
TÜRKİYE CUMHURİYET 

MANİSA CELAL BAYAR ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

TİAZOLİDİNDİON GRUBU PİOGLİTAZONUN NB2a HÜCRE 

KÜLTÜRÜ ÜZERİNDEKİ ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

OKAN SEYREK 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

FARMAKOLOJİ ANABİLİM DALI 

DANIŞMAN 

Doç. Dr. KAMİL VURAL 

MANİSA, 2018 



TÜRKİYE CUMHURİYET 

MANİSA CELAL BAYAR ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

TİAZOLİDİNDİON GRUBU PİOGLİTAZONUN NB2a HÜCRE 

KÜLTÜRÜ ÜZERİNDEKİ ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 OKAN SEYREK 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

FARMAKOLOJİ ANABİLİM DALI 

DANIŞMAN 

Doç. Dr. KAMİL VURAL 

TEZ SINAV JÜRİSİ 

Prof. Dr. ERCÜMENT ÖLMEZ 

Doç. Dr. KAMİL VURAL 

Dr. Öğr. Üy. ELİF AKSÖZ 

MANİSA, 2018 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

BEYAN 

 

 

Bu tez çalışmasının kendi çalışmam olduğunu, tezin planlanmasından yazımına 

kadar bütün safhalarda etik dışı davranışımın olmadığını, bu tezdeki bütün bilgileri 

akademik ve etik kurallar içinde elde ettiğimi, bu tez çalışmayla elde edilmeyen 

bütün bilgi ve yorumlara kaynak gösterdiğimi ve bu kaynakları da kaynaklar listesine 

aldığımı, yine bu tezin çalışılması ve yazımı sırasında patent ve telif haklarını ihlal 

edici bir davranışımın olmadığı beyan ederim. 

 

 Okan SEYREK 

  



i 

 

TEŞEKKÜR 

 

Tez çalışmam sırasında kıymetli bilgi, birikim ve tecrübeleri ile bana yol 

gösterici ve destek olaneğitim sürem boyunca maddi ve manevi olarak her zaman 

desteklerini esirgemeyen değerli danışman hocam sayın Doç. Dr. Kamil VURAL’a, 

ilgisini ve önerilerini göstermekten kaçınmayan Farmakoloji Ana Bilim Dalı Başkanı 

sayın Prof. Dr. Ercüment ÖLMEZ ‘e, ayrıca tez çalışmam ve eğitimim sırasında bilgi 

ve tecrübelerinden faydalandığım değerli hocam Doç. Dr. Tuğba GÜRPINAR 

ÇAVUŞOĞLU’na teşekkür vesaygılarımı sunarım. 

Yüksek lisans eğitimim boyunca yardım, bilgi ve tecrübeleri ile bana sürekli 

destek olan hocam Prof. Dr. Mehmet İbrahim TUĞLU’ya teşekkür ve saygılarımı 

sunarım. 

Çalışmalarım boyunca yardımını hiç esirgemeyen değerli arkadaşım Uzm. Dr. 

Ertan DARIVERENLİ’ye ve Dr. Işıl AYDEMİR’e teşekkürü bir borç bilirim. 

Ayrıca çalışmalarım ve eğitim hayatım boyunca bana her zaman destek olan 

eşime ve aileme de sonsuz teşekkürler ederim. 

Okan Seyrek   Manisa, 2018 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ii 

 

İÇİNDEKİLER 

 

TEŞEKKÜR………………………………………………………………..............i 

İÇİNDEKİLER…………………………………………………………………....ii 

SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ…………………………….………...iv 

TABLO LİSTESİ……………………………………………………………….….v 

ŞEKİL LİSTESİ……………………………………………………………….…..vi 

RESİM LİSTESİ………………………………………………………..………...vii 

ÖZET………………………………………………………………………………..1 

ABSTRACT…………………………………………………………………….......2 

1. GİRİŞ……………………………………………………………………………...3 

1.1. Amaç…………………………………………………………………………..3 

1.2. Genel Bilgiler………………………………………………………………….4 

1.2.1.Nöroblastoma Tümörleri .... ………………………………………………….4 

1.2.2. Tiazolidindionlar (TZD)Ve Metabolik Etkileri ... …………………………..5 

1.2.3.Peroksizom Proliferatör-Aktive Reseptör-GaMA(PPARγ) 

Agonistleri…...…………………………………………………...........................11 

1.3. Oksidatif Stres ……………………………………………………………….13 

1.3.1. NOS ve Serbest Radikaller ... ……………………………………………...13 

  1.3.2. Serbest Radikaller ve Apopitoz…………………………….………….....15 

1.4. Programlanmış Hücre Ölümü………………………………………………..16 

1.4.1. Hücre Ölümü ve Apoptoz .... ………………………………………………16 

1.4.2.Apopitoz Işık,Elektron Mikroskobik ve Biyokimyasal Özellikler .... ……...22 

1.5. Nöron Kültürü ve Nörotoksik Etki …………………………………………..24 

1.5.1. Kültür Ortamı ve Özellikleri .... ……………………………………………24 

1.5.2. Nöron Kültürünün Değeri .... ………………………………………………32 

1.5.3.Nöron Dizin Hücreleri,Kültür Ortamı ve Nörotoksik Etki .... ……………...43 

1.6. Nöroprotektif Etki ve Amaç …………………………………………………52 

2. GEREÇLER ve YÖNTEMLER ............. ……………………………………56 

2.1. Kullanılan Gereçler…………………………………………………………..56 

2.1.1. Kullanılan Hücre Hattı ... …………………………………………………..56 



iii 

 

2.1.2. Kullanılan Cihazlar ...................................................................................... 56 

2.1.3. Deney Protokolü .......................................................................................... 56 

2.2. TUNEL Yöntemi ............................................................................................. 60 

2.3. İstatistik ........................................................................................................... 61 

 

3. BULGULAR ..................................................................................................... 62 

4. TARTIŞMA ...................................................................................................... 72 

5. SONUÇLAR ve ÖNERİLER .......................................................................... 84 

6. KAYNAKLAR ................................................................................................. 86 

7. EKLER…………………………………………………………...………….136 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iv 

 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

 

Bcl-2 : B- hücre lenfoma 2 

Bcl-XL : Ekstra büyük B- hücre lenfoma 

TNF: Tumor Necrosis Factor 

DM: Diabetes mellitus 

PPARγ:  Peroksizom proliferatör aktive edici reseptör gama 

TZD: Tiazolidindion 

NTT        : Nörotoksisite 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 açan nükleer düzenleyici protein 

TNFR: Tümör Nekrozis Faktör Reseptör 

AIF: Apoptozis indükleyici faktörü 

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

end labeling 

GFAP: Glial fibriler asidik protein 

EGF: Epidermal büyüme faktörü 

NTE: Nöropati hedefli esteraz 

AChE: Asetilkolin steraz  

PG        : Pioglitazon 

CPS: Klorprifos 

AMPK:AMP-aktive protein kinaz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl


v 

 

TABLO LİSTESİ 

 

 

Tablo 1 : TUNEL Boyama Protokolü ....................................................................... 61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 

 

ŞEKİL LİSTESİ 

 

 

Şekil 1 : PPAR-γ agonistlerinin nörodejenerasyondaki etki mekanizmaları. (143 

Randy ve Guoying 2007’). ......................................................................................... 13 

 

Şekil 2 : NB2a hücreleri üzerine değişik konsantrasyonlarda PG’un MTT 

metabolizması üzerine etkisi. Kontrol grubuna göre (p>0.05). ................................. 63 

 

Şekil 3 : NB2a hücreleri üzerine klorprifos 25 uM konsantaryonda etkisine karşı 

değişik konsantrasyonlarda PG’in MTT metabolizması üzerine etkisi. Klorprifos 

grubuna göre ***p<0.001 .......................................................................................... 64 

 

Şekil 4 : NB2a hücreleri üzerine PG değişik konsantrasyonlarında nörit 

inhibisyonuna etkisi, kontrol grubuna göre anlamlı bir fark görülmedi. (p>0.05) .... 65 

 

Şekil 5 : Nörit uzamasına klorprifosun ve PG nin etkisi. Klorprifosa göre istatistiksel 

olarak anlamlı nörit uzamasında anlamlı bir artış görüldü (*p<0.05, ***p <0.001). 67 

 

Şekil 6 : Pioglitazon tek başına uygulandığında kontrol grubuna göre apopitotik 

hücre sayısında anlamlı bir fark görülmedi (p>0.05). ................................................ 68 

 

Şekil 7 : Apopitotik hücre sayısına CPS nin ve PG nin etkisi. Kontrol grubuna göre 

(*p<0.05, ***p <0.001) .............................................................................................. 70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vii 

 

RESİM LİSTESİ 

 

Resim 1 : d-cAMP ile farklılaştırılan NB2a Kültür Hücresi görüntüsü x 400 .......... 62 

 

Resim 2 : 25 µM klorprifos uygulanan NB2a hücrelerinde oluşturulan nörit 

inhibisyonunun  görüntüsü x400 ................................................................................ 66 

 

Resim 3 : 25 µM klorprifos + PG 30 uM konsantrasyonda uygulandığında NB2a 

hücrelerinde oluşturulan nörit uzamasının görüntüsü x400. ...................................... 66 

 

Resim 4 : Apopitotik hücrelerin görünümü düşük (x100) ve yüksek (x400) 

büyütmelerde. CPS uygulanan hücreler hem morfolojik olarak diferansiye olamadığı 

hemde apopitotik hücre sayıosında artış olduğu gözlemmendi. Birlikte PG 30 uM 

konsantarsyonda uygulanmdıgında hem morfolojik düzelme hemde apopitotik hücre 

sayısında azalma görüldü. .......................................................................................... 69 

 

Resim 5 : NB2a hücreleri üzerine PG etkisi altında 10 ve 30 uM konsantrasyonlarda 

nörit uzatmaları ile oldukça sağlıklı morfolojik görünümleri olduğu ve apoptoz ile 

işaretlenmedikleri izlendi. .......................................................................................... 71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

Tezin Başlığı: Tiazolidindion Grubu Pioglitazonun NB2a Hücre Kültürü 

Üzerindeki Etkilerinin Araştırılması 

 

Öğrencinin Adı:Okan SEYREK 

Danışman:Doç. Dr. Kamil VURAL 

Anabilim Dalı:FARMAKOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

ÖZET 

 

Amaç: Fare beyin hücre hatı (NB2a) üzerine pioglitazon in vitro sitolojik, 

biyokimyasal ve farmakolojik etkilerinin ilk defa araştırılması amaçlanmıştır. Ayrıca 

literatürde tez kapsamında test edilen pioglitazon maddesinin beyin tümörü 

hücrelerinde çoğalmayı baskılayıp baskılamadığı konusunda herhangi bir 

araştırmaya rastlanmamıştır. 

Gereç ve Yöntem:  Çalışmamızda pioglitazon çeşitli konsantrasyonlarda kültür 

ortamına ilave edilerek hücre çoğalması üzerine etkileri 3-(4,5 dimetylthiazol-2-yl) - 

2,5 diphenltetrazolium bromide (MTT) yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. 

Bulgular:  Bulgularımız sözkonusu bileşiklerin düşük konsantrasyonlarda 

antioksidan aktivitelerinin varlığını ve yüksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etkili 

olduklarını ortaya koydu. 

Sonuçlar: Nörotoksik etkiye sahip moleküllerin oluşturacakları nöron hasarlarıPG 

ile önlenebileceği ve toksik maddelerin santral sinir sisteminde oluşturduğu hasarının 

niteliği de araştırılacağı için oluşmuş hasarın tedavisi ile hasarın gelişmesinin 

önlenmesi için yardımcı tedavilerin bulunması için de bir çıkış kaynağı olabilecektir. 

Anahtar kelimeler:NB2a, MTT, Nörotoksisite, klorpirofos, apoptozis, nörotoksisite 

tarama testi 
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Title: Investigation of the Effect of Tiazolidinedion Group Pioglitazone on NB2a 

Cell Culture 

 

Student Name:Okan Seyrek 

Consultant:Assoc. Prof. Dr. Kamil Vural 

Department          : Pharmacology Department 

 

 

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 araştırılacağı 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. 
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1.GİRİŞ  

 

1.1 AMAÇ 

 

Nöronlar oldukça gelişmiş hücreler olmasına karşılık hasar durumunda 

kendilerini koruma ve tekrardan oluşturma kapasitesinden yoksundurlar. Pioglitazon 

birçok farklı mekanizma ile nöron koruyucu özelliği gösterilmiş, ancak kronik ve 

uzun süreli kullanımda nöronal hasara karşı koruyucu etkiyi gösterme potansiyeli 

bilinmemektedir. Diyabet tedavisinde kullanılan Tiazolidindion grubu ilaçlar hedef 

hücrede insülin cevabını artırarak etki gösterirler. Pioglitazon kullanımı sırasında 

ortaya çıkan bulgulardan bir tanesi de ilacın nöronları koruyucu etkisi olabileceğidir. 

Pioglitazonun gerçekten nöronlar üzerine koruyucu etkisinin olup olmadığını nöronal 

toksisiteyi araştırdığımız nörotoksisite tarama testi (NTT) ve ilacın hücre ölümüne 

neden olup olmadığını belirlendiğimiz MTT analizi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) ile araştırılacaktır. 

 

Birçok molekül kişinin yaşamı boyunca kullanılmakta ve bunlardan bazıları 

nörotoksik etki göstermektedir. Bunların nörotoksik etkisini azaltacak elimizde ne 

yazık ki fazla alternatif yoktur. Bu nedenle nöroprotektif etki gösterebilen moleküle 

ihtiyaç gün geçtikçe artmaktadır. Bu araştırmada biz nöroprotektif olduğunu 

düşündüğümüz Pioglitazonun farklı yöntemler ile bu etkisini göstermeyi 

amaçlamaktayız. Bu nedenle özellikle nöronal kaybın önlenmesi oldukça önemlidir. 

Nöron kaybı telefi edilemez. Bu nedenle araştırmamız sonucu pioglitazonun 

nöroprotektif etkisi kanıtlanabilirse bu etkisi ile nörotoksik moleküllere bağlı nöronal 

hasar önlenebilecektir. Böylece nöronlar korunacak ve hasar oluşumuna bağlı gelişen 

komplikasyonlar azaltılabilecektir. 

 

Pioglitazonun antidiyabetik iyi etkileri olduğu kadar kalp üzerinde olumsuz 

etkileri de olabildiği bilinmektedir. Ancak nöronlar üzerine etkisi net olarak 

bilinmemektedir. Amacımız ilacın nöroprotektif etkileri olup olmadığını kültür 

ortamında göstermektir. Eğer bu etkisi kanıtlanabilirse nöronal kayba neden olan 

Alzheimer ve Parkinson Hastalıklarında olduğu gibi bu hastalıkların progresyonları 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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beklide yavaşlatılabilecektir. Ya da bu hastalıkların oluşması ve/veya gelişiminin 

önlenmesinde kullanılabilecektir. Hala tedavisi olmayan ve sadece semptomatik 

tedavileri olan bu hastalıklarda önemli bir tedavi seçeneği olarak kullanılabilecektir 

(Vural ve Tuğlu, 2011: 985-991). 

 

Nöroblastoma dizini, bir kanser hücre hattı olup, nöronal hücreler üzerindeki 

nörotoksik etkileri araştırmada kullanılır. Bu etki nörotoksisite tarama testi ile 

değerlendirilir. Bu test ile sinir hücresinin nörit uzatmasının ve ılımlı toksik etkiye 

bağlı olarak nöritlerini geri çekmesi şeklinde kendini gösteren bir mekanizmanın 

gösterilmesi ile yapılır. Araştırılacak, güçlü toksik etkinin hücre ölümü, oksidatif 

stres, çoğalma ve rejenerasyon yeteneği ile ise MTT ile gösterilebilmektedir. Ayrıca 

ileri derecede farklılaşmış ve fonksiyonel bir hücre olan sinir hücresinin patolojik 

durumlarda davranış mekanizmalarının anlaşılmasına da katkı sağlanacaktır. 

 

1.2. Genel Bilgiler 

 

1.2.1. Nöroblastoma tümörleri  

 

Nöroblastoma bebeklik çağının en sık görülen tümörü olup, olguların çoğu ise 

iki yaşından küçük çocuklarda görülmektedir (Sanchez, 2002).Amerikan Kanser 

Derneği (American Cancer Society)’nin verilerine göre Amerika Birleşik 

Devletleri’ndeki çocukluk çağı tümörlerinin %7,8’inden sorumlu olan 

nöroblastomaya, her yıl yaklaşık 650 yeni çocuk yakalanmaktadır. Nöroblastoma, 

insidansı bir milyon çocuktan 9,5’tur (Jonas, Witzens-Harig and Arseniev, 2007). 

Nöroblastoma sempatik sinir sisteminin nöral krest elemanlarından türevlenen 

nöroendokrinal bir ekstrakraniyal solid tümördür. Sıklıkla adrenal bezlerde 

görülmekle birlikte boyun, göğüs, karın veya pelvis bölgelerindeki sinirlerde 

görülebilmektedir. Primer tümörlerin %60’ından fazlası adrenal medulladan veya 

abdomendeki paraspinal ganglia’lardan kaynaklanabilir (Elmas C, Elmas Y, 

Gautschi, Uehlinger, 1992).Nöroblastoma tümörleri oldukça heterojenite sergileyen 

bir tümör tipi olup; düşük, orta ve yüksek risk olmak üzere üç farklı risk grubu 

şeklinde değerlendirilebilir (Stevens, Fortin, Pappas, 2002).Yüksek riskli 
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nöroblastomada cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve kemik iliği transplantasyonu gibi 

multimodular tedavi yöntemleri izlenmesine rağmen, hala hastaların %70’i 

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

 

Yüksek riskli nöroblastoma çeşitli genetik ve epigenetik faktörler ile ilişkilidir. 

Bunların başında nöroblastoma kaynaklı gen adıyla bilinen MYCN onkogeninin 

amplifikasyonu, B- hücre lenfoma 2 (Bcl-2) ve ekstra büyük B- hücre lenfoma (Bcl-

XL) gibi bazı anti-apoptotik proteinlerin overekspresyonu gelmektedir (Moore, 

Spierdijk, vanKleef, Coleman, Love, 1982).Bu da tümör hücrelerine, apoptoza karşı 

yüksek bir direnç oluşturur. Bu kansere karşı geliştirilen yeni tedavi yaklaşımlarına 

rağmen hala çocukluk çağı kanser ölümlerinin yaklaşık %15’inden nöroblastoma 

tümörleri sorumludur. Nöroblastomada tedavi süreci ameliyat, kemoterapi, 

radyoterapi gibi farklı yöntemlerin uygulanmasıyla birlikte uzun bir dönemi 

kapsamaktadır. Buna ek olarak nöroblastoma rekürrensleri yüksek düzeyde tedavi 

rezistansı ve çok kötü bir prognoz sergilemekte ve genellikle ölümcül 

seyretmektedir. İleri dönem nöroblastoma taşıyıcılarında görülen, agresif bir tedaviye 

rağmen kötü sonuçlar alınması, yeni tedavi yaklaşımlarını gerekli kılmaktadır 

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

 

Bir apoptoz indükleyici ligand olan Tümör Nekroz Faktör İlişkili Apoptoz 

İndükleyici Ligand “Tumor Necrosis Factor (TNF)-related apoptosis-inducing 

ligand” (TRAIL), hücre membranındaki reseptörüne bağlandığında FADD gibi 

ilişkili domeynler üzerinden kaspaz-8 aktivasyonuyla hücrenin apoptoza gitmesine 

neden olmaktadır. Ayrıca TRAIL normal hücrelerde etki göstermezken kanser 

hücrelerinde apoptozu uyardığı için de tedavide umut vericidir (Kimes, Tarikas, 

Schubert, 1974).Bu yolun aktivasyonu tedavi de kullanılabilirse hastalıkların 

önlenmesi belkide gerçekleşebilecektir. 

 

1.2.2. Tiazolidindionlar (TZD) ve metabolik etkileri  

 

Tiazolidindionlar tip 2 diyabetin tedavisinde kullanılan insülin duyarlılaştırıcı 

ajanlardır. İnsülin direncini azaltarak glisemik kontrolü sağlarlar. Bu bileşikler ortak 
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olarak bir tiazolidin-2-4-dion yapısına sahiptir ve her birinin farklı bir yan zinciri 

vardır. Ana halka antidiyabetik etkiden sorumlu halkadır ve bu halka üzerinde 

yapılan substitüsyonlar genellikle antidiyabetik etkinlikten çok, ilacın farmakokinetik 

ve farmakodinamik özelliklerini değiştirmektedir. Yapılan çalışmalar, 

tiazolidindion’lerin, başka bir deyişle glitazonların, glukoz düzeylerini düşürücü 

etkinliklerini insülinin varlığında gerçekleştirdiklerini göstermektedir. Glitazonların 

antihiperglisemik etkilerinin yanısıra, lipid metabolizması, endotel fonksiyonu, 

oksidatif stres ve vasküler inflamasyon üzerinde de pozitif etkileri vardır (Song, 

Sanchez-Ramos, 2002; Brazelton, Rossi, Keshet, Blau, 2000). Tiazolidindionlar, 

1970'lerin sonlarında lipid düşürücü ilaçlar için tarama sürecinde keşfedilmişlerdir. 

Ciglitazon orjinal bileşiktir. İnsülin dirençli diabetes mellitusun (DM) hayvan 

modelinde hiperglisemi, hiperinsülinemi ve hipertrigliseridemiyi azalttığı 

bulunmuştur. 1980’lerde glitazon yapısı içeren birçok türev sentez edilmiştir. 

 

Troglitazon bu grupta pazara ilk sunulan ilaçtır. Bununla birlikte nadiren 

idiosinkratik karaciğer toksisitesinin gelişimi sonucu karaciğer yetmezliği ve ölüme 

yol açtığından piyasadan kaldırılmıştır (Yang, Huang, Ma, 2006; Atlasz, Babai, 

Reglodi, Kiss, Tamas, Bari, Domoki, Gabriel, 2007).Halen kullanılmakta olan 

pioglitazon ve rosiglitazonun her ikisi de Amerika Birleşik Devletleri’nde Gıda ve 

İlaç Dairesi tarafından 1999 yılında Tip 2 diabetes mellitus tedavisi için onay 

almışlardır. Rosiglitazon ve pioglitazonun 2 milyondan fazla hastada kullanımında 

belirgin karaciğer toksisitesi için kanıt bulunamamıştır (Harry, Billingsley, Bruinink, 

Campbell, Classen, Dorman, Galli, Ray, Smith, Tilso, 1998).Tiazolidindionlar esasen 

antilipidemik ve antihiperglisemik potansiyelleri için klofibrik asit analoglarının 

taranması sırasında, moleküler hedefleri bilinmeksizin geliştirilmişlerdir. Daha 

sonraları çekirdek hormon reseptörlerinin bir üyesi olan peroksizom proliferatör 

aktive edici reseptör gama’nın (PPARγ) doğrudan ligandı oldukları bulunmuştur 

(Yang, Huang, Ma, 2006). İnsülin duyarlılığını geliştirerek glisemik kontrolü 

sağlayan TZD’ler, lipofilik olduklarından kolayca çekirdeğe girebilirler ve 

PPARγ’ya orada bağlanarak aktive ederler ve agonisti gibi davranırlar (Axelrad, 

Howard, McLean, 2003). 
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Peroksizomlar, ökaryotik hücrede bulunan, pek çok fonksiyona sahip 

organellerdir. Hidrojen peroksit yıkımı dışında yağ asidi oksidasyonu, kolesterol 

biyosentezi ve yıkımı, gliserolipid sentezinde yer alırlar. Çeşitli değişken yapılı 

kimyasallar peroksizomları prolifere edebilirler ve bunlar "peroksizom 

proliferatörleri" olarak adlandırılırlar. Bu peroksizom proliferatörlerinin gen 

transkripsiyonundaki etkilerinde aracılık yapan nükleer reseptörler 1990 yılında 

bulunmuştur ve PPAR adını almışlardır (Flaskos, McLean, Fowler, Hargreaves, 

1998).Nükleer reseptörler bir ligand ile aktive olduklarında spesifik DNA parçalarına 

bağlanarak gen ekspresyonunu düzenleyebilmektedirler. PPAR'ler diğer nükleer 

hormon reseptörleri gibi öncelikle hedef genin promotor bölgesindeki spesifik 

bölgeye bağlanırlar. PPAR'ın içinde bulunduğu bazı nükleer hormon reseptörleri 

DNA'ya Retinoid X reseptörü ile heterodimer oluşturarak bağlanırlar. Ligandın 

bağlanması ile transkripsiyonu aktive ederler (McLean, Holme, Janneh, Southgate, 

Howard, Reed, 1998).  

 

Üç farklı PPAR alt tipi tanımlanmıştır: - PPARα , - PPARβ(δ) ve - PPARγ. 

PPARγ yağ dokusunda yağ asitlerinin depolanmasında etkilidir. Anabolik 

durumlarda adipoz dokuya etki ile lipogenezi artırır (Walum, Peterson, 1984; Atlasz, 

Babai, Reglodi, Kiss, Tamas, Bari, Domoki, Gabriel, 2007).İnsanlarda PPARγ'nın üç 

alt tipi tanımlanmıştır: PPARγ1, PPARγ2 ve PPARγ3. Bu alt tiplerin dağılımında 

predominant formun PPARγ1 olduğu saptanmıştır. Belirgin miktarda PPARγ2 

eksprese eden tek doku adipoz dokudur (Yamamoto, Schmidt-Kastner, Hamasaki, 

Yamamoto, Parel, 2006).Böbreklerden bu üç PPAR subtipleri eksprese edilmektedir. 

PPARα mezengial hücreler, proksimal tübül ve medullada henlenin çıkan kolundan 

eksprese edilir. PPARβ(δ) ise düşük derecede eksprese edilir. PPARγ mezengial 

hücreler, proksimal tübül hücreleri, medüller toplayıcı kanallardan ve kortikal 

fibroblastardan yüksek miktarlarda eksprese edilir. PPARγ daha efektiftir. 

 

Yakın zamana kadar PPARγ aktivasyonunun böbrekte glomerül ve özellikle 

mezangiyumda etkili olduğu düşünülmekteydi. Ancak tubule-interstisyumun 

patolojik açıdan daha prediktif olduğu son zamanlarda çalışmalarda gösterilmiştir 

(Sanchez-Ramos, Neural, 2002; Stevens, Fortin, Pappas, 2002).Tübüler 13 
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disfonksiyonda albümin reabsorbsiyonunun etkilenmesi sonucu nefropatiye katkısı 

gözlenmiştir. PPARγ aktivasyonu ile albüminin tübüler geri emilimi 

normoglisemiklerde de artmış, üriner albümin atılımı azalmıştır. Bu etkileri TZD'ın 

antiinflamatuvar, antifibrotik, antiproliferatif, antioksidan etkilerine sekonder 

oluştuğu birçok çalışma ile gösterilmiştir (Kobayashi, Kuroiwa, Shimokawa, Okeda, 

Tokoro, 2000). 

 

Açlık sırasında uygulandığında pioglitazon serumda 30 dakika içinde ölçülebilir. 

Pik konsantrasyona 2 saat içinde ulaşır. Pioglitazonun yemekle birlikte alınması pik 

konsantrasyona ulaşma süresini 3-4 saat kadar geciktirir ancak emilimini azaltmaz. 

Pioglitazonun yarılanma ömrü 3-7 saattir; aktif metabolitleriyle kombinasyon halinde 

ise yarılanma ömrü 16-24 saattir. Sürekli serum konsantrasyonuna 7 gün içinde 

ulaşır. %99’undan fazlası albümin olmak üzere, proteine bağlanır (Song, Sanchez-

Ramos, 2002; Kobayashi, Kuroiwa, Shimokawa, Okeda, Tokoro, 2000).İnvitro 

çalışmalar PPARγ’nın ektopik olarak üretiminin bir TZD'nın varlığında yağ 

hücresinin farklılaşmasını indüklediğini göstermiştir (Walum, Peterson, 1984).Aynı 

zamanda TZD’lerin kan şekerini düşürerek insülin salgısını azalttığı gösterilmiştir 

(Yang, Huang, Ma, 2006; Garcia-Valenzuela, Sharma , Piña, 2005).TZD’ler yağ 

dokusuna serbest yağ asiti alımını arttırır ve serbest yağ asiti mobilizasyonunun 

insülinle düzenlenen inhibisyonunu artırırlar (Song, Sanchez-Ramos: 

2002).Hiperglisemik ve/veya bozuk glukoz toleransı olan hayvan modellerinin 

dokularının invitro ve ex vivo doku çalışmaları, TZD’lerin insüline cevap veren esas 

dokularda insülin duyarlılığını artırdığını ve TZD’lerin uyardığı glukoz yıkımının 

öncelikle çizgili kas hücrelerinde olduğunu göstermektedir.  

 

1. Glukoz kullanımında TZD aracılı artışı açıklayan iskelet kasında, adipoz dokuya 

oranla, eser miktarda PPARγ vardır (Garcia-Valenzuela, Sharma, 2005).Bu çelişkiyi 

açıklamak için TZD’lerin, yağ asitlerinin yağ dokusu tarafından alınmasını artırarak 

iskelet kasından uzaklaştırdıkları hipotezi öne sürülmüştür. Böylece yağ asitlerinin 

sistemik kullanımının ve kas tarafından yağ asidi alımının azalması ile insülin 

direncinde düzelme olur. Özetle; PPARγ aktivitesine sekonder olarak fazla enerjinin 

depo edilmesi insülin duyarlılığında iyileşmeye neden olur (Walum, Peterson: 1984; 
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Garcia-Valenzuela, Sharma, 2005).Yani TZD’lerin hipoglisemik etkileri, 

hipolipidemik etkilerine sekonderdir. Ancak TZD’lerin iskelet kaslarına glukoz 

alınmasının artırılmasında direkt rollerinin olduğu da gösterilmiştir. Yapılan 

çalışmalar tümör nekrozis faktör α’nın insülin direncinde mediyatör olduğunu 

göstermektedir (Garcia-Valenzuela, Sharma, 2005). TZD'lerin insülin direncinin 

patogenezinde rol oynayan bu adiposit sitokininin etkilerini de antagonize 

etmektedirler. TZD’lerin antidiyabetik etkilerinin, hedef organları (yağ hücreleri, 

çizgili kas ve karaciğer hücreleri) insülinin etkisine duyarlı hale getirdiği kabul 

edilmektedir. Bu etkinin insülin bağımlı olduğu bilinmektedir. Çünkü TZD’ler 

insülin yokluğunda kan şekerini düşürmekte etkili değildir. 

 

Metabolik Etkiler 

 

1- Glisemi Kontrolü Üzerine Etkileri: Amerika Birleşik Devletleri’nde gıda ve ilaç 

dairesi, pioglitazon ve rosiglitazonun tip 2 diyabet tedavisinde monoterapi olarak ve 

metformin, sülfonilüre ya da insülinle kombinasyon halinde kullanımını 

onaylamıştır. Glisemik kontrolü iyileştirmesine ilave olarak hem pioglitazon hem de 

rosiglitazon insülin direnç sendromunun komponentlerinin birçoğunu iyileştirir ( 

Ahmed, Ingoglia, Sharma 2001; Garcia-Valenzuela, Sharma: 1999).  

2- İnsülin Direnci Üzerindeki Etkileri: Plazma glukozunu düşürmesinin yanında 

TZD’ler aynı zamanda tip 2 DM'li hastalarda uygun glisemik kontrole ulaşmak için 

gerekli olan insülin dozunu ve/veya dolaşımdaki insulin düzeylerini düşürür. İnsülin 

direncinin derecesindeki bu azalma periferik glukoz uptakinde bir artışa neden olur.  

3- Pankreatik İnsülin Sekresyonuna Etkileri: Tiazolidindionlar plazma insülin 

düzeyinde sürekli olarak bir azalmaya neden olurlar ve bu da artmış insülin 

duyarlılığını gösterir.  

4- Apopitoz Üzerine Etkileri: Genetik olarak programlanmış beta hücrelerinin artmış 

metabolik aktivitesi artmış apopitoza yol açabilir. TZD’lerin insülin direncini 

azaltarak Tip 2 DM'li hastalarda beta hücre kaybı azalttığı varsayılmaktadır. Ishida 

ve ark.’nın yaptığı bir çalışmada pioglitazonun oksidatif stresi azaltarak insülinin 

sekretuar kapasitesini iyileştirdiğini ve beta hücre kaybını azalttığını göstermişlerdir 

(Maeda, Sawada, Matsubara, Nakai, Hara: 2004).  



10 

 

5- Lipid Profili Üzerindeki Etkileri: Birçok tip 2 DM hastasında kompleks dislipidemi 

vardır. TZD’ler lipid metabolizmasını anlamlı olarak modifiye etmektedirler (Yang, 

Huang, Ma: 2006).Van Wijk ve ark. 5000'den fazla hastayı kapsayan çalışmalarında 

pioglitazonun, trigliserid, total kolesterol ve LDL kolesterol üzerinde rosiglitazondan 

daha fazla oranda yararlı etkileri olduğunu bildirmiştir (Jia, Cepurna, Johnson, 

Morrison: 2000).  

6- Arterial İnflamasyon, Ateroskleroz ve Endotel Fonksiyonu Üzerine Etkileri: 

Vasküler düz kas hücrelerinde, endotel hücrelerinde ve makrofajlarda da bulunan 

PPARγ aktivasyonunun aterosklerotik süreç basamaklarını direkt olarak etkilediği 

çok sayıdaki çalışma ile gösterilmiştir. Bu etkilerin çoğu antiaterojeniktir. TZD’lerin 

vasküloprotektif etkilerinin çoğu insülin direncini kırıcı/antihiperglisemik 

etkilerinden bağımsız olarak ortaya çıkmaktadır (Morrison, Moore, Deppmeier, 

Gold, Meshul, Johnson: 1997; Yu, Tanabe, Dezawa, Ishikawa, Yoshimura: 

2006)."Pleiotropik etkiler" olarak adlandırılan bu etkiler özellikle 

antiaterosklerotik/düz kas proliferasyonunu önleyici etkidir ve bu konudaki 

araştırmalar devam etmektedir. Bu yönde, kardiyovasküler sonuçları değerlendirecek 

büyük randomize çalışmalara gerek vardır. Yapılan bir insan çalışmasında 3-6 aylık 

pioglitazon tedavisi sonrasında karotis ultrasonu ölçümlerine göre karotis arteri 

intimal media kalınlığında anlamlı bir azalma tespit edilmiştir. TZD’lerin koroner 

tıkanmaya balon kateter ile müdahaleden sonra, koroner stent implantasyonlarından 

sonra hasarlanan bölgelerde oluşan intimal hiperplaziyi önledikleri gösterilmiştir 

(Qiu, Tang, Zhang, Wen: 2002). Tiazolidindionların intrasellüler antioksidan 

aktivitesi vardır (Friedlander, Dorrell, Ritter, Marchetti, Moreno, El-Kalay, Bird, 

Banin, Aguilar: 2007).Bu ajanlar serbest radikaller üzerinde direkt antioksidan 

temizleyici etki göstermezler. Fakat oksidatif stresin oluşumuna neden olan 

hiperglisemik durumlardan birkaç mekanizmayı bloke ederek etki gösterirler. Son 

yıllarda TZD’lerin ve özellikle pioglitazonun potent glikasyon ve protein çapraz 

bağlanmasının inhibitörü ve güçlü antioksidan olduğu görülmüştür (Jonas, Witzens-

Harig, Arseniev, Ho: 2007).Diyabetik hastalar inflamasyonun ılımlı şeklini içerirler 

(Chen, 2004).Diyabette inflamasyon, oksidatif stresin üretimine neden olan 

hiperglisemi ile ayrıca ilişkilidir. TZD’ler, antiinflamatuvar aktiviteye sahiptir ve 
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bunun, hipoglisemik etkilerinden bağımsız olabileceği diyabetik hastalarda 

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

 

1.2.3. Peroksizom proliferatör-Aktive reseptör-gama-(PPAR-γ) agonistleri 

 

Günümüzde Parkinson hastalığı tedavisinde semptomatik tedavi, restorasyona 

yönelik tedavi ve nöroprotektif tedavi olmak üzere 3 temel yaklaşım vardır. 

Semptomatik tedavide, nigrostriatal dopaminerjik aktivite farmakolojik olarak 

artırılmaktadır. Restorasyon tedavisinde, dopaminerjik hücre harabiyeti oluşmuş 

bölgelere intraserebral hücre tranplantasyonu ve viral kökenli dopamin sentezleyen 

enzim taşıyıcıların aktarılması gibi yaklaşımlar üzerinde odaklanılmaktadır. 

Nöroprotektif tedavide ise araştırmacılar nörodejenerasyona yol açan mekanizmalar 

üzerine etkili olabileceği düşünülen ilaç grupları üzerinde çalışmalarını 

yoğunlaştırmışlarıdr (Backes, Howard, 2003).Üzerinde durulan ilaç gruplarından bir 

tanesi de PPAR-γ agonistleridir. Peroksizom proliferatör aktive reseptörleri (PPARs) 

nükleer reseptör ailesinin üyeleridir ve gen ekspresyonunu ligand bağımlı veya 

bağımsız birçok moleküler süreçle düzenlerler. Alfa, gama ve sigma olmak üzere üç 

ana alt grubu vardır (Yang, Huang, Ma, 2006).PPARların membran lipid içeriği, 

hücre proliferasyonu, apopitoza duyarlılık, enerji homeostazı ve birçok inflamatuvar 

transkripsiyon faktörünü düzenleyerek aktif olarak immun-regülâsyonda görev alır. 

İlaveten birçok çalışmada PPAR-γ ligandlarının makrofaj aracılı inflamatuvar cevabı 

inhibe ettiğini göstermiştir (Scintu, Reali, Pillai, Badiali, Sanna, Argiolu, Ristaldi, 

Sogos, 2007; Vidal, Díaz, Villena, Moreno, Campos, de Vargas, 2006).  

 

PPAR gama agonistleri, asıl olarak adipöz doku diferansiasyonu ve insülin 

aracılı lipid depolamayı düzenleyerek, insülin duyarlılığını artırıp metabolik sendrom 

bozukluklarını azaltırlar. Günümüzde diabet tedavisinde kullanılmaktadır. Bu 

etkilerinin yanında PPAR-γ, nükleer faktör kappa-B (NFκB) gibi proinflamatuvar 

transkripsiyon yolaklarındaki antagonist etkiyle inflamatuvar cevapta değişiklik 

oluşturarak inflamasyon sürecinde düzenleyici rol oynar (Urcola, Hernández, 

Vecino, 2006). Bir başka çalışmada ise PPAR-γ aktivasyonunun hem aktive hem de 

aktive olmayan makrofajlarda apopitozu indüklediği gösterilmiştir (Aberg, Dhuner, 
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Sydnes, 1977; Agnew, McCreery, Yuen, Bullara, 1990).İnflamatuvar cevabın 

düzenlenmesindeki rolü tam belli olmamakla birlikte PPAR-γ agonistlerinin 

inflamasyonu etkilediği bilinmektedir. İnflamasyonun birçok nörodejeneratif 

hastalıkta rolünün olması, PPAR-γ’ın bu hastalıklardaki etkilerinin araştırılmasına 

neden olmuştur. PPAR-γ aktivasyonunun inflamatuvar cevabı düzenlediği ve birçok 

proinflamatuvar genin (COX–2, iNOS ve sitokinler) ekspresyonunu azalttığı ve 

bunların da nörodejenarasyondaki inflamasyonla ilişkili olduğu bilinmektedir. Ayrıca 

PPAR-γ’ın çeşitli beyin bölgelerinde (nöronlar ve gliada) eksprese olduğu 

bilindiğinden (Agnew, McCreery, Yuen, Bullara, 1990; Arıkan, Nurşen, Firdevs, 

Kenser, 1992) PPAR-γ agonistlerinin nöroinflamasyonu dolayısıyla da 

nörodejenerasyonu engelleyebileceği öne sürülebilir. Alzheimer hastalarının 

temporal koreteksleri (LR., 1986) ve iskemik beyinde (99) PPAR-γ artışının 

bulunması PPAR-γ’ın nöroinflamasyon ve nörodejenerasyondaki rolünü 

desteklemektedir. PPAR-γ agonistlerinin nöroinflamasyon ve nörodejenerasyona 

etkileri gösterildikten sonra PPAR-γ agonisti, pioglitazonun Parkinson hastalığındaki 

olası tedavi edici etkilerinin araştırılması fikri ortaya atılmıştır.  

 

Yapılan çalışmalarda pioglitazon tedavisi Parkinson hastalığı MPTP modelinde 

nöroprotektif etkili göstermiştir (Barsa, Batra, Fink, Sumi, 1982; Baulieu, 

Schumacher, 1997).Breidert ve ark. akut MPTP modelinde pioglitazonun 

inflamasyonu ve dopaminerjik hücre kaybını azalttığını fakat striatal mikroglial 

aktivasyon ve striatal tirozin hidroksilaz immunreaktivite azalmasına etki etmediğini 

ayrıca DA seviyelerini normale çevirmediğini göstermişlerdir (Barsa, Batra, Fink, 

Sumi, 1982).Bu sebepten PPAR-γ aktivasyonu MPTP modelinde temel olarak 

SN’daki inflamasyonu etkilemiş ve pioglitazon hafif bir terapötik etkinliği 

göstermiştir. Dehmer ve ark. yaptığı kronik bir çalışmada ise pioglitazon daha etkili 

bulunmuş ve glial aktivasyonu ve iNOS ekspresyonunu hem SN hem de striatumda 

azaltmıştır. Ayrıca kalan dopaminerjik nöronlarda oksidatif stres markırlarında 

azalmaya neden olmuştur.  

 

Bu etkiler dopaminerjik nöroproteksiyon ve kısmi restrasyon oluşturmuştur 

(Baulieu, Schumacher, 1997).Pioglitazon uygulamasının farelerde MPTP modelinde 
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MAO-B enzim inhibisyonuna neden olduğu bulunmuştur (Benoit, Changeux, 1978) 

Gerek pioglitazon gerekse de retinoik asit hipokampustaki DA seviyelerinde artış 

veya düzelme oluşturmamıştır. PPAR-gama agonisti pioglitazon iskemi-reperfüzyon 

hasarlı hipokampusta antiinflmatatuvar ve koruyucu etki göstermiştir (Geren, 1954). 

 

 

 

Şekil 1 : PPAR-γ agonistlerinin nörodejenerasyondaki etki mekanizmaları. (143 Randy ve Guoying 2007’). 

 

1.3. Oksidatif Stres 

 

1.3.1. NOS ve serbest radikaller 

 

Endotel kaynaklı nitrik oksid, hem deneysel çalışmalarda hem insanlarda sürekli 

vasküler tonusun fizyolojik düzenleyici olduğu ortaya konmuştur. NO bir mediatör 

olarak nörotransmisyon, immün direnç ve hücresel adezyonun düzenlenmesi gibi 

birçok fizyolojik olayda görev aldığı bilinmektedir (Bruhwyler, Chleide, Liegeois, 

Carreer, 1993).  

 

Nitrik oksit renksiz bir gaz şeklinde bulunan inorganik serbest bir radikaldir 

(Şeki1. 12).Yarı ömrü 2–10 saniyedir. Sentezlendikten kısa bir süre sonunda 

hemoglobin, metilen mavisi ve süperoksit anyonu tarafından nötralize edilerek nitrat 
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ve nitrite dönüşür (Bruhwyler, Chleide, Liegeois, Carreer, 1993).NO düşük 

konsantrasyonlar da çok önemli fizyolojik işlevlerde rol almaktadır (Moncada, 

Higgs, 1993).Yarı esansiyel bir aminoasit olan L-arjinin’in terminal guanidin 

grubunun NOS enziminin katalize ettiği bir reaksiyon sonucu nitrik oksite çevrilmesi 

sonucu sentezlenmektedir (Mishell, Shiiqi, Henry, 1980) NOS izoenzimleri NOS 

başlıca yapısal (konstitütif) ve uyarılabilir (indüklenebilir) olmak üzere iki grup 

altında toplanmaktadır (Marletta, 1993).Yapısal NOS (cNOS, NOS1, NOS3) hücre 

içinde sürekli var olan ve vasküler tonus ayarlanmasında ve nörotransmisyonda rolü 

olan, intermittan küçük miktarlarda nitrik oksit üretimini sağlayan enzimlerdir. Esas 

olarak nöronlarda (nNOS), vasküler endotel hücrelerinde (eNOS), endokard, 

myokard ve trombositlerde bulunur.  Ca +2 /kalmodülin bağımlı bir enzim olan cNOS 

çeşitli uyanlarla geçici olarak intrasellüler iyonize Ca+2 konsantrasyonunun  (10-

7mol/L)  fizyolojik sınırlar içinde yükselmesi sonucu aktive olur ve esansiyel 

miktarda NO sentezlenmesine yol açar. Endotel kaynaklı eNOS (NOS- 3) arteriyel 

ve venöz endotel hücrelerinde bulunan membrana bağlı bir enzimdir ve eNOS 

aktivitesi asetilkolin, bradikinin, adenozin trifosfat (ATP), elektriksel uyarı ve sıvı 

akımıyla uyarılabilir.  

 

Dolaşımın düzenlenmesinde, trombositlerin ve polimorf çekirdekli lökositlerin 

damar lümeniyle olan etkileşiminde görev alır. nNOS; beyin, cerebellum, 

nöroblastlarda bulunur ve nörotransmitter olarak görev yapar. (Katusic, Cosentino, 

1994).Uyarılabilen NOS (iNOS, NOS- 2) fonksiyonel olarak Ca+2 bağımsız olması 

nedeniyle cNOS’dan farklıdır. Endotel hücrelerinden başka, özellikle düz kas 

hücreleri ve makrofajlarda bulunmaktadır. Makrofajların, nötrofillerin, mast 

hücrelerinin ve vasküler düz kas hücrelerinin sitokinlerle uyarılmasından sonra 

NOS'un gen tanımlaması başlayarak belirli bir sürede NOS sentez edilir ve hücrede 

nanomol gibi büyük miktarda NO sentezi yapabilir. Makrofajların aktivasyonu ile 

sentezlenen NO'nun başlıca makrofajlarda bulunmasına rağmen, vasküler düz kas 

hücreleri, renal tübül hücreleri, kupffer hücreleri, endotel hücreleri, monosit ve 

polimorf nüveli lökositlerde tespit edilmiştir (Katusic, Cosentino, 1994).Makrofajlar 

dışındaki hücrelerde iNOS aktivitesinin rolü yeterince bilinmemektedir. Ancak 

endotelde bulunan iNOS konjestif kalp yetmezliği gibi artmış sitokinlerin bulunduğu 
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durumlarda önemli olabilir. Sitotoksik rol oynarak immün cevapta, antimikrobiyal ve 

antineoplastik aktivitesinde önemlidir (Marletta, 1993). 

 

NOS protein ve aktivitesi (Şekil 1) insan ve ratların testis, epididim, prostat ve 

seminal veziküllerinde tesbit edilmiştir. NOS antikorlarıyla yapılan deneysel 

çalışmalarda farelerin spermatozoa ve kuyruklarında NOS’un varlığı gösterilmesine 

rağmen spermatozoada bir mi yoksa daha fazla mı NOS izoformuna sahip olduğu 

bilinmemektedir. (Shiraishi, Naito, Yoshida, 2001).NO hücrelerdeki ATP sentetazı 

inhibe ederek ATP seviyesini azaltır. ATP üretminin azalması ile enerji eksikliği 

meydana gelir ve enerjinin %90’ı ATP’den sağlandığı için sperm motilitesi bozulur. 

Mast hücrelerinin NO üretimini artırdığı bilinmektedir. Mast hücre sayısının artışının 

testiküler dokuda ciddi patolojik değişikliklere neden olduğu gösterilmiştir (Menger, 

Rücker, Vollmar,).  

 

1.3.2 Serbest radikaller ve apopitoz 

 

Apopitoz, reaktif oksijen radikallerinin hem mitokondri hem plazma membranı 

hem de genom üzerinde oluşturabileceği hasarlara bağlı olarak başlatılabilir. Fisher 

ve arkadaşları, 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) uygulanması ile 

spermatozoada ROS seviyelerinde artış gözlendiğini, bunun da mitokondriyal 

membran potansiyelindeki kayba aracılık ettiğini öne sürmüşlerdir. Moleküler 

seviyede, ROS, DNA’yı direk etkiler ve apopitozu indüklemenin en etkili 

yöntemlerinden biri olduğu bilinen intrasellüler kalsiyum seviyelerini değiştirir 

(Barutçu, 2008).  

 

Hidrojen peroksitin apopitozu tetiklemede intrasellüler mekanizması tartışma 

konusudur. Bu molekülün kendisi reaktif olmayan bir yapıya sahiptir; peroksidatif 

hücresel toksik etkisinden, metal ile katalizlenen Fenton veya Harber-Weiss 

reaksiyonu sonucu üretilen oldukça reaktif hidroksil radikalinin sorumlu olduğu 

düşünülmektedir. Kasahara ve arkadaşlarının çalışmasında ise, hidroksil radikalinin 

etkisizleştirilmesi için dimetil sülfoksit veya bir demir şelatörü kullanılmış ancak 
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etkin bir koruma gözlenmemiştir. Bu da apoptotik yolun peroksidatif hasarla bir 

bağlantısının olmadığını gösterir.  

 

Diğer bir apopitozdan sorumlu olabilecek serbest radikal olan peroksinitrit, 

nitrik oksit ve süperoksitin etkileşimi ile oluşur ve birkaç hücre serilerinde apopitozu 

indüklediği görülmüştür. Varikoselli hastalarda, peroksinitrit üretimi için ksantin 

oksidazın nitrik oksit sentaz ile birlikte çalıştığı düşünülmektedirve normalde germ 

hücrelerinde saptanmayan endotelyal nitrik oksit sentaz, insan testisinde, dejenere 

olan veya apoptotik germ hücrelerinde saptanmıştır. Apopitoza yol açan nükleer 

düzenleyici proteininin (NFkB) aktivasyonu, Fas reseptörünün çapraz bağlanması ve 

kaspaz aktivasyonu gibi farklı intrasellüler sinyaller, intrasellüler ROS üretimindeki 

artışla ilişkilidirler. Fas sisteminin, germ hücre apopitozunda anahtar bir düzenleyici 

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

 

1.4. Programlanmış Hücre Ölümü 

 

1.4.1. Hücre ölümü tipleri ve apoptoz 

 

Programlanmış hücre ölümü terim olarak ilk kez 1965 yılında kullanılmıştır. 

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yılında Kerr ve arkadaşları tarafından kullanılmıştır 

(Pleasure, Kreider, Shuman, Sobue 1985).Kerr, fizyolojik olarak ölen hücrelerin 

çekirdeklerinde yoğunlaşmış kromatin parçalarını gözlemlemiş ve organellerin iyi 

korunduğunu fark ederek bu olayı büzüşme nekrozu olarak adlandırmıştır. Köken 

olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski yunanca'da "sonbaharda yaprak 

dökümü" anlamına gelmektedir (Touchette, Fogle 1991).Hücrelerin doğru yer, 

zaman ve sayıda olmasını sağlayan apoptozis mitozis ile dokuda sürekli bir denge 

halindedir (Cummings, Winterford, 1997).Programlanmış hücre ölümü, hücre 

intiharı, fizyolojik hücre ölümü apoptozis ile aynı anlamda kullanılan terimlerdir 

(Majno, Torisl, 1995). 

 

Apoptozise uğrayan hücrenin komşu hücrelerle bağları kesilir. Hücre 

yüzeyindeki mikrovillüsler ve diğer hücrelerle yaptıkları özel bağlar ortadan kalkar, 



17 

 

hücre yüzeyi yuvarlaklaşır (249).Apoptotik hücre komşu hücreye göre daha küçük ve 

sitoplâzması daha yoğundur. Endoplazmik retikulum dışında diğer hücre organelleri 

yapılarını korur (267, 268).Sitoplâzma yoğunluğu arttığı için organeller kalabalık 

görünür. Hücre zarı sağlam olduğundan nekrozda olduğu gibi bir inflamatuar 

reaksiyon gözlenmez. Hücreden hücreye değişmekle birlikte genellikle çekirdek 

büzüşür (Cohen, Apoptosis, 1993; Cohen, 1993).Kromatin çok yoğun bir hale gelir 

ve parçalar halinde bir araya toplanır. Çekirdek porları seçilemez.  

 

Çekirdek şekli düzensizleşir ve ileri evrede küçük çekirdek parçalarına bölünür. 

Çekirdekçik genişler ve granülleri kaba granüller halinde dağılır (Kerr, Wyllie, 

Currie, 1972).Hücrede önce yüzeye doğru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazıları 

sitoplâzma parçacıkları içeren ve sıkı biçimde paketlenmiş organellerden oluşan 

zarla sarılı apoptotik cisimlere dönüşür (Cohen, Apoptosis, 1993; Cohen, 1993). 

 

Apoptozis için morfolojik değişimler hücre büzülmesi, kromatin yoğunlaşması, 

hücre membran tomurcuklanması olurken fosfotidilserin açığa çıkar. Sağlıklı 

hücrelerde plazma membranının içinde bulunan fosfotidilserin apoptotik hücrelerde 

plazma membranının dış yüzünde bulunur ve fagositik hücreler için sinyal görevi 

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

 

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik şartlar altında meydana gelebilirken 

nekrozis fizyolojik bir ölüm şeklidir. Apoptotik hücrede kromatin nukleus membranı 

agregasyon gösterir ve kondanse olur ancak nekroziste kromatin paterni normal 

hücredekine benzerdir. Nekrotik hücrenin plazma membranı bütünlüğünü kaybeder 

ve hücre içinden dışına hücre içi materyallerinin çıkışı gerçekleşir. Oysa apoptotik 

hücre membranı intaktır ve üzerinde küçük cepcikler “membrane blebs” oluşur. 

Apoptozis ile ölen bir hücrede hücre membranı intaktır ve enflamasyon gözlenmez; 

nekrozda ise, enflamasyon, hücresel şişme ve hücre zarının bozulması gözlenir 

(Fitzgerald, Woolf, Gibson, Mallaburn, 1984).Apoptozis bir hücre hasarına yanıt 

olarak meydana gelir oysa nekroz genelde hasar sonucu gelişir. Apoptozis önceden 

belirlenen bir yol ile koordineli olarak meydana gelirken, nekroz birçok 
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biyokimyasal olaydan bağımsız olarak gerçekleşir ve hücrede enerji stoklarının 

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

 

Programlı hücre ölümü olgun dokularda intrensek intihar programının 

aktivasyonu ile hasarlı, infekte ya da değişime uğramış hücreleri ortadan kaldırmak 

için hem gelişimde hem de homeostazisde önemli bir mekanizmadır. Apoptozisin 

başlamasına neden olan ve soy hakkında bilgi içeren sinyaller viral yangı sinyali ya 

da ekstrasellüler sinyallerdir. Ekstrinsik sinyaller apoptozisi başlatır, ya da baskılar, 

intihar edecek olan hücrelere yardımcı olabilir ve aynı sinyaller bir hücre tipinde 

kurtulmayı başlatabilir. İntihar programının aktivasyonu spesifik mRNA 

molekülerinin sentezini translasyonunu gerektirir. Programlı hücre ölümü bazen 

hücre ölümünü intrensek mekanizmalar yoluyla transkripsiyon ya da translasyonu, 

kısıtlama ile de baskılayabilir.  

 

Bir hücrede apoptozis mekanizması iki yolla düzenlenir: Hücre dışından 

kaynaklanan, hücre yüzeyi ölüm reseptörleri ile (Tümör nekrozis faktör süperailesi 

üyeleri ve bunların reseptörleri) düzenlenen apoptozis. Hücre içinden kaynaklanan, 

mitokondriyal yolla düzenlenen apoptozis (Scorrano, Korsmeyer, t.y.).Hücre yüzeyi 

ölüm reseptörleri Tümör Nekrozis Faktör Reseptör (TNFR) süperailesine ait 

transmembran proteinlerinin bir familyasıdır. Bu reseptörler hücre dışındaki 

bölgelerde tekrar eden sistein zengin bölgelerde yer alırlar. Ölüm reseptörleri 

sitoplâzmanın iç kısmında ‘ölüm bölgesi’ (death domain) denen protein zincirleri 

taşırlar. Ölüm bölgeleri, ölüm reseptörlerine ligand bağlandığı zaman apoptotik 

mekanizmayı uyarırlar ve hücre dışından gelen uyarıyı hücre içine iletirler 

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

 

Apoptozisi başlatan yolların kesiştiği kavşak noktanın mitokondri olduğu 

görülmüştür. Bu yüzden mitokondrinin aktivasyonu ile sitokrom c’nin 

mitokondriden sitoplazmaya salıverilmesi sonucu apoptotik süreçde geri dönülemez 

noktayı gösterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol açan en önemli faktör Bcl- 2 

ailesidir. Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik üyeleri olan bu ailenin üyelerinin 

mitokondri üzerindeki etkileriyle ya sitokrom c’nin sitoplâzmaya salıverilmesi 
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gerçekleşir veya sitokrom c’nin sitoplazmaya salıverilmesi baskılanır. Apoptozis 

indükleyici faktörün mitokondriden çekirdeğe geçmesi apoptozis başladığında ve 

AIF’nin salınımındaki artışı, , mitokondrial transmembran potansiyelinin 

kaybolması, periferal kromatin kondenzasyonu ve plazma membranında 

fosfotidilserinlerin ortaya çıkmasına neden olur (Bryniarski, Szczepanik, Ptak, Ptak 

2005).Bunun sonucunda yüksek moleküler ağırlıklı (50 kbp) DNA fragmentasyonu 

gerçekleşir. DNA hasarına cevaben de PARP (poly ADP-ribose polymerase- 1) 

aktive olur. Bu etkiler kaspazlardan ve AIF’nin oksidoredüktaz aktivitesinden 

bağımsızdır (Miramar, Constantini, Ravagnan 2001).Kaspaz aktivasyonundan 

bağımsız olan EndoG aktivasyonu, nükleozomal DNA fragmentasyonuna neden 

olabilir (Zhang, Ebata, Robaire, Nagano 2006).EndoG’nin salınımı, kaspaz 

aktivasyonuna paralel olarak apoptotik programı başlatabilir. Bax ve Bak, BH3-only 

proteinlerin mitokondriye hareket etmeleri ve sitokrom c salınımının düzenlenmesi 

için gereklidir. Hücrenin yaşayabilirlik durumu pro-apoptotik ve anti-apoptotik 

üyelerinin rölatif oranına bağlıdır. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl- 2/Bax 

oranınının bazı hematolojik malignensilerde prognostik değer taşıdığı rapor 

edilmiştir. Çünkü oranın artması ya da azalması apoptozisin inhibisyonu veye 

aktivasyonu ile sonuçlanır. Bu da prognozu belirleyici bir değer taşıyabilir. 

 

Bid proteini yaşayan hücrelerde sadece sitoplâzmada bulunur. Aktivasyonları 

sitokrom c’nin sitoplazmaya salınımını sağlar (Luo, Budihardjo, Zou, Slaugter, 

Wang, Bid, 1998).Bad'ın apoptotik veya yaşam sinyal yolağındaki etkisi proteinin 

fosforilasyon-defosforilasyon mekanizması ile düzenlenir (Konishi, Lebdnen, 

Donovan, Bonni 2002).Bim ve Bmf proteinleri Bim, normalde mikrotübüllerle ilişki 

içinde olan dynein motor kompleksi ile birlikte bulunur. Apoptozis indüksiyonu 

esnasında mitokondriye göç eder. Pro-apoptotik aktiviteye sahiptir ve Bmf, 

apoptozisin tetiklenmesi sırasında mitokondriye göç eder ve Bcl- 2 ailesi ile 

etkileşime girerler (Putcha,  Moulder, Golden 2001). 

 

Sitokrom c, apoptozis sırasında mitokondriden salındığında kaspaz 

aktivasyonunu başlatan, mitokondrial elektron zincirinin bir bileşenidir (Luo, 

Budihardjo, Zou, Slaugter, Wang, Bid, 1998).Mitokondriyal yolla tetiklenen 
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apoptotik yolun erken fazında mitokondrial membran potansiyelinin bozulması ve 

ardından sitokrom c’nin salınması genel olarak önemli rol oynar (Grinberg, Sarig, 

Zaltsman, Frumkin, Grammatitakis, Reuveny, Gross 2002).Sitokrom c normalde iç 

mitokondri zarına anyonik fosfolipid ‘kardiolipin’ ile birlikte bağlıdır. Kardiolipin 

mitokondriye özeldir, iç mitokondri zarında predominant olarak bulunur. Kardiolipin 

ile sitokrom c’nin ayrılması ve sitozole salınması apoptozisin başlaması için ilk 

adımdır. Mitokondrial elektron transport zinciri ile reaktif oksijen radikallerinin 

ortaya çıkması; sitokrom c’nin harakete geçmesi ve kardiolipinden ayrılması ile 

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

 

Apoptoz Başlatıcı Faktör (AIF) mitokondrinin iç membranında bulunur ve AIF 

57 kD ağırlığında bir flavoprotein olup apoptozis başlangıcında mitokondriden 

çekirdeğe geçerek kromatin kondenzasyonu yoluyla DNA fragmentasyonunu sağlar. 

AIF oksidoredüktaz aktivitesi gösterir (Yu, Wang, Poitras, 2002).Bu etkiler 

kaspazlardan ve AIF’nin oksidoredüktaz aktivitesinden bağımsızdır AIF’nin çok 

fazla salınımı sonucunda, periferal kromatin kondenzasyonu, mitokondrial 

transmembran potansiyelinin kaybolması ve plazma zarında fosfotidilserinlerin 

ortaya çıkması (48) ile yüksek moleküler ağırlıklı (50 kbp) DNA fragmentasyonu 

meydana gelir (Miramar, Constantini, Ravagnan 2001 ). 

 

Kaspazlar apoptozis mekanizmasında yer alan önemli protein grubudur. Hücre 

sitoplâzmasında inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini 

aktifleştirirler. Böylece bir kaskad şeklinde işlerler. Aktif merkezlerindeki sisteinden 

dolayı sistein proteaz olarak adlandırılan enzim grubudur. Apoptozisde hücreyi 

parçalayan yani apoptotik morfolojinin oluşumunu sağlayan etkenler “effectors” 

olarak bilinirler. Bu güne kadar tanımlanan 14 kaspaz bulunmaktadır. (Schlatt, 

Ehmcke, Jahnukainen, 2009). Apoptotik sinyal yolunun erken safhasında etki 

gösterirler ve apoptotik uyarıyla başlayan ölüm sinyallerini ilerletici kaspazlara 

iletirler (Hofmann, Bucher, Tschopp 1997).Kaspaz İnhibitörlerinden bazılarının 

önemli olduğu durumlar nöro-dejeneratif hastalıklar, iskemi-reperfüzyon 

zedelenmesi ve otoimmun hastalıklardır. Kaspazlar potansiyel hedefleri oluşturarak 

bu hastalıkların tedavisinde inhibitör tedavide kullanılabilirler (Yamato, Egashira, 
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Utsumi, 2003). Reseptörler aracılığıyla kaspaz aktivasyonuna ve apoptoza yol 

açarlar. Diğer yol mitokondriden Sitokrom-c sitozol içerisine bırakılır ve kaspaz 

aktivasyon proteinine (Apaf 1) bağlanır. Ardından Apoptozom olarak adlandırılan 

multiprotein yapısındaki kaspaz aktive eden kompleksin toplanmasına neden olur 

(Şekil 1). 

 

Apoptozis tanı yöntemleri içerisinde apoptotik hücre morfolojisinin 

değerlendirilmesinde kullanılan ışık, floresan, lazerli konfokal, elektron ve faz- 

kontrast mikroskobu ile inceleme yer alır. DNA fragmentasyonlarının 

belirlenmesinde agaroz Jel elektroforezi, enzimatik yolla DNA fragmentasyonlarının 

belirlenmesi ISEL TUNEL, İn situ hibridizasyon tekniği ve Anneksin–V yöntemi ile 

apoptozise özgü proteinlerin saptanması ve flow sitometri yöntemi kullanılır (Moore, 

Persaud, 2009). 

 

DNA fragmentasyonlarının belirlenmesi birçok farklı yol ile gerçekleşmektedir.  

DNA’nın 180- 200 baz çifti ve bunun katları şeklinde kırılması olarak ifade edilen 

DNA fragmentasyonu programlı hücre ölümünün belirleyici özelliğidir (Arends, 

Wyllie, 1991).DNA’nın bu özelliği agoroz jel elektroforezi ile belirlenmiştir. Fakat 

bu yöntemlerle apoptozisin kesinliği değil DNA’nın fragmentasyonunun anlaşılması 

için tanımlayıcıdır. Enzimatik yolla DNA fragmentasyonlarının belirlenmesi: 

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase [Tdt]-mediated dUTP-biotin nick-

end labeling) yöntemi 1992 yılında Gavrieli ve arkadaşları tarafından doku 

kesitlerinde ve hücrelerde ilk defa kullanılmıştır. TdT enziminin aktivitesi için 

DNA’nın 3’ ucu biotinlenmiş dUTP ile birleşir. İn situ olarak DNA 

fragmentasyonlarının belirlenmesinde ise (ISEL),  çoğunlukla Kornberg polimeraz  

(E. Coli’den elde edilen DNA polimeraz) DNA polimeraz I’in Klenow fragmenti ve 

TdT (Hilton, Love, Barber 1997)  kullanılmaktadır. Bu yöntemler, tek ya da çift 

iplikli DNA kırıklarına işaretlenmiş nükleotidlerin bağlanması esasına dayanır. DNA 

fragmentasyonunda DNA iplikleri internükleozomal bölgelerde kırılma olur ve 

DNA’nın 3’-OH ucu ortaya çıkar. Dana (calf) timus TdT’si ile apoptosisin 

belirlenmesi, serbest 3’-OH ucuna biotin, dioksigenin-, floresan veya radioaktif 

olarak işaretlenmiş nükleotidlerin bağlanması esasına dayanır.  
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Avidin peroksidaz tekniği için 3,3’-diaminobenzidine (DAB) veya 3-amino- 9-

ethylcarbalzole (AEC) gibi kromojenler kullanılarak biotinlenmiş nükleotidler 

belirlenir. Dioksijenin- işaretli nükleotidler, alkalen fosfataz, biotin ya da peroksidaz 

işaretli sekonder antikorlar kullanılarak belirlenebilir. Hematoksilen, metilgreen ya 

da DAPI ile rutin artalan boyaması kullanılarak TUNEL veya ISEL reaksiyonları 

belirgin hale getirilebilir. Ancak bu iki metodun zayıf tarafları vardır. Bunlardan 

birincisi apoptozis altındaki hücrelerde internükleozomal DNA fragmentasyonunun 

ölçülememesi, ikincisi ise DNA fragmentasyonunun apoptozisle mi ilişkili olduğu 

yoksa DNA’nın rasgele olarak nekrozis ile mi parçalandığı fark edilemeyebilir. O 

nedenle apoptotik DNA fragmentasyonu biyokimyasal analizler ile desteklenmelidir. 

 

1.4.2 Apopitozun ışık, elektron mikroskobik ve biyokimyasal özellikleri  

 

Apopitosis terimi, yunan kökenlidir ve yaprak dökülmesi anlamına gelmektedir. 

Bu, sürecin nekrozdan ayırt edilmesi için bu terim kullanılmıştır. Elektron 

mikroskopik morfolojik özellikleri içersindeapopitozis, hücreleri, asenkron ve tipik 

olarak inflamatuar değişiklik olmaksızın etkiler. En erken gözlenen olay, keskin 

sınırlı, yoğun, ince granüler hilal şeklinde çekirdek zarına bitişik kütle oluşturmak 

üzere kromatinin kondensasyonudur. Kondanse kromatinin nükleusa oranı, hücre 

tipine göre değişir; örneğin lenfoid hücrelerde yüksek, az heterokromatinli 

hücrelerde düşüktür. Nükleer porlar, kondanse kitlelerin yakınında nadiren 

gözlenirken, nükleer zarın geri kalan kısımlarında belirgin bir şekilde gözlenirler. 

Nukleolar değişiklikler de oluşur, ancak bunlar sadece kesitlerin bazı seviyelerinde 

görülmektedir (Barutçu, 2008).  

 

Apopitozun farklı biyokimyasal özellikleri vardır. Apopitoz işlemi, enerji 

gereksinimi olan bir süreçtir. Fizyolojik hücre ölümünü, belli fazlara bölmek uygun 

olur. En erken faz, apoptotik cevabı başlatan stimulus fazıdır. Bu, yüzey reseptörleri 

aracılığıyla yayılan bir eksternal sinyal olabilir veya bir ilaç, toksin veya radyasyon 

etkisiyle hücre içinden orijin alabilir. İkinci faz, sinyalin veya metabolik durumun 

saptanması ve sinyal iletimini içerir. Sinyal iletim yolları, bu mesajı, hücre ölümü 
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effektör mekanizmasına iletir. Effektör faz ise, hücre ölüm mekanizmasının üçüncü 

kısmıdır ve pozitif ve negatif regülatörleri ile beraber proteazların aktivasyonunu 

içerir. Dördüncü faz, hücre kromatininin kondanse olduğu ve DNA’sının degrade 

edildiği postmortem fazdır. Hızlı nükleer DNA yarıklanmasına, uzun zamandır 

apopitozisin en önemli biyokimyasal göstergesi olarak bakıldı.  

 

Bu DNA degredasyonu, iki aşamada oluşur. İlki, 200-300 kilobaz çiftlik 

fragmanlara ve/veya 50 kilobaz çiftlik fragmanlara yarıklanır. Nükleer zarfa doğru 

kromatin marjinasyonu, muhtemel morfolojik görünümdür. İkincisi, apopitoza giden 

hücrelerin tamamını olmasa da çoğunu etkileyen, internukleozomal (nukleozomlar 

arası bağlayıcı bölgelerden) çift iplikli DNA yarıklanmasıdır, böylece 

oligonukleozomal ebatlı fragmanlar oluşur. Apoptotik hücre debrisleri, in vivo 

hemen fagosite edilirler. Bu yüzden, hücre rüptüre olmadan önce, apoptotik 

hücrelerin, fagositlerce tanınabilmeleri için plazma membran değişimlerini 

tamamlamaları gerekir. Gerçekten, plazma membran değişimlerinin, programlanmış 

hücre ölümünde çok erken oluştukları gösterilmiş. Son çalışmalar, canlı hücrelerde, 

plazma membranının iç yaprağında lokalize olan fosfotidilserinin kritik bir rol 

üstlendiği bilinmektedir.  

 

Apopitoza giden lenfositlerde, fosfotidilserinin dış yaprağa translokasyonunun, 

makrofajlar tarafından fagositik tanınmaya aracılık ettiği gösterilmiştir (Şekil 

2).Martin tarafından yapılan çalışmalarda, sıçangillerde ve birçok insan hücre 

tipinde, başlangıç stimulusu ne olursa olsun, fosfotidilserin eksternalizasyonu en 

erken olay olarak saptanmıştır. Önemli olan bir not da, fosfotidilserinin yanısıra 

diğer yüzey molekülleri de, fagositik tanınma ve apoptotik hücrelerin alınmasında 

şüphesiz çok önemlidir. Apopitozise giden hücrelerde oluşan dramatik morfolojik 

değişikliklerden, sitoskeletal elemanlardaki değişimler ve yaygın sitoplazmik 

proteinaz aktiviteleri sorumludur. Cotter ve arkadaşları, mikrofilament topluluğunun, 

hücre fragmantasyonu ve apoptotik cisimlerin oluşumu için gerekli olduğunu 

göstermişlerdir. HL-60, Molt-4 veya U937 hücre dizilerinin, aktin 

polimerizasyonunda etkili cytochalasin B ile ön muamelesi, hücre tomurcuklanma ve 

apoptotik cisim oluşumunu engellemiş, ama nükleusu veya nükleer DNA’sının 
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fragmantasyonunu bloke etmemiştir. İn vivo, apoptotik cisimlerin, lizis olmaması ve 

böylece inflamasyona yol açmadığı gerçeği, apoptotik hücrelerde, iki önemli olayı 

vurgular; membran integrasyonunun korunması ve ani tanınma ve fagositoz. 

Sitoplazmik proteinlerle, geniş çapraz bağlar kuran doku transglutaminazının (tTG) 

aktivasyonu, yüzey kabarıntılarının (bleb) oluşumunda ve intrasellüler içeriğin 

hücrede tutulmasında anahtar bir rol oynamaktadır. tTG, apoptotik cisimlerde, en 

yüksek konsantrasyondadır.  

 

Apopitozis çok sayıda ve çeşitte mediyatör ile hücre içi metabolik değişiklikler 

tarafından düzenlenir. Bunlar arasında genler (c-myc), bazı iyonlar (kalsiyum), 

proteinler (p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadır. Bazı mediatörler 

hücre tipine özgündür, bazıları da apoptotik stimulusun çeşidine göre farklılık 

gösterebilirler. Apoptotik süreç boyunca hücre içine sürekli kalsiyum (Ca++) girişi 

olur. Sitoplazmada artan Ca++, inaktif durumdaki Ca++ bağımlı proteazları ve 

nükleazları aktifleştirerek sitoplazmik proteinlerin parçalanmasına ve apopitoze özgü 

internükleozomal DNA kırıklarına neden olur. Ca++ iyonları endonükleaz 

aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda, 

proteazların aktivasyonunda ve hücre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler. Fakat 

hücreye Ca++ girişi, apopitozun gerçekleşmesi için esansiyel değildir (Barutçu, 

2008). 

 

 

1.5 Nöron Kültürü ve Nörotoksik Etki 

 

1.5.1 Kültür ortamı ve özellikleri 

 

İn vitroyu diğer tekniklerden ayıran özellik ortamın steril olarak kalmasıdır. 

Hücre kültür laboratuvarında preparasyon, inkübasyon ve kullanma sırasında aseptik 

fonksiyonlar meydana gelebilir. Hücre kültür laboratuarında ortam, cihazlar ve 

atıkların uygun methodlarla sterilize edilmesi gerekir. Bu nedenle çalışmalarda 

sürekli steril hava akışkanlı laminar zeminli steril kabinler kullanılmalıdır. Kültür 

ortamının sürdürülmesi için ileri kontroller (sıcaklık, oksijen stresi ve karbondioksit 
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içerik) kritik öneme sahiptir ve hücre kültür inkübatörü mutlaka güç kaynağına 

bağlanmalıdır. Hücre kültürü laboratuvarı buzdolabına sahip olmalıdır (+4’den -

20ºC’ye) ayrıca ortam ve diğer ajanları saklama yetisine sahip olmalı ve uzun süreli 

nöronal hücre sıraları saklamaya yönelik nitrojen tank bulunmalıdır. Ters faz-

kontrast mikroskopu veya 3D optik mikroskoplama (örneğin Haffmarn veya 

Nomarkski) sahip olması, glial hücreler açısından morfolojik kültür tayininde 

gereklidir. Nitelikli kimyasallara erişim, steril pipetler, göz koruyucu cam, hücre 

kültür kapları aynı derecede kritik öneme sahiptir. Diğer ekipmanlar genel ihtiyaçlar 

çerçevesinde olup soğutmalı santrifüj, hücre sayacı, içeren hemotometre, pipetleme 

ekipmanları kullanmış ortam ayrıcı ortam ekipmanları sayılabilir. 

 

Kültür ortamının korunması ve hücre karakterizasyonu etkileyici faktörlerdendir. 

Bir kültür sisteminin hücresel fenotipi, o kültürün ihtiyaç duyduğu gereksinimler 

tarafından kontrol edilir. Hücrelerin in vitroda yetişmesi ve hücre farklılığı, besin ve 

hormonal faktörlerdeki çevresel etkiye, hücrelerin içindeki ve hücreler arasındaki 

substrata bağlıdır. denemeler in vitrodaki kültür ortamı, substrat ve farklılık, girişim 

ve farklılıaşmaya bağlı olarak şekillenir.  

 

Bunun yanı sıra, kültürde bir hücre yetiştirmek in vivoya karşılık aynıdır. 

Hücresel heterojenlik kültür ortamında gelişim, çoğalnma ve farklılaşma süreçlerini 

etkileyen en önemli faktörlerden biridir. Birincil kültürlerdeki ilk hücre populasyonu 

aşırı heterojendir ve bu in vivoyu tamamen temsil eden kültürde hücre grupları 

oluşmasına imkân sağlar. Bazı özel problemler için, kültürlerde tek hücre tipi olması 

tercih edilir. Bu kültürler farklı beyin bölgelerinden ve donörlerin optimum yaş 

seçimine bağlı olarak seçilebilir. Büyüyen bir kültürde istenilen hücre türlerinin 

seçimi farklı yöntemlerle belirlenebilir. Örnek olarak sitotoksik antiserum belli bir 

hücre sınıfını öldürmek amacıyla kullanılabilir. Kritik hormonların ortamdan yok 

edilmesi hücre türlerini seçimli olarak yok edebilir.  

 

Glia ve fibroblastlar genellikle DNA sentez inhibitörüyle hücre bölünmeleri 

engellenerek sayısı azaltılabilir. Özellikle glia hücreleri için kullanılan başka bir 

metod ise; ortamdaki serum konsantrasyonuna müdahale ederek ve hücre 
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tutunmasında farklılık yaparak glia hücre sayısına müdahele edilmesidir. Bu 

metodların tümü saflaştırma sürecine yardımcı olur; kültürdeki hücresel saflayacak 

hiçbir metod yoktur. Çözünmiş hücre kültürlerinin ilk avantajı zenginleştirilmiş 

hücre tipi kültürü sağlamasıdır. Biyokimyasal ölçümlerde büyük miktarda hücreler, 

tek bir hücreden daha fazla avantaj sağlar. Eğer bu saf hücre kültürlerinden sonuç 

elde edilirse in vivo durumların belirsizliğine ışık tutacaktır. Kültürün kompozisyonu 

eğer bazı hücreler bölünmeye devam ederse zamanla büyük ölçüde değişebilir. Çok 

hızlı bölünen hücreler az bölünün hücrelere göre seçici bir avantaja sahip olacaktır. 

Eğer bire bir orijinal kültürden klonlanmış hücre kullanılacaksa, klonlar bölünme 

seviyesine göre sınıflandırılmalıdır. Bu nedenle yeni klonlarda izolasyon periyodu 

gereklidir. Fenotipik sürüklenme yaşayan ve mutant hücrelerde birincil kültürlerin 

belirlemesi zordur.  

 

Kültürde ortamlarında serum faktörü, çoğalmanın belirleyicisi olarak yer alır. 

Ayrıca kültür ortamındaki ortam içeriğinde şeker, tuz, aminoasit, vitamin gibi temel 

içerikler ile büyüme hormonları, büyüme ve tutunma faktörleri, içermektedir. Bu 

ortamların tamamı ile bileşen tayini çok zordur. Birçok birincil hücre kültür ve 

birçok hücre sıralaması için serumsuz kimyasal tabanlı ortamlar mevcuttur. Bu 

ortamlar; tuz, vitamin, aminoasit, büyüme faktörleri, kültüre edilen hücreye özel 

tutunma molekülleri içerebilir (60).Kimyasal tanınmış ortamlar sera yapısının 

doğasında olan ve çeşitli standardizasyon ve tekrar üretilebilirliğe bağlı problem 

oluşturucu ve kontrolsüzlük ihtiva edilebilir.  

 

Buna karşın, eksiksiz süplementler olması in vivoya kıyasla çok düşük düzeyde 

kalacaktır. Çünkü sinir sisteminde birçok gelişim faktörü bulunur ve hücredışı 

akışkanlar hakkında çok az bilgimiz vardır ve tanımlanan bu ortamlar in vivodaki 

hücrenin fizyolojik ortamı ile çok farklıdır. Ortam ve besin destekleri anlatıldığı 

üzere, farklı ortam şartlarında farklı gen ekspresyonları ve hücresel metabolizmada 

inanılmaz farklanmalar olabilmektedir. Örnek olarak; Epidermal büyüme faktörü 

(EGF) serumun fonksiyonu olarak değişir. EGF membran yüzeyine hücre büyümesi 

sırasında yapışık olarak kalır ve serum varlığında bu yapı korunur. Nöron tarafından 

üretilen glial fibriler asidik protein (GFAP) ve mikrotübülün ilgili protein sentezi 



27 

 

hem serum konsantrasyonu hem de kaynak hayvana bağlı olarak etkilenir. Adrenal 

kortikal hücreler at serumu kortikosteronun yüksek miktarda salgısını içerir ve ama 

doğmamış buzağı serumundan hem morfolojik olarak farklıdır hem de buzağı 

serumu at serumunun sahip olduğu steroidlerin %1’ine sahiptir. Fenotip 

farklanmalarının kültür ortamında geri dönüşümleri yapılamaz.  

 

Hücre substratı ve belirlenmesinde izlenecek yollar yine kültür ortamında hücre 

davranışını belirleyen ve yönlendiren önemli faktörlerdendir. Kendi metabolizmasını 

ve çoğalmasını sağlayan hücreler substratumda yetişir. Genellikle kollajen, 

fibronektin, poli-D-lizin, poliornitin ve yüksek sülfonat içeren plastik doku kültürü 

hücre subustratı olarak kullanılır. Bazı hücreler destekle (örneğin; eklenen yüzey 

yapıştırıcılar geretiren) gelişirler, oysa diğer poliferat/farklılaştırıcıların ikisi de 

gevşek tutunur veya tekrar agregat oluşturarak süspanse kalır. Eğer hücreler deneysel 

çeşitlendirilmiş adhezyon durumunda büyütülürse, hücrenin birçok biyokimyasal 

karakteristiği değişir. Örneğin, poli-D-lizin nöral hücre kültürlerinde hücre-substrat 

tutunmasını yükseltmek için kullanılır. Poli-D-lizin birçok kere prökürsör alımı, 

enzim çalışmaları, izotipik işaretlenmiş ligantların hücre yüzey reseptörlerine 

bağlanma çalışmaları gibi yıkama gerektiren deneyler boyunca sürekli hücre 

tutunmaları çalışmalarında kullanır. Boya alımında hücre canlılığı için bile, en 

yüksek seviyedeki saldırıda canlı hücreler deneysel sonuçta kritiktir. Bunun yanı sıra 

Poli-D- lizin genellikle hücrede fenotoipik değişimlere, morfolojik değişimlerde, 

radikal yapıda ve metabolizmada yükselmeye sebep olduğu için kullanılır (Heath, 

Kidd, Trapp, Dunkley 1991).Çünkü hücre-poli-d-lizin etkileşimi cAMP sentezini ve 

normal iyon kanallarına girişimini değiştirebilir, bu substrat elektrofizyolojik 

deneylerde hücreler için kullanılamaz.  

 

Hücrelerin her süspansiyonda gelişebilmesi veya yüzeye yapışabilmesinin her 

ikisi için de metabolizmadaki bazı değişiklikler gözlemlenmelidir. Fibroblastlarda, 

hücrelerin tutunmaya veya askıda kalmaya bağlı olup olmadığını anlamak için çeşitli 

amino asit dönüşüm sistemleri kullanılır. Yüzeye tutunan fibroblastlarda, 

süspansiyon olarak büyüyen hücrelere kıyasla daha fazla tübilin proteini bulunur. 

Substrat-bağlı fibroblastlar antisera ajanlarının sitolizinde çok hassastır. Substrat 
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hücre morfolojisini ve gelişim oranını belirleyebilir. Plastik kültürde yetişen 

fibroblast benzeri hücreler düz ve uzayan ve hızlı gelişen hücreler yetişir. Aynı 

hücreler hidrofobik bakteriyal plastiğe tutunmadan, yuvarlak şekilli ve yavaş gelişim 

gösterebilir. Gelişim ve morfolojinin düzenlenmesi için yapılan bu deneyler 

hücrelerdeki farklılıkların küçük değildir; fibroblast benzeri hücrelerin DNA 

sentezini başlatabilir.  

 

Hücre beslenmesi yine farklılaşmanın yönlendirilmesinde yer almakta ve farklı 

kültürlerde değişik etkiler elde edilmektedir. Hücre ortamının ya da besinlerinin 

kültürde rutin değişimi sırasında,  hücre kültür ortamının değişimine bağlı 

etmenlerden dolayı mevcut fenotip farklı hücre fenotiplerine kayabilir. Öyleyse, yeni 

eklenen ortamın yarattığı etkilerden dolayı oluşan deneysel etkilerden emin olunmalı 

ve bunlara göre önlem alınmalıdır. Örnek olarak, yeni ortam eklenmesi ile endotel 

hücrelerinde plasminojen aktivatör aktivitesinde düşüş gözlenir. Bu ortamın 

serumundaki inhibitör faktörlere bağlı gelişir. Bu etki serumsuz ortam kullanılarak 

kesilebilir. Fakat nöral hücrelerde, ortama yeni büyüme faktörleri eklenmesi veya 

salgı halindeki büyüme etkenlerinin ortam değişimi ile seyreltilmesi, aynı zamanda 

geçici hücre fenotip değişimlerine de sebep olabilmektedir. Kültür ortamındaki 

değişimin sonucu olarak, ortam pH’ında geçici olarak 7,4’ün üzerine çıkma 

gözlenebilir. Bu pH değerinde proses büyüme faktörlerinde benzer uyarılma etkisi 

gösterir. Atmosferik oksijen gerilimi sinir hücre kültüründe düzeyi korunması 

gereken kritik öneme sahip olan bir bileşendir. Yayınlanmış protokollerin büyük 

çoğunluğunda hücre kültürü inkibatörünün hava oranı %95 hava %5 CO2 olarak 

kabul ediliyor. Serebral kortikal nöronların canlılığı, astroglia hücrelerinin bölünmesi 

ve olgunlaşması %10’luk kısmi oksijen basıncı ile maksimize edilmiştir(61).  

 

Hücre-hücre etkileşimindeki farklılaşmadan dolayı, metabolizmadaki 

farklanmalar ve farklanma dereceleri hücrelerin tekrar agregatlaşması veya yüzey 

tutunmalarındaki farklanmalara etki ederek gözlenmiştir. Hücre döngüsü açısından 

bakıldığında tüm farelerdeki protein sentezi gelişen ve sabit fazdaki hücrelerde 

aynıdır; ancak sıçanlardaki sentezde özel proteinlerin çeşitliliği hücre fazının 

fonksiyonuna göre %40 civarında değişir. Bu nedenle, deneysel protokoller hücre 
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döngüsünün değişmesi (antimikotik ajanlar) tasarlanmasını içerir. Bu tasarıda hücre 

gelişmesi sırasında kültürdeki birincil deneysel etkiler ve ikincil sonuçların 

arasındaki ayrım yapılmalıdır. Hücredeki fenotipik değişiklikler de hücre döngüsüyle 

ilişkilidir. Hücreler sadece kültürdeki farklı gelişme fazları boyunca değişebilir 

değildir yani hücre döngüsü boyunca değişebilir. Normal çoğalma miktarının altında, 

çoğalan hücrelerin hücre dışı makroleküler sentezleri her zaman statik faz 

hücrelerinden kantitatif olarak farklıdır. 

 

Sinir dokusundaki birincil kültürlerin çoğu girşimi embriyonal ya da doğumdan 

sonraki materyalin kullanılmasında dâhildir. Bu yetişkin vertebrat CNS’den 

oluşturulan kültürlerin çoğalmasının zorluğu yüzündendir. Bu zorluk hücre 

izolasyonu ve preparasyonu prosedürleri sırasında oluşan nöronsal hasardan doğar. 

çeşitli beyin bölgelerinin, beynin her bölgesinden nöron kültürlerinin zamanlama 

zorluğundan dolayı farklı yaş periyotlarının sebebiyle başarılı olabilir. Hatta aynı 

beyin bölgesi, bireysel yaşlarda hücre tipleri gerektirir. Örneğin; sıçan beyin 

serebellumundan, doğum sonrası altı sekiz gün arasında granül hücreler izole 

edilmiştir, fakat başarılı Purkinje hücre kültürleri fetal dokudan izolasyon gerektirir. 

Glial hücre kültürleri başarılı kültürün olabileceği yaş açısından daha geniş bir 

pencere sunar. DNS içeren birinci kültürler yaşlı dönorlardan daha büyük başarıya 

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

 

Tüm hücre tipleri için, kültür yaşı, kültüre müdahale cevabı konusunda kritik 

önem taşır. Bu önem taşımasına rağmen birincil hücre kültürleri ek nütrient ortam ve 

substrat kullanılmasıyla birkaç ay boyunca korunur, hücrelerdeki metabolik 

malzemeler zamanla değiştiği iyi bilinmektedir. Dönor yaşı faktörü, kültürün yaşı 

kadar, birincil kültür sistemleri ile de ilgilidir. Bu kültür sistemleri çeşitli ajanlarda 

farmakojik ya da toksikolojik gelişmelerde kullanılır. Kültür kesidi yeni doğan 

hayvanlardandan hazırlanır, bu yaştaki dönorlarda final hazırlığına ulaşmış 

organotropik organizasyon dereceleri kritiktir. Genellikle, doku yaşamlarındaki ilk 

haftaları olan sıçanlarda elde edilir. O zamana kadar, iyi derecede dokuya özel hücre 

mimarisi kurulmuştur ve nöronal göçün en yoğun noktası geçmiştir. Kültürdeki iki 

üç hafta içinde, pseudomonolayer hücrelerinden ince bir kesit oluşur ve büyüme 
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derecesi ve farklılaşma deneysel büyüme öncesinde gelişebilir (Deacon, Dinsmore, 

Constantini 1998; Deliloglu-Gürhan, Tuğlu, Vatansever, Özdal-Kurt,  Ekren, Taylan, 

Sen. 2006).Ex vivo çalışmalar için, doku herhangi bir yaştaki hayvandan elde 

edilebilir; ancak, bölgedeki büyüme örnekleme öncesi ve verinin elde edilmesi ile 

ilgilidir. 

 

Hücre hatları genellikle tümörojenik dokudan ve çeşitli yaşlardaki donörlerden 

sağlanır. Kültürde, bu tipteki hücreler yaklaşık olarak 50 divisyonla karakterize 

edilen kullanışlı bir yaşam süresine sahiptir. Hücre hattı fenotipi bir kere 

belirlendiğinde, bu değişmez; ancak yükselen akış için psikolojik cevap konusunda 

yavaş sürüklenme vardır. Kültürün yaşı kültürün toksik maddelere karşı olan olan 

hassaslığında etkilidir. Hem sürekli hücre sıralarında geçit sayı hem de tekrar 

agregatlaşmış hücre kültürlerindeki olgunlaşmış ve birincil hücre kültürlerindeki 

hücresel olgunlaşma kültürün yaşına bağlı olarak optimum göre deneye yön 

verilmelidir. Örnek olarak, MPTP’nin dopaminerjik nöronlara toksistesi tamamen 

gelişmiş ve büyümüş dopaminerjik nöronlarda bariz olarak yüksek değerdedir ve 

toksisite, olgunlaşmanın getirdiği fizyolojik proseslere bağlı olarak değişen iyon 

kanalı aktivitesine bağlıdır. 

 

Aynı hücre farklı besiyeri uygulamaları ile farklı hücrelere dönüştürelebilir. 

Yine aynı hücre farklı besiyerlerinde aynı toksikanta farklı tepkiler verebilir. 

Genelde kültür doku kaynağı olarak doymamış ya da yeni doğmuş hayvanlar 

kullanıldığından dolayı, yetişkin farklanmış nöron veya glial hücreler kültürde temsil 

edilmez. Örnekler cebellar granül hücreleri, dişli girus nöronları içerebilir. İki hücre 

türünde de doğum sonrası dönemde bölünmesi durmuştur ve kültürde birkaç gün 

geçirmeden iyon kanalı barındırmaz. Nöroblastoma ve benzeri hücre dizin 

kültürlerinde, tropik büyüme faktörleri, morfolojik farklanmayı ve ortalama gen 

ekspresyonunu değiştirir. Sinir büyüme faktörü(NGF) içeren uyarılmış iyi 

tanımlanmış sıçan pheochromocytoma (PC-12) hücreleri ve retinoik asit indüklenmiş 

insan nöroblastoma (SMS-KCNR; SNSY5Y) hazneleri örneği verilebilir. İki 

durumda da, müdahale edilen hücreler nöritlere dönüşür, sitoiskelet sitoiskelet 

elemanlarında sentezler, önemli gen ekspresyonu farklanmaları oluşur ve hücre 
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bölünmesi yavaşlar ya da durur (Flaskos,  McLean,  Fowler,  Hargreaves 1998; 

Jones, Anderson, Galvin 2003).Farklılaşma durumu nörotoksit maddelerin potansiyel 

hedefleri arasındadır. Özel durumlarda, bazen görece saf nöron veya glia hücre 

kültürleri istenebilir. Kültürün saflığını belirlemek üzere kültür sadece mikroskobik 

değil immünositokimyasal metodlarla da kültürdeki hücre türlerinin belirlenmesi 

gerekebilir. Tüm kültür sistemlerindeki temel nokta hücre saflığı ve kültür 

heterojenitesidir. Bundan dolayı, karakteristik morfoloji ve kültürün antijenik fenotip 

hücre türleri tanımlanması için özelleşmiştir. Bunlar hem immünositokimyasal hem 

de enzimatik işaretleyiciler CNS hücrelerinin bolluğu ile alakalıdır. Hücre kültürüne 

muhtemel bir başka hücre türü de fibroblast hücreleridir. 

 

Hücre kültürlerinde kontaminasyonu engellemek amacıyla ortama Antibiyotikler 

ve/veya fungisitler eklenir. Bu eklenenler hücresel aktiteyi azaltabilir ve ilaçtan 

kaynaklanan nörotoksik etkiler görülebilir. Aksine bakteri ve mantarların, gelişimi, 

kültüre edilen hücrelde makroskobik ya da mikoplazmayla kontaminasyonu 

genellikle raporlanmamıştır. Bunun yanı sıra, mikoplazma kontaminasyonu 

metabolizmada değişim, yetişme, canlılık, DNA, RNA, protein sentezi, morfoloji ve 

virüs yayılması gibi deneysel çalışmalarda istenmeyen yan etkilere sebep olabilir. 

 

Kültür sistemini etkileyen nörotoksikolojik etkiyi arttıran bazı faktörler vardır.  

Örneğin, bir tek hücredeki canlılık ve yayılabilme verimi hücre kültüründeki teknik 

müdahalelerden çok etkilenir. Birincil kültürler için, ayrışma metodu büyük etkiye 

sahiptir. Hücrelerde genellikle enzimatik ayrılma mekanik tekniklerden daha iyi 

hayatta kalabilmeyi sağlar. Şu önerilmektedir ki, erken prenatal evrelerde mekanik 

etkiler hücrenin hayatta kalmasını çok etkiler ve enzimatik etkiler geç prenatal ve 

doğum sonrası yaşlarda hücrelerin izole edilmesinde hücrenin hayatta kalmasında 

çok etki gösterir. Hücre dizileri için, hücrelerin depolama şekli ve kaplama metodları 

hücre canlılığını etkileyebilir.  

 

Özet olarak, kültür sistemleri, bir kimyasala hücresel cevaplı deneylerde 

potansiyel olarak olarak avantaj sağlar, biyolojik proseslerin değiştirilmesi in vivoda 

uygulanabilir değildir ve mekanizmanın altında yatanların değerlendirilmesi sinir 
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sisteminde hücresel gelişimi ve fonksiyonuyla ilişkilidir. Kimyasalların kültürlere 

eklenmesi ve kültürlerden çekilmesi kolay olmasına rağmen ve etkileri direk olarak 

kültür sisteminde görülür. İn vitroda gözlenen hayvanlarda etkilerin meydana gelişi 

gibi benzer etkiler kullanılanbilir.  

 

Kültür sistemi kullanımı kısmen uygun olsa da, canlıdaki nörotoksisite tahmin 

edilebilir bir kimyasal ya da bir dizi potansiyel ilişkili bağlıdır. İn vitro sistem 

modelleri toksik etkinin belirlenmesinde uzun zamandır kullanılmaktadır. Sinir 

sistemi fonksiyonunun incelenmesi için,  özellikle in vivo nörotoksikantlar tarafından 

hedef olan önemli biyokimyasal ve morfolojik özellikleri içerecek şekilde seçilmiştir.  

 

Hücre kültürlerini birbirinden ayırmak için deneysel müdahale kültür kesidinden 

daha elde edilebilir ve daha kolay sağlanabilir ve korunabilirdir. Piretiroid 

insektsitler sitotoksik olmayıp nörotoksik olan pestisitlere örnektir. Piretiroidin nöron 

canlılığına etkisi yoktur. İn vitro veya ex vivo testlerle organofosfat pestisitlerle 

nöropati hedefli esteraz (NTE) ölçümlerinde gecikmeli nörotoksik nörotoksik 

potansiyel ölçümleridir. Asetilkolin esteraz (AChE) inhibisyonunda NTE yaşlanması 

oranı normal beyin homojenatları ve hücre kültürlerinde ölçülmüştür. Bu bize ilişkili 

akut toksik etkiyle gecikmiş nörotoksik potansiyel bilgilerini sağlamış 

biyoaktivasyonun organofosfatlara yapılması örneklendirilmiştir. Sülfat formu 

(paration gibi) biyoaktif hale geçene kadar çok düşük toksik potansiyele sahiptir. 

Biyoaktivasyon kapasitesi in vivo olmayan mekanizmalarda bulunmaz ve bundan 

dolayı ex vivo ve in vitro sistemlerde bu mekanik aktivite gözlenemez.  

 

1.5.2 Nöron kültürünün değeri 

 

İn vivo çalışmalar etik nedenler ile gittikçe zorlaşmakta ve in vitro çalışmalarla 

daha çok çalışılması en son durumda kesinlik kazanması halinde in vivoya geçmek 

daha doğru bir yöntemdir. İn vitro çalışmalarda özellikle toksik etkinini 

değerlendirilmesi gereksiz canlı denek kullanılmasını önlemek açısından oldukça 

önemlidir. Ancak bu durum bazı riskleri de içermektedir. Risk değerlendirmesi 

genellikle kendi içerisinde şu kısımlara ayrılmıştır: a) risk analizi, b) doz-tepki 
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ilişkisi, c) maruz kalma değerlendirmesi ve d) riskin tanımlanması. in vitro test 

düzeneklerinin dizaynı in vivo test sistemlerine göre daha zordur. in vitro sistemler 

daha korunaklı olan biyolojik proses çalışmaları için daha uygundur ve toksiste 

çalışmalarını, belirlenen hücrelerdeki nörotoksiste belirlenmesini, ve hücrelerin 

nörotoksikantlar tarafından uyarılmasıyla gelişme ve karışıklığın belirlenmesini en 

başarılı şekilde açıklar. 

 

İn vitro nörotoksisite çalışmalarının temeli birincil uç noktaların spesifik 

mekanizmalardaki nörotoksistenin etkileri kullanılabilir. Örneğin; In vitro 

sistemlerde hedef hücreleri ve nörotoksisite ilgili biyokimyasal süreçleri iyi bilinen 

organik fosforlu bileşikler ve gecikmiş nöropati, yapısal olarak tanımlanan belirli 

toksisitede bileşikler ve mekanizmaları için kullanışlı olabilir. Diğer bileşikler ve 

değişik tiplerdeki nörotoksisite için toksiste mekanizmasının tanımlanması 

gereklidir. in vivo ve in vitro methodların her ikisi tarafından, bir sistemle in vivo 

nörotoksisite sonucunun tahmin edilebilirliğinin belirlenmesi ve değerlendirilmesidir 

(McLean, Ward, 1998). 

 

Genel açıdan nöronlar diğer tüm vücut hücreleriyle aynıdır, fakat nöronlarda ek 

olarak anatomik farklılaşma olan nöron toplulukları arasında ve diğer hücrelerle 

iletişim kurmayı sağlayan sinir uçları içeren akson ve dendritler bulunur. Bu 

dendritler hücreden yayılımı ve diğer kaynaktan alıp hücre içine taşıyarak iletimi 

sürdürürler. 

 

Aksonlarda sinyal iletiminde kullanılan yüzey alanı hücrenin ana gövdesinin 

yüzey alanından boyutu binlerce kata kadar büyüktür ve hücreden çıkan diğer 

hücrelere ve sinir uçlarına ulaşan sinir uçlarına özelleşmiştir ( nöron kas hücreleri, ya 

da glandular hücreler).Nöron hücresinden çok miktarda membran koruyucu ve genel 

özellikli önemli bileşikler sentezlenir. Birçok akson glia hücrelerinin (miyalin kılıfı) 

hücre salgılarından olan bir membranla çevrilidir. Miyelin tabakanın varlığı miyelin 

kılıf ve her bir glia hücresinin Ranvier düğümü arasında uygun iletim sağlayarak 

sinir impulslarının hızlanmasına izin verir. Aksonun her düğümü henüz miyelinsiz 

olan teloglial hücrelerdir. Buna rağmen miyelini olmayan aksonlar miyelin lamelden 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McLean%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10212894
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ward%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10212894
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yoksundur, bunlar benzer hücre olan plazmolemma tarafından sarılmıştır. Nöronlar 

birbirlerinden bilgi alma, tamamlama, aktarma ve depolama için özelleşmiştir.  

 

Nöronal yapılara maddelerin verdiği zararlar değişebilir. Dejenersyon 

perikaryondan direk etkiyle ya da inaktif hedef bölgesi ve tropik faktörlerin 

yokluğuyla uyarılabilir. Birkaç kimyasal nöral popülasyonlar için spesifik farklılıklar 

ortaya çıkarır. Buna karşın spesifiklik olabilir ve model dejenerasyon diagnostik 

nöropatolojide, herhangi bir nöron tipinin partikülünde zarar verici ajan gerekli 

olmadan kullanılabilir. Genellikle bu model zarar ve akutluğun ya da kronik doğal 

maruziyetin şiddeti ve süresini yansıtır. Sinir hücresinin dejenerasyon oluşumu 

mekanizmaya bağlı olarak hızlı ya da yavaş, uzatılmış süreçli olabilir. Glial hücreler 

ve nöronlar arasındaki hücre- hücre etkileşimi her iki nöral ve glial farklılaşma ile 

düzenlenebilir ve glial model nöronların göç etmesi sırasına kritiktir. Gliyal hücreler 

hareketli ve kritik sinir sisteminin normal fonksiyonunun sürdürülmesi sürecinin 

sağlanmasında gereklidir ( örneğin, bölgesel pH ve iyonik dengenin düzenlenmesi ve 

yetişme faktörleri ve hücre adhezyon faktörlerinin tropik desteği).Bu hücreler toksik 

yanıt için hedef oluşturabilir. Sinir sistemi hasarından sonra, astrosit ve mikroglianın 

her ikisi de büyük zarar görür. Bölünme ya da morfolojik değişim tarafından 

gerçekleştirilen astrosit yanıtı hücresel hipertropi tarafından karakterize edilir. Bu 

reaktif gliozis süreci sinir sistemi hasarı belirleyicisi olarak belirlenmiştir ve 

morfolojik ya da glial fibriler asidik protein (GFAP) olan astrosit-spesifik protein 

ölçümleriyle bu durum belirlenebilir. Yanıtın sonucu hızlı ve uzun olabilir ya da 

aşamalı ve sürekli belli periyotlarda tekrar eden olabilir.  

 

Nörotoksistenin belirlenmesindeki in vitro sistemlerin rolü giderek artmakta ve 

in vivo çalışmalara ciddi alternatifler olarak görülmektedir. Nörobiyolojide, in vitro 

hücre kültür teknikleri anlamlı sistematik kompleks sinir sistemleri cevabı 

geliştirilmesinde ve alıcı spesifik sinir sistemi fonksiyonlarında kullanılmıştır 

(Shareef, Garcia-Valenzuela, Salierno, Walsh, Sharma, 1995; Temeltas, Dagci, Kurt, 

Evren, Tuglu, 2009; Deliloglu-Gürhan, Vatansever, Özdal-Kurt, Tuğlu, 2006; 

Deliloglu-Gürhan, Tuğlu, Vatansever, Özdal-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 özelliğe sahiptir. Birincisi CNS 

elementlerinin hücresel karmaşıklığını nörobilimcilere ve nörotoksikologlara öğretir. 

İkincisi, in vitro olarak muhtemel durumları ve fonksiyonları test etmeye yarayan 

uyumlu bir deney aracı oluşturulur (Hou, Cao, Wei, Bai, Zhang, Wu, Pei; Koshizuka, 

Okada, Okawa, Koda, Murasawa, Hashimoto, Kamada, Yoshinaga, Murakami, 

Moriya, Yamazaki, 2004).  

 

Nörobiyolojide in vitro metodlar in vivo metodlara kıyasla çok az kullanılır. 

Genel olarak canlılarda araştırma yapılmaz onun yerine hücresel yaklaşımı kabul 

görmüştür. Ancak in vitro sistemler sorulara bütünsel değil kısımsal cevap verir.  

Buyüzden soruya cevap olmaktan çok cevapları destekler. Biyoloji ve farmakolojik 

birçok soruya in vitro sistem uygun olmayabilir. Reseptörlerin kimyasal etkilerini 

incelerken bu durum çok az bilgi verir. Potansiyel nörotoksik maddelerin 

anlaşılmasına yönelik araştımalarda primer hücre kültürleri,hücre dizileri ve klon 

hücreleri kullanılabilir. in vitro tekniklerle; insan ve hayvan modellerinde olan 

nörotoksin ajanların tahmininde şüphe ile yaklaşır. Bu bağlamda validasyon 

adımlarının çalışma dizaynında; toksisite tanımlamalarında ve kimyasalların bütün 

canlı ve in vitro kültür çalışmalarındaki cevabını validasyon adımlarıyla 

uygunluğuyla düşünülmelidir. 

 

Sinir sistemlerine kimyasal karışımlar uygulandığında, Kimyasalların nadiren 

tüm nöronlara saldırması rastlantısaldır. Hücresel toksisite hücrelerde sipesifik 

hassaslık test bileşiğindeki ekstraselüler konsantrasyona bağlıdır. Etkiler uygulanan 

birincil toksikant yüzünden görülmeyebilir, fakat biyoaktivasyon sonuçları sonraki 

metabolit yanıtları değildir. Ek olarak in vivo nöronlardaki toksik cevaplar nöronal 

ve nonnöral hücrelerin toksisite sonuçları olabilir. İn vitro sistemin kullanılması için, 

in vitro sistemlerde kimyasalların sebep olduğu bütün etkilerin bulunamadığı akılda 

tutulmalıdır. Bu sınırlama kısmen olası hedef bölgenin eksikliği ve hücre tipleri 

arasındaki sinerjitik etkileşimler nedeniyledir. Ek olarak limitli kültürel yaşam 

yanıtın tekrarını görülmesine imkân vermemiştir ve geçici ve kalıcı etkilerde 

farklılığa sebep olmuştur. Birçok kimyasal endüstriyel kullanımda biyolojik 

organizmaların nasıl etkilediğine ilişkin sınırlı bilgi içerir. Örneğin; bir metil 
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grubunun eklenmesi molekülde önemli bir değişiklik yapmazken molekülün 

biyolojik etkisi kötü sonuçlar doğurabilir. 

 

 Genel olarak, güvenlik testi insan ve diğer hayvan popülâsyonlarında önemsiz 

maruziyetler düzeyinde dizayn edilmiştir. Böylece, risk bilgisi için uygun sistem 

biyolojik, fizyolojik, moleküler ve diğer hücresel organ süreçlerinin fenotipiyle 

benzer etkide olabilir. İn vitroda gözlemlenen doz-tepki verilerinde in vitro ve in 

vivo kimyasal maruziyetinde dikkat çeken farmakokinetik veriler kullanılmalıdır. in 

vitro çalışmalarda kullanılan nörotoksiste mekanizma(lar)ının tespiti bir etkinin 

ortaya çıkmasının gelişimine katkısının olup olmadığı bulunabilir ve gözlemler 

hayvanlar ve insanlarda kimyasal maruziyet sonuçları ters olabilir.  

 

Nörotoksik etkiyi saptamada in vitro nörotoksistenin iyice anlaşılması in vivo 

çalışma yapılmasıyla önerilir. Çünkü nörotoksik etki için tek başına yeterli kabul 

edilmeye bilir. Bu nedenle in vitro veriler genellikle in vivo verilerin güvenilirliğini 

arttırmada kullanılır. Fizikokimyasal olarak hücrenin yaşam ortamı olan in vitro 

ortamı kolayca kontrol edilebilir, kültür ortamına kolayca madde eklenebilir veya 

çıkarılabilir. Test kimyasalları istenilen konsantrasyonda tüm hücrelere ulaşacak 

düzeyde  (kontrol altında) tutulabilir. Fakat bu konsantrasyon in vivo koşullarda 

maruziyetin anlamlı olması gerekir. Buna ilaveten bileşik fiziksel olarak hücrede 

bulunabilmektedir. Substratın hücre içine doğrudan enjekte edilebildiği teknikler 

bulunmaktadır ve bunlarda hücre çalışmalarına ve hücre cevabının araştırılmasına ve 

hücre cevabının araştırılmasında kullanılır. Sonuç olarak bu teknik spesifik sorularla 

sınırlı cevaplar verir, non- fizyolojik etkidir. Lokal etki (petri içinde kimyasalın 

dağılmaması) enjeksiyonun hücreyi yaralaması gibi sonuçlar doğurur. 

 

Fizikokimyasal özellikler, çözünebilirlik uçuculuk, pH, kimyasalın kültür 

ortamındaki bağlanmaları ve ozmolarite, kültür sistemlerinde öncelikli düşünülmesi 

gereken özelliklerdir. İn vitro kimyasalları değerlendirmek hem sıvı sistemlerdeki 

çözünürlüğü pH duyarlılığı açısından zordur. Ayrıca zamanla presipite veya 

agregatlaşma görülebilir. Hücreleri, çözülmeyen Tween-80, dimetil sülfoksit 

(DMSO) veya etanol gibi maddelere maruz bırakmak için genellikle kültür ortamına 
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eklemek ve toksik karakteri bozmak sureti ile hücreler maruz bırakılabilir. Bazan 

araştırmacılar bu çözünmeme problemini aşmak için fizyolojik taşıyıcılar kullanabilir 

(albümin, lipoprotein gibi).Başka bir yöntemde hızlı uçuculuktan ya da 

buharlaşmadan faydalanmaktır. Bu türde fizikokimyasal bileşiklerde temel problem 

sabit ve düzgün konsantrasyon seviyesinin uzun süre korunamamasıdır.  

 

Kimyasalın doğal yapısı kullanılırken dikkate alınmalıdır. Kültür ortamındaki 

pH veya ozmoz kaymaları hücrelerde toksik etki gösterebilir veya kültür ortamındaki 

besinleri bozabilir. Bunlara ek olarak besin akışları üzerine test kimyasalları 

eklemek, kimyasal bir ortam bileşenleri arasında doğrudan reaksiyona sebep olabilir. 

Bunlar protein denaturasyonu gibi. Ayrıca esansiyel besinleri ya da toksik madde 

etkilenmesi kültür hücrelerinin sinyallerinde düzenleme yapılabilir. Herhangi bir 

protein bağlayan içerik, test kimyasallarının mikroçevreyi değiştirmesine sebep 

olabilir ve bu da in vivoda hücrenin şekillenmemesine yol açabilir. 

 

Kültür ortamında, test bileşkleri değişmeden kalır ya da görece yavaşça değişir. 

Örneğin bir maddenin toksik etkisinin gözlemlenmesi için hücre içinde bazı 

maddelerin olmaması gerekebilir. Birçok bileşik metabolik aktivasyon gerektirir ve 

diğerleri metabolizma tarafından zehirsizleştirilir. Örneğin; metil n- bütil keton 

metabolizma sonucu 2,5 hekzadion ve 2,5 hekzadiol’e dönüşür (McLean,  Holme, 

Janneh, Southgate, Howard, Reed, 1998).İn vivo metabolizmada anlaşılması gereken 

en önemli şey dağılma ve doku kültür sistemlerinin verilerine dayanarak 

metabolizmanın potansiyel etkisini belirlemektir. Eğer bir kimyasalın potansiyel 

nörotoksik etkisi biyodönüşüm (lipit su ayrımı, dağılım) gibi metabolik 

parametrelere bağlıysa; toksik etkinin kültür sisteminde gözükmesi hayvan 

çalışmalarında anlamsız olacaktır. 

 

Metabolik Aktivasyon, in vitro çalışmalarda önemlidir. İlacın metabolik olarak 

aktif olması (ön-ilaç niteliği taşımaması) hücre kültüründe  toksik sonuçların elde 

edilmesi için gereklidir. Genellikle test materyallarinin biyokimyasal aktivasyonu ve 

detoksifikasyonu enzim preparasyonu, mikrosomal katkı maddesi(örneğin, embriyo 

ekstratı ya da S9 karaciğer fraksiyonu), ya da metabolizmayı aktifleştiren hücreler 
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tarafından benzerlik sağlanır; Ancak biyotransformasyon prosesleri 

tamamlanamayabilir ya da organizmaya değişik yollar tarafından sağlam olarak 

aktarılabilir. Metabolik aktivasyon sisteminin içeriği, karaciğerde mikrozomal bölüm 

olup olmadığı, embriyonik mikrozomlar, ya da izole olmuş hücreler, deneysel 

tekrarlılığı sağlamak için sürekli kaynak gereklidir. Metabolik model metabolik 

içerik hücrelerinin izole edildiği metabolik sistem tipi geliştirilmiştir. Ancak, enzim 

çeşitliliği için polimorfizim görülmesi asla dikkate alınmaz, bazıları için 

nörotoksisite (örneğin, sitokrom P450’ler veya monoamin oksidaz [MAO-B]) uygun 

olabilir (Walum, Peterson, 1984). Örneğin, sinir sisteminde, glial hücreler glutamatı 

glutamine çevirmek (Yamamoto, Schmidt-Kastner, Hamasaki, Yamamoto, Parel, 

2005), aynı zamanda nöral çevreden ağır metallerin ayrılması (Stevens, Fortin, 

Pappas, 2002) için N-metil-4-fenilpiridinyun iyonu (MPP+)’den türevlenen 1-metil-

4-4fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) nörotoksik metabolitlerin üretilmesinin 

gerekli olduğuna dair kanıt vardır. Bundan dolayı, ikincil nöronlara olan kimyasal 

etkilerin çalışıldığı in vitro modellerde genellikle tüm organizma bazında yetersiz 

metabolik sistemler çalışılmıştır. Hücre kültürlerinin hücreye toksik etkisinin 

araştırılmasına olanak sağlamasına rağmen, geçerli toksik etki sağlayan miktar 

tayininde zorluklar vardır. 

 

Maruziyet Süresi; in vitro çalışmalarda önemli olmaktadır. Kimyasalların toksik 

etkileri tüm organizma bazında çok çeşitlidir ve maruz kalınan doza ve süreye 

bağlıdır. Toksik etki maruziyetten sonra çok kısa sürede görülebilir. Ancak bazı 

durumlarda nörotoksik etkinin görülmesi için zamana ihtiyaç vardır. Bu tür 

oluşumlar, kullanılan kimyasallar ya da kullanılan dozlardan ziyade toksik cevabın 

altında yatan biyokimyasal prosesten kaynaklanmış olması muhtemeldir. Bazı 

kimyasallar zorunlu enzimler ya da membranlar gibi hücre içerikleriyle etkileşir. 

Sonuç olarak, bu yapılar maruziyetten çok kısa bir süre sonra etkisini gösterir. Bunlar 

etkilerini düşük konsantrasyonlarda ve kısa maruz kalma süresinde yoğun bir şekilde 

gösterebilir. Etkinin görülmesindeki gecikme kaskat mekanizmasındaki geri 

dönüşümsüz etkilere bağlı olabilir. Bunun sonucunda toksik etki hücrede yapı zararı 

şeklinde görülür. Kaskattaki her adım, sonraki adımı etkilemesi için zamana ihtiyaç 

duyar ve bu da toksik cevapta gecikmeye sebebiyet verir. İleri etkiler benzer kaskat 
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mekanizmaları tarafından etkilenir. Bazende, ilk değişimler çok geç sürede ve ileri 

derecede etkili olacak şekilde gözlemlenmiştir. Bazen toksik etki için, kimyasalın 

sistemde birikmesi gerekmektedir ve bu da uzun bir zaman alır. Bizmut örneğinde, 

aşırı konsantrasyonlarda bile hem in vivo hem in vitro çalışmalarda etkisi yoktur, 

ancak uzun süreli maruz kalma durumlarında durum tam tersidir. İn vitro sistemin 

türüne bağlı olarak, nöron hücreleri en fazla birkaç ay yaşayabilir. Fakat tüm nöral 

hücre türleri bu periyotta olgunlaştırılabilir (Horvat, 1991). Sonuç olarak maruz 

kalma süresi farklı kültür sistemlerinde farklı sonuçlar verebilir. Kültür sistemleri 

büyük oranda akut cevaplar üretebilme kabiliyetine sahiptir. Fakat doğadaki 

örneklere kıyasla farklı sonuçlar ve cevaplar üretebilir. 

 

İn vitro teknik kullanımı kesin ve yüksek spesifiklikte herhangi bir biyokimyasal 

bileşiğin, organizmanın diğer bileşimlerinden ve bölgelerden ayrı olarak ölçülmesine 

olanak tanır. İn vitro sistemler mekanik sorunları aşmaya yönelik kesin kontrol 

imkânı sunar, fakat yapay bir sistemdir ve etkiler ve sonuçlar in vitro ortamda 

kontrol edilmeli ya da in vivo ortama sonuçlar uyarlanmalıdır (Arıncı, Elhan, 

1995).Homostatik etkinin yoksunluğu; nöroendokrin sistemin kontrolünün olmaması, 

kan dolaşımı ve buna bağlı desteğin olmaması, bitişik hücre etkileşimi olmaması ve 

hücreler arası bileşiklerin yarattığı mikro çevrenin olmaması gibi durumlar, in vitro 

çalışmaların sınırlandırır. 

 

Hayvanı tüm vücut olarak incelersek, kimyasal dağılım birçok değişken 

tarafından kontrol edilmektedir. Düzgün çalışan kan beyin bariyeri; kimyasalın 

beyne girişini belirleyici en önemli mekanizmadır. Kültür ortamında bu bariyer 

yoktur. Bu Bariyerin yokluğu kimyasalın hücre ile doğrudan bağlantı kurmasını 

sağlayabilir ve böylece kimyasalın gerçek etkisinin izlenmesini sağlar. Her ne kadar, 

in vitro koşullar kimyasalların sinir hücreleri ile doğrudan ilişki kurmasını sağlasa da 

kan beyin bariyeri veya lipit-su ayrımının sağlandığı filtrelemenin olmaması (Garcia-

Valenzuela, Sharma, 2005) kültür ortamındaki maruziyetin maruziyetin sonuçlarının 

doğal halde mümkün olmamasını ve etkinin yapay kalmasına sebep olur. Bundan 

dolayı, her ne kadar hücre kültürü hücreye girişi olan madde miktarını tayin etse de, 

toksikolojik miktar tayinini zorlaştırır. Unutulmaması gereken kan beyin bariyeri 
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doğum öncesi dönemde belirli bölgelerde tamamen gelişimini tamamlamıştır. Buna 

ek olarak kan-beyin ve kan-sinir bariyeri kimyasal geçirgenliği, değişkenleri 

modellerken sıkıntı oluşturabilir. Bu bileşiklerin geçirgenliğine sinir sisteminden 

bağımsız olarak izin verilir. 

 

Çoklu tür kıyaslanması ise in vitro toksisite yöntemlerinin belirlenmesinde ve 

standardizasyonunda önemli sonuçlar vermektedir. İn vitro sistemlerde farklı türlerin 

benzer hücre türlerini araştırma ve uygulama fırsatı sunar. Tek uygulamada farklı 

türlerin hücreleri, hücre sırası dizilimi uygulanarak aynı anda ölçülebilir. İnsan 

hücrelerinin diğer organizma hücreleri ile kıyaslanarak türler arası farklılığa bağlı 

toksisite farklanmaları bulunabilir. İnsan hücrelerinden birincil hücre kültürleri 

kolayca hazırlanamaz. İnsan hücre çizgileri belli başlı progenitör hücrelerden 

hazırlanabilir ve türetilebilse geniş insan hücre kültür yelpazesine sahiptir. Örnek 

olarak, kendi kendine çoğalan kültür HCN-1Aa serebral kortikal nöronlardan 

geliştirilmiştir ve unilateral melangoensefali (megalencephaly) hücrelerine 

uygulanmış ve olgunlaşmış nöronların çoğalmasına bağlı gelişimsel nöropatinin 

incelenmesine olanak tanır.  

 

İn vitro çalışmalarda önemli bitr sorunda Sinir sistemindeki heterojen yapı 

olmakta ve alnan verilerin değerlendirilmesinde ve yorumlanmasında dikkat edilmesi 

gereken zorlu çıkarımlara neden olmaktadır. İn vivo da, sinir sisteminin farklanması 

nöronlar ve nöron olmayan hücrelerle etkileşimine bağlıdır. Nörotoksik cevapta, 

bazen doğrudan hücreye birebir etkileşmek yerine, hücre-hücre etkileşimini 

değiştirmek gibi dolaylı etkileşimlerle de bu cevap gösterebilir. Birincil hücre 

kültürünün en büyük avantajı tek bir hücre tipi ile zenginleştirilmiş kültür 

oluşturulmasıdır. Bu tür izole durumlar, nöral hücreler için çok yabancı durumlardır. 

Zenginleştirilmiş hücrelerde beyin, spinal korteks ve ganlion üzerine odaklanmış 

birçok çalışma mevcuttur. 

 

Bu çalışmalarda bazı glial hücrelerin ve hücre tiplerinin kültür içinde etkileşimin 

olmadığı çok nadir nöron kültürü yapılmıştır (Ahmed, Ingoglia, Sharma, 2001; 

Garcia-Valenzuela, Sharma, 1999).Aslında astroglial hücreler olmadan nöronlar çok 
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zor hayatta kalır (Maeda, Sawada, Matsubara, Nakai, Hara, 2004).Doğum öncesi 

serebellar astroglial hücreler nöron olmadan kültüre edildiğinde düzgün yapıda 

farklanmamış morfolojide olur ve çok çabuk çoğalır. Bu tür kültürlere nöron 

eklendiğinde, hızlı bir şekilde glial hücre büyümesi durur ve gliallerin morfolojisi 

farklanması in vivo da görülen serebellar astroglial hücrelerine benzeyen bir profil 

oluşturur (Maeda, Sawada, Matsubara, Nakai, Hara, 2004).Benzer etkiler beyinin 

başka bölgelerinden izole edilen hücrelerde de görülür. Glial bölünmesindeki nöron 

inhibisyonu; nöron/glial oranı 4/1 in üstünde ise görülür. Eğer sistem oranın altına 

düşerse birçok glial hücre nöronlardan ayrılır ve çoğalmaya başlar. Bu olayın 

membran-membran etkileşiminden kaynaklandığını akıla getirir. Kültür ortamında 

glial hücre çoğalmasının nöronlar tarafından inhibisyonu serumlu kültür ortamında 

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

 

Benzer etki astrositoma hücre dizi kültürlerinde de görülmüştür (Yu, Tanabe, 

Dezawa, Ishikawa, Yoshimura, 2006).Astrositoma en etkili yıkım özelliğine sahip 

CNS tümörlerini bölen, ayrıca yavaş büyüyen astrositomalardan hızlı büyüyen 

glioma çeşitlerinde kadar etki gösterir. Bu etkiye sıçan C6 tümörü, fare G26-24 

tümörü, insan V251, HTP-16, ve A-172 hücre sıra kültürleri arasında göstermiştir.  

Nöronlar bu astrositoma hücreleri arasına yerleştirildiklerinde hızlı bir şekilde 

astrositomalara tutunur ve glial hücre büyümesini durdurur. C6 glioma hücreleri ve 

retinal endotel hücrelerinin etkileşmesi ile oluşan glia-uyarılmış endotel 

farklanmaları, hücre tipleri arası dinamik etkileşime örnek olduğu rapor edilmiştir 

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

 

McCarthy ve de Vellis, doku kültürünü iki haftada (Mizuguchi, Hui, Palm, 

Sugiyama, Mitaka, Demetriou, Rozga, 2001) iki günlük yeni doğmuş sıçan 

yavrularından glial karışım hazırlandı. 24 gün in vitro da olgunlaştırıldı. Bu 14 gün 

ve 21 günlük periyodu takiben astrositlerdeki ilerleyen tüm nörobiyolojik 

çalışmalarda tekrar yerleştirme uygulandı ve hücrelerin kritik olgunlaşma sürecinde 

olabileceği ve benzer hücreler oligodentroglia, astrosit ve mikroglialara farklılaştılar. 

Böylece, duyarlılıktaki farklılıklar her kültürdeki hücresel populasyondan dolayı 

olabilir ve bütün hücre tipleri arasındaki etkileşimlerden, beynin hangi bölgesinden 
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alındığı, hangi büyüme evresinde toksikanta maruz kaldığı, hangi hücre tabakasından 

temellendiği ve serumun varlığından dolayı olabilir.  

 

Gelişim sırasında, nöronlar ve glial hücreler farklı etkiler tarafından 

etkilenebilirler. Astrositlerin anatomik organizasyonu ve onların başlayabilirliği ve 

sinaptik transmisyonda astrositler için çok fonksiyonlu transmitterlerin oluşturduğu 

sinaptik metabolitler olabilir (Miida, Hirayama, Nakamura, 2004; Scalia, Stalker, 

2002; Backes, Howard, ).Glial hücreler neotransmitter konsantrasyonu düzenler, 

böylece nöronların potansiyel etkileyicilerini oluştururlar (Jeppesen, Gaist, Smith, 

Sindrup, 1999; Focking, Besselmann, 2004; Gaist, Garcia Rodriguez, Huerta, Hallas, 

Sindrup, 2001).  

Farmakoloji ve toksikoloji örnekleri ile yapılan çalışmalarda hedef belirleme ve 

hedefe yönelik tedavi oluşturma düşüncesi ve ilgili süreçler her geçen gün giderek 

artan bir şekilde sağlık sektörüne ve farmakoloji dünyasına girmektedir. Farmasötik 

ajanlar geliştirilmesine yönelik in vitro sistemler çalışılmıştır. Genelde farmasötik 

ajanlar bir reseptör bağlanmasındaki özelleşmiş mekanizmalar için tasarlanmıştır. 

Hedef bağlanma bölgesine bağlı olarak ilaç gücü ve etkisi test amaçlı özel 

geliştirilmiş in vitro sistem oluşturabilir. Buna ek olarak, ilaç tasarlanma, test 

boyunca gözlenen bağlanma hareketleri, ilaç güç ve etkisini değiştiren hareketin 

bağlantı noktasını karıştırması ile ilgili bilgiler elde edilir. Bu ortam ilacın özelleşmiş 

mekanizmalarının çalışması için tasarlanmış çok özel bir ortam olup özel 

mekanizmaları değerlendirmeye yönelik in vitro tekniktir. İn vitro teknik 

kullanılmasındaki temel amaç, bir ilaç molekülü geliştirmek, ilacın hareketini 

yalınlaştırıp kavramak ve ilaçtaki geliştirme masraflarını en az düzeyde tutmak için 

mekanizmanın gerçekleştirildiği eş değer çevre oluşturmak, hedef hücreleri 

belirlemek, bilinen hücrelerin fonksiyonlarını ortaya çıkarmaktır. Buna rağmen in 

vitro testler bilinmeyen ya da hayvan veya insan deneylerindeki beklenmeyen 

sonuçlardan mükellef tutulamaz. Nörotoksikler için iyi açıklanmış mekanizmalardan 

biri glutamatın nörotransmitter uyarısıdır. Glutamat medyatör görevlerinden birini 

postsinaptik N-metil-d-aspartat (NMDA) tipi glutamat reseptörü üzerinde gösterir.  
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Bu reseptörü bulunan hücreler eksitotoksik uyarılara duyarlıdır. Reseptör 

uyarımına giden yol sodyum ve kalsiyum akımının uzun süre devam etmesine 

dayanır. Bu akım hücre ölümüne yol açan bir olaylar kaskadına yol açar (McLean, 

Holme, Janneh, Southgate, Howard, Reed, 1998).Domoik asit gibi çeşitli glutamat 

muadilleri de uyartı toksistesi ve bağlı lezyonlara yol açar. Domoik asidin deniz 

kabuklularında birikimi insanlarda hipokampal venörokortikal nöronların kaybı ile 

hafıza kaybına yol açar ki bu olay glutamat alıcılarının aktif hale getirilmesinden 

kaynaklanır. Uyartı toksisitesi mekanizmaların anlamak ve tanımlamak için çeşitli in 

vitro sistemlere başvurulur. Hipokampal kesim preparatları hazırlanması veya 

organotipik kültürler elektrofizyolojik, biyokimyasal, ve farmokolojik NMDA 

reseptör aktiviteleri incelenmek amacıyla kullanılır. Birincil dağılmış hipokampal ve 

nörokortikal kültürler uyartı toksisitesi karakterizasyonu amacıyla kullanılmıştır. 

 

1.5.3.Nöron dizin hücreleri, kültür ortamı ve nörotoksik etki 

 

Nöroblastoma hücre dizilerinde yapılan çalışmalar en çok kabul gören 

çalışmalar yöntemi olmaktadır. Hücre dizilerindeki birçok nörotransmitter enzim fare 

ve insan nöroblastomalarından oluşturulmuştur. Bu özellikleri onları gen 

ekspresyonunun düzenlenmesi ve cDNA kütüphanelerinin kurulması için yapılan 

çalışmalarda kullanılabilir yapar. 40 yıl önce ilk nöroblastoma hatı elde edilmiştir. 

Nöroblastoma hücrelerinin kullanımında morfolojik farklılaşma ve sitotoksisiteyi 

ayırtetmek için zamanlama önemli ve zordur. (Benzon, Kim, Benzon, Silverstein, 

Jericho, Prillaman, Buenaventura, 1997) Pestisit araştırmalarında, nöroblastomalar 

hedef diziler olan AChE’nin ve NTE varlığı için kullanılır (Berthold, Fabricius, 

Rydmark, Andersen, 1993). Fare nörolastoması, NTE inhibisyonu düzeyleri ve 

çeşitli organik fosforlu maruziyetten sonra, sıralı girişin ile organofosfat bağlı 

gecikmiş nöropati (OPIDN) ile ilişkili ilaçları incelemek için kullanılmıştır 

(Bischoff, 1973; Blunt, Vrbova, 1975; Bridenbaugh, 1969). 

 

 

İnsan nöroblastoma hücre dizileri, fare ve sıçan nöroblastoma dizilerine benzer, 

insan dokusundan üretilen ve türe özgü olan ajanlar nörotoksik etki gösterebilirler. 
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Böyle bir hücre dizisi, birkaç ilaçla uyarılmasının ardından nörotransmitter sentezi ve 

depolama, reseptörler ve iyon kanallarının incelenmesi gibi deneyler için kullanışlır. 

Genel sitotoksisite, nörotoksiğe özel olarak belirlenir. Farmakolojik deneylerde 

kullanılan IMR32 hücreleri nikotinik ve muskarinik kolinerjik reseptörlerin 

ekspresyonunun ve bilinen farmakolojik dinamiklerin bu reseptör bölgelerde mevcut 

olduğu görülmüştür. Bu hücreler, kolinerjik in vivo sistemde çeşitli metallerin 

toksistesini incelemek için de kullanılır. SY5Y insan nöroblastoması ve beyinle 

karşılaştırılabilir nörotoksik esteraz aktivitesi bulunmaktadır.  

 

Feokromasitoma hücreleri, PC-12 klonal hücre dizisi bir sıçan feokromositoma 

(adrenal medular tümör) yerleştirilmiştir ve genellikle birincil sempatik nöron ve 

kromafin hücre kültürleri birçok özelliğe sahiptir (Urcola, Hernández, Vecino, 2006; 

Bruguerolle, Attolini, Lorec, Gantenbein, 1995).Bu hücreler NGF varlığında 

sempatik nöronların, uzamış nöritlerin, tiroksin içeren hidroksilaz aktivtesinin ve 

uzaklaştırma faktörlerinin (Fujita ve arkadaşları; Buchi, Kestermann, Perlia, 1974) 

farklılaşmasını indükleyebilir. PC-12 hücre dizisi NGF cevabında ve sinir hücresi 

farklılaşmasında mekanizma denetlenmesi yaygın olarak kullanılmıştır. PC-12 

hücrelerinin AChE, asetilkolin ve kolin asetiltransferazın sentezine bağlı olduğu 

durumlar dopamin, noepinefrin ve asetilkolinle birlikte salgılanır. Bunlar sodyum, 

potasyum ve kalsiyum kanallarını kapsar ve G- proteiniyle çiftleşmiş reseptör içeren 

diğer çeşitli membran reseptörlerini içerir. Bu sebeplerden dolayı nörotransmitter 

biyosentezi ve sekresyon biyolojisinin temelleri aşırı derecede araştırılmaktadır. 

Çalışma prosesinde birleşmiş nöral farklılaşmasında, saklanmasında ve 

salgılanmasında, nörotransmitterlerin salgılanması, iyon kanallarının fonksiyon ve 

iyon kanallarındaki regülasyonu ve membran bağ reseptörleindeki içeriklerle 

etkileşim için kullanışlı bir model sağlarlar. Toksikolojide, PC-12 hücreleri kimyasal 

uyarım kalsiyum kanallrındaki nörotransmitter salgılama ve reseptör 

geliştirilmesinde biyokimyasal ve fizyolojik metodların araştırılmasında 

kullanılmışlardır (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 hücreleri voltaj kapılı iyon kanallarına, sitoiskelet organizasyonlarına 

ve axondaki transfer mekanizmasında çalışan içeriklere cevap üretir. Bu hücrelerin 

test sistemlerinde nörotoksisite amaçlı aratırılan kimyasalların araştırılmasında 

kullanılırken, nörotoksisitenin aksiyon potansiyeli üretimine, akson potansiyeline 

nörofilament oluşumuna ve nöral iletimde spesifik nöron fonksiyonlarıyla olan 

ilişkisi değişime uğratılarak aratırılabilir (Cravioto, 1965).NSC-34 hücrelerindeki 

sitoiskelet proteinleri, ara filamentlerin düzenlenmesinde 2,5-hegzandi-on a karşı 

duyarlıdırlar. 

 

Nörotoksikolojide sonlandırma noktaları da önemlidir. Nörotoksikoloji ve genel 

toksikoloji arasındaki ayrımın sıklıkla kullanılması özel sonlandırma noktalarının 

sinir sistemindeki fonksiyonunu ve bu sonlandırma noktaları arasındaki maruziyet 

ilişkisini karşılaştırır ve diğer spesifik olmayan sonlandırma noktaları her yerde 

birden bulunabilir. Diğer yaklaşım nöronal ve nonnöronal hücreler arasındaki toksik 

özelliklerin karşılaşılaştırılmasıdır. Nörotoksisiteyi denetlemek için bir çok 

sonlandırma noktası vardır ve bu nörotoksikant etkileri sinir sisteminin özelleşmiş 

fonksiyonlarını birincil üstlenen özellikleri denetlemek içindir. İzleyen bölümlerde 

bazal hücre fonksiyonlarındaki çeşitli enzimlerin ölçümü ve sinir sisteminin özgün 

sonlandırma noktaları ve hedef bölgelerdeki kimyasal karışıklık yeniden 

incelenecelenecektir.  

 

Toksik hasar bazen hücre yaşamını etkiler ve hücreler ölür. Hücre yaşamının 

belirlenmesi, mitokondrial canlılık belirlenmesi, çeşitli boyalar aracılığı ya da laktat 

dehidrogenaz salınımının ölçümü ile yapılabilir. vital boya miktarının belirlenmesi 

hücrelerin hasarlı membranlarının tripan mavsine veya hücre içindeki nötral 

kırmızya dayanabilmesine bağlıdır. Bunun yanı sıra vital boya miktarı hücre aslında 

hücre hücre membran geçirgenliğinin letalitesinde bir gösterge olarak kullanılır. 

 

Nötral kırmızı ve 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-dipentiltetrazolyum’un (MIT) 

indirgenmesinin belirlenmesi hücresel fonksiyonda yarı spesifik olarak durumunun 

belirlenmesinde geniş ölçüde kullanılmıştır (Curtis, Scurlock, 1981). Bu belirtiler 

ölçümlerin vital boya dışındaki daha hassas sitotoksik potansiyellerini açıklayabilir.  
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Herhangi bir mikroskobik bakı hücreler ve astrositler ve fibroblastlar gibi düz 

morfolojide olan kuşku uyandıran hücreleri gösterebilir. Floresans boyalardan 

etidyum homodimer ve iyotanmış propidyumun her ikisi de canlı hücre dışına 

çıkabilir, florosans aktive hücreyi otomatik olarak saymamızı sağlayabilir. Bir diğer 

metodu önce toplam kültür floresansını ölçerek ve daha sonra hücre membranı yok 

edilerek uygulanabilir. Boyanın aşırılığının giderilmesi için gerektiği gibi 

yıkanmasıyla, bağlılığını ya da parçalanmışlığını kaybeden hücreler rahatlıkla 

ayrılabilir. 

 

Sitotoksik bir enzim olan LDH toksik maruziyetin birkaç gün ya da hafta 

içerisinde gösterilmesi için önerilmiştir. LDH stabil bir enzim olmadığı ve yarılanma 

ömrünün diğer ürünler tarafından serbest bırakılabileceği not edilmiştir. Tüm bu 

nedenlerden ötürü, ortamdaki hücrelerden elde edilen herhangi bir ölçüm bulunan 

toplam miktardaki salgı için incelenmelidir. Bu nedenle, tüm çalışmalar ortamdaki ve 

hücredeki işaretçiler ve salgılanan/toplam işaretçi oranı verileri belirlenebilir. Bu 

maddeler ortamdaki proteinleri indirgeyebilir ve sızdırıcı membranlar protein 

ölçümünü etkiler. Ortamda mevcut salgının toplam salgılanana bölünmesi ile toksiste 

ölçülür. Membran geçirgenliğini yansıtan tüm bu ölçümler hücrenin direk ölmesine 

sebep olmaz. 

 

Nörotoksikolojide hedef bölgeler olarak bilinen Kimyasalların nörotoksik 

potansilellerini araştırmaya yönelik in vitro sistemlerin geliştirilmesine yönelik 

çalışmalara örnek olarak in vivo hedef bölge ya da süreçler belirlemek, biyolojik 

detayın in vivo proseslerini anlamak ve çeşitli kimyasalların özel hedeflerinin 

karşılığını belirlemek olarak verilebilir. İzole halde biir model sistem 

geliştirilememiştir. Çeşitli biyolojik prosesler, hedef bölge ve konumlar, in vivo ve in 

vitroda beraber kullanılarak oluşturulan sistemlerde nörotoksikant ölçümü 

yapılabilir. 

 

Yapısal olarak in vitroda morfolojik sonlandırma noktaları hücre gövdesini 

aksonları ve dendritleri etkiler, kimyasal uyarılmış değişiklik hedef hücre 
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populasyonunda farklı morfolojik etkiye sahip kimyasallarla zarar verilmesi gibi 

ölümcül olabilir (De Waegh, Brady, 1991).Morfolojik lezyonlar, sınırlı miktarda 

etkiyi sonlandırma noktası toksisitesinde gösterir. Nöronlar genelde kültür ortamında 

anormal yapıdaki neurites oluşturan maddelere maruz kalırlar. Ortak oluşum 

boncuklaşmadır, genellikle genişlemiş ve bütün organellerle kaplanmış aralıklı nörit 

oluşturmuş yapılardır. Boncuklaşma genelde kolşisin (Dixon, 1962), akrilamid 

(Duchen, Scaravilli, 1977), veya etoksite maruz kalma durumunda oluşur (Dyhre, 

Lang, Wallin, Renck, 1997).Morfolojik farklanmalar astrosit kültürlerinde söz 

konusu kimyasal ajanlara cevap olarak oluşabilir. Örneğin, trimetil kalay, 

astrositlerde morfoloji değişimine sebep olur ve proses merkez odaklı ortam hücre 

gövde büyüklüğünün artması ile içe çökme şeklindedir (Chen, 2004).Tüm nöron 

hücreleri fenotip ve de morfolojik değişimleri bu tür substratlarla etkileişim sonucu 

gösterebilir.  

 

Nörit büyümesinin akıbetini etkileyen birçok faktör bulunmaktadır. Nörit 

büyümesi in vivo koşullarda nöron hücrelerinin ana özelliklerindendir ve akson 

iletimi gibi çok önemli hücresel proseslerde görev alır. Her ne kadar, zaman alıcı 

olsa da nörit büyümesi görece kolay bir görevdir. Ek olarak nörit büyümesi, nörit 

spesifik yapı elementleri ile belirlenebilir. Örneğin; mikrotübül ilişkili proteinler, 

nörofilament proteinleri. Biyolojik etkenlerin durdurma yetenekleri, farmosotik 

ajanların veya çevresel ve endüstriyel içeriklerin neurit büyümesine müdahelesi 

genelde yeni maddelerin aktivitesi görüntülenirken kullanılır.  

 

 

 

Nörit düzenleyici faktörler, nörotropik faktörler ve glial büyüme faktörleri 

genelde gelişim sürecindeki ekzojen yapılarına etkilerin belirlenmesi amacı ile 

kullanılır. Bileşiğin biyolojik uyarılmış nörit büyümesini önleyici etkisinin 

gözlenmesine yönelik çalışmalar sinir büyüme faktörü muamele edilmiş hücre 

çalışılmasıdır (Erengül, 1985; Eylar, Ishaque A, Szymanska, 1980).Yine de bu 

yaklaşım sınırlıdır. Çünkü uyarılmış büyümenin inhibisyonu, normal koşullardaki 

enzimleri ya da yapısal elementlerin yok olmasına ya da aktivite değişmesine nöritik 
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proseslerin incelenmesine nazaran daha çok etki edebilir. Her ne kadar bu yaklaşım 

bilimsel incelemeye yönelik yaklaşım içerse de, neurit gelişiminde doğrudan etkileri 

sonuç olarak göstermeyebilir.  

 

Nörotoksikolojide fonksiyonal sonlandırma noktalarından biri olarak Aksonal 

taşınım önemlidir. Aksonal taşınım tüm ökaryotik hücrelerde kendi bölgesinden 

sentezlenen ve kendi gölgesinde kullanılan ve kendi bölgesinden sentezlenip başka 

bölgelerde kullanılan transfer materyallarine benzer mekanizmaları kapsar. Bu 

prosesin ardından organizmalardaki biyolojik fonksiyonu için geniş alanlara yayılım 

gereklidir (Glawert, 1980).Aksonal taşınım yönteminin ardından toksikantın 

doğrudan ya da doğrudan olmayan yöntemlerle yuarılması uyarılması önemli bir 

problemdir. Bir toksikant tranfer yolu üzerindeki mekanizmalarda bir etki 

oluşturabilir. Mekanizmadaki özel bir adım ile aksonal taşınım arasında bir etkileşim 

olabilir. Ek olarak, enerji metabolizmasındaki daha genel biyokimyasal bozulmadan 

dolayı bir etki olabilir. Genel yaklaşım aksonal transferde toksikantın indüklediği 

değişimin hayvanlar üzeriinde incelenmesi gerektiğidir. Bir akrilamid denemesi, 

aksonal taşınımın görünüşünü etkileyen bir nörotoksikant, nöroblastoma 

farklılaşmasında bir toksiklik göstermiştir, fakat organel hareketi bozulmadan kalır. 

İn vivo sonuçları ile karşılaştırılması hızla taşınan aktif markırların değişebileceği 

olasılığını yükseltir ve aksonların altkümesi veya organellerin akrilamid tarafından 

bozulmasının gözlemlenmesine yardım eder (Hess, 1956).Eğer organeller normal 

şekilde hareket ediyorsa bu tipteki eksikliklerin vidyo mikroskop tekniğiyle 

açıklanması kolay olamaz. Bundan dolayı, in vitro sistemlerde tüm 

popülasyonlardaki akson ve nöritleri etkileyecek karışıklık ortaya çıkması 

sınırlanabilir.  

Bu sensör veya motor hücrelerine farklılaşan hücrelerin hassas farklılaşmasının 

in vitro gözlemleriyle uyuşmayabilir. Bu hücreler akrilamite toksistelerinin 

belirtilmesi için denetlendiğinde, hücre morfolojisindeki değişmeme durumu 25 

µg/ml akrilamid maruziyetinden 2 hafta sonra görülmüştür. Maruziyet saptandığında, 

büyüme prosesinin gerçekleştiği sınırdaki büyüme konisinde bozulmalar ve neurit 

kabartıları not edilmiştir (Horvat, 1991). Walum ve arkadaşları (Duchen, Scaravilli, 

1977) NIE115 hücrelerinin nörit kabarcıklarını üreten akrilamid maruziyeti 
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göstermiştir. Bu in vivo şartlardaki akrilamid Maruziyeti çevresel akrilamid 

maruziyetine bağlı ölüme benzerdir. Hücreleri hassaslık düzeyleri sekiz hücre dizisi 

(nöroblastoma 41A3, nöroblastoma N18, nöroblastoma N1E115, nöroblastoma 

glioma hibridi NG108CC15, glioma 13BMG, glioma C6, fibroblast RLF ve 

fibroblast RMC) kıyaslanarak kesinleştirilmiştir. 

 

Elektromorfolojik endekslerde kültür ortamında önemli olmaktadır. Reseptör 

veya iyon kanalı ifade edilmesi in vitroda elektrofizyolojik kayıtlarla çalışılabilir. 

Ancak spesifik alt türler en iyi şekilde tek kanal kayıtları ile karakterize edilebilir. 

Böyle detaylı kayıtlar membranın yıkıntılardan uzak tutulmasını gerekli kılar ancak 

bu teknik açıdan organotipik ya da eksplant kültürlerde bunu başarmak çok zordur. 

Ek olarak, sinaptik fonksiyon ve nöron ağındaki rastgele aktivite sadeve aktivite 

göstermek için yeterli karmaşıklığa sahip sistemde kolayca görüntülenebilir. Yapının 

karmaşık fonksiyonlarının net sonuçları görece daha basit olan elektrofizyolojik 

çiftleştirilmiş titreşim inhibisyonu ve uzun dönem potansiyel gibi tekniklerle 

değerlendirilebilir. Beyin kan bariyeri (BBB); hem koruma hem de beyni besleme 

görevine sahiptir.  

 

Beyin kan bariyeri in vitro ortamların değerlendirilmesinde önemlidir. Beyin kan 

bariyeri(BBB) beyini hem koruma hem de besleme görevine sahiptir (Garcia-

Valenzuela, Sharma, 2006; Huang, Thalhammer, Reymond, Strichartz, 1995). Beyin 

kapiler damarlarındaki endotel hücreleri birbirine tight junction ve manşet kıstırması 

ile bağlı oldukları için birçok organik ve polar molekülün kan damarından beyin 

omurilik sıvısına geçişini engeller. Moleküller BBB ye ancak protein ve aminoasit 

transfer enzimleri veya taşıyıcıları(glutamil transpeptidaz (GGTP), alkalen fosfataz, 

glukoz transfer enzimi (GLUT-1) örnek olarak verilebilir (Bossy, Bastide, 

Godlewski, Guérin, Lasjaunias, Lefebure, Prat, Roland, Salama, 1990; Jessen, 

Mirsky, 1998) ile taşınabilir. Bu endotel hücreleri fiziksel olarak astrositlerle 

etkileşim halindedir ve fonksiyon gösterirken etkileşirler (Kalichman, Moorhouse, 

Powell, Myers, 1993; Kalichman, Powell, Myers, 1988; Kalichman, Powell, Myers, 

1989).Astrositler tight junction ların düzenlenmesinde görevlidir ve yüksek elektrik 

dayanıklılığını hücrelere sağlar. Aynı zamanda GGTP gibi çeşitli enzim aktiviteleri, 
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amino asit taşıyıcısı, GLUT-1 proteininin ifadesinin regülasyonunu sağlarlar. Bu 

BBB nin hem endotel hasarında hemde astrositlerle endotellerin bağlantılarının 

kopmasının ardından yok olabileceğini gösterir. Her ne kadar daha önceden toksisite 

duyarlılığa ve hedef hücrenin gelişmişlik düzeyine, test edilen maddenin miktarına, 

maruz kalma süresine bağlı olduğu açıkça gösterilsede BBB nörotoksik kimyasal 

maddeleri geçirmektedir (Kalichman, Powell, Reisner, Myers, 1986).Çok sayıda 

kimyasalın beyin parankimasına BBB yi aşarak geçtiği in vivo ortamda gösterilmiştir 

ve in vivo nörobiyolojisinde buna dayanarak modeller geliştirme çabası içindedir 

(Kayaalp, 1988; Kidd, Heath, 1988; Kidd, Heath, 1991; Kniel, Junker, Perrin, 

Bestetti, Rossi, 1966; Konradsen, Ravn, Sorensen, 1993; Lambert, Lambert, 

Strichartz, 1994). 

 

Sinyal iletim mekanizmaları olarak kalsiyum homostasisi normal nöronların 

hücreiçi fonksiyonları hücreler arası kalsiyumun sitosolde bulunan serbest kalsiyuma 

oranına kritik şekilde bağlıdır (Levy, Wallace, Dobkin, 1975; Li, Bahar, Cole, Rosen, 

1985).Hücrelerin canlılığı mekanizma kalsiyum homoestasisi bozulunca etkilenir 

(Lowe, Stevens, 1997; Ludmer, Sabelli, 1968). Eğer yüksek senkronizasyon ve 

iletişim çökerse, hücre içi serbest kalsiyum miktarında artış olur, bu da çeşitli 

hücreiçi reaksiyonları artırır. Bu reaksiyonlara örnek olarak nörotransmitter salınımı, 

proteinlerin fosforilasyonu, proteaz aktivitesinde artış gösterilebilir (Ludmer, Sabelli, 

1968Scaravilli; Scaravilli, 1977; Mason, Attema, DeVries, 1991).Hücreler arası 

kalsiyum aynı zamanda nöron büyümesinde ve büyüme konisi aktivitesinde görev 

alır. Bölünme mekanizmalarına etki eden birçok toksik ajan hücreiçi kalsiyum 

miktarının dengesini bozar. Bu kimyasallara örnek olarak metil cıva(I) (Lundborg, 

1970; Mason, Attema, DeVries, 1971), kepon, trietil kurşun (Mateu, Luzzati, Vargas, 

Vonasek, Borgo, 1990; Mateu, Luzzati, Villegas, Borgo, Vargas, 1992; Mateu, 

Moran, Padron, Borgo, Vonasek, Marquez, Luzzati, 1997), siyanür (McArthur, 

Stocks, Hauer, Cornblath, Griffin, 1998), piretiroidler(pyrethoids) (Monso, 

Santaliestra, Barbal, Fito, Riudeubas, 1996; Moore, Spierdijk, vanKleef, Coleman, 

Love, 1982), PCB ilgili moleküller (Erices, Conget, Minguell, 2000) ve aliminyum 

(Muir, 1959; Murphy, Dawson, Slack, 1995) verilebilir.  
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Hücre sıraları elde edilen insan nöroblastomalarını baskılayacak miktarda 

asetilkolin ve/veya katekolamin üretmiştir (Myers, Kalichman, Reisner, 1986). Her 

ne kadar çok miktarda fareden elde edilmiş nöroblastoma hücre sıraları asetilkolin 

veya katekolamin farklanmalarını inceleyebileceğimiz sistemler sunsa da, diğer 

nörotransmitter sistemler ile ilgili çok az örnek bulunmaktadir. Sıçan klon hücre 

sıraları fazla çeşitte nörotransmitter sistem sunar. GABA gibi nörotransmitterlere 

karşı öncelikli inhibisyon göstermekte olup, çok az sayıda hücre çok az miktarda 

asetilkolin ve katekolamin üretir (Myers, Murakami, Powell, 1986).PC-12 hücre 

dizinleri asetikolin ile birlikte norepinefrin üretebilme yeteneğine sahiptir (Myers, 

Rydevik, Heckman, Powell, 1988). 

 

Hücre kültürleri büyüme faktörlerine ve diğer içeriklere tropik etkilerin etkilerini 

kolin içerikli nöronların düzenlenmesi ve gözlenmesi açısından mükemmel 

sistemlerdir. Örnek olarak, sıçan beyinlerindeki septal bölgelerden ayrışmış hücreler 

kullanılarak NGF, tiroid hormon ve gangliositlerin ektilerinin septal kolin üreten 

nöronlar üzerine etkisinin incelenmesi verilebilir (Peters, 1990).  

 

Yaygın nörotoksik sonlandırma noktalarında bile, prosese özel kimyasallar 

arasındaki çeşitlilik çoktur. Bilinen nörotoksikant hareketleriyle ilgili bilgiler hedef 

bölgesi tiplerinin belirlenmesine yardımcı olabilir. Nörotoksikolojide, hedef 

bölgelerin kimyasallarla bilinmeyen nörotoksikolojik etkiler geliştirmesi araştırma 

sürecinde zorluğun ortaya çıkmasına sebep olabilir. Herhangi bir kültür sistemi seçici 

bir nörotoksisiteye karşı sitotoksisite üreten kimyasallar arasındaki farkı anlama 

girişimleri ile ilgili kültür sistemi içinde incelenir. Hücre biyolojisi ve sinir bilimdeki 

geçerli bilgiler, hücre prosesindeki ek elementler hücresel fonksiyon bozukluğu 

genel mekanizmalarla ilgili bilgilendirici olabilir. bu zamana kadar, 

nörotoksikantların kullanımıyla sinir sisteminin çeşitli hücrelerinin etkilenmesi 

sürekli nörobiyolojik fonksiyonların belirlenmesi, in vitro analizler ve çeşitli 

kimyasalların aktif bölge üzerindeki etkilerini tanımlaması için büyük çaba 

göstermişlerdir. 
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İn vtro metodlar in vivo testlerın yerini tamamen alamaz çünkü in vıtro testler in 

vıvo sınır sıstem karmaşıklığına ve nörobiyolojik fonksıyonların tamamının 

sağlanmasından ve erişilmesınden çok uzaktadır. İn vitro sistemler nörotoksisite 

tanımının bölgesel aksiyonlarını canlandırabılme aşamasında yetersız ya da bılgı 

verememektedır. In vıtro çalışmaların sonuçları ilişkili sinir sıstemı ıçerığıne bağlı 

olarak yorumlanmalıdır. Kımyasal uyarımış ın vıtro değışımlerın daha güvenılır 

olması ıçın ın vıvodakı nörotoksık etkılerle ılışkılı olmalıdır. İn vitro 

nörotoksisitesinin geçerlilığını sağlayan prosedür kullanımı önemlıdır. bu makalede 

test metodları hem ölçmeye dızayn edıldığı maddelerın ölçümüne hem de ölçüm 

karakteristiğinin genel tanımlanmış standartlara uygun olması anlatılmıştır. İn vitro 

prosedürlerin sonuçları içeriğin toksık maruzıyete alakalı mantıklı yorumlanması ve 

nörotoksık rısklerın ınsan vucudundakı etkılerının değerlendırılmesınde önem 

arzetmesı gerektığıdır (Erices, Conget, Minguell, 2000). 

 

İn vitro sıstemlerın nörotosısıteyı test etmesı nörotoksısıtenın spesıfık 

mekanızmasına bağlı olarak dızayn edılmsıne bağlıdır. açık uçlu genel toksısıtenın 

nörotoksık görüntulenmesı şu aşamada garantı edılememektedır. İn vitro teknikler 

mekaniksel bazlı hipotezlerin deneysel incelenmesinde büyük potansiyele sahiptir. İn 

vitro yaklaşımlar biyolojık proseslerın kıymasal uyarılmış reseptör değışımı neurıt 

büyümesi elektrofizyolojik değişimler, nörokimyasal sonlandırma noktaları 

belırlemede, ıyon kanallarında, spesıfık nörotransmıtter-enzım-hormon değışımlerını 

anlamaya yönelık temel yaklaşımlar ıçermektedır. İn vıtro prosedürler yapı-aktıvıte 

ılışkısınde belırgın fayda sağlarlar. İn vitronun aksonal transfer, büyüme ve gelışme 

ve bıyoaktıvasyon gıbı konuların çalışılmasında potansıyeli vardır. Her durumda ın 

vıtro sıstemın kulture edılmesı ve ıçerığının seçılmesı geliştirilen ve valıde edılen 

yöntemin hipoteze uygunluğuyla değiştırılmelıdır. 

 

1.6 Nöroprotektif Etki ve Amaç 

 

İlaç etkilerini gösterdikleri sinirler üzerinde hasar oluşturdukları bilinmekle 

beraber bu toksik etkinin mekanizması tam olarak ortaya konmamıştır. İn vivo 

şartlarda üç boyutlu ortamda oluşan toksisitenin karmaşıklığını çözmek için kültür 
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ortamında sinir hücrelerinde oluşturulacak toksisitenin mekanizmalarını araştırmak 

daha anlamlı olmaktadır. 

 

Sinir sisteminde nöronlar ve nöroglial hücreler vardır. Nöronların farkı akson ve 

dentritlere sahip olması ve bunlar aracılığı ile diğer nöronlar ve nöroglial hücreler ile 

haberleşmeyi sağlamasıdır. Dentritler nöron yüzeyini artırarak diğer hücrelerden 

uyartı almayı kolaylaştırır. Nöronal hücre membranının yapısal komponentlerinin 

korunması için gerekli faktörleri üreterek, hücre fonksiyonunu korur. Bunlardan bir 

tanesi olan myelin, aksonun etrafını sarar. Böylelikle hücre algılama iletişim 

birleştirme ve saklama işlemlerini yürütür. Hücre toksik bir etkiye maruz kalırsa 

perikaryonun direkt etkilenmesi veya trofik faktörlerin kaybolmasına bağlı sinapsın 

bozulması ile yozlaşma başlar. Burada hasarı belirleyen toksisitenin şiddet ve süresi 

ile kalıcılığıdır. Dejenerasyon süreci oluşan mekanizmaya bağlı olarak hızlı veya 

yavaş gerçekleşebilir (Song, Sanchez-Ramos, 2002; Brazelton, Rossi, Keshet, Blau, 

2000).Geciken nörotoksik etki, nöropati target esteraz (NTA) enzim düzeyini kültür 

ortamında ölçerek gösterilebilir (Yang, Huang, Ma, 2006).  

 

Nörotoksik maddelerin in vitro test tekniklerinde hücre üzerine etkisi selektif bir 

şekilde olmaktadır. Bu spesifik duyarlılık bileşiğin ekstrasellüler konsantrasyonuna 

da bağımlıdır. Genellikle ana bileşiğe bağlı toksik etki meydana gelmekte ise de, bazı 

durumlarda metabolitlerin de toksik etkileri görülebilir. Toksik maddenin 

fizikokimyasal özelliklerinin toksik etkiyi direkt olarak etkilediği bilinmektedir. 

Hücre substratum ilişkisi toksik etkide önemlidir (Hou, Cao, Wei, Bai, Zhang, Wu, 

Pei, 2002; Koshizuka, Okada, Okawa, Koda, Murasawa, Hashimoto, Kamada, 

Yoshinaga, Murakami, Moriya, Yamazaki, 2004; Sanchez-Ramos, 2002).İn vitro 

ortamda nöronların temel fonksiyonu olan nörit uzaması, aksonal transport gibi kritik 

hücresel olaylara bağlıdır. Nörit uzaması, mikrotubil birleştirici protein ve 

nörofilament proteini gibi nörit için özel yapısal elemanlara bağlı gelişir. Biyolojik, 

kimyasal ve çevresel toksik maddeler nörit uzamasını engeller. Nörit geliştiren 

faktör, nöronotrofik faktör ve glial maturasyon faktörü nörit uzamasının gelişim 

sürecinde rol oynarlar. Bu nedenlerle nörit uzamasının izlenmesi yeni moleküllerin 

nörotoksik aktivitelerini araştırmak için kullanılabilir (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 vücudun bir yerinden SSS'ne ulaşamaması 

durumudur. Lokal anestezikler, uyarılabilir dokuların sodyum kanallarını bloke eden, 

kimyasal olarak birbirine benzer bir ajanlar grubudur. Lokal anestezik ilaçların çoğu 

ester ya da basit benzen derivesi amidlerdir. Birçok kısa etkili lokal anestezik, 

uygulama sonrası enjeksiyon alanından hızla kana absorbe olur. Bölgeye kan akımı 

azaltılmadığı sürece lokal etkinin süresi kısıtlı olur. Lokal anestezikler, voltaj bağımlı 

sodyum kanallarını bloke ederler ve sodyum iyonlarının girişini azaltırlar. Böylece 

membran depolarizasyonunu engellerler ve aksiyon potansiyelinin iletisini bloke 

ederler. Lokal anestezikler, reseptörlerine sitoplazmadan veya hücre membranından 

ulaşırlar. İlaç molekülü sitoplazmaya ulaşmak için lipid membranı geçmek zorunda 

olduğundan, yüksek lipid çözünürlüğe sahip non iyonize, yüksüz formlar etkili 

intraselüler konsantrasyonlara, iyonize formlardan daha çabuk erişirler. Diğer 

taraftan bir kez akson içine girdikten sonra, ilacın iyonize yüklü formu daha etkin 

blok yapar. 

 

Kök hücre uygulamaları ile değişik kökenli hücrelerin (Corti, Locatelli, 

Donadoni, Strazzer, Salani, Del Bo, Caccialanza, Bresolin, Scarlato, Comi, 2002) 

hedef dokuda bulunan kök hücreler gibi çalışabileceği gösterilmiştir (Corti, Locatelli, 

Donadoni, Strazzer, Salani, Del Bo, Caccialanza, Bresolin, Scarlato, Comi, 

2002). Erişkin kök hücrelerinin yaşa ve kapasiteye bağlı zorlukları (83) embriyonik 

kök hücreleri ile aşılmaya çalışılmıştır (Smith, Sadler, Dodd, Edwards, Ward, Park, 

McLean, 2001).Embriyonik hücrelerin elde edilmesindeki teknik ve etik sorunlar 

erişkin kök hücrelerinin önemini korumasına neden olmaktadırlar. Özellikle spinal 

kord hasarlarında. kök hücre uygulamalarının büyük ümitler vaat ettiği bilinmektedir 

(Jones, Anderson, Galvin, 2003).Yine kordon kanından alınan kök hücrelerinin nöral 

dokunun hasarında kullanılabileceği düşünülmektedir (Selander, Brattsand, 

Lundborg, Nordborg, Olsson, 1979).Hem kordon kanında hem de kemik iliğinde 

bulunan ve birçok hedef hücreye farklılanma kapasitesi olan mezenkimal hücrelerin 

aynı kapasiteye sahip olduklarını düşündüren sonuçlar bulunmaktadır (Jendelova, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smith%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sadler%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dodd%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Edwards%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ward%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Park%20BK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McLean%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226374
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Herynek, Urdzikova, Glogarova, Kroupova, Andersson, Bryja, Burian, Hajek, 

Sykova, 2004).Nöral progenitörlerin kordon kanı ve kemik iliğinden alınması ile 

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

 

Bu çalışmada amaç kemik iliği stromal kök hücreden farlılaştırılmış nöronlar ile 

nöroblastoma hücre dizininde nörotoksisite tarama testinde, tıpta yaygın olarak 

kullanılan lokal anesteziklerin nörotoksik etkili olup olmadıklarını ve varsa 

nörotoksisite derecelerini araştırmaktır. Nörotoksik bileşikler nöronların nörit 

uzamasını inhibe ederler. Bu inhibisyonun derecesi ile uygulanan maddelerin 

nörotoksik etki gücü paralellik gösterir. Biz de çalışmamızda farklı lokal 

anesteziklerin olası nörotoksik etkilerini ve nöronun bu etki karşısında çoğalma ve 

ölme gibi davranış mekanizmalarını, in vitro olarak, oksidatif stres ve apoptozis 

yönünden araştırmayı amaçladık. 
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2. GEREÇLERve YÖNTEMLER  

 

2.1. Kullanılan Gereçler  

 

2.1.1. Kullanılan hücre hattı  

 

ATCC’den ticari olarak CRL-2266 katalog numaralı fare nöroblastoma hücre 

hattı (NB2a) satın alındı ve kullanıldı (McNeil ve ark 19xx)  

2.1.2. Kullanılan cihazlar  

Kullanılan cihazlar sıralandığında; 

 EnSpire multimode plate okuyucu (Pelkin Elmer)  

 Janus otomatik pipetleme cihazı (Pelkin Elmer)  

 Spektrofotometre (Shimadzu BioSpec Nano)  

 Masaüstü soğutmalı tüp ve plate santrifüj (Beckman Coulter Allegra X-15R)  

 Masaüstü soğutmalı eppendorf santrifüj (Beckman Coulter Microfuge 22R) 

 Laminar Flow (Herasafe™ KS Class II) 

 CO2 inkübatör (Heracell-Thermo Fisher Scientific)  

 Hücre sayım ve canlılık tayini cihazı (Roche Cassy)  

 -- 80°C derin dondurucu (Sanyo U7386S)  

 Invert Mikroskop (Olympus) şeklindedir. 

 

2.1.3. Deney protokolü:  

 

Çalışma Celal Bayar Üniversitesi Tıp Fakültesi Farmakoloji Ab. D. Hücre 

Kültürü Laboratuarında yapılacak olup fare Nöroblostoma hücre hattında (NB2a) 

çalışılacaktır. 

Hücre dizini; Fare nöroblastoma 2a hücreleri (NB2a) 

Proliferasyon medyumu: %5 fetal calf serum+ %5 horse serum+ %0.1 

penisilin/streptomisin solüsyonu+ gentamisin solüsyonu üzerine yüksek glukozlu 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ile 100ml tamamlanarak elde edildi.  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/51022485
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=10&ved=0ahUKEwiQiL_i7o7aAhUCEJoKHSsdDMsQFghgMAk&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Fus%2Fen%2Fhome%2Flife-science%2Flab-equipment%2Fco2-incubators%2Fheracell-co2-incubators.html&usg=AOvVaw1LmK7c8Rj29RNn_3zKUHMu
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Diferensiyasyon (farklılaşma) Medyumu: %0,1 Penisilin/streptomisin solüsyonu + 

0.5mM d-cAMP + gentamisin solüsyonu üzerine 100 ml tamamlanacak şekilde 

yüksek glukozlu DMEM ilavesi ile elde edildi. 

 

Nöroblastoma hücreleri kültür ortamında (flask içinde) %5 fetal calf serum, %5 

horse serum, %1 penisilin/streptomisin solüsyonu (10000 U/10mg) ve %0.1 

gentamisin (20 mg/ml) içeren yüksek glukoz konsantrasyonlu Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM) ile 37C° ve %5 CO2 koşulları sağlayan etüv içinde 

çoğaltıldı (Axelrad, Howard, McLean, 2003; Flaskos,  McLean, Fowler, Hargreaves, 

1998; McLean,  Holme, Janneh, Southgate, Howard, Reed, 1998).  

 

Nörotoksisite Tarama Testi; 24 örnek (well) içeren tabaklara (plate), her bir örnek 

içinde 15000 hücre/ml hücre, 500µl ilk üç örneğe proliferasyon medyumu (negatif 

kontrol) ve geri kalan örneklere serum içermeyen DMEM içine dibütiril cAMP (0,5 

mM) eklenerek oluşturulan farklılaşma medyumu (proliferasyon medyumu) konuldu. 

24 saat sonra her bir konsantrasyon için farklılaşma medyumu içeren 3 örnek içine 

pioglitazon (PG) 1, 3, 10, 30 M konsantrasyonlarda konuldu. Ayrıca çözücü olarak 

kullanılan etanol çözücü olarak kullanıldığı miktarda 20 l hacimde 3 örnek içine 

eklendi (pozitif kontrol). 24 saat sonra hücreler 20 dakika %4 formaldehid (PBS 

içinde) fikse edildikten sonra 5 dakika Coomassie Blue boyasında (%0.6) bekletildi. 

Boyanmış örnekler daha sonra 2 kez önce PBS daha sonra distile su ile yıkandı. Bir 

gece kurumaya bırakıldı. Işık mikroskobu altında rasgele seçilen 10 farklı sahadan 

100 hücrenin nörit uzunlukları görüntü analiz sistemi ile ölçülür. Ölçülen nörit 

uzunluğu değerleri %inhibisyon ile değerlendirilir (McLean,  Holme, Janneh, 

Southgate, Howard, Reed, 1998). 

           Pozitif kontrol nörit uzunluğu - Madde konulan nörit uzunluğu 

%İnhibisyon= ---------------------------------------------------------------------- 

                   Pozitif kontrol-Negatif kontrol 
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Klorprifosun  Nörotoksik Etki Düzeyi 

 Klorprifos uygulaması öncesinde hücre kültürüne eklenecek dozu tespit etmek 

amacıyla  tüm kuyucuklara 500 µl hacimde proliferasyon medyumu içerisine her 

kuyucukta 16 000 hücre olacak şekilde NB2a hücresi kondu. 24 saat sonra ilk üç 

kuyucukta (well) proliferasyon medyumu (negatif kontrol), geri kalan tüm 

kuyucuklardan medyum çekilerek serum içermeyen DMEM içine dibütiril cAMP (1 

mM) farklılaşma medyumu (diferensiyasyon medyumu) ve klorprifos 10 µM, 20 

µM, 25 µM 30 µM, ve 40 µM konsantrasyonlarda uygalandı.  

24 saat sonra hücreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS içinde)fikse edildikten 

sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasında (%0,6)bekletildi. Boyanmış örnekler daha 

sonra PBS ile yıkandı. Sonra ışık mikroskobu altında rasgele seçilen 10 farklı 

sahadan 100 hücre deki nörit uzunlukları görüntü analiz sistemi ile ölçüldü. %100 

Nörit inhibisyonu yapan konsantrasyonu araştırıldı. En etkin en düşük konsantrasyon 

olarak 25 µM tespit edildi. 

 

Klorprifos İle Oluşturulan Nörotoksisite Üzerine NTT 

İlk gün, tüm kuyucuklara 500 µl hacimde proliferasyon medyumu içerisine her 

kuyucukta 16 000 hücre olacak şekilde NB2a hücresi kondu. 24 saat sonra ilk üç 

kuyucukta (well) proliferasyon medyumu (negatif kontrol), geri kalan tüm 

kuyucuklardan medyum çekilerek serum içermeyen DMEM içine dibütiril cAMP (1 

mM) farklılaşma medyumu (diferensiyasyon medyumu)ve klorprifos 25 µM 

konsantrasyonlarda eklenerek nörotoksisite oluşturuldu. Her 3 kuyucuğa, 1, 3, 10 ve 

30 konsantrasyonda pioglitazon kondu. Kültür tabağındaki üç kuyucuğa herhangi bir 

madde eklenmedi (pozitif kontrol).Diğer üç kuyucuğa ise dproliferasyon medyumu 

eklendi (neğatif kontrol). 

24 saat sonra hücreler 10 dakika %4 formaldehid (PBS içinde) fikse edildikten 

sonra 3 dakika Coomassie Blue boyasında (%0.6)bekletildi. Boyanmış örnekler daha 

sonra Phosphate-buffered saline (PBS)  ile yıkandı. Sonra ışık mikroskobu altında 

rasgele seçilen 10 farklı sahadan 100 hücredeki nörit uzunlukları görüntü analiz 

sistemi ile ölçüldü. Ölçülen nörit uzunluğu değerleri % inhibisyon ile değerlendirildi. 
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MTT Metabolizmasının Ölçülmesi: MTT çalışması yani 3-(4, 5-

dimetiltiyazol-2-il)-2, 5 difeniltetrazolyum bromid’in mor formazan ürününe 

redüksiyonu, hücre yaşamı ve proliferasyonu tahmin etmek için kullanılan bir 

yöntemdir. Hücreler, enkübasyon periyodunun son 4 saatinde MTT’nin 0,5 

mg/ml’lik çözeltisi ile enkübasyona devam etmiş; ortam daha sonra dekante edilir ve 

formazan tuzları dimetilsülfoksit (DMSO) ile çözülmüş ve 570 nm’de UV 

spektometre ile absorbans ölçülür. Kontrol grubuna göre ölçülen absorbanslar 

karşılaştırılarak kimyasal verilen gruplardaki yaşam ve proliferasyon hakkında bilgi 

edinilir. Hücrelerin kültür ortamındaki canlılığının değerlendirilmesinde bu 

hücrelerin mitokondrial fonksiyonları, dolayısıyla canlı hücre yoğunluğu 

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

 

Bu test, sarı, suda çözünebilen MTT boyasının aktif mitokondrilerdeki elektorn 

akımı yoluyla mor formazan ürünlerine dönüşmesini ölçer. MTT 3-(4,5-

dimethylthiazol–2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid’in mor renkli formazan 

ürünlerinin azalması hücre yaşama ve çoğalmasında fikir verir. Hücreler 0,5 mg/ml 

MTT solüsyonu ile 4 saat inkübe edildi. Daha sonra medyum uzaklaştırıldı. Kültür 

kabının her gözüne dimetilsülfoksit (DMSO) eklendi.  Formazan tuzları DMSO ile 

çözüldü ve absorbans 570 nm’de, 690 nm referans filtreye karşılık mikroplaka 

okuyuculu spektrofotometre (Versa Max, Molecular Device, USA) de ölçüm yapıldı. 

Nöroblastoma hücreleri, 15x103 hücre gelecek şekilde örneklere konduktan sonra, 

pioglitazon 1, 3, 10, 30 M konsantrasyonlarda ortama ilave edildi. 48 saat inkübe 

edildi. Süre tamamlandıktan sonra, her örneğe ortama 50 µl MTT ilave edildikten 4 

saat sonra canlı hücrelerin mitokondrilerinde formazona çevrilen MTT’yi solubl hale 

getirmek amacıyla 1 ml isopropanol eklendi ve optik okuyucuda 570 nm dalga 

boyunda optik dansiteleri spektrofotometrede okutuldu. Kontrol grubuna göre % 

olarak hesaplandı (Walum, Peterson, 1984; Atlasz, Babai, Reglodi, Kiss, Tamas, 

Bari, Domoki, Gabriel, Diazoxide, 2007).Veriler ortalama+standart hata olarak 

gösterildi ve tek yönlü varyans analizi ve ardından Tukey'in çok yönlü karsılaştırma 

yöntemiyle istatistiksel olarak değerlendirildi. p< 0,05 anlamlı olarak kabul edildi. 
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2.2 TUNEL Yöntemi 

 

TUNEL Yöntemi İle apoptotik hücre ölümünün belirlenmesinde DeadEnd 

Colorimetric TUNEL system, Promega G7130 kiti kullanılarak 5 µm kalınlığındaki 

parafin bloklardan alınmış kesitlere uygulandı. Kesitler 1 gece 60C’lik etüvde ısı ile 

deparafinize edildi. Ardından 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinize edildi. Azalan 

alkol serileri ile 2’şer dakika (%95, %80, %70, %60) rehidratasyon uygulandıktan 

sonra dokular serum fizyolojik ile oda ısısında 5 dakika (%0.85 NaCl) muamele 

edildi.5 dakika PBS (fosfat buffer solusyonu) ile oda ısısında yıkandı. Doku kesitleri 

%4 paraformaldehit ile 15 dakika oda ısısında fiske edildi. 5 dakika PBS ile oda 

ısısında yıkandı. 1/500 oranında PBS ile dilüe edilen 20-µg/ml proteinase K 20 

dakika doku kesitlerine uygulandı. PBS ile yıkamayı takiben %4’lük paraformaldehit 

ile 5 dakika yeniden fiksasyon yapıldı. 5 dakika PBS ile oda ısısında yıkandı. 

Kesitler 5- 10 dakika Equilibration buffer ile oda ısısında tutuldu. TdT-enzimi ile 

nemli atmosferik ortamda 37 0C de 60 dakika plastik cover slipler kesitleri kapatacak 

şekilde konarak tutuldu.  

 

15 dakikalık SSC yıkamasının ardından 5 dakika PBS ile oda ısısında yıkandı. 3- 

5 dakika hidrojen peroksit uygulanması sonrası 5 dakika PBS ile oda ısısında 

yıkandı,1/500 oranında PBS ile hazırlanan Streptavidin HRP solüsyonu ile 30 dakika 

oda ısısında inkübasyona tabi tutuldu. 5 dakika PBS ile oda ısısında yıkandı ve 

ardından DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapıldı, birkaç kere distile su ile 

yıkama yapıldı. Artalan boyaması Mayer’s Hematoksileni ile yapıldı. Kör yöntemle 

TUNEL pozitif hücreler saptanmaya çalışıldı. Negatif kontrol için primer antikor 

yerine PBS, pozitif kontrol olarak da apoptozis olduğu bilinen testis dokuları 

kullanılabilir. İmmunohistokimyasal değerlendirmede preperatlara boyanın 

yoğunluğu ve dağılımına göre + (1), ++ (2), +++ (3) olarak körlemesine semi-

kantitatif puanlama yapıldı  (Tablo 2.5).Ortalamalar istatiksel olarak değerlendirildi 

(Rygaard, Lindenberg, 2002; Vidal, Díaz, Villena, Moreno, Campos, de Vargas, 

2006). 

TUNEL immunohistokimyası apoptotizis körleme yöntemle mikroskop altında 

histolojik ve morfometrik bakıları yapıldı. 
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Tablo 1 : TUNEL Boyama Protokolü 

 İŞLEM MADDE SÜRE 

FİKSASYON %4’LÜK PARAFORMALDEHİT 30 DAKİKA 

YIKAMA PBS 3×5 DAKİKA 

 PROTEİNAZ-K (37˚C etüvde) 1 SAAT 

YIKAMA PBS 3×5 DAKİKA 

PEROKSİDAZ BLOK %3 HİDROJEN PEROKSİT 5 DAKİKA 

YIKAMA PBS 3×5 DAKİKA 

EQUILIBRATION BUFFER  10 SANİYE 

ENZİM Tdt ENZİMİ (37˚C etüvde) 1 SAAT 

STOP WASH BUFFER  10 DAKİKA 

YIKAMA PBS 3×1 DAKİKA 

ANTİ-DİOKSİGENİN  PEROKSİDAZ KONJUGATI 30 DAKİKA 

YIKAMA PBS 3×5 DAKİKA 

BOYAMA DAB (Diamino benzidin) 10 DAKİKA 

YIKAMA DİSTİLE SU 3×5 DAKİKA 

ARTALAN BOYAMA MAYER’S HEMATOKSİLEN 3 DAKİKA 

YIKAMA DİSTİLE SU 10 DAKİKA 

KAPAMA KAPATMA MEDYUMU  

 

 

2.3. İstatistik 

Parametrelere göre değerlendirilen veriler, ortalama ve standart sapmaları 

hesaplanarak ANOVA istatiksel analiziyle incelenip posthoc test olarak tukey-B 

kullanılarak yapıldı. P<0.05 *  anlamlı olarak kabul edildi. 
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3. BULGULAR 

 

PG, Diabet hastalığının tedavisinde kullanılan bir ilaç olup diyabetiklerde 

özellikle periferik nöropatilerde olumlu etkileri ve nöron koruyucu etkileri olduğu 

söylenmektedir. Ancak nöron kültüründe nörit inhibisyonuna olan etkisi ile ilgili bir 

kanıt yoktur. Bu nednele nöronlar üzerine PG etkisini nörit inhibisyonunu ortaya 

koyan nörotoksite tarama testi (NTT) ve hücreye yüksek toksik etkinin göstergesi 

kabul edilen ve hücre ölümüne neden olan hücre kaybını gösteren MTT 

metabolizması üzerine etkileri ile ortaya çıkan hücre ölümünün nekrozamı yoksa 

apopitozamı bağlı olup olmadığı TUNEL testi ile araştırıdık.  

 

Çalışma Celal Bayar Üniversitesi Tıp Fakültesi Farmakoloji Ab. Dalı Hücre 

Kültürü Laboratuvarında tamamlanmıştır. Hücre dizini; Fare nöroblastoma 2a 

hücreleri (NB2a), Kültür ortamındaki NB2a hücrelerinin farklılaşma etkeni cAMP 

eklenmeden bölünme ve çoğalma dönemindeki 48 saatlik kültür yaşamındaki 

görüntüleri alındı (Resim 1). 

 

 

Resim 1 : d-cAMP ile farklılaştırılan NB2a Kültür Hücresi görüntüsü x 400 
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MTT Metabolizması 

 

MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2, 5 difeniltetrazolyum bromid’in mor formazan 

ürününe redüksiyonu, hücre yaşamı ve proliferasyonu tahmin etmek için kullanılan 

bir yöntemdir. 

Kontrol grubuna göre değişik PG konsantrasyonlarda yaşayan hücre sayıları 

değerlendirildi. MTT yöntemiyle, Nb2a hücre sayısında, kullanılan tüm 

konsantrasyonlarda PG, kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

değişiklik göstermedi. Tüm konsantrasyonlarda kontrol grubuna göre istatistiksel 

olarak hücre ölümü saptanmamıştır (p>0.05).(Şekil 1).  

Çalışmamızın 2. Bölümünde ise klorprifos 25 uM konsantrasyonda uygulanarak 

NB2a hücrelerinin yaşayan hücre sayıları değerlendirildi. klorprifos 25 uM 

konsantrasyonda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olarak yaşayan 

hücre sayısını azaltı.(Şekil 2).Pioglitazon uygulanması 10 uM konsantreasyondan 

itibaren azalan hücre sayısını kontrol grubuna yaklaştırdı. 30 uM konsantrasyonda 

kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmedi.(p<0.001). 

 

 

Şekil 2 : NB2a hücreleri üzerine değişik konsantrasyonlarda PG’un MTT metabolizması üzerine etkisi. Kontrol 

grubuna göre (p>0.05). 
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Şekil 3 : NB2a hücreleri üzerine klorprifos 25 uM konsantaryonda etkisine karşı değişik konsantrasyonlarda 

PG’in MTT metabolizması üzerine etkisi. Klorprifos grubuna göre ***p<0.001 

 

Nörotoksisite Tarama Testi 

Işık mikroskobu altında rasgele seçilen 10 farklı sahadan 100 hücredeki nörit 

uzunlukları görüntü analiz sistemi ile ölçüldü. Ölçülen nörit uzunluğu değerleri % 

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

 

Ilımlı toksik etkinin bir göstergesi olarak kabul edilen nörit inhibisyonun 

incelendiği nörotoksisite tarama testinde hücrelerin nörit uzamasına PG’un etkisi 

incelendi (Şekil 3).Hücrelerin kültür yaşamının sonunda fikse edilerek alınan 

görüntülerde yapılan morfometrik incelemede PG doza bağlı ılımlı nörotoksik etkisi 

gözlemlenmedi. (p>0,05). 
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Şekil 4 : NB2a hücreleri üzerine PG değişik konsantrasyonlarında nörit inhibisyonuna etkisi, kontrol grubuna 

göre anlamlı bir fark görülmedi. (p>0.05) 

 

Çalışmamızın 2. Bölümünde klorprifos 25 uM konsantrasyonda uygulanarak 

NB2a hücrelerinin nörit uzatmaları inhibe edildi (Resim 2).Klorprifos 25 uM 

konsantrasyonda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde nörit 

inhibisyonu yaptı (***p<0.001).Pioglitazon 3 uM konsantrasyondan itibaren 

klorprifosun yapmış oldugu nörit inhbisyonunu engelledi (Şekil 4).Klorprifos göre 

30 uM konsantrasyonda PG oldukça anlamlı düzeyde nörit inhibisyonunu engelledi 

(Resim 3).PG 10 ve 30 uM konsantrasyonlarda uygulandığında norotoksik etkinin 

azaldığı istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde nörit inhbisyonunu engellediği ve 

nöronun ılımlı toksik etkiden koruyabildiği görülmektedir (***p<0.001). 
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Resim 2 : 25 µM klorprifos uygulanan NB2a hücrelerinde oluşturulan nörit inhibisyonunun  görüntüsü x400 

 

 

Resim 3 : 25 µM klorprifos + PG 30 uM konsantrasyonda uygulandığında NB2a hücrelerinde oluşturulan nörit 

uzamasının görüntüsü x400. 
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Şekil 5 : Nörit uzamasına klorprifosun ve PG nin etkisi. Klorprifosa göre istatistiksel olarak anlamlı nörit 

uzamasında anlamlı bir artış görüldü (*p<0.05, ***p <0.001). 

 

TUNEL Boyaması 

Apopitotik hücre ölümünün belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick 

End Labeling (TUNEL, S7101, Millipore, USA) boyama yöntemi kullanıldı. Kör 

yöntemle TUNEL pozitif hücreler saptandı. Daha sonra istatiksel olarak gruplar 

değerlendirildi.Ölen Hücrelerin nekrozamı bağlı yoksa apopitozamı bağlı olduğunu 

göstermek amacıyla TUNEL testi yapıldı. Kontrol grubuna göre ölen hücre sayısının 

az olması sebebiyle 10 ve 30 µM dozlarda PGile üç tekrar halinde TUNEL boyaması 

yapıldı. Yapılan boyamalarda ilaçların 2 farklı konsantarasyonunda toksik ve 

apoptotik etkileri gözlenmeye çalışıldı. Yapılan boyamalardan elde edilen 

gözlemlerde gelişen nöroblastoma hücrelerinin sağlıklı olduğu görüldü. Sağlıklı 

gelişen ve yapışan bu hücrelerin nörit uzattıkları da gözlendi (Resim 

5).Görüntülenen NB2a hücreleri sağlıklı ve yapışan az miktarda nörit uzatmış 

hücreler olup toksik etki ve apoptotik hücre (p>0.05) sayısında artış görülmedi (Şekil 

5). 

  



68 

 

 

 

Şekil 6 : Pioglitazon tek başına uygulandığında kontrol grubuna göre apopitotik hücre sayısında anlamlı bir fark 

görülmedi (p>0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 

 

 

25 μM klorprifos 

  

25 μM klorprifos + 30 μM PG 

  

 

Resim 4 :Apopitotik hücrelerin görünümü düşük (x100) ve yüksek (x400) 

büyütmelerde. CPS uygulanan hücreler hem morfolojik olarak diferansiye olamadığı 

hemde apopitotik hücre sayıosında artış olduğu gözlemmendi. Birlikte PG 30 uM 

konsantarsyonda uygulanmdıgında hem morfolojik düzelme hemde apopitotik hücre 

sayısında azalma görüldü. 

 

Klorprifos uygulaması apopitotik hücre sayısını istatistiksel olarak artırmış 

olