine maruz kalmış hücreler. Kalın ok sağlıklı hücreleri, 

ince ok ise H2O2 toksisitesi ile hasarlanan ve ölen hücreleri göstermektedir. Büyütme: X20; bar=100µm 

 

 

Şekil 4-16: H2O2 toksisitesi öncesinde 10 µM DMT ve 10 µM DMT ile NE100 uygulanmış 

hücrelerin morfolojisi. 

(A) H2O2 toksisitesi öncesinde 10 µM DMT uygulanmış hücreler.  (B) H2O2 toksisitesi öncesinde 10 µM DMT ve 

NE100 uygulanmış hücreler. Kalın ok sağlıklı hücreleri, ince ok ise H2O2 toksisitesi ile hasarlanan ve ölen hücreleri 

göstermektedir. Büyütme: X20; bar=100µm 
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Şekil 4-17: H2O2 toksisitesi öncesinde 100 µM DMT ve 100 µM DMT ile NE100 

uygulanmış hücrelerin morfolojisi. 

(A) H2O2 toksisitesi öncesinde 100 µM DMT uygulanmış hücreler.  (B) H2O2 toksisitesi öncesinde 100 µM DMT ve 

NE100 uygulanmış hücreler. Kalın ok sağlıklı hücreleri, ince ok ise H2O2 toksisitesi ile hasarlanan ve ölen hücreleri 

göstermektedir. Büyütme: X20; bar=100µm 

 

 

Şekil 4-18: H2O2 toksisitesi öncesinde 10 µM SA4503 ve 10 µM SA4503 ile NE100 

uygulanmış hücrelerin morfolojisi. 

(A) H2O2 toksisitesi öncesinde 10 µM SA4503 uygulanmış hücreler.  (B) H2O2 toksisitesi öncesinde 10 µM SA4503 

ve NE100 uygulanmış hücreler. Kalın ok sağlıklı hücreleri, ince ok ise H2O2 toksisitesi ile hasarlanan ve ölen 

hücreleri göstermektedir. Büyütme: X20; bar=100µm 
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Şekil 4-19: H2O2 toksisitesi öncesinde 100 µM SA4503 ve 100 µM SA4503 ile NE100 

uygulanmış hücrelerin morfolojisi. 

(A) H2O2 toksisitesi öncesinde 100 µM SA4503 uygulanmış hücreler.  (B) H2O2 toksisitesi öncesinde 100 µM 

SA4503 ve NE100 uygulanmış hücreler. Kalın ok sağlıklı hücreleri, ince ok ise H2O2 toksisitesi ile hasarlanan ve 

ölen hücreleri göstermektedir. Büyütme: X20; bar=100µm 

 

 

Şekil 4-20: LDH testi ile hücre canlılığının analizi. 

Deneyler toplamda üç kez tekrar edildi (n=3) ve her deney gurubu için üçerli tekrarlar şeklinde yapıldı. Kontrol 

grubuna kıyasla *** p<0,001. H2O2 grubuna kıyasla +++ p<0,001. SA4503 10 µM grubuna kıyasla ¥¥p<0,01. 
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Tablo 4-4: LDH testi ile hücre canlılığı analizlerinin ortalama ve standart sapma değerleri. 

Deney Grupları Ortalama ±SD 

Kontrol 100 ± 0 

H2O2 152,14 ± 0,013*** 

DMT 10 µM 107,46 ± 0,027+++, ¥¥ 

DMT 10 µM-NE100 118,93 ± 0,044 

DMT 100 µM 86,12 ± 0,027+++ 

DMT 100 µM-NE100 94,45 ± 0,013 

SA4503 10 µM 75,98 ± 0,013+++ 

SA4503 10 µM-NE100 82,98 ± 0 

SA4503 100 µM 222,47 ± 0,006+++ 

SA4503 100 µM-NE100 214,92 ± 0,028 

Kontrol grubuna kıyasla *** p<0,001. H2O2 grubuna kıyasla +++ p<0,001. SA4503 10 µM grubuna kıyasla ¥¥p<0,01. 

 

4.9. Total Oksidan Kapasite Ölçümlerine Ait Bulgular 

H2O2 uygulamasının kontrol grubuna kıyasla total oksidan kapasiteyi anlamlı 

derecede arttırdığı (Şekil 4.21) görüldü (p<0,001). 

H2O2 toksisitesinden önce 10 µM ve 100 µM dozlarda uygulanan DMT’nin her 

iki dozunun da total oksidan kapasiteyi anlamlı derecede düşürdüğü (p<0,001) ve dozun 

yükselmesi ile oksidan kapasiteyi düşürücü etkinin de arttığı (Şekil 4.21) gözlendi. Sig-

1R selektif antagonisti NE-100 uygulamasının ise DMT 10 µM (p<0,05) ve DMT 100 

µM gruplarında (p<0,001) total oksidan kapasiteyi anlamlı derecede arttırdığı (Şekil 

4.21) görüldü.  

DMT’ye benzer şekilde H2O2 toksisitesinden önce Sig-1R selektif agonisti 

SA4503 uygulamasının da hem 10 µM hem de 100 µM dozda oksidan kapasiteyi 

anlamlı derecede düşürdüğü (p<0,001) ve dozun yükselmesi ile bu etkinin arttığı (Şekil 

4.21) gözlendi. NE-100 uygulaması ile Sig-1R antagonize edildiğinde ise SA4503 10 

µM ve SA4503 100 µM gruplarında oksidan kapasitenin anlamlı derecede arttığı 

(p<0,001) (Şekil 4.21) görüldü.   

DMT ve SA4503’ün 10 µM ve 100 µM dozları birbiri ile kıyaslandığında, total 

oksidan kapasiteyi azaltmakta DMT’nin SA4503’e kıyasla daha güçlü bir etki 

gösterdiği ve iki grup arasında anlamlı fark olduğu (p<0,001, p<0,01) (Şekil 4.21) 

gözlendi. 

Tüm veriler ortalama ve ± standart sapma şeklinde Tablo 4.5’te verilmiştir. 
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Şekil 4-21: Total oksidan kapasite ölçümlerinin değerlendirilmesi. 

Deneyler toplamda üç kez tekrar edildi (n=3) ve her deney gurubu için üçerli tekrarlar şeklinde yapıldı. Kontrol 

grubuna kıyasla *** p<0,001. H2O2 grubuna kıyasla +++ p<0,001. DMT 10 µM grubuna kıyasla ##p<0,05. DMT 100 

µM grubuna kıyasla &&&p<0,001. SA4503 10 µM grubuna kıyasla ¥¥¥p<0,001. SA4503 100 µM grubuna kıyasla 
ɸɸɸp<0,001. SA4503 100 µM grubuna kıyasla ɸɸp<0,01.  

 

Tablo 4-5: Total oksidan kapasite ölçümlerinin ortalama ve standart sapma değerleri. 

Deney Grupları Ortalama ±SD 

Kontrol 0,334 ± 0,005 

H2O2 0,374 ± 0,004*** 

DMT 10 µM 0,331 ± 0,002+++, ¥¥¥ 

DMT 10 µM-NE100 0,342 ± 0,002## 

DMT 100 µM 0,322 ± 0,005+++, ɸɸ 

DMT 100 µM-NE100 0,339 ± 0,005&&& 

SA4503 10 µM 0,350 ± 0,002+++ 

SA4503 10 µM-NE100 0,368 ± 0,005¥¥¥ 

SA4503 100 µM 0,335 ± 0,002+++ 

SA4503 100 µM-NE100 0,369 ± 0,004ɸɸɸ 

Kontrol grubuna kıyasla *** p<0,001. H2O2 grubuna kıyasla +++ p<0,001. DMT 10 µM grubuna kıyasla ##p<0,05. 

DMT 100 µM grubuna kıyasla &&&p<0,001. SA4503 10 µM grubuna kıyasla ¥¥¥p<0,001. SA4503 100 µM grubuna 

kıyasla ɸɸɸp<0,001. SA4503 100 µM grubuna kıyasla ɸɸp<0,01.  
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5. TARTIŞMA 

Çalışmamızda, sıklıkla psikoaktif etkileri araştırılmış olan ancak merkezi sinir 

sistemi nöronları üzerindeki fizyolojik etkileri tam olarak bilinmeyen endojen bir 

halusinojenik madde olan DMT’nin, merkezi sinir sistemi nöronlarında neurite 

yapılarının oluşumu ve nöronal canlılık üzerindeki olası protektif etkileri araştırıldı. 

DMT’nin agonist etki gösterdiği bilinen Sig-1R üzerinden, yeni doğan fare hipokampal 

nöronlarında neurite oluşumunu anlamlı derecede arttırdığı gözlendi. DMT’nin neurite 

oluşumunu uyarıcı etkisinin Sig-1R ve IP3R antagonize edildiğinde ise anlamlı 

derecede azaldığı tespit edildi. Öte yandan endojen Sig-1R ligandı olan DMT’nin bu 

etkisi, sentetik Sig-1R ligandı SA4503 ile kıyaslandı ve etkisinin sentetik ligand kadar 

güçlü olduğu görüldü. Ayrıca, DMT’nin insan nöroblastoma hücrelerinde H2O2 ile 

oluşturulan toksisite modelinde protektif bir etki göstererek hücreleri oksidatif stres 

hasarından koruduğu, hücresel canlılığı arttırdığı ve total oksidan kapasite değerlerini 

anlamlı derecede azalttığı gözlendi. DMT’nin antioksidan etkisinin Sig-1R’nün 

antagonize edilmesi ile anlamlı derecede azaldığı tespit edildi. DMT’nin nöroprotektif 

ve antioksidan etkisi Sig-1R sentetik agonsiti SA4503 ile kıyaslandı ve sentetik agonist 

kadar etkili olduğu, antioksidan etkisinin ise SA4503’ten daha güçlü olduğu görüldü. 

Neurite çalışmalarında, primer nöronlar ile deneysel modellerin 

oluşturulmasındaki karmaşıklık ve hücre kültüründeki teknik zorluklar nedeniyle 

genellikle daha basit modeller olan hazır hücre hatları kullanılmaktadır. Oysa hazır 

hücre hatları nöron benzeri hücrelerdir ve bu hücrelerde gözlenen uzantılar gerçek 

neurite yapıları değildir. Kültür ortamına düşük yoğunlukta ekilerek yaşatılan primer 

hipokampal ve kortikal nöronlar gerçek neurite yapıları oluşturular ve in vivo 

koşullardaki neurite oluşumu sürecini daha iyi yansıtırlar (Dehmelt ve Halpain 2004; 

Kiryushko ve ark. 2004; Sainath ve Gallo 2015). Bu nedenle çalışmamızda neurite 

deneyleri için yeni doğan fare primer hipokampal nöron kültürü yapıldı ve gerçek 

nöronlar ile deneyler gerçekleştirildi. 

In vitro kültür ortamında hipokampal nöronlarda neurite oluşumu süreci 

araştırmacılar tarafından iyi tanımlanmıştır ve 5 evreyi içermektedir (Dehmelt ve 

Halpain 2004; Kiryushko ve ark. 2004; Sainath ve Gallo 2015). İlk evrede nöronlarda 

hücre gövdesinin etrafına yayılan aktinden zengin lamellipodia ve filopodia yapıları 
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oluşur. Bu aşamada nöronlar, neurite içermeyen, olgunlaşmamış küresel hücreler 

şeklindedir. Ardından, yuvarlak şekilli nöronların gövdesinden, aynı boyda ve tam 

gelişmemiş olan immatür kısa uzantılar yani ilk neurite yapıları gelişmeye başlar. 

İmmatür neurite yapılarının uç kısımlarında ise neurite uzaması ve yönlenmesini 

sağlayan büyüme konileri bulunur. Bir sonraki aşamada, yaklaşık eş boydaki immatür 

neurite yapılarından büyük ve aktif büyüme konisine sahip olan bir neurite hızla 

uzamaya başlar ve daha sonra aksona farklılaşır. Bir sonraki evrede akson dışında kalan 

diğer küçük neurite yapıları dendritlere dönüşür. Son evrede ise akson ve dendritlerin 

fonksiyonel polarizasyonu tamamlanır, dendritik dikenler oluşur ve sinaptik 

bağlantıların kurulması gerçekleşir (Dotti ve ark. 1988; Yoshimura ve ark. 2006; 

Thirovic ve Bradke 2009; Flynn 2013; Lestanova ve ark. 2016). 

Çalışmamızda yeni doğan fare hipokampal nöronlarında akson ve dendrit 

farklılaşmasından önce oluşan immatür neurite yapılarını gözlemleyebilmemiz için, 

deneylerde kültürdeki 20. saatinde olan nöronlar kullanıldı. Literatürle uyumlu olarak 

bizim çalışmamızda da primer hipokampal nöronlarda neurite oluşumu sürecine ait ilk 3 

evredeki nöronlar ve immatür neurite yapıları mikroskop görüntüleri üzerinden 

gerçekleştirilen morfolojik analizlerde tespit edildi. Kültürdeki 20. saatinde yeni doğan 

fare hipokampal nöronlarının bazılarının henüz neurite yapısı içermedikleri ve yuvarlak 

şekilli oldukları, bazı nöronların hücre gövdesinden çıkan eş sayıda immatür neurite 

yapısı içerdikleri, bir grup nöronda ise neurite yapılarından birinin çok daha fazla 

uzamış olduğu görüldü. Ayrıca, nöronlardaki immatür neurite yapılarının uç 

kısımlarında bulunan büyüme konileri de gözlendi. 

Sig-1R’leri, agonistlerinin düşük dozları ile yani yaklaşık olarak afinite 

değerlerine eşit ya da afinite değerlerinin 10 katından daha az dozlarında 

uyarıldıklarında aktive olur ve IP3R’leri ile etkileşime girer. Aktive olan Sig-1R, 

ER’dan mitokondriye Ca+2 akışını, ATP üretimini, apoptoz sürecini ve hücrenin ROS ve 

antioksidan enzim seviyelerini regüle eder (Hayashi ve Su 2007; Su ve ark. 2010; Pabba 

2013). Ancak Sig-1R’leri, agonistlerinin yüksek dozları yani afinite değerlerinin 

yaklaşık 10 katından daha yüksek dozları ile uyarılırsa ya da hücresel stres gibi faktörler 

ile aktive olursa Sig-1R MAM’dan ayrılarak hücrenin başta hücre membranı olmak 

üzere farklı bölgelerine transloke olur ve bu bölgelerde protein-protein etkileşimi 

üzerinden çeşitli iyon kanalları, kinazlar ve reseptörlerin fonksiyonlarını düzenler. Bu 
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yollarla Sig-1R, nöronal canlılık, neurite oluşumu ve plastisite gibi süreçlerde rol oynar 

ve agonistin uygulandığı doza bağlı olarak farklı yollar ile etki gösterir.  (Hayashi ve Su 

2007; Su ve ark. 2010; Pabba 2013). 

DMT’nin, Sig-1R’ne düşük mikromolar konsantrasyonda (yaklaşık 14 µM) 

bağlandığı ve agonist olarak etki ettiği bilinmektedir. Ayrıca, sıçan karaciğeri 

homojenatlarında, Sig-1R’ne bağlanma affinitesinin araştırıldığı bir çalışmada, 

DMT’nin 10µM dozdan başlayarak agonistik etkisinin giderek arttığı, 100 µM 

konsantrasyonda ise reseptöre bağlanma affinitesinin en yüksek düzeyde olduğu ve bu 

dozda voltaj kapılı Na+ kanallarını inhibe ettiği gösterilmiştir (Fontanilla ve ark. 2009). 

DMT’nin diğer Sig-1R agonistleri gibi, afinite konsantrasyonlarında uygulandığında (10 

µM), Sig-1R’nü aktive ederek reseptörün ER’da etki göstermesine yol açacağı, daha 

yüksek konsantrasyonlarda yani afinite konsantrasyonunun yaklaşık on katı kadar (100 

μM) uygulandığında ise Sig-1R’nün ER’dan ayrılmasına ve plazma membranına 

taşınarak burada çeşitli iyon kanalları, reseptörler ve kinazlarla etkileşime girmesine 

neden olacağı ileri sürülmüştür (Su ve ark. 2009). 

Çalışmamızda, DMT’nin yüksek ve düşük dozlarda uygulandığında Sig-1R 

üzerinden gerçekleştireceği agonistik etkisinin nasıl olacağını incelemek amacıyla; 

literatürde DMT’nin Sig-1R’ne karşı bilinen afinite değeri olan 10 µM düşük doz olarak 

ve bunun on katı olan bilinen en yüksek afinite değeri 100 µM ise yüksek doz olarak 

kabul edildi ve bu iki doz tüm deneylerde kullanıldı. 

