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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Bcl-2 : B- hiicre lenfoma 2

Bcl-XL : Ekstra biiyiik B- hiicre lenfoma

TNF: Tumor Necrosis Factor

DM: Diabetes mellitus

PPARy: Peroksizom proliferator aktive edici reseptér gama

TZD: Tiazolidindion

NTT : Norotoksisite Tarama Testi

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
TRAIL : Tumor Necrosis Factor related apoptosis-inducing ligand
NO - Nitrik Oksit

NFKB: Apopitoza yol agan niikleer diizenleyici protein

TNFR: Tiimor Nekrozis Faktor Reseptor

AIF: Apoptozis indiikleyici faktori

TUNEL.: Terminal deoxynucleotidyl transferase [Tdt]-mediated dUTP-biotin nick-
end labeling

GFAP: Glial fibriler asidik protein

EGF: Epidermal biiyiime faktorti

NTE: Noropati hedefli esteraz

AChE: Asetilkolin steraz

PG : Pioglitazon

CPS: Klorprifos

AMPK:AMP-aktive protein kinaz
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OZET

Amag: Fare beyin hiicre hati (NB2a) iizerine pioglitazon in vitro sitolojik,
biyokimyasal ve farmakolojik etkilerinin ilk defa arastirilmasi amag¢lanmistir. Ayrica
literatiirde tez kapsaminda test edilen pioglitazon maddesinin beyin tiimorii
hiicrelerinde ¢ogalmay1 baskilaylp baskilamadigi konusunda herhangi bir
arastirmaya rastlanmamustir.

Gere¢c ve Yontem: Calismamizda pioglitazon cesitli konsantrasyonlarda kiiltiir
ortamina ilave edilerek hiicre gogalmasi iizerine etkileri 3-(4,5 dimetylthiazol-2-yl) -
2,5 diphenltetrazolium bromide (MTT) yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Bulgular: Bulgularimiz  sdzkonusu bilesiklerin  diigsiik konsantrasyonlarda
antioksidan aktivitelerinin varligini ve yiliksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etkili
olduklarini ortaya koydu.

Sonuclar: Norotoksik etkiye sahip molekiillerin olusturacaklari néron hasarlariPG
ile 6nlenebilecegi ve toksik maddelerin santral sinir sisteminde olusturdugu hasarinin
niteligi de arastirilacagi icin olusmus hasarin tedavisi ile hasarin gelismesinin
Onlenmesi i¢in yardimei tedavilerin bulunmasi i¢in de bir ¢ikis kaynagi olabilecektir.
Anahtar kelimeler:NB2a, MTT, Norotoksisite, klorpirofos, apoptozis, nérotoksisite

tarama testi
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ABSTRACT

Objective: It is aimed to investigate in vitro cytological, biochemical and
pharmacological effects of pioglitazone on mouse brain cell line (NB2a) for the first
time. In addition, no research has been found in the literature on whether
pioglitazone, tested in the thesis, suppresses proliferation in brain tumor cells.
Material and method: In our study, pioglitazone was added to the culture medium
at various concentrations the effects on cell proliferation were determined using 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenytetrazolium bromide (MTT) method.
Results:Our findings show that these compounds have the antioxidant activity at low
concentrations and cytotoxic effects at high concentrations.

Conclusion:Neurotoxic effect of these molecules to produce the damage to neurons
can be prevented with PG and toxic substances on the central nervous system, and
the nature of the damage created in the aragtirilacagi treatment of damage occurred to
preventing the development of damage with the the presence of an output for
auxiliary treatment for source.

Key words:NB2a, MTT, neurotoxicity, chlorpirofos, apoptosis, neurotoxicity

screening test.



1.GIRIS

1.1 AMAC

Noronlar oldukca gelismis hiicreler olmasina karsilik hasar durumunda
kendilerini koruma ve tekrardan olusturma kapasitesinden yoksundurlar. Pioglitazon
bircok farkli mekanizma ile néron koruyucu 6zelligi gosterilmis, ancak kronik ve
uzun siireli kullanimda noronal hasara karsi koruyucu etkiyi gosterme potansiyeli
bilinmemektedir. Diyabet tedavisinde kullanilan Tiazolidindion grubu ilaglar hedef
hiicrede insiilin cevabini artirarak etki gosterirler. Pioglitazon kullanimi sirasinda
ortaya c¢ikan bulgulardan bir tanesi de ilacin néronlar1 koruyucu etkisi olabilecegidir.
Pioglitazonun gergekten ndronlar {izerine koruyucu etkisinin olup olmadigini néronal
toksisiteyi arastirdigimiz norotoksisite tarama testi (NTT) ve ilacin hiicre dliimiine
neden olup olmadigimi belirlendigimiz MTT analizi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) ile arastirilacaktir.

Birgok molekiil kisinin yasami boyunca kullanilmakta ve bunlardan bazilari
norotoksik etki gdstermektedir. Bunlarin noérotoksik etkisini azaltacak elimizde ne
yazik ki fazla alternatif yoktur. Bu nedenle ndroprotektif etki gdsterebilen molekiile
ihtiyac giin gectikce artmaktadir. Bu arastirmada biz ndéroprotektif oldugunu
diisiindiigiimiiz  Pioglitazonun farkli yontemler ile bu etkisini gdstermeyi
amaglamaktayiz. Bu nedenle 6zellikle néronal kaybin dnlenmesi oldukc¢a 6nemlidir.
Noron kaybi telefi edilemez. Bu nedenle arastirmamiz sonucu pioglitazonun
noroprotektif etkisi kanitlanabilirse bu etkisi ile ndrotoksik molekiillere bagli néronal
hasar 6nlenebilecektir. Boylece ndronlar korunacak ve hasar olusumuna bagl gelisen

komplikasyonlar azaltilabilecektir.

Pioglitazonun antidiyabetik iyi etkileri oldugu kadar kalp iizerinde olumsuz
etkileri de olabildigi bilinmektedir. Ancak noronlar iizerine etkisi net olarak
bilinmemektedir. Amacimiz ilacin néroprotektif etkileri olup olmadigini kiiltiir
ortaminda gostermektir. Eger bu etkisi kanitlanabilirse néronal kayba neden olan

Alzheimer ve Parkinson Hastaliklarinda oldugu gibi bu hastaliklarin progresyonlari
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beklide yavaglatilabilecektir. Ya da bu hastaliklarin olugmasi ve/veya gelisiminin
onlenmesinde kullanilabilecektir. Hala tedavisi olmayan ve sadece semptomatik
tedavileri olan bu hastaliklarda dnemli bir tedavi secenegi olarak kullanilabilecektir

(Vural ve Tuglu, 2011: 985-991).

Noroblastoma dizini, bir kanser hiicre hatti olup, néronal hiicreler {izerindeki
norotoksik etkileri arastirmada kullanilir. Bu etki norotoksisite tarama testi ile
degerlendirilir. Bu test ile sinir hiicresinin ndrit uzatmasiin ve iliml toksik etkiye
bagl olarak noritlerini geri ¢ekmesi seklinde kendini gdsteren bir mekanizmanin
gosterilmesi ile yapilir. Arastirilacak, giiglii toksik etkinin hiicre 6liimii, oksidatif
stres, ¢ogalma ve rejenerasyon yetenegi ile ise MTT ile gosterilebilmektedir. Ayrica
ileri derecede farklilagsmis ve fonksiyonel bir hiicre olan sinir hiicresinin patolojik

durumlarda davranis mekanizmalarinin anlasilmasina da katki saglanacaktir.

1.2. Genel Bilgiler

1.2.1. Noroblastoma tiimorleri

Noroblastoma bebeklik ¢aginin en sik goriilen tiimorii olup, olgularin ¢ogu ise
iki yasindan kiiciik ¢ocuklarda goriilmektedir (Sanchez, 2002).Amerikan Kanser
Dernegi (American Cancer Society)’nin verilerine gore Amerika Birlesik
Devletleri’'ndeki  ¢ocukluk c¢agi tlimorlerinin  %7,8’inden  sorumlu  olan
ndroblastomaya, her yil yaklasik 650 yeni ¢ocuk yakalanmaktadir. Noroblastoma,
insidans1 bir milyon ¢ocuktan 9,5’tur (Jonas, Witzens-Harig and Arseniev, 2007).
Noroblastoma sempatik sinir sisteminin noéral krest elemanlarindan tiirevlenen
noroendokrinal bir ekstrakraniyal solid timordiir. Siklikla adrenal bezlerde
goriilmekle birlikte boyun, gogiis, karin veya pelvis bolgelerindeki sinirlerde
goriilebilmektedir. Primer tiimdrlerin %60’indan fazlasi adrenal medulladan veya
abdomendeki paraspinal ganglia’lardan kaynaklanabilir (Elmas C, Elmas Y,
Gautschi, Uehlinger, 1992).No6roblastoma tiimorleri oldukga heterojenite sergileyen
bir tiimor tipi olup; diislik, orta ve yliksek risk olmak iizere {i¢ farkli risk grubu

seklinde degerlendirilebilir (Stevens, Fortin, Pappas, 2002).Yiksek riskli



noroblastomada cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve kemik iligi transplantasyonu gibi
multimodular tedavi yontemleri izlenmesine ragmen, hala hastalarin %70’1

olmektedir (Morrison, Moore, Deppmeier, Gold, Meshul, Johnson, 1997).

Yiiksek riskli noroblastoma cesitli genetik ve epigenetik faktorler ile iligkilidir.
Bunlarin basinda ndroblastoma kaynakli gen adiyla bilinen MYCN onkogeninin
amplifikasyonu, B- hiicre lenfoma 2 (Bcl-2) ve ekstra biiyiik B- hiicre lenfoma (Bcl-
XL) gibi baz1 anti-apoptotik proteinlerin overekspresyonu gelmektedir (Moore,
Spierdijk, vanKleef, Coleman, Love, 1982).Bu da tiimér hiicrelerine, apoptoza karsi
yuksek bir direng¢ olusturur. Bu kansere kars1 gelistirilen yeni tedavi yaklasimlarina
ragmen hala ¢ocukluk ¢agi kanser Oliimlerinin yaklasik %15’inden ndroblastoma
timorleri sorumludur. Noroblastomada tedavi siireci ameliyat, kemoterapi,
radyoterapi gibi farkli yontemlerin uygulanmasiyla birlikte uzun bir dénemi
kapsamaktadir. Buna ek olarak noéroblastoma rekiirrensleri yliksek diizeyde tedavi
rezistanst ve ¢ok koti bir prognoz sergilemekte ve genellikle oliimciil
seyretmektedir. Ileri ddnem ndroblastoma tastyicilarinda goriilen, agresif bir tedaviye
ragmen kotli sonuglar alinmasi, yeni tedavi yaklasimlarini gerekli kilmaktadir

(Heath, Kidd, Trapp, Dunkley, 1991).

Bir apoptoz indiikleyici ligand olan Tiimér Nekroz Faktdr Iliskili Apoptoz
Indiikleyici Ligand “Tumor Necrosis Factor (TNF)-related apoptosis-inducing
ligand” (TRAIL), hiicre membranindaki reseptoriine baglandiginda FADD gibi
iligskili domeynler iizerinden kaspaz-8 aktivasyonuyla hiicrenin apoptoza gitmesine
neden olmaktadir. Ayrica TRAIL normal hiicrelerde etki gostermezken kanser
hiicrelerinde apoptozu uyardigi i¢in de tedavide umut vericidir (Kimes, Tarikas,
Schubert, 1974).Bu yolun aktivasyonu tedavi de kullanilabilirse hastaliklarin

onlenmesi belkide ger¢eklesebilecektir.

1.2.2. Tiazolidindionlar (TZD) ve metabolik etkileri

Tiazolidindionlar tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan insiilin duyarlilastirict

ajanlardir. Insiilin direncini azaltarak glisemik kontrolii saglarlar. Bu bilesikler ortak



olarak bir tiazolidin-2-4-dion yapisina sahiptir ve her birinin farkli bir yan zinciri
vardir. Ana halka antidiyabetik etkiden sorumlu halkadir ve bu halka iizerinde
yapilan substitiisyonlar genellikle antidiyabetik etkinlikten ¢ok, ilacin farmakokinetik
ve  farmakodinamik  Ozelliklerini  degistirmektedir.  Yapilan  calismalar,
tiazolidindion’lerin, baska bir deyisle glitazonlarin, glukoz diizeylerini diistiriici
etkinliklerini insiilinin varliginda gerceklestirdiklerini gostermektedir. Glitazonlarin
antihiperglisemik etkilerinin yanisira, lipid metabolizmasi, endotel fonksiyonu,
oksidatif stres ve vaskiiler inflamasyon iizerinde de pozitif etkileri vardir (Song,
Sanchez-Ramos, 2002; Brazelton, Rossi, Keshet, Blau, 2000). Tiazolidindionlar,
1970'lerin sonlarinda lipid diisiiriicii ilaclar i¢in tarama siirecinde kesfedilmislerdir.
Ciglitazon orjinal bilesiktir. Insiilin direngli diabetes mellitusun (DM) hayvan
modelinde  hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve hipertrigliseridemiyi  azalttig1

bulunmustur. 1980’lerde glitazon yapis1 igeren bir¢ok tiirev sentez edilmistir.

Troglitazon bu grupta pazara ilk sunulan ilagtir. Bununla birlikte nadiren
idiosinkratik karaciger toksisitesinin gelisimi sonucu karaciger yetmezligi ve 6liime
yol actifindan piyasadan kaldirilmistir (Yang, Huang, Ma, 2006; Atlasz, Babali,
Reglodi, Kiss, Tamas, Bari, Domoki, Gabriel, 2007).Halen kullanilmakta olan
pioglitazon ve rosiglitazonun her ikisi de Amerika Birlesik Devletleri’'nde Gida ve
flag Dairesi tarafindan 1999 yilinda Tip 2 diabetes mellitus tedavisi i¢in onay
almiglardir. Rosiglitazon ve pioglitazonun 2 milyondan fazla hastada kullaniminda
belirgin karaciger toksisitesi i¢in kanit bulunamamistir (Harry, Billingsley, Bruinink,
Campbell, Classen, Dorman, Galli, Ray, Smith, Tilso, 1998).Tiazolidindionlar esasen
antilipidemik ve antihiperglisemik potansiyelleri i¢in klofibrik asit analoglarinin
taranmast sirasinda, molekiiler hedefleri bilinmeksizin gelistirilmislerdir. Daha
sonralar1 ¢ekirdek hormon reseptorlerinin bir iiyesi olan peroksizom proliferator
aktive edici reseptor gama’nin (PPARY) dogrudan ligandi olduklari bulunmustur
(Yang, Huang, Ma, 2006). Insiilin duyarlihgini gelistirerek glisemik kontrolii
saglayan TZD’ler, lipofilik olduklarindan kolayca c¢ekirdege girebilirler ve
PPARYy’ya orada baglanarak aktive ederler ve agonisti gibi davranirlar (Axelrad,

Howard, McLean, 2003).



Peroksizomlar, oOkaryotik hiicrede bulunan, pek c¢ok fonksiyona sahip
organellerdir. Hidrojen peroksit yikimi disinda yag asidi oksidasyonu, kolesterol
biyosentezi ve yikimi, gliserolipid sentezinde yer alirlar. Cesitli degisken yapili
kimyasallar ~ peroksizomlar1 prolifere edebilirler ve bunlar "peroksizom
proliferatorleri" olarak adlandirilirlar. Bu peroksizom proliferatdrlerinin - gen
transkripsiyonundaki etkilerinde aracilik yapan niikleer reseptorler 1990 yilinda
bulunmustur ve PPAR adimi almislardir (Flaskos, McLean, Fowler, Hargreaves,
1998).Niikleer reseptorler bir ligand ile aktive olduklarinda spesifik DNA pargalarina
baglanarak gen ekspresyonunu diizenleyebilmektedirler. PPAR'ler diger niikleer
hormon reseptorleri gibi Oncelikle hedef genin promotor bolgesindeki spesifik
bolgeye baglanirlar. PPAR'!n i¢inde bulundugu bazi niikleer hormon reseptdrleri
DNA'ya Retinoid X reseptorii ile heterodimer olusturarak baglanirlar. Ligandin
baglanmasi ile transkripsiyonu aktive ederler (McLean, Holme, Janneh, Southgate,

Howard, Reed, 1998).

Uc farkli PPAR alt tipi tammlanmstir: - PPARa , - PPARB(S) ve - PPARY.
PPARy yag dokusunda yag asitlerinin depolanmasinda etkilidir. Anabolik
durumlarda adipoz dokuya etki ile lipogenezi artirir (Walum, Peterson, 1984; Atlasz,
Babai, Reglodi, Kiss, Tamas, Bari, Domoki, Gabriel, 2007).insanlarda PPARy'nn iig
alt tipi tanimlanmistir: PPARy1, PPARY2 ve PPARY3. Bu alt tiplerin dagiliminda
predominant formun PPARyl oldugu saptanmistir. Belirgin miktarda PPARy2
eksprese eden tek doku adipoz dokudur (Yamamoto, Schmidt-Kastner, Hamasaki,
Yamamoto, Parel, 2006).Bobreklerden bu {i¢ PPAR subtipleri eksprese edilmektedir.
PPARa mezengial hiicreler, proksimal tiibiil ve medullada henlenin ¢ikan kolundan
eksprese edilir. PPARPB(0) ise diisiik derecede eksprese edilir. PPARy mezengial
hiicreler, proksimal tiibiil hiicreleri, mediiller toplayici kanallardan ve kortikal

fibroblastardan yiiksek miktarlarda eksprese edilir. PPARy daha efektiftir.

Yakin zamana kadar PPARy aktivasyonunun bobrekte glomeriil ve 6zellikle
mezangiyumda etkili oldugu diistiniilmekteydi. Ancak tubule-interstisyumun
patolojik acidan daha prediktif oldugu son zamanlarda ¢alismalarda gdsterilmistir

(Sanchez-Ramos, Neural, 2002; Stevens, Fortin, Pappas, 2002).Tiibiiler 13



disfonksiyonda albiimin reabsorbsiyonunun etkilenmesi sonucu nefropatiye katkisi
gozlenmistir. PPARy aktivasyonu ile albiiminin tiibiiler geri emilimi
normoglisemiklerde de artmuis, tiriner albiimin atilimi1 azalmistir. Bu etkileri TZD'in
antiinflamatuvar, antifibrotik, antiproliferatif, antioksidan etkilerine sekonder
olustugu bir¢ok calisma ile gosterilmistir (Kobayashi, Kuroiwa, Shimokawa, Okeda,
Tokoro, 2000).

Aclik sirasinda uygulandiginda pioglitazon serumda 30 dakika i¢inde dlgiilebilir.
Pik konsantrasyona 2 saat i¢inde ulasir. Pioglitazonun yemekle birlikte alinmasi pik
konsantrasyona ulagma siiresini 3-4 saat kadar geciktirir ancak emilimini azaltmaz.
Pioglitazonun yarilanma 6mrii 3-7 saattir; aktif metabolitleriyle kombinasyon halinde
ise yarilanma Omri 16-24 saattir. Siirekli serum konsantrasyonuna 7 giin i¢inde
ulasir. %99’undan fazlasi albiimin olmak iizere, proteine baglanir (Song, Sanchez-
Ramos, 2002; Kobayashi, Kuroiwa, Shimokawa, Okeda, Tokoro, 2000).invitro
calismalar PPARy’nin ektopik olarak iiretiminin bir TZD'nin varlifinda yag
hiicresinin farklilagmasini indiikledigini gostermistir (Walum, Peterson, 1984).Ayni
zamanda TZD’lerin kan sekerini diisiirerek insiilin salgisimi azalttigi gosterilmistir
(Yang, Huang, Ma, 2006; Garcia-Valenzuela, Sharma , Pina, 2005).TZD’ler yag
dokusuna serbest yag asiti alimini arttirir ve serbest yag asiti mobilizasyonunun
insiilinle  diizenlenen  inhibisyonunu  artirirlar ~ (Song,  Sanchez-Ramos:
2002).Hiperglisemik ve/veya bozuk glukoz toleransi olan hayvan modellerinin
dokularinin invitro ve ex vivo doku ¢aligmalari, TZD’lerin insiiline cevap veren esas
dokularda insiilin duyarliligin1 artirdigin1 ve TZD’lerin uyardigi glukoz yikiminin

oncelikle ¢izgili kas hiicrelerinde oldugunu gdstermektedir.

Glukoz kullaniminda TZD aracili artis1 agiklayan iskelet kasinda, adipoz dokuya
oranla, eser miktarda PPARy vardir (Garcia-Valenzuela, Sharma, 2005).Bu ¢eligkiyi
aciklamak i¢in TZD’lerin, yag asitlerinin yag dokusu tarafindan alinmasini artirarak
iskelet kasindan uzaklagtirdiklar1 hipotezi 6ne siiriilmiistiir. Boylece yag asitlerinin
sistemik kullaniminin ve kas tarafindan yag asidi aliminin azalmasi ile insiilin
direncinde diizelme olur. Ozetle; PPARY aktivitesine sekonder olarak fazla enerjinin

depo edilmesi insiilin duyarliliginda iyilesmeye neden olur (Walum, Peterson: 1984;



Garcia-Valenzuela, Sharma, 2005).Yani TZD’lerin hipoglisemik etkileri,
hipolipidemik etkilerine sekonderdir. Ancak TZD’lerin iskelet kaslarma glukoz
alimmasimin artirllmasinda direkt rollerinin oldugu da gosterilmistir. Yapilan
calismalar timor nekrozis faktér o’nin insiilin direncinde mediyatoér oldugunu
gostermektedir (Garcia-Valenzuela, Sharma, 2005). TZD'lerin insiilin direncinin
patogenezinde rol oynayan bu adiposit sitokininin etkilerini de antagonize
etmektedirler. TZD’lerin antidiyabetik etkilerinin, hedef organlar1 (yag hiicreleri,
cizgili kas ve karaciger hiicreleri) insiilinin etkisine duyarli hale getirdigi kabul
edilmektedir. Bu etkinin insiilin bagimli oldugu bilinmektedir. Ciinkii TZD’ler

insiilin yoklugunda kan sekerini diisiirmekte etkili degildir.

Metabolik Etkiler

Glisemi Kontrolii Uzerine Etkileri: Amerika Birlesik Devletleri’nde gida ve ilag
dairesi, pioglitazon ve rosiglitazonun tip 2 diyabet tedavisinde monoterapi olarak ve
metformin, siilfoniliite ya da insiilinle kombinasyon halinde kullanimim
onaylamistir. Glisemik kontrolii iyilestirmesine ilave olarak hem pioglitazon hem de
rosiglitazon insiilin diren¢ sendromunun komponentlerinin bir¢ogunu iyilestirir (
Ahmed, Ingoglia, Sharma 2001; Garcia-Valenzuela, Sharma: 1999).

Insiilin Direnci Uzerindeki Etkileri: Plazma glukozunu diisiirmesinin yaninda
TZD’ler ayn1 zamanda tip 2 DM'li hastalarda uygun glisemik kontrole ulagsmak i¢in
gerekli olan insiilin dozunu ve/veya dolasimdaki insulin diizeylerini diisiiriir. Insiilin
direncinin derecesindeki bu azalma periferik glukoz uptakinde bir artisa neden olur.
Pankreatik Insiilin Sekresyonuna Etkileri: Tiazolidindionlar plazma insiilin
diizeyinde stirekli olarak bir azalmaya neden olurlar ve bu da artmis insiilin
duyarliligini gosterir.

Apopitoz Uzerine Etkileri: Genetik olarak programlanmis beta hiicrelerinin artmig
metabolik aktivitesi artmig apopitoza yol agabilir. TZD’lerin insiilin direncini
azaltarak Tip 2 DM'li hastalarda beta hiicre kayb1 azalttig1 varsayilmaktadir. Ishida
ve ark.’nin yaptig1 bir calismada pioglitazonun oksidatif stresi azaltarak insiilinin
sekretuar kapasitesini iyilestirdigini ve beta hiicre kaybin1 azalttigin1 géstermislerdir

(Maeda, Sawada, Matsubara, Nakai, Hara: 2004).
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Lipid Profili Uzerindeki Etkileri: Birgok tip 2 DM hastasinda kompleks dislipidemi
vardir. TZD’ler lipid metabolizmasini anlamli olarak modifiye etmektedirler (Yang,
Huang, Ma: 2006).Van Wijk ve ark. 5000'den fazla hastay1 kapsayan ¢alismalarinda
pioglitazonun, trigliserid, total kolesterol ve LDL kolesterol iizerinde rosiglitazondan
daha fazla oranda yararli etkileri oldugunu bildirmistir (Jia, Cepurna, Johnson,
Morrison: 2000).

Arterial Inflamasyon, Ateroskleroz ve Endotel Fonksiyonu Uzerine Etkileri:
Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, endotel hiicrelerinde ve makrofajlarda da bulunan
PPARYy aktivasyonunun aterosklerotik siire¢ basamaklarini direkt olarak etkiledigi
cok sayidaki calisma ile gosterilmistir. Bu etkilerin ¢cogu antiaterojeniktir. TZD’lerin
vaskiiloprotektif etkilerinin ¢ogu insiilin  direncini  kirici/antihiperglisemik
etkilerinden bagimsiz olarak ortaya ¢ikmaktadir (Morrison, Moore, Deppmeier,
Gold, Meshul, Johnson: 1997, Yu, Tanabe, Dezawa, Ishikawa, Yoshimura:
2006)."Pleiotropik  etkiler"  olarak  adlandirilan  bu  etkiler  Ozellikle
antiaterosklerotik/diiz kas proliferasyonunu Onleyici etkidir ve bu konudaki
arastirmalar devam etmektedir. Bu yonde, kardiyovaskiiler sonuglar1 degerlendirecek
bliyiik randomize ¢aligsmalara gerek vardir. Yapilan bir insan ¢alismasinda 3-6 aylik
pioglitazon tedavisi sonrasinda karotis ultrasonu Ol¢iimlerine gore karotis arteri
intimal media kalinliginda anlamli bir azalma tespit edilmistir. TZD’lerin koroner
tikanmaya balon kateter ile miidahaleden sonra, koroner stent implantasyonlarindan
sonra hasarlanan bolgelerde olusan intimal hiperplaziyi onledikleri gdsterilmistir
(Qiu, Tang, Zhang, Wen: 2002). Tiazolidindionlarin intraselliiler antioksidan
aktivitesi vardir (Friedlander, Dorrell, Ritter, Marchetti, Moreno, El-Kalay, Bird,
Banin, Aguilar: 2007).Bu ajanlar serbest radikaller iizerinde direkt antioksidan
temizleyici etki gostermezler. Fakat oksidatif stresin olusumuna neden olan
hiperglisemik durumlardan birka¢ mekanizmay1 bloke ederek etki gdsterirler. Son
yillarda TZD’lerin ve 6zellikle pioglitazonun potent glikasyon ve protein capraz
baglanmasinin inhibitorii ve giiclii antioksidan oldugu goriilmiistiir (Jonas, Witzens-
Harig, Arseniev, Ho: 2007).Diyabetik hastalar inflamasyonun 1limli seklini igerirler
(Chen, 2004).Diyabette inflamasyon, oksidatif stresin iiretimine neden olan

hiperglisemi ile ayrica iligkilidir. TZD’ler, antiinflamatuvar aktiviteye sahiptir ve

10



bunun, hipoglisemik etkilerinden bagimsiz olabilecegi diyabetik hastalarda

dogrulanmistir (Mizuguchi, Hui, Palm, Sugiyama, Mitaka, Demetriou, Rozga: 2001).

