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OZET

Sisplatin veya ifosfamid gibi antineoplastiklerin neden oldugu ndrotoksisite
glutamata-bagli eksitotoksik o6zelliklere sahiptir. Eksitotoksisitede ise hiicre igine
kalsiyum giriginin toksisiteyi arttirdig1 ancak potasyum cikigmnim toksisiteyi azalttigi
yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir. Bu nedenle si¢can serebellar grantil hiicre kiiltliriinde
nimodipin (voltaj-bagimli kalsiyum kanal blokorii), kromakalim (Kate kanal agicist) ve
glibenklamid (Karp kanal blokorii) kullanilarak sisplatin veya ifosfamid (metaboliti
kloroasetaldehitin) norotoksik etkisinde kalsiyum ve potasyum iyonlarmin katkismin

degerlendirilmesi amag¢lanmastir.

ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan onay alinarak primer
serebellar graniil hiicre kiiltiiri Sprague Dawley 5 giinlik yavru sicanlarin
serebellumlarindan  hazirlandi.  Sisplatin ~ ve  kloroasetaldehit = norotoksisitesi
degerlendirilip ~ submaksimal  norotoksisite =~ gosteren  konsantrasyonlardaki
sisplatin(200uM) ve Kloroasetaldehit(10uM) ile nimodipin, kromakalim veya
glibenklamidin 1, 10, 50uM konsantrasyonlarindaki etkilesimleri MTT ydntemiyle
degerlendirilmistir. Istatiksel analiz icin Student’s t ve Mann Whitney U testleri

uygulanmaistir.

Sisplatin ve kloroasetaldehit konsantrasyon-bagimli nérotoksisite gostermistir.
Nimodipin 1uM(p<0,05) ve 50uM(p<0,01) konsantrasyonda kloroasetaldehidin toksik
etkisini anlamli bir sekilde artirmustir. Kromakalim kloroasetaldehidin toksik etkisinde
anlamli degisiklik yapmamistir ancak 10uM(p<0,05) glibenklamid toksisiteyi
artirmugtir. Sisplatinle verilen ilaclar, 1uM kromakalim ve 1puM nimodipin harig, tiim

konsantrasyonlarda sisplatinin norotoksik etkisini anlamli bir sekilde artirmistir.

Nimodipin, L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarin1 kapatarak sisplatin ve
kloroasetaldehitin norotoksisitesini engellememesi ve hatta artirmasi, bu kanallar
vasitasiyla hiicre i¢ine giren kalsiyumun toksik olmadigmmi disiincesini

desteklemektedir. Eger bu antineoplastik ajanlarn neden oldugu norotoksisitede



kalsiyum iyonlarinin katkis1 degerlendirilmek isteniyorsa hiicre igine diger kanallar
vasitasiyla giren kalsiyumun da degerlendirilmesi gerekmektedir. Kloroasetaldehit
norotoksisitesinde ATP-duyarli potasyum kanallarinin rolii oldugu ancak sisplatin
norotoksisitesinde bu kanallarin karmasik bir role sahip oldugu diistiniilmektedir. Bu
sonuglara ait mekanizmalarm aydmlatilabilmesi i¢in daha ayrintili caligmalara gerek

bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: ifosfamid, kalsiyum, Karp kanallari, norotoksisite, serebellar

graniil hiicreleri, sisplatin
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SUMMARY

Neurotoxicity caused by cisplatin or ifosfamide has glutamate-dependent
excitotoxic features. According to some studies calcium influx increases, however
potassium efflux decreases excitoxicity. Thus nimodipine(voltage-gated calcium
channel blocker),cromakalim(Karp channel opener),glibenclamide(Karp channel
blocker) were used to investigate cisplatin or chloroacetaldenyde(metabolite of
ifosfamide) neurotoxicity in rat primary cerebellar granular cell(CGC) culture.

CGC culture was prepared from the cerebella of Sprague Dawley 5 day-old pups
with ethical approval from Local Ethical Committee for Animal Experimentations of
ESOGU. Firstly neurotoxic concentrations of cisplatin and chloroacetaldehyde were
determined.The submaximal neurotoxicity was seen at concentrations of
cisplatin(200uM) and chloroacetaldehyde(10uM) and their interactions with
nimodipine, cromakalim or glibenclamide (1,10,50 uM) were investigated by using

MTT-method. Student’s t and Mann Whitney U tests were used for statistical analysis.

Cisplatin and chloroacetaldehyde induced neurotoxicity in a concentration-
dependent manner. Nimodipine at 1uM(p<0,05), 50uM(p<0,001) significantly
increased chloroacetaldehyde neurotoxicity. Cromakalim did not significantly change
however 10uM(p<0,05) glibenclamide increased chloroacetaldehyde neurotoxicity.
Nimodipine, cromakalim or glibenclamide (except 1uM cromakalim or nimodipine)

significantly increased cisplatin neurotoxicity.

By blocking L-type voltage-gated calcium channels, nimodipine did not prevent
but also increased both cisplatin and chloroacetaldehyde neurotoxicity. This supports
the idea mentioned in previous studies that calcium delivered by these channels is not
toxic for the cells. If role of calcium is determined in the neurotoxicity caused by
antineoplastic agents, calcium influx through other channels is needed to be

investigated. Karp channels may have role in chloroacetaldehyde neurotoxicity.
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However these channels have a complex role in cisplatin neurotoxicity. Further studies

are needed to clarify the mechanisms of these results.

Keywords: calcium, cerebellar granule cells, cisplatin, ifosfamide, Katp channels,

neurotoxicity
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1. GIRIS VE AMAC

Serebellar graniil hiicreleri memeli beyninde en biiyiik homojen ndronal toplulugu
olusturmaktadir (87). Dogum sonrasi gelisimleri nedeniyle ve kiiltiirde ¢alisilabilmesi
uygun bir hiicre tipi oldugundan primer in vitro kiiltiir modelinde ¢esitli ndroprotektif
veya norotoksik ajanlarin denenmesiyle sag kalim veya apoptoz mekanizmalari

calisilabilmektedir.

Serebellar graniil hiicreleri tiizerinde yapilan norotoksisite ¢aligmalarinda
norotoksisitenin temel olarak asir1 glutamat saliverilmesi, Ca*? homeostazinda meydana
gelen degisiklikler, K™ eksikligi, reaktif oksijen radikallerinin olusmasi ve kaspaz
aktivasyonu gibi gesitli nedenlerle ortaya ¢iktigi gosterilmistir (90, 139). Serebellar
graniil hiicrelerin sag kalimlarinda olduk¢a Onemli rollere sahip bu molekiillerin

konsantrasyonlarindaki ani degisiklikler hiicrelerin 6liimlerine sebep olabilmektedir.

Katp kanallar1 birgok onemli hiicresel fonksiyonda yer alan ve hiicrenin hem
metabolik durumuna hem de elektriksel aktivitesine gore agilip kapanarak membran
eksitabilitesinde dnemli rol oynayan iyon kanallaridir. Cesitli hiicre tiplerinde yapilan
cok sayida caligmada noroprotektif mekanizmalar arasinda bulunabilecekleri iizerinde
durulmustur. Literatiirde Katp kanallarinin blokajinin orta beyinde bulunan dopamin
noronlarmi1  dejenerasyondan korudugu c¢alismalar oldugu gibi Karp kanal
aktivasyonunun da MPP” ile indiiklenen sitotoksisiteye karsi mezensefalik noronlar:
koruduguna iligkin caligmalar da yer almaktadir (131, 144). Serebellar graniil
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada ise Karp kanallarinin aktivasyonu bu hiicreleri

oksidatif hasara kars1 koruyabilmistir (144).

Kalsiyum ise hiicre hasar mekanizmalarmin olduk¢a ©nemli bir pargasidir.
Noronal hiicrelerin normal fonksiyonlarini yerine getirmeleri ve sag kalimlar1 agisindan
da gerekli olan kalsiyum iyonlar1 iskemi gibi patolojik durumlarda kritik seviyelere
ulasarak hiicre hasarlarima ve hatta oliimlerine sebep olabilir (105, 121). Bu bakimdan

kalsiyum antagonistleri de anti-eksitotoksik stratejiler igerisinde yer almaktadir (90).

1



Kemoterapi tedavisinde kullanilan antineoplastik ajanlarin doz kisitlayict 6nemli
yan etkilerinden biri de norotoksisitedir. Klinikte yaygmn olarak kullanilan sitotoksik
kemoterapi ilaglar1 ndronal hiicre kiiltiirlerine uygulanarak bu tipteki hiicreler {izerinde

olas1 norotoksik etkileri degerlendirilebilir (141).

Calismamizin amaci O6nemli antineoplastik ajanlardan olan sisplatin  ve
ifosfamidin aktif metaboliti olan kloroasetaldehitin neden oldugu ndrotoksisitede
kalsiyum ve potasyum iyonlarmin katkisinin degerlendirilmesidir. Bu sebeple serebellar
graniil hiicreler 6nemli kemoterapi ilaglarindan olan sisplatin ve ifosfamidin aktif
metaboliti olan kloroasetaldehite maruz birakild1. ilk énce bu hiicreler iizerinde ilaglarin
doz-bagimli norotoksik etkileri belirlendi. Sonrasinda bu ajanlarin neden oldugu
norotoksisitede L-tipi kalsiyum kanali ve Karp kanallarinin rolii arastirildi. Sisplatin ve
ifosfamidin ndrotoksisitesi lizerinde kalsiyum iyonlarinin rolii incelenmek tiizere in vitro
ortamda noron hiicreleri nimodipin (voltaja duyarh kalsiyum kanal blokorii) ile beraber
verilerek bu hiicreler tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. L-tipi voltaj bagimli
kalsiyum kanallarinin etkisi belirlendikten sonra calismada kullanilan antineoplastik
ajanlar Karp kanal agis1 kromakalim ve Katp kanal blokorii glibenklamid ile beraber
noron kiiltiiriine uygulanarak norotoksik etkiyi diizeltmede Karp kanallarinin rolii

arastirilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Serebellar Graniil Hiicreleri

Serebellum birgok motor fonksiyondan sorumlu beyin sapmin arkasinda serebral
yarikiirelerin arka-alt kisminda yerlesmis ¢ok Onemli bir beyin kismidir. Anatomik
yapisit beyne benzer; dis kabuk (korteks), i¢ beyaz madde ve derin c¢ekirdekler.
Serebellar korteks de 3 tabakadan olusan basit bir yapilanma gosterir: Molekiiler tabaka,

Purkinje hiicre tabakasi ve Graniiler hiicre tabakasi.
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Molekiser
X I P thi.
Purkinje hucresi o L
S '- Molekxiler
/ 3 \1*& thi.
W - Purkinje Purkinje
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[

\“
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h. Sepeth. Talamusa ve inferior t
motor sinirlere Olive in 53 AR
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aksonu lifler en

Nature Reviews | Neuroscience

Sekil 1. Serebellar korteksin yapisi

(Apps, R. ve arkadaslarmm makalesinden alinip, uyarlanmistir, (7))

Serebellumda yer alan graniil hiicreler ise graniiler tabakada bulunan ve memeli
beyni arastirildiginda en biiyiik homojen néronal popiilasyonu olusturan hiicre tipidir.
Yosunsu (mossy) liflerle cevrili 4 kisa dendrit ve paralel liflerde sonlanan ince bir
aksona sahip olmalariyla anatomik yapilar1 oldukg¢a basittir. Serebellumun yapisinda
bulunan noronlarin %90’dan fazlasi graniil néronlardir (34). 19.yy sonlarinda Camillo
Golgi ve Ramon y Cajal tarafindan kesfedilmelerinden sonra yogun olarak

arastirilmiglardir. Somalar1 dairesel (cap: ~5 pm) ve dendritleri yaklasik 13 pm



uzunluktadir. Serebellumda tek eksitatdor noronlar olmalar1 ve santral sinir sisteminin
geri kalanindan aldiklar1 bilgiyi serebellar kortekse aktarmalari nedeniyle oldukca
onemli stratejik bir konumda bulunmaktadirlar. Bu 6nemli konumlar1 nedeniyle néronal

gelisim, sag kalim ve toksisite caligmalar1 agisindan ilgi uyandirmaktadirlar (34).

Sicanlar ve insanlar da dahil olmak iizere graniil noronlarm ndrogenezleri
cogunlukla dogum sonrasinda gergeklesir. Graniil noronlarinin gelisimi eksternal
graniiler diizeyde proliferasyona ugramalar1 daha sonra i¢e dogru go¢ ederek son
konumlari olan en i¢ tabakaya (internal graniiler tabakaya) yerlesmeleriyle gerceklesir.
Dogum sonrasinda gerceklesen norogenezleri, neonatal sicanlarin serebellumlarinin
alinmasiyla in vitro kiiltiirlerde yetistirilebilmeleri bakimindan olduk¢a avantajhidir. Bu
avantajlart nedeniyle serebellar graniil hiicre kiiltiirleri sagkalim, apoptoz,
norodejenerasyon ve noroproteksiyon mekanizmalarinin arastirilmasi amaciyla
kullanilmas1t uygun bir modeldir. Serebellar graniil hiicrelerin primer kiiltiirlerde
kullanilmasinda en biiyilk hedef norodejenerasyona karsi uygulanabilecek olasi
farmakolojik noéroproteksiyon mekanizmalarmin arastirilmasidir. Bu nedenle bu
hiicreler sinir bilim c¢alismalarinda noéronal gelisim, fonksiyon ve patolojilerinin
incelenmesi agisindan 6zel bir yere sahiptir. Kiiltiirde bulunan hiicrelerin %90’ 1mndan

fazlasinin serebellar graniil néronlar1 oldugu ileri siiriilmektedir (30).

Serebellar kortikal sistemde uyarici nitelikte yani glutamaterjik noronlar olduklar1
bilinmektedir. Kalsiyum, graniil hiicrelerin membran uyarilabilirligi, sinaptik plastisite,
apoptoz ve gen transkripsiyonu gibi bircok fonksiyonu yerine getirebilmeleri agisindan
oldukca 6nemli bir faktordiir. Ve bu hiicrelerin kalsiyum dinamikleri agisindan oldukca

heterojen bir yapiya sahip olduklar1 yapilan ¢aligmalarla goriilmiistiir (87).

Serebellar graniil hiicreleri lizerinde glutamat ve GABA tarafindan aktive edilen
birgok reseptdr bulunmaktadir. Iyonotropik reseptdrler olan AMPA reseptorleri, NMDA
reseptorleri ve GABA-A reseptorleri ile hiicre i¢i bir¢ok transdiiksiyon mekanizmasinda
yer alan metabotropik reseptorler yapilan ¢aligmalarda tanimlanmiglardir (23, 35, 48,
96).