Sig-1R’nün neurite oluşumu, uzaması ve nöronal plastisite süreçlerinde rol 

oynadığı, ayrıca hipokampal nöronlarda dendrit uzaması, dallanması ve dendritik diken 

oluşumunu uyardığı bilinmektedir. Sig-1R agonistleri ile yapılan çalışmalarda, Sig-1R 

aktivasyonunun neurite oluşumunu arttırdığı ve neurite uzamasını uyardığı 

gösterilmiştir (Tsai ve ark. 2009; Kimura ve ark. 2014; Ruscher ve Wieloch 2015). 

Sig-1R reseptörünün neurite oluşumu üzerindeki rolünü inceleyen ve primer nöronlar 

ile yapılan çalışmalar çok az sayıdadır ve bu çalışmalarda Sig-1R agonistlerinin neurite 

oluşumu üzerindeki etkisi değil neurite uzaması ve boyu üzerine etkileri incelenmiştir. 

Primer nöronlarla yapılan çalışmalarda, serebellar granül nöronları, hipokampal 

nöronlar, kortikal nöronlar, spinal motor nöronlar ve arka kök ganglion nöronlarında 

Sig-1R agonistlerinin neurite uzamasını arttırdığı ve Sig-1R antagonisti uygulaması ile 
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neurite boyundaki artışın azaldığı rapor edilmiştir (Guzman-Lenis ve ark. 2009; Ruscher 

ve ark. 2011; Kimura ve ark. 2013; Li ve ark. 2017). 

Sig-1R’nün neurite oluşumu üzerindeki etkisini araştıran çalışmalar ise genellikle NGF 

ile uyarılan neurite oluşumu modelleri üzerinde ve hazır hücre hatları kullanılarak 

yapılmıştır. Bu konuda yapılan öncü bir çalışmada Sig-1R agonisti pentazosinin ve Sig-

1R agonisti olduğu bilinen antidepresanlar imipramin ve fluvoxaminin, NGF ile 

uyarılan neurite oluşumu modelinde PC12 hücrelerinde neurite içeren hücre sayısını 

arttırdığı ve bu etkinin selektif Sig-1R antagonisti NE-100 uygulaması ile bloke edildiği 

gösterilmiştir (Takebayashi ve ark. 2002). Yine PC12 hücrelerinde NGF ile uyarılan 

neurite oluşumu modelinde yapılan iki ayrı çalışmada, Sig-1R üzerinde agonistik etkisi 

olduğu bilinen asetilkolin esteraz inhibitörü donepezil’in (Ishima ve ark. 2008) ve 

serebral vazodilatör ifenprodil’in (Ishima ve Hashimoto 2012), Sig-1R üzerinden NGF 

ile uyarılan neurite oluşumunu uyardığı ve iki çalışmada da bu etkinin selektif Sig-1R 

antagonisti NE-100 ve IP3R antagonisti Xestospongin C uygulaması ile anlamlı 

derecede azaldığı gösterilmiştir. Benzer bir çalışmada Nishimura ve ark. (2008), 

antidepresan fluvoxaminin, endojen Sig-1R ligandı olan DHEA-S’ın, selektif Sig-1R 

agonisti SA4503 ve PPBP’nin NGF ile uyarılan neurite oluşumunu yani neurite içeren 

hücre sayısını arttırdığını ve selektif Sig-1R antagonisti NE-100’ün ise bu etkiyi inhibe 

ettiğini bildirmiştir. Aynı çalışmada Sig-1R selektif agonisti SA4503’ün neurite 

oluşumunu uyarıcı etkisinin IP3R antagonisti uygulaması ile anlamlı derecede azaldığı 

da gösterilmiştir (Nishimura ve ark. 2008). 

Çalışmamız, DMT’nin ve endojen agonisti olduğu Sig-1R‘nün primer 

nöronlarda neurite oluşumu üzerindeki etkisini gösteren ilk çalışmadır. Çalışmamızda, 

Sig-1R endojen agonisti olan DMT’nin 10 µM dozda primer hipokampal nöronlarda 

neurite oluşumunu anlamlı şekilde arttırdığı bulundu. Ayrıca, endojen Sig-1R ligandı 

olan DMT’nin etkisini kıyasladığımız selektif Sig-1R agonisti SA4503’ün de aynı 

dozda neurite oluşumunu anlamlı derecede arttırdığı görüldü. DMT’nin neurite 

oluşumunu uyaran etkisinin, aynı dozdaki sentetik agonist SA4503’ün etkisi ile hemen 

hemen aynı düzeyde olduğu gözlendi ancak iki agonistin etkisi arasında anlamlı bir fark 

olmadığı tespit edildi. Bu veriler, endojen Sig-1R ligandı DMT’nin primer hipokampal 

nöronlarda neurite oluşumu sürecini uyardığını ve aynı dozdaki selektif agonist kadar 

etkili olduğunu göstermektedir.  DMT ve SA4503, 10 µM dozlarda uygulanmadan 
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önce, nöronlar Sig-1R selektif antagonisti NE100 ve IP3R antagonisti ile muamele 

edildiğinde ise hem DMT’nin hem de SA4503’ün neurite oluşumu üzerindeki uyarıcı 

etkisinin anlamlı şekilde azaldığı görüldü. DMT’nin neurite oluşumu üzerindeki uyarıcı 

etkisinin Sig-1R ve IP3R’nün antagonize edilmesi ile azalması, DMT’nin bu etkisini 

Sig-1R üzerinden gerçekleştirdiğini ve bu etkide Sig-1R’nün IP3R ile olan etkileşiminin 

dolayısıyla ER-mitokondri arasındaki Ca+2 sinyalinin önemli rol oynadığını 

göstermektedir. Çalışmamızla ilgili bu bulguların yukarıda bahsi geçen literatürler ile 

uyumlu olduğu görülmektedir. 