1.2.3. Peroksizom proliferator-Aktive reseptor-gama-(PPAR-y) agonistleri

Giliniimlizde Parkinson hastalig1 tedavisinde semptomatik tedavi, restorasyona
yonelik tedavi ve noroprotektif tedavi olmak {izere 3 temel yaklasim vardir.
Semptomatik tedavide, nigrostriatal dopaminerjik aktivite farmakolojik olarak
artirilmaktadir. Restorasyon tedavisinde, dopaminerjik hiicre harabiyeti olusmus
bolgelere intraserebral hiicre tranplantasyonu ve viral kdkenli dopamin sentezleyen
enzim tasiyicilarin aktarilmasi gibi yaklasimlar {izerinde odaklanilmaktadir.
Noroprotektif tedavide ise arastirmacilar norodejenerasyona yol acan mekanizmalar
tizerine etkili olabilecegi disiintilen 1ilag gruplar1 T{izerinde c¢alismalarim
yogunlastirmislaridr (Backes, Howard, 2003).Uzerinde durulan ilag gruplarindan bir
tanesi de PPAR-y agonistleridir. Peroksizom proliferator aktive reseptorleri (PPARSs)
niikleer reseptor ailesinin iiyeleridir ve gen ekspresyonunu ligand bagimli veya
bagimsiz birgok molekiiler siirecle diizenlerler. Alfa, gama ve sigma olmak tlizere {i¢
ana alt grubu vardir (Yang, Huang, Ma, 2006).PPARIlarin membran lipid igerigi,
hiicre proliferasyonu, apopitoza duyarlilik, enerji homeostazi ve bir¢ok inflamatuvar
transkripsiyon faktoriinii diizenleyerek aktif olarak immun-regiilasyonda gorev alir.
[laveten bircok calismada PPAR-y ligandlarmin makrofaj aracili inflamatuvar cevabi
inhibe ettigini gostermistir (Scintu, Reali, Pillai, Badiali, Sanna, Argiolu, Ristaldi,
Sogos, 2007; Vidal, Diaz, Villena, Moreno, Campos, de Vargas, 2006).

PPAR gama agonistleri, asil olarak adip6z doku diferansiasyonu ve insiilin
aracili lipid depolamay1 diizenleyerek, insiilin duyarliligini artirip metabolik sendrom
bozukluklarini azaltirlar. Giiniimiizde diabet tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
etkilerinin yaninda PPAR-y, niikleer faktér kappa-B (NFxB) gibi proinflamatuvar
transkripsiyon yolaklarindaki antagonist etkiyle inflamatuvar cevapta degisiklik
olusturarak inflamasyon siirecinde diizenleyici rol oynar (Urcola, Hernandez,
Vecino, 2006). Bir bagka c¢alismada ise PPAR-y aktivasyonunun hem aktive hem de

aktive olmayan makrofajlarda apopitozu indiikledigi gosterilmistir (Aberg, Dhuner,
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Sydnes, 1977; Agnew, McCreery, Yuen, Bullara, 1990).inflamatuvar cevabin
diizenlenmesindeki rolii tam belli olmamakla birlikte PPAR-y agonistlerinin
inflamasyonu etkiledigi bilinmektedir. Inflamasyonun birgok nérodejeneratif
hastalikta roliiniin olmasi, PPAR-y’in bu hastaliklardaki etkilerinin arastirilmasina
neden olmustur. PPAR-y aktivasyonunun inflamatuvar cevabi diizenledigi ve birgok
proinflamatuvar genin (COX-2, iNOS ve sitokinler) ekspresyonunu azalttigi ve
bunlarin da ndrodejenarasyondaki inflamasyonla iligkili oldugu bilinmektedir. Ayrica
PPAR-y’in g¢esitli beyin bolgelerinde (ndronlar ve gliada) eksprese oldugu
bilindiginden (Agnew, McCreery, Yuen, Bullara, 1990; Arikan, Nursen, Firdevs,
Kenser, 1992) PPAR-y agonistlerinin noroinflamasyonu dolayisiyla da
norodejenerasyonu engelleyebilecegi One siirlilebilir. Alzheimer hastalarinin
temporal Kkoreteksleri (LR., 1986) ve iskemik beyinde (99) PPAR-y artisinin
bulunmast1 PPAR-y’im  noroinflamasyon ve nodrodejenerasyondaki roliinii
desteklemektedir. PPAR-y agonistlerinin noroinflamasyon ve noérodejenerasyona
etkileri gosterildikten sonra PPAR-y agonisti, pioglitazonun Parkinson hastaligindaki

olas1 tedavi edici etkilerinin aragtirilmasi fikri ortaya atilmistir.

Yapilan calismalarda pioglitazon tedavisi Parkinson hastaligt MPTP modelinde
noroprotektif etkili gostermistir (Barsa, Batra, Fink, Sumi, 1982; Baulieu,
Schumacher, 1997).Breidert ve ark. akut MPTP modelinde pioglitazonun
inflamasyonu ve dopaminerjik hiicre kaybimi azalttigin1 fakat striatal mikroglial
aktivasyon ve striatal tirozin hidroksilaz immunreaktivite azalmasina etki etmedigini
ayrica DA seviyelerini normale ¢evirmedigini gostermislerdir (Barsa, Batra, Fink,
Sumi, 1982).Bu sebepten PPAR-y aktivasyonu MPTP modelinde temel olarak
SN’daki inflamasyonu etkilemis ve pioglitazon hafif bir terapdtik etkinligi
gostermistir. Dehmer ve ark. yaptigi kronik bir ¢alismada ise pioglitazon daha etkili
bulunmus ve glial aktivasyonu ve iNOS ekspresyonunu hem SN hem de striatumda
azaltmistir. Ayrica kalan dopaminerjik noronlarda oksidatif stres markirlarinda

azalmaya neden olmustur.

Bu etkiler dopaminerjik noroproteksiyon ve kismi restrasyon olusturmustur

(Baulieu, Schumacher, 1997).Pioglitazon uygulamasinin farelerde MPTP modelinde
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MAO-B enzim inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur (Benoit, Changeux, 1978)
Gerek pioglitazon gerekse de retinoik asit hipokampustaki DA seviyelerinde artis
veya diizelme olusturmamistir. PPAR-gama agonisti pioglitazon iskemi-reperfiizyon

hasarli hipokampusta antiinflmatatuvar ve koruyucu etki gostermistir (Geren, 1954).

r— —
inflamasyon
Azalms Mikroglial
Aktivasyon
Oksidatif
/ Stres Dopaminerjik
¥ Mitokondriyal Nii
PPARV »  Mitokondrival . —» aron
agonisti Bioenerii Fonksiyon Restrasyonu Kavbmda
\ — Azalma
Inzulin Aralmis Norotoksinler
Duvarhlasmas:
{ O, NO, Sitokinler)
Glukoz
Metabolizmasi
— S— —

Sekil 1 : PPAR-y agonistlerinin nérodejenerasyondaki etki mekanizmalari. (143 Randy ve Guoying 2007°).

1.3. Oksidatif Stres

1.3.1. NOS ve serbest radikaller

Endotel kaynakli nitrik oksid, hem deneysel calismalarda hem insanlarda siirekli
vaskiiler tonusun fizyolojik diizenleyici oldugu ortaya konmustur. NO bir mediator
olarak norotransmisyon, immiin diren¢ ve hiicresel adezyonun diizenlenmesi gibi
bir¢ok fizyolojik olayda goérev aldigi bilinmektedir (Bruhwyler, Chleide, Liegeois,
Carreer, 1993).

Nitrik oksit renksiz bir gaz seklinde bulunan inorganik serbest bir radikaldir

(Sekil. 12).Yar1 omrii 2—-10 saniyedir. Sentezlendikten kisa bir siire sonunda

hemoglobin, metilen mavisi ve siiperoksit anyonu tarafindan nétralize edilerek nitrat

13



ve nitrite dondsir (Bruhwyler, Chleide, Liegeois, Carreer, 1993).NO diisiik
konsantrasyonlar da ¢ok o6nemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir (Moncada,
Higgs, 1993).Yar1 esansiyel bir aminoasit olan L-arjinin’in terminal guanidin
grubunun NOS enziminin katalize ettigi bir reaksiyon sonucu nitrik oksite ¢evrilmesi
sonucu sentezlenmektedir (Mishell, Shiigi, Henry, 1980) NOS izoenzimleri NOS
baslica yapisal (konstitiitif) ve uyarilabilir (indiiklenebilir) olmak {izere iki grup
altinda toplanmaktadir (Marletta, 1993).Yapisal NOS (cNOS, NOS1, NOS3) hiicre
icinde stirekli var olan ve vaskiiler tonus ayarlanmasinda ve nérotransmisyonda rolii
olan, intermittan kii¢iik miktarlarda nitrik oksit liretimini saglayan enzimlerdir. Esas
olarak noronlarda (nNOS), vaskiiler endotel hiicrelerinde (eNOS), endokard,
myokard ve trombositlerde bulunur. Ca *? /kalmodiilin bagimli bir enzim olan cNOS
cesitli uyanlarla gegici olarak intraselliiler iyonize Ca*? konsantrasyonunun (10-
"mol/L) fizyolojik smirlar iginde yiikselmesi sonucu aktive olur ve esansiyel
miktarda NO sentezlenmesine yol acar. Endotel kaynakli eNOS (NOS- 3) arteriyel
ve vendz endotel hiicrelerinde bulunan membrana bagli bir enzimdir ve eNOS
aktivitesi asetilkolin, bradikinin, adenozin trifosfat (ATP), elektriksel uyar1 ve sivi

akimiyla uyarilabilir.

Dolagimin diizenlenmesinde, trombositlerin ve polimorf ¢ekirdekli 16kositlerin
damar limeniyle olan etkilesiminde gorev alir. nNOS; beyin, cerebellum,
noroblastlarda bulunur ve norotransmitter olarak gorev yapar. (Katusic, Cosentino,
1994).Uyarilabilen NOS (iNOS, NOS- 2) fonksiyonel olarak Ca*? bagimsiz olmasi
nedeniyle c¢cNOS’dan farklidir. Endotel hiicrelerinden baska, ozellikle diiz kas
hiicreleri ve makrofajlarda bulunmaktadir. Makrofajlarin, nétrofillerin, mast
hiicrelerinin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin sitokinlerle uyarilmasindan sonra
NOS'un gen tanimlamasi baslayarak belirli bir siirede NOS sentez edilir ve hiicrede
nanomol gibi biiyliik miktarda NO sentezi yapabilir. Makrofajlarin aktivasyonu ile
sentezlenen NO'nun baslica makrofajlarda bulunmasina ragmen, vaskiiler diiz kas
hiicreleri, renal tiibiil hiicreleri, kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri, monosit ve
polimorf niiveli 16kositlerde tespit edilmistir (Katusic, Cosentino, 1994).Makrofajlar
disindaki hiicrelerde iNOS aktivitesinin rolii yeterince bilinmemektedir. Ancak

endotelde bulunan iNOS konjestif kalp yetmezligi gibi artmis sitokinlerin bulundugu
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durumlarda 6nemli olabilir. Sitotoksik rol oynarak immiin cevapta, antimikrobiyal ve

antineoplastik aktivitesinde 6nemlidir (Marletta, 1993).

NOS protein ve aktivitesi (Sekil 1) insan ve ratlarin testis, epididim, prostat ve
seminal vezikiillerinde tesbit edilmistir. NOS antikorlartyla yapilan deneysel
caligmalarda farelerin spermatozoa ve kuyruklarinda NOS’un varlig1 gosterilmesine
ragmen spermatozoada bir mi yoksa daha fazla m1 NOS izoformuna sahip oldugu
bilinmemektedir. (Shiraishi, Naito, Yoshida, 2001).NO hiicrelerdeki ATP sentetazi
inhibe ederek ATP seviyesini azaltir. ATP iiretminin azalmasi ile enerji eksikligi
meydana gelir ve enerjinin %901 ATP’den saglandig1 i¢in sperm motilitesi bozulur.
Mast hiicrelerinin NO {iretimini artirdigt bilinmektedir. Mast hiicre sayisinin artiginin
testikiiler dokuda ciddi patolojik degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (Menger,
Riicker, Vollmar,).

1.3.2 Serbest radikaller ve apopitoz

Apopitoz, reaktif oksijen radikallerinin hem mitokondri hem plazma membrani
hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara bagl olarak baslatilabilir. Fisher
ve arkadaslari, 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) uygulanmasi ile
spermatozoada ROS seviyelerinde artis goézlendigini, bunun da mitokondriyal
membran potansiyelindeki kayba aracilik ettigini One siirmiislerdir. Molekiiler
seviyede, ROS, DNA’y1 direk etkiler ve apopitozu indiiklemenin en etkili
yontemlerinden biri oldugu bilinen intraselliiler kalsiyum seviyelerini degistirir

(Barutgu, 2008).

Hidrojen peroksitin apopitozu tetiklemede intraselliiler mekanizmasi tartisma
konusudur. Bu molekiiliin kendisi reaktif olmayan bir yapiya sahiptir; peroksidatif
hiicresel toksik etkisinden, metal ile katalizlenen Fenton veya Harber-Weiss
reaksiyonu sonucu iiretilen olduk¢a reaktif hidroksil radikalinin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Kasahara ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise, hidroksil radikalinin

etkisizlestirilmesi i¢in dimetil siilfoksit veya bir demir selatdrii kullanilmis ancak

15



etkin bir koruma goézlenmemistir. Bu da apoptotik yolun peroksidatif hasarla bir

baglantisinin olmadigini gosterir.

Diger bir apopitozdan sorumlu olabilecek serbest radikal olan peroksinitrit,
nitrik oksit ve siiperoksitin etkilesimi ile olusur ve birkag hiicre serilerinde apopitozu
indiikledigi goriilmiistiir. Varikoselli hastalarda, peroksinitrit iiretimi i¢in ksantin
oksidazin nitrik oksit sentaz ile birlikte calistig1 diistinlilmektedirve normalde germ
hiicrelerinde saptanmayan endotelyal nitrik oksit sentaz, insan testisinde, dejenere
olan veya apoptotik germ hiicrelerinde saptanmistir. Apopitoza yol agan niikleer
diizenleyici proteininin (NFkB) aktivasyonu, Fas reseptoriiniin ¢apraz baglanmasi ve
kaspaz aktivasyonu gibi farkli intraselliiler sinyaller, intraselliiler ROS iiretimindeki
artigla iligkilidirler. Fas sisteminin, germ hiicre apopitozunda anahtar bir diizenleyici

oldugu bilinmektedir. (Lee, Cheng, 2003;Lee, Mruk, Wong, Cheng 2005).

1.4. Programlanmis Hiicre Oliimii

1.4.1. Hiicre dliimii tipleri ve apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii terim olarak ilk kez 1965 yilinda kullanilmistir.
Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan kullanilmistir
(Pleasure, Kreider, Shuman, Sobue 1985).Kerr, fizyolojik olarak 6len hiicrelerin
cekirdeklerinde yogunlagsmis kromatin pargalarini gozlemlemis ve organellerin iyi
korundugunu fark ederek bu olay1 biizlisme nekrozu olarak adlandirmistir. Koken
olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski yunanca'da "sonbaharda yaprak
dokiimii" anlamina gelmektedir (Touchette, Fogle 1991).Hiicrelerin dogru yer,
zaman ve sayida olmasini saglayan apoptozis mitozis ile dokuda siirekli bir denge
halindedir (Cummings, Winterford, 1997).Programlanmis hiicre oliimii, hiicre
intihari, fizyolojik hiicre 6liimii apoptozis ile aynit anlamda kullanilan terimlerdir

(Majno, Torisl, 1995).

Apoptozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre

yiizeyindeki mikrovilliisler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar,
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hiicre ylizeyi yuvarlaklasir (249).Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kii¢iik ve
sitoplazmasi daha yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri
yapilarint korur (267, 268).Sitoplazma yogunlugu arttig1 icin organeller kalabalik
gorilinlir. Hiicre zar1 saglam oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar
reaksiyon gozlenmez. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle cekirdek
biiztisiir (Cohen, Apoptosis, 1993; Cohen, 1993).Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir

ve parcalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlar1 segilemez.

Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiigiik ¢ekirdek parcalarina boliiniir.
Cekirdekgik genisler ve graniilleri kaba graniiller halinde dagilir (Kerr, Wyllie,
Currie, 1972).Hiicrede once yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilari
sitoplazma parcaciklart iceren ve siki bicimde paketlenmis organellerden olusan

zarla saril1 apoptotik cisimlere doniistir (Cohen, Apoptosis, 1993; Cohen, 1993).

Apoptozis i¢in morfolojik degisimler hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi,
hiicre membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin aciga c¢ikar. Saglikli
hiicrelerde plazma membraninin i¢inde bulunan fosfotidilserin apoptotik hiicrelerde

plazma membraninin dis yliziinde bulunur ve fagositik hiicreler i¢in sinyal gorevi

goriir (Lu, Ashwell, Ken, Waite, 2000; Lui, Mruk, Cheng, 2005).

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilirken
nekrozis fizyolojik bir 6liim seklidir. Apoptotik hiicrede kromatin nukleus membrani
agregasyon gosterir ve kondanse olur ancak nekroziste kromatin paterni normal
hiicredekine benzerdir. Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinliiglinii kaybeder
ve hiicre icinden digina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis1 gerceklesir. Oysa apoptotik
hiicre membran1 intaktir ve {izerinde kiiclik cepcikler “membrane blebs” olusur.
Apoptozis ile 6len bir hiicrede hiicre membrani intaktir ve enflamasyon gozlenmez;
nekrozda ise, enflamasyon, hiicresel sisme ve hiicre zarinin bozulmasi gozlenir
(Fitzgerald, Woolf, Gibson, Mallaburn, 1984).Apoptozis bir hiicre hasarina yanit
olarak meydana gelir oysa nekroz genelde hasar sonucu gelisir. Apoptozis dnceden

belirlenen bir yol ile koordineli olarak meydana gelirken, nekroz bir¢ok
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biyokimyasal olaydan bagimsiz olarak ger¢eklesir ve hiicrede enerji stoklarinin

tiikkenmesi ile aktive olur (Denecker, Vercammen, Declercq, Vandenabeele, 2001).

Programli hiicre O6limii olgun dokularda intrensek intihar programinin
aktivasyonu ile hasarli, infekte ya da degisime ugramis hiicreleri ortadan kaldirmak
icin hem gelisimde hem de homeostazisde 6nemli bir mekanizmadir. Apoptozisin
baslamasina neden olan ve soy hakkinda bilgi igeren sinyaller viral yangi sinyali ya
da ekstraselliiler sinyallerdir. Ekstrinsik sinyaller apoptozisi baslatir, ya da baskilar,
intthar edecek olan hiicrelere yardimci olabilir ve ayni sinyaller bir hiicre tipinde
kurtulmay1 baslatabilir. Intihar programmin aktivasyonu spesifik mRNA
molekiilerinin sentezini translasyonunu gerektirir. Programli hiicre 6liimii bazen
hiicre 6liimiinii intrensek mekanizmalar yoluyla transkripsiyon ya da translasyonu,

kisitlama ile de baskilayabilir.

Bir hiicrede apoptozis mekanizmasi iki yolla diizenlenir: Hiicre disindan
kaynaklanan, hiicre ylizeyi 6liim reseptorleri ile (Tiimdr nekrozis faktor siiperailesi
tiyeleri ve bunlarin reseptorleri) diizenlenen apoptozis. Hiicre iginden kaynaklanan,
mitokondriyal yolla diizenlenen apoptozis (Scorrano, Korsmeyer, t.y.).Hiicre ylizeyi
Olim reseptorleri Timor Nekrozis Faktor Reseptdor (TNFR) siiperailesine ait
transmembran proteinlerinin bir familyasidir. Bu reseptorler hiicre disindaki
bolgelerde tekrar eden sistein zengin bolgelerde yer alirlar. Olim reseptorleri
sitoplazmanin i¢ kisminda ‘6liim bdlgesi’ (death domain) denen protein zincirleri
tasirlar. Oliim bolgeleri, 6liim reseptorlerine ligand baglandigi zaman apoptotik
mekanizmayr uyarirlar ve hiicre disindan gelen uyariyr hiicre icine iletirler

(Kobayashi, Kuroiwa, Shimokawa, Okeda, Tokoro 2000).

Apoptozisi baglatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu
goriilmiistiir. Bu yilizden mitokondrinin aktivasyonu ile sitokrom c¢’nin
mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi sonucu apoptotik siirecde geri doniilemez
noktay1 gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol agan en 6nemli faktdr Bel- 2
ailesidir. Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik tiyeleri olan bu ailenin iiyelerinin

mitokondri iizerindeki etkileriyle ya sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi
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gerceklesir veya sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir. Apoptozis
indiikleyici faktoriin mitokondriden cekirde§e gecmesi apoptozis basladiginda ve
AlF’nin  salinnmindaki artisi, , mitokondrial transmembran potansiyelinin
kaybolmasi, periferal kromatin kondenzasyonu ve plazma membraninda
fosfotidilserinlerin ortaya ¢ikmasina neden olur (Bryniarski, Szczepanik, Ptak, Ptak
2005).Bunun sonucunda yiiksek molekiiler agirlikli (50 kbp) DNA fragmentasyonu
gerceklesir. DNA hasarina cevaben de PARP (poly ADP-ribose polymerase- 1)
aktive olur. Bu etkiler kaspazlardan ve AIF’nin oksidorediiktaz aktivitesinden
bagimsizdir (Miramar, Constantini, Ravagnan 2001).Kaspaz aktivasyonundan
bagimsiz olan EndoG aktivasyonu, niikleozomal DNA fragmentasyonuna neden
olabilir (Zhang, Ebata, Robaire, Nagano 2006).EndoG’nin salinimi, kaspaz
aktivasyonuna paralel olarak apoptotik programi baslatabilir. Bax ve Bak, BH3-only
proteinlerin mitokondriye hareket etmeleri ve sitokrom c¢ saliniminin diizenlenmesi
icin gereklidir. Hiicrenin yasayabilirlik durumu pro-apoptotik ve anti-apoptotik
tiyelerinin rolatif oranmna baglidir. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl- 2/Bax
oranininin bazi hematolojik malignensilerde prognostik deger tasidigi rapor
edilmistir. Ciinkii oranin artmasi ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veye

aktivasyonu ile sonuglanir. Bu da prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir.

Bid proteini yasayan hiicrelerde sadece sitopldzmada bulunur. Aktivasyonlar
sitokrom c¢’nin sitoplazmaya salimmimi saglar (Luo, Budihardjo, Zou, Slaugter,
Wang, Bid, 1998).Bad'in apoptotik veya yasam sinyal yolagindaki etkisi proteinin
fosforilasyon-defosforilasyon mekanizmasi ile diizenlenir (Konishi, Lebdnen,
Donovan, Bonni 2002).Bim ve Bmf proteinleri Bim, normalde mikrotiibiillerle iliski
icinde olan dynein motor kompleksi ile birlikte bulunur. Apoptozis indiiksiyonu
esnasinda mitokondriye gb¢ eder. Pro-apoptotik aktiviteye sahiptir ve Bmf,
apoptozisin tetiklenmesi sirasinda mitokondriye go¢ eder ve Bcl- 2 ailesi ile

etkilesime girerler (Putcha, Moulder, Golden 2001).
Sitokrom ¢, apoptozis sirasinda mitokondriden salindiginda kaspaz

aktivasyonunu baglatan, mitokondrial elektron zincirinin bir bilesenidir (Luo,

Budihardjo, Zou, Slaugter, Wang, Bid, 1998).Mitokondriyal yolla tetiklenen
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apoptotik yolun erken fazinda mitokondrial membran potansiyelinin bozulmasi ve
ardindan sitokrom c¢’nin salinmasi genel olarak 6nemli rol oynar (Grinberg, Sarig,
Zaltsman, Frumkin, Grammatitakis, Reuveny, Gross 2002).Sitokrom ¢ normalde i¢
mitokondri zarina anyonik fosfolipid ‘kardiolipin’ ile birlikte baglidir. Kardiolipin
mitokondriye 6zeldir, i¢ mitokondri zarinda predominant olarak bulunur. Kardiolipin
ile sitokrom c’nin ayrilmasi ve sitozole salinmasi apoptozisin baglamasi icin ilk
adimdir. Mitokondrial elektron transport zinciri ile reaktif oksijen radikallerinin
ortaya cikmasi; sitokrom c’nin harakete ge¢mesi ve kardiolipinden ayrilmasi ile

sonuglanir (Petrosillo, Ruggiero, Pistolese, Paradies 2001).

Apoptoz Baslatic1 Faktor (AIF) mitokondrinin i¢ membraninda bulunur ve AlF
57 kD agirhiginda bir flavoprotein olup apoptozis baslangicinda mitokondriden
cekirdege gecgerek kromatin kondenzasyonu yoluyla DNA fragmentasyonunu saglar.
AIF oksidorediiktaz aktivitesi gosterir (Yu, Wang, Poitras, 2002).Bu etkiler
kaspazlardan ve AIF’nin oksidorediiktaz aktivitesinden bagimsizdir AIF’nin ¢ok
fazla salmimi sonucunda, periferal kromatin kondenzasyonu, mitokondrial
transmembran potansiyelinin kaybolmasi ve plazma zarinda fosfotidilserinlerin
ortaya ¢ikmasi (48) ile yiliksek molekiiler agirlikli (50 kbp) DNA fragmentasyonu

meydana gelir (Miramar, Constantini, Ravagnan 2001 ).

Kaspazlar apoptozis mekanizmasinda yer alan 6nemli protein grubudur. Hiicre
sitopldzmasinda inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini
aktiflestirirler. Boylece bir kaskad seklinde islerler. Aktif merkezlerindeki sisteinden
dolay1 sistein proteaz olarak adlandirilan enzim grubudur. Apoptozisde hiicreyi
parcalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan etkenler “effectors”
olarak bilinirler. Bu giine kadar tanimlanan 14 kaspaz bulunmaktadir. (Schlatt,
Ehmcke, Jahnukainen, 2009). Apoptotik sinyal yolunun erken sathasinda etki
gosterirler ve apoptotik uyariyla baslayan oliim sinyallerini ilerletici kaspazlara
iletirler (Hofmann, Bucher, Tschopp 1997).Kaspaz Inhibitérlerinden bazilarinin
onemli oldugu durumlar noéro-dejeneratif hastaliklar, iskemi-reperfiizyon
zedelenmesi ve otoimmun hastaliklardir. Kaspazlar potansiyel hedefleri olusturarak

bu hastaliklarin tedavisinde inhibitor tedavide kullanilabilirler (Yamato, Egashira,
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Utsumi, 2003). Reseptorler araciligiyla kaspaz aktivasyonuna ve apoptoza yol
acarlar. Diger yol mitokondriden Sitokrom-c sitozol icerisine birakilir ve kaspaz
aktivasyon proteinine (Apaf 1) baglanir. Ardindan Apoptozom olarak adlandirilan
multiprotein yapisindaki kaspaz aktive eden kompleksin toplanmasina neden olur

(Sekil 1).

