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Tezin bashgr: Levosimendan'in NB2a Hiicre Kiiltiir Hattindaki Etkileri
Ogrencinin adi: Dr. Tiilin OZTURK
Danismanin adi: Prof. Dr. Kamil VURAL

Anabilim Dali: Farmakoloji

OZET

Amag: levosimendan’in (LVS) kiiltirde ndrotoksik etkilerinin olup olmadiginin
arastirilmasidir. LVS' nin ¢esitli mekanizmalar araciligr ile etki ettigi bilinmektedir.
Fosfodiesteraz III'ii inhibe ettigi Katp agtig1, boylece kardiyoprotektif etkili oldugu iyi
bilinmektedir. Levosimendan, kalbin kasilma giiciinii oksijen tiikketimini artirmadan
kuvvetlendirir ve  anti-oksidan, anti-inflammatuar, inotropik ve vazodilatatér
ozelliklere sahiptir. Levosimendan, kalp cerrahisi sirasinda kalbin pompa giicii azalmis
olgularda kullanimi1 tercih edilmektedir. Levosimendan'in ndronlar1 indirek olarak
korudugu gosterilmistir, ancak direct neuronlar {izerine etkisi bilinmemektedir. Bu
calismada, LVS'nin ndrotoksik etkileri olup olmadigi NB2a dizin hiicrelerinde

arastirildi.

Gerec¢ ve Yontem: Bu amagla LVS' nin (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 ve 100 uM) toksik
etkileri Norotoksisite Tarama Testi (NTT) ile, apopitotik etkileri TUNEL yontemi ile

ve hiicre canlilik testi MTT yontemi ile incelendi.

Bulgular: NTT testinde, Levosimendanin tiim konsantrasyonlarinda 1liml
norotoksik etkileri saptanmadi. ilaveten, 1uM konsantrasyonda nérit inhibisyonu
yapmadig1 gibi ndrit uzamasin1 anlaml bir derecede artirdi. Hiicre proliferasyonunu
olumsuz yonde etkilemedi ve apopitotik hiicre sayis1 kontrol grubundan farkli degildi

( p>0.05).

Sonuglar: Levosimendanin direk noroprotektif etkileri K" agici kanallar
tizerinden yaptigit olumlu etkiler, genetik transkripsiyon mekanizmalarini

diizenleyerek gosterdigi hipotezleri ile agiklanabilir. Ayrica fosfodiesteraz



inhibisyonu, kalsiyum desensitizasyonu ile de noéronal koruyucu etkiye sahiptir.
Levosimendan,  hasatligin dogasina bagli olarak veya islemin kendisinden
kaynaklanan risklere bagli olarak beyin hasar1 riskine sahip hastalarda giivenle

kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Norotoksisite, in Vitro, levosimendan, NB2a, MTT



SUMMARY

Effects of Levosimendan on the NB2a Cell Culture Line

Aim: The aim of this project is to explore whether the levosimendan (LVS) has
neurotoxic effect on culture. It's known that the LVS effects through various
mechanisms. It's also very well known that LVS inhibites Phosfodiestherase Il and
opens the Katp channels, so it has cardioprotective effect. Levosimendan is prefered
to use in patients who have decreased ejection fraction during cardiac surgery. LVS
protects neurons indirectly, but it doesn't know the effect on neurons directly. In the
present study, we examined whether Levosimendan has neurotoxic effects using
NB2a.

Material and Method: For this aim, the toxic effects of LVS (0,1, 0,3, 1, 3, 10,
30 ve 100 uM) has been tested by neurite outgrow and apoptotic effects of LVS has
been tested TUNEL method and MTT cell viability test.

Results: There were no descript moderate neurotoxic effects in all consantrations
on NTT test. Additionally, LVS with 1uM consantration didn't inhibite the neurits and
also it significantly increased the lengh of neurite. Levosimendan didn't effect the cell
proliferation negatively and the number of apoptotic cell didn't different than those
controll cell (p>0.05).

Conclusion: These direct neuroprotective effects of LVS might be explaned with
hypothesis that LVS effects positively on Katp and adjusts the mechanisms of genetic
transcription. Additionally, LVS has neuronal protective effect by inhibiting
Phosfodiestherase 111 and decreasing exaggerated Ca 2" influx. Levosimendan can use
securely in patients that have a risk for a brain injury due to the nature of disease or
the procedure itself.

Keywords : Neurotoxicity, in vitro, levosimendan, NB2a, MTT



1. GIRIS VE AMAC

Levosimendan(LVS), kalbin kasilma giiclinii oksijen tiiketimini artirmadan
kuvvetlendiren anti-oksidan, anti-inflammatuar etkili inotropik ve vazodilatator
Ozelliklere sahip bir ilagtir (Papp ve ark.2012; Farmakis ve ark. 2016). Bu ozellikleri
ile Levosimendan, kalp cerrahisi gegirecek veya gecirmekte olan, kalbin pompa giicii
azalmis kalp problemli olgularda ozellikle tercih edilmektedir (Putzu ve ark. 2018;
Chen ve ark. 2018).

Levosimendan'm ii¢ mekanizma ile kardiyoprotektif etkili oldugu iyi
bilinmektedir. Bununla beraber santral sinir sistemi {lizerine olumlu etkileri ile
norolojik olarak ta koruyucu etkisi gdsterilmistir. On yiikii ve ard yiikii diisiirerek
kardiyak isi azaltir, kalp hiicrelerinde mitokondride K™ duyarli ATP kanallarini1 agarak
miyokard iskemisine karst hiicrenin stabilizasyonunu saglar, homeostazisi korur ve
mitokondriyal fonksiyonlar1 diizeltir. Levosimendan'in fosfodiesteraz III'Qi inhibe
ederek etki gosterdigi ile ilgili farkli ¢alismalar da mevcuttur (Kivikko ve ark. 2002;
Jorgensen ve ark. 2008; Papp ve ark. 2012).

Kalp cerrahisi sonras1 kardiyopulmoner baypasa (KPB) bagli gecici bilissel
fonksiyonlarin ve ndrolojik fonksiyonlarin bozuklugu yaygindir ve nedenleri ¢ok
cesitlidir. Bunlar, serebral embolizasyon, serebral iskemi reperflizyon, KPB
sonrasinda 1sinma doneminde hipertermi, KPB'a sistemik inflamatuar yaniti
icermektedir. Bigsel fonksiyon bozuklugu hastaneden taburcu edilen hastalarin %
53"'inde, KPB sonras1 5. yilda ise % 42 'inde saptanmistir. Bu donemde kullanilan
kardiyak ilaglarin norolojik yan etkileri 6nem tagimaktadir (Magruder ve ark. 2018;
Cheung ve Messé. 2018).

Levosimendanin, kalp {izerine olumlu etkileri aracilig1 ile kardiyak debiyi artirip
damarlar tizerine diatator etkileri ile beyinin kan akimini hizlandirirarak (Lafci B ve
ark. 2008; Guerrero-Orriach ve ark. 2016; Roehl ve ark. 2012; Kelm ve ark. 2014)

veya deneysel calismalarda direkt noronlar {izerine etkisi ile (Shimizu ve ark. 2002;



Roehl ve ark. 2010; Toller ve ark. 2015) ndronlar1 koruyucu oldugu bildirilmistir. Bu

amagcla kullanimi esnasinda norotoksik etkileri tizerine bilgiye rastlanmamastir.

Molekiillerin nérotoksik etkilerinin. Arastirildigi pek ¢ok yontem olmakla birlikte
hiicresel diizeyde toksik etkiyi belirgin sekilde gdsteren hiicre kiiltiirii ¢aligsmalari
genellikle tercih edilmektedir. Kiiltiirdeki noronlarin farklilasmasi (nérit olusumu)
hiicrelerin iyi olmasinin genel bir gostergesi olan fizyolojik bir siirectir. Norit
olusumunun 6l¢iimii, nérotoksisite degerlendirilmesi i¢in kullanigl bir in vitro model
saglar (NTT) ve ¢ok ¢esitli ajanlarin norotoksik potansiyellerini géstermede kullanilir.

( Setou ve ark. 2003)

Siklik AMP (cAMP), noronlart diferansiyasyona yonlendiren molekiillerden
biridir. Bu sekilde néron karakteri ortaya ¢ikmaktadir. Boylece cAMP varliginda,
ndronlar ndrit uzatarak biri birileriyle kontak kurmaya baglarlar. Tipik ndron
karekteristikligi bdylece ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bu asamada eger noron toksik
etkiye maruz kalir ise norit uzatamaz ve diferansiyasyonunu tamamlayamaz. Bu bulgu

norotoksik etkiyi gosteren bir belirtegtir.

Yapilan bazi ¢alismalarda levosimendanin hiicre igerisinde mitokondrilerdeki
Katp kanallarin1 aktive ederek noroprotektif etki gosterebilecegi savunulmustur.
Ancak bu mekanizma agik degildir (Shimizu ve ark. 2002). Levosimendan'in
noronlarin fonksiyonlarin1 degistirmesi tespit edilebilirse, daha karmasik nérolojik

sistemleri degistirme potansiyellerini daha iyi degerlendirmek miimkiin olabilir.

Bu ¢alismada inotropik ajan Levosimedan'in fare néroblastoma hiicre dizininde
(NB2a) norotoksisite tarama testi ile norotoksik veya ndroprotektif etkileri
aragtirtlmistir. Levosimendan'in norotoksik etkisi, kullanilan terapotik dozlara (0,3
mM) esdeger olacak diizeyde ve ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre kiiltiiriine
verilerek, farkli konsantrasyonlarda LS' nin, ndronlar iizerindeki (dentrit uzama

inhibisyonu, hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimii) etkileri in vitro olarak arastirilmistir.

2. GENEL BILGILER



2.1. KALP CERRAHISI YOGUN BAKIMINDA DELIiRYUM,
AJITASYON

2.1.1. Kardiyopulmoner Baypasin Norolojik Etkileri.

KPB sonrasi gegici biligsel fonksiyonlarin ve ndrolojik fonksiyonlarin bozuklugu
yaygindir ve nedenleri ¢ok ¢esitlidir. Bunlar, serebral embolizasyon, serebral iskemi
reperfiizyon, KPB sonrasinda i1sinma doneminde hipertermi, KPB'a sistemik
inflamatuar yaniti icermektedir. Biligsel fonksiyon bozuklugu hastaneden taburcu
edilen hastalarin % 53'inde, KPB sonrast 5. yilda ise % 42 'inde saptanmuistir.
Norolojik problemler; Tip I (Taburculukta stupor-koma ve fokal norolojik bulgular)
ve Tip II (Entellektiiel fonksiyonlarda bozulma, hafizada yetersizlik, nobetler) olarak
siiflandirilmaktadir. KPB sonrasi nérolojik problem yasayan hastalarda hastane
mortalitesi ve hastanede kalis siireleri yilikselmektedir. Hastane mortalitesi Tip |
varliginda % 21 ve tip II de % 2 olarak bildirilmistir. Basarili bir cerrahi sonras1 gelisen
norololjik boukluklar hasta, yakinlari ve sosyal agidan yikim olmaktadir(Fontes ve ark.
2014; Hudetz ve ark. 2011; Sauér ve ark. 2017).

Deneysel ¢alismalarda, KPB' I1 kardiyak cerrahi, generalize inflammatuar yanita
yol agmanin yaninda, mikrogaz veya makroateromatdz serebral embolizasyonlar ile
gelisen fokal iskemiler de non-spesifik inflammasyonu tetiklemektedir (Hudetz ve ark.
2011; Fontes ve ark. 2014; Sauér ve ark. 2017).

). Mikro-makro embolileri dnleyici veya inflammatuar yaniti 6nleyici tedbirlerin
noroprotektif etkili oldugu gosterilmistir. Heparin kapli devreler inflammatuar yaniti
azaltarak norolojik sonuglart diizeltmistir. (Baikoussis ve ark. 2014; Sukumaran ve
ark. 2018) Aprotinin in anti-inflammatuar etkisi ile noroprotektif etkisine katkida

bulunabilecgi bildirilmistir (Harmon ve ark. 2004).

2.2. LEVOSIMENDAN VE NOROPRODUKTIVITE VE
NOROTOKSISITE



Levosimendan'mm kardiyak hiicrelerde inodilator etkisi iyi bilinmektedir. Kalp
kasinda Troponin C'nin kalsiyuma duyarliligini artirarak pozitif inotropik etki ile kalp
kasinda kasilma giiciinii artirir. Myositlerde kalsiyumun hiicre i¢inde asir1 birikimine
neden olmaz ve kalbin oksijen tiiketimini artirmaz. Bu oOzellikleri ile de kalp
yetmezliginde kullanilmaktadir. LVS, baz1 damarlarin diiz kaslarinin membranlarinda
bulunan adesine 3',5'-triphosphate-sensitive potassium (Katp) kanallarini aktive
ederek veya Fosfodiesteraz III'ii inhibe ederek vazodilator etki etmektedir. K-atp
kanallar1 lizerine agonistik etki etmesi nedeni ile levosimendani deneysel ve klinik
caligmalarda, kardiyomyositlerde iskemi/repefiizyon hasarin1 ve apopitozisi onledigi
gosterilmigtir.  (Scheiermann ve ark. 2011). Levosimendan (0,009-3.2 uM)
konsantrasyonlarinda, domuz epikardiyum damarlarinda, yiiksek konsantrasyonlarda,
voltaj duyarli ve kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallarin1 aktive ederek

vazodilatasyon yaptiklar1 gosterilmistir (Pataricza ve ark. 2003).

Klinik ¢alismalarda, kardiyomyositlerde, levosimendan, oxidatif ve nitrosatif
stres faktorlerini artirmaz ve kardiyomyositlerde apopitotik hiicre 6liimiinii inhibe
eder. Levosiendanin, iskemik oOnkosullama i¢in Onemli faktor olan mitoKatp
kanallarini aktive ettigi bildirilmistir. Klinikte, 6zellikle inotropik destek gerektiren
myokard iskemisi ve kalp yetmezligi olgularinda, mitoKatp kanallarinin LVS ile
farmakolojik modulasyonu (Pleiotropic effects) ile hastalarda yararl etki edebilecegi

bildirilmistir. (Parissis ve ark. 2008)

Levosimendanin ndronlar tizerine etkisi sinirh ¢alisilmistir. Katp kanallari tizerine
agonistik etkisi ile noroprotektif etki gosterebilecegi savunulmustur. Ancak bu
mekanizma agik degildir. (Kivikko ve ark. 2002; Jorgensen ve ark. 2008; Papp ve ark.
2012).

Levosimendan'i ndronal hiicre dizininde, ndronlarin fonksiyonlarini degistirmesi
veya klorpirifosfat ile olusturulmus norotoksisite {izerine olumlu etkisi tespit
edilebilirse, daha karmasik nérolojik sistemleri degistirme potansiyellerini daha iyi

degerlendirmek miimkiin olabilir.



2.3. APOPITOZ

Gelismis organizmalarda gereksinim duyulmayan ve/veya fonksiyonu bozulan
hiicrelerin  kontrolli ve programli oOliimiine apopitoz denir. Apopitozun,
organizmalarda gelismede ve homeastazin siirdiiriilmesinde vazgecilmez bir rolii
vardir. Yunancada “Ddkiilen Yaprak™ anlamina gelen apopitoz; patolojide “Programli
Hiicre Oliimii nii ifade etmektedir. Apopitoz terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie
ve Currie adli arastirmacilar tarafindan kullanilmistir.  Apopitozun genetik
diizenlenmesi hakkindaki bilgiler Caenorhabditis elegans ile yapilan ayrintili

incelemeye dayanmaktadir (Kiechle ve Zhang 2002; Colakogullar1 2007).

Apopitoz, Oliim icin programlanmis hiicrelerde; hiicrelerin kendi niikleer
DNA ’larin1, niikleer ve sitoplazmik proteinlerini pargalayacak enzimleri aktive eden,
kontrollii bir sekilde diizenlenmis intraselliiler programla yiiriitiilen bir hiicre 6limi
yolagidir. Hiicrenin plazma membrani saglam kalir, ancak yapisi degisir. Bu degisim
sonrasi hiicre fagositoz icin hedef haline gelir. Olii hiicre, igerigi disar1 sizmadan
hizlica temizlenir ve bu nedenle organizmada inflamatuvar reaksiyona yol acmaz

(Scatena 2012).

Apopitotik hiicre 6liim programi, Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve apopitotik
proteaz aktive edici faktorler olmak iizere ii¢ ana bilesen icermektedir. Bu anahtar
bilesenlerin  biyokimyasal aktivasyonu, apopitozda gbzlenen morfolojik
degisikliklerden, mitokondriyal hasardan, c¢ekirdek zar1 kirilmalarindan, DNA
fragmantasyonundan, kromatin kondansasyonundan ve apopitotik cisimciklerin
sekillenmesinden sorumludur. Ayrica kanser, ndrodejenerasyon, otoimmiinite, kalp
hastaliklar1 ve diger bozukluklar gibi genis bir alana yayilan hastaliklarin patogenezi
apopitozun kotii regiilasyonu ile iligkilidir. Apopitoz; istenmeyen ya da potansiyel
olarak zararli hiicreler ile birlikte Omriinii tamamlamis hiicreleri ortadan
kaldirilmasinda rol oynar. Ayni zamanda, hiicreler onarilamayacak Olgiide zarar
gordiiklerinde ve ozellikle de hasar hiicrenin DNA'sin1 etkilediginde ise apopitoz
patolojik bir olaydir. Boyle durumlarda, onarllamayacak derecede hasar gdrmiis
hiicreler apopitoz ile yok edilir (Colakogullar1 2007). Sonugta apopitozun rol aldigi
pek ¢ok patolojik ve fizyolojik silire¢ vardir. Apopitoz, organizmanin normal isleyisi

sirasinda goriilen ve diizenli olarak siirmesi gereken bir tiir hiicre 6lim seklidir.



Hizlanmis veya yavaslamis apopitoz hastalik belirtisi olabilir (Colakogullar1 2007,
Scatena 2012).

Fizyolojik Nedenlere Bagh Apopitoz:

1. Embriyogenezde (implantasyon, organogenez, gelisimsel involiisyon ve
metamorfoz) hiicrelerin programli 6limii.

2. Hormona bagli doku involiisyonu (Menstiirel siklusta, menopozda ovaryan
atrezide, laktasyon gosteren memenin regresyonunda, kastrasyon sonrasi prostat
atrofisinde).

3. Cogalma gosteren hiicre gruplarinda hiicre sayisinin  devamliliginin
(homeostazis) saglanmasi (kemik iligi ve timustaki immatiir lenfositler, germinal
merkezdeki B hiicreleri ve intestinal kriptlerdeki epitel hiicreleri).

4. Olgunlagmalarini tamamladiktan sonra ya da dnce potansiyel olarak zararli self-
reaktif lenfositlerin elimine edilmesi.

5. Akut inflamatuar yanitta notrofiller veya immiin bir yanitta gorev alip
kullanilmis konak hiicrelerinin 6limii.

6. Sitotoksik T hiicreleri tarafindan gerceklestirilen hiicre 6liimii (viriisle enfekte
hiicreler, neoplastik hiicreler ve transplant reaksiyonu) (Kiechle ve Zhang 2002;
Parissis ve ark. 2008).

Patolojik Nedenlere Bagh Apopitoz

1. Cesitli etkenler (radyasyon, sitotoksik kanser ilaglari, hafif derecede hipoksi ve
151 gibi) ile olusan DNA hasari. DNA hasar1 ve tiimdr siipresor gen p53°li de kapsayan
mekanizma ile apopitoz indiiklenir. DNA hasara ugrayinca hiicrede p53 birikir ve
hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur. DNA onarim siireci basarisiz oldugunda ise
p53 apopitozu tetikler. Ayrica p53 mutasyona ugradiginda veya yok oldugunda
apopitozu uyarmada yetersiz kalir. Bu durum baz1 kanserlerde oldugu gibi hiicrenin

sag kalimina ve anormal ¢ogalmasina sebep olur.

2. Katlanmig proteinlerin birikimi (Santral sinir sistemi ve diger organlarda

endoplazmik retikulumda stres olusturan protein birikimi).

3. Bilinen baz1 enfeksiyonlara bagl hiicre 6liimii (adenoviriis, HIV enfeksiyonu

ya da dokuda immiin yanit olusturan viral hepatitler).



4. Duktus obstriiksiyonundan sonra organ parankiminde patolojik atrofi

(pankreas, parotis ve bobrek).

5. Tiimorlerde hiicre 6liimii (cogunlukla gerileyen tiimorlerde olmakla birlikte
bazen de aktif biiyliyen tiimorlerde) (Kiechle ve Zhang 2002; Colakogullar1 2007,
Scatena 2012).

Apopitoz, hiicre boliinme oranini hiicre Sliimii orantyla dengeleyerek doku
homeostazinin dengelenmesinde ve gelisim silirecinde olduk¢a 6nemli bir rol
oynamaktadir. Giiniimiizde kullanilan birgok ilag, apopitozu indiikleme yetilerinden
dolay1 tiimor hiicrelerini 6ldiirmektedir ve ilag direnci ¢alismalarinda apopitozun rolii
giderek artan bir sekilde calisilmaktadir. Apopitoz, gebelik ve noérodejeneratif
bozukluklar gibi bircok hastaligin cesitli asamalarinda rol almaktadir. Apopitozun,
doku homeostazindaki ve Alzheimer ve Parkinson gibi yasla baglantili dejeneratif
bozukluklarda meydana gelen apopitotik hiicre 6liimiiniin gozlenmesindeki fizyolojik
Onem, apopitozun yaslanmayla ilgili ¢alismalardaki kritik bir belirleyici parametre

olabilecegini ileri stirmektedir (Altieri 2010; Scatena 2012).

Nekroz, birgok hasar verici kosullar altinda olusan hiicre 6liimiiniin patolojik bir
modudur. Nekrotik hiicre oliimii hiicre sismesini ve organel par¢alanmasini takiben
liziz ve hiicresel icerigin disar1 salinmasini icermektedir. Bu yapidaki hiicre 6liimii,
etrafta bulunan dokulara zarar verebilir (Altieri 2010; Scatena 2012).

2.3.1.Apopitozun Safhalari

Apopitoz belli olaylar ile baglatilan, diizenli, temelde kaskad zincirini takip eden,

dort basamaktan olusan, enerji bagimli bir siirectir.

Sinyal (baslama) fazi: Apopitozun baslangi¢ safhasidir. Apopitotik uyaran ilk
olarak bir sinyal yaratir. Membran araciligiyla alinan bu sinyaller apopitozun pozitif
veya negatif belirleyicileri olabilir. Yiizey Olim reseptorlerinin (6zellikle tiimor
nekroz faktor (TNF) ailesi iiyelerinin), mitokondriyal yolun veya diger uyaranlarin

apopitozu baglatmasini igerir.

Kontrol ve hazirlik fazi: Intraselliiler pozitif veya negatif diizenleyici molekiiller
apopitozu uyarir, baglatir ya da durdurur. Bu olaylar spesifik proteinlerle
gergeklestirilir. Burada baslatici kaspazlar ve bazi kinazlarin/fosfatazlarin aktivasyonu

yer alir. Bu proteinler tiim stirecin ilerlemesinde rol aldiklar1 i¢in 6nemlidirler. Biiyiik
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ol¢iide mitokondriyal fonksiyonu diizenleyerek apopitotik siiregte yer alirlar. Apopitoz

mitokondride iki degisiklige yol acar;

1. Mitokondrial sisme: Apopitotik sinyal mitokondri zarinda permeabilite
degisimi,

2. Sitokrom C sitoplazma i¢ine salinir ve proteolitik olaylarin gelisimi hazirlanir

(Kiechle ve Zhang 2002; Altieri 2010).

Uygulama fazi: Bu evreden biiylik Olclide kaspaz protein ailesi sorumludur.
Kaspazlar (sistein bagimli aspartat spesifik proteaz) kalsiyum bagimsiz hiicre i¢i
sistein proteaz sinifinin en dnemli bdliimiinii olustururlar. Inaktif dnciiller olarak hiicre
sitoplazmasinda bulunurlar ve ¢ogu proapopitotiktir. Biyolojik fonksiyonlarina gore 3

gruba ayrilirlar:

1. Sitokin aktivasyonu yapanlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 14
2. Apopitozu baglatanlar: Kaspaz 2, 8, 9, 10
3. Apopitozu yliriitenler (efektor grup): Kaspaz 3, 6, 7

Baglatic1 kaspazlar apopitotik uyariyla basglayan O6liim sinyallerini efektor
kaspazlara iletirler. Efektor kaspazlar ise proteolitik etki gostererek apopitotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (Colakogullar1 2007; Scatena 2012).
Apopitozun uygulama fazi proteolitik bir kaskattir. Kaspazlar hiicre iskeleti ve niikleer
matriks proteinlerini pargalayarak hiicre iskeletini yikarlar.Olii hiicrelerin fagositozla
eliminasyonu; Apopitotik hiicre ve pargalarinin yiizeylerinde bulunan isaretleyici
molekiiller, komsu hiicreleri ve fagositleri uyarir (Kiechle ve Zhang 2002;
Colakogullar1 2007).
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APOPTOTIK SUREC
- T el

Inditkleyici Modiilatér Efektor Substrat Oliim
ajan

. Bityiime faktérii . FADD . Kaspazlar - Birgok hiicre proteini

cksikligi . TRADD - DNA

.Adezyonun kaylm . FLIP

. Oliim reseptdrleri- . Bel-2 ailesi |

nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komgu hiicreler veya

. Radyadyon .p33 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm?2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Sekil 1. Apoptotik siireg ve hiicrede meydana gelen degisiklikler (Kiechle ve
Zhang2002).

2.3.2. Apopitozun Olusum Yollari
Apopitotik  hiicre Oliimii  farkli sinyal ileti mekanizmalar1 araciligiyla
uyarilabilmektedir. Bu sinyal ileti mekanizmalari: mitokondriyal yol (intrinsik), 6lim

reseptorleri (ekstrinsik) yolu ve endoplazmik retikulum aracili yoldur.

Mitokondriyal yol (Instrinsik)

Intraseliiler ~ 6liim  sinyallerinin  proapopitotik  molekiillere  1iletilerek
aktivasyonlarimin saglandig: siiregleri igerir . Sitokrom c, sitozolik apopitotik proteaz
aktivasyon faktori—1 (Apaf-1) ve pro-kaspaz—9 ile apopitozom olusturmak iizere
birlesir (Abbasoglu ve Hosal 2001; Lanneau ve ark. 2008). Sitokrom c’nin
mitokondriden sitozole saliverilmesi hiicre 6liim yolunu etkinlestirir. Sitokrom c’nin
saliverilmesini takiben, prokaspaz 9 ve Apaf-1 sitozolde bir araya gelerek
“apopitozom” olarak adlandirilan bir kompleks olusturur. Bu kompleks iginde
prokaspaz 9 etkinleserek kaspaz 9’a doniisiir ve kaspaz 9, kaspaz 3 ve 7’yi etkinlestirir.

Boylece apopitotik siireg gelisir (Lanneau ve ark. 2008).
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Mitokondriyal yolun kontrolii, Bcl-2 ailesine ait pro-apopitotik ve anti-apopitotik
proteinlerinin dengesine baglidir. Bcl 2 ailesine ait proteinler, sitokrom c’nin
mitokondri membranindan sitozole salinimini denetlerler. Sitokrom ¢, mitokondri i¢
membraninda bulunan elektron transport zincirine ait bir proteindir. Son yillarda
anlasilan 6nemiyle apopitoz siirecinde merkezi bir konuma oturmustur. Bu yiizden de
sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi apopitoz yoluna girmis bir
hiicrede geri doniisiimsiiz bir doneme girildigini isaret eder (Thornberry ve Lazebnik
1998; Abbasoglu ve Hosal 2001).

Oliim reseptérleri yolu (Ekstrinsik)

Apopitozun dis sinyallerle tetiklendigi yoldur. Oliim reseptérleri olarak bilinen
tiimor nekroz faktér (TNF) reseptor ailesinin plazma membran proteinlerine
baglanmasi ile tetiklenir. Apopitozin 6liim reseptorleri yolu, TNF ailesi hiicre yiizey
reseptorlerin kendileriyle iliskili apopitoz uyarici ligandlar (TRAIL), Fas ligantlar1 ya
da bazi malign ve normal hiicrelerin kendilerine 6zgii reseptorleriyle birlegsmesiyle
gerceklesir (Colakogullar: 2007). Oliim reseptérleri; TNF reseptor gen ailesine aittir.
Bilinen alt1 tane 6liim reseptorii (CD95 (APO-1/Fas), TRAIL (TNF Related Apopitoz
Inducing Ligand)-R1, TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve DR6) vardir. Adaptor proteinler,
reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlar1 aktive ederler (Li ve ark.
1997; Thornberry ve Lazebnik1998). Duyarl ligandlarin baglanmasiyla ti¢c TNFR ya
da Fas molekiilii kompleks olusturmak {izere bir araya gelir ve TNFR ve Fas
trimerlerinin sitoplazmik bdliimleri sirastyla TRADD ve FADD/Mort-1 adli adaptor
proteinlerine baglanirlar. Reseptorlerin sitoplazmik kisimlari, adaptor proteinler ve
proteazlar bir “Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi (DISC)’ni olustururlar.
Proteazlarin aktivasyonu apopitotik sinyali iretir (Colakogullar1 2007). DISC, kaspaz-
8’in dogrudan aktivasyonuna Onciililk eder. Kaspaz—8 de kaspaz—-3’i aktive eder ve
apopitoz olusur (Lanneau ve ark. 2008).

Endoplazmik Retikulum Aracili Yol

Endoplazmik retikulum (ER), protein biyosentezinde ve katlanmasinda, hiicre i¢i
kalsiyum dengesinin diizenlenmesinde énemli rol oynar. Hiicre igi kalsiyum (Ca*?)
homeostazisinin bozulmas1 ve intraluminal oksitadif ¢evresinin degismesi de dahil
olmak tizere c¢esitli sartlar, ER’un stresini artirabilir ve apopitoza yol agabilir. Dis

uyaranlar, hiicre i¢inde Ca*? artisina neden olabilir. Bununla birlikte cAMP gibi hiicre
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ici ikincil haberciler de aktive edilir. Bu da kaspaz kaskadina sebep olur ve apopitozu
baglatir . ER’un stresinin apopitozun gelisimine etkisinin ne oldugu tam olarak
anlasilamamasina ragmen, son ¢alismalar, ER proteazlarinin, kaspaz—7 ve kaspaz-12
nin apopitoza katildigim &ne siirmektedir (Sreedhar ve Csermely 2004; Oktem ve ark.
2001).

2.4. Norotoksisite ve noroprotektivite deneyleri

Molekiillerin norotoksik etkilerini arastirdigimiz bir¢ok yontem olmakla birlikte
hiicresel diizeyde toksik etkiyi belirgin sekilde gosteren kiiltiir calismalar1 ¢ogu kez
tercih edilmektedir. Kiiltiirdeki néronlarin farklilasmasi (ndrit uzatmast) fizyolojik bir
stirecidir. NOrit uzamasinin ol¢timii, norotoksisite degerlendirilmesi i¢in kullanislt bir
in vitro model saglar (NTT) ve cok ¢esitli ajanlarin norotoksik potansiyellerini

gostermede kullanilir (Setou ve ark. 2003).

Norotoksik etki 2 sekilde gozlenir. Toksik etkiye maruz kalan hiicre etki siddetli
ise Oliir veya hafif yada 1liml bir toksik etki ise ndrit inhibisyonu olur. Noronlar
tizerine toksik etki 1liml1 ise kullanilan ilaglar ndrit uzamasini inhibe ederken siddetli
toksik etkide hiicre 6limii gergeklesir. Siddetli Norotoksisitenin gdstergesi de hiicre
cogalmasinin azaldigimin gosterilmesi ile konur. Hiicre canliligiin degerlendirildigi

yontemler ise MTT veya triptan blue boyamasidir (Setou ve ark. 2008).

d-cAMP noronlart diferansiyasyona yonlendiren maddelerden biridir. Bu sekilde
kiltiir ortaminda hiicreler noron karakterini kazanir ve iiremesi yavaslar. Boylece
noronlar ndrit uzatarak biri birileriyle kontak kurmaya baslarlar. Tipik noéronal
karekteristik bdylece ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bu asamada noron toksik etkiye
maruz kalir ise noritlerini geri ¢eker ve diferansiyasyonunu tamamlayamaz. Bu bulgu

norotoksik etkiyi bize gdsteren iyi bir siirectir (Setou ve ark. 2008).

Sinir sisteminde noronlar sahip olduklar1 akson ve dentritler aracilig: ile diger
néron ve nodroglial hiicreler ile haberlesmeyi saglarlar. Dentritler, ndron yiizeyini
artirarak diger hiicrelerden input almay1 saglarlar. Noronal hiicre, membraninin yapisal
komponentlerinin korunmasi icin gerekli faktorleri iireterek, hiicre fonksiyonunu
korur. Bunlardan bir tanesi olan myelin, aksonun etrafin1 sarar. Boylelikle hiicre

algilama iletisim birlestirme ve saklama islemlerini yiiriitiir. Hiicre toksik bir etkiye
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maruz kalirsa perikaryon direkt etkilenir veya trofik faktorler kaybolarak sinaps
bozulur. Burada hasar1 belirleyen toksisitenin siddet ve stiresi ile kaliciligidir. Olusan
mekanizmaya bagli olarak, dejenerasyon siireci hizli veya yavas gergeklesebilir (Harry
ve ark. 1998; Ehrich ve ark. 1999). Geciken norotoksik etki, ndropati target esteraz
(NTA) enzim diizeyini kiiltiir ortaminda 6lgerek gosterilebilir . Noroprotektif etki ise
herhangi bir maddenin néronda meydana getirdigi toksik etkileri azaltan veya yok
eden molekiiller i¢in s6z edilir.

Kiiltiir ortaminda hiicreler i¢in gerekli ve 6nemli sartlar vardir. Dig ortamdaki
hiicreler ayn1 viicuttaki gibi optimal sicaklik, pH, O2 ve besinleri kiiltiir ortaminda
hicbir eksik olmadan kullanir. Kullanilan medyum plazmaya benzemektedir.
Inkiibator ile hem sicaklik optimuma getirilirken ayn1 zamanda hiicre oksijenlenmesi
saglanmaktadir. Hiicreler bu optimal kosullarda kiiltiir tabaklarinda (flask) cogalirlar.
Norotoksik bilesikler ise bu siirecte hiicresel kritik mekanizmalar1 etkileyerek (aksonal
transport gibi) norit uzamasini inhibe ederler. Boylece noron diger hiicreler ile
temasin1 saglayacak noritlerden yoksun kalir. Bu siire¢ fare kaynakli néroblastoma
NB2a hiicre dizininde oldukga iyi ve hassas olarak gozlenip 6l¢iilebilmektedir. Ancak
siddetli toksik etki hiicre 6liimiine yol acarken 1lim1 veya hafif toksik etki ise etkinin
siddetine gére ndrit uzamasini engeller. Normal olarak, kiiltiir ortaminda ndéronlarin
farklilasmas: siirecinde ndrit uzatma (neurite Outgrowth) fizyolojik bir siirectir ve bu
stire¢ noronun saglikli gelistigini gosteren oldukga iyi bir indikatordiir (McLean ve
ark. 1998; Flaskos ve ark. 1999). Hiicreyi 6ldiirmeyen ancak norotoksik etki gosteren
molekiillerin belirlenmesinde bu 6lgiim sik¢a kullanila gelen bir yontemdir. Norit
uzamasi izlenerek, yeni molekiillerin norotoksik aktiviteleri arastirilmaktadir.
Saptanan inhibisyonun derecesi ile, uygulanan maddelerin norotoksik etki giicii

paralellik gosterir. Norotoksik etki ¢ok gii¢lii ise néron Sliimii gergeklesir.