 Öte yandan DMT’nin 100 µM dozda uygulanmasının ise hipokampal nöronlarda 

neurite oluşumunu anlamlı derecede azalttığı ve neurite oluşumunu baskılayan bu 

etkinin Sig-1R selektif antagonisti NE100 ve IP3R antagonisti uygulaması ile anlamlı 

olarak arttığı gözlendi. 

100 µM dozda DMT’nin, insan embriyonik böbrek hücrelerinde ve yeni doğan 

fare kardiyak miyositlerinde voltaj kapılı Na+ kanallarını inhibe ettiği yama kısacı 

kayıtları ile gösterilmiştir (Fontanilla ve ark. 2009). George ve ark. (2009) ise yaptıkları 

çalışmada, embriyonik fare primer kortikal nöronlarında membrandaki voltaj kapılı Na+ 

kanallarının aktivasyonunun, neurite, akson ve dendrit gelişimi ile sinaptik plastisite 

gibi süreçlerde önemli rol oynadığı bilinen NMDR’nün aktivitesini ve Ca+2 sinyalini 

güçlendirdiğini, hücre içine Ca+2 akışını arttırdığını ve bu yollarla nöronlarda neurite 

uzamasının arttığını tespit etmiştir. Aynı çalışmada, Na+ kanallarının ve NMDR’nün 

ayrı ayrı antagonize edilmesinin ise neurite boyundaki artışı anlamlı derecede azalttığı 

ve neurite uzamasını uyarıcı etkinin tamamen ortadan kalktığı gösterilmiştir (George ve 

ark. 2009).   

Bizim çalışmamızda da 100 µM yüksek dozda DMT uygulaması ile görülen 

neurite oluşumunu baskılayıcı etki, DMT’nin Sig-1R üzerinden membrandaki voltaj 

kapılı Na+ kanallarının inhibisyonuna yola açması ile ortaya çıkmış olabilir. Yüksek 

dozda bu etkiye yol açan mekanzimanın Na+ kanalı inhibisyonundan kaynaklanıp 

kaynaklanmadığını araştırmak için yama kıskacı tekniğinin, Na+ kanal aktivatörleri ya 

da blokerlerinin kullanıldığı, daha detaylı fizyolojik çalışmalar yapılabilir. Öte yandan 

yüksek dozda DMT, Sig-1R’nün aktive olarak hücre membranında etkileşimi henüz 

gösterilmemiş başka bir reseptör, iyon kanalı ya da kinazın fonksiyonunu düzenleyerek 

de bu etkinin oluşmasına yol açabilir. 
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Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde ROS üretimi ile ROS detoksifikasyonu 

arasındaki dengesizliklerden kaynaklanan bir süreçtir. Hücrelerde oluşan serbest 

radikallerin yeterince temizlenememesi ROS artışına ve oksidatif strese yol açar. 

Oksidatif stres, hücre membranına, proteinlere, lipidlere, lipoproteinlere ve DNA gibi 

hücre için önemli birçok yapıya ciddi biçimde zarar verir ve hücre ölümüyle sonuçlanır. 

Nöronlar oksidatif stresten çok fazla etkilenir. Özellikle beyin, oksijen tüketiminin çok 

fazla olması, antioksidan sistemlerinin zayıf olması, ROS üretimini katalize eden metal 

iyonlarını barındırması ve peroksidasyona karşı duyarlı olan çoklu doymamış yağ 

asitlerinden zengin olması nedeniyle oksidatif hasara karşı çok hassastır (Uttara ve ark. 

2009; Chen ve ark. 2012; Liu ve ark. 2017). Artmış ROS üretimi ve oksidatif stres 

hasarının alzheimer, iskemi, parkinson, ALS, hungtington, MS gibi birçok 

nörodejeneratif hastalığın patofizyolojisinde rol oynadığı gösterilmiştir. ROS üretiminin 

nörodejeneratif süreçlerde görülen mitokondri disfonksiyonu, glial aktivasyon, hatalı 

protein katlanması ve birikimi gibi nedenlerle arttığı da bildirilmiştir (Uttara ve ark. 

2009; Chen ve ark. 2012; Liu ve ark. 2017). 

İn vivo ve in vitro birçok nörotoksisite ve nörodejeneratif hastalık modelinde 

Sig-1R agonistlerinin nöroprotektif etki gösterdiği bilinmektedir (Kourich ve ark. 2012; 

Frecska ve ark. 2013; Nguyen ve ark. 2014a; 2014b). Sig-1R, mitokondrideki ROS 

üretimini kontrol eder. Ayrıca, nukleusta ARE ve Nrf2 gibi antioksidan genlerin ve 

transkripsyon faktörlerinin ifadesini arttırarak, hücrelerde antioksidan enzimlerin ve 

proteinlerin üretimini arttırır. Bu yollarla Sig-1R agonistleri hücreleri oksidatif stres 

hasarından korur. Sig-1R agonistlerinin hücrelerde ROS üretimini azalttığı, 

antagonistlerinin ise ROS üretimini arttırdığı yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir (Mori 

ve ark. 2012; Pal ve ark. 2012). Sig-1R agonistlerinin iskemi, diyabet ve amiloid beta 

toksisitesinin neden olduğu ROS/RNS üretimini azaltabildiği de bilinmektedir (Smith 

ve ark. 2008; Yang ve ark. 2010; Behensky ve ark. 2013a).  