Serebellar graniil hiicrelerin hiicresel sinyal sistemlerinin diizenlenmesinde hiicre
ici Ca*™ ve NO diizeyleri ¢ok dnemlidir. Hiicre icine Ca*? girisi hem NMDA kanallar1
hem de voltaj-bagimli kalsiyum kanallar1 araciligiyla gergeklesir. Hiicre i¢inde bulunan
kalsiyumun kinazlari, fosfatazlar1 ve gen ekspresyonunu da kontrol ettigi gosterilmistir
(31, 95).

2.1.1. Serebellar Graniil Hiicrelerinde Hiicre I¢i Kalsiyum Akimlar

Kalsiyum akimlar1 membran eksitabilitesi, sinaptik plastisite, apoptoz ve gen
eskpresyonu gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonu yerine getirmesi agisindan oldukc¢a biiyiik
onem tasir (9, 16, 53, 99, 117). Serebellar graniil hiicreleri sican ve insan beynindeki
ndronlarin ¢cogunlugunu olusturmasma ragmen diger ndéronlara bakildiginda kalsiyum

dinamikleri agisindan hakkinda bilinenler olduk¢a kisithdir (11, 63).

Serebellar graniil hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artmasini
saglayan 3 6nemli yol vardir.
1) NMDA reseptorleri
i1) Voltaj bagimli kalsiyum kanallar1

iii) Internal depolardan kalsiyum saliverilmesi

Kiiltiir edilen serebellar graniil hiicrelerinde farmakolojik olarak 4 tip voltaj-
bagimli kalsiyum kanali tanimlanmustir: P/Q tipi, N tipi, R tipi ve L tipi (109).
Serebellar  graniil hiicrelerinin  6nemli  Olglide serbest sitozolik  kalsiyum
konsantrasyonlarinin diisiik bazal seviyelerde oldugu bulunmustur (15). Bu nedenle
gelisimlerinin erken evrelerinde homeostazisin saglanmasi acisindan hiicre igine

kalsiyum girisi olduke¢a biiyiik 6nem tasimaktadir.

Yapilan elektrofizyolojik bir calismada 1 haftalik kiiltiirlerde kalsiyum kanal
fasilitasyonunun ¢ogunun (%60-70) L-tipi kalsiyum kanallar1 tarafindan gergeklestigi
ve biitiin hiicre akimlarma katkisinin kiiltiirde ge¢cen zamanla azaldig1 gosterilmistir. Bu

kalsiyum kanalinm fasilitasyonu ise eksitabilitedeki degisikliklere gore degisen Ca**’un



hiicre i¢ine girmesinin arastirilmasinda oldukca biiylik 6nem kazanir. Dihidropiridin

yapili antagonistlerin bu L-tipi kalsiyum kanallarini inhibe ettigi bilinmektedir (104).

2.1.2. Serebellar Graniil Hiicrelerinde Potasyum Akimlari

Potasyum iyonlar1 noronal eksitabilitenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu
noron tipinde baslica 3 tip potasyum stiper ailesi bulunmaktadir

i. 6 transmembran domaini bulunan voltaj-bagimli K* super ailesi (Ky 1.x

—9.X)
ii. 2 transmembran domaini bulunan i¢e-dogrultucu K* super ailesi (Kir 1.X

—7.X)
iii. 4 transmembran 2 kanalli domaini bulunan K* kanal super ailesi

(6rn. TWIK-1, TASK-1 ve TREK-1)

Ice dogrultucu potasyum kanal akimlarmimn temelini G protein ve sulfoniliire
reseptorleri ile kenetli ATP-bagimli potasyum (Kartp) kanallar1 ile aktive olan akimlar
olusturur (89). Katp kanallar1 birgok uyarilabilir dokuda hiicresel elektriksel aktivite ile
sitozolik metabolik durumu birlestirirler (12, 85). Bu kanallar, membran eksitabilitesini,
ndrotransmiter saliverilmesini diizenleyebilecekleri ve noroproteksiyon
saglayabilecekleri santral sinir sistemi ndronlarinda genis olarak tanimlanmislardir.
Serebellar graniil hiicrelerinde diisiik de olsa Katp kanallarinin alt tiplerinden KIR 6.2
ve SURI diizeyleri saptanmustir (72). Bu hiicrelerde bulunan bu denli ¢ok sayidaki
potasyum kanallarinin hangi fizyolojik rollerde yer aldigi halen tam olarak

anlasilamamustir.

2.2.  Noronal Hiicre Oliimii

Noronal hiicre olimii sinaptogenez, histogenez ve doku homeostazisinin
saglanmasi icin fizyolojik kosullarda gergeklestigi gibi hiicre i¢i ve hiicre dis1 6lim

sinyallerinin hiicre tarafindan alinmasiyla patolojik kosullarda da tetiklenebilen hiicresel



bir olaydir. Hipoksi-iskemi, travma, epilepsi, norodejenerasyon ve ndrotoksisite gibi

bircok akut ve kronik beyin hasarinda toksik uyar1 néronal dliimii izler.

Eksitotoksisite: Eksitator aminoasit reseptorlerinin asir1 uyarilmasi sonucu

gerceklesen pasif hiicre 6liimii seklidir.

Memelilerin santral sinir sisteminde yer alan bazi aminoasitler nérotransmiter
gorevindedir. Elektrofizyolojik calismalarda ndrotransmiter olarak gorev alan
aminoasitler 2 gruba ayrilmistir. Eksitator aminoasitler (I-glutamik asit ve |-Aspartik
asit) ve inhibitdér aminoasitler (gama aminobiitirik asit ‘GABA’, glisin, taurin, prolin, 3-
alanindir). Eksitator norotransmiterler memeli santral sinir sisteminde depolarizasyona,
inhibitdr norotransmiterler ise memeli noronlarinda hiperpolarizasyona neden olurlar
(82). Glutamik asitin anyonik formu olan glutamat santral sinir sisteminde yer alan
onemli bir ndrotransmiterdir. Spesifik membran reseptorleri ile etkileserek 6grenme,
bellek, hareket, duyu ve sinaptik baglantilarin plastisitesinin saglanmasi gibi ¢esitli

norolojik fonksiyonlarda gérev almaktadir (29, 84).

Glutamat, glutamaterjik sinir uglarinda glutaminaz aracihigiyla glutaminden
sentezlenir ve ATP aracilifiyla presinaptik vezikiillere tasmarak burada depolanir.
Hiicre membraninin depolarizasyonu presinaptik sinir uglarindaki vezikiillerden sinaptik
araliga kalsiyum iyonuna bagli glutamat saliverilmesine neden olur. Sinaptik araliga
saliverilen glutamat, postsinaptik ucta yer alan spesifik reseptorleri etkileyerek
etkilerinin ortaya c¢ikmasmi saglar. Normal sartlarda sinaptik araliga saliverilen
glutamat sodyum iyonuna bagiml yiiksek afiniteli glutamat geri-alim tasiyicilar ile
hizla ortamdan uzaklastirilir. Bu tasiyicilar néron ve glial hiicrelerin membranlarinda
bulunurlar. Glial hiicre i¢ine alman glutamat, glutamin sentetaz enzimi aracilifiyla
glutamine doniistiiriildiikten sonra tekrar glutamaterjik sinir uglarma geri alinir (57).
Glutamat, sinaptik sinir ug¢larindan saliverildikten sonra postsinaptik noronlardaki 3
farkli reseptorii aktive eder: N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri, “NMDA
olmayan” a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropiyonik asit (AMPA) ve kainik
asit reseptorleri; ve metabotropik reseptorler (60, 73, 92, 98, 106). Hiicre iginde

meydana gelen olas1 aksakliklar sonucunda eksitator norotransmiter olan glutamik asit
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asir1 ve uzun siire sinaptik aralikta kaldiginda postsinaptik membranda yer alan bu
reseptorlerin asir1 uyarilmasma neden olur ve bunun sonucunda ndronal hiicre

harabiyeti ve eksitotoksisite denilen ndronal 6lim gergeklesir (41).
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Sekil 2. Glutamaterjik néroiletim ve eksitotoksik hiicre dliimii kaskad1

(Estrada Sanchez, A.M ve arkadagslarinin makalesinden alinp, uyarlanmistir (47).)

Ekstraseliiler  glutamik asit diizeyinin  yiikselmesi noéronda devamh
depolarizasyona neden olur. Depolarizasyon AMPA reseptorlerinin aktivasyonu ve
voltaj-bagimli Na* kanallarinin aktivasyonuyla baslar. Kronik depolarizasyon ise Mg*?
blokajinin ortadan kalkmasi nedeniyle NMDA reseptorlerinin sinaptik glutamik asit
tarafindan aktivasyonunun uygun hale gelmesiyle devam eder. Bu agidan Mg*? iyonu
dogal bir kalsiyum antagonistidir. Siirekli depolarizasyon sonucu hiicre i¢i sodyum
konsantrasyonunun artmasiyla ndrondaki ozmotik denge bozulur. Na* iyonlarinin girisi
iyonik dengeyi korumak i¢in CI iyonlarinin girigini de aktive eder ve ozmotik gradiyent
nedeniyle hiicre i¢ine su girigi de artar. Suyun hiicre i¢ine girmesi hiicrelerin ozmotik
sismelerine, sitoplazmik icerigin seyrelmesine ve daha sonrasinda da organellerin
pargalanmasma yol agar. Bu olaylar ndronal hiicre Oliimiine ve hiicre igeriginin

ekstraseliiler bosluga yayilmasiyla son bulur.



NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasma baglh kalsiyum iyonunun hiicre igine
yiiksek oranda girmesiyle mitokondriyel islev kaybi, bunun sonucunda serbest oksijen
ve nitrojen radikallerinin saliverilmesiyle hiicresel kompartmanlarda oksidatif hasar
meydana gelir. Hiicre i¢indeki yiiksek kalsiyum konsantrasyonu fosfolipaz, proteaz ve
endoniikleaz gibi enzimlerin aktivasyonuna da neden olarak ndronal oliimi
tetikleyebilir (bkz. Sekil 2). Glutamat reseptor tipleri 3 iyonotropik ve 3 metabotropik

smifa ayrilmistir.

Iyonotropik reseptdrler ligand kapili iyon kanallaridir. Glutamatin baglanmasiyla
acilir ve sodyum ve/veya kalsiyumun hiicre i¢ine alimmasina ve potasyumun disari

atilmasina neden olur.

NMDA reseptorleri: Tetra-heteromerik yapili kanallardir. Sodyum, potasyum,
c¢inko ve kalsiyum iyonlarina kars1 gecirgendir. Normal fizyolojik dinlenme
durumundaki membran potansiyelinde magnezyum bu kanali kapatir. Magnezyum
ayrildiginda ise, NMDA reseptorlerinde kalsiyum hiicre igine girer ve postsinaptik
depolarizasyona neden olarak postsinaptik néronda aksiyon potansiyeline yol agar.
Kalsiyum konsantrasyonundaki yaptigi degisikliklerin yani sira NMDA reseptorleri
mitonkondrial membran depolarizasyonuna neden olmalari, serbest radikallerde artisa
sebep olmalar1 ve kaspaz aktivasyonunu uyarmalar1 bakimindan hiicre Oliimiinde

oldukca 6nemlidir.

AMPA reseptérleri: Sodyum, potasyum, ¢inko iyonlarina gegirgenlik gosterir.

Kalsiyum iyonlarma karsi gecgirgen olmadiklar1 bilinen bu reseptorler yine de
eksitotoksite agisindan 6nem tasir. Sodyumun hiicre i¢ine girisine neden olarak hiicre
membranida hafif depolarizasyona ve bunun sonucunda da NMDA reseptorlerinde

aktivasyona sebep olurlar.

Kainat reseptérleri: Heteromerik yapida reseptorlerdir. Sodyum, potasyum ve

bazen de kalsiyum iyonlarina gegirgenlik gosterirler. Bu reseptorler de eksitotoksisite
acisindan incelendiginde, glutamatin saliverilmesi, sodyumun hiicre igine girisiyle

membranda depolarizasyona sebep olmalari, NMDA reseptorlerinden magnezyum
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iyonunun ayrilmast sonucu NMDA reseptorlerinin aktivasyonuna neden olmalariyla

indirekt yoldan etkilidir.

Metabotropik glutamat reseptorleri (mGlu) de 3 grupta incelenir (Grup I-I11).
Grup I mGlu reseptdrleri kalsiyum, potasyum ve seg¢ici-olmayan katyonik kanallari
regiile etmeleriyle birlikte NMDA reseptor aktivasyonunu potansiyalize ederler, boylece
eksitator noro-iletimi, sinaptik plastisiteyl ve uzun siire potansiyalizasyonu etkilerler
(28, 78). Grup II ve III mGlu reseptorleri bir¢ok kalsiyum kanalini inhibe edebilir ve
norotransmiterlerin presinaptik saliverilmesine engel olabilir (6). Grup | mGlu
reseptorleri ndronal eksitasyonu ve NMDA reseptor aktivasyonunu artirmalari
nedeniyle eksitotoksisiteyi siddetlendirirken grup II ve III mGlu reseptorleri glutamatin
saliverilmesini presinaptik inhibe etmeleriyle néroproteksiyonda 6nemli olabilecekleri

de diisiiniilmistiir (22, 40).

2.3. Hiicre I¢i Kalsiyum Akimlar1 ve Hiicre Oliimiindeki Onemi

Kalsiyum (Ca*?) hiicre i¢i bircok fonksiyonda yer alir bu bakimdan ikinci ulak
olarak diisiiniilebilir. Bu iki degerlikli katyon hiicresel reaksiyonlarda ko-faktor olarak
gbrev alir. Hiicre ici Ca*? dengesinin bozulmasiyla noronal metabolizma ve
fonksiyonlarinda aksakliklar goriilebilir. Hiicre i¢inde kalsiyum konsantrasyonu 6nemli
lciide regiile edilir. Sitozolde serbest Ca™ cok diisik diizeylerdedir. Kalsiyumun
fizyolojik ekstraselliiler seviyeleri plazma membrant boyunca serbest kalsiyumun
hiicreye giris ¢ikisma olanak saglar. Primer olarak intraselliiler Ca™un baglandig
yerler mitokondri ve endoplazmik retikulum, az miktarda da ndéronun plazma membrani
ve cekirdegidir. Baglanma ATP-bagimlidir ve hiicre i¢ci pH’indan etkilenen bagimsiz
olaylar ile olusur. Ayrica sitozol iginde Ca*? baglayan spesifik proteinler de bulunur ve
bunlar serbest Ca*? konsantrasyonlarmnin diisiik olmasini saglar.

Hiicre i¢i depolardan (mitokondri ve endoplazmik retikulum) serbestlesmesiyle ve
plazma membranindan gegisinin (NMDA ve voltaj-bagimli kalsiyum kanallar1 ile)

artmasiyla sitozolde bulunan serbest Ca*” konsantrasyonu toksik diizeylere ulasir.
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Kalsiyum dengesindeki bu degisiklikler Ca*? ile ilgili biyokimyasal reaksiyonlarda

bozukluklara neden olur ve néronun canliliginin devami bu durumdan etkilenir.