2.4.1. Norotoksisite Tarama Testi (NTT)

In vitro test tekniklerinde, norotoksik maddelerin hiicre iizerine etkisi selektif bir
sekilde olmaktadir. Bu spesifik duyarlilik bilesigin  ekstraselliiler farkli
konsantrasyonuna da bagimlhidir. Toksik maddenin fizikokimyasal 6zelliklerinin
toksik etkiyi direkt olarak etkiledigi bilinmektedir. Hiicre ile kiiltiir ortamu iliskisi
toksik etkide onemlidir. In vitro ortamda néronlarin temel fonksiyonu olan nérit

uzamasi, aksonal transport gibi kritik hiicresel olaylara baglidir. Norit uzamasi,
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mikrotubil birlestirici protein ve norofilament proteini gibi ndrit i¢in 6zel yapisal
elemanlara bagli gelisir. Biyolojik, kimyasal ve cevresel toksik maddeler norit
uzamasini engeller. Norit gelistiren faktor, ndronotrofik faktor ve glial maturasyon
faktorii norit uzamasinin gelisim silirecinde rol oynarlar. Bu nedenlerle norit
uzamasinin izlenmesi yeni molekiillerin norotoksik aktivitelerini aragtirmak icin
kullanilabilir (Stone ve ark. 2001; Shea 1999).

Bu c¢alismada levosimendanin fare noroblastoma hiicre dizininde (NB2a)
norotoksisite tarama testi ile norotoksik etkisi olup olmadigi1 degerlendirildikten sonra
norotoksik etkisi goriilmeyen maddeler i¢in ndroprotektif etkilerini olup olmadiginin
aragtirildigr bir yontemdir. Klinikte uygulanan etkin konsantrasyonlarda noéronlar
tizerindeki etkileri, cogalma ve oliim gibi davranis mekanizmalari, in vitro olarak
arastirildigi bir yontmdir.

2.4.2. MTT Boyama

[k olarak Mosmann tarafindan tanimlanan ve daha sonra Alley ve ark. tarafindan
gelistirilen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT) yo6ntemi,
hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan kolorimetrik bir yontemdir.
Deneyin esasi; formazan olusumuna bagli olarak hiicre yasayabilirliginin 6lgtilmesidir.
MTT, kiiltiir ortamindaki mitokondriyal aktivitesi devam eden canli hiicrelerin
kantitasyonunu saglar. En sik kullanim alanlari: Sitokinlerin, biiylime faktorlerinin
medyum komponentlerinin hiicreler iizerine etkilerinin arastirilmasi ve sitotoksik
ajanlarin etkinliginin test edilmesidir. MTT suda ¢6ziinen bir tetrazolium tuzu olup
fenol kirmizisi igermeyen medium veya tuz sollisyonlarinda hazirlandiginda
sarimtirak bir soliisyon olusturur. Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince
parcalanmast sonucu MTT. mor renkli ¢6zlinmeyen formazan’a doniigiir. Bu
donilisiimii saglayan ortamda var olan canli hiicrelerin mitokondrileridir. Olusan bu
formazan izopropanol veya baska bir ¢oziicii yardimi ile ¢dziiniir hale getirilir ve
olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir (Sjogren ve ark.
2000).

MTT, aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal rediiktaz enzimi ile formazan’a
indirgenir. Olusan bu renkli ¢6zeltinin miktar1 570 nm dalga boylarinda 6l¢tim
yapilarak hesaplanir. Bu olay sadece canli hiicrelerde gergeklesebilecegi icin bu test,

hiicre canliliginin 6lgiitii olarak giivenle kullanilmaktadir (Negoescu ve ark. 1996).

16



2.4.3. TUNEL yontemi

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Apopitotik parcalanma
sonucu DNA wuglari, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak
isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak
yapilan isaretleme goreceli olarak daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur.
Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla
biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ isaretleme ardindan floresan veya
enzimatik goriintiileme, apopitotik hiicreleri digerlerinden ayirmada yeterli
olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP nick-end-labelling” s6zciiklerinin
kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmaktadir (Negoescu ve ark. 1996).

17



3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Ab. D.

Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda tamamlanmustir.

Hiicre dizin Hiicresi: Fare kaynakli néroblastoma 2a hiicreleri (NB2a)
3.1. Norotoksite Tarama Yontemi

Noroblastoma hiicreleri flask igerisinde %05 fetal calf serum, %5 horse serum, %1
penisilin/streptomisin soliisyonu (10000 U/10mg) ve %0,1 gentamisin (50 mg/ml)
igeren yiiksek glukozlu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ile 37C° ve
%5 CO2 kosullarii saglayan etiiv i¢inde ¢cogaltildi (Vural ve Tuglu 2011)

Proliferasyon medyumu:

%5 fetal calf serum + %5 horse serum + %0.1 penisilin/streptomisin soliisyonu +
gentamisin soliisyonu eklenmis yiiksek glukozlu DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) ile elde edildi.

Diferensiyasyon (farklilasma) Medyumu:

100 ml tamamlanacak sekilde yiiksek glukozlu DMEM; %0.1
Penisilin/streptomisin solisyonu + 1 mM d-cCAMP + 25 pg/ml gentamisin ile elde
edildi.

Norotoksisite Tarama Testi

[k giin, tiim kuyucuklara 500 ul hacimde proliferasyon medyumu konmus her bir
kuyucukta 20 000 hiicre olacak sekilde NB2a kondu. 24 saat sonra ilk {i¢ kuyucuga
proliferasyon medyumu (negatif kontrol) ve geri kalan tiim kuyucuklardaki medyum
cekilerek farklilasma medyumu (diferensiyasyon medyumu) eklendi. Ilk alti
kuyucuktan ilk tigtine diferensiyasyon medyumu (pozitif kontrol) sonraki ii¢ kuyucuga
proliferasyon medyumu (negatif kontrol) kondu. Diger her ii¢ kuyucukta bir
konsantrasyon olacak sekilde 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 ve 100 uM konsantrasyonda
levosimendan konuldu. Inkiibatérde 37 C %5 CO; ortamda bir giin bekletildi.

24 saat sonra hiicreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS ig¢inde) fikse edildikten

sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasinda (% 0.6) boyanmasi i¢in beklendi.
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Boyanmis drnekler daha sonra 10 dakika arayla PBS ve distile su ile 2 kez yikandi.
Olgiim yapilmak iizere her ii¢ kuyucuk icerisinden 151k mikroskobu altinda rasgele
secilen 10 farkli sahadan 100 hiicredeki norit uzunluklar 6lciildi. Olgiilen norit

uzunlugu degerleri % inhibisyon ile degerlendirildi (Vural ve Tuglu 2011).

% inhibisyon: Pozitif kontrol nérit uzunlugu- ila¢ nérit uzunlugu X100

Pozitif kontrol ndrit uzunlugu-Negatif kontrol norit uzunlugu

3.2. MTT Metabolizmasi

MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2, 5 difeniltetrazolyum bromid’in mor formazan
tiriiniine rediiksiyonu, hiicre yasami ve ¢ogalmasini tahmin etmek i¢in kullanilan bir
yontemdir.Ilk giin, tiim kuyucuklara 300 ul hacimde proliferasyon medyumu igerisine
her kuyucukta 16 000 hiicre olacak sekilde NB2a hiicresi konularak 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra ilk kuyucuktan baglayarak sirasiyla negatif
kontrol, 0,1, 0.3, 1, 3, 10, 30 ve 100 uM konsantrasyonlarda levosimendan eklendi.
Negatif kontrol kuyucuklarina sadece proliferasyon medyumu konuldu ve 24 saat
inkiibasyona birakildi. Ugiincii giin, levosimendan igeren medyumlar1 g¢ekilerek
hiicrelerden uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 100 pl taze medyum konuldu. Uzerine 10
ul 12 mM MTT stok solusyonundan eklendi. Inkiibatorde 4 saat 37C°’de bekletildi.

Inkubasyon sonrast MTT igeren medyum pipetle cekilerek uzaklastirildi.
Hiicrelere 50 ul DMSO (DMSO, A3672, Darmstadt, Germany) eklendi, oda 1sisinda
10 dk siireyle bekletildi.

Absorbans 570 nm’de dalga boyu secicisi sistemli mikroplaka okuyucu
spektrofotometrede (ELx800UV, BioTek) tespit edildi.