Biz de çalışmamızda, endojen Sig-1R ligandı DMT’nin nöroprotektif etkilerini 

incelemek için birçok nörodejeneratif hastalıkla ilişkilendirilmiş olan oksidatif stres 

sürecini in vitro olarak oluşturmak amacıyla deneylerimizde H2O2 toksisite modelini 

kullandık. 

Hyrskyluoto ve ark. (2013) yaptıkları çalışmada, ROS üretiminin arttığı ve 

oksidatif stres hasarının görüldüğü bir nörodejeneratif hastalık olan hungtington 
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hastalığının in vitro modelinde, Sig-1R agonisti PRE084 uygulamasının nöronal 

hücrelerde intraselüler ROS miktarını anlamlı derecede azalttığını ve NF-kB sinyal yolu 

üzerinden hücresel antioksidan proteinlerin ve enzimlerin üretimini arttırdığını 

göstermiştir. 

Tuerxun ve ark. (2010) ise H2O2 toksisitesi ile oluşturdukları oksidatif stres 

hasarı modelinde, H2O2 toksisitesinden önce uygulanan Sig-1R agonisti SA4503’ün, 

yeni doğan fare primer kortikal nöronlarını oksidatif stres hasarından koruyarak 

nöroprotektif etki gösterdiğini, hücresel canlılığı arttırdığını ve Sig-1R antagonisti 

BD1047 uygulaması ile nöroprotektif etkinin azaldığını göstermiştir. Çalışmada, Sig-1R 

agonistinin oksidatif stres hasarından koruyucu etkisinin, nöronlarda glutamat reseptörü 

ifadesinin azalması ve MAPK/ERK sinyal yolu üzerinden gerçekleştiği de belirtilmiştir 

(Tuerxun ve ark. 2010).  

H2O2 toksisitesi modeli ile fare nöroblastoma hücrelerinde yapılan başka bir in 

vitro çalışmada, Sig-1R agonisti DHEA ve DHEA-S’ın, ROS hasarının uyardığı 

apoptotik hücre ölümü ile ilgili sinyal yollarını baskılayarak protektif etki gösterdiği, 

Sig-1R antagonisti uygulamasının ise bu etkiyi baskıladığı bildirilmiştir (Su ve ark. 

2016b). 

Sig-1R ligandı olduğu keşfedildikten sonra DMT’nin, Sig-1R üzerinden 

gerçekleşebilecek olası nöroprotektif etkileri hakkında birçok hipotez öne sürülmüştür. 

Bu konuda Szabo ve arkadaşlarının öncü çalışması dışında yapılmış başka bir araştırma 

bulunmamaktadır. Szabo ve ark. (2016) yaptıkları in vitro çalışmada, insan pluripotent 

kök hücrelerinden farklılaştırılarak elde edilen kortikal nöronlarda, monosit-makrofajlar 

ve dendritik hücrelerde hipoksik hasara karşı DMT’nin protektif etkisini incelemiş ve 

hipoksi öncesinde 50 µM dozda uygulanan DMT’nin hücresel canlılığı anlamlı şekilde 

arttırdığını göstermiştir. Ek olarak, bu hücre tiplerinde Sig-1R genini susturduklarında 

ya da reseptörün seviyesini azalttıklarında DMT’nin protektif etkisinin anlamlı şekilde 

azaldığını da tespit etmiştir (Szabo ve ark. 2016).  

Sig-1R endojen ligandı DMT’nin oksidatif stres hasarı ve total oksidan kapasite 

üzerindeki etkileri ise ilk kez bizim çalışmamızda gösterilmiştir. Ayrıca, Sig-1R selektif 

agonisti SA4503’ün insan nöroblastoma hücrelerinde H2O2 toksisitesine karşı 

nöroprotektif rolü ve total oksidan kapasite üzerindeki etkisi de ilk kez çalışmamızda 

incelenmiştir. 
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Çalışmamızda, H2O2 toksisitesinden önce DMT’nin 10 µM ve 100 µM dozlarda 

uygulanmasının hücreleri oksidatif stres hasarından koruyarak LDH salınımını anlamlı 

derecede azalttığı ve hücresel canlılığı arttırdığı hem LDH toksisite testi ile hem de 

morfolojik analizlerle gösterildi. Sig-1R selektif agonisti SA4503’ün 10 µM dozunun da 

toksisiteyi anlamlı derecede azalttığı gözlendi. Bu bulgularımızın literatür ile uyumlu 

olduğu saptandı. Sig-1R selektif antagonisti NE100 uygulamasının toksisiteyi arttırdığı 

ancak bu artışın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü. Öte yandan, SA4503’ün 

100 µM dozda uygulandığında H2O2 toksisitesinden koruyucu etkinin ortadan kalktığı, 

toksisitenin anlamlı derecede arttığı ve hücresel canlılığın azaldığı gözlemlendi. 

Bilinmektedir ki, nanomolar konsantrasyonlarda afiniteye sahip selektif Sig-1R 

agonistleri, düşük konsantrasyonlarda etkili olurken yüksek dozlarda etkileri ortadan 

kalkar. Sig-1R’leri bu nedenle “U şeklinde” olarak tanımlanan bir doz-cevap eğrisi 

çizerler (Hayashi ve Su 2008).  