Apoptozis tan1 yoOntemleri igerisinde apoptotik hiicre morfolojisinin
degerlendirilmesinde kullanilan 1s1k, floresan, lazerli konfokal, elektron ve faz-
kontrast mikroskobu ile inceleme yer alir. DNA fragmentasyonlarinin
belirlenmesinde agaroz Jel elektroforezi, enzimatik yolla DNA fragmentasyonlarinin
belirlenmesi ISEL TUNEL, In situ hibridizasyon teknigi ve Anneksin—V yontemi ile
apoptozise 6zgii proteinlerin saptanmasi ve flow sitometri yontemi kullanilir (Moore,

Persaud, 2009).

DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesi birgok farkli yol ile gergeklesmektedir.
DNA’nin 180- 200 baz ¢ifti ve bunun katlar1 seklinde kirilmasi olarak ifade edilen
DNA fragmentasyonu programli hiicre dlimiiniin belirleyici ozelligidir (Arends,
Whyllie, 1991).DNA’nin bu 6zelligi agoroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. Fakat
bu yontemlerle apoptozisin kesinligi degil DNA’nin fragmentasyonunun anlasiimasi
icin tanimlayicidir. Enzimatik yolla DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesi:
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase [Tdt]-mediated dUTP-biotin nick-
end labeling) yontemi 1992 yilinda Gavrieli ve arkadaslar1 tarafindan doku
kesitlerinde ve hiicrelerde ilk defa kullanilmistir. TdT enziminin aktivitesi igin
DNA’nin  3° ucu biotinlenmis dUTP ile birlesir. In situ olarak DNA
fragmentasyonlarinin belirlenmesinde ise (ISEL), cogunlukla Kornberg polimeraz
(E. Coli’den elde edilen DNA polimeraz) DNA polimeraz I’in Klenow fragmenti ve
TdT (Hilton, Love, Barber 1997) kullanilmaktadir. Bu yontemler, tek ya da ¢ift
iplikli DNA kiriklarina isaretlenmis niikleotidlerin baglanmasi esasina dayanir. DNA
fragmentasyonunda DNA iplikleri interniikleozomal bolgelerde kirilma olur ve
DNA’nin 3°-OH ucu ortaya ¢ikar. Dana (calf) timus TdT’si ile apoptosisin
belirlenmesi, serbest 3’-OH ucuna biotin, dioksigenin-, floresan veya radioaktif

olarak isaretlenmis niikleotidlerin baglanmasi esasina dayanir.
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Avidin peroksidaz teknigi i¢in 3,3’-diaminobenzidine (DAB) veya 3-amino- 9-
ethylcarbalzole (AEC) gibi kromojenler kullanilarak biotinlenmis niikleotidler
belirlenir. Dioksijenin- isaretli niikleotidler, alkalen fosfataz, biotin ya da peroksidaz
isaretli sekonder antikorlar kullanilarak belirlenebilir. Hematoksilen, metilgreen ya
da DAPI ile rutin artalan boyamasi kullanilarak TUNEL veya ISEL reaksiyonlari
belirgin hale getirilebilir. Ancak bu iki metodun zayif taraflar1 vardir. Bunlardan
birincisi apoptozis altindaki hiicrelerde interniikleozomal DNA fragmentasyonunun
Olciilememesi, ikincisi ise DNA fragmentasyonunun apoptozisle mi iliskili oldugu
yoksa DNA’nin rasgele olarak nekrozis ile mi parcalandigi fark edilemeyebilir. O

nedenle apoptotik DNA fragmentasyonu biyokimyasal analizler ile desteklenmelidir.

1.4.2 Apopitozun 151k, elektron mikroskobik ve biyokimyasal 6zellikleri

Apopitosis terimi, yunan kokenlidir ve yaprak dokiilmesi anlamina gelmektedir.
Bu, siirecin nekrozdan ayirt edilmesi i¢in bu terim kullanilmistir. Elektron
mikroskopik morfolojik 6zellikleri i¢ersindeapopitozis, hiicreleri, asenkron ve tipik
olarak inflamatuar degisiklik olmaksizin etkiler. En erken gozlenen olay, keskin
sinirli, yogun, ince graniiler hilal seklinde ¢ekirdek zarina bitisik kiitle olusturmak
tizere kromatinin kondensasyonudur. Kondanse kromatinin niikleusa orani, hiicre
tipine gore degisir; Ornegin lenfoid hiicrelerde yiiksek, az heterokromatinli
hiicrelerde diisiiktiir. Niikleer porlar, kondanse kitlelerin yakininda nadiren
gozlenirken, niikleer zarin geri kalan kisimlarinda belirgin bir sekilde gozlenirler.
Nukleolar degisiklikler de olusur, ancak bunlar sadece kesitlerin bazi seviyelerinde

goriilmektedir (Barutgu, 2008).

Apopitozun farkli biyokimyasal oOzellikleri vardir. Apopitoz islemi, enerji
gereksinimi olan bir siiregtir. Fizyolojik hiicre 6liimiinii, belli fazlara bolmek uygun
olur. En erken faz, apoptotik cevabi baslatan stimulus fazidir. Bu, ylizey reseptorleri
araciligiyla yayilan bir eksternal sinyal olabilir veya bir ilag, toksin veya radyasyon
etkisiyle hiicre iginden orijin alabilir. ikinci faz, sinyalin veya metabolik durumun

saptanmasi ve sinyal iletimini igerir. Sinyal iletim yollari, bu mesaji, hiicre 6limii

22



effektor mekanizmasina iletir. Effektor faz ise, hiicre 6liim mekanizmasinin tigiincii
kismidir ve pozitif ve negatif regiilatorleri ile beraber proteazlarin aktivasyonunu
igerir. Dordiincli faz, hiicre kromatininin kondanse oldugu ve DNA’sinin degrade
edildigi postmortem fazdir. Hizli niikleer DNA yariklanmasina, uzun zamandir

apopitozisin en 6nemli biyokimyasal gdstergesi olarak bakildi.

Bu DNA degredasyonu, iki asamada olusur. ilki, 200-300 kilobaz ciftlik
fragmanlara ve/veya 50 kilobaz ciftlik fragmanlara yariklanir. Niikleer zarfa dogru
kromatin marjinasyonu, muhtemel morfolojik goriiniimdiir. Ikincisi, apopitoza giden
hiicrelerin tamamin1 olmasa da ¢ogunu etkileyen, internukleozomal (nukleozomlar
arast  baglayict bolgelerden) ¢ift iplikli DNA yariklanmasidir, bdylece
oligonukleozomal ebatli fragmanlar olusur. Apoptotik hiicre debrisleri, in vivo
hemen fagosite edilirler. Bu ylizden, hiicre riiptire olmadan oOnce, apoptotik
hiicrelerin, fagositlerce taninabilmeleri i¢in plazma membran degisimlerini
tamamlamalar1 gerekir. Gergekten, plazma membran degisimlerinin, programlanmig
hiicre 6liimiinde ¢ok erken olustuklar1 gosterilmis. Son ¢aligmalar, canli hiicrelerde,
plazma membraninin i¢ yapraginda lokalize olan fosfotidilserinin kritik bir rol

iistlendigi bilinmektedir.

Apopitoza giden lenfositlerde, fosfotidilserinin dis yapraga translokasyonunun,
makrofajlar tarafindan fagositik taninmaya aracilik ettigi gosterilmistir (Sekil
2).Martin tarafindan yapilan g¢alismalarda, sigangillerde ve bir¢ok insan hiicre
tipinde, baslangi¢c stimulusu ne olursa olsun, fosfotidilserin eksternalizasyonu en
erken olay olarak saptanmustir. Onemli olan bir not da, fosfotidilserinin yanisira
diger yiizey molekiilleri de, fagositik taninma ve apoptotik hiicrelerin alinmasinda
siiphesiz ¢cok Onemlidir. Apopitozise giden hiicrelerde olusan dramatik morfolojik
degisikliklerden, sitoskeletal elemanlardaki degisimler ve yaygim sitoplazmik
proteinaz aktiviteleri sorumludur. Cotter ve arkadaslari, mikrofilament toplulugunun,
hiicre fragmantasyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu i¢in gerekli oldugunu
gostermiglerdir. HL-60, Molt-4 veya U937 hiicre dizilerinin, aktin
polimerizasyonunda etkili cytochalasin B ile 6n muamelesi, hiicre tomurcuklanma ve

apoptotik cisim olusumunu engellemis, ama niikkleusu veya niikleer DNA’sinin
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fragmantasyonunu bloke etmemistir. in vivo, apoptotik cisimlerin, lizis olmamasi ve
boylece inflamasyona yol agmadig1 gercegi, apoptotik hiicrelerde, iki énemli olay1
vurgular; membran integrasyonunun korunmas: ve ani taninma ve fagositoz.
Sitoplazmik proteinlerle, genis ¢apraz baglar kuran doku transglutaminazinin (tTG)
aktivasyonu, yiizey kabarintilarinin (bleb) olusumunda ve intraselliiler icerigin
hiicrede tutulmasinda anahtar bir rol oynamaktadir. tTG, apoptotik cisimlerde, en

yiiksek konsantrasyondadir.

Apopitozis ¢ok sayida ve ¢esitte mediyator ile hiicre i¢ci metabolik degisiklikler
tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda genler (c-myc), bazi iyonlar (kalsiyum),
proteinler (p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Baz1 mediatorler
hiicre tipine Ozgiindiir, bazilar1 da apoptotik stimulusun c¢esidine gore farklilik
gosterebilirler. Apoptotik slire¢ boyunca hiicre i¢ine stirekli kalsiyum (Ca++) girisi
olur. Sitoplazmada artan Ca++, inaktif durumdaki Ca++ bagimli proteazlar1 ve
niikleazlar1 aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin parcalanmasina ve apopitoze 6zgii
interniikleozomal DNA kiriklarina neden olur. Ca++ iyonlart endoniikleaz
aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda,
proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler. Fakat
hiicreye Ca++ girisi, apopitozun gerceklesmesi icin esansiyel degildir (Barutcu,
2008).

1.5 Noron Kiiltiirii ve Norotoksik Etki

1.5.1 Kiiltiir ortam ve ozellikleri

In vitroyu diger tekniklerden ayiran 6zellik ortamim steril olarak kalmasidir.
Hiicre kiiltlir laboratuvarinda preparasyon, inkiibasyon ve kullanma sirasinda aseptik
fonksiyonlar meydana gelebilir. Hiicre kiiltiir laboratuarinda ortam, cihazlar ve
atiklarin uygun methodlarla sterilize edilmesi gerekir. Bu nedenle caligmalarda
stirekli steril hava akigkanli laminar zeminli steril kabinler kullanilmahidir. Kiiltiir

ortaminin siirdiiriilmesi i¢in ileri kontroller (sicaklik, oksijen stresi ve karbondioksit
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igerik) kritik 6neme sahiptir ve hiicre kiiltiir inkiibatérii mutlaka giic kaynagina
baglanmalidir. Hiicre kiiltiirii laboratuvar1 buzdolabina sahip olmalidir (+4’den -
20°C’ye) ayrica ortam ve diger ajanlar1 saklama yetisine sahip olmali ve uzun siireli
ndronal hiicre siralar1 saklamaya yonelik nitrojen tank bulunmalidir. Ters faz-
kontrast mikroskopu veya 3D optik mikroskoplama (6rnegin Haffmarn veya
Nomarkski) sahip olmasi, glial hiicreler agisindan morfolojik kiiltlir tayininde
gereklidir. Nitelikli kimyasallara erisim, steril pipetler, géz koruyucu cam, hiicre
kiiltiir kaplar1 ayn1 derecede kritik 6neme sahiptir. Diger ekipmanlar genel ihtiyaclar
cercevesinde olup sogutmali santrifiij, hiicre sayaci, iceren hemotometre, pipetleme

ekipmanlar1 kullanmis ortam ayrici ortam ekipmanlari sayilabilir.

Kiiltlir ortaminin korunmasi ve hiicre karakterizasyonu etkileyici faktdrlerdendir.
Bir kiiltiir sisteminin hiicresel fenotipi, o kiiltiiriin ihtiya¢ duydugu gereksinimler
tarafindan kontrol edilir. Hiicrelerin in vitroda yetismesi ve hiicre farkliligi, besin ve
hormonal faktorlerdeki gevresel etkiye, hiicrelerin icindeki ve hiicreler arasindaki
substrata baglidir. denemeler in vitrodaki kiiltiir ortami, substrat ve farklilik, girisim

ve farkliliasmaya bagli olarak sekillenir.

Bunun yani sira, kiiltlirde bir hiicre yetistirmek in vivoya karsilik aymidir.
Hiicresel heterojenlik kiiltiir ortaminda gelisim, ¢ogalnma ve farklilasma siireclerini
etkileyen en onemli faktorlerden biridir. Birincil kiiltiirlerdeki ilk hiicre populasyonu
asirt heterojendir ve bu in vivoyu tamamen temsil eden kiiltiirde hiicre gruplari
olugsmasina imkan saglar. Baz1 6zel problemler i¢in, kiiltiirlerde tek hiicre tipi olmast
tercih edilir. Bu kiiltlirler farkli beyin bolgelerinden ve dondrlerin optimum yas
secimine bagli olarak secilebilir. Biiyiiyen bir kiiltiirde istenilen hiicre tiirlerinin
secimi farkli ydntemlerle belirlenebilir. Ornek olarak sitotoksik antiserum belli bir
hiicre smnifin1 6ldiirmek amaciyla kullanilabilir. Kritik hormonlarin ortamdan yok

edilmesi hiicre tiirlerini se¢imli olarak yok edebilir.
Glia ve fibroblastlar genellikle DNA sentez inhibitoriiyle hiicre boliinmeleri

engellenerek sayis1 azaltilabilir. Ozellikle glia hiicreleri icin kullanilan baska bir

metod ise; ortamdaki serum konsantrasyonuna miidahale ederek ve hiicre
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tutunmasinda farklilik yaparak glia hiicre sayisina miidahele edilmesidir. Bu
metodlarin tiimii saflastirma siirecine yardimci olur; kiiltiirdeki hiicresel saflayacak
hicbir metod yoktur. Cozlinmis hiicre kiiltiirlerinin ilk avantaji zenginlestirilmis
hiicre tipi kiiltlirii saglamasidir. Biyokimyasal 6l¢limlerde biiyiik miktarda hiicreler,
tek bir hiicreden daha fazla avantaj saglar. Eger bu saf hiicre kiiltiirlerinden sonug
elde edilirse in vivo durumlarin belirsizligine 1s1k tutacaktir. Kiiltiiriin kompozisyonu
eger bazi hiicreler boliinmeye devam ederse zamanla biiyiik 6lciide degisebilir. Cok
hizl1 boliinen hiicreler az boliiniin hiicrelere gore secici bir avantaja sahip olacaktir.
Eger bire bir orijinal kiiltiirden klonlanmis hiicre kullanilacaksa, klonlar boliinme
seviyesine gore simiflandirilmalidir. Bu nedenle yeni klonlarda izolasyon periyodu
gereklidir. Fenotipik siiriiklenme yasayan ve mutant hiicrelerde birincil kiiltiirlerin

belirlemesi zordur.

Kiiltiirde ortamlarinda serum faktorii, cogalmanin belirleyicisi olarak yer alir.
Ayrica kiiltiir ortamindaki ortam igeriginde seker, tuz, aminoasit, vitamin gibi temel
icerikler ile biiyiime hormonlari, bliylime ve tutunma faktorleri, icermektedir. Bu
ortamlarin tamamu ile bilesen tayini ¢ok zordur. Bir¢ok birincil hiicre kiiltiir ve
birgok hiicre siralamasi i¢in serumsuz kimyasal tabanli ortamlar mevcuttur. Bu
ortamlar; tuz, vitamin, aminoasit, bliylime faktorleri, kiiltiire edilen hiicreye 6zel
tutunma molekiilleri igerebilir (60).Kimyasal taninmis ortamlar sera yapisinin
dogasinda olan ve ¢esitli standardizasyon ve tekrar iiretilebilirlige bagli problem

olusturucu ve kontrolsiizliik ihtiva edilebilir.

Buna karsin, eksiksiz sliplementler olmasi in vivoya kiyasla ¢ok diistik diizeyde
kalacaktir. Ciinkii sinir sisteminde bir¢ok gelisim faktorii bulunur ve hiicredis
akiskanlar hakkinda ¢ok az bilgimiz vardir ve tanimlanan bu ortamlar in vivodaki
hiicrenin fizyolojik ortami ile ¢ok farklidir. Ortam ve besin destekleri anlatildig:
tizere, farkll ortam sartlarinda farkli gen ekspresyonlar1 ve hiicresel metabolizmada
inanilmaz farklanmalar olabilmektedir. Ornek olarak; Epidermal biiyiime faktorii
(EGF) serumun fonksiyonu olarak degisir. EGF membran yiizeyine hiicre bilylimesi
sirasinda yapisik olarak kalir ve serum varliginda bu yap1 korunur. Noron tarafindan

tiretilen glial fibriler asidik protein (GFAP) ve mikrotiibiiliin ilgili protein sentezi
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hem serum konsantrasyonu hem de kaynak hayvana bagl olarak etkilenir. Adrenal
kortikal hiicreler at serumu kortikosteronun yiiksek miktarda salgisini icerir ve ama
dogmamis buzagi serumundan hem morfolojik olarak farklidir hem de buzag:
serumu at serumunun sahip oldugu steroidlerin %]1’ine sahiptir. Fenotip

farklanmalariin kiiltiir ortaminda geri doniisiimleri yapilamaz.

Hiicre substrati ve belirlenmesinde izlenecek yollar yine kiiltlir ortaminda hiicre
davranigini belirleyen ve yonlendiren 6nemli faktorlerdendir. Kendi metabolizmasini
ve c¢ogalmasini saglayan hiicreler substratumda yetisir. Genellikle kollajen,
fibronektin, poli-D-lizin, poliornitin ve yiiksek siilfonat igeren plastik doku kiiltiirti
hiicre subustrati olarak kullanilir. Bazi hiicreler destekle (6rnegin; eklenen ylizey
yapistiricilar  geretiren) gelisirler, oysa diger poliferat/farklilagtiricilarin ikisi de
gevsek tutunur veya tekrar agregat olusturarak siispanse kalir. Eger hiicreler deneysel
cesitlendirilmis adhezyon durumunda biyiitiiliirse, hiicrenin birgok biyokimyasal
karakteristigi degisir. Ornegin, poli-D-lizin néral hiicre kiiltiirlerinde hiicre-substrat
tutunmasini yiikseltmek icin kullanilir. Poli-D-lizin bir¢cok kere prokiirsér alimi,
enzim caligmalari, izotipik isaretlenmis ligantlarin hiicre yiizey reseptorlerine
baglanma caligmalar1 gibi yikama gerektiren deneyler boyunca siirekli hiicre
tutunmalar1 ¢aligmalarinda kullanir. Boya aliminda hiicre canliligi i¢in bile, en
yiiksek seviyedeki saldirida canli hiicreler deneysel sonugta kritiktir. Bunun yan1 sira
Poli-D- lizin genellikle hiicrede fenotoipik degisimlere, morfolojik degisimlerde,
radikal yapida ve metabolizmada yiikselmeye sebep oldugu i¢in kullanilir (Heath,
Kidd, Trapp, Dunkley 1991).Ciinkii hiicre-poli-d-lizin etkilesimi cAMP sentezini ve
normal iyon kanallarina girisimini degistirebilir, bu substrat elektrofizyolojik

deneylerde hiicreler i¢in kullanilamaz.

Hiicrelerin her siispansiyonda gelisebilmesi veya yiizeye yapisabilmesinin her
hiicrelerin tutunmaya veya askida kalmaya bagli olup olmadigini anlamak i¢in ¢esitli
amino asit doniisim sistemleri kullanilir. Yiizeye tutunan fibroblastlarda,
siispansiyon olarak biiyiiyen hiicrelere kiyasla daha fazla tiibilin proteini bulunur.

Substrat-bagli fibroblastlar antisera ajanlarinin sitolizinde ¢ok hassastir. Substrat
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hiicre morfolojisini ve gelisim oranin1 belirleyebilir. Plastik kiiltiirde yetisen
fibroblast benzeri hiicreler diiz ve uzayan ve hizli gelisen hiicreler yetisir. Ayni
hiicreler hidrofobik bakteriyal plastige tutunmadan, yuvarlak sekilli ve yavas gelisim
gosterebilir. Gelisim ve morfolojinin diizenlenmesi i¢in yapilan bu deneyler
hiicrelerdeki farkliliklarin  kiiciik degildir; fibroblast benzeri hiicrelerin DNA

sentezini baslatabilir.

Hiicre beslenmesi yine farklilasmanin yonlendirilmesinde yer almakta ve farkli
kiiltiirlerde degisik etkiler elde edilmektedir. Hiicre ortaminin ya da besinlerinin
kiltirde rutin degisimi sirasinda, hiicre kiltir ortaminin degisimine bagh
etmenlerden dolay1 mevcut fenotip farkli hiicre fenotiplerine kayabilir. Oyleyse, yeni
eklenen ortamin yarattig1 etkilerden dolay1 olusan deneysel etkilerden emin olunmali
ve bunlara gére 6nlem alinmalidir. Ornek olarak, yeni ortam eklenmesi ile endotel
hiicrelerinde plasminojen aktivator aktivitesinde diisiis gozlenir. Bu ortamin
serumundaki inhibitor faktorlere bagl gelisir. Bu etki serumsuz ortam kullanilarak
kesilebilir. Fakat noral hiicrelerde, ortama yeni biiyiime faktorleri eklenmesi veya
salgt halindeki biliyiime etkenlerinin ortam degisimi ile seyreltilmesi, ayn1 zamanda
gecici hiicre fenotip degisimlerine de sebep olabilmektedir. Kiiltiir ortamindaki
degisimin sonucu olarak, ortam pH’inda gecici olarak 7,4’lin lzerine ¢ikma
gbzlenebilir. Bu pH degerinde proses biliylime faktorlerinde benzer uyarilma etkisi
gosterir. Atmosferik oksijen gerilimi sinir hiicre kiiltiirlinde diizeyi korunmasi
gereken kritik 6neme sahip olan bir bilesendir. Yaymlanmis protokollerin biiyiik
¢ogunlugunda hiicre kiiltlirii inkibatoriiniin hava orant %95 hava %5 CO2 olarak
kabul ediliyor. Serebral kortikal néronlarin canlilig, astroglia hiicrelerinin bdliinmesi

ve olgunlagsmasi %10’luk kismi oksijen basinci ile maksimize edilmistir(61).

Hiicre-hiicre  etkilesimindeki  farklilasmadan  dolayi, metabolizmadaki
farklanmalar ve farklanma dereceleri hiicrelerin tekrar agregatlagsmasi veya ylizey
tutunmalarindaki farklanmalara etki ederek gozlenmistir. Hiicre dongiisii agisindan
bakildiginda tiim farelerdeki protein sentezi gelisen ve sabit fazdaki hiicrelerde
aynidir; ancak siganlardaki sentezde 0Ozel proteinlerin c¢esitliligi hiicre fazinin

fonksiyonuna gore %40 civarinda degisir. Bu nedenle, deneysel protokoller hiicre
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dongiisiiniin degismesi (antimikotik ajanlar) tasarlanmasini icerir. Bu tasarida hiicre
gelismesi sirasinda  kiiltiirdeki  birincil deneysel etkiler ve ikincil sonuglarin
arasindaki ayrim yapilmalidir. Hiicredeki fenotipik degisiklikler de hiicre dongiisiiyle
iligkilidir. Hiicreler sadece kiiltiirdeki farkli gelisme fazlar1 boyunca degisebilir
degildir yani hiicre dongiisii boyunca degisebilir. Normal ¢ogalma miktarinin altinda,
cogalan hiicrelerin hiicre disi makrolekiiler sentezleri her zaman statik faz

hiicrelerinden kantitatif olarak farklidir.

Sinir dokusundaki birincil kiiltiirlerin ¢ogu girsimi embriyonal ya da dogumdan
sonraki materyalin kullanilmasinda dahildir. Bu yetiskin vertebrat CNS’den
olusturulan kiiltiirlerin ¢ogalmasinin zorlugu yliziindendir. Bu zorluk hiicre
izolasyonu ve preparasyonu prosediirleri sirasinda olugsan ndronsal hasardan dogar.
cesitli beyin bolgelerinin, beynin her bolgesinden noron kiiltiirlerinin zamanlama
zorlugundan dolay1 farkli yas periyotlarinin sebebiyle basarili olabilir. Hatta ayni
beyin bolgesi, bireysel yaslarda hiicre tipleri gerektirir. Ornegin; sican beyin
serebellumundan, dogum sonrasi alti sekiz glin arasinda graniil hiicreler izole
edilmistir, fakat basarili Purkinje hiicre kiiltiirleri fetal dokudan izolasyon gerektirir.
Glial hiicre kiiltiirleri basarili kiiltliriin olabilecegi yas acisindan daha genis bir
pencere sunar. DNS igeren birinci kiiltlirler yasli donorlardan daha biiyiik basariya

ulasir (Aubin, 1999; Corti, Locatelli, Strazzer, Guglier, Comi 2003).

Tim hiicre tipleri i¢in, kiiltiir yasi, kiiltiire miidahale cevabi konusunda kritik
Oonem tasir. Bu dnem tagimasina ragmen birincil hiicre kiiltiirleri ek niitrient ortam ve
substrat kullanilmasiyla birka¢ ay boyunca korunur, hiicrelerdeki metabolik
malzemeler zamanla degistigi iy1 bilinmektedir. Donor yas1 faktorii, kiiltiirin yast
kadar, birincil kiiltlir sistemleri ile de ilgilidir. Bu kiiltiir sistemleri ¢esitli ajanlarda
farmakojik ya da toksikolojik gelismelerde kullanilir. Kiiltiir kesidi yeni dogan
hayvanlardandan hazirlanir, bu yastaki donorlarda final hazirh@ina ulagmis
organotropik organizasyon dereceleri kritiktir. Genellikle, doku yasamlarindaki ilk
haftalar1 olan sicanlarda elde edilir. O zamana kadar, iyi derecede dokuya 6zel hiicre
mimarisi kurulmustur ve néronal gociin en yogun noktas1 gecmistir. Kiiltiirdeki iki

lic hafta i¢inde, pseudomonolayer hiicrelerinden ince bir kesit olusur ve biiyiime
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derecesi ve farklilasma deneysel biiyiime oncesinde gelisebilir (Deacon, Dinsmore,
Constantini 1998; Deliloglu-Giirhan, Tuglu, Vatansever, Ozdal-Kurt, Ekren, Taylan,
Sen. 2006).Ex vivo calismalar igin, doku herhangi bir yastaki hayvandan elde
edilebilir; ancak, bolgedeki biiyiime O0rnekleme dncesi ve verinin elde edilmesi ile

ilgilidir.