Deney 3 kez tekrarlandi. Kontrol grubuna gore oOlciilen absorbanslar
karsilastirilarak gruplarin hiicre proliferasyonu hakkinda bilgi edinildi. (Vural ve
Tuglu 2011; Aydemir ve ark. 2018)
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1%

Resim 1: MTT Metabolizmasi1 ve kontrol X400 Nb2a Hiicresi.

3.3. TUNEL BOYAMASI

Apopitotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick
End Labeling (TUNEL, S7101, Millipore, USA) boyama yontemi kullanildi.

Hiicreler her bir kuyucuga yaklasik 45.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek
yirmidort saat inkiibe edildi. Ertesi giin hiicrelere farkli konsantrasyonlarda
levosimendan uygulanarak yirmi dort saat bekletildi. Yirmi dort saat sonra hiicrelere
% 4’liik paraformaldehid soliisyonu ile 30 dk fiksasyon islemi uygulandi.

Bu islem sonrasimda 6nce distile su ve PBS ile 5’er dakika ara ile 3 kez yikandi.
Yikama igleminden sonra PBS ile 1/500 oraninda diliie edilen 20-pg/ml Proteinaz-K
37°C’de 15 dakika uygulandi. 5’ser dakika 3 kez PBS ile yikamay takiben 5 dk
%3’liik hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra yeniden 5’ser dakika 3 kez PBS
ile oda 1s1sinda yikandi. Ornekler 5 dk Equilibration buffer ile oda 1s1sinda tutulduktan
sonra TdT-enzimi ile 37°C de 1 saat plastik slipler kesitleri kapatacak sekilde
bekletildi. Siire bitiminde Stop Wash Buffer ile 10 dk bekletildikten sonra
Antidioksigenin Peroksidaz Konjugati ile 30 dk muamele edilen 6rnekler 5°ser dakika
3 kez PBS ile yikandi. Ardindan DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapildi ve birkag
kez distile su ile yikandi. Boyama Mayer’s Hematoksileni ile yapildi (Tablo 1).

Kor yontemle TUNEL pozitif hiicreler saptandi. Daha sonra istatiksel olarak
gruplar degerlendirildi.
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Tablo 1: TUNEL Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
FIKSASYON %4 LUK 30 DAKIKA
PARAFORMALDEHIT
YIKAMA PBS 3%5
DAKIKA
PROTEINAZ-K (37°C  1SAAT
etiivde)
YIKAMA PBS 3%5
DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3%5
DAKIKA
EQUILIBRATION 10 SANIYE
BUFFER
ENZIM Tdt ENZIMI (37°C etiivde) 1 SAAT
STOP WASH BUFFER 10 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x1
DAKIKA
ANTI-DIOKSIGENIN PEROKSIDAZ 30 DAKIKA
KONJUGATI
YIKAMA PBS 3%5
DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidin) 10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3%5
DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S 3 DAKIKA
HEMATOKSILEN
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
KAPAMA KAPATMA MEDYUMU
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3.4. ISTATISTIK

Istatistiksel degerlendirme SPSS 11.0 versiyon ile yapildi. Tiim veriler ortalama +
Standart hata olarak belirtildi. Istatistiksel degerlendirilme tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve Post-hoc test olarak Tukey’s B ile yapildi. *P<0,05 degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Levosimendanin (LVS) néron kiiltiiriinde ndrit inhibisyonuna olan etkisi ile ilgili
literatiirde bir kanit yoktur. Bu nedenle noronlar iizerine ilimli toksik etkisi olup
olmadigimi ortaya koyan ndrotoksite tarama testi (NTT) ve hiicreye yiiksek toksik
etkinin gostergesi kabul edilen hiicre Olimiine neden olup olmadiginin
arastirilmasinda kullanilan ve hiicre kaybini gosteren MTT testi iizerine etkileri
arastirildi. Ayrica ortaya ¢ikan hiicre 6liimii, nekroz soucu mu yoksa apopitoza baglh

bir kayip olup olmadigi, TUNEL testi kullanilarak arastirilmistir.

Kiiltiir ortamindaki NB2a hiicrelerinin farklilasma medyumu ile uygulanan cAMP
ile 48 saatlik kiiltlir ortamindaki goriintiileri alind1 (Resim 1). Hiicrelerin saglikli ve
morfolojik olarak iyi olduklar1 ve proliferasyon medyumu i¢indeki hiicrelerin norit

uzatmadiklart goriildii (Resim 2).
4.1. Norotoksisite Tarama Testi Sonuclari

Fare kaynakli Noroblastoma hiicrelerine (NB2a), kiiltir ortaminda
levosimendanin 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 ve 100 uM dozlar1 uygulandi. Her bir LVS dozu
icin deney ti¢ kez tekrarlandi. Her kuyucuktan alinan rastgele segilen 10 sahadan 100
hiicrenin gorintiileri lizerinden norit uzunluklari saptandi. % ndrit uzunluklart
degerlendirildiginde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmedi (Grafik 1) p>0.05.
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Resim 2: d-cAMP ile farklilagtirilan NB2a Kiiltiir Hiicresi goriintiisii x400

Resim 3: Negatif kontrol hiicrelerinin goriintiisii x400.
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Resim 4: NB2a hiicrelerinde 1 uM LVS ile olusturulan goriintiisii x400.

4.2. MTT Metabolizmasi Sonuglari

Noroblastoma hiicreleri levosimendanin 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 ve 100 uM dozlar
ile muamele edildiler. Sonra inkiibe edilerek ilag uygulanmayan bir kontrol grubu ile
kiyaslanmak tizere MTT 6l¢limii yapildi. Bu yontem ile levosimendanin bu dozlarinin
NB2a hiicrelerinin  hiicre ¢ogalmasi iizerine olas1 etkileri gozlendi. Farkli
konsantrasyonlarda ilacin ii¢ tekrar yapilarak elde edilen O6l¢iimlerinde, hiicre
¢ogalmasi tizerine ilacin 10 uM konsantrasyonundan itibaren konrol grubuna gore
hiicre proliferasyonunda azalma goriildii. Ancak bu azalma kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadi.(p>0,05). (Grafik 2)
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Grafik 2: Kontrol grubuna gore Levosimendan' in farkli mikromolar (uM)

konsantrasyonlarinda hiicre canliligi ve proliferasyonuna iizerine etkileri, p>0,05.

4.3. TUNEL Boyama Sonuglari

Nb2a hiicre hatt1 ile levosimendanin 10 ve 30 uM dozlar ile ii¢ tekrar halinde
TUNEL boyamas: yapildi. Yapilan boyamalarda ilaglarin 2 farkli konsantrasyonunda
toksik ve apopitotik etkileri gbzlenmeye ¢alisildi. Yapilan boyamalardan elde edilen
gozlemlerde gelisen noroblastoma hiicrelerinin saglikli oldugu goriildii. Saglikh
gelisen ve yapisan bu hiicrelerin norit uzattiklar1 da gozlendi. Goriintiilenen NB2a
hiicreleri saglikli ve yapisan az miktarda ndrit uzatmis hiicreler olup toksik etki ve

apopitoz gozlemlenmedi.

Fare kaynakli néroblastoma hiicreler iizerinde levosimendanin uygulanan 2 farkli
dozunda TUNEL pozitif boyanan hiicrelerin sayisi apopitotik indeks olarak
hesaplandi. Levosimendanin 10 ve 30 uM dozlar1 ile kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi.(p>0.05) .
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KONTROL GRUBU

“Fw

LEVOSIMENDAN 10 uM

LEVOSIMENDAN 30 uM

Resim 5. Levosimendan 10 ve 30 mikromolar (uM) uygulama sonrasi NB2a

hiicrelerinin TUNEL boyamasi goriintiileri.
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Grafik 3

uygulamasinda apopitotik hiicre sayisinda anlamli bir fark olmadig: goriildii, P>0,05.
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5. TARTISMA

Calismamizda, LVS’1n kullandigimiz konsantrasyonlarinda NB2a hiicre hatinda,
norit inhibisyonu yapmadigi hatta 1 uM konsantrasyonda norit uzamasini anlamli bir
sekilde artirdigr goriildii. Kontrol grubuna benzer diizeyde hiicre proliferasyonu
saptandi. Buna bagli olartakta apopitotik hiicre sayisinda anlamli bir fark bulunmadi.

Baslangigtaki amacimiz LV S'in, neuroblastoma hiicre kiiltiiriinde olasi norotoksik
etkilerinin olup olmadigin1 aragtirmakti. Bu konuda yapilan ilk arastirmadir.
Literatiirde levosimendan travmatik, iskemik deneysel beyin modellerinde
calisilmistir. Bu calismada, levosimendan kullanilan yiiksek konsantrasyonlarda bile
ne 1limli ndorotoksik etki ne de ciddi 6liime yol agan bir toksik etkiye neden olmadigi
hem hiicre proliferasyonun olgiilmesiyle hem de norit inhibisyonu yapmadiginin
gosterilmesiyle norotoksik etkisi olmadigi gosterilmistir.

Deneysel spinal kort veya beyin iskemi/reperfiizyon hasari modellerinde, veya
travmatik beyin hasar1 deneysel modellerde levosimendan' in ndronal hasari azalttig
ve norolojik fonksiyonlar1 diizelttigi bildirilmistir (Lafci ve ark 2008; Roehl ve ark.
2010; Roehl ve ark. 2012). Bizim ¢alismamizda da 6zellikle klinikte kullanilan 1uM
konstrasyonda ndrit uzamasini artirmistir.

Cesitli iskemi reperfiizyon modellerinde levosimendan'in ndroprotektif etkili
oldugu gosterilmistir. Lafci B ve ark. lart (Lafci ve ark 2008), abdominal aortay1
klempleyerek olusturduklart  spinal kort iskemi reperfiizyon modelinde,
levosimendan'in gecici iskemik harabiyete bagl inflammatuar yaniti azalttigi, spinal
kordun motor ndronlar1 ve 6n boynuzunda histapatololojik olarak gosterilmistir. Ayni
zamanda daha iyi norolojik sonuglar elde edilmistir). Roehl ve ark. (Roehl ve ark.
2012), invitro travmatik beyin hasar1 modelinde, beyin dokusunda travma yogunlugu
indeksi kullanarak, 0.01 veya 0.1 uM levosimendan'in hem total hem sekonder doku
hasarmi onledigini gostermislerdir. Levosimedan doza bagli néroprotektif etki
gostermistir. Kelm RF ve ark. (Kelm ve ark. 2014) da, ratlarda asfiktik kardiyak arrest
modeli uygulamislar; kardiyak arrest ve resulsitasyon sonrasi 24. saatte post kardiyak
arrest sendromunun tedavisinde levosimendan'm  etkinligini  arastirdiklar

caligmalarinda LVS''n miyokardiyal fonksiyon bozuklugunu onleyerek, kortikal
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serebral kan akimimi arttirarak, ndrolojik hasar1 6nledigini bildirmislerdir. Bizim
calismamizda da hiicre canliliginin bir gostergesi olan MTT yonteminde herhangi bir
hiicre kaybina yol agtig1 goriilmemistir. Bu literatiir bilgisi ile birlesitirildiginde LVS
noromnlar1 koroyucu etki gosterdigi soylenebilir.

Levosimendanin, néron koruyucu etkileri, kalp iizerine ve damar iizerine sistemik
olumlu etkilerine baglanmistir. Bdylece, LVS beyin kan akimini hizlandirmakta ve
iyilestirmektedir (Lafci ve ark 2008; Roehl ve ark. 2012). Bizim galismamizda,
levosimendan NB2a hiicrelerinde norotoksisite tarama testinde ndrit inhibisyonu
yapmamistir. Ayrica MTT testinde de kontrole gore levosimendan uygulanan
hiicrelerde hiicre proliferasyonunda anlamli bir fark olmamistir. Bu durum
levosimendanin K* agici kanallar {izerinden yaptigi olumlu etkiler veya genetik
transkripsiyon mekanizmalarin1 diizenleyerek direk noéroprotektif etkiler gosterdigi
hipotezi ile agiklanabilir.

MitoKatp kanal agicilarmin direkt noron fiizerine Kkoruyucu etkisi ve
mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamistir. Bu alanda olasi1 agiklamalardan biri,
mitoKatp kanallarinin agilmasi ile, K+'un igeri girisi ve organelde depolarizasyon ve
mitokondrinin matrix hacminde genislemedir (Grover ve ark. 1990; Fryer ve ark.
2000). Mitokondride asir1 Ca*? yiiklenmesi, mitokondrinin harabiyetine yol acar, bu
da hem nekroz hem de apopitotik formda hiicre 6liimiine neden olur. Bu mekanizma
miyositler i¢in iyi bilinen bir yoldur. Ancak, beyin ve miyosit hiicreleri arasinda hiicre
fizyolojisi ve anoksik hasara duyarliliklar1 agisindan derin farkliliklar olmasina karsin,
ayni farmakolojik yaklagima benzer koruyucu etkiler gosterdigi soylene bilir (Hein ve
ark. 2009). Bu deneysel modelde, beyinde primer hasar alaninda olusan fokal hasar,
sonras1 uzak alanda sekonder hasar gosterilebilmistir. Bu deneysel travmatik beyin
modelinde sekonder alan, strok sonrasi néron harabiyetine yakindan benzemektedir.
Bu benzer patolojiler, etyolojileri farkli da olsa beyin hasarinda benzer noroprotektif
stratejileri destekler.

Shimizu K.ve ark. lar1 da (Shimizu ve ark. 2002), selektif Mito Katp kanal agicis1
diazoksid'in, rat kortikal noronlarinda iskemi reperfiizyon hasarina kars1 ndroprotektif
etkisini gostermislerdir. Selektif Mito Katp kanal antagonisti 5-hydroxydecanoate (5-
HD) ile de bu etkinin geri dondiigii de gosterilmistir. Calismalarinda ayrica uzun stireli

iskemiye yamtim degerlendirmemislerdir. izole beyin mitokondrilerinde, Mito Katp
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kanallar1 i¢in gerekli zorunlu alt diniteleri saptamislardir. Noronal korumayi
saglayacak fonksiyonel organallerin bunlar oldugunu gostermislerdir.
Guerrero-Orriach JL ve ark. lar1 (Guerrero-Orriach ve ark. 2016, kardiyak cerrahi
geciren ve potansiyel olarak ndrolojik harabiyet yasanan olgularda, levosimendan
uygulamiglardir. Norolojik harabiyetin gostergesi olan ndron spesifik enolaz
degerlerinin baslangic degerlerine gore farklilik gostermedigini, levosimendan'in
noroprotektif etkili oldugunu bildirmislerdir. .Norotoksisiste tarama testi ile aldigimiz
sonuglar da bu hususu desteklemektedir. 1 uM konsantrasyonda anlamli koruyucu etki

saptadik.

Gegici iskemik ataklara kars1 Levosimendan'in norolojik iyilestirici etkisi, Katp-
bagimli kanallara etkisi ile organ perfiizyonunu diizelterek ve inodilator 6zelliklerine
baglanmistir. Bunun yaninda, olast direkt noroprotektif 6zelliginin olabilecegine de
dikkat ¢ekilmistr. Deneysel spinal kort hasari modelinde, LVS’in motor disfonksiyonu
azalttig bildirilmistir (Lafci ve ark 2008). In vitro travmatik beyin hasar1 modelinde
0,01 ve 0,1 uM konsantrasyonlarinda levosimendan hem toplam doku hasarint hem de
sekonder hasar1 azaltmistir. Bu modelde sekonder doku hasari I/R hasarmin
patogenezine benzetilmisir. Mitokondriyal mitoKate kanallarin aktivasyonu ile beynin
nasil korundugu acik olmamakla beraber, LVS akut olarak mitoKate kanallarin aktive
edebilmektedir. Boylece K™ hiicre igine girerek depolarizasyon ve mitoondriyal matrix
voliimiinde genisleme olmaktadir. Hiicre 6liimiiniin hem nekrotik hem de apopitotik
formlarinda goriilen mitokondri harabiyeti ile mitokondrideki Ca*™" asir1 yiiki
koreledir. Miyokard ve noronlar arasinda derin fizyolojik ve anoksiye duyarlik
farkliliklar1 olmasina ragmen benzer farmakolojik yaklasim ile ayn1 mekanizma ile

korunmaktadirlar (Roehl ve ark. 2012).

Bin ve ark. lar1 (Bin ve ark. 2012), Cinde gelistirilen ve LVS benzer etkili,
yeni, kalsiyum kanal duyarlililigini artirict ajan; piperfentonamine hidroklorid
(PPTA)'in, fokal serebral iskemik hasara karsi lipit peroksidasyonunu inhibe ederek
ve serbest radikalleri siipiirerek antiapopitotik 6zelligi ile iskemik hasar1 azalttig
bildirilmistir.  Yine iskemik hasara bagl gelisen hafiza yetersizligini,
noroinflamasyonu  azaltarak  giderdigi ve noroprotektif etkili  oldugunu

gosterilmiglerdir. Kalsiyum duyarlifint artirict ajanlarin, hipokampustaki CAl
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ndronlarin iskemi/reperfiizyon hasarini geri dondiirmiistiir. Bu etkilerini kismen de
olsa antiapopitotok 6zelligi ile yapmistir. Iskemik hasarin giderilmesinde gelecekte
kullanilabilir tedavi araci olabilecegi bildirilmistir. Bizim deneyimizde de ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarinda dahi LVS apopitotik bir etkisi olmadig1 gosterilmistir.

Levosimendan, kalbin pompa giicii azalmis hastalarda, hiicre i¢inde kalsiyum
duyarliligini artirarak etki eden inotropik bir ajandir. Kalp cerrahisi gegirecek veya
gecirmekte olan hastalarda, kalp cerrahisi sonrasi norolojik komplikasyonlar siktir ve
bu morbidite-moratiliteden sorumlu 6nemli etkendir. Kardiyak cerrahi gegiren
olgularin % 83 'linde degisik derecelerde bazi kogntif foksiyon bozuklugu oldugu
bildirilmistir. Sonugta bu tip cerrahilerde nérolojik harabiyet riski yliksektir (Guerrero-
Orriach ve ark. 2016). Bu gibi durumlarda LVS koruyucu olabilir.

Kalsiyumun hiicre i¢cinde artmasi, ndron iskemisinin patofizyolojisinde énemli rol
oynar ve ndron dejenerasyonunu tetikleyen biri dizi olay1 baglatir. Kalsiyumun hiicre
igine girisi ile nitrik oksit sentaz, kalsiyum-duyarli proteaz ve mitokondrial harabiyet
aktive edilerek, hiicre membrani, sitosikleton ve genomik DNA kirilir (Lau 2010).
Mitokondride i¢ginde Ca** alikonmasinda dramatik azalma, hiicre 6liimiine yol agar.
(Arundine ve Tymianski 2003; Szydlowska ve Tymianski 2010). Hiicrenin yagamasi
ve apopitozis, kismen phosfatidilinositol-3 kinaz (PI13K)-Akt sinyal yolagi ile ilgilidir.
(Seta ve ark. 2001). LVS, PI3K—Akt yolaklarini regiile ederek kardiyak kontraktil
fonksiyonlar diizeltmekte ve anti-iskemik 6zelligini géstermektedir (Honisch ve ark.
2010; Wang ve ark. 2017). Beyinde de, kalsiyum duyarligini artiran ajanin
iskemi/reperfiizyon hasarinda PI3K—Akt sinyallerine etki edip agik degildir. Ancak,
Bin ve arkadaslar1 beyinde iskemik hasarin giderilmesinde kalsiyum duyarligim
artirict ajanlarin, hiicre iginde Ca™ homeostazisini siirdiirerek, gelecekte iskemik
strogu tedavide yararli olabileceklerini bildirilmiglerdir (Bin ve ark. 2012).

LVS’in néron hiicrelerinde I/R hasarini apopitozisi dnleyerek ndroprotektif etki
gosterdikleri bildirilmistir (Lafci ve ark 2008). Apopitozis iskemik hiicrenin bir
ozelligidir. I/R hasari sonrasinda hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde kritik 6nemdedir.
LVS hiicre iginde asir1 Ca™™ birikimini engeller. I/R hasarinda hiicre iginde Ca*™" un
artmas1 hiicrede 1k bulgudur. LVS serbest radikalleri siiplirerek, lipit

peroksidasyonunu inhibe ederek serebral iskemiye karsi noronlar1 koruyucu etkisi
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oldugu bilinmekle beraber apopitotik yollaklar1 uyurmadigi bizim c¢alismamizda
gosterilmistir.

Bir diger aciklayic1 etki mekanizmasi, invivo c¢alismalarda gosterildigi gibi,
fosfodiesteraz III'lin inhibisyonu, kalsiyum desensitizasyonu veya adenozin trifosfat
duyarli potasyum kanallarinin (K*atp) agilmasina bagli gelisen vazodilatasyondur
(Lafci ve ark 2008) Bu mekanizmanin ndroproteksiyon igin gecerliligi tartisilmaktadir.
Kanser hiicresi olan bizim noronlarin ¢ogalma fazindan néron karakterine doniismesi
yani diferansiye olmasi 2 faktere begh olarak goriiliir. Birincisi ortamdan proteinlerin
cekilmesi ikincisi ise dibuturil-cAMP. cAMP burada norit uzamasini tesvik eden
onemli faktordiir. Norit uzamasini saglar. Noronun saglikli klamasi ile sonuglanir.
LVS klinikte kullanilan konsantrasyonlarda norit uzamsini artirmistir.

Beyin hasari modellerinin  farkliliklar1  mekanizmalarin  agiklanmasini
sinirlamaktadir. Invivo modellerde, kapali kafatasi i¢inde sikismis sis beyinle ilgili,
global veya lokal iskemi ve diger sistemik degiskenlerle ilgili hasar yollar1 devreye
girmektedir (Roehl ve ark. 2010). Bu da invivo modellerin yetersizligidir. Bu
nedeneden 6tiirii bulgularimizin hayvan deneyleri ile dogrulanmasi gerekir.

Levosimendan dozlarindaki farkliliklar, verilemesinde zamanlama, ilacin etkisini
ve etki mekanizmalarinin agiklanmasini  smirlamaktadir.  Levosimendan'in
noroprotektif ozelliklerini gosterebilmesinde ilacin, patolojik olaydan oOnce veya
hemen sonra verilmesi 6nem kazanmaktadir (Shimizu ve ark. 2002, Toller ve ark.
2015). Bizim ¢alismamizda LVS akut olarak uygulanmis ve kronik kullanimda etkisi
bilinmememktedir. Bu durumunda agiklia kazandirilmasi gerekmektedir. Ayrica
toksik noronal hasara karsi etkisininde gosterilmesi LVS toksik hasara karsi etkisinin
de bizlere gosterecektir.

Plaschkea ve ark.( Plaschkea ve ark. 2014), ratlarda deneysel orta mortalite
diizeyinde sepsis yarattiktan 24 saat sonra 53 pg/kg bolus ve ardindan 285 pg/kg/saat
sabit infiizyon dozunda, (48 dakika) intravendz levosimendan uygulamislardir. Sepsis
sonrast 6. glinde, levosimendan'mn rat korteks dokusunda ve kanda inflammatuar
sitokin IL-(1B, IL-6 ve TNFa) diizeylerini diisiirmedigi ve apopitozisi azaltmadigi
gosterilmistir. Levosimendanin uzun siirede noroprotektif etkili olmadigini
bildirilmistir. Levosimendan’in dozuna ve/veya patolojiden uzun silire sonra

uygulanmis olmasina baglanmislardir. Bizim ¢alismamizda 24 saatlik uygulama ve
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kandaki sabit konsantrasyonlarinda néronlara hasar vermedigi gdsterilmistir. Bununla
birlikte LVS kronik etkisi ve deney hayvanlarindaki etkisi mutlaka aragtirilmalidir.
Bundan sonraki amacimiza uygun olarak deneysel hayvan modelelrinde LVS etkisi
arastirilacktir. Bu noktaya olan bulgularimizla bile LVS norotoksik bir etkisi olmadigi
ve Ozellikle iskemik hadislerde ndronal hasar olusturmadigi ve koroyucu etkilsinin

olmasi nedeniyle ilk kullanilmasi gereken ilag olarak tercih edilmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Levosimendan' in NB2a fare hiicre kiiltiir hattinda herhangi bir sekilde 1liml1 veya
ciddi toksik etki gostermedigi saptandi. Levosimendan hiicre ¢ogalmasini etkilemedi.
Kiiltiir de olusan hiicre 6liimleri apopitozisse degil nekroza bagli oldugu apopitotik
hiicre sayisinda bir degisme olmamasi ile agiklanabilir. Bir uM konsantrasyonda
koruyucu etksini artirdign gozlemlendi. LVS, kalbin kasilma giiciinii oksijen
tilketimini artirmadan kuvvetlendiren anti-oksidan, anti-inflammatuar etkili inotropik
ve vazodilatator Ozelliklere sahip bir ilagtir. (Papp ve ark.2012; Farmakis ve ark.
2016). Bu ozellikleri ile Levosimendan, kalp cerrahisi gegirecek veya gegirmekte olan,
kalbin pompa giicli azalmis kalp problemli olgularda 6zellikle tercih edilmektedir
(Putzu ve ark. 2018; Chen ve ark. 2018). Bu tiir cerrahi girisimlerde ihtiyag oldugunda
LVS giivenle kullanilabilir ve ozellikle beyin iskemi/reperfiizyon hasart olan
hastalarda kullanilmas1 bu hasar1 da engelleyebilir. Bununla birlikte kullandigimiz
yontem, akut toksisite ilizerine levosimendnin etkisini gdsteren bir yontemdir. Bu
yontem kronik toksisite durumlarinda ilaglarin nasil bir etkisi olacagini1 gostermedigi
icin kronik toksisite iizerine etkilerinin de sonraki ¢alimalarla aragtirilmalidir. Bu ilag
uzun siireli kullanilan bir ilag olmamasi nedeniyle akut olaylarda noronal hasar
yapmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte akut ve subkronik norotoksik hasar olugan
durumlarin tedavisinde ne tiir etkisiolacagl bilinmemektedir. Bu konuda ileri
calismalar yaopilarak toksik hasar durumunda levosimendan ne yaptig
arastirilmalidir. Eger hasar1 onleyici etkisi saptanirsa énemli bir tibbi sorunun da
¢ozlime kavusacaktir. LVS kullanilmasi noronal hasara neden olmadig: hatta 1 in uM
konsantrasyonlarda koruyucu olabilecegi, noronal hasar1 olan hastalarda
kullanilmasinda sakinca olusturmadigi, ancak bu bulgularin hayvan deneyleri

modelleri ile de gosterilemsi uygun olacaktir.
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