Maurice ve ark. (1994) yaptıkları çalışmada, Sig-1R agonisti PRE084’ün deney 

hayvanlarındaki antiamnezik etkilerinin yüksek dozlarda ortadan kalktığını 

gözlemlemişlerdir. Maurice ve arkadaşlarının çalışmasına benzer şekilde, daha sonra 

Hayashi ve ark. (2000) da çalışmalarında, 100-1000 nM gibi çok dar bir etki dozu 

aralığına sahip olan Sig-1R agonisti pentazocine’in, 100 nM’da IP3R aktive ederek Ca+2 

akışını uyardığını ancak 10 µM gibi yüksek bir dozda uygulandığında bu etkisinin 

kaybolduğunu göstermiştir. Araştırmacılar, yüksek dozda Pentazocine etkisinin ortadan 

kalkmasının toksik bir etkiden kaynaklanmadığını ve IP3R inhibisyonuna yol 

açmadığını tespit etmiştir (Hayashi ve ark. 2000). 

Bizim çalışmamızda da benzer şekilde, nanomolar afiniteye sahip olan Sig-1R 

selektif agonisti SA4503’ün, 100µM dozda nöroprotektif etkisinin ortadan kalkması 

yüksek dozda agonistin etkisiz olmasından kaynaklanmış olabilir. Toksisite 

deneylerinden önce yaptığımız ön çalışmalarda, DMT, SA4503 ve NE100’ün 

deneylerde kullanılacak dozlarını tek başına hücreler üzerinde test ederek SA4503’ün, 

100 µM dozda hücrelerde toksik etki oluşturmadığını gösterdik. Dolayısıyla, literatürle 

uyumlu olarak Sig-1R agonistlerinin yüksek dozda etkisiz olmasının toksisiteden 

kaynaklanmadığını, bu durumun agonistin doz-cevap özelliğine bağlı olduğunu 

saptadık. Yüksek dozlarda agonist uygulamasının reseptör down-regülasyonuna yol 

açarak Sig-1R’nün etksinin ortadan kalkmasına yol açabileceği de bu noktada ayrıca 
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akla gelmektedir. Ancak altta yatan mekanizmanın tam olarak netleştirilebilmesi için 

daha detaylı moleküler çalışmaların yapılması gerekmektedir. 

Çalışmamızda literatürle uyumlu olarak, H2O2 toksisitesinden önce 10 µM ve 

100 µM dozlarda uygulanan DMT’nin ve selektif Sig-1R agonsiti SA4503’ün her iki 

dozunun da total oksidan kapasiteyi anlamlı derecede düşürdüğü ve dozun yükselmesi 

ile her iki molekülün de oksidan kapasiteyi düşürücü etkisinin arttığı gösterildi. Ayrıca, 

Sig-1R selektif antagonisti NE-100 uygulamasının DMT’nin ve SA4503’ün total 

oksidan kapasiteyi düşürücü etkisini anlamlı derecede azalttığı gözlendi. Bu bulgular, 

DMT’nin oksidatif stresi azaltıcı yöndeki etkisinin Sig-1R üzerinden gerçekleştiğini 

göstermektedir. DMT ve SA4503’ün aynı dozları birbiri ile kıyaslandığında, total 

oksidan kapasiteyi azaltmakta endojen ligand olarak DMT’nin SA4503’ten daha güçlü 

bir etki gösterdiği de tespit edildi. 

Sig-1R agonistlerinin in vivo ve in vitro birçok nörodejeneratif hastalık 

modelinde güçlü nöroprotektif etkiler gösterdiği, ayrıca bu hastalıkların ardından 

plastisite ve onarım süreçlerini devreye soktuğu bilinmektedir. Bu nedenle son yıllarda 

klinikte kullanılabilecek etkili Sig-1R selektif agonistlerinin geliştirilmesi konusuna 

büyük bir ilgi vardır. DMT’nin olası fizyolojik etkilerini karşılaştırmak için 

çalışmamızda kullandığımız selektif Sig-1R agonisti SA4503, akut serebral iskemi ve 

majör depresyon hastalarında faz II klinik çalışmalarına dahil edilmiş bir moleküldür. 

Bu nedenle çalışmamızda SA4503’ün nöroprotektif, antioksidan ve neurite oluşumunu 

uyarıcı etkileri ile ilgili elde ettiğimiz bulgular hem bu molekülün hem de diğer Sig-1R 

agonistlerinin klinikte kullanımı açısından önemlidir. 

Çalışmamızda DMT’nin Sig-1R üzerinden hem neurite oluşumunu uyardığını 

hem de oksidan yanıtı baskılayarak nöroprotektif etki gösterdiğini tespit ettik. Her iki 

etki, hem nöronların hem de fonksiyonal nöronal bağlantıların kaybedildiği ve oksidatif 

stres hasarının görüldüğü nörodejeneratif hastalıklar için DMT’yi yeni tedavi 

stratejilerinin geliştirilmesinde önemli bir noktaya getirebilecek etkilerdir. DMT’nin 

Sig-1R üzerinden gerçekleştireceği fizyolojik etkilerin aydınlatılması ileride bu 

molekülün klinik kullanımına olanak tanıyabilir.  

Nöroprotektif etki ile birlikte neurite oluşumunun arttırılması, günümüzde 

nörodejenerasyonun ve sinaptik bağlantılarda hasarın olduğu hastalıklarda başta gelen 

tedavi stratejilerinden biridir. Sig-1R agonistlerinin hasarlanmış veya tamamen 
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kaybedilmiş nöronal bağlantıların yeniden kurulması açısından klinikte önemli rol 

oynayabileceği gösterilmiştir (Guzman-Lenis ve ark. 2009; Ruscher ve ark. 2011; 

Francardo ve ark. 2014; Peviani ve ark. 2014). Çalışmamızda DMT’nin Sig-1R 

üzerinden gerçekleştirdiğini tespit ettiğimiz neurite oluşumunu uyarıcı etkisinin de bu 

kapsamda önemli olduğunu düşünmekteyiz. DMT’nin bu etkisinde hangi sinyal 

yolaklarının devreye girdiğini anlamak için daha detaylı moleküler çalışmalar yapmayı 

amaçlamaktayız. 

Oksidatif stres hasarının görüldüğü nörodejeneratif hastalıklarda antioksidan 

uygulamaları günümüzde kabul gören tedavi yaklaşımlarındandır. Ancak uygulanan 

antioksidanın kan beyin bariyerini geçerek beyine terapötik dozlarda ulaşması 

gerekmektedir (Chen ver ark. 2012). Bu açıdan ele alındığında DMT’nin, kan beyin 

bariyerini geçerek yüksek dozlarda beyine ulaşabilmesi ve nöronlara alınarak yüksek 

konsantrasyonlarda depo edilebilmesi moleküle terapötik kullanımı açısından avantaj 

sağlayabilir. Çalışmamızda kullandığımız Sig-1R agonisti SA4503’ün de kan beyin 

bariyerini geçerek beyinde Sig-1R’lerine bağlanabildiği pozitron emisyon tomografisi 

çekimleri ile gösterilmiştir (Kawamura ve ark. 2000; Ishiwata ve ark. 2008).  

Nörodejenratif hastalıklarda anitoksidan tedavi stratejilerinden bir diğeri ise son 

yıllarda antioksidan genlerin ifadesini aktive eden bir transkripsyon faktörü olan Nrf2’yi 

hedefleyen moleküllerin geliştirilmesidir. Nrf2, sitoplazmada bulunan bir transkripsyon 

faktörüdür. Oksidatif strese yanıt olarak aktive olan faktör nukleusa giderek antioksidan 

genlerin ifadesini arttırır ve sonuçta hücrelerde antioksidan enzimlerin üretimi artar 

(Chen ver ark. 2012). Sig-1R’nün ve agonsitlerinin Nrf2 sinyalinin nukleusa taşınmasını 

uyararak antioksidan enzimlerin üretimini arttırdığı gösterilmiştir (Pal ve ark. 2012; 

Mori ve ark. 2013). Bu bilgi Sig-1R agonistlerinin ve Sig-1R üzerinden antioksidan etki 

gösterdiğini tespit ettiğimiz DMT’nin antioksidan tedavi stratejilerinde hedef molekül 

olarak yer alabileceğini göstermektedir. Bu nedenle, çalışmamızın devamında DMT ve 

Sig-1R agonisti SA4503’ün nöroprotektif ve antioksidan etkisinin Nrf2 ile ilişkisini 

araştırmayı düşünmekteyiz. 

DMT; endojen bir ligand olması, fizyolojik veya psikolojik bağımlılığa ve 

adaptasyona neden olmaması ayrıca yüksek dozlarda vücuda alındığında herhangi bir 

organ toksisitesine yol açmaması nedeniyle iyi tolere edilen bir moleküldür. Vücuda 

intravenöz yolla alındığında ya da fizyolojik olarak periferik dokularda üretildikten 
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sonra kan beyin bariyerini geçerek nöronlara alınabilmektedir ve nöronal vesiküllerde 

depo edilerek saklanabilmektedir (Cozzi ve ark. 2009; Vitale ve ark. 2011). Stres 

koşullarında üretiminin arttığı da bilinmektedir (Christian ve ark. 1977; Frecska ve ark. 

2013). Dolayısıyla DMT organizmanın stres altında olduğu patolojik koşullara 

adaptasyonun sağlanmasında rol oynayabilir ve bu bağlamda terapötik amaçla 

kullanılabilir. 

Frecska ve ark. (2013) da DMT’nin Sig-1R aracılı nöroprotektif ve rejeneratif 

etkilerinin tanımlanması durumunda, acil tıpta kardiyak arest, kardiyopulmoner 

resüsitasyon, miyokardiyal enfarktüs, inme, yeni doğan bakımı ve benzeri süreçlerde 

adaptif mekanizmalarda rol oynayan faydalı bir terapötik ajan olarak klinikte 

kullanılabileceğini ileri sürmektedirler. Ancak DMT’nin yeni tedavi stratejilerinde yer 

alması için molekülün fizyolojik rolünü ortaya koyacak daha fazla araştırmaya ihtiyaç 

vardır. 

DMT’nin çalışmamızda tespit edilen neurite oluşumunu uyarıcı ve nöroprotektif 

etkilerinin farklı nöron tiplerinde hatta plastisite ve nöroenflamasyonda rol alan glial 

hücrelerde de test edilmesi ve farklı nörodejeneratif hastalık modellerinde in vitro ve 

daha sonra in vivo olarak araştırılması gerekmektedir.   

Sonuç olarak çalışmamız, DMT’nin Sig-1R üzerinden nöronlarda aksonal ve 

dendritik yapıların oluşması için gerekli olan ilk temel basamak olan neurite oluşumunu 

uyardığını, antioksidan etki ile nöronal hücreleri oksidatif stres hasarına karşı 

koruduğunu gösteren ilk çalışma olması açısından oldukça özgündür. Çalışmamızdan 

elde edilen bu bulguların endojen Sig-1R ligandı olan DMT’nin bilinmeyen fizyolojik 

etkilerini aydınlatmaya katkı sağlayacağını düşünmekteyiz.  
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