Hiicre hatlar1 genellikle tiimorojenik dokudan ve ¢esitli yaslardaki dondrlerden
saglanir. Kiiltiirde, bu tipteki hiicreler yaklasik olarak 50 divisyonla karakterize
edilen kullanigli bir yasam siiresine sahiptir. Hiicre hatti fenotipi bir kere
belirlendiginde, bu degismez; ancak yiikselen akis icin psikolojik cevap konusunda
yavag siiriiklenme vardir. Kiiltliriin yas1 kiiltiiriin toksik maddelere karsi olan olan
hassasliginda etkilidir. Hem siirekli hiicre siralarinda gegit sayr hem de tekrar
agregatlasmis hiicre kiiltiirlerindeki olgunlasmis ve birincil hiicre kiiltiirlerindeki
hiicresel olgunlasma kiiltiiriin yasina bagli olarak optimum goére deneye yon
verilmelidir. Ornek olarak, MPTP’nin dopaminerjik ndronlara toksistesi tamamen
gelismis ve biliylimiis dopaminerjik noronlarda bariz olarak yiliksek degerdedir ve
toksisite, olgunlasmanin getirdigi fizyolojik proseslere bagli olarak degisen iyon

kanal1 aktivitesine baglidir.

Ayni hiicre farkli besiyeri uygulamalari ile farkli hiicrelere doniistiirelebilir.
Yine ayni hiicre farkli besiyerlerinde aymi toksikanta farkli tepkiler verebilir.
Genelde kiiltiir doku kaynagi olarak doymamis ya da yeni dogmus hayvanlar
kullanildigindan dolayi, yetiskin farklanmis néron veya glial hiicreler kiiltiirde temsil
edilmez. Ornekler cebellar graniil hiicreleri, disli girus néronlar1 igerebilir. Iki hiicre
tiirlinde de dogum sonrasi1 donemde boliinmesi durmustur ve kiiltiirde birkag giin
gecirmeden iyon kanali barindirmaz. Noroblastoma ve benzeri hiicre dizin
kiiltiirlerinde, tropik biiylime faktorleri, morfolojik farklanmayi ve ortalama gen
ekspresyonunu degistirir.  Sinir biliylime faktori(NGF) igeren uyarilmig iyi
tanimlanmis sican pheochromocytoma (PC-12) hiicreleri ve retinoik asit indiiklenmis
insan ndroblastoma (SMS-KCNR; SNSYS5Y) hazneleri 6rnegi verilebilir. Iki
durumda da, miidahale edilen hiicreler noéritlere doniisiir, sitoiskelet sitoiskelet

elemanlarinda sentezler, dnemli gen ekspresyonu farklanmalar1 olusur ve hiicre
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boliinmesi yavaslar ya da durur (Flaskos, MclLean, Fowler, Hargreaves 1998;
Jones, Anderson, Galvin 2003).Farklilasma durumu noérotoksit maddelerin potansiyel
hedefleri arasindadir. Ozel durumlarda, bazen gorece saf ndron veya glia hiicre
kiiltiirleri istenebilir. Kiiltiiriin safligin1 belirlemek {izere kiiltiir sadece mikroskobik
degil immiinositokimyasal metodlarla da kiiltiirdeki hiicre tiirlerinin belirlenmesi
gerekebilir. Tim kiltlir sistemlerindeki temel nokta hiicre saflifi ve kiltir
heterojenitesidir. Bundan dolayi, karakteristik morfoloji ve kiiltiiriin antijenik fenotip
hiicre tiirleri tanimlanmasi i¢in 6zellesmistir. Bunlar hem immiinositokimyasal hem
de enzimatik isaretleyiciler CNS hiicrelerinin bollugu ile alakalidir. Hiicre kiiltiiriine

muhtemel bir baska hiicre tiirii de fibroblast hiicreleridir.

Hiicre kiiltiirlerinde kontaminasyonu engellemek amaciyla ortama Antibiyotikler
ve/veya fungisitler eklenir. Bu eklenenler hiicresel aktiteyi azaltabilir ve ilactan
kaynaklanan norotoksik etkiler goriilebilir. Aksine bakteri ve mantarlarin, gelisimi,
kiiltiire edilen hiicrelde makroskobik ya da mikoplazmayla kontaminasyonu
genellikle raporlanmamistir. Bunun yani sira, mikoplazma kontaminasyonu
metabolizmada degisim, yetisme, canlilik, DNA, RNA, protein sentezi, morfoloji ve

viriis yayilmasi gibi deneysel caligsmalarda istenmeyen yan etkilere sebep olabilir.

Kiiltiir sistemini etkileyen norotoksikolojik etkiyi arttiran bazi faktorler vardir.
Ornegin, bir tek hiicredeki canlilik ve yayilabilme verimi hiicre kiiltiiriindeki teknik
miidahalelerden ¢ok etkilenir. Birincil kiiltiirler i¢in, ayrisma metodu biiyiik etkiye
sahiptir. Hiicrelerde genellikle enzimatik ayrilma mekanik tekniklerden daha iyi
hayatta kalabilmeyi saglar. Su Onerilmektedir ki, erken prenatal evrelerde mekanik
etkiler hiicrenin hayatta kalmasini ¢ok etkiler ve enzimatik etkiler ge¢ prenatal ve
dogum sonrasi yaglarda hiicrelerin izole edilmesinde hiicrenin hayatta kalmasinda
cok etki gosterir. Hiicre dizileri i¢in, hiicrelerin depolama sekli ve kaplama metodlari

hiicre canliligini etkileyebilir.
Ozet olarak, kiiltiir sistemleri, bir kimyasala hiicresel cevapli deneylerde

potansiyel olarak olarak avantaj saglar, biyolojik proseslerin degistirilmesi in vivoda

uygulanabilir degildir ve mekanizmanin altinda yatanlarin degerlendirilmesi sinir
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sisteminde hiicresel gelisimi ve fonksiyonuyla iliskilidir. Kimyasallarin kiiltiirlere
eklenmesi ve kiiltiirlerden ¢ekilmesi kolay olmasina ragmen ve etkileri direk olarak
kiiltiir sisteminde goriiliir. In vitroda gdzlenen hayvanlarda etkilerin meydana gelisi

gibi benzer etkiler kullanilanbilir.

Kiiltiir sistemi kullanimi kismen uygun olsa da, canlidaki norotoksisite tahmin
edilebilir bir kimyasal ya da bir dizi potansiyel iliskili baghidir. In vitro sistem
modelleri toksik etkinin belirlenmesinde uzun zamandir kullanilmaktadir. Sinir
sistemi fonksiyonunun incelenmesi i¢in, 6zellikle in vivo nérotoksikantlar tarafindan

hedef olan 6nemli biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri igerecek sekilde secilmistir.

Hiicre kiiltiirlerini birbirinden ayirmak i¢in deneysel miidahale kiiltiir kesidinden
daha elde edilebilir ve daha kolay saglanabilir ve korunabilirdir. Piretiroid
insektsitler sitotoksik olmayip norotoksik olan pestisitlere 6rnektir. Piretiroidin néron
canliligina etkisi yoktur. In vitro veya ex vivo testlerle organofosfat pestisitlerle
noropati hedefli esteraz (NTE) oOl¢limlerinde gecikmeli norotoksik norotoksik
potansiyel Ol¢timleridir. Asetilkolin esteraz (AChE) inhibisyonunda NTE yaslanmasi
oran1 normal beyin homojenatlar1 ve hiicre kiiltlirlerinde 6l¢tilmiistiir. Bu bize iliskili
akut toksik etkiyle gecikmis norotoksik potansiyel bilgilerini saglamis
biyoaktivasyonun organofosfatlara yapilmasi Orneklendirilmistir. Siilfat formu
(paration gibi) biyoaktif hale gegene kadar ¢ok diisiik toksik potansiyele sahiptir.
Biyoaktivasyon kapasitesi in vivo olmayan mekanizmalarda bulunmaz ve bundan

dolay1 ex vivo ve in vitro sistemlerde bu mekanik aktivite gozlenemez.

1.5.2 Noron Kkiiltiiriiniin degeri

In vivo calismalar etik nedenler ile gittikce zorlasmakta ve in vitro ¢aligmalarla
daha cok calisilmast en son durumda kesinlik kazanmasi halinde in vivoya ge¢mek
daha dogru bir yoéntemdir. In vitro calismalarda 6zellikle toksik etkinini
degerlendirilmesi gereksiz canli denek kullanilmasini 6nlemek agisindan oldukga
onemlidir. Ancak bu durum bazi riskleri de igermektedir. Risk degerlendirmesi

genellikle kendi igerisinde su kisimlara ayrilmigtir: a) risk analizi, b) doz-tepki
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iliskisi, ¢) maruz kalma degerlendirmesi ve d) riskin tanimlanmasi. in vitro test
diizeneklerinin dizayni in vivo test sistemlerine gore daha zordur. in vitro sistemler
daha korunakli olan biyolojik proses caligmalari i¢cin daha uygundur ve toksiste
caligmalarini, belirlenen hiicrelerdeki norotoksiste belirlenmesini, ve hiicrelerin
norotoksikantlar tarafindan uyarilmasiyla gelisme ve karisikligin belirlenmesini en

basaril1 sekilde aciklar.

In vitro norotoksisite caligmalarinin temeli birincil ug¢ noktalarin spesifik
mekanizmalardaki norotoksistenin etkileri kullamlabilir. Ornegin; In vitro
sistemlerde hedef hiicreleri ve norotoksisite ilgili biyokimyasal siirecleri iyi bilinen
organik fosforlu bilesikler ve gecikmis ndropati, yapisal olarak tanimlanan belirli
toksisitede bilesikler ve mekanizmalari i¢in kullanigh olabilir. Diger bilesikler ve
degisik tiplerdeki norotoksisite icin toksiste mekanizmasinin tanimlanmasi
gereklidir. in vivo ve in vitro methodlarin her ikisi tarafindan, bir sistemle in vivo
ndrotoksisite sonucunun tahmin edilebilirliginin belirlenmesi ve degerlendirilmesidir

(McLean, Ward, 1998).

Genel agidan noronlar diger tiim viicut hiicreleriyle aynidir, fakat noronlarda ek
olarak anatomik farklilasma olan ndron topluluklar1 arasinda ve diger hiicrelerle
iletisim kurmay1 saglayan sinir uglari iceren akson ve dendritler bulunur. Bu
dendritler hiicreden yayilimi ve diger kaynaktan alip hiicre i¢ine tasiyarak iletimi

surdirirler.

Aksonlarda sinyal iletiminde kullanilan yiizey alani hiicrenin ana gdvdesinin
ylzey alanindan boyutu binlerce kata kadar biiyiiktiir ve hiicreden ¢ikan diger
hiicrelere ve sinir uglarina ulasan sinir uglarina 6zellesmistir ( néron kas hiicreleri, ya
da glandular hiicreler).Noron hiicresinden ¢ok miktarda membran koruyucu ve genel
ozellikli 6nemli bilesikler sentezlenir. Bir¢ok akson glia hiicrelerinin (miyalin kilif1)
hiicre salgilarindan olan bir membranla ¢evrilidir. Miyelin tabakanin varligr miyelin
kilif ve her bir glia hiicresinin Ranvier diigiimii arasinda uygun iletim saglayarak
sinir impulslarinin hizlanmasina izin verir. Aksonun her diigiimii heniiz miyelinsiz

olan teloglial hiicrelerdir. Buna ragmen miyelini olmayan aksonlar miyelin lamelden
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yoksundur, bunlar benzer hiicre olan plazmolemma tarafindan sarilmistir. Noronlar

birbirlerinden bilgi alma, tamamlama, aktarma ve depolama i¢in 6zellesmistir.

Noronal yapilara maddelerin verdigi zararlar degigebilir. Dejenersyon
perikaryondan direk etkiyle ya da inaktif hedef bolgesi ve tropik faktorlerin
yokluguyla uyarilabilir. Birka¢ kimyasal noral popiilasyonlar i¢in spesifik farkliliklar
ortaya c¢ikarir. Buna karsin spesifiklik olabilir ve model dejenerasyon diagnostik
ndropatolojide, herhangi bir noron tipinin partikiilinde zarar verici ajan gerekli
olmadan kullanilabilir. Genellikle bu model zarar ve akutlugun ya da kronik dogal
maruziyetin siddeti ve siiresini yansitir. Sinir hiicresinin dejenerasyon olusumu
mekanizmaya bagl olarak hizli ya da yavas, uzatilmis siirecli olabilir. Glial hiicreler
ve noronlar arasindaki hiicre- hiicre etkilesimi her iki noral ve glial farklilagsma ile
diizenlenebilir ve glial model néronlarin go¢ etmesi sirasina kritiktir. Gliyal hiicreler
hareketli ve kritik sinir sisteminin normal fonksiyonunun siirdiiriilmesi siirecinin
saglanmasinda gereklidir ( 6rnegin, bdlgesel pH ve iyonik dengenin diizenlenmesi ve
yetisme faktorleri ve hiicre adhezyon faktorlerinin tropik destegi).Bu hiicreler toksik
yanit i¢in hedef olusturabilir. Sinir sistemi hasarindan sonra, astrosit ve mikroglianin
her ikisi de biiylik zarar goriir. Boliinme ya da morfolojik degisim tarafindan
gerceklestirilen astrosit yaniti hiicresel hipertropi tarafindan karakterize edilir. Bu
reaktif gliozis silireci sinir sistemi hasar1 belirleyicisi olarak belirlenmistir ve
morfolojik ya da glial fibriler asidik protein (GFAP) olan astrosit-spesifik protein
Olctimleriyle bu durum belirlenebilir. Yanitin sonucu hizli ve uzun olabilir ya da

asamal1 ve siirekli belli periyotlarda tekrar eden olabilir.

Norotoksistenin belirlenmesindeki in vitro sistemlerin rolii giderek artmakta ve
in vivo ¢aligmalara ciddi alternatifler olarak gériilmektedir. Norobiyolojide, in vitro
hiicre kiiltiir teknikleri anlamli sistematik kompleks sinir sistemleri cevabi
gelistirilmesinde ve alic1 spesifik sinir sistemi fonksiyonlarinda kullanilmistir
(Shareef, Garcia-Valenzuela, Salierno, Walsh, Sharma, 1995; Temeltas, Dagci, Kurt,
Evren, Tuglu, 2009; Deliloglu-Giirhan, Vatansever, Ozdal-Kurt, Tuglu, 2006;
Deliloglu-Giirhan, Tuglu, Vatansever, Ozdal-Kurt, Ekren, Taylan, Sen, 2006; Corti,
Locatelli, Donadoni, Strazzer, Salani, Del Bo, Caccialanza, Bresolin, Scarlato G,
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Comi, 2002).Bu sistemler iki ana ve kritik Ozellige sahiptir. Birincisi CNS
elementlerinin hiicresel karmasikligini nérobilimcilere ve ndrotoksikologlara 6gretir.
Ikincisi, in vitro olarak muhtemel durumlar1 ve fonksiyonlar: test etmeye yarayan
uyumlu bir deney araci olusturulur (Hou, Cao, Wei, Bai, Zhang, Wu, Pei; Koshizuka,
Okada, Okawa, Koda, Murasawa, Hashimoto, Kamada, Yoshinaga, Murakami,
Moriya, Yamazaki, 2004).

Norobiyolojide in vitro metodlar in vivo metodlara kiyasla ¢ok az kullanilir.
Genel olarak canlilarda arastirma yapilmaz onun yerine hiicresel yaklagimi kabul
gormistiir. Ancak in vitro sistemler sorulara biitlinsel degil kisimsal cevap verir.
Buyiizden soruya cevap olmaktan ¢ok cevaplart destekler. Biyoloji ve farmakolojik
birgok soruya in vitro sistem uygun olmayabilir. Reseptdrlerin kimyasal etkilerini
incelerken bu durum c¢ok az bilgi verir. Potansiyel ndrotoksik maddelerin
anlasilmasina yonelik arastimalarda primer hiicre kiiltiirleri,hiicre dizileri ve klon
hiicreleri kullanilabilir. in vitro tekniklerle; insan ve hayvan modellerinde olan
norotoksin ajanlarin tahmininde siiphe ile yaklasir. Bu baglamda validasyon
adimlarinin ¢aligma dizayninda; toksisite tanimlamalarinda ve kimyasallarin biitiin
canli ve in vitro Kkiiltiir ¢alismalarindaki cevabini validasyon adimlariyla

uygunluguyla diistintilmelidir.

Sinir sistemlerine kimyasal karisimlar uygulandiginda, Kimyasallarin nadiren
tiim noronlara saldirmasi rastlantisaldir. Hiicresel toksisite hiicrelerde sipesifik
hassaslik test bilesigindeki ekstraseliiler konsantrasyona baglidir. Etkiler uygulanan
birincil toksikant yiiziinden goriilmeyebilir, fakat biyoaktivasyon sonuglar1 sonraki
metabolit yanitlar1 degildir. Ek olarak in vivo ndronlardaki toksik cevaplar néronal
ve nonndral hiicrelerin toksisite sonuclari olabilir. In vitro sistemin kullanilmasi icin,
in vitro sistemlerde kimyasallarin sebep oldugu biitiin etkilerin bulunamadig akilda
tutulmalidir. Bu smirlama kismen olast hedef bolgenin eksikligi ve hiicre tipleri
arasindaki sinerjitik etkilesimler nedeniyledir. Ek olarak limitli kiiltiirel yasam
yanitin tekrarini goriilmesine imkén vermemistir ve gecici ve kalici etkilerde
farkliliga sebep olmustur. Birgok kimyasal endiistriyel kullanimda biyolojik

organizmalarin nasil etkiledigine iliskin smurl bilgi icerir. Ornegin; bir metil
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grubunun eklenmesi molekiilde 6nemli bir degisiklik yapmazken molekiiliin

biyolojik etkisi kotli sonuglar dogurabilir.

Genel olarak, giivenlik testi insan ve diger hayvan popiilasyonlarinda 6nemsiz
maruziyetler diizeyinde dizayn edilmistir. Boylece, risk bilgisi i¢in uygun sistem
biyolojik, fizyolojik, molekiiler ve diger hiicresel organ siireclerinin fenotipiyle
benzer etkide olabilir. In vitroda gozlemlenen doz-tepki verilerinde in vitro ve in
vivo kimyasal maruziyetinde dikkat ¢eken farmakokinetik veriler kullanilmalidir. in
vitro calismalarda kullanilan noérotoksiste mekanizma(lar)inin tespiti bir etkinin
ortaya c¢ikmasimin gelisimine katkisinin olup olmadigi bulunabilir ve gozlemler

hayvanlar ve insanlarda kimyasal maruziyet sonuglari ters olabilir.

Norotoksik etkiyi saptamada in vitro ndrotoksistenin iyice anlasilmasi in vivo
calisma yapilmasiyla onerilir. Clinkli ndrotoksik etki i¢in tek basina yeterli kabul
edilmeye bilir. Bu nedenle in vitro veriler genellikle in vivo verilerin giivenilirligini
arttirmada kullanilir. Fizikokimyasal olarak hiicrenin yasam ortami olan in vitro
ortam1 kolayca kontrol edilebilir, kiiltiir ortamina kolayca madde eklenebilir veya
cikarilabilir. Test kimyasallar1 istenilen konsantrasyonda tiim hiicrelere ulasacak
diizeyde (kontrol altinda) tutulabilir. Fakat bu konsantrasyon in vivo kosullarda
maruziyetin anlamli olmasi gerekir. Buna ilaveten bilesik fiziksel olarak hiicrede
bulunabilmektedir. Substratin hiicre i¢ine dogrudan enjekte edilebildigi teknikler
bulunmaktadir ve bunlarda hiicre ¢alismalarina ve hiicre cevabinin arastirilmasina ve
hiicre cevabinin aragtirilmasinda kullanilir. Sonug olarak bu teknik spesifik sorularla
siirli cevaplar verir, non- fizyolojik etkidir. Lokal etki (petri i¢inde kimyasalin

dagilmamasi) enjeksiyonun hiicreyi yaralamasi gibi sonuglar dogurur.

Fizikokimyasal ozellikler, c¢oziinebilirlik uguculuk, pH, kimyasalin kiiltiir
ortamindaki baglanmalar1 ve ozmolarite, kiiltiir sistemlerinde oncelikli diisiiniilmesi
gereken ozelliklerdir. In vitro kimyasallar1 degerlendirmek hem sivi sistemlerdeki
¢cOziiniirligli pH duyarlili@i acisindan zordur. Ayrica zamanla presipite veya
agregatlasma goriilebilir. Hiicreleri, c¢ozlilmeyen Tween-80, dimetil siilfoksit

(DMSO) veya etanol gibi maddelere maruz birakmak icin genellikle kiiltlir ortamina
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eklemek ve toksik karakteri bozmak sureti ile hiicreler maruz birakilabilir. Bazan
arastirmacilar bu ¢éziinmeme problemini asmak igin fizyolojik tasiyicilar kullanabilir
(albiimin, lipoprotein gibi).Baska bir yontemde hizli uguculuktan ya da
buharlasmadan faydalanmaktir. Bu tiirde fizikokimyasal bilesiklerde temel problem

sabit ve diizgiin konsantrasyon seviyesinin uzun siire korunamamasidir.

Kimyasalin dogal yapisi kullanilirken dikkate alinmalidir. Kiiltiir ortamindaki
pH veya ozmoz kaymalar1 hiicrelerde toksik etki gdsterebilir veya kiiltiir ortamindaki
besinleri bozabilir. Bunlara ek olarak besin akiglar1 iizerine test kimyasallar
eklemek, kimyasal bir ortam bilesenleri arasinda dogrudan reaksiyona sebep olabilir.
Bunlar protein denaturasyonu gibi. Ayrica esansiyel besinleri ya da toksik madde
etkilenmesi kiiltiir hiicrelerinin sinyallerinde diizenleme yapilabilir. Herhangi bir
protein baglayan igerik, test kimyasallarinin mikrogevreyi degistirmesine sebep

olabilir ve bu da in vivoda hiicrenin sekillenmemesine yol agabilir.

Kiiltlir ortaminda, test bileskleri degismeden kalir ya da gorece yavasga degisir.
Ornegin bir maddenin toksik etkisinin gdzlemlenmesi icin hiicre icinde bazi
maddelerin olmamasi1 gerekebilir. Birgok bilesik metabolik aktivasyon gerektirir ve
digerleri metabolizma tarafindan zehirsizlestirilir. Ornegin; metil n- biitil keton
metabolizma sonucu 2,5 hekzadion ve 2,5 hekzadiol’e doniisiir (McLean, Holme,
Janneh, Southgate, Howard, Reed, 1998).In vivo metabolizmada anlasilmas: gereken
en Onemli sey dagilma ve doku kiiltir sistemlerinin verilerine dayanarak
metabolizmanin potansiyel etkisini belirlemektir. Eger bir kimyasalin potansiyel
norotoksik etkisi biyodoniisim (lipit su ayrimi, dagilim) gibi metabolik
parametrelere bagliysa; toksik etkinin kiiltiir sisteminde go6ziikmesi hayvan

calismalarinda anlamsiz olacaktir.

Metabolik Aktivasyon, in vitro ¢alismalarda 6nemlidir. Ilacin metabolik olarak
aktif olmas1 (6n-ila¢ niteligi tasimamasi) hiicre kiiltiiriinde toksik sonuglarin elde
edilmesi igin gereklidir. Genellikle test materyallarinin biyokimyasal aktivasyonu ve
detoksifikasyonu enzim preparasyonu, mikrosomal katki maddesi(6rnegin, embriyo

ekstrat1 ya da S9 karaciger fraksiyonu), ya da metabolizmay1 aktiflestiren hiicreler
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tarafindan  benzerlik  saglanir;  Ancak  biyotransformasyon  prosesleri
tamamlanamayabilir ya da organizmaya degisik yollar tarafindan saglam olarak
aktarilabilir. Metabolik aktivasyon sisteminin igerigi, karacigerde mikrozomal boliim
olup olmadigi, embriyonik mikrozomlar, ya da izole olmus hiicreler, deneysel
tekrarliligr saglamak i¢in siirekli kaynak gereklidir. Metabolik model metabolik
igerik hiicrelerinin izole edildigi metabolik sistem tipi gelistirilmistir. Ancak, enzim
cesitliligi icin polimorfizim goriilmesi asla dikkate alinmaz, bazilar1 igin
norotoksisite (6rnegin, sitokrom P450’ler veya monoamin oksidaz [MAO-B]) uygun
olabilir (Walum, Peterson, 1984). Ornegin, sinir sisteminde, glial hiicreler glutamat:
glutamine ¢evirmek (Yamamoto, Schmidt-Kastner, Hamasaki, Yamamoto, Parel,
2005), ayn1 zamanda noral ¢evreden agir metallerin ayrilmast (Stevens, Fortin,
Pappas, 2002) i¢in N-metil-4-fenilpiridinyun iyonu (MPP+)’den tiirevlenen 1-metil-
4-4fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin  (MPTP) norotoksik metabolitlerin iiretilmesinin
gerekli olduguna dair kanit vardir. Bundan dolayi, ikincil néronlara olan kimyasal
etkilerin calisildig1 in vitro modellerde genellikle tiim organizma bazinda yetersiz
metabolik sistemler calisilmigtir. Hiicre kiiltiirlerinin hiicreye toksik etkisinin
arastirilmasina olanak saglamasina ragmen, gecerli toksik etki saglayan miktar

tayininde zorluklar vardir.

Maruziyet Siiresi; in vitro ¢alismalarda 6nemli olmaktadir. Kimyasallarin toksik
etkileri tiim organizma bazinda ¢ok c¢esitlidir ve maruz kalinan doza ve siireye
baghdir. Toksik etki maruziyetten sonra ¢ok kisa siirede goriilebilir. Ancak bazi
durumlarda norotoksik etkinin goriilmesi i¢in zamana ihtiya¢ vardir. Bu tiir
olusumlar, kullanilan kimyasallar ya da kullanilan dozlardan ziyade toksik cevabin
altinda yatan biyokimyasal prosesten kaynaklanmis olmasi muhtemeldir. Bazi
kimyasallar zorunlu enzimler ya da membranlar gibi hiicre igerikleriyle etkilesir.
Sonug olarak, bu yapilar maruziyetten ¢ok kisa bir siire sonra etkisini gosterir. Bunlar
etkilerini diigiik konsantrasyonlarda ve kisa maruz kalma siiresinde yogun bir sekilde
gosterebilir.  Etkinin  goriilmesindeki gecikme kaskat mekanizmasindaki geri
doniisiimsiiz etkilere bagl olabilir. Bunun sonucunda toksik etki hiicrede yap1 zarar1
seklinde goriiliir. Kaskattaki her adim, sonraki adimi etkilemesi i¢in zamana ihtiyag

duyar ve bu da toksik cevapta gecikmeye sebebiyet verir. Ileri etkiler benzer kaskat
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mekanizmalar tarafindan etkilenir. Bazende, ilk degisimler ¢ok gec¢ siirede ve ileri
derecede etkili olacak sekilde gozlemlenmistir. Bazen toksik etki i¢in, kimyasalin
sistemde birikmesi gerekmektedir ve bu da uzun bir zaman alir. Bizmut 6rneginde,
asirt konsantrasyonlarda bile hem in vivo hem in vitro ¢aligmalarda etkisi yoktur,
ancak uzun siireli maruz kalma durumlarinda durum tam tersidir. in vitro sistemin
tiirline bagh olarak, néron hiicreleri en fazla birkag ay yasayabilir. Fakat tim noral
hiicre tiirleri bu periyotta olgunlastirilabilir (Horvat, 1991). Sonu¢ olarak maruz
kalma siiresi farkli kiiltiir sistemlerinde farkli sonuglar verebilir. Kiiltiir sistemleri
bliyilk oranda akut cevaplar {iretebilme kabiliyetine sahiptir. Fakat dogadaki

orneklere kiyasla farkli sonuglar ve cevaplar iiretebilir.