Glutamat tarafindan postsinaptik membranda yer alan glutamat reseptdrlerinin
ozellikle de NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasiyla beraber L-tipi voltaj bagimli
kalsiyum kanallarinin da AP peptidler tarafindan asiri-eksitasyonu sonucu hiicre i¢ine
yiiksek miktarlarda kalsiyum girisi olur (5, 19, 60). Kalsiyum sitotoksisite mekanizmasi
tam olarak anlagilamasa da proteazlar, protein kinazlar, nitrik oksit sentaz, kalsinérin ve
endoniikleazlar gibi bir¢ok enzimin aktivasyonu ve asir1 uyarilmasma neden olarak
norotoksik kaskadlar1 tetikledigi bilinmektedir (8). Bu enzimlerin aktivitelerindeki
degisiklikler ise hiicreler i¢in toksik olan reaktif oksijen birlesiklerinin {iretimine, hiicre
organizasyonunda degisiklikler meydana gelmesine, hiicre 6liimii genetik sinyallerinin

aktivasyonlarina ve mitokondriyel disfonksiyona neden olur (8).

Kalsiyum iyonlar1 iyon kanallari, iyon tasiyicilar1 araciligiyla, membranin
dogrudan hasarlanmasiyla ya da hiicre i¢i depolardan saliverilme gibi ¢esitli yollardan

hiicrelere girebilir (bkz. Sekil 3).

M - Mitokondn
ER - Endoplazmik Retikulum
N - Cairdex

Sekil 3. Hiicre i¢ine kalsiyum giris yollar1
(Szydlowska, K. ve arkadagslarimin makalesinden alimp, uyarlanmistir (129).)
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Hiicre i¢indeki kalsiyumun artmasi hiicre 6liimiine giden yolda geri doniisiimsiiz
bir basamaktir. Bu nedenle néronlarin eksitotoksik hasara karsi koymalar1 hiicre i¢i
kalsiyumu ne kadar tamponlayabildiklerine baghdir. Hiicre icindeki kalsiyumun

artmasiyla ndrona zarar verecek bir¢cok olay da aktive olmus olur.

Normal kosullarda hiicre dis1 Ca*™? konsantrasyonu, hiicre i¢ci kompartmana oranla
10000 kat daha yiiksektir. Bu nedenle Ca*™®un hiicre disinda tutulmasi i¢in biiytik bir
elektromekanik giice ihtiyag¢ vardir (132).

Hiicre i¢i Ca*? hemostazisi bes mekanizma ile saglanr:

1. Hiicre i¢ine Ca*? girisi: Reseptor kapili iyon kanallar1 (glutamat reseptorleri
gibi) araciligiyla Ca*? ve Na" hiicre igine girerken, K" hiicre disina ¢ikar. Voltaj kapili
Ca'? kanallar1 da diger bir giris yoludur.

2. Sitozolik Ca**un tamponlanmasi: Normalde hiicre igine giren Ca**’un %95-
99’u hizlica kalmodulin, kalbindin ve parvalbumin gibi sitoplazmik proteinler
tarafindan tamponlanir.

3. Ca*®un hiicre icinde sekestrasyonu ve depolanmasi: Hiicre i¢ine giren Ca*
miktar1 tamponlayic1 proteinlerin kapasitesini astiginda, acikta kalan Ca™ diiz
endoplazmik retikulum, mitokondri ve sinaptik vezikiillerde depolanir.

4. Ca™®un hiicre disma c¢ikarilmasi: Noronlar iki temel mekanizma ile
kalsiyumu hiicre disma cikarirlar: Ca*%-ATPaz ve Na'/K* yer degistirici mekanizma.
Ca*?-ATPaz'm aktivitesi hiicre membranindaki kalmodulin, bir kisim yag asidi ve
protein kinazlar (A ve C) tarafindan ayarlanir. Disar1 atilan her bir kalsiyum iyonu i¢in
bir ATP harcanir. Ca*?>-ATPaz diiz endoplazmik retikulum membraninda da bulunur ve
kalsiyumun sekestrasyonunda rol oynar; kalmoduline bagimli degildir ve bir ATP'ye
karsilik iki adet Ca*? iyonunu sekestre eder. Na*/K* degisimi ise hiicre i¢i Ca*? iyonu
artist ile tetiklenir; hiicre dismna bir kalsiyum iyonu atarken, hiicre igine 2 veya 3 Na®
iyonu sokar. Bu enzim hiicre i¢i Na* iyonu konsantrasyonuna ve dolayisiyla da Na*'K*-
ATPaz’a bagimlhdir.

5. Niikleik asit transkripsiyonu icin: Hiicre ¢ekirdegi icine de bir miktar Ca*?

iyonu girisi olur.
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Hiicre icinde enerji yetmezlig¢i durumlarinda hiicre ici Ca™ iyon

konsantrasyonu artar. Bu artisa sebep olan durumlar (132):

1.

Na'/K* ATPaz gibi enerjiye bagimli iyon pompalar1 durur. Buna bagli olarak
transmembran iyon gradiyenti bozulur ve ndronal hiicre membraninda
depolarizasyon meydana gelir. Depolarizasyon sirasinda voltaja-bagimli Ca*?
kanallar1 agilir ve hiicre i¢ine Ca*? girisi olur.

Travmatik ndronal hasarda parcalanan noronlardan agiga ¢ikan K
transmembran iyonik gradiyentini bozarak depolarizasyona yol agar.

Istirahat halindeki bir hiicre membraninda magnezyum iyonu NMDA

reseptorlerini bloke eder. Hiicre membraninin depolarizasyonu sonucunda Mg*?

+25

yer degistirir bu da Ca“un NMDA reseptorleri araciligiyla hiicre icine
girmesine yol agar.

Transmembran Na* gradiyent kollaps1 Na*/Ca’? pompasinin tersine ¢aligsmasina
yol agar. Béylece Na" hiicre disina atilirken, Ca*? da hiicre icine alinir.

ATP - bagimh Ca*? atilim1 durur.

Mitokondri iginde asir1 Ca* birikimi kalici mitokondri hasari sonucu ATP
iiretiminin durmasina yol agar.

Glikoliz sonucu olusan laktik aside bagli sitoplazmada laktik asidoz olur.
Metabotropik glutamat reseptorlerinin aktivasyonu sonucu intraselliiler kalsiyum
depolarindan (endoplazmik retikulum ve mitokondri) Ca*? saliverilir.

Santral sinir sistemi travmalarinda olusan mekanik etki de hiicre membranindaki

gecitlerden iceri Ca*? girisini tetikler.

Sitozolik kalsiyum iyon konsantrasyonundaki artis birgok doku tipinde hiicre

Oliimiiniin ortak yoludur.

o~ w0 NP

Hiicre i¢cinde kalsiyum birikimine bagh meydana gelen olaylar (4):
Fosfolipaz A, aktivasyonu

Serbest yag asitlerinin serbestlenmesi

Toksik eikozanoid sentezi

Serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi

Kalsiyum-bagimli ATP aktivasyonu sonucu enerji depolarinin tilkenmesi
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6. Reseptor proteinlerinin kovalent modifikasyonu

7. Hiicre iskeletinin mikrotiibiiler ve norofilament komponentlerinin
modifikasyonu

8. Mitokondriyel oksidatif fosforilasyonun bozulmasi

9. Aksonal dejenerasyon

10. Proteaz, fosfataz ve endoniikleaz gibi litik enzimlerin aktivasyonu

Noron koruyucu tedavi stratejisi olarak NMDA ve AMPA reseptorlerini hedef
alan ajanlarla yapilan klinik arastirmalarda basarili olunamamustir (38, 70, 81). Bu
nedenle diger kalsiyum giris yollarinin hedef alinmasi ya da ¢esitli kalsiyum akimlarma
yonelik kombine uygulamalar yeni ve etkili tedavilerin gelistirilebilmesi bakimindan

etkili olabilir.

2.3.1. Hiicre I¢i Kalsiyum Depolari

Noronlarda hiicre 6liimii birgok organelin, sinyal yolaklar1 ve protein aktiviteleri
arasindaki iletisimleri sayesinde kontrol edilir. Mitokondri enerji iiretiminin yani sira
hiicre i¢i Ca*? homeostazisinin diizenlenmesinde ve reaktif oksijen radikallerinin (ROR)
endojen iiretimlerinde de gorevli bir organeldir. Bu agidan mitokondriyel hasar hiicre i¢i
enerji Uretiminin bozulmasiyla eksitotoksik noronal 6liimde oldukca kritik bir dneme
sahiptir. Mitokondri igerisine de asir1 derecede Ca*? girisi sonucunda superoksit iiretimi,
proapoptotik mitokondriyel proteinlerin saliverilmesi, DNA fragmantasyonu ve
yogunlagmast meydana gelmesiyle hiicreler apoptoz ve/veya nekroz sonucu oliirler.
Mitokondriyel disfonksiyon ile beraber membran potansiyelinde degisiklikler meydana
gelmesi ve reaktif oksijen radikali tiretimindeki artis hiicre 6liimiine katkida bulunur
(101). Mitokondri igine asir1 Ca*? girisiyle membran potansiyeli degisir ve
mitokondrilerde membran gec¢is porlar1 meydana gelir. Mitokondrilerde bu membran
potansiyelinin degisimiyle ATP sentezi azalir ve hiicreler 6liim sinyallerine kars1 daha
da duyarli hale gelir. Endoplazmik retikulum (ER) da hiicre i¢i homeostazisin
saglanmasinda ve sitozolik kalsiyumun diizenlenmesinde 6nemli bir diger organeldir

(135) (bkz. Sekil 4). Hiicre icine asir1 derecede kalsiyum girmesi, NO iiretimin asir1
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artmas1 ER’da Ca*?’un azalmasma sebep olacak bu durumda da hiicresel homeostazisin
ve kalsiyum regiilasyonunun bozulmasma yol agan ER stres denilen durum ortaya
cikacaktir. ER stres de mitokondri-bagimli ve mitokondri-bagimsiz hiicre dlimlerini

tetikleyebilir (139).

Hiscre Cekirdes

ER Lumeni

Hatak Kstlanmug Protein

Aitif Kaspaz 12

Sekil 4. Endoplazmik retikulum (ER) aracili néronal hiicre 6liimii

(Northington, F.J. ve arkadaslarinin makalesinden alimp, uyarlanmistir (102).)

2.3.2. L-Tipi Voltaj-Bagimh Kalsiyum Kanallari

L-tipi kalsiyum kanallar1 iskelet kaslarinda, kardiyak kasta, endokrin organlarda
ve noronlarda ana kalsiyum gegirgen kanallardir. Esas yerlesimleri post-sinaptiktir (2).
Sinir uglarindan norotransmiter saliverilmesini saglayan P/Q, N ve R tipi kanallarin
aksine L tipi kalsiyum kanallar1 somatodendrit kompartmanlarda yer alirlar (37, 62,
103). Sirkadiyen ritim, ndronal sag kalim ve uzun siireli bellek gibi islemlerin aktivite
bagimli ndronal gen ekspresyonunu kontrol ederler (39). Beyinde bulunan L-tipi
kalsiyum kanallar1 baglica Cay1.2 ve Cayl.3a, alt {initelerinden olugsmakla beraber az da
olsa Ca,1.1 ve Cayl.4 alt tipleri de yer alir (122). Ca,1.2 ve Cay1.3 izoformlar1 ¢esitli
noron tiplerinde tanimlanmustir. Farkli biyofiziksel ve biyokimyasal 6zelliklere sahip
olup bu sayede bircok ndronal fonksiyonda yer almaktadirlar. Serebellar graniil

hiicrelerinde de yer alan L-tipi kalsiyum kanallarinda ise %89 Cay1.2 alt tipi ve %11
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Cay1.3 alt tipi bulundugu gosterilmistir (75). Beyinde bulunan L-tipi kalsiyum kanallar1
farkli bir acilma 06zelligi gosterirler. Depolarizasyon boyunca ag¢ilma ihtimalleri

diisiikken depolarizasyonu takiben ger¢eklesen repolarizasyon sonrasi kanal uzun siireli
acik kalir (50, 65).
Nimodipin

Kalsiyum kanal blokérleri genel olarak klinikte hipertansiyon, anjina pektoris ve
aritmi gibi kardiyak problemlerde kullanilir. Nimodipin, 1-4 dihidropiridin tiirevi L-tipi
kalsiyum kanal blokoriidiir. Kardiyovaskiiler etkileri yaninda bazi1 hayvan modellerinde
noroprotektif 6zellikleri de oldugu gosterilmistir. Yiiksek oranda yagda ¢oziiniir ve kan
beyin bariyerini kolaylikla gecer. Hayvan caligmalarinda serebral kan akiminimn
artmasinda, sempatik stimiilasyona bagl vazokonstriksiyonu onlemede ve serebral
iskemi sonrasi norolojik durumu diizeltmede etkili oldugu gosterilmistir. Yiizde 90
proteinlere baglanan nimodipinin yarilanma Omrii ise yaklasik 13 saattir (55).
Beyin/plazma orani nifedipin ve amlodipine gore 3 ila 5 kat daha yiiksektir. Fare
beyinleri iizerine yapilan farmakokinetik ve reseptdr baglanma calismasinda beyin
hastaliklarmim farmakolojik tedavisinde nimodipin gibi kalsiyum kanal blokdrlerinin
kullanilmasinin faydali olacagi belirtilmistir (133). Ayrica iskemi ve fasiyal sinir hasar1
modellerinde, eksitotoksik noronal 6liimde, kiiltiir edilmis fare néronlarinda amiloid
ile indiiklenen norotoksisitede néron koruyucu 6zelliklerinden bahsedilmektedir (13, 61,
91, 140). Aym sekilde serebellar graniil hiicrelerinde NMDA ile indiiklenen

nérotoksisitede nimodipinin (10 M) néron koruyucu etki gosterdigi bulunmustur (46).