In vitro teknik kullanimi kesin ve yiiksek spesifiklikte herhangi bir biyokimyasal
bilesigin, organizmanin diger bilesimlerinden ve bolgelerden ayr1 olarak 6lciilmesine
olanak tamir. In vitro sistemler mekanik sorunlari asmaya yonelik kesin kontrol
imkani sunar, fakat yapay bir sistemdir ve etkiler ve sonuglar in vitro ortamda
kontrol edilmeli ya da in vivo ortama sonuglar uyarlanmalidir (Arinci, Elhan,
1995).Homostatik etkinin yoksunlugu; néroendokrin sistemin kontroliiniin olmamasi,
kan dolagimi ve buna bagl destegin olmamasi, bitisik hiicre etkilesimi olmamasi ve
hiicreler arasi bilesiklerin yarattig1 mikro ¢evrenin olmamasi gibi durumlar, in vitro

caligmalarin sinirlandirir.

Hayvani tiim viicut olarak incelersek, kimyasal dagilim bircok degisken
tarafindan kontrol edilmektedir. Diizgiin ¢alisan kan beyin bariyeri; kimyasalin
beyne girisini belirleyici en 6nemli mekanizmadir. Kiiltiir ortaminda bu bariyer
yoktur. Bu Bariyerin yoklugu kimyasalin hiicre ile dogrudan baglanti kurmasin
saglayabilir ve boylece kimyasalin gergek etkisinin izlenmesini saglar. Her ne kadar,
in vitro kosullar kimyasallarin sinir hiicreleri ile dogrudan iliski kurmasini saglasa da
kan beyin bariyeri veya lipit-su ayriminin saglandig filtrelemenin olmamasi (Garcia-
Valenzuela, Sharma, 2005) kiiltiir ortamindaki maruziyetin maruziyetin sonuglarinin
dogal halde miimkiin olmamasin1 ve etkinin yapay kalmasina sebep olur. Bundan
dolay1, her ne kadar hiicre kiiltiirii hiicreye girisi olan madde miktarini tayin etse de,

toksikolojik miktar tayinini zorlastirir. Unutulmamasi gereken kan beyin bariyeri
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dogum oOncesi donemde belirli bolgelerde tamamen gelisimini tamamlamistir. Buna
ek olarak kan-beyin ve Kkan-sinir bariyeri kimyasal gecirgenligi, degiskenleri
modellerken sikinti olusturabilir. Bu bilesiklerin gegirgenligine sinir sisteminden

bagimsiz olarak izin verilir.

Coklu tiir kiyaslanmasi ise in vitro toksisite yontemlerinin belirlenmesinde ve
standardizasyonunda énemli sonuglar vermektedir. in vitro sistemlerde farkli tiirlerin
benzer hiicre tiirlerini arastirma ve uygulama firsati sunar. Tek uygulamada farkli
tiirlerin hiicreleri, hiicre siras1 dizilimi uygulanarak aym anda olgiilebilir. insan
hiicrelerinin diger organizma hiicreleri ile kiyaslanarak tiirler arasi farkliliga bagh
toksisite farklanmalar1 bulunabilir. Insan hiicrelerinden birincil hiicre kiiltiirleri
kolayca hazirlanamaz. Insan hiicre ¢izgileri belli basli progenitdr hiicrelerden
hazirlanabilir ve tiiretilebilse genis insan hiicre kiiltiir yelpazesine sahiptir. Ornek
olarak, kendi kendine cogalan kiiltir HCN-1Aa serebral kortikal ndronlardan
gelistirilmistir  ve unilateral melangoensefali (megalencephaly) hiicrelerine
uygulanmis ve olgunlagsmig ndronlarin ¢ogalmasina bagli gelisimsel noropatinin

incelenmesine olanak tanir.

In vitro ¢aligmalarda onemli bitr sorunda Sinir sistemindeki heterojen yap1
olmakta ve alnan verilerin degerlendirilmesinde ve yorumlanmasinda dikkat edilmesi
gereken zorlu ¢ikarimlara neden olmaktadir. In vivo da, sinir sisteminin farklanmasi
noronlar ve ndéron olmayan hiicrelerle etkilesimine baglidir. Norotoksik cevapta,
bazen dogrudan hiicreye birebir etkilesmek yerine, hiicre-hiicre etkilesimini
degistirmek gibi dolayli etkilesimlerle de bu cevap gdosterebilir. Birincil hiicre
kiltiiriiniin en biiylik avantaji tek bir hiicre tipi ile zenginlestirilmis kiiltiir
olusturulmasidir. Bu tiir izole durumlar, noral hiicreler i¢in ¢ok yabanci durumlardir.
Zenginlestirilmis hiicrelerde beyin, spinal korteks ve ganlion {izerine odaklanmis

bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
Bu caligsmalarda baz1 glial hiicrelerin ve hiicre tiplerinin kiiltiir icinde etkilesimin

olmadig1 ¢ok nadir noron kiiltirii yapilmistir (Ahmed, Ingoglia, Sharma, 2001,

Garcia-Valenzuela, Sharma, 1999).Aslinda astroglial hiicreler olmadan néronlar ¢ok
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zor hayatta kalir (Maeda, Sawada, Matsubara, Nakai, Hara, 2004).Dogum Oncesi
serebellar astroglial hiicreler néron olmadan kiiltiire edildiginde diizgiin yapida
farklanmamis morfolojide olur ve c¢ok cabuk cogalir. Bu tiir kiiltiirlere néron
eklendiginde, hizl1 bir sekilde glial hiicre biiylimesi durur ve gliallerin morfolojisi
farklanmasi in vivo da goriilen serebellar astroglial hiicrelerine benzeyen bir profil
olusturur (Maeda, Sawada, Matsubara, Nakai, Hara, 2004).Benzer etkiler beyinin
baska bolgelerinden izole edilen hiicrelerde de goriiliir. Glial bdliinmesindeki ndron
inhibisyonu; noron/glial orani 4/1 in istlinde ise goriliir. Eger sistem oranimn altina
diiserse bir¢ok glial hiicre ndronlardan ayrilir ve c¢ogalmaya baslar. Bu olayin
membran-membran etkilesiminden kaynaklandigini akila getirir. Kiiltiir ortaminda
glial hiicre ¢cogalmasinin noronlar tarafindan inhibisyonu serumlu kiiltiir ortaminda

gosterilmistir (Morrison, Moore, Deppmeier, Gold, Meshul, Johnson, 1997).

Benzer etki astrositoma hiicre dizi kiiltiirlerinde de goriilmistiir (Yu, Tanabe,
Dezawa, Ishikawa, Yoshimura, 2006).Astrositoma en etkili yikim 6zelligine sahip
CNS tiimorlerini bdlen, ayrica yavas biiyliyen astrositomalardan hizli biiyliyen
glioma cesitlerinde kadar etki gosterir. Bu etkiye sican C6 tiimori, fare G26-24
tiimori, insan V251, HTP-16, ve A-172 hiicre sira kiiltlirleri arasinda gostermistir.
Noronlar bu astrositoma hiicreleri arasina yerlestirildiklerinde hizli bir sekilde
astrositomalara tutunur ve glial hiicre biiyiimesini durdurur. C6 glioma hiicreleri ve
retinal endotel hiicrelerinin etkilesmesi ile olusan glia-uyarilmis endotel
farklanmalari, hiicre tipleri arasi dinamik etkilesime 6rnek oldugu rapor edilmistir

(Qiu, Tang, Zhang, Wen, 2002).

McCarthy ve de Vellis, doku kiiltiirtinii iki haftada (Mizuguchi, Hui, Palm,
Sugiyama, Mitaka, Demetriou, Rozga, 2001) iki giinliik yeni dogmus sigan
yavrularindan glial karisim hazirlandi. 24 giin in vitro da olgunlastirildi. Bu 14 giin
ve 21 giinliik periyodu takiben astrositlerdeki ilerleyen tiim nd&robiyolojik
caligmalarda tekrar yerlestirme uygulandi ve hiicrelerin kritik olgunlasma siirecinde
olabilecegi ve benzer hiicreler oligodentroglia, astrosit ve mikroglialara farklilagtilar.
Boylece, duyarliliktaki farkliliklar her kiiltiirdeki hiicresel populasyondan dolay1

olabilir ve biitiin hiicre tipleri arasindaki etkilesimlerden, beynin hangi bolgesinden
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alindig1, hangi biiyiime evresinde toksikanta maruz kaldigi, hangi hiicre tabakasindan

temellendigi ve serumun varligindan dolay1 olabilir.

Gelisim sirasinda, ndronlar ve glial hiicreler farkli etkiler tarafindan
etkilenebilirler. Astrositlerin anatomik organizasyonu ve onlarin baslayabilirligi ve
sinaptik transmisyonda astrositler i¢in ¢ok fonksiyonlu transmitterlerin olusturdugu
sinaptik metabolitler olabilir (Miida, Hirayama, Nakamura, 2004; Scalia, Stalker,
2002; Backes, Howard, ).Glial hiicreler neotransmitter konsantrasyonu diizenler,
boylece ndronlarin potansiyel etkileyicilerini olustururlar (Jeppesen, Gaist, Smith,
Sindrup, 1999; Focking, Besselmann, 2004; Gaist, Garcia Rodriguez, Huerta, Hallas,
Sindrup, 2001).

Farmakoloji ve toksikoloji drnekleri ile yapilan ¢alismalarda hedef belirleme ve
hedefe yonelik tedavi olusturma diisiincesi ve ilgili siire¢ler her gecen giin giderek
artan bir sekilde saglik sektoriine ve farmakoloji diinyasina girmektedir. Farmasotik
ajanlar gelistirilmesine yonelik in vitro sistemler calisilmistir. Genelde farmasotik
ajanlar bir reseptor baglanmasindaki 6zellesmis mekanizmalar i¢in tasarlanmistir.
Hedef baglanma bdlgesine bagli olarak ilag giicii ve etkisi test amach 06zel
gelistirilmis in vitro sistem olusturabilir. Buna ek olarak, ilag tasarlanma, test
boyunca gozlenen baglanma hareketleri, ilag gilic ve etkisini degistiren hareketin
baglant1 noktasini karistirmas ile ilgili bilgiler elde edilir. Bu ortam ilacin 6zellesmis
mekanizmalarinin  ¢aligmast i¢in tasarlanmig c¢ok 6zel bir ortam olup 06zel
mekanizmalar1 degerlendirmeye yonelik in vitro tekniktir. In vitro teknik
kullanilmasindaki temel amag, bir ila¢ molekiilii gelistirmek, ilacin hareketini
yalinlastirip kavramak ve ilagtaki gelistirme masraflarini en az diizeyde tutmak i¢in
mekanizmanin gerceklestirildigi es de8er cevre olusturmak, hedef hiicreleri
belirlemek, bilinen hiicrelerin fonksiyonlarini ortaya ¢ikarmaktir. Buna ragmen in
vitro testler bilinmeyen ya da hayvan veya insan deneylerindeki beklenmeyen
sonuc¢lardan miikellef tutulamaz. Norotoksikler i¢in iyi agiklanmig mekanizmalardan
biri glutamatin nérotransmitter uyarisidir. Glutamat medyator gorevlerinden birini

postsinaptik N-metil-d-aspartat (NMDA) tipi glutamat reseptorii izerinde gosterir.
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Bu reseptorii bulunan hiicreler eksitotoksik uyarilara duyarlidir. Reseptor
uyarimina giden yol sodyum ve kalsiyum akiminin uzun siire devam etmesine
dayanir. Bu akim hiicre 6liimiine yol agan bir olaylar kaskadina yol agar (McLean,
Holme, Janneh, Southgate, Howard, Reed, 1998).Domoik asit gibi gesitli glutamat
muadilleri de uyart1 toksistesi ve bagli lezyonlara yol acar. Domoik asidin deniz
kabuklularinda birikimi insanlarda hipokampal vendrokortikal néronlarin kaybi ile
hafiza kaybina yol acar ki bu olay glutamat alicilarinin aktif hale getirilmesinden
kaynaklanir. Uyart1 toksisitesi mekanizmalarin anlamak ve tanimlamak i¢in ¢esitli in
vitro sistemlere basvurulur. Hipokampal kesim preparatlar1 hazirlanmasi veya
organotipik kiiltiirler elektrofizyolojik, biyokimyasal, ve farmokolojik NMDA
reseptor aktiviteleri incelenmek amaciyla kullanilir. Birincil dagilmis hipokampal ve

norokortikal kiiltlirler uyart1 toksisitesi karakterizasyonu amactyla kullanilmigtir.

1.5.3.Noron dizin hiicreleri, Kiiltiir ortam ve norotoksik etki

Noroblastoma hiicre dizilerinde yapilan ¢alismalar en ¢ok kabul goéren
calismalar yontemi olmaktadir. Hiicre dizilerindeki bir¢ok ndrotransmitter enzim fare
ve insan ndroblastomalarindan olusturulmustur. Bu 06zellikleri onlar1  gen
ekspresyonunun diizenlenmesi ve ¢cDNA kiitiiphanelerinin kurulmasi i¢in yapilan
caligmalarda kullanilabilir yapar. 40 yil 6nce ilk noroblastoma hat1 elde edilmistir.
Noroblastoma hiicrelerinin kullaniminda morfolojik farklilasma ve sitotoksisiteyi
ayirtetmek i¢in zamanlama 6nemli ve zordur. (Benzon, Kim, Benzon, Silverstein,
Jericho, Prillaman, Buenaventura, 1997) Pestisit arastirmalarinda, ndroblastomalar
hedef diziler olan AChE’nin ve NTE varlig1 ig¢in kullanilir (Berthold, Fabricius,
Rydmark, Andersen, 1993). Fare norolastomasi, NTE inhibisyonu diizeyleri ve
cesitli organik fosforlu maruziyetten sonra, sirali girisin ile organofosfat bagl
gecikmis noropati (OPIDN) ile iligkili ilaglar1 incelemek i¢in kullanilmistir
(Bischoff, 1973; Blunt, Vrbova, 1975; Bridenbaugh, 1969).

Insan noéroblastoma hiicre dizileri, fare ve si¢can néroblastoma dizilerine benzer,

insan dokusundan iiretilen ve tiire 6zgii olan ajanlar norotoksik etki gosterebilirler.

43



Boyle bir hiicre dizisi, birkag ilagla uyarilmasinin ardindan nérotransmitter sentezi ve
depolama, reseptorler ve iyon kanallarinin incelenmesi gibi deneyler i¢in kullanishir.
Genel sitotoksisite, norotoksige Ozel olarak belirlenir. Farmakolojik deneylerde
kullanilan IMR32 hiicreleri nikotinik ve muskarinik kolinerjik reseptorlerin
ekspresyonunun ve bilinen farmakolojik dinamiklerin bu reseptor bolgelerde mevcut
oldugu goriilmistiir. Bu hiicreler, kolinerjik in vivo sistemde cesitli metallerin
toksistesini incelemek i¢in de kullanilir. SYS5Y insan ndroblastomasi ve beyinle

karsilagtirilabilir norotoksik esteraz aktivitesi bulunmaktadir.

Feokromasitoma hiicreleri, PC-12 klonal hiicre dizisi bir sigcan feokromositoma
(adrenal medular tiimor) yerlestirilmistir ve genellikle birincil sempatik néron ve
kromafin hiicre kiiltiirleri birgok 6zellige sahiptir (Urcola, Hernandez, Vecino, 2006;
Bruguerolle, Attolini, Lorec, Gantenbein, 1995).Bu hiicreler NGF varliginda
sempatik noronlarin, uzamis ndritlerin, tiroksin igeren hidroksilaz aktivtesinin ve
uzaklagtirma faktorlerinin (Fujita ve arkadaslari; Buchi, Kestermann, Perlia, 1974)
farklilasmasini indiikleyebilir. PC-12 hiicre dizisi NGF cevabinda ve sinir hiicresi
farklilasmasinda mekanizma denetlenmesi yaygin olarak kullanilmigtir. PC-12
hiicrelerinin AChE, asetilkolin ve kolin asetiltransferazin sentezine bagli oldugu
durumlar dopamin, noepinefrin ve asetilkolinle birlikte salgilanir. Bunlar sodyum,
potasyum ve kalsiyum kanallarin1 kapsar ve G- proteiniyle ¢iftlesmis reseptor iceren
diger c¢esitli membran reseptorlerini igerir. Bu sebeplerden dolay1r ndrotransmitter
biyosentezi ve sekresyon biyolojisinin temelleri asir1 derecede arastirilmaktadir.
Calisma prosesinde birlesmis ndral farklilagmasinda, saklanmasinda ve
salgilanmasinda, norotransmitterlerin salgilanmasi, iyon kanallarinin fonksiyon ve
iyon kanallarindaki regililasyonu ve membran bag reseptorleindeki igeriklerle
etkilesim icin kullanigh bir model saglarlar. Toksikolojide, PC-12 hiicreleri kimyasal
uyarim  kalsiyum  kanallrindaki  ndrotransmitter  salgilama ve  reseptor
gelistirilmesinde ~ biyokimyasal ve fizyolojik metodlarin  arastirilmasinda
kullanilmiglardir (Butterworth, Moran, Whitesides, Strichartz, 1987; Cavino, 1971;
Chanh, Tuyen, Phuong, Pinhas, Buu-Hoi, 1971; Choi, Birknes, Popitz-Bergez,
Kissin, Strichartz, 1997).
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NSC-34 hiicreleri voltaj kapili iyon kanallarina, sitoiskelet organizasyonlarina
ve axondaki transfer mekanizmasinda calisan igeriklere cevap tiretir. Bu hiicrelerin
test sistemlerinde norotoksisite amagli aratirilan kimyasallarin arastirilmasinda
kullanilirken, norotoksisitenin aksiyon potansiyeli iiretimine, akson potansiyeline
norofilament olusumuna ve ndral iletimde spesifik noron fonksiyonlariyla olan
iliskisi degisime ugratilarak aratirilabilir (Cravioto, 1965).NSC-34 hiicrelerindeki
sitoiskelet proteinleri, ara filamentlerin diizenlenmesinde 2,5-hegzandi-on a karsi

duyarhdirlar.

Norotoksikolojide sonlandirma noktalar1 da 6nemlidir. Norotoksikoloji ve genel
toksikoloji arasindaki ayrimin siklikla kullanilmasi 6zel sonlandirma noktalarinin
sinir sistemindeki fonksiyonunu ve bu sonlandirma noktalar1 arasindaki maruziyet
iliskisini karsilastirir ve diger spesifik olmayan sonlandirma noktalar1 her yerde
birden bulunabilir. Diger yaklasim noronal ve nonnoronal hiicreler arasindaki toksik
ozelliklerin  karsilasilagtirllmasidir.  Norotoksisiteyi denetlemek i¢in bir c¢ok
sonlandirma noktasi vardir ve bu norotoksikant etkileri sinir sisteminin 6zellesmis
fonksiyonlarini birincil iistlenen dzellikleri denetlemek igindir. Izleyen béliimlerde
bazal hiicre fonksiyonlarindaki cesitli enzimlerin dl¢imii ve sinir sisteminin 6zgiin
sonlandirma noktalart ve hedef bolgelerdeki kimyasal karigiklik yeniden

incelenecelenecektir.

Toksik hasar bazen hiicre yasamini etkiler ve hiicreler 6liir. Hiicre yasaminin
belirlenmesi, mitokondrial canlilik belirlenmesi, ¢esitli boyalar araciligi ya da laktat
dehidrogenaz saliniminin ol¢limii ile yapilabilir. vital boya miktarin belirlenmesi
hiicrelerin hasarli membranlarinin tripan mavsine veya hiicre icindeki notral
kirmizya dayanabilmesine baglidir. Bunun yani sira vital boya miktar1 hiicre aslinda

hiicre hiicre membran gegirgenliginin letalitesinde bir gdsterge olarak kullanilir.

Notral kirmizi ve 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-dipentiltetrazolyum’un (MIT)
indirgenmesinin belirlenmesi hiicresel fonksiyonda yari spesifik olarak durumunun
belirlenmesinde genis olgiide kullanilmistir (Curtis, Scurlock, 1981). Bu belirtiler

Ol¢iimlerin vital boya disindaki daha hassas sitotoksik potansiyellerini a¢iklayabilir.
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Herhangi bir mikroskobik baki hiicreler ve astrositler ve fibroblastlar gibi diiz
morfolojide olan kugku uyandiran hiicreleri gosterebilir. Floresans boyalardan
etidyum homodimer ve iyotanmig propidyumun her ikisi de canli hiicre digina
cikabilir, florosans aktive hiicreyi otomatik olarak saymamizi saglayabilir. Bir diger
metodu Once toplam Kkiiltiir floresansini dlgerek ve daha sonra hiicre membrani yok
edilerek uygulanabilir. Boyanin asiriligimin - giderilmesi i¢in gerektigi gibi
yikanmasiyla, baghligim1 ya da pargalanmighigini kaybeden hiicreler rahatlikla

ayrilabilir.

Sitotoksik bir enzim olan LDH toksik maruziyetin birka¢ giin ya da hafta
icerisinde gosterilmesi i¢in Onerilmistir. LDH stabil bir enzim olmadig1 ve yarilanma
Omriiniin diger iriinler tarafindan serbest birakilabilecegi not edilmistir. Tiim bu
nedenlerden otiirli, ortamdaki hiicrelerden elde edilen herhangi bir 6l¢iim bulunan
toplam miktardaki salgi i¢in incelenmelidir. Bu nedenle, tiim ¢aligmalar ortamdaki ve
hiicredeki isaretgiler ve salgilanan/toplam isaret¢i orani verileri belirlenebilir. Bu
maddeler ortamdaki proteinleri indirgeyebilir ve sizdirict membranlar protein
Olctimiinii etkiler. Ortamda mevcut salginin toplam salgilanana boliinmesi ile toksiste
oOl¢iiliir. Membran gecirgenligini yansitan tiim bu 6l¢timler hiicrenin direk 6lmesine

sebep olmaz.

Norotoksikolojide hedef bolgeler olarak bilinen Kimyasallarin norotoksik
potansilellerini arastirmaya yonelik in vitro sistemlerin gelistirilmesine yonelik
caligmalara ornek olarak in vivo hedef bolge ya da siirecler belirlemek, biyolojik
detayin in vivo proseslerini anlamak ve cesitli kimyasallarin 6zel hedeflerinin
karsiligim  belirlemek olarak verilebilir. izole halde biir model sistem
gelistirilememistir. Cesitli biyolojik prosesler, hedef bolge ve konumlar, in vivo ve in
vitroda beraber kullanilarak olusturulan sistemlerde norotoksikant Ol¢timii

yapilabilir.

Yapisal olarak in vitroda morfolojik sonlandirma noktalar1 hiicre gdvdesini

aksonlar1 ve dendritleri etkiler, kimyasal uyarilmis degisiklik hedef hiicre
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populasyonunda farkli morfolojik etkiye sahip kimyasallarla zarar verilmesi gibi
olimciil olabilir (De Waegh, Brady, 1991).Morfolojik lezyonlar, smirli miktarda
etkiyi sonlandirma noktasi toksisitesinde gosterir. Noronlar genelde kiiltiir ortaminda
anormal yapidaki neurites olusturan maddelere maruz kalirlar. Ortak olusum
boncuklagmadir, genellikle genislemis ve biitiin organellerle kaplanmig aralikli norit
olusturmus yapilardir. Boncuklasma genelde kolsisin (Dixon, 1962), akrilamid
(Duchen, Scaravilli, 1977), veya etoksite maruz kalma durumunda olusur (Dyhre,
Lang, Wallin, Renck, 1997).Morfolojik farklanmalar astrosit kiiltiirlerinde s6z
konusu kimyasal ajanlara cevap olarak olusabilir. Ornegin, trimetil kalay,
astrositlerde morfoloji degisimine sebep olur ve proses merkez odakli ortam hiicre
govde biiyiikliigliniin artmasi ile ice ¢okme seklindedir (Chen, 2004).Tim noron
hiicreleri fenotip ve de morfolojik degisimleri bu tiir substratlarla etkileisim sonucu

gosterebilir.

Norit biiylimesinin akibetini etkileyen birgok faktdr bulunmaktadir. Norit
biliylimesi in vivo kosullarda ndron hiicrelerinin ana 6zelliklerindendir ve akson
iletimi gibi ¢ok Onemli hiicresel proseslerde gorev alir. Her ne kadar, zaman alici
olsa da ndrit biiylimesi gorece kolay bir gorevdir. Ek olarak norit biiyiimesi, ndrit
spesifik yapr elementleri ile belirlenebilir. Ornegin; mikrotiibiil iliskili proteinler,
norofilament proteinleri. Biyolojik etkenlerin durdurma yetenekleri, farmosotik
ajanlarin veya ¢evresel ve endiistriyel igeriklerin neurit biiylimesine miidahelesi

genelde yeni maddelerin aktivitesi goriintiilenirken kullanilir.

Norit diizenleyici faktorler, norotropik faktorler ve glial biiyiime faktorleri
genelde gelisim siirecindeki ekzojen yapilarina etkilerin belirlenmesi amaci ile
kullanilir.  Bilesigin biyolojik uyarilmis norit biiyiimesini Onleyici etkisinin
gozlenmesine yonelik calismalar sinir biiyiime faktorii muamele edilmis hiicre
calisilmasidir (Erengiil, 1985; Eylar, Ishaque A, Szymanska, 1980).Yine de bu
yaklagim sinirlidir. Ciinkii uyarilmisg biiylimenin inhibisyonu, normal kosullardaki

enzimleri ya da yapisal elementlerin yok olmasina ya da aktivite degismesine noritik
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proseslerin incelenmesine nazaran daha ¢ok etki edebilir. Her ne kadar bu yaklagim
bilimsel incelemeye yonelik yaklasim icerse de, neurit gelisiminde dogrudan etkileri

sonug olarak gdstermeyebilir.

Norotoksikolojide fonksiyonal sonlandirma noktalarindan biri olarak Aksonal
tasinim Onemlidir. Aksonal tagimim tiim Okaryotik hiicrelerde kendi bdlgesinden
sentezlenen ve kendi golgesinde kullanilan ve kendi bolgesinden sentezlenip baska
bolgelerde kullanilan transfer materyallarine benzer mekanizmalar1 kapsar. Bu
prosesin ardindan organizmalardaki biyolojik fonksiyonu i¢in genis alanlara yayilim
gereklidir (Glawert, 1980).Aksonal tasinim yonteminin ardindan toksikantin
dogrudan ya da dogrudan olmayan yontemlerle yuarilmasi uyarilmasi onemli bir
problemdir. Bir toksikant tranfer yolu iizerindeki mekanizmalarda bir etki
olusturabilir. Mekanizmadaki 6zel bir adim ile aksonal taginim arasinda bir etkilesim
olabilir. Ek olarak, enerji metabolizmasindaki daha genel biyokimyasal bozulmadan
dolayr bir etki olabilir. Genel yaklasim aksonal transferde toksikantin indiikledigi
degisimin hayvanlar iizeriinde incelenmesi gerektigidir. Bir akrilamid denemesi,
aksonal tagmimin goriinigiinii  etkileyen bir ndérotoksikant, noroblastoma
farklilagmasinda bir toksiklik gostermistir, fakat organel hareketi bozulmadan kalir.
In vivo sonuglar ile karsilastirilmasi hizla tasinan aktif markirlarin degisebilecegi
olasiligin1 yiikseltir ve aksonlarin altkiimesi veya organellerin akrilamid tarafindan
bozulmasinin gozlemlenmesine yardim eder (Hess, 1956).Eger organeller normal
sekilde hareket ediyorsa bu tipteki eksikliklerin vidyo mikroskop teknigiyle
aciklanmast kolay olamaz. Bundan dolayi, in vitro sistemlerde tiim
popiilasyonlardaki akson ve noritleri etkileyecek karigiklik ortaya ¢ikmasi
sinirlanabilir.

Bu sensor veya motor hiicrelerine farklilagan hiicrelerin hassas farklilagsmasinin
in vitro gozlemleriyle uyusmayabilir. Bu hiicreler akrilamite toksistelerinin
belirtilmesi i¢in denetlendiginde, hiicre morfolojisindeki degismeme durumu 25
png/ml akrilamid maruziyetinden 2 hafta sonra goriilmiistiir. Maruziyet saptandiginda,
biliylime prosesinin gergeklestigi sinirdaki biiylime konisinde bozulmalar ve neurit
kabartilar1 not edilmistir (Horvat, 1991). Walum ve arkadaslar1 (Duchen, Scaravilli,

1977) NIE115 hiicrelerinin norit kabarciklarini iireten akrilamid maruziyeti
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gostermistir. Bu in vivo sartlardaki akrilamid Maruziyeti ¢evresel akrilamid
maruziyetine bagh o6liime benzerdir. Hiicreleri hassaslik diizeyleri sekiz hiicre dizisi
(noroblastoma 41A3, noroblastoma NI18, noroblastoma NI1EI115, noroblastoma
glioma hibridi NG108CC15, glioma 13BMG, glioma C6, fibroblast RLF ve
fibroblast RMC) kiyaslanarak kesinlestirilmistir.

Elektromorfolojik endekslerde kiiltiir ortaminda onemli olmaktadir. Reseptor
veya iyon kanali ifade edilmesi in vitroda elektrofizyolojik kayitlarla ¢aligilabilir.
Ancak spesifik alt tiirler en 1y1 sekilde tek kanal kayitlari ile karakterize edilebilir.
Boyle detayli kayitlar membranin yikintilardan uzak tutulmasini gerekli kilar ancak
bu teknik acidan organotipik ya da eksplant kiiltiirlerde bunu basarmak ¢ok zordur.
Ek olarak, sinaptik fonksiyon ve ndron agindaki rastgele aktivite sadeve aktivite
gostermek i¢in yeterli karmasikliga sahip sistemde kolayca goriintiilenebilir. Yapinin
karmasik fonksiyonlarimin net sonuglar1 gérece daha basit olan elektrofizyolojik
ciftlestirilmis titresim inhibisyonu ve uzun donem potansiyel gibi tekniklerle
degerlendirilebilir. Beyin kan bariyeri (BBB); hem koruma hem de beyni besleme

gorevine sahiptir.

Beyin kan bariyeri in vitro ortamlarin degerlendirilmesinde dnemlidir. Beyin kan
bariyeri(BBB) beyini hem koruma hem de besleme gorevine sahiptir (Garcia-
Valenzuela, Sharma, 2006; Huang, Thalhammer, Reymond, Strichartz, 1995). Beyin
kapiler damarlarindaki endotel hiicreleri birbirine tight junction ve manset kistirmasi
ile bagh olduklar1 i¢in bir¢cok organik ve polar molekiiliin kan damarindan beyin
omurilik sivisina gecisini engeller. Molekiiller BBB ye ancak protein ve aminoasit
transfer enzimleri veya tastyicilari(glutamil transpeptidaz (GGTP), alkalen fosfataz,
glukoz transfer enzimi (GLUT-1) ornek olarak verilebilir (Bossy, Bastide,
Godlewski, Guérin, Lasjaunias, Lefebure, Prat, Roland, Salama, 1990; Jessen,
Mirsky, 1998) ile tasinabilir. Bu endotel hiicreleri fiziksel olarak astrositlerle
etkilesim halindedir ve fonksiyon gosterirken etkilesirler (Kalichman, Moorhouse,
Powell, Myers, 1993; Kalichman, Powell, Myers, 1988; Kalichman, Powell, Myers,
1989).Astrositler tight junction larin diizenlenmesinde gorevlidir ve yiiksek elektrik

dayanikliligini hiicrelere saglar. Ayn1 zamanda GGTP gibi ¢esitli enzim aktiviteleri,
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amino asit tasiyicisi, GLUT-1 proteininin ifadesinin reglilasyonunu saglarlar. Bu
BBB nin hem endotel hasarinda hemde astrositlerle endotellerin baglantilarinin
kopmasinin ardindan yok olabilecegini gosterir. Her ne kadar daha dnceden toksisite
duyarliliga ve hedef hiicrenin gelismislik diizeyine, test edilen maddenin miktarina,
maruz kalma siiresine bagli oldugu acik¢a gosterilsede BBB norotoksik kimyasal
maddeleri gecirmektedir (Kalichman, Powell, Reisner, Myers, 1986).Cok sayida
kimyasalin beyin parankimasina BBB yi asarak gectigi in vivo ortamda gosterilmistir
ve in vivo ndrobiyolojisinde buna dayanarak modeller gelistirme c¢abasi i¢indedir
(Kayaalp, 1988; Kidd, Heath, 1988; Kidd, Heath, 1991; Kniel, Junker, Perrin,
Bestetti, Rossi, 1966; Konradsen, Ravn, Sorensen, 1993; Lambert, Lambert,
Strichartz, 1994).

Sinyal iletim mekanizmalar1 olarak kalsiyum homostasisi normal ndronlarin
hiicrei¢i fonksiyonlar1 hiicreler arasi kalsiyumun sitosolde bulunan serbest kalsiyuma
oranina kritik sekilde baglidir (Levy, Wallace, Dobkin, 1975; Li, Bahar, Cole, Rosen,
1985).Hiicrelerin canliligi mekanizma kalsiyum homoestasisi bozulunca etkilenir
(Lowe, Stevens, 1997; Ludmer, Sabelli, 1968). Eger yiiksek senkronizasyon ve
iletisim ¢oOkerse, hiicre i¢i serbest kalsiyum miktarinda artis olur, bu da c¢esitli
hiicreigi reaksiyonlart artirir. Bu reaksiyonlara 6rnek olarak ndérotransmitter salinima,
proteinlerin fosforilasyonu, proteaz aktivitesinde artig gosterilebilir (Ludmer, Sabelli,
1968Scaravilli; Scaravilli, 1977; Mason, Attema, DeVries, 1991).Hiicreler arasi
kalsiyum ayn1 zamanda ndron biiylimesinde ve biiylime konisi aktivitesinde gorev
alir. Boliinme mekanizmalarina etki eden bir¢ok toksik ajan hiicrei¢i kalsiyum
miktarinin dengesini bozar. Bu kimyasallara 6rnek olarak metil civa(I) (Lundborg,
1970; Mason, Attema, DeVries, 1971), kepon, trietil kursun (Mateu, Luzzati, Vargas,
Vonasek, Borgo, 1990; Mateu, Luzzati, Villegas, Borgo, Vargas, 1992; Mateu,
Moran, Padron, Borgo, Vonasek, Marquez, Luzzati, 1997), siyaniir (McArthur,
Stocks, Hauer, Cornblath, Griffin, 1998), piretiroidler(pyrethoids) (Monso,
Santaliestra, Barbal, Fito, Riudeubas, 1996; Moore, Spierdijk, vanKleef, Coleman,
Love, 1982), PCB ilgili molekiiller (Erices, Conget, Minguell, 2000) ve aliminyum
(Muir, 1959; Murphy, Dawson, Slack, 1995) verilebilir.
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Hiicre siralar1 elde edilen insan noroblastomalarini baskilayacak miktarda
asetilkolin ve/veya katekolamin {iretmistir (Myers, Kalichman, Reisner, 1986). Her
ne kadar ¢cok miktarda fareden elde edilmis noroblastoma hiicre siralar1 asetilkolin
veya katekolamin farklanmalarini inceleyebilecegimiz sistemler sunsa da, diger
norotransmitter sistemler ile ilgili ¢cok az 6rnek bulunmaktadir. Sican klon hiicre
siralar1 fazla cesitte norotransmitter sistem sunar. GABA gibi norotransmitterlere
kars1 oncelikli inhibisyon gostermekte olup, ¢ok az sayida hiicre ¢ok az miktarda
asetilkolin ve katekolamin tretir (Myers, Murakami, Powell, 1986).PC-12 hiicre
dizinleri asetikolin ile birlikte norepinefrin liretebilme yetenegine sahiptir (Myers,

Rydevik, Heckman, Powell, 1988).

Hiicre kiiltiirleri biiyiime faktorlerine ve diger iceriklere tropik etkilerin etkilerini
kolin igerikli noronlarin diizenlenmesi ve gozlenmesi agisindan miikemmel
sistemlerdir. Ornek olarak, sigan beyinlerindeki septal bolgelerden ayrismus hiicreler
kullanilarak NGF, tiroid hormon ve gangliositlerin ektilerinin septal kolin iireten

noronlar tizerine etkisinin incelenmesi verilebilir (Peters, 1990).

Yaygin norotoksik sonlandirma noktalarinda bile, prosese 0zel kimyasallar
arasindaki cesitlilik ¢oktur. Bilinen norotoksikant hareketleriyle ilgili bilgiler hedef
bolgesi tiplerinin belirlenmesine yardimeci olabilir. Norotoksikolojide, hedef
bolgelerin kimyasallarla bilinmeyen nérotoksikolojik etkiler gelistirmesi aragtirma
siirecinde zorlugun ortaya ¢ikmasina sebep olabilir. Herhangi bir kiiltiir sistemi segici
bir ndrotoksisiteye karsi sitotoksisite iireten kimyasallar arasindaki farki anlama
girigimleri ile ilgili kiiltiir sistemi i¢inde incelenir. Hiicre biyolojisi ve sinir bilimdeki
gecerli bilgiler, hiicre prosesindeki ek elementler hiicresel fonksiyon bozuklugu
genel mekanizmalarla ilgili  bilgilendirici  olabilir. bu zamana kadar,
norotoksikantlarin kullanimiyla sinir sisteminin ¢esitli hiicrelerinin etkilenmesi
stirekli norobiyolojik fonksiyonlarin belirlenmesi, in vitro analizler ve ¢esitli
kimyasallarin aktif bolge Tlzerindeki etkilerini tanimlamasi i¢in biiylik caba

gostermislerdir.
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In vtro metodlar in vivo testlerm yerini tamamen alamaz ¢iinkii in vitro testler in
vivo smir sistem karmasikligina ve norobiyolojik fonksiyonlarin tamaminin
saglanmasindan ve erisilmesinden ¢ok uzaktadir. In vitro sistemler ndrotoksisite
taniminin bolgesel aksiyonlarini canlandirabilme asamasinda yetersiz ya da bilgi
verememektedir. In vitro ¢alismalarin sonuglari iligkili sinir sistemi 1gerigine bagh
olarak yorumlanmalidir. Kimyasal uyarimis m vitro degisimlerin daha glivenilir
olmasi 1¢in 1 vivodaki norotoksik etkilerle 1liskili olmalidir. In vitro
ndrotoksisitesinin gecerliligini saglayan prosediir kullanimi 6nemlidir. bu makalede
test metodlart hem 6lgmeye dizayn edildigi maddelerin 6l¢timiine hem de 6lgiim
karakteristiginin genel tanimlanmus standartlara uygun olmas1 anlatilmistir. in vitro
prosediirlerin sonuglar1 igerigin toksik maruziyete alakali mantikli yorumlanmasi ve
norotoksik risklerin 1nsan vucudundaki etkilerinin degerlendirilmesinde Snem

arzetmesi gerektigidir (Erices, Conget, Minguell, 2000).

In vitro sistemlerin norotosisiteyr test etmesit ndrotoksisitenn  spesifik
mekanizmasina bagl olarak dizayn edilmsine baglidir. agik uglu genel toksisitenin
ndrotoksik goriintulenmes1 su asamada garanti edilememektedir. In vitro teknikler
mekaniksel bazl1 hipotezlerin deneysel incelenmesinde biiyiik potansiyele sahiptir. In
vitro yaklagimlar biyolojik proseslerin kiymasal uyarilmis reseptér degisimi neurit
bliylimesi elektrofizyolojik degisimler, norokimyasal sonlandirma noktalar
belirlemede, 1yon kanallarinda, spesifik norotransmitter-enzim-hormon degisimlerini
anlamaya yonelik temel yaklasimlar icermektedir. In vitro prosediirler yapi-aktivite
iliskisinde belirgin fayda saglarlar. in vitronun aksonal transfer, biiyiime ve gelisme
ve biyoaktivasyon gib1 konularin ¢alisilmasinda potansiyeli vardir. Her durumda 1n
vitro sistemin kulture edilmesi ve 1geriginin segilmest gelistirilen ve valide edilen

yontemin hipoteze uygunluguyla degistirilmelidir.
1.6 Noroprotektif Etki ve Amag
llag etkilerini gosterdikleri sinirler iizerinde hasar olusturduklar1 bilinmekle

beraber bu toksik etkinin mekanizmasi tam olarak ortaya konmamustir. in vivo

sartlarda ii¢ boyutlu ortamda olusan toksisitenin karmasikligini ¢6zmek igin kiiltiir
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ortaminda sinir hiicrelerinde olusturulacak toksisitenin mekanizmalarin1 arastirmak

daha anlamli olmaktadir.

Sinir sisteminde néronlar ve ndroglial hiicreler vardir. Noronlarin farki akson ve
dentritlere sahip olmasi ve bunlar araciligi ile diger néronlar ve ndroglial hiicreler ile
haberlesmeyi saglamasidir. Dentritler néron ylizeyini artirarak diger hiicrelerden
uyarti almay1 kolaylastirir. Noronal hiicre membraninin yapisal komponentlerinin
korunmasi i¢in gerekli faktorleri iireterek, hiicre fonksiyonunu korur. Bunlardan bir
tanesi olan myelin, aksonun etrafin1 sarar. Bdylelikle hiicre algilama iletisim
birlestirme ve saklama islemlerini yiiriitiir. Hiicre toksik bir etkiye maruz kalirsa
perikaryonun direkt etkilenmesi veya trofik faktorlerin kaybolmasina bagl sinapsin
bozulmasi ile yozlagma baglar. Burada hasar1 belirleyen toksisitenin siddet ve siiresi
ile kalicihigidir. Dejenerasyon siireci olusan mekanizmaya bagli olarak hizli veya
yavas gerceklesebilir (Song, Sanchez-Ramos, 2002; Brazelton, Rossi, Keshet, Blau,
2000).Geciken norotoksik etki, noropati target esteraz (NTA) enzim diizeyini kiiltiir

ortaminda dlgerek gosterilebilir (Yang, Huang, Ma, 2006).

Norotoksik maddelerin in vitro test tekniklerinde hiicre tizerine etkisi selektif bir
sekilde olmaktadir. Bu spesifik duyarlilik bilesigin ekstraselliiler konsantrasyonuna
da bagimlidir. Genellikle ana bilesige bagl toksik etki meydana gelmekte ise de, bazi
durumlarda metabolitlerin de toksik etkileri goriilebilir. Toksik maddenin
fizikokimyasal Ozelliklerinin toksik etkiyi direkt olarak etkiledigi bilinmektedir.
Hiicre substratum iliskisi toksik etkide onemlidir (Hou, Cao, Wei, Bai, Zhang, Wu,
Pei, 2002; Koshizuka, Okada, Okawa, Koda, Murasawa, Hashimoto, Kamada,
Yoshinaga, Murakami, Moriya, Yamazaki, 2004; Sanchez-Ramos, 2002).In vitro
ortamda noronlarin temel fonksiyonu olan ndrit uzamasi, aksonal transport gibi kritik
hiicresel olaylara baghdir. Norit uzamasi, mikrotubil birlestirici protein ve
ndrofilament proteini gibi norit i¢in 6zel yapisal elemanlara bagl gelisir. Biyolojik,
kimyasal ve g¢evresel toksik maddeler norit uzamasini engeller. Norit gelistiren
faktor, noronotrofik faktor ve glial maturasyon faktorii ndrit uzamasinin gelisim
stirecinde rol oynarlar. Bu nedenlerle nérit uzamasinin izlenmesi yeni molekiillerin

ndrotoksik aktivitelerini aragtirmak i¢in kullanilabilir (Song, Sanchez-Ramos, 2002;
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Scintu, Reali, Pillai, Badiali, Sanna, Argiolu, Ristaldi, Sogos, 2006; Atlasz, Babai,
Reglodi, Kiss, Tamas, Bari, Domoki, Gabriel, 2007).

Lokal anestezi, duyusal iletinin viicudun bir yerinden SSS'ne ulagamamasi
durumudur. Lokal anestezikler, uyarilabilir dokularin sodyum kanallarin1 bloke eden,
kimyasal olarak birbirine benzer bir ajanlar grubudur. Lokal anestezik ilaglarin cogu
ester ya da basit benzen derivesi amidlerdir. Bir¢cok kisa etkili lokal anestezik,
uygulama sonrasi enjeksiyon alanindan hizla kana absorbe olur. Bolgeye kan akimi
azaltilmadig: siirece lokal etkinin siiresi kisith olur. Lokal anestezikler, voltaj bagimli
sodyum kanallarin1 bloke ederler ve sodyum iyonlarinin girigini azaltirlar. Boylece
membran depolarizasyonunu engellerler ve aksiyon potansiyelinin iletisini bloke
ederler. Lokal anestezikler, reseptorlerine sitoplazmadan veya hiicre membranindan
ulasirlar. ilag molekiilii sitoplazmaya ulasmak i¢in lipid membran1 ge¢mek zorunda
oldugundan, yiiksek lipid ¢oziinilirliige sahip non iyonize, yiiksiiz formlar etkili
intraseliiler konsantrasyonlara, iyonize formlardan daha ¢abuk erisirler. Diger
taraftan bir kez akson i¢ine girdikten sonra, ilacin iyonize yiiklii formu daha etkin
blok yapar.

Kok hiicre uygulamalar ile degisik kokenli hiicrelerin (Corti, Locatelli,
Donadoni, Strazzer, Salani, Del Bo, Caccialanza, Bresolin, Scarlato, Comi, 2002)
hedef dokuda bulunan kok hiicreler gibi ¢alisabilecegi gosterilmistir (Corti, Locatelli,
Donadoni, Strazzer, Salani, Del Bo, Caccialanza, Bresolin, Scarlato, Comi,
2002). Erigkin kok hiicrelerinin yasa ve kapasiteye bagli zorluklar1 (83) embriyonik
kok hiicreleri ile asilmaya ¢alisilmistir (Smith, Sadler, Dodd, Edwards, Ward, Park,
McLean, 2001).Embriyonik hiicrelerin elde edilmesindeki teknik ve etik sorunlar
eriskin kok hiicrelerinin énemini korumasina neden olmaktadirlar. Ozellikle spinal
kord hasarlarinda kok hiicre uygulamalarinin biiyiik timitler vaat ettigi bilinmektedir
(Jones, Anderson, Galvin, 2003).Yine kordon kanindan alinan kok hiicrelerinin noral
dokunun hasarinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Selander, Brattsand,
Lundborg, Nordborg, Olsson, 1979).Hem kordon kaninda hem de kemik iliginde
bulunan ve bir¢ok hedef hiicreye farklilanma kapasitesi olan mezenkimal hiicrelerin

ayni kapasiteye sahip olduklarii disiindiiren sonuglar bulunmaktadir (Jendelova,
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Herynek, Urdzikova, Glogarova, Kroupova, Andersson, Bryja, Burian, Hajek,
Sykova, 2004).Noral progenitorlerin kordon kani ve kemik iliginden alinmasi ile

ilgili protokol gosterilmistir (Song, Sanchez-Ramos, 2002).

Bu calismada amag kemik iligi stromal kok hiicreden farlilagtirilmis ndronlar ile
noroblastoma hiicre dizininde norotoksisite tarama testinde, tipta yaygin olarak
kullanilan lokal anesteziklerin norotoksik etkili olup olmadiklari1 ve varsa
norotoksisite derecelerini arastirmaktir. Norotoksik bilesikler noronlarin norit
uzamasini inhibe ederler. Bu inhibisyonun derecesi ile uygulanan maddelerin
norotoksik etki gilici paralellik gosterir. Biz de ¢alismamizda farkli lokal
anesteziklerin olas1 norotoksik etkilerini ve néronun bu etki karsisinda ¢cogalma ve
0lme gibi davranis mekanizmalarini, in vitro olarak, oksidatif stres ve apoptozis

yoniinden arastirmay1 amagladik.
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2. GERECLERVve YONTEMLER
2.1. Kullamilan Gerecler
2.1.1. Kullamilan hiicre hatt1

ATCC’den ticari olarak CRL-2266 katalog numarali fare néroblastoma hiicre
hatt1 (NB2a) satin alind1 ve kullanildi (McNeil ve ark 19xx)
2.1.2. Kullamilan cihazlar
Kullanilan cihazlar siralandiginda;
. EnSpire multimode plate okuyucu (Pelkin Elmer)
o Janus otomatik pipetleme cihazi (Pelkin Elmer)

o Spektrofotometre (Shimadzu BioSpec Nano)

. Masaiistii sogutmali tiip ve plate santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-15R)
. Masaiistli sogutmali eppendorf santrifiij (Beckman Coulter Microfuge 22R)
o Laminar Flow (Herasafe™ KS Class I1)

o CO2 inkiibator (Heracell-Thermo Fisher Scientific)
o Hiicre sayim ve canlilik tayini cihazi (Roche Cassy)
. -- 80°C derin dondurucu (Sanyo U7386S)
. Invert Mikroskop (Olympus) seklindedir.

2.1.3. Deney protokolii:

Calisma Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Ab. D. Hiicre
Kiiltiirii Laboratuarinda yapilacak olup fare Noroblostoma hiicre hattinda (NB2a)
caligilacaktir.

Hiicre dizini; Fare noroblastoma 2a hiicreleri (NB2a)
Proliferasyon medyumu: %5 fetal calf serum+ %5 horse serum+ %0.1
penisilin/streptomisin soliisyonu+ gentamisin soliisyonu iizerine yiiksek glukozlu

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ile 100ml tamamlanarak elde edildi.
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Diferensiyasyon (farklhilasma) Medyumu: %0,1 Penisilin/streptomisin soliisyonu +
0.5mM d-cAMP + gentamisin soliisyonu tizerine 100 ml tamamlanacak sekilde

yiiksek glukozlu DMEM ilavesi ile elde edildi.

Noroblastoma hiicreleri kiiltiir ortaminda (flask i¢inde) %5 fetal calf serum, %5
horse serum, %1 penisilin/streptomisin solisyonu (10000 U/10mg) ve %0.1
gentamisin (20 mg/ml) iceren yiiksek glukoz konsantrasyonlu Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) ile 37C° ve %5 CO:2 kosullar1 saglayan etiiv iginde
cogaltild1 (Axelrad, Howard, McLean, 2003; Flaskos, McLean, Fowler, Hargreaves,
1998; McLean, Holme, Janneh, Southgate, Howard, Reed, 1998).

Norotoksisite Tarama Testi; 24 6rnek (well) igeren tabaklara (plate), her bir 6rnek
icinde 15000 hiicre/ml hiicre, 500ul ilk {ic 6rnege proliferasyon medyumu (negatif
kontrol) ve geri kalan drneklere serum igermeyen DMEM igine dibiitiril cAMP (0,5
mM) eklenerek olusturulan farklilagma medyumu (proliferasyon medyumu) konuldu.
24 saat sonra her bir konsantrasyon i¢in farklilasma medyumu igeren 3 6rnek igine
pioglitazon (PG) 1, 3, 10, 30 uM konsantrasyonlarda konuldu. Ayrica ¢dziicii olarak
kullanilan etanol ¢dziicii olarak kullanildigi miktarda 20 pl hacimde 3 Ornek igine
eklendi (pozitif kontrol). 24 saat sonra hiicreler 20 dakika %4 formaldehid (PBS
igcinde) fikse edildikten sonra 5 dakika Coomassie Blue boyasinda (%0.6) bekletildi.
Boyanmis 6rnekler daha sonra 2 kez dnce PBS daha sonra distile su ile yikandi. Bir
gece kurumaya birakildi. Isik mikroskobu altinda rasgele secilen 10 farkli sahadan
100 hiicrenin nérit uzunluklar1 gériintii analiz sistemi ile dlgiiliir. Olgiilen norit
uzunlugu degerleri %inhibisyon ile degerlendirilir (McLean, Holme, Janneh,
Southgate, Howard, Reed, 1998).

Pozitif kontrol norit uzunlugu - Madde konulan nérit uzunlugu
OINhibISYONT =mmm oo

Pozitif kontrol-Negatif kontrol
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Klorprifosun Norotoksik Etki Diizeyi

Klorprifos uygulamasi 6ncesinde hiicre kiiltiiriine eklenecek dozu tespit etmek
amaciyla tiim kuyucuklara 500 pl hacimde proliferasyon medyumu igerisine her
kuyucukta 16 000 hiicre olacak sekilde NB2a hiicresi kondu. 24 saat sonra ilk {i¢
kuyucukta (well) proliferasyon medyumu (negatif kontrol), geri kalan tim
kuyucuklardan medyum ¢ekilerek serum igermeyen DMEM ig¢ine dibiitiril cAMP (1
mM) farklilasma medyumu (diferensiyasyon medyumu) ve klorprifos 10 uM, 20
uM, 25 uM 30 uM, ve 40 uM konsantrasyonlarda uygalandi.

24 saat sonra hiicreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS iginde)fikse edildikten
sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasinda (%0,6)bekletildi. Boyanmig 6rnekler daha
sonra PBS ile yikandi. Sonra 1sik mikroskobu altinda rasgele secilen 10 farkl
sahadan 100 hiicre deki ndrit uzunluklar1 goriintii analiz sistemi ile Slgiildii. %100
Norit inhibisyonu yapan konsantrasyonu arastirildi. En etkin en diisiik konsantrasyon

olarak 25 uM tespit edildi.

Klorprifos ile Olusturulan Noérotoksisite Uzerine NTT

Ik giin, tiim kuyucuklara 500 pl hacimde proliferasyon medyumu igerisine her
kuyucukta 16 000 hiicre olacak sekilde NB2a hiicresi kondu. 24 saat sonra ilk {i¢
kuyucukta (well) proliferasyon medyumu (negatif kontrol), geri kalan tiim
kuyucuklardan medyum c¢ekilerek serum icermeyen DMEM igine dibiitiril cAMP (1
mM) farklilasma medyumu (diferensiyasyon medyumu)ve klorprifos 25 uM
konsantrasyonlarda eklenerek norotoksisite olusturuldu. Her 3 kuyucuga, 1, 3, 10 ve
30 konsantrasyonda pioglitazon kondu. Kiiltiir tabagindaki {i¢ kuyucuga herhangi bir
madde eklenmedi (pozitif kontrol).Diger ii¢ kuyucuga ise dproliferasyon medyumu
eklendi (negatif kontrol).

24 saat sonra hiicreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS i¢inde) fikse edildikten
sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasinda (%0.6)bekletildi. Boyanmig drnekler daha
sonra Phosphate-buffered saline (PBS) ile yikandi. Sonra 1sik mikroskobu altinda
rasgele secgilen 10 farkli sahadan 100 hiicredeki norit uzunluklar1 goriintii analiz

sistemi ile 6lgiildii. Olgiilen nérit uzunlugu degerleri % inhibisyon ile degerlendirildi.
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MTT Metabolizmasinin ~ Olgiilmesi: MTT c¢alismast yani 3-(4, 5-
dimetiltiyazol-2-il)-2, 5 difeniltetrazolyum bromid’in mor formazan iriiniine
rediiksiyonu, hiicre yasami ve proliferasyonu tahmin etmek i¢in kullanilan bir
yontemdir. Hiicreler, enkiibasyon periyodunun son 4 saatinde MTT’nin 0,5
mg/ml’lik ¢o6zeltisi ile enkiibasyona devam etmis; ortam daha sonra dekante edilir ve
formazan tuzlar1 dimetilsiilfoksit (DMSO) ile ¢o6ziilmiis ve 570 nm’de UV
spektometre ile absorbans Olciiliir. Kontrol grubuna gore olgiilen absorbanslar
karsilagtirilarak kimyasal verilen gruplardaki yasam ve proliferasyon hakkinda bilgi
edinilir. Hiicrelerin kiiltiir ortamindaki canliligiin degerlendirilmesinde bu
hiicrelerin  mitokondrial fonksiyonlari, dolayisiyla canli hiicre yogunlugu

kolorimetrik bir test yontemi olan MTT (mitokondrial aktivite) testi ile belirlendi.

Bu test, sari1, suda ¢oziinebilen MTT boyasinin aktif mitokondrilerdeki elektorn
akimi yoluyla mor formazan {irlinlerine doniismesini olger. MTT  3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid’in mor renkli formazan
tirtinlerinin azalmasi hiicre yasama ve ¢ogalmasinda fikir verir. Hiicreler 0,5 mg/ml
MTT soliisyonu ile 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra medyum uzaklagtirildi. Kiiltiir
kabinin her goziine dimetilsiilfoksit (DMSO) eklendi. Formazan tuzlar1 DMSO ile
¢ozilildi ve absorbans 570 nm’de, 690 nm referans filtreye karsilik mikroplaka
okuyuculu spektrofotometre (Versa Max, Molecular Device, USA) de 6l¢iim yapildi.
Noéroblastoma hiicreleri, 15x10° hiicre gelecek sekilde drneklere konduktan sonra,
pioglitazon 1, 3, 10, 30 uM konsantrasyonlarda ortama ilave edildi. 48 saat inkiibe
edildi. Siire tamamlandiktan sonra, her 6rnege ortama 50 ul MTT ilave edildikten 4
saat sonra canli hiicrelerin mitokondrilerinde formazona ¢evrilen MTT’yi solubl hale
getirmek amaciyla 1 ml isopropanol eklendi ve optik okuyucuda 570 nm dalga
boyunda optik dansiteleri spektrofotometrede okutuldu. Kontrol grubuna gore %
olarak hesaplandi (Walum, Peterson, 1984; Atlasz, Babai, Reglodi, Kiss, Tamas,
Bari, Domoki, Gabriel, Diazoxide, 2007).Veriler ortalama+standart hata olarak
gosterildi ve tek yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey'in ¢ok yonlii karsilagtirma

yontemiyle istatistiksel olarak degerlendirildi. p< 0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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2.2 TUNEL Yontemi

TUNEL Yéntemi Ile apoptotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesinde DeadEnd
Colorimetric TUNEL system, Promega G7130 kiti kullanilarak 5 pm kalinligindaki
parafin bloklardan alinmis kesitlere uygulandi. Kesitler 1 gece 60°C’lik etiivde 1s1 ile
deparafinize edildi. Ardindan 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinize edildi. Azalan
alkol serileri ile 2’ser dakika (%95, %80, %70, %60) rehidratasyon uygulandiktan
sonra dokular serum fizyolojik ile oda 1sisinda 5 dakika (%0.85 NaCl) muamele
edildi.5 dakika PBS (fosfat buffer solusyonu) ile oda 1sisinda yikandi. Doku kesitleri
%4 paraformaldehit ile 15 dakika oda 1sisinda fiske edildi. 5 dakika PBS ile oda
1sisinda yikandi. 1/500 oraninda PBS ile diliie edilen 20-ug/ml proteinase K 20
dakika doku kesitlerine uygulandi. PBS ile yikamayi takiben %4’liik paraformaldehit
ile 5 dakika yeniden fiksasyon yapildi. 5 dakika PBS ile oda isisinda yikandi.
Kesitler 5- 10 dakika Equilibration buffer ile oda isisinda tutuldu. TdT-enzimi ile
nemli atmosferik ortamda 37 °C de 60 dakika plastik cover slipler kesitleri kapatacak

sekilde konarak tutuldu.

15 dakikalik SSC yikamasinin ardindan 5 dakika PBS ile oda 1sisinda yikandi. 3-
5 dakika hidrojen peroksit uygulanmasi sonrasi 5 dakika PBS ile oda 1sisinda
yikand1,1/500 oraninda PBS ile hazirlanan Streptavidin HRP soliisyonu ile 30 dakika
oda 1sisinda inkiibasyona tabi tutuldu. 5 dakika PBS ile oda 1sisinda yikandi ve
ardindan DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapildi, birka¢ kere distile su ile
yikama yapildi. Artalan boyamas: Mayer’s Hematoksileni ile yapildi. Kor yontemle
TUNEL pozitif hiicreler saptanmaya c¢alisildi. Negatif kontrol i¢in primer antikor
yerine PBS, pozitif kontrol olarak da apoptozis oldugu bilinen testis dokular
kullanilabilir. ~ Immunohistokimyasal ~ degerlendirmede preperatlara  boyanin
yogunlugu ve dagilimina gore + (1), ++ (2), +++ (3) olarak korlemesine semi-
kantitatif puanlama yapildi (Tablo 2.5).Ortalamalar istatiksel olarak degerlendirildi
(Rygaard, Lindenberg, 2002; Vidal, Diaz, Villena, Moreno, Campos, de Vargas,
2006).

TUNEL immunohistokimyasi apoptotizis korleme yontemle mikroskop altinda

histolojik ve morfometrik bakilar1 yapildi.
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Tablo 1 : TUNEL Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
FiKSASYON %4’ LUK PARAFORMALDEHIT 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA

PROTEINAZ-K (37°C etiivde) 1 SAAT
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
EQUILIBRATION BUFFER 10 SANIYE
ENZIiM Tdt ENZIMI (37°C etiivde) 1 SAAT
STOP WASH BUFFER 10 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x1 DAKIKA
ANTI-DIOKSIGENIN PEROKSIDAZ KONJUGATI 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidin) 10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S HEMATOKSILEN 3 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
KAPAMA KAPATMA MEDYUMU

2.3. Istatistik

Parametrelere gore degerlendirilen veriler, ortalama ve standart sapmalar
hesaplanarak ANOVA istatiksel analiziyle incelenip posthoc test olarak tukey-B
kullanilarak yapildi. P<0.05 * anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

PG, Diabet hastaliginin tedavisinde kullanilan bir ilag¢ olup diyabetiklerde
ozellikle periferik noropatilerde olumlu etkileri ve ndron koruyucu etkileri oldugu
sOylenmektedir. Ancak ndron kiiltlirlinde norit inhibisyonuna olan etkisi ile ilgili bir
kanit yoktur. Bu nednele noronlar {izerine PG etkisini norit inhibisyonunu ortaya
koyan norotoksite tarama testi (NTT) ve hiicreye yiiksek toksik etkinin gostergesi
kabul edilen ve hiicre Oliimiine neden olan hiicre kaybini gosteren MTT
metabolizmas1 {lizerine etkileri ile ortaya ¢ikan hiicre oliimiiniin nekrozami yoksa

apopitozami bagli olup olmadigi TUNEL testi ile arastiridik.

Calisma Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Ab. Dali Hiicre
Kiiltiirti Laboratuvarinda tamamlanmistir. Hiicre dizini; Fare ndroblastoma 2a
hiicreleri (NB2a), Kiiltiir ortamindaki NB2a hiicrelerinin farklilasma etkeni cAMP
eklenmeden bdoliinme ve c¢ogalma donemindeki 48 saatlik kiiltiir yasamindaki

goriintiileri alind1 (Resim 1).

Resim 1 : d-cAMP ile farklilastirilan NB2a Kiiltiir Hiicresi goriintiisii x 400
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MTT Metabolizmasi

MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2, 5 difeniltetrazolyum bromid’in mor formazan
tiriiniine rediiksiyonu, hiicre yasami ve proliferasyonu tahmin etmek i¢in kullanilan

bir yontemdir.

Kontrol grubuna gore degisik PG konsantrasyonlarda yasayan hiicre sayilari
degerlendirildi. MTT yoOntemiyle, Nb2a hiicre sayisinda, kullanilan tiim
konsantrasyonlarda PG, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gostermedi. Tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak hiicre 6liimii saptanmamustir (p>0.05).(Sekil 1).

Calismamizin 2. Boliimiinde ise klorprifos 25 uM konsantrasyonda uygulanarak
NB2a hiicrelerinin yasayan hiicre sayilar1 degerlendirildi. klorprifos 25 uM
konsantrasyonda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak yasayan
hiicre sayisim azalti.(Sekil 2).Pioglitazon uygulanmasi 10 uM konsantreasyondan
itibaren azalan hiicre sayisin1 kontrol grubuna yaklastirdi. 30 uM konsantrasyonda

kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi.(p<0.001).
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Sekil 2 : NB2a hiicreleri iizerine degisik konsantrasyonlarda PG’un MTT metabolizmas: {izerine etkisi. Kontrol
grubuna gore (p>0.05).
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Sekil 3 : NB2a hiicreleri iizerine klorprifos 25 uM konsantaryonda etkisine kars1 degisik konsantrasyonlarda
PG’in MTT metabolizmasi iizerine etkisi. Klorprifos grubuna gore ***p<0.001

Norotoksisite Tarama Testi
Isik mikroskobu altinda rasgele secilen 10 farkli sahadan 100 hiicredeki norit
uzunluklar1 goriintii analiz sistemi ile 6l¢iildii. Olgiilen nérit uzunlugu degerleri %

inhibisyon ile degerlendirildi (Huang, Thalhammer, Raymond, Strichartz, 1997).

Ilimli toksik etkinin bir gostergesi olarak kabul edilen nérit inhibisyonun
incelendigi norotoksisite tarama testinde hiicrelerin norit uzamasimna PG’un etkisi
incelendi (Sekil 3).Hiicrelerin kiiltiir yasamimin sonunda fikse edilerek alinan
goriintiilerde yapilan morfometrik incelemede PG doza bagli ilimli nérotoksik etkisi

gozlemlenmedi. (p>0,05).
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Sekil 4 : NB2a hiicreleri lizerine PG degisik konsantrasyonlarinda ndrit inhibisyonuna etkisi, kontrol grubuna
gore anlamli bir fark goriilmedi. (p>0.05)

Calismamizin 2. Boliimiinde klorprifos 25 uM konsantrasyonda uygulanarak
NB2a hiicrelerinin norit uzatmalar1 inhibe edildi (Resim 2).Klorprifos 25 uM
konsantrasyonda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde ndrit
inhibisyonu yapt1 (*¥**p<0.001).Pioglitazon 3 uM konsantrasyondan itibaren
klorprifosun yapmis oldugu ndrit inhbisyonunu engelledi (Sekil 4).Klorprifos gore
30 uM konsantrasyonda PG olduk¢a anlamli diizeyde norit inhibisyonunu engelledi
(Resim 3).PG 10 ve 30 uM konsantrasyonlarda uygulandiginda norotoksik etkinin
azaldig1 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde noérit inhbisyonunu engelledigi ve

noronun 1limh toksik etkiden koruyabildigi goriilmektedir (***p<0.001).
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Resim 2 : 25 uM klorprifos uygulanan NB2a hiicrelerinde olusturulan nérit inhibisyonunun gériintiisti x400

Resim 3 : 25 uM klorprifos + PG 30 uM konsantrasyonda uygulandiginda NB2a hiicrelerinde olusturulan norit

uzamasinin goriintiisii x400.
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Sekil 5 : Norit uzamasina klorprifosun ve PG nin etkisi. Klorprifosa gore istatistiksel olarak anlamli norit
uzamasinda anlaml bir artig goriildii (*p<0.05, ***p <0.001).

TUNEL Boyamasi

Apopitotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick
End Labeling (TUNEL, S7101, Millipore, USA) boyama yo6ntemi kullanildi. Kor
yontemle TUNEL pozitif hiicreler saptandi. Daha sonra istatiksel olarak gruplar
degerlendirildi.Olen Hiicrelerin nekrozami bagli yoksa apopitozami bagl oldugunu
gostermek amaciyla TUNEL testi yapildi. Kontrol grubuna gore 6len hiicre sayisinin
az olmas1 sebebiyle 10 ve 30 uM dozlarda PGile ii¢ tekrar halinde TUNEL boyamast
yapildi. Yapilan boyamalarda ilaglarin 2 farkli konsantarasyonunda toksik ve
apoptotik etkileri gozlenmeye calisildi. Yapilan boyamalardan elde edilen
gozlemlerde gelisen noroblastoma hiicrelerinin saglikli oldugu gorildi. Saglikli
gelisen ve vyapisan bu hiicrelerin norit uzattiklar1 da  gozlendi (Resim
5).Goriintlilenen NB2a hiicreleri saglikli ve yapisan az miktarda nérit uzatmis
hiicreler olup toksik etki ve apoptotik hiicre (p>0.05) sayisinda artis goriilmedi (Sekil
5).
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Sekil 6 : Pioglitazon tek basina uygulandiginda kontrol grubuna gére apopitotik hiicre sayisinda anlaml bir fark
goriilmedi (p>0.05).
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Resim 4 :Apopitotik hiicrelerin goriintimii diisik (x100) ve yiiksek (x400)
biiylitmelerde. CPS uygulanan hiicreler hem morfolojik olarak diferansiye olamadigi
hemde apopitotik hiicre sayiosinda artis oldugu gozlemmendi. Birlikte PG 30 uM
konsantarsyonda uygulanmdiginda hem morfolojik diizelme hemde apopitotik hiicre

sayisinda azalma gorildii.

Klorprifos uygulamasi apopitotik hiicre sayisini istatistiksel olarak artirmis
olup (p<0.001) PG uygulanmasi ile apopitotik hiicre sayisin1 anlamli bir diizeyde
azalmstir (Sekil 6).Ozellikle 30 uM konsantrasyonda PG uygulanmasi ile kontrol
grubuyla ayni sayida apopitotik hiicre varligi goriilmiistiir (p>0.05) (Resim 4).
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Sekil 7 : Apopitotik hiicre sayisina CPS nin ve PG nin etkisi. Kontrol grubuna gore (*p<0.05, ***p <0.001)
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Resim 5 : NB2a hiicreleri lizerine PG etkisi altinda 10 ve 30 uM konsantrasyonlarda nérit uzatmalari ile oldukga
sagliklt morfolojik gériiniimleri oldugu ve apoptoz ile isaretlenmedikleri izlendi.
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4. TARTISMA

Alkol kaynakli norotoksisitedeki temel unsurlarin  Eksitotoksisite ve
ndroinflamasyonda rol oynayan mekanizmalar olup, PPARY agonistinin koruyucu
etkisi, pro-inflamatuvar sitokinlerin inhibisyonuyla baglantili goriinmektedir
(Cipitelli A.ve ark 2017).Pioglitazon, Parkinson hastaliginin MPTP fare modelinde
noronal hasar1 zayiflatarak, MAO-B enziminin inhibisyonunu igeren bir mekanizma
ile zayiflatir.(Quinn LP.ve ark.2008 )PPARYy aktivasyonunun, biiylime inhibisyonu,
apoptosis ve bir takim timor hiicrelerinin farklilagsmasina yol actigint bazi

calismalarda gosterilmistir.

Giulianove ark. ¢alismasinda da specific inhibitors of PPARy, GW9662 or
T0070907 ise WIN(R-[2,3-Dihydro-5-methyl-3[(4-morpholinyl)methyl]
pyrrolo[1,2,3,-de]-1,4-benzoxazin-6-yl]-1-naphthalenyl methanone mesylate ) ile
olusturulan sitotoksisteyi pioglitazonun engelledigi gosterilmistir.(Guiliano M. ve
ark.2008).

Fenofibrat ve pioglitazonun olasi noroprotektif etki mekanizmasi. Hem MPTP
hem de Parkinson hastaligindaki néroinflamasyonda rol alan NF-«kB'yi aktive eder.
Fenofibrat ve  pioglitazon, NF-«B'nin  aktivasyonunu inhibe ederek
ndroinflamasyonun olugmasini onler ve ndroprotektif etkiler ortaya koyar MPTP
tedavisinin apoptoz ile noronal 6liimle sonuglanan kaspaz-3'ii aktive ettigini, ancak
noroprotektif ilaglarla yapilan tedavinin kaspaz-3 aktivitesini inhibe edebilecegini ve
noronal hasar1 azaltabilecegini gostermistir. Pioglitazonun, MPTP'in intranigral
inflizyonundan sonra lokomosyon frekansiin ve yetistirme frekansinin azalmasina
kars1 noroprotektif bir etkiye sahip oldugunu daha Onceki caligmalarda gosterdik
(Miida, Hirayama, Nakamura, 2004).Bir 6nceki ¢alismada pioglitazonun, MPTP'nin
neden oldugu hipolokomotion'u tersine c¢evirebildigini de gostermistir(Scalia,

Stalker, 2002).
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50 mg / kg pioglitazon, MPTPmin norotoksik etkilerine karst kismi
noroproteksiyonu gosterdi, substantia nigra'da TH immiinreaktivitesi ile saptandi
(Miida, Hirayama, Nakamura, 2004).PPAR alt tiplerinin ortak bir fonksiyonu,
oksidatif stresin ve inflamatuvar siireclerin baskilanmasidir (Walum, Peterson,
1984).Bu kesifler, merkezi sinir sisteminin ¢esitli bozukluklarinda PPAR
agonistlerinin noroprotektif etkisini degerlendirmek i¢in asil mantig1 saglamistir.
PPAR-a ve PPAR-y agonistlerinin ndroprotektif etkililigi daha onceki caligmalarda
gozlenmistir.(Hou ve ark. 2002) ve (Jendelova ve ark. 2004).

B27 komponenti (-B27) gikararak hazirlanan medyumla noron kiiltiirii 24 saat
inkiibe edildiginde kiiltiir ortaminda dramatik olarak noronal hiicre Oliimler ortaya
cikmaktadir. Telmisartanin noroprotektif etkisi vardir. Bu etki de PPARy

aktivasyonu kismen CGC'lerde telmisartanin néroprotektif etkileriyle ilgilidir.

Ang II, ATI ve AT2 reseptorleri olmak iizere iki reseptor tipini uyarir 34. Ang
II, esas olarak AT2 reseptorii araciligiyla glutamat ile indiiklenen ndronal hiicre
Olimiint azalhtir. AT1, fakat AT2 olmayan benzer noroprotektif bir rol daha once
insan noroblastoma kiiltiirlerinde bildirildi. AT1 reseptér blokaji, 6nemli bir
noroprotektif sistem olan niikleer reseptor PPARy'y1 aktive eder. Telmisartan veya
losartanin PPARy-aktive edici etkileriyle ndroprotektif etkileri olusturduklar
diisiiniilmektedir. Ayrica PPARY aktivasyonu, glutamat aracili norotoksisiteye karsi
noroproteksiyonu tesvik edebilir.(Barbiero JK ve ark.2014 )Telmisartan ATI
reseptor blokaji ve PPARy aktivasyonu yoluyla CGC'lerde besin yetersizligine bagh

apoptoza karsi noro koruyucu etkisini gostermistir.(Pang T. ve ark. 2014 )

AMP-aktive protein kinaz (AMPK), hiicre sagkalimi1 ve apoptoz ile ilgili sinyal
yollarini diizenler ve hipokampal neurojenezin arttirilmasinda rol oynar (Moncada,
Higgs, 1993).Farmakolojik AMPK aktivasyonu, in vitro olarak -amiloid birikimini
dogrudan inhibe edebildigi (Nolte, Harleman, Jahn, 1995) tarafindan gosterilmistir.
hipokampal AMPK seviyeleri, B-amiloid birikimi ve ndronal apoptoz iizerine oral
diisiik doz (Yang, Huang, Ma, 2006) ve subkutanoz yiiksek dozun (Atlas Z. 2007)
MSG'nin etkilerinin karsilagtirildig1 ¢alismada MSG toksisitesinin AMPK aktivatori
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Pioglitazone tarafindan ters c¢evrilebilecegi dair bulgular elde edilmistir. AMPK
tilkenmesi, MSG ndrotoksisitesinin aracicist gibi oldugu ve Pioglitazone tarafindan
AMPK indiiksiyonu ile iligkili olarak Noronal apoptoz ve [1-amiloid birikiminin
lyilestirildigini gostermis olmalart ile birlikte ndronal hasar1 PG 6nlemesinin diger
yontemler ilede  gosterilmesi  gerektigini  belirtmislerdir.  (Dief  AE,
2014).pioglitazonun PPAR-gama aktivitesinin ve peroksizom fonksiyonunun
modiilasyonunun hem NO hem de hidrojen peroksit aracili néronal ve aksonal hasari
hafiflettigini ve noroinflamasyon ile iliskili ndrodejeneratif degisikliklere kars1 yeni

bir terapotik yaklasim oldugunu gray ve ark. Belirtmislerdir.(Gray E. ve ark. 2012)

Tiazolidindionlar (TZD), primer etkileri periferik insiilin direncini diistirmek
olan ajanlardir. Primer etkilerini peroksizomal proliferatorle aktiflestirilmis
reseptorler (PPAR) olarak adlandirilan spesifik reseptorleri aktif hale getirerek
gosterirler. PPAR a, PPAR B (6), PPAR vy olmak iizere ii¢ alt tipi vardir. TZD*larin
antidiyabetik etkilerinin PPAR vy alt tipine baglanma ve onu aktif hale getirme
yetenegiyle yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir. TZD"larin, vaskiiler sistem
tizerinde etkileri mevcuttur. Vaskiiloprotektif etkilerinin ¢ogu insiilin direncini

kirict/antihiperglisemik etkilerinden bagimsiz olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Kiiltiir ortaminda norona yonlendirilmis dizin hiicrelerinin nérona ait diger
bir¢ok karakteristiginin yaninda norit uzatma 6zelligi ii¢ boyutlu ortamindan ¢ikmis,
membrant ile direk temasa izin veren bir ortamin olusmasini saglamaktadir. Bu
Oonemli yapilagma in vivo sartlarda incelenen toksik etkiden farkli olarak olas1 toksik
etkinin de bir gostergesi olmaktadir. Hiicre-hiicre, hiicre-matriks ve hiicre-biiyiime
faktorleri etkisi altinda in vivo sartlardaki bir néronun toksik etkiye dayaniklilig: ile
¢iplak halde kiiltiirde bulunan tamamen savunmasiz ve kontroliimiiz altindaki néron
dayanikliligt dogal olarak farklidir. Bu nedenle kiiltiirdeki ndronon toksik etkiye

yanit1 birebir yanit olmakta ve olasi toksik etki hakkinda bilgi vermektedir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin 6nemli bir 6zelligi medyumda kontrol edilebilir

diizeyde iyon bulundurulabilmesi ve toksisitesi O¢iilen ilacin direkt olarak {i¢ boyutlu
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ortamin karmasilikligindan kurtulmus, kan-beyin bariyeri permeabilitesine etkisi hig

goriilmeden yapilmig ¢calismalar olmalaridir.

Sinir sisteminde néronlar ve ndroglial hiicreler vardir. Noronlarin farki akson ve
dentritlere sahip olmasi ve bunlar araciligi ile diger néronlar ve ndroglial hiicreler ile
haberlesmeyi saglamasidir. Dentritler néron ylizeyini artirarak diger hiicrelerden
uyarti almay1 kolaylastirir. Noronal hiicre membraninin yapisal komponentlerinin
korunmasi igin gerekli faktorleri iireterek, hiicre fonksiyonunu korur. Bunlardan bir
tanesi olan myelin, aksonun etrafin1 sarar. Bdylelikle hiicre algilama iletisim
birlestirme ve saklama islemlerini yiiriitiir. Hiicre toksik bir etkiye maruz kalirsa
perikaryonun direkt etkilenmesi veya trofik faktorlerin kaybolmasina bagl sinapsin
bozulmasi ile yozlagma baglar. Burada hasar1 belirleyen toksisitenin siddet ve siiresi
ile kalicihigidir. Dejenerasyon siireci olusan mekanizmaya bagli olarak hizli veya
yavas ger¢eklesebilir. Geciken norotoksik etki, ndropati target esteraz (NTA) enzim

diizeyini kiiltiir ortaminda 6lgerek gosterilebilir.

Norotoksik maddelerin in vitro test tekniklerinde hiicre lizerine etkisi selektif bir
sekilde olmaktadir. Bu spesifik duyarlilik bilesigin ekstraselliiler konsantrasyonuna
da bagimlidir. Genellikle ana bilesige bagh toksik etki meydana gelmekte ise de, bazi
durumlarda metabolitlerin de toksik etkileri goriilebilir. Toksik maddenin
fizikokimyasal ozelliklerinin toksik etkiyi direkt olarak etkiledigi bilinmektedir.
Hiicre substratum iliskisi toksik etkide dnemlidir (Hou, Cao, Wei, Bai, Zhang, Wu,
Pei, 2002; Koshizuka, Okada, Okawa, Koda, Murasawa, Hashimoto, Kamada,
Yoshinaga, Murakami, Moriya, Yamazaki, 2004; Sanchez-Ramos, 2002).in vitro
ortamda noronlarin temel fonksiyonu olan ndrit uzamasi, aksonal transport gibi kritik
hiicresel olaylara baghdir. Norit uzamasi, mikrotubil birlestirici protein ve
ndrofilament proteini gibi ndrit i¢in 6zel yapisal elemanlara bagl gelisir. Biyolojik,
kimyasal ve cevresel toksik maddeler norit uzamasini engeller. Norit gelistiren
faktor, noronotrofik faktor ve glial maturasyon faktorii ndrit uzamasinin gelisim
siirecinde rol oynarlar. Bu nedenlerle ndrit uzamasinin izlenmesi yeni molekiillerin
norotoksik aktivitelerini arastirmak igin kullanilabilir (Flaskos, McLean, Fowler,

Hargreaves, 1998; McLean, Holme, Janneh, Southgate, Howard, Reed, 1998).
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Hiicrenin oSliimiiyle ilgili kiiltiir ortaminda yapilabilecek testlerin en Onemli
parametresi membranda olusan hasarin gosterilebilmesidir. Calismamizda MTT testi
hiicre yasam kriteri olarak kullanilmis ve bu teknikle hiicre Oliimiiniin kontrol
grubuna gore kullandigimiz konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli olmadigi

gosterilmistir.

Calismamizda kiiltiir ortaminda hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda her hangi
bir problemin olusmamasi nedeniyle PG ile minimal toksik etkiye bagli apoptozis

goriimemistir.

Tiazolidindionlarin intraselliiler antioksidan aktivitesi dikkate degerdir. Bu
0zellik koruyucu antioksidan etkilerini yansitmaktadir. Bu ajanlar serbest radikaller
tizerinde direk antioksidan etki gostermezler. Fakat oksidatif stresin olusumuna
neden olan hiperglisemik durumlardan birka¢ mekanizmay1 bloke ederek etki

gosterirler.

Volkovova K ve arkadaslar1 pioglitazonun diyabetik ratlarda bobrekte GSH-Px
akivitesini %60 oraninda artirdigini, katalaz ve SOD aktivitesinde degisiklik
olmadigimi bildirmislerdir (Deliloglu-Giirhan, 2006).Son yillarda TZD"m ve
ozellikle pioglitazonun potent glikasyon ve protein capraz baglanmasinin inhibitorii
olan giiclii antioksidan oldugu Rahbar S ve arkadaslarinin yaptigi calismada

gosterilmistir (Brazelton, Rossi, Keshet, Blau, 1997).

Hiicre Olimiiniin  nekrozami1  yoksa apopitozami  bagli  oldugunun
iliskilendirilmesi i¢in TUNEL immunoreaktivitesine bakildi. Primer antikorun yerine
PBS kullanilan negetif kontrollerde boyama saptanmaz iken TUNEL pozitif

immunoreaktivitenin anlamli bir artis olmadig: goriildii.
Calismamizda hiicre 6liimleri morfometrik olarak degerlendirilip LA toksik

etkisi hem hiicre oliimii hem de apoptoz ile gosterildi. Ilimli toksik etki

konsantrasyonlarinda ndrit inhibisyonu ile saptanan toksisite bu diizeyde olusan
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degisiklikler i¢in yararli bir yontem olarak kullanildi. Ancak burada da apopitozis
denilen mekanizmanin varligi bir sorun olarak ortaya ¢ikar. Bu hiicreler canli gibi
goziikseler de en kisa zamanda 6lecek veya intihar edecek hiicrelerdir. Bu hiicrelerin
membranlar1 heniiz bozulmadigi i¢in bir canli hiicreymis gibi izlenim verebilirler.
Burada yapilacak is gene transfiizyon 6zellikle en ile hiicre organellerini ve 6zellikle
niikleusun kondansasyonunu ayni zamanda TUNEL dedigimiz terminal
deoksintikleotin transferaz ile tiretilen 1, 25 trifosfat biotidin baglanmas1 seklindeki
bir boyayla da bu hiicrelerin apopitotik oldugu gosterilebilir. Apopitozis bir hiicre
O0lim yontemi olarak DNA bantlasmasi, membran basamagi seklinde goriilen
otoforos sonrasinda goriinti ve artmis hiicresel kaspas aktivitesi seklinde

tanimlanmaktadir.

PG kullanan kislerde plazma konsantrasyonu oOlgiildiiginde 5-10 uM
konsantrasyonda plazma diizeyleri Ol¢lilmiistii. Kullandigimiz konsnatrasyonlarda

plazma konsanterasyonuna yakindir (Xue et al., 2003)

Gene hiicre kiiltiiriinde hiicre oliimiiyle ilgili bir hatali parametre de hiicrelerin
hala ¢ogalmaya devam edebiliyor olmasindan kaynaklanan hiicre sayisinin
karigtirtlabilmesidir. Bu durumda da BRDU seklindeki boyamayla bu hiicrelerin
proliferasyona girmediklerinin gosterilmesi girenlerin varsa bu sayisal hesaptan
diisiilmesi seklinde anlagilmaktadir. Calismamizda kiiltiir ortaminda hiicre ¢ogalmasi
ve farklilagsmasinda her hangi bir problemin olusmamasi nedeniyle minimal toksik
etkiye bagli apoptosis mekanizmasinin varligi ayrica ndrit inhibisyonu seklinde

ortaya kondu.

Hiicre kiiltiirtinde bir diger eksik olan ortam da normal invivo sartlarda néronun
astrositler ve oligodendrositlerden aldig1 destegi yitirmis olmasidir. Ozellikle invivo
sartlarda olusturulan iskemi gibi hasarlarda bu destekle beraberinde Onemli
degisiklikler olusturulmaktadir. Aksonlar kesinlikle aksiyon potansiyelini iletme
anlaminda néronun en 6nemli fonksiyon goren iinitesidir ve aksonlar bulunduklari
somadan ¢ok uzun mesafelere kadar bulduklar1 farkli extraselliiler faktorler etkisi

altinda uzatma yapabilmektedir. Ozellikle aksonlarin lokal olarak iirettikleri ATP bir
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enerji substrat1 olarak somadan almadiklari bir faktordiir. Aksonun hasar goérmesiyle
ilgili olarak hem trofizm hedef bagimli faktorleri beyindeki asil merkezinden
alamamasit hem de metabolizmasinin bozulmasi seklinde ortaya konmaktadir.
Ormnegin aksonlarin kesilmesinden sonra intraselliiler Ca miktarinin oldukca arttig1
gbzlenmistir. Ancak eger aksonlart mekanik olarak ayrilmis olan néronlar kiiltir
ortaminda ayni sekilde birakilirlarsa hala aksona bagli néronun tekrardan akson
tiretmesi seklinde bir olumlu etkisinin goriildiigli de saptanmistir. Bu tiir ¢evresel
destegin olmamasi sonucuda olusan toksik etkinin agiklanmasinda bu etkinin de

dikkate alinmasi gerekir.

Kiiltiir sartlarinda 6zellikle NMDA eksitotoksisitesine karst aksonlarin oldukga
direngli oldugu gosterilmis ancak ila¢g uygulamalari sirasinda hizli bir hiicresel
sismenin ve noral dendritlerdeki spine (¢ikinti) yapma karakteristiginin kayboldugu
saptanmistir. Aksonun myelinli olup olmamasi da toksik hasarin belirlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Ornegin myelinli olmayan aksonlar eksotoksik hasara
direncli olmasina karsin, oOzellikle disardan destek aldiklari trofik faktorlere bagl
toksik etkiye direngsizdirler. Burada ayrimi saglayan voltaj bagimli Na kanallarinin
farkl1 olmasindan kaynaklanan toksik etkinin de farkli gelismesi seklinde
aciklanmistir. Bu tiir farkli toksik etkiye bir baska 6rnek de NMDA’nin verilmesi
sonrasinda noronal dendritlerin sismesi, kalinlasmast ve spine c¢ikintilarini
kaybetmesi goriiliirken, Na kanal1 aktivatorii veratridin verildiginde hem akson hem

dendritin beraber hasar gordiigii saptanmustir.

Toksik etkiye bagli aksonal hasarda hem oksidatif stresin hem yiikselmis
ekstraselliir glutamatin etkili oldugu ve serbest radikallerin bu hasar1 yonlendirdigi
gosterilmis ancak mekanizmalar1 heniiz tam olarak anlasilmamistir. Ornegin diisiik
glutatyon igerigine ragmen yiiksek demir bulunmasi da benzeri bir toksik etki
yaratmaktadir. Glutamat toksisitesinde toksik etkinin glutamat reseptorleriyle tek
basina iletilmedigi, ayn1 zamanda glutamat-sistin degisim mekanizmasinin da aktive
oldugunu gdstermislerdir. Bu degisim mekanizmasi klorid bagimli olup enerjiden
bagimsizdir ve dogal olarak intraselliiler ortama fazla miktarda sistinin gelmesinin

sonucu olarak fazla miktarda glutamat olusturmaktadir. Normal kosullarda sistin
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glutatyona donerek potent bir serbest radikal ortaya ¢ikartmaktadir. Ancak patolojik
mekanizmalarda bu sistinin uzaklastirilmasi hiicrenin serbest radikallerle miicadele
etmesini engellemekte hatta bazal diizeydeki bir serbest radikal tiretiminin hiicreyi
sistin uzaklastig1 takdirde 6ldiirdiigli bilinmektedir. Hem yaslanmaya hem de toksik
etkiye bagl olabilecek mekanizmalardan bir tanesi de Ca kanallariyla ilgili olusan
hasardir. Hipokampiisdeki noronlarda yapilan calismada kiiltiir ortaminda Ca kanal
fonksiyonlar1 arttirilan noronlarin ¢ok daha uzun siire yasadiklar1 gosterilmistir.
Norotoksik etkinin gdsterilmesinde invitro yontemlerin yarar ile ilgili yapilan bir
calismada da risk faktorlerinin bir¢ok gruba boliinebilecegi, bunlardan zararli
olabilenlerin, doz bagimli olabilenlerin, toksik etkiye maruz kalma y&ntemlerinin ve

riskin tanimlanmasi1 yontemleri seklinde ayrilabilmektedir.

Bir baska calismada kiiltlir yoOntemlerin yararlariyla limitasyonlar
karsilastirilmistir. Sinir sistemindeki hiicrelerin bir¢ok fonksiyonunun olmasi ve
kompleksligi sebebiyle bizim de néronlar hakkinda 6zellikle biyokimyasal siireglerle
ilgili bilgilerimizin kisith olmasi nedeniyle hangi in vitro sistemin invivo uygulanan
ilaglara karsi bir paralellik gdsterebilecegi ve hangisinin segilmesi gerektigi
gercekten de zor bir sorudur. Bu anlamda kiiltiir ortami1 bize {i¢ boyutlu ortamindan
uzaklastirilmis, kontrol edilebilir bir sistem icersinde toksik etkinin mekanizmasini,
hangi hiicreleri hedef olarak alabildigi, hiicrenin hangi organellerine kars1 etki
gosterdigi ve de bu toksik etkiye bagli hiicresel degisiklikleri izlememizi saglamasi
acisindan olduk¢a yararhdir. Su ana kadar toksik etki gosterdigi bilinen
komponentlerle yapilmis klasik kiiltiir caligmalariyla, heniiz toksisitesi bilinmeyen
ilaclarin karsilastirilmasi olduk¢a uygun bir yoldur. Ancak eger bilmedigimiz bir
bagka yolla toksik etki gdsterebilecek olan bir toksikanta sahipsek bu durumda yeni
bir yol bulup bu yolu tanimlayip ondan sonra ona karsi nérotoksik etkinin varliginin
arastirilmasina baslanmalidir.  Bu sekilde birgok deney hayvani harcayarak
yapilabilecek 6zellikle temel ¢alismalar kismi kiiltiir ortaminda ¢ok daha basit bir
sekilde halledilebilmekte ondan sonra in vivo caligmalara gegilerek ii¢ boyutlu

ortamda toksik etkinin neler yapabilecegi saptanabilmektedir.
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Norotoksik etkinin potansiyel hedeflerini incelemek agisindan sinir sisteminde
iki tip hiicre vardir. Bir tanesi noron bir tanesi de norogliyal hiicreler ki bunlar;
oligodendrositler, astrositler, mikrogliyalar ve periferik sinir sistemindeki schwann
hiicreleridir. Noronlar genellikle diger hiicrelere benzemekle birlikte en Onemli
farklar1 akson ve dendrit olusturmalaridir. Akson ve dendritin 6nemli bir gorevi diger
noronlarla ve néronal popiilasyonla iligki kurmaktir. Dendritlerin gorevi ise olduk¢a
uzama yetenekleri sayesinde hiicre vucudunun iliski kurabilecegi yiizeyi arttirmak ve
miimkiin olabildigince fazla miktarda veri girisini saglamaktir. Aksonal uzantilar
ylzey alanlar1 hiicrenin somasinin c¢apindan kat kat fazla olup bu sekilde sinir
impulsunun iletilebilmesi terminal sinapslarda gerceklesen iliskiyle diger hiicrelerle
kontakt olabilir. Burada ndronun somasmin yapmaya calistigi is bu tiir bir
organizasyon i¢in gerekli olan yapisal proteinleri veya lipidleri tireterek membranin

bu tiir bir fonksiyon i¢in uygun hale gelmesini saglamaktir.

Bunun disinda gliyal hiicrelerin uzantilarindan olusturulan bir bagka membranla
da aksonlarin myelin kilifi kazanmas1 saglanmaktadir. SSS’de oligodendrositlerin
yaptig1 bu gorevi periferik sinir sisteminde schwann hiicreleri saglamaktadir. Ayn
sekilde noronlarin niikleuslar1 da akson fibrillerinden aldigi bilgiyi degerlendirmek
lizere meydana gelmis ve farkli siniflara bliinmiistiir. Invivo sartlarda olusan bir
hasarin etkisi dejenerasyona sebebiyet vermesi ve bunu da perikaryonun veya
sinaptik hedefin ortadan kaybolmasi ve trofik faktorlerin uzaklastirilmas: seklinde
gergeklestirilmektedir. Dejeneratif siire¢ sinir hiicresinde ¢ok kisa bir siirede
gergeklestirilebilir veya ¢ok uzun bir siire alabilir. Bu farklilik da mekanizmadan
kaynaklanmaktadir. Hiicre hiicre kontagi hem ndronlar arasinda hem de ndron ve
gliya arasinda, hem farklilasmanin hem de gliyal yonlendirilmis migrasyonun

gerceklesmesi amactyla islev gormektedir.

Ozellikle primer kiiltiirde olmak iizere hiicre yasammin kiiltiir ortaminda kisa
siireli kalmasi uzun siireli etkilerin de saklanmasina sebebiyet verir. Buna
verilebilecek en onemli 6rnek gecikmis olan néron 6limiidiir. Yine kiiltiir ortami
toksik doz egrisinin ¢izilmesi 6nemli bir problemdir. Kiiltiirde ¢iplak olan hiicrelere

verilen dozla, invivo sartlarda, ii¢ boyutlu ortamdaki hiicrelere verilen dozlar
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arasinda farkliliklar vardir. Bunun da ayarlanmasi1 6nemli bir faktordiir. Ayrica kiiltiir
ortammna eklenen medyum, proteinler ve kimyasallar gibi faktorlere de dikkat
edilmesi gerekir. Bunlarin ¢6ziinebilirlikleri, ucabilirlikleri, pH’lari, medyumla olan
etkilesimleri osmolaliteleri mutlaka g6z oniinde bulundurulmast gereken faktorlerdir
(Erices, Conget, Minguell, 2000).Ozellikle ¢oziinebilir ortamda verilen kimyasallar
icin DMSO veya etanol gibi oldukg¢a diisiik konsantrasyonlarda hazirlanmis
cozdiiriictiler kullanilmalidir. Bazen albilimin, lipid proteinler veya spesifik tagiyicilar
gibi tastyicilarla da bu ¢oziinebilirlik problemi giderilmeye calisilmistir. Yine kiiltiir
ortaminda kiiltiir medyasinin uzun siireli kullanilmamasi1 medyada olusabilecek pH
degisikliklerine ve osmolaliteye bagli medyumun direkt toksik etkisi veya hiicrelerin
metabolizma sonucu ortaya ¢ikardiklari {driinlerin birikimine bagli olarak
metabolizma TUriinlerinin toksisitesi Onemli faktor olabilir (Deacon, Dinsmore,

Constantini, 1998).

Toksikantlarin  toksikokinetik  etkisi mutlaka  bilinmelidir. Bu etki
absorbsiyondan, dagilimdan, metabolizmadan ve disa atilimdan olusan bir siirectir.
Bu siirecte alindig1 andan itibaren kana gegcen miktarin dlgiilmesi ve bu sekilde
toksikokinetik yapisinin  belirlenmesi  kiiltiir ortaminda kullanirken dozun
belirlenmesinde onemli rol oynar. Atilim agisindan bir diger problem viicutta
bulunan enzimlerin ve enzimatik silireglerin verilmis olan toksik anta karsi
gosterdikleri etkilerin dikkate alinmasi1 geregidir (Jeppesen, Gaist, Smith, Sindrup,
1999).Kiiltiir ortaminda bu sartlar saglanmadigi i¢in invivo ve invitro arasinda boyle
bir farklilik olusabilir. Bir¢cok faktoriin de, kiiltiir ortaminda direkt toksik etki
gostermesine ragmen, viicuda alindiginda aktif hale gegmesi gerekir. Bu metabolik
aktivasyonun yapilabilmesini de dikkate almak onemlidir. Ornegin metil N-
biitilketon bir metabolize iiriindiir ve hekzamediondan olusmustur. Ozellikle de sinir
sisteminde psddobiyotik inaktivasyon oOzellikle noral dokuda goriilmektedir ve
oncelikle de non-normal hiicreler tarafindan yapilmaktadir. Eger norotoksik
potansiyeli olan bir kimyasal invivo siirecte metabolik parametrelerle ilgili islemlere
bagliysa ki bunlar biyotransformasyon, lipid akéz parti boliimlenme ve dagilim, o
durumda toksik etkinin tanimlanmasinda ciddi problemler var demektir. Metabolik

aktif sistem igersinde rol alan enzimler kiiltiir ortaminda takit edilseler bile,
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polimorfizm denilen probleme dikkat etmek gerekir. Ciinkii bu durumda enzimin
protein yapisinda olusabilen degisiklikler gene toksik etkinin belirlenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. Ornegin invivo sartlarda sinir sisteminde gliyal hiicrelerin bir
toksikantin toksik etki gdsterebilmesi i¢in metabolitlerini olusturmasinda mutlaka
gerekli olduklar1 gosterilmistir. VGMPTP adli toksikan MPP adli metabolik artik
irlinline donerek glutamati glutamine c¢evirmekte ve agir metal birikimine neden

olarak da norotoksik etki gostermektedir.

Toksik etkiye neden olan kimyasalin uygulanacagi siire de ¢ok Onemli bir
parametredir. Bu siire bazi molekiillerde (kimyasallarda) oldukg¢a gecikebilir.
Bunlara bir 6rnek bizmuttur. Bizmut hem invivo hem invitro sartlarda akut olarak
etki gostermezken, uzatilmis bekletme siiresinde toksik etkisini ortaya
cikartmaktadir. Kisa silirede c¢ikmamasi toksik olmadigr anlamina gelmez. Ayni
zamanda kiltiirde yapilan toksisite testlerinde noronun kiiltiirdeki yasam siiresi,
farklilasma periyodu, ¢ogalma periyodu da dikkatle gozlenmeli ve mutlaka
bilinmelidir. Clinkii matiire olmamis ve hala ¢ogalmakta ve gelismekte olan hiicreler
toksik etkiden direkt olarak etkilenmeyebilirken, matiire olmus hatta yaslanmis
hiicreler hepsi birarada bulunduklari i¢in toksik etkiyi daha az gosteriyor olabilirler.
Kiiltiir ortaminda 6zellikle {i¢ boyutlu ortamdan ¢ikarilarak alinma ifadesi de birgok
faktorii igermektedir. Ornegin invivo sartlarda bir néroendokrin sistem kontrdlii
vardir. Kanlanmayla gelen direkt beslenme faktorlerinin ve yanyana bulunduklar

komsularla kurduklari hiicre hiicre kontaginin etkileri vardir.

Bir bagka onemli faktor de ozellikle noronal farklilagmanin saglanmasi igin
kullanilan kiiltiir ortamina bir hali gibi yayilan substratlarin ve bu substratlarla
medyuma eklenmis olan serumun iligkisidir. Bu etkilenen substratlarin matriks
molekiilii gibi davranmalar1 sonucu ve serumdan gelen biiytime faktorlerinin
etkisiyle hiicreler fakli sekillerde proliferasyondan ¢ikarak farklilasmaya
yonlenmekte ve burada heterojen bir kiiltiir ortaminin olugsmasina neden olmaktadir.
Bu da dogal olarak toksik etkinin ger¢eklesmesinde farklilik olusturmaktadir. Toksik
etkinin en Onemli mekanizmalarindan biri asir1 miktarda salinmig olan

ndrotransmiter glutamattir. Glutamatin eksitotoksisitesi ise bir araci olan postsinaptik
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N-metil D-aspartat (NMDA) denilen glutamat reseptorleri ile gergeklestirilmektedir.
Bu reseptorlere sahip olan hiicreler eksitotoksisiteye ¢ok acik olup uzamis Na ve Ca
akisina neden olurlar. Bu akis da hiicre igersinde apopitozisten 6liime kadar varabilen
bir dizi kimyasal islemi baslatir. Sadece glutamat degil, glutamat benzeri analog
maddeler (0r; dumoikasit) benzer ekstratoksik hasarlar olusturmaktadir. Hatta
bunlardan invivo olanma 6rnek; insanda amneziye neden olan hipokampiisde ve
neokortikal noronlarda olusan hasardir (Morell, Toews, Wagner, Goodrum, 1994).Bu
reseptorleri icermeyen hiicrelere vektdr transfeksiyon yoluyla bu reseptorler
kazandirildiginda, daha Onceden toksisiteye maruz kalmayan hiicrelerin artik

kalabildigi gosterilmistir.

Glutamata bagh toksik etki tek basina bir mekanizma degildir. Ornegin iyon
kanallarina karsi olusturulmus insektisitler de bir baska yolu kullanmaktadirlar.
Ancak bu tiir pestisitlerle yapilan ndrotoksik etkinin daha ¢ok sitotoksik oldugu
distiniilmektedir. Ancak her durumda bir membran iizerindeki Na akisinda artis
oldugu ve buna bagli norotoksik etkinin olustugu da diisiiniilmektedir. Bir diger
mekanizma da gecikmis olarak ortaya ¢ikan norotoksik potansiyelin gosterildigi bazi
spesifik organofosfor pestisitlerdir ve endiistrideki bu kimyasallarda noropati target
esteraz (NTE) denilen bir enzimin Olgiilmesi ile gosterilmektedir. Bu tiir iligki
gostermektedir ki bioaktivasyon onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin siilfiir
formundayken toksik olmayan bir madde bioaktivasyonla ozon forma dondiigiinde

ciddi olarak norotoksik etki gostermektedir.

Hiicrelerin alindiklar kiiltlir ortaminda tizerine yapistiklar1 yiizey sartlar1 da bir
diger Onemli faktordiir. Genellikle kullanilan kollajen, fibronektin, polizin,
poliornitin ve oldukga siilfonath ve en temel ylizey olan doku kiiltiirii plastikleri bu
tiir substratlardandir. Doku kiiltiir plastigi denilen substrat en temel olani olup diger
substratlarda hiicrenin ylizeye yapismast i¢in gelistirilmis ve hiicrenin onlari
kullanarak c¢ogalabildigi degisik yiizeylerdir. Bazi hiicreler kiiltiir ortamindaki
ylizeye yapismaya bagimli iken ve yapismadig: takdirde 6liirken, bir kisim hiicrelerin
ortama yapigsmadiginda da yasadig1 ve agregatlar olusturdugu gériilmiistiir. Ornegin

polilizinli kiiltiir kaplarinin kullanilmasi hiicre-substratum adezyonunun arttirilmasi
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icin gerekmekte ve ozellikle noron Kkiiltiirlerinde kullanmilmaktadir. Ornegin
polilizinle yapilan ¢alismalarda polilizinin kendisinin de hiicre yapisini,
morfolojisini ve metabolizmasini etkiledigi gosterilmis, hatta hiicrenin bu ylizeyle
etkilesmesi sonucunda c-AMP sentezledigi ve normal iyon kanallarinin
fonksiyonuyla da etkilestigi gosterilmistir. O yiizden de elektrofizyolojik deneylerde

bu substrattan kacinilmaktadir.

Reaktif degisiklikler olarak adlandirilan ve toksik etki sonucu ortaya c¢ikan,
ornegin gliozisin incelenmesi gibi, GFAP’ye bakilarak veya MTT kullanilmas1 gibi
hem mitokondriyal bozuklugun gosterilmesi veya stoplazmik rediiksiyon
kapasitesinin azalmas1 gibi faktorler de kullanilabilir. Tiim bunlarin sonucu olarak
toksik etkinin olustugunun gdsterilmesinden sonra alinan verinin degerlendirilmesi
onemli olmaktadir. Bu verinin degerlendirilmesinde mutlaka oturmus klasik bir
yontem seg¢ilmeli, eger yeni bir yontem ¢ikarilacaksa da bunun optimizasyonunun

degerlendirilmesi i¢in detayl ¢aligmalar yapilmalidir.

5. SONUCLAR ve ONERILER

PG ile ilgili fazla miktarda yayin olmasina ragmen heniiz ndroprotektif etkisini
gosteren sonuglara varilmamistir. Giinliik hayatimizda sik¢a kullanilan ilaglarin
norotoksik etkileri arastirmak, sik¢a kullanilan bu ilaglarin varsa norotoksik etkilerini
belirleyerek bu ilaclarin norotoksik etkisi olmayanlarla degistirilerek olas1 zararlarim
ve bunlara bagh ortaya ¢ikabilecek is glicii kayiplarin1 6nlemektir. Bu yontemi ile
giinliikk yasantimizda sik¢a kullandigimiz diger kimyasal molekiilerin noronlar

lizerine olast toksik etkileri arastirmak ve insan sagligina zararli olabilecek
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molekiilleri kullanimdan kaldirilmak veya norotoksik oldugunu disiindiigiimiiz
molekiilleri uygulayacagimiz yontemle daha kullanima girmeden taranarak olasi

zarar1 Onlemektir.

Klorpirofos gibi molekiillerin ndrotoksik etkilerin ortaya cikarilmasi aksonal
dejenerasyon ve noropati gibi hastaliklarin dnlenmesine ve buna bagl olas1 is giicii
kayiplarim1 azaltarak ekonomiye Onemli bir katki saglayacaktir. Bu molekiillerin
etkisinin PG ile oOnlenebilecegi ve toksik maddelerin santral sinir sisteminde
olusturdugu hasarinin niteligi de arastirilacagi i¢in olugsmus hasarin tedavisi ile
hasarin gelismesinin énlenmesi i¢in yardimei tedavilerin bulunmasi i¢in de bir ¢ikis

kaynagi olabilecektir.
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