2.4. Hiicre I¢i Sinyal Molekiillerinin Noéronal Oliimdeki Yeri
2.4.1. Serbest radikaller

Reaktif oksijen radikalleri mitokondriyel solunum sonucu olusabildigi gibi
hiicresel homeostazin saglanmasi icin meydana gelen biyosentez ve katabolizma
olaylar1 sonucunda da olusur. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen radikalleri hiicrede
meydana gelen oksidatif stres ve buna bagh olusan oksidatif hasardan sorumludur. Bu

radikaller, noronlarda, astrositlerde ve mikroglia hiicrelerinde apoptoz programinin
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aktivasyonu, iyonlarin tasmmmasi ve kalsiyumun mobilizasyonu gibi bir¢ok Onemli
hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde olduk¢a 6nemlidir (139). Glutamatla indiiklenen
eksitotoksisitede hiicresel serbest oksijen radikallerinin asir1 artmasi da hiicresel 6liimde
biiyiilk rol oynar (100, 126). Glutamat NMDA reseptorlerini aktive ederek hiicre
membraninda bulunan bir¢ok katyon-gegirici kanali da aktive etmis olur. Kalsiyumun
bu kanallar araciligiyla hiicre i¢ine girisiyle beraber kalmoduline (NOS ko-faktorii)
baglanarak nitrik oksit sentaz da aktive olur. Nitrik oksit sentazin aktivasyonuyla nitrik
oksit {iretimi meydana gelir, bu da superoksit anyonuyla (O) etkileserek néronal hasara
neden olan peroksinitritlerin (OONQO") ortaya ¢ikmasini saglar (83, 145). NO hiicrelerde
tehlikeli 6liim dongiisiinii tetikler. Mitokondriyel fonksiyon ve enerji {iiretiminde
bozukluklarla beraber iyon pompalarinin ve parsiyel hipopolarizasyonun bozulmasina

+2,

neden olur. Bu durumda Mg “’un NMDA reseptorlerinden ayrilmasiyla ndronlar
glutamat stimiilasyonuna duyarli hale gelir. NMDA aracili kalsiyum saliverilmesi
depolarizasyonu arttirir boylece kalsiyum girisi daha da tetiklenir ve endojen glutamat

depolardan saliverilerek hiicre 6liim mekanizmasi siirekli aktive edilmis olur (128).

2.4.2. Proteazlar

Kaspazlar apoptozda 6nemli rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Aktif
hiicre 6liimii sekli olan kaspaz-bagimli hiicre 6liimiinde yer alirlar. Kaspaz bagimli
Oliim yolag1 Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor-1) ile baglanan sitokrom ¢’nin
mitokondriden saliverilmesiyle baslar (36). Aktif kaspazlar en son kaspaz-3
aktivasyonuyla son bulan ekstrinsik ve intrinsik yolaklar araciligiryla néronal apoptozise
neden olurlar. Serebellar graniil hiicrelerinde yapilan bir caliymada glutamata bagh
apoptozda kaspaz 3 aktivasyonunun etkili oldugu bulunmustur (42). Kaspaz 6 ve 9’un
da glutamata bagh apoptotik kaskadda rol oynadigi gosterilmistir (125). Kaspaz 3’iin
aktive olmast i¢in Oncii proteinlerin 2 alt iiniteye proteolitik olarak parcalanmasi
gerekmektedir. Bir¢gok ¢aligmada kaspaz 3’lin ya oto-aktivasyonla ya da diger kaspaz
aile liyeleri tarafindan aktif hale getirildigi belirtilmistir (86). Kaspaz 3’lin glutamatla
indiiklenen hiicre 6liimiindeki islevi birgok mekanizmaya bagli olabilir. Kaspaz 3, DNA
onariminda rol oynayan PARP (Poly ADP Riboz Polimeraz) gibi birgok spesifik

hiicresel proteini parcalayabilir. Ek olarak DNA-bagimli protein kinaz, protein kinaz C

17



(PKC), transkripsiyon faktorleri ve Sterol diizenleyici eleman baglayici proteinler
(SREPIler) ve aktin de kaspaz 3’lin hiicresel hedefleri arasinda yer alir (139). Proteaz
ailesinin 14 iiyesi tanimlanmistir ve ¢ogu ndronal 6liimde rol oynar. Baglatici ve efektor
(kaspaz-3, -6, -7) kaspazlar olarak 2 gruba ayrilirlar. Hiicrelerin yasamasi i¢in 6nemli
olan bir¢ok yapisal proteini (laminler, aktinler vb.), DNA tamir enzimlerini (PARP) ve
topoizomeraz 1’1 ve kaspaz ile aktiflenen DNAaz inhibitorii (ICAD) gibi diizenleyici

proteinleri hedef alirlar (66).

Glutamatla indiiklenen hiicre 6liimi hiicrenin enerji durumundan ¢ok etkilenir.
Fizyolojik konsantrasyonlardaki glutamat bile enerji yetmezligi durumunda toksik olup
hiicre oliimiine neden olabilir. Membran potansiyelindeki azalmalara neden olan
noronal enerji durumundaki degisiklikler noronal 6liimde 6nemli rol oynar. NMDA
kanali Mg*? iyonu tarafindan voltaj bagiml sekilde kapalidir. Bu iyonun reseptorden
ayrilmasi plazma membraninin depolarize olmasiyla miimkiindiir. ATP’nin kisitlandig1
bozulmus glikolitik veya mitokondriyel metabolizma durumunda plazma membrani
depolarize olur ve Mg*? bu reseptérlerden ayrilarak bu reseptorleri glutamat tarafindan
uyarilmaya agik hale getirir. Glutamatin plazma membran tasiyicilariyla tasimmma yonii
ters gevrilebilir. Fizyolojik kosullarda konvensiyonel tasinma yonii hiicre i¢ine dogru
olsa da glutamat, hiicre dis1 [Na']/hiicre i¢i [K'] azaldiginda ve/veya hiicre ici

[Na']/hiicre dis1 [K'] arttiginda tastyic1 yonii hiicre dismadir (17, 67).

2.5. Antineoplastik Ajanlarla indiiklenen Néronal Hiicre Oliimii

Kemoterapi sirasinda santral veya periferik sistemde goriilebilecek olas1 bir toksik
komplikasyon ilacin dozunun azaltilmasina veya ilacin tamamen kesilmesine neden
olmaktadir. Bazen bu toksik tablonun sonuglar1 hem de ge¢ farkedildiyse geri
dondiiriilemeyebilir. Bu yiizden bu ilaclarin toksik etkilerinin 6nlenebilmesi cok
onemlidir. Sisplatin ve ifosfamid akut ve gecikmis santral sinir sistemi (SSS)

toksisitesine sebep olan 6nemli antineoplastik ajanlardandir.
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2.5.1. Ifosfamid (N-3-bis(2-kloroetil)-1,3,2-oksazafosfinan-2-amid-2-oksit)

[fosfamid sarkoma ve hematolojik tiimérlere karsi etkili yaygin olarak kullanilan
antitimoral bir ilagtir. Klinikte karsilagilan en yaygin toksisitesi iirotoksisite,
nefrotoksisite ve norotoksisitedir. Alkilleyici bir ajan olan ifosfamid bir 6n ilagtir.
Sitokrom P450 enzimleriyle aktif metabolitlerine parcalanmasi gerekir. Kan-beyin
engelini gecebilmesiyle norotoksik etkisinden sorumlu aktif metaboliti ise N-
dekloroetilasyon reaksiyonuyla ortaya ¢ikan kloroasetaldehit (CICH,CHO)
molekiiliidiir. Ifosfamidin yaklasik %50’si bu aktif metabolitine parcalanir. Yapica
etanoliin toksik metaboliti olan asetaldehite benzerdir. Norotoksisite mekanizmalar: tam
olarak bilinmemektedir. Klinikte norotoksisite ensefalopati gelisimiyle goriiliir.
Insidans: diisiiktiir. Siirekli intravendz infiizyon sonucunda ortaya ¢ikar. Ifosfamidin
etkililigi ekstraseliiler aktivasyon sonrasinda DNA’y1 alkillemesine baghdir. Iplik ici ve
iplikler arasi capraz baglara neden olarak DNA sentezini inhibe etmesi sonucu

sitotoksisite ve hiicre 6liimiine sebep oldugu bilinmektedir (49, 56, 69)

CH, = CH, =—CI

I H H
R |
\ 4 /" Cl=—C—C==0
[ J— I
/ \ CH; === CH, =i H
0
ifosfamid Kloroasetaldehit

Kloroasetaldehit etki mekanizmasi:
e Glutatyon depolarinin bosalmasi (80)
e Uzun zincir yag asidi oksidasyonunun inhibisyonu (137)
e Kiloroasetaldehitin 2-kloro asetik asite oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan
glutamaterjik etkileri (136)

Kloroasetaldehit klorik asite doniistiikten sonra sistein aminoasidiyle konjugasyon
yaparak S-karboksimetil-l-sisteine (SCMC) doniisiir. Uygulanan ifosfamid dozunun
%80’1 bu molekiile doniisiir (76). Karboksimetilsisteinin asagida yer alan kimyasal

yapist incelendiginde eksitator ndrotransmitter glutamata yapica benzedigi goriilmiistiir.
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Bu nedenle noronlar iizerinde glutamaterjik etkilere sahip oldugu diistiniilmektedir (25).
Hatta yapilan bir calismada ifosfamidin sebep oldugu noronal hiicre Oliimiinde

eksitotoksisitenin de katkis1 oldugu gosterilmistir (111).

2.5.2. Sisplatin (sis -diamindikloroplatin)

Sisplatin birgok solid tiimoriin tedavisinde kullanilan 6nemli bir kemoterapi
ilacidir (24). Sisplatin DNA’ya tutunup DNA replikasyonu ve mitozu engellemesiyle
¢ok hizli ¢ogalan hiicrelere karsi oldukca yiiksek toksisite gosterir (115, 123).
Nefrotoksisite, ototoksisite ve norotoksisite gibi bircok yan etkisi sebebiyle terapotik
kullanim1 ve etkinligi oldukga kisithdir. Bu yan etkilerinin yani sira tiimor hiicreleri ve
normal hiicrelere karsi olan sitotoksik etki mekanizmalarinin anlasilabilmesi bu ilacin
toksikolojik profilinin tanimlanmasinda olduk¢a yararli olacaktir. Daha Onceden
sisplatinin diisiik dozlarinin hiicrelerde 6liime sebep olmak yerine hiicre dongiisiini
durduklarii gostermislerdir (112). Normal kosullarda bir¢ok somatik hiicre boliinme
gecirmemekte GO durumunda dinlenmektedir; bu da sisplatinin diisiik dozlarda nasil

antitlimoral etki gosterdigini agiklamaktadir.

Sisplatinin hiicrelerde hem apoptoza hem de apoptotik olmayan nekrotik benzeri
hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (24, 107, 108, 116). Hiicre dliimiiniin tipi
sisplatin konsantrasyonuna baglhdir. Diisiik konsantrasyonlarda apoptozu tetikledigi

ancak yiiksek konsantrasyonlarda nekroza neden oldugu bilinmektedir (113).

Hiicrelerin sisplatine maruz kalmasi apoptozun intrinsik yolagmnm aktivasyonuna

ve diger 6liim sinyallerine neden olabilecek mitokondriyel degisikliklere neden olur
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(32). Mitokondri membrani uyari1 aldiginda dis transmembran potansiyeli bozulur ve dis
membranin gegirgenligi artmaya baglar. Hiicre O6limii acisindan c¢ok Onemli olan
mitokondriyel membran gegirgenliginin kontrolii ise Bcl2 ailesinin proapoptotik iki
iiyesi Bax ve Bak’in kontroliindedir (77). Sonug olarak spesifik molekiiller membran
araligindan sitozole dagilir ve hiicrede 6liim sinyallerini baslatir. Hiicrelerin ekzojen bu
toksinle Oliim sinyalini algilamasi mitokondriden sitozole 6liim molekiillerinin
saliverilmesine neden olur. Bu 6nemli 6liim molekiillerinden biri Sitokrom C’dir.
Sitozolde Apaf-1 molekiilityle birleserek apoptozom denilen protein kompleksini
olusturur. Bu kompleks de prokaspaz 9’la birleserek kaspaz 9’u aktiflestirir. Aktif
kaspaz 9 da sirasiyla kaspaz 3 ve 7’nin aktiflesmesine neden olur. Sitokrom C ile
beraber sitozole Smac/Diablo da saliverilir. Smac/Diablo, normalde kaspazlari inaktif
halde tutan IAPleri (apoptotik protein inhibitdr) engelleyerek hiicrelerde apoptozun
indiiklenmesine katkida bulunan diger bir proapoptotik molekiildiir (134). Apoptoz
indiikleyici faktor (AIF) de normalde i¢ mitokondriyel membranda konumlanmistir
ancak mitokondri hasarlandiktan sonra o da sitozole akar. Daha sonrasinda nukleusa
yerleserek kaspaz bagimsiz kromatin yogunlagsmasina ve DNA fragmantasyonuna sebep
olur (14). Mitokondriden sitozole saliverilen diger proapoptotik molekiiller ise serin-

proteaz HtrA2/Omi ve endoniikleaz G’dir.

Sisplatinin  direkt olarak mitokondriyi etkileyerek apoptozu tetikledigi
gosterilmistir (32). izole mitokondri iizerinde sisplatinin kalsiyum bagmmli sismeye,
mitokondriyel membran potansiyelinde depolarizasyona, kalsiyum saliverilmesine ve
NADPH yikimina neden oldugunu gosterilmistir (33). Buna ek olarak sisplatinin izole
mitokondrilerde enerji tiretimini deprese ettigi ve ROS iiretimine neden oldugu da
gosterilmistir (114). Sisplatinin bu etkileri nasil ortaya ¢ikardigi tam olarak anlagilamasa
da sisplatin ya enerji liretim zincirinden ve ROS {iretiminden bagimsiz olarak direkt ya
da indirekt olarak mitokondriyel porlar {izerine etki ederek etkisini ortaya ¢ikarmakta
veya artmis mitokondriyel permeabilite organelde enerji iiretim depresyonuna ve sonug
olarak ROS iiretimine neden olmaktadir. Yukarida da belirtildigi gibi agir1 artan ROS da
mitokondride ve hiicrede oksidatif strese sebep olur ve DNA, proteinler, lipitler gibi

bir¢ok makromolekiilii hasarlandirarak hiicre 6liimlerine yol agar. Sisplatin mitokondri
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disinda da hiicresel hedeflere zarar verir. Sitozolik ve membranda yerlesik proapoptotik
Bcl2 iiyeleri (Bax, Bak, Bad vb) ve asir1 kalsiyum birikimi gibi diger etkilerle de
hiicreler hasarlanabilir (113). Aktive olan proapoptotik Bax ve Bak molekilleri
mitokondri membraninda depolarizasyona ve permeabilite artisina sebep olduklar1 gibi
endoplazmik retikulum gibi organellerin zarlarina da etki ederler. Bu organellerin de
membran gegirgenligini artirarak ve kalsiyum homeostazisini bozarak 6liimciil etkilerini

gosterirler (21, 138).

Sisplatin sitotoksisitesinde ana mekanizma DNA hasaridir. DNA’da eklentilerin
olusmasma neden olarak DNA’nin yapisim1 bozar. DNA replikasyonuna ve
transkripsiyonuna engel olur. DNA’da hasar meydana gelmesi de hiicre dongiisiiniin
durmasina neden olur ve DNA tamir mekanizmasi aktive olur. Eger hasar, hiicrenin

tamir mekanizmasini yenerse hiicreler apoptoza gider ve 6liir.

Sisplatin plazma membranina da etki gosterir. Plazmalemmal proteinlerle giiclii,
negatif yiiklii fosfolipitlerle zayif baglar olusturur. Bazi iyon kanallarin ve tastyicilarin
aktivitelerini bozar. Sisplatin uygulamalarinda plazmalemmal destabilizasyonun ve
akigkanligin arttig1 gozlemlenmistir. Membran akiskanhigindaki artigin FasL. bagimsiz
Olim reseptorii olan CD95/Fas redistriblisyonuna ve aktivasyonuna sebep oldugu
gosterilmistir (110, 119). Fas’in uyarilmasi poliprotein 6liim sinyal kompleksinin
(DISC) olusumuyla apoptozun ekstrinsik yolagini aktive eder (44). Bu da baslatici
kaspazlar olan kaspaz 8 ve 10’un aktive olmasina daha sonrasinda kaspaz 3 ve 7 efektor
kaspazlarm aktivasyonuna neden olarak ya mitokondriyel intrinsik apoptoz yolagini
aktive eder ya da direkt olarak efektor kaspazlarin aktive olmasina neden olarak
hiicrelerin  6lmesine neden olur (74). Sisplatin uygulanmis bir noéronal kiiltiir
calismasinda, eksitotoksik mekanizmalarin ve kaspaz aracilt hiicre 6liimiiniin bu ajanin

norotoksisitesine katkida bulundugu gosterilmistir (111).
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2.6.Noronal ATP-Bagimh Potasyum (Katp) Kanallarinin Molekiiler Yapisi

Katp kanallar1 kardiyak miyositler, hormon-salgilayici hiicreler, kemik, diiz kas
ve noronlar gibi bir¢ok uyarilabilir hiicrede yer almaktadir. ATP duyarli bu potasyum
kanallari, ice yonlendirici K kanallarindan (Kir 6.1 ve Kir 6.2) ve diizenleyici
stilfoniliire reseptorlerinden (SUR1, SUR2A ve SUR2B) olusan oktomerik bir kompleks
yapida olup ATP baglayici kaset protein ailesine mensuptur (118). Kir 6.1 ve Kir 6.2
%70 amino asit benzerligi gosterirler ve monomerleri 2 transmembran segmentiyle
(TM1 ve TM2) sarmalanmis por olusturan bolgelere sahiptir. N ve C terminal bolgeleri
sitoplazmiktir ve ATP’ye baglanir. TM1’i TM2’ye baglayic1 bir molekiil, kanali K*
iyonu akim gegirgenligine secici kilar (59). Hem por olusturan alt tniteleri hem de
diizenleyici SUR reseptorleri endoplazmik retikulum tutan motiflere sahiptir.

)
K, (Sur1-Kir6.2)

Sekil 5. Karp kanali

(Simard JM ve arkadaglarimin makalesinden alinmustir (120).)

Farkli hiicre tiirlerinde Kir ve SUR alt tiplerinin farkli kombinasyonlarindan
meydana gelen birgok farkli tipte fonksiyonel Karp kanali mevcuttur (bkz. Sekil 5). Kir
6.2/SUR1  kompleksi B-hiicrelerine 6zgli, kan glukoz konsantrasyonundaki
degisikliklere gore insiilin sekresyonunun kontrol edilmesinden sorumlu bir Karp
kanalidir. Kardiyak kasta bulunan Karp kanali ise Kir6.2 alttipi ve SUR2A
reseptorlerinden olusur (71). Vaskiiler tonusun diizenlenmesinde ¢ok onemli bir yere
sahip olan vaskiiler Karp kanallar1 ise Kir6.1/SUR2B yapisina sahiptir (94). Periferik
dokulara kiyasla noronal Karp kanallarinin yapisi ¢cok net anlagilamamistir. Onceden
molekiiler olarak karakterize edilen Katp kanal birlesenleri hipotalamus, bazal 6nbeyin
kolinerjik ndronlarmda ve striatum gibi beyin yapilarinda bulunan Kir 6.2 tiptekilerdir
(3, 10, 93). Farmakolojik ¢alismalarla beyinde SUR1 reseptorlerinin varligi gosterilmis

olsa da fonksiyonel 6zellikleri tam olarak belirlenememistir (26). Bu alttiplerin farkli
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dokulardaki kombinasyonlarinin belirlenmesi ise bu dokulardaki Karp kanallarma

yonelik daha selektif ajanlarin segilebilmesi bakimindan 6nem tasir.

2.7. Karp Kanallarimin Noronal Hiicre Oliimiindeki Onemi

Katp kanallar1 hiicrenin metabolik olaylarindan elektriksel aktiviteye kadar
onemli yasamsal aktivitelerinde gorev almaktadir. Potasyum kanallar1 hiicrenin
elektriksel aktivitesine bagli membran polarizasyonu, buna bagli iyon hareketleri ve

ndrotransmitter saliverilmesi gibi 6nemli olaylardan da sorumludur.

Santral sinir sisteminde enerji yetmezligi (hiicre ici ATP konsantrasyonunun
azaldig1) durumlarinda bu kanallarin aktive olmasi potasyum iyonlarmin hiicre digma
¢ikmasima ve noronlarin hiperpolarizasyonuna neden olur. Oysaki glutamatin uyardigi
NMDA reseptorlerinden hiicre igine kalsiyum iyonlarmin geg¢isi i¢in noronal
depolarizasyon gerekmektedir (27). Bu durumda membranal depolarizasyonun

dnlenmesi bu hiicreler icin 61diiriicii olan Ca™? iyonlarmin gegisini engelleyebilir.

Néronlarda eksitasyon ve aksiyon potansiyellerinin olusabilmesi Ca*?, Na" ve K*
iyonlarina gegirgen iyon kapili kanallarin aktivasyonuna baghdir. Voltaj-bagimli K*
kanallar1 hiicrelerin dinlenme durumunda repolarizasyonlarma neden olan ana
kanallardir. Boylece noronda asir1 kalsiyum girisi ve asir1 glutamat saliverilmesi de
engellenmis olur. Yani hiicrede bulunan bazi iyon kanallarinin néronal depolarizasyonu
azaltarak néron koyucu etki olusturabilirler. Bu duruma aday kanallardan biri de Karp
kanallaridir. Hiicre i¢inde hipoksi ya da epilepsi gibi metabolik stres durumlarinda ATP
azalmasi1 Katp kanallarini aktive eder ve hiicreler membran depolarizasyonundan
korunabilir. Hiicrede depolarizasyonla beraber bircok voltaj-bagimli kanal da aktive
olup hiicre igine oldukga fazla oranlarda Na* ve Ca™® girmesine neden olur. Boylece

bazi hiicresel fonksiyonlar bozulur ve hiicreler 6liir (52).
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(@) KATP kanali inaktif iken (b) KATP kanal aktif iken
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Sekil 6. Glutamat toksisitesine karsi1 Katp kanallarmin durumu

a) Kap kanallart inaktif durumda. Néronal depolarizasyonla voltaj-bagiml Ca*? kanallan
araciligtyla hiicre i¢ine Ca*? girisi olur. Ca*? girisi de glutamati uyarir. Post sinaptik
noronda bulunan NMDA ve AMPA reseptorlerinin glutamat tarafindan asir1 uyarilmasiyla
noronal 6liim meydana gelir.

b) Karp kanallar1 aktif durumda. Noronal sinir uglarinda hiperpolarizasyon meydana gelir.
Voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 inaktive olur ve Ca*? bagimli glutamat saliverilmesi
engellenmis olur

(Soundarapandian, M.M. ve arkadaslarinin makalesinden alinp, uyarlanmistir (124).)

Katp kanallarinin hiicrenin metabolik durumununa gére membran eksitabilitesini
azaltma ve hiicre hasarindan hiicreleri koruyabilme 6zelliginden faydalanarak noronal
hasar engellenebilir (bkz. Sekil 6). Mitokondriyel Katp (mitoKatp) kanallarinin
aktivasyonu da mitokondride hiperpolarizasyona ve Ca**’un hiicre igine girisinin
azalmasmna neden olur. Serebellar graniil hiicrelerinde mitoKarp kanallarinin
aktivasyonunun hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyabildigi gosterilmistir (130).
Mitokondriyel Karp kanallarmin aktivasyonu da hiicre membraninda bulunan Karp

kanallar1 gibi eksitator toksik uyarida noronal koruma saglayabilir.

Kromakalim benzopiran tiirevi bir potasyum kanal agicisidir. Potasyum
kanallarimda agilmaya neden olarak vazodilator etki gosteren bir ajandir. Aktif izomeri

levokromakalimdir. Ozellikle Karp kanallarim  aktive ederek membranda
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hiperpolarizasyona neden olur. Vaskiiler diiz kaslarda gevsemeye neden olduklarindan
kan basmncimi diisiirmek amaciyla hipertansiyon tedavisinde kullanilabilir.
Kromakalimin hipokampal noronlarda glutamata bagli hem nekrotik hem de apoptotik
hiicre Sliimiinii 6nledigi de gosterilmistir (79). Onceden Kartp kanal agici ajanlarin
iskemi ve epileptik nobetlere karsi ndron koruyucu etkilerinin presinaptik kanallari
etkileyerek glutamat saliverilmesini engellemeleri dolayisiyla oldugu diisiiniilmekteydi
(1, 64). Ancak daha sonra glutamatin eksitotoksik etkilerine karsi indirekt antagonistik
etkiyle postsinaptik diizeyde de olabilecegi diistiniilmiistiir (64). Kromakalimin ise
postsinaptik Karp kanallarmi agarak glutamat toksisitesine karsi koruma sagladigi

goriilmiistiir (79).

Glibenklamid ise siilfoniliire tiirevi bir Karp kanal antagonistidir. Pankreatik beta
hiicrelerinde Karp kanallarini inhibe ederek insulin saliverilmesine neden olur. Boylece
tip 2 diyabetli hastalarda oral hipoglisemik ajan olarak kullanilmaktadir. Ozellikle
SURL alt tipe sahip Karpkanallar1 bu ajanin hedef reseptorleridir (120).

2.8. Hiicre Kiiltiirii Besiyeri Ortaminin Olusturulmasi

2.8.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii besiyeri laboratuvar ortaminda hiicrelerin normal metabolik
aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan fizyolojik ortami saglayan besleyici
soliisyonlardir. Icerdigi aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve iyonlarla hiicrelerin
gelisimini desteklerler. In vitro ortamda hiicrelerin yasayabilmesi ve ¢cogalabilmesi i¢in
uygun pH, sicaklik ve nemin saglanmasi ¢ok Onemlidir. Bu nedenle hiicre kiiltiirii
besiyeri icerdigi iyonlarla gerekli ozmolarite ve pH’1 da saglar. Besiyeri hiicrelerin
tipine, adaptasyon yetenegine ve hiicre kaynagi organizmanin tiirline gore farklilik
gosterir. Calismanm amacina gore ve hiicrenin ihtiyaglarina gére uygun olan besiyeri
tercih edilmelidir. Hiicrelerin canliliklarinin devami ve ¢ogalmalar1 i¢in aminoasitler,
karbonhidratlar, lipidler, vitaminler, iyonlar ve proteinlerin ortamda bulunmasi sarttir.
Standart bir besiyerinde yukaridaki bilesenlerin saglanmasi icin iki temel soliisyon

uygulanir (51).
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e Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM)

Hiicre kiiltiirlerinde olmasi gereken temel aminoasit kombinasyonu ilk defa Eagle
tarafindan 1955’de tanimlanmistir (45). Kendi ismini tasiyan Minimum Eagle’s
Medium (MEM) isimli besiyeri bazi modifikasyonlarla bugiine kadar gelmistir.
Dulbecco tarafindan modifiye edilen MEM soliisyonu (DMEM) bugiin somatik hiicre
kiiltiirlerinde en sik kullanilan besiyeri bilesenidir. DMEM hiicrelerin beslenebilmeleri
icin gerekli glukoza, canliliklarini stirdiirebilmeleri i¢in uygun ozmolarite ve pH’a,
fonksiyonlarmi gorebilmeleri i¢in gerekli aminoasitlere ve vitaminlere sahiptir. Ancak

tek basima hiicre gelisimi i¢in yeterli degildir.

e Fetal Bovin Serumu (FBS)

Serum hiicrelerin tutunabilmeleri ve ¢ogalmalar1 i¢in kullanilan ve igerigi tam
olarak tanimlanmamis zengin bir protein ¢Ozeltisidir. Bu protein ¢ozeltisinin i¢inde
hormonlar, enzimler, hiicrenin biliyiimesi ve ¢ogalmasini saglayan biiyiime faktorleri,
yiizeylere tutunabilmesini saglayan hiicrelerarasi matriks proteinleri bulunur. Hiicre
cesidine ve uygulamalara gore besiyerindeki serum orami degisebilir. Standart bir

somatik hiicre kiiltiiriinde serum orani %10’dur (51).
% Fetal Bovin Serumunun (FBS) Inaktive Edilmesi

Fetal bovin serumu, igerdigi kompleman proteinlerin denatiire olmasini
saglayarak hemolitik aktivitesini inhibe etmek amaciyla inaktive edilmesi
gerekmektedir. Bu amacgla -20°C’de tutulan FBS ¢06ziinmesi saglandiktan sonra

56°C’lik su banyosunda 30 dakika bekletilir.

e Glutamin ve penisilin/streptomisin

Glutamin kiiltlirdeki hiicrelerin enerji ve karbon kaynagi olarak kullanmalari
amaciyla besiyeri hazirlanirken karigima eklenir. Kontaminasyonun dnlenmesi amaciyla

da penisilin/streptomisin sollisyonu hiicre kiiltiirii besiyerine ilave edilir.
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2.9. MTT Sitotoksisite Tayini

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) testi
indirekt olarak hiicre biliylimesi ve/veya hiicre 6liimiinii degerlendirmeyi amaglayan bir
ila¢ duyarlilig1 testidir (97). MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler
kolorimetrik ve kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bir¢ok hiicre popiilasyonu i¢in
total mitokondriyel aktivite canli hiicre sayisiyla iligskilendirilir. MTT sitotoksisite testi
de tetrazolyum tuzu MTT nin canli hiicrelerin saglam mitokondrileri tarafindan
formazan kristallerine doniistiiriilmesi esasina dayanir. Daha sonrasinda mor renkli
formazan iriinliniin ¢oziinmesi amaciyla DMSO eklenir ve ortaya ¢ikan renkli
cozeltinin spektrofotometrede 151k absorbansinin dl¢iilmesiyle canli hiicre yogunlugu

belirlenmis olur.

Sonu¢ olarak yaygm olarak kullanilan antineoplastiklerden sisplatin ve
ifosfamidin neden oldugu norotoksisite glutamata-bagli eksitotoksik ozellikler
gostermektedir. Eksitotoksisitede hiicre i¢ine “kalsiyum girisi” toksisiteyi arttirabilmesi
ve “potasyum c¢ikis1” da toksisiteyi azaltabilmesi bakimindan 6nem tasimaktadir. Bu
nedenle sican serebellar graniil hiicre kiiltliriinde nimodipin (voltaj-bagimli kalsiyum
kanal blokorii), kromakalim (Katp kanal agicis1) ve glibenklamid (Karp kanal blokorii)
kullanilarak sisplatinin ve ifosfamid metaboliti olan kloroasetaldehitin norotoksik
etkilerinde kalsiyum ve potasyum iyonlarmin katkisinin  degerlendirilmesi

amaclanmustir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Hiicre Kiiltiirii 6ncesinde yapilan hazirhklar

3.1.1. Kullanilan geregler

Cam malzemeler: Beher (50-100 ml), pastor pipetler, petri kaplari (¢ap: 90 mm), thoma
lami, lamel

Metal malzemeler: Makas, pens

Plastik malzemeler: Tek kullanimlik pipetler, kiiltiir flasklari, santrifiij tiipleri (15 ve 50

ml), otoklavlanabilir pipet uglari, steril filtreler (0,45um), hiicre kaziyici

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Cihazlar Uretici
CO; inkiibator Newbrunswick Scientific, Eppendorf,
(37°C, %95 nemli hava, %5 COy) ABD
Laminar akim steril ekim kabini Niive- LN 090/120, Tiirkiye
(Vertikal)
Inverted Mikroskop Leica Microsystems, Almanya
Otoklav

Tuttnauer 2540EL, Almanya
(121°C, 1.5 atm, 20 dakika)

Santrifiij Hettich Mikro 2202, Ingiltere
Otomatik pipetler ve sarjli pipetor Eppendorf, Almanya
-20°C buzdolab1 Samsung, Gliney Kore
Hava sterilizasyon cihazi Air So Pure S980, ABD
ELISA okuyucu Thermo Labsystems, Almanya
Hassas Tart1 Sartorius CPA26P, Almanya

29



Hiicre kiiltiirtinde kullanilan malzemelerin tiimii steril olarak kullanildi. Sekil 7°de
de goriildiigi gibi hiicre kiltiirii ile ilgili islemlerin tiimii laminar akim steril kabinde
gerceklestirilmistir. Cam malzemeler ve metal malzemeler yikandiktan sonra distile su
ile durulanip, 121°C, 1.5 atm basingta 20 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmistir.

Plastik malzemeler steril olarak temin edilmistir.

Tek

/ Atk
|

Sekil 7. Hiicre kiiltiirii 6rnek ¢aligma ortami

(GIBCO® web sayfasindan alimip, uyarlanmistir (148).)

Hiicre kiiltiiri laboratuar1 her hafta periyodik olarak dezenfektan iceren sivilarla
temizlendi (Sodyum Hipoklorit, NaClO). Odanin kullanilmadigi zamanlarda UV lamba
kullanilarak odanin sterilizasyonu saglandi. Calismaya baslamadan en az yarim saat

once laminar akim kabini agilarak ¢alisma ortaminin sterilizasyonu saglandi.
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3.1.3. Kullamlan kimyasal malzemeler

Kimyasallar

Uretici

Etil alkol (%70)

Sigma Aldrich, ABD

Besiyeri: DMEM “Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium”
(pH indikatorii olarak fenol kirmizisi
icerir, optimum tireme i¢in pH 7.4

olmalidir, kirmizi renk)

Hyclone Thermo Scientific, Almanya

Fetal Dana Serumu (FCS)

Hyclone Thermo Scientific, Almanya

PBS: Phosphated Buffered Saline

Hyclone Thermo Scientific, Almanya

HBSS (Hank’s Dengeli Cozeltisi): Ca ve
Mg icermeyen Hank’s dengeli ¢ozeltisi

Hyclone Thermo Scientific, Almanya

Tripsin-EDTA: Tripsin hiicre
pasajlamalarinda kullanilan temel
enzimdir. Tripsin, bir serin proteaz tipi
enzimdir. Lizin ve arjinin
aminoasitlerinden peptidleri yikar.
Calismada % 0.25 EDTA’l1 tripsin

soliisyonu kullanilmaistir.

Sigma Aldrich, ABD

Poly-D-L.izin: Non-spesifik baglanarak
pozitif ylizey olusturan bir proteindir.
Flasklar1 ve plakalar1 kaplamak i¢in

kullanilir.

Sigma Aldrich, ABD

Penisilin-streptomisin soliisyonu

Hyclone Thermo Scientific, Almanya

L-Glutamin

Sigma Aldrich, ABD

MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide

ABCR Gmbh Co., Almanya

9%98)
Tripan Mavisi Sigma Aldrich, ABD
DMSO Merck, Almanya
Distile su Hyclone Thermo Scientific, Almanya

31




Nimodipin (Nimotop) Bayer
Kromakalim Sigma Aldrich, ABD
Glibenklamid Sigma Aldrich, ABD
Sisplatin Sigma Aldrich, ABD
Kloroasetaldehit Sigma Aldrich, ABD

3.2. Cahsmada Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan besiyeri DMEM ve %10 inaktive edilmis fetal dana serumu
(FBS) icermektedir. Bu c¢ozeltiye 50 pg/ml penisilin ve 0,2 mM L-Glutamin

eklenmistir.

3.3. Poly-D-Lizin ile Kiiltiir Flasklarimn Kaplanmasi

Poly-d-lizin 0,1 mg/ml konsantrasyonda PBS i¢inde ¢6zdiiriildii. 1 ml’lik ¢6zelti
hazirlandiktan sonra bir flaskin i¢ine pipetle verilip tabanina iyice yayilmasi saglanir.
Flaskin agiz kismi yukari bakacak sekilde tutularak icine konulan soliisyon pipetle
almip brrakilarak tabanin iyice kaplanmasi saglandi. Kaplama islemi sona erdikten
sonra flasklar 37°C, nemlendirilmis %95 hava ve %5 CO; kosullarini1 saglayan

inkiibatorde 1 gece bekletildi ve daha sonra +4°C buzdolabinda saklandi.

3.4. Primer Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 steril kosullar gerektirmektedir. Bu nedenle biitiin
deneyler steril laminar akim kabininde gerceklestirilmistir. Kabin ve ortamin

sterilizasyonu ultraviyole 11k ile saglanmustir.
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3.4.1. Serebellar Graniil Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Calismada yenidogan (5 gilinliik) her iki cins Sprague Dawley tiirli yavru sicanlar
kullanilmistir. Toplamda 16 adet sigan kullanilmistir. Siganlar 273/2012 Kkarar
numarasiyla ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay almarak ESOGU
Tip Fakiiltesi Deneysel Cerrahi ve Arastirma Hayvan Uretim ve Bakim Merkezi’nden

temin edilmigtir.

Bes giinlik sicanlar %70’lik alkolle temizlendikten sonra hayatlarina
dekapitasyon yontemiyle son verildi. Kafa derisi pens yardimiyla siyrilarak kafatasi

acild1 ve serebellum beyinden izole edildi.

Sekil 8. 5 giinliik yavru sican ve serebellumu

3.4.2. Deney Protokolii

- Yavru siganlarmn hayatma dekapitasyon yontemiyle son verildikten sonra serebellum
izole edildi.

- lIzole edilen serebellum 5 ml’lik kalsiyum magnezyum igermeyen Hank’s dengeli
tuz ¢ozeltisine kondu.

- Sterilizasyonu saglamak amaciyla hiicreler 2 kez santrifiij islemi gergeklestirilip

besiyeri soliisyonlar1 degistirilerek yikanmalar1 saglandi.
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En son yikama igleminden sonra 5 ml’lik Hank’s ¢dzeltisi iizerine 2 ml tripsin-
EDTA eklendi. Bu sekilde serebellum 37°C’de 40 dakika inkiibatorde inkiibasyona
birakildi.

Siire bitiminde tlip i¢ine tripsin etkisini sonlandirmak amaciyla icerdigi HBSS
miktar1 kadar DMEM (5 ml) eklendi. Tripsini inhibe etmek i¢in tripsin hacminin en
az iki kat1 kadar %10 FBS’1i besiyeri kullanildi.

Hiicreleri tripsinden arindirilmasini saglamak amaciyla 2 kez 1000 devirde 5 dakika
santrifiij islemi gercgeklestirildi. Her seferde supernatantlar bosaltilarak hiicreler
iizerine 5 ml DMEM cozeltisi eklendi ve son santrifiij isleminden sonra hiicreler
tripsinden armdirilmis oldu.

Daha sonrasinda hiicrelerin mekanik olarak da ayrismasini saglamak amaciyla tiip
icerisinde hiicrelere zarar vermemek i¢in uglar1 bek alevinde hafif yuvarlatismis bir
pastor pipet yardimiyla 5 dakika siiresince tritiirasyon islemi gergeklestirildi.

Daha onceden poly-d-lizin ile kaplanmis olan kiiltiir flasklarina hiicreler alinarak
ylizeye yapigmalari saglandi.

Kiiltiir flasklar1 37°C, nemlendirilmis %95 hava ve %5 CO; kosullarin1 saglayan
inkiibatore alindu.

Ekim islemi gergeklestirildikten 30 dakika sonra kiiltiir ortamimi yapismayan
hiicrelerden arindirmak amaciyla flasklardaki DMEM c¢ozeltisi bosaltildi ve yapisan
hiicreler lizerine yeni DMEM (5ml) ¢6zeltisi eklendi.

Besiyerleri haftada 2 kez degistirildi.

Serebellar graniil hiicreleri toplam 9 giinliik in vitro inkiibasyon sonunda ilaglarin
uygulanmasima hazir hale gelmis oldu ve 10. giinde sonuglar elde edilerek ¢aligma

sonlandirilmistir (46).

3.4.3. Hiicrelerin Mikroplakalara Ekimi

Calismanm 7. giiniinde serebellar graniil hiicreleri flasklarin tabanindan hiicre

kaziyic1 yardimiyla nazikge kaldirildi. Kaldirilan hiicreler 15 ml’lik tiiplere alinarak

canlt hiicre sayimi i¢in hazir hale getirildi. Tiip i¢indeki hiicrelerden alman 50ul’lik

ornek iizerine %4’liik tripan mavisinden 50 pl ilave edilerek 6lii hiicrelerin boyanmasi

34



saglandi. Thoma laminda canli hiicreler sayilarak 96 kuyucuklu poly-d-lizin kapl
mikroplakaya her kuyucuga 10* hiicre diisecek sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi ve
her kuyucuga bu siispansiyondan 100 pl eklendi. Mikroplakalardaki hiicrelerin
inkiibatore konularak 1-2 gilin yapismalar1 ve biiyiimeleri i¢in beklendi daha sonrasinda

hiicreler toksisite deneyleri i¢cin hazir hale gelmis oldu.

3.5. Thoma Lam ile Hiicre Sayimi

Yukarida canli hiicre sayiminda kullanilan Thoma laminin inverted mikroskop
altinda bakildiginda goriilen ¢izgiler goriilmektedir.
Ortadaki kare alanin i¢indeki kiigiik karelerin alani: 0,0025 mm?
Ortadaki biiytlik kare alanda 25 * 16 = 400 kii¢iik kare bulunmaktadir.
Ortadaki biiyiik karenin alani: 400 * 0,0025 mm?® = 1 mm?

Ortadaki biiytlik karenin hacmi(alan*derinlik=hacim): 1mm? * 0,1 mm=0,1 mm?® =0,1 pl

Hiicrelerin sayilmasi:

Orn: Ortadaki biiyiik kare alanda sayilan hiicre sayist: 20

Tripan mavisi ile diliisyon faktorii: 2 (50 pl Tripan mavisi ve 50 pl hiicre siisp.)
0,1 pul’de => 20 hiicre sayilmis olur

1 mI’de => 20 * 10" hiicre olur

Toplam hiicre siispansiyonu hacmi: 5 ml

Toplam hiicre sayisi: 20* 10* (hiicre/ml) *2(dilisyon faktorii) *5 ml=2 * 10° (hiicre/5ml)
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3.6. Ilaglarin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Sisplatin: Sise igerisinde toz halde temin edilmis ve DMSO’da ¢6ziilmiistiir.
Kloroasetaldehit: ~%50 sulu ¢6zelti halinde temin edilmistir.

Nimodipin (Nimotop®): 10 mg/50 ml infiizyon soliisyonu kullanilmastir.

Kromakalim ve Glibenklamid: Sise i¢inde toz halde temin edilmis ve 0,1 ml
DMSO’da ¢ozdiiriildiikten sonra steril distile su kullanilarak konsantrasyonlari

hazirlanmastir.

Tim 1ilaglar hazirlandiktan sonra steril filtrasyondan gecirildi. Hiicreler
mikroplakalara alindiktan 2 giin sonra ilaclar kontrol grubu hari¢ uygulandi (9.giin) ve

tekrar inkiibatore alinarak 24 saat bekletildi.

3.7. MTT Sitotoksisite Testinin Uygulanmasi

MTT 5 mg/ml konsantrasyon olacak sekilde Hank’s dengeli tuz ¢dzeltisinde
coOziildiikten sonra steril filtreden gecirildi. Calismanin son giiniinde (10.glin) 10 ul
MTT mikroplaka kuyucuklarina uygulandi ve karbondioksitli inkiibatérde 4 saat
bekletildi. Dort saatlik inkiibasyon siliresi sonunda kuyucuklardaki besiyerleri
bosaltildiktan sonra 150 pl DMSO eklendi ve ELISA okuyucuda 540 nm’de sonuglar
elde edildi.

3.8.  Sonug¢larin Degerlendirilmesi

Elde edilen wverilerin yiizde inhibisyon degerleri her grup igin kendi

mikroplakasinda yer alan kontrol ortalamasina gore hesaplanmustir.

3.9. Istatistiksel Testlerin Uygulanmasi

Elde edilen verilerin yilizde inhibisyon ortalamalar1 + SH (standart hata)
hesaplandiktan sonra SPSS.15 paket programi kullanilarak sonuglar analiz edildi.

Normal dagilan veriler i¢in bagimsiz iki 6rneklem t testi uygulandi. Normal dagilmayan
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veriler i¢in de non-parametrik bir test olan Mann Whitney U testi uygulandi. Ortaya

¢ikan sonuglarda p < 0,05 olan veriler anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
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Sekil 9. Sisplatin (Cis) ve kloroasetaldehitin (CAA) konsantrasyon — absorbans grafigi

*: <0,05: kontrol ile karsilagtirildiginda
**: <0,01: kontrol ile karsilagtirildiginda
***: <0,001: kontrol ile karsilastirildiginda

Sisplatin (Cis) ve kloroasetaldehitin (CAA) etkileri degerlendirildiginde; her iki
antineoplastik ajanin da konsantrasyon-bagimli toksik etkileri oldugu gézlemlenmistir.
Sisplatin ve kloroasetaldehitin submaksimal konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla
absorbans degerlerine bakildiginda, kontrole gore sisplatinin 200 pM ve
kloroasetaldehitin ise 10 pM konsantrasyonu minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)

olarak belirlenmistir.
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Yiizde inhibisyon degerleri asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

% Inhibisyon = 1- (N / Nk ort) * 100
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Sekil 10. Sisplatinin (Cis) 100, 200 ve 500 uM ve kloroasetaldehitin (CAA) 1, 10 ve 50 uM

Sisplatin 100 (n=24) , 200 (n=24) ve 500 uM (n=24) konsantrasyonlarda
uygulandiginda sisplatinin kontrole (n=22) gore minimum inhibitor konsantrasyonu
200uM olarak goriilmiis ve calismaya bu degerle devam edilmistir. Kloroasetaldehit ise
1 (n=24), 10 (n=24) ve 50 uM (n=24) konsantrasyonlarda hiicreler {izerine uygulanmis

ve kontrole gore minimum inhibitér konsantrasyon 10 uM olarak belirlenmis ve

*: <0,05: kontrol ile kargilagtirildiginda
**:<0,01: kontrol ile karsilagtirildiginda
***: <0,001: kontrol ile kargilastirildiginda

konsantrasyonlarda hiicreler tizerine gosterdikleri toksisite

calismanin geri kalan kisminda bu konsantrasyon kullanilmastir.
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Sekil 11. Kloroasetaldehit (CAA) ve sisplatinin (Cis) anlamli bulunan en diisiik toksik konsantrasyonuna
ek olarak nimodipin, kromakalim ve glibenklamid 10 uM konsantrasyonda eklendiginde toksisitenin
degisimi
X: p<0,05: CAA10 ile karsilastirildiginda
##: p<0,01: Cis200 ile karsilagtirildiginda
###: p<0,001:Cis200 ile karsilagtirildiginda

Hiicreler iizerine ilaglari tahmin edilen terapotik degerlerdeki konsantrasyonlari
olan 10 uM verildiginde toksik ilaglara gére bu hiicreleri ne kadar inhibe ettikleri
yukaridaki grafikte gosterilmistir. Kloroasetaldehite (10 uM; n=24) ilaveten nimodipin
(N) (n=48), kromakalim (Kr) (n=36) ve glibenklamid (GI) (n=48) 10 uM
uygulandiginda yiizde inhibisyon kloroasetaldehitten yiiksek goziikse N10 ve Kr10’da
anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak GI10 kloroasetaldehitin ndrotoksisitesini
anlamli farkli artirmustir (p<0,05). Sisplatine (200 pM; n=24) ilaveten nimodipin
(n=48), kromakalim (n=36) ve glibenklamid (n=36) 10 uM uygulandiginda biitiin ilaglar
bu konsantrasyonda sisplatinden anlamli farkli sekilde inhibisyonu arttrmis yani

sisplatinin toksik etkisini daha da arttirmustir.
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Sekil 12. Nimodipin, kromakalim ve glibenklamidin kloroasetaldehitle beraber 1, 10 ve 50 uM
konsantrasyonda verilmesi ve toksisitenin degisimi
X: p<0,05: CAA10 ile karsilastirildiginda
xX: p<0,01: CAA10 ile kargilagtirildiginda

Nimodipin, kromakalim ve glibenklamidin 10 uM’lik konsantrasyonlar1 toksik
etkiyi arttirici etkileri goriildiikten sonra bu ilaglarin farkli dozlar1 da denenmistir.
Kloroasetaldehite ilaveten nimodipin 1 (n=12), 10 (n=48) ve 50 uM (n=12) verildiginde
1 uM (p<0,05) ve 50 uM (p<0,01) nimodipin kloroasetaldehitin toksik etkisini anlamli
bir sekilde artrmistir. Kromakalim 10 uM (n=36) ve 50 uM (n=12) konsantrasyonlarda
toksisiteyi artirmig gibi goéziikse de kloroasetaldehite gore anlamli degildir.
Glibenklamid ise sadece 10uM (n=48) konsantrasyonda kloroasetaldehitin toksisitesini
anlamli farkhi artrmistr (p<0,05). 1 puM (n=23) ve 50uM (n=24) glibenklamid

kloroasetaldehitin toksik etkisi tizerinde anlamli farkli bir etki yaratmamuigtir.
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Sekil 13. Nimodipin, kromakalim ve glibenklamidin sisplatinle beraber 1, 10 ve 50 pM konsantrasyonda
verilmesi ve toksisitenin degisimi
#: p<0,05: Cis200 ile karsilastirildiginda
##: p<0,01: Cis200 ile karsilagtirildiginda
###: p<0,001: Cis200 ile karsilastirildiginda

Sisplatinle beraber nimodipin (1 puM; n=12, 10 uM; n=48 ve 50 uM; n=23),
kromakalim (1 uM; n=12, 10uM; n=36, ve 50 uM; n=12) ve glibenklamid (1 uM; n=12,
10 uM; n=34, ve 50 uM; n=12) 3 farkli konsantrasyonda uygulandiginda nimodipin ve
kromakalim 1 uM harig biitiin konsantrasyonlarda sisplatinin toksik etkisinin anlamli bir
sekilde daha da arttig1 goriilmiistiir. Nimodipin bu toksisiteyi arttirict etkiyi doz bagiml
sekilde gosterirken, kromakalim ve glibenklamidde boyle bir durum gézlenmemektedir.
Kromakalim ve glibenklamid 10 uM konsantrasyonda sisplatinden en fazla anlamli

farkli bulunmustur.
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Sekil 14. Nimodipin, kromakalim ve glibenklamidin konsantrasyon — absorbans grafigi
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Sekil 15. Nimodipin, kromakalim ve glibenklamidin hiicreler {izerine tek baslarna 1, 10 ve 50 uM

konsantrasyonda verildiginde bireysel toksisitelerinin degerlendirilmesi

*: p<0,05: kontrol ile karsilastirildiginda
**: p<0,01: kontrol ile kargilastirildiginda
***: p<0,001: kontrol ile karsilastirildiginda
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Toksik ilaglarla beraber kiiltlir ortamina verilen nimodipin (1 uM; n=12, 10 uM;
n=24 ve 50uM; n=23), kromakalim (1 uM; n=12, 10 uM; n=24, ve 50 uM; n=23) ve
glibenklamidin (1 pM; n=12, 10 uM; n=23, ve 50 uM; n=24) bireysel etkilerini
degerlendirmek amaciyla kiiltiir ortamma yalniz verildiklerinde nimodipinin diisiik
konsantrasyonlarda kontrolden farksiz ancak yiiksek konsantrasyonda (50 uM) toksik
oldugu goriilmistiir (p<0,01). 10 uM (p<0,05) ve 50 uM (p<0,001) kromakalim ile 50
uM (p<0,001) glibenklamid de kontrolden anlamli farklidir yani bu hiicreler iizerinde

tek baslarma toksik olduklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 16. Serebellar graniil néronlarin flaskta inverted mikroskop altindaki goriintiileri

(10x ve 40x biiyiitme)
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Sekil 17. Sisplatin ve kloroasetaldehit verildikten sonra plakadaki renk degisimi
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5. TARTISMA

Calismamizda antineoplastik ajanlardan sisplatin ve ifosfamidin 6nemli yan
etkilerinden biri olan ndrotoksisitede Ca™ ve K* iyonlarmm roliinii degerlendirmeyi
amagladik. Bu ajanlarin neden oldugu norotoksisiteyi in vitro ortamda
degerlendirebilmek amaciyla konumlar1 itibariyle olduk¢a 6nemli bir noktada bulunan
serebellar graniil hiicrelerini segtik. Norotoksik etkilerin arastirilmasi: amaciyla sisplatin
100, 200, 500 uM ve ifosfamidin noérotoksik metaboliti kloroasetaldehit 1, 10, 50 uM
konsantrasyonlarda serebellar graniil hiicre kiiltiiriine uygulanmis ve bu ajanlarin
konsantrasyon-bagimli nérotoksisite gosterdikleri gézlemlenmistir. Minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 ise sisplatin igin 200 pM, kloroasetaldehit i¢in 10 uM olarak

belirlenmistir.

Sisplatin, sitotoksisitesi en fazla arastirilmis kemoterapi ajanlarindan bir tanesidir.
Konsantrasyon-bagimli bir sekilde c¢ok farkli tipte hiicre 6liimiine neden oldugu
gosterilmistir. Ayn1 zamanda sisplatin sitotoksisitesinin diferansiyel hiicre ici birikimine
bagl olarak dokudan dokuya veya hiicreden hiicreye degistigi de yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir (113). Ancak serebellar graniil hiicreleri tizerine gosterdigi norotoksisite
hakkinda bilinenler olduk¢a sinirlidir. Ifosfamid nérotoksisitesi konusunda ise in vivo
calismalar disinda ¢ok fazla ¢calisma bulunmamaktadir. Calismamizda ifosfamid bir 6n
ilag olmasi dolayisiyla norotoksik etkisinin degerlendirilmesinde hiicre kiiltiiriine
bilinen metaboliti kloroasetaldehit uygulanmistir. Bu molekiiliin de ndrotoksisite
mekanizmalar1 tam olarak aydmnlatilamamistir. Yapilan bir in vivo c¢alismada
ifosfamidin beynin bircok yapisinda doz-bagimli genis lezyonlara sebep oldugu

gosterilmistir (111).

Her iki ajanin da neden oldugu norotoksisite aktif noronal 6liime neden oldugu
gibi glutamata-bagli eksitotoksik dzelliklere de sahip oldugu gosterilmistir (111). Hiicre
ici kalsiyum homeostazisinde meydana gelen degisikler ile hiicrenin redoks durumu da
eksitotoksisitede dikkat ¢ekmektedir. Farkli hiicre gruplariyla yapilan caligmalarda
eksitotoksisitenin hiicre i¢ine kalsiyum girisiyle arttigi, potasyum ¢ikisiyla azaldigi
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yoniinde calismalar bulunmaktadir (47, 130). Bu iyon hareketlerini degerlendirmek
amaciyla serebellar graniil hiicre kiiltiirine nimodipin (voltaj-bagimli kalsiyum kanal
blokorii), kromakalim (Karp kanal agicisi) ve glibenklamid (Karp kanal blokorii)
antineoplastik ajanlarla beraber uygulanarak bu hiicrelerde meydana gelen

norotoksisitede kalsiyum ve potasyum iyonlarinin katkis1 degerlendirilmistir.

Bir haftalik serebellar graniil hiicrelerinde L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallar
bu hiicrelerde yer alan kalsiyum kanal fasilitasyonunun oldukg¢a biiylik bir kismini
(%60-70) olusturmaktadir (104). Dolayisiyla bu kanallar araciligiyla hiicre igine
girebilecek kalsiyum miktar1 hiicrelerin 6liimii agisindan 6nemli olabilir. Bu etkiyi
degerlendirmek amaciyla norotoksik ajanlar 1, 10 ve 50 puM konsantrasyonlardaki
nimodipin ile beraber hiicre kiiltiirlerine uygulanmistir. Kloroasetaldehitle beraber 1 ve
50 uM nimodipin bu hiicrelerde ndrotoksisiteyi beklenenin aksine anlamli sekilde
arttrmistir. 10 pM nimodipin kloroasetaldehitin norotoksisitesini arttirmig gibi goziikse
de bu etki anlamli bulunamamustir. Sisplatin ile nimodipin beraber uygulandiginda ise
norotoksisite konsantrasyon-bagimli sekilde yine artis gostermistir. 10 ve 50 uM
konsantrasyonlardaki nimodipin bu hiicreler lizerinde sisplatinin toksik etkisini anlamli
sekilde artirmigtir. Oysaki daha 6nce yapilan ¢aligmalarda nimodipin hidrojen siilfiir ve
NMDA noérotoksisitesine karsi serebellar graniil hiicreleri intraseliiler kalsiyum artisima

bagli hiicre 6liimiinden koruyabildigi gosterilmistir (46, 54).

Ekzojen bir toksine maruz kalan hiicreler i¢in bu kanallar aracili hiicre ici Ca*?
artis1 bu hiicrelerin sagkalimlar1 agisindan 6nemli olacagmi diisiinsek de durum tam
tersine gergeklesmisti. Bu durumda hem sisplatin hem de kloroasetaldehit
ndrotoksisitesinde baska mekanizmalar araciligiyla kalsiyumun hiicre i¢ine girisinin
meydana gelebilecegi diisiiniilebilir. Ik baslarda nérotoksisitenin hiicre i¢i kalsiyumun -
hangi yoldan olursa olsun - sadece asir1 artmasindan kaynaklandig1 disiiniilmekteyken
sonradan yapilan ¢aligmalarla hiicre i¢ine kalsiyumun hangi yoldan girdigi ve hangi
ikinci haberci mekanizmalar1 etkiledigi de Onem kazanmaya baglamistir (129).
Hipokampal néronlarda yapilan bir ¢alismada L-tipi voltaj bagimh kanal aracili Ca**’un

hiicre i¢ine girigi zararsiz olurken NMDA reseptorleri aracili Ca*? girigi hiicreler icin
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oldiiriicii olmustur (43). Kalsiyum sinyallesme fizyolojileri hiicreden hiicreye de fark
edebilmektedir. Ornegin serebellar Purkinje hiicreleri komsular1 olan serebellar Graniil
hiicrelerden bile farklilik gosterebilir. Her ikisi de noron olmalarina ragmen farkli
sinyallesme mekanizmalarma sahip olabilirler (43). Bu durumda serebellar graniil
hiicrelerinde voltaj bagimli kanallarin kapatilmasiyla ndrotoksisitenin engellenememesi
diger hiicrelerden farkli kalsiyum sinyal mekanizmalarina sahip olduklarini ya da bu
kanallar araciligiyla hiicre igine giren kalsiyumun engellense bile toksisiteleri
bakimindan 6nemli bir fark olusturmadigini diislindiirmektedir. Toksisitenin artmis
olmasi ise Sekil 3’te de gosterildigi gibi diger kalsiyum yolaklarinin aktivasyonuyla

toksik Ca"?’un hiicre igine girmesine bagli olabilecegi diisiiniilebilir.

Noronlar gibi uyarilabilir hiicrelerde iyon konsantrasyonlarinin diizenlenmesi
membran potansiyeli ve elektriksel aktivitenin diizenlenmesi bakimidan onemlidir.
Hiicre i¢i ve hiicreler arasi kompartmanlarda meydana gelen iyon konsantrasyonlardaki
degisiklikler, hiicre Olimleriyle ilgili mekanizmalarin da diizenlenmesine katkida
bulunur. Bu iyonlardan bir digeri de potasyum iyonudur (K*). Bu durumda Katp
kanallar1 aracili hiicre i¢i ve hiicre disinda meydana gelen K konsantrasyonu
degisiklikleri hiicrelerin 6liimleri ve/veya sagkalimlar1 agisindan dnemli olabilir. Katp
kanallar1 membran potansiyeline gore calisan kanallardir. Potasyumun akim yoni
aksiyon potansiyeline gore ayarlanir. Pozitif membran potansiyelinde K™ akim yonii
hiicre disina dogru olurken negatif membran potansiyelinde K* hiicre igine akar. Katp
kanallar1 hiicre membraninmn aksiyon potansiyeline gore K iyonunun akim ydniinii
belirleyerek membran eksitabilitesinin azalmasmi saglar. Bu nedenle ndronlari

eksitotoksisiteye karsi koruyabilecek aday iyon kanallari olduklar1 diisiiniilmektedir

(127).

Sisplatin de dahil birgok kemoterapi ajaninin antitiimoral aktivitesinde apoptotik
mekanizmalar yer almaktadir. Apoptoz hiicrelerin  biizligmesi, membranin
tomurcuklanmasi, DNA’nin fragmantasyonu ve proapoptotik molekiillerin olusumu ile
karakterize bir hiicre 6limii seklidir. Bir hiicredeki potasyum diizeyinin yiiksekten

diistige gegmesi hiicre hacminin azalmasma ve apoptozu indiikleyecek bazi enzimlerin
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(6rn. kaspaz, endoniikleaz) aktivasyonuna neden olur (20). Bu durumda intraseliiler
potasyum kaybinin engellenmesi hiicrelerin sagkalimini saglayabilecek bir strateji de

olabilir.

Sisplatinin norotoksik aktivitesinin Katp kanallari-aractli K* iyon hareketiyle
iligkisini degerlendirmek amaciyla serebellar graniil hiicre kiiltiiriine sisplatinle beraber
Karp kanal agicis1 kromakalim ve kapaticist glibenklamid 1, 10, 50 puM
konsantrasyonlarda uygulanmustir. Ilging olarak her iki ajan da siplatinin norotoksik
etkisini artrmustir. Bir ¢alismada hiicre i¢indeki potasyumun azalmasiyla sisplatinin
sitotoksisitesinin ve antitlimoral etkinliginin arttig1 gozlemlenmistir (88). Normal
fizyolojik kosullarda Katp kanallar1 kapali durumdadir ancak sisplatin varligi gibi bir
patolojik durumda hiicre membran potansiyeli depolarizasyon yoniinde degisir (127).
Hiicreler uyarilir ve Katp kanallar1 bu membran potansiyelini yenmek icin acilarak K
iyonlarinin hiicre disina akmasiyla hiperpolarizasyon meydana gelir. Eger Katp kanali
disaridan verilen bir ajanla kapatilirsa hiicreler bu aksiyon potansiyelini yenemeyecek
ve eksitasyon meydana gelecektir. Bu durumda glibenklamidin toksik etkiyi artirmasi
beklenen bir sonugtur. Bizim verilerimize gore de kromakalime gore glibenklamid

toksik etkiyi daha fazla artirmistir.

Kromakalim verildiginde de sisplatinin ndrotoksik etkinliginin artmasina sebep
olabilecek durumlar asagida siralanabilir;

a) Serebellar graniil hiicrelerinde bulunan Katp kanallarinin alt-iinite
kombinasyonu ile kromakalimin segici oldugu Kir 6.2/SUR2B alt-iinite
kombinasyonundan farkli olabilir (142).

b) Karp kanal agicisi olarak bilinen iptakalim yiiksek konsantrasyonda
dopamin noronlarmin plazma membraninda bulunan Karp kanallarinda
kapatict oldugu gosterilmistir (142). Serebellar graniil hiicrelerinde de
kromakalim benzer sekilde davranmis olabilir. Ayni sekilde kromakalim de
yliksek konsantrasyonlarda (10-50 uM) sisplatinin toksik etkisini anlaml

sekilde artirmustir.
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c) Diisik K* igeren besiyerinde bulunan serebellar graniil hiicrelerin
cksitotoksisiteye karst daha hassas olduklart gosterilmistir  (58).
Calismamizda kullandigimiz  serebellar graniil hiicreler sisplatinin
norotoksik etkisine daha duyarli davranmis olabilirler.

d) Kromakalim g¢ok yiiksek konsantrasyonda (50 uM: p<0,001) serebellar
graniil hiicreler iizerine direkt uygulandiginda da kontrole gore toksik etki
gostermistir  (bkz. Sekil 13-14). Yani kromakalim de yiiksek

konsantrasyonda sisplatinin toksik etkisine katki saglamis olabilir.

Kloroasetaldehit norotoksisitesinde Karp kanallarinin roliinii degerlendirmek
amaciyla ayni sekilde serebellar graniill hiicreleri kloroasetaldehit ile birlikte
kromakalim ve glibenklamide maruz birakilmistir. Kloroasetaldehitle beraber verilen
kromakalimle Karp kanal aktivasyonu norotoksik etkide anlamli bir fark
olusturmamistir. Kromakalim yiiksek konsantrasyonda (50 uM) norotoksisiteyi artirmisg
gibi goziikse de fark anlamli degildir. Bu artis kromakalimin yiiksek konsantrasyonda
kendi toksisitesinden kaynaklanmis olabilir (bkz. Sekil 13-14). Kloroasetaldehitle
beraber verilen glibenklamid ise sadece 10 uM konsantrasyonda kloroasetaldehitin
norotoksisitesini anlamli sekilde artrmistir (p<0,05). Bu beklenen bir durumdur.
Ekzojen bir uyaran varliginda hiicrelerde meydana gelen depolarizasyon Karp
kanallarinin kapatilmasiyla engellenemeyeceginden hiicrelerde eksitasyon meydana
gelerek Olim gergeklesebilir. Ancak yiliksek dozda wverilen glibenklamid kendi
toksisitesi (bkz. Sekil 13-14) de olmasina ragmen kloroasetaldehitin norotoksik

etkisinde anlamli bir fark yaratmamustir (bkz. Sekil 11).

Hiicre 6liimii calismalarinda ayrintili bir sekilde arastirilan Ca*?"un hiicre icine
girisi ve intraseliiler Ca*® birikimi yaninda K*’un hiicre disma ¢ikmasiyla intraseliiler
K™ un asir1 azalmasi da dikkat cekmektedir (146). Fizyolojik konsantrasyonlardaki
hiicre igi K* apoptotik molekiiller iizerinde baskilayici rol oynamaktadir. Buna ek olarak
K**un hiicre disma ¢1kis1 gerceklesirken hiicrelerden su kayb1 da meydana gelir ve bu da
apoptozun karakteristik morfolojik degisikliklerinden biri olan hiicre hacminin

azalmasina bagl hiicre biiziismelerine sebep olur. Hiicre i¢i potasyum kaybinin fazla
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olmasi1 kaspaz aktivasyonu, sitokrom c¢ saliverilmesi ve endoniikleaz enzimlerin
aktivasyonuna da neden olarak apoptotik kaskadi aktive edebilir. Potasyum iyonu hiicre
icinde en ¢ok bulunan iyonlardan biridir ve hiicre onlarca mM potasyum kaybini tolere
edebilse de bu kayip yaklasik %50 oraninda oldugu zaman hiicreler tarafindan tolere
edilemeyip hiicrelerin Slimiine sebep olabilir (146). Bu durumda hiicrelerin asiri

miktarlarda K* kaybetmeleri de hiicrelerin dliim sebepleri arasinda sayilabilir.

Her iki antineoplastik ajanin da norotoksisitesinde glibenklamidin en yiiksek dozu
(50 uM) toksisiteyi daha az artrmistir. Bu durumda Katp kanallar1 aracili K™ *un hiicre
disma ¢ikmasi yiiksek dozlardaki glibenklamidle az da olsa engellenebilmesi hiicre
membraninda bulunan diger pompalar veya kanallar araciligiyla K™ hiicre disina ¢iksa

dahi norotoksik etkiyi azaltmada kismen katkida bulunmus oldugunu gésterebilir.

Potasyum kanallarinin aktivasyonu L-tipi voltaj bagimli kanallar vasitasiyla
Ca*®un hiicre icine girisini de uyarir ve intraseliiler Ca™ konsantrasyonu artar. Bu
durum serebellar graniil hiicrelerin sagkalimlar1 agisindan 6nemli olan MAP kinaz
yolagmim aktivasyonuna neden olur. Kalsiyum artis1 belli bir degere kadar hiicrelerin
sagkalimlar1 agisindan yararl olsa da hiicre i¢inde asir1 birikmesi sonucunda apoptotik

mekanizmalarin aktive olmasiyla toksik etki gostermektedir (147).
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6. SONUC ve ONERILER

Calismada kullanilan L-tipi kalsiyum kanal blokorii nimodipin, sisplatin ve
kloroasetaldehit norotoksisitesini anlamli sekilde arttrmistir. Kalsiyum iyonlarmin
hiicre ic¢inde asir1 birikimi hiicre Oliimlerine giden yolda 6nemli bir basamaktir.
Kalsiyumun hiicre i¢ine girisinin engellenmesiyle bu toksik etkinin azaltilabilecegini
diisiinsek de g¢aligmamizda tam tersi bir durum gerceklesmesi bu kanallar araciligiyla
hiicre igine giren Ca*?un serebellar graniil hiicrelerde toksik olmadigin
disiindiirmektedir. Dolayisiyla bu kanallarin kapatilmasi toksisiteyi azaltmamistir. Bu
durumun en 6nemli sebeplerinden bir tanesi toksik ajanlarin kendilerine 6zgii hangi
hiicre oliimii mekanizmalarin1 harekete gecirdiklerinin bilinmemesi olabilir. Plazma
membraninda bulunan diger kanallar aracilifiyla hiicre icine giren kalsiyum bu
antineoplastik ajanlarin toksisitelerine katkida bulunmus olabilir ve sadece L-tipi voltaj
bagimli kalsiyum kanallarmin bloke olmasi norotoksisiteyi degistirememistir.
Hiicrelerin tipi de farkh kalsiyum sinyallerine sahip olabilmeleri bakimindan farklilik
gosterebilir. Serebellar graniil hiicrelerine uygulanan antineoplastik ajanlara (sisplatin
ve kloroasetaldehit) bagl gerceklesen norotoksisitede kalsiyum akimlaria yonelik daha
ayrintili  ¢aligmalarin  yapilmas: gerekmektedir. Sisplatin ve kloroasetaldehitin
norotoksik etkisinde kalsiyum iyonlarmin rolii arastirilirken diger kanallar vasitasiyla

hiicre i¢ine giren Ca*? da degerlendirilmelidir.

Toksik bir uyaran varliginda membranda depolarizasyon meydana gelmesi Katp
kanallarmin aktive olup K iyonlarinin hiicre disina ¢ikmasi hiperpolarizasyon meydana
getirir. Bu durum membran eksitabilitesi azaldig1 i¢in hiicrelerin sagkalimlarina katkida
bulunur. Disaridan bu kanallar1 kapatacak bir ajan uygulandigi takdirde toksisitenin
artmas1 beklenen bir durumdur. Calismamizda da glibenklamid hem sisplatin hem de
kloroasetaldehit norotoksisitesini Karp kanallarini kapatarak artirmistir. Ote yandan
disaridan Katp kanallarini agan bir ajan ortama verildiginde ya etki géstermemesi ya da
toksisiteyi azaltmasi beklenirken sisplatinin norotoksisitesi kromakalim varliginda yine
artmistir. Bu sebeple sisplatin ndrotoksisitesinde Katp kanallarmin karmasik bir role

sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak kloroasetaldehit norotoksisitesi kromakalim
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varliginda anlamli bir degisiklik gostermemistir. Sonug¢ olarak her iki antineoplastik

ajann  da sebep oldugu norotoksisitede Karp kanallari aracili K' iyonlarmin

degerlendirilmesi i¢in daha kapsamli ¢aligmalara gerek bulunmaktadir.

Calismamizin sonuglarina goére ileriye doniikk c¢alismalarda dikkat edilecek

noktalar1 siralayacak olursak;

a)

b)

d)

Kalsiyum iyonlarinin sisplatin ve Kkloroasetaldehit ile meydana gelen
norotoksisitede olasi rollerini degerlendirebilmek i¢in daha kapsamli ¢aligsmalara
gerek vardir. Plazma membraninda bulunan diger Ca*? kanallari, hiicre icinde
bulunan depo ve organellere bagli kalsiyum mekanizmalarmin da
degerlendirilmesi gerekmektedir.

Kainik asit ile indiiklenen nobetler oncesinde verilen kromakalim hipokampal
noronlarda anti-apoptotik etkiye sahip HSP70’i aktive ederek noroprotektif etki
gostermistir. Boylece Katp kanallarinin 6n-kosullanmaya (pre-conditioning) baglh
noronal koruyucu mekanizmalarda yer alabilecegi 6nerilmistir (18). Olas1 noronal
hasar 6ncesinde Katp kanallarinin agilmasi hiicrelerin sagkalimlari1 agisindan daha
yararh olabilir.

Katp kanal aktivasyonunu saglamak igin bu hiicrelerde bulunan alt-iinite
kombinasyonuna gore daha secici ajanlarin kullanilmasi1 daha yararlh olabilir.
Plazma membranindan ziyade hiicre Olimiinde ©Onemli bir merkez olan
mitokondride bulunan Karp kanal aktivasyonuyla meydana gelen Ca*? hiicre i¢ine
girisinin, serbest oksijen radikalleri olusumunun ve pro-apoptotik molekiillerin
engellenmesi hiicrelerin sagkalimlar1 agisindan daha etkili olabilir. Hatta
mitokondriyel Karp (MitoKatp) kanallarinin aktivasyonu serebellar graniil
hiicreleri H,O2’ye bagli oksidatif hasara karsi korudugu da gosterilmistir (130).
Antineoplastik ajanlarin neden oldugu norotoksisitede de mitoKarp kanal
aktivasyonu hiicrelerin sagkalimlar1 agisindan daha yararl olabilir.

Katp kanallarini etkileyen ve diizenleyen mekanizmalarin anlasilabilmesi de bu
kanallarm fonksiyonlarinin belirlenmesine yardimci olabilir.

Katp kanallar1 farkli doku ve hiicrelerde farkli davranabilir. Ornegin mitoK atp

kanallarm1 agan diazoksit mezensefalik néronlarda MPP™ sitotoksisitesine kars1
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9)

koruma saglarken, Karp kanallarinin kapatilmasi orta beyinde bulunan dopamin
noronlarinda koruma saglamustir (131, 144).

Katp kanallarinin ve siilfoniliire reseptorlerinin olusumu siganlarda dogum sonrasi
gerceklesmekte ve en fazla yogunluga yetiskinlikte erigmektedir. Bu durumda
yetiskin donemdeki Karp kanal aktivasyonu norotoksik etkiye karsi daha etkili

olabilir (68, 143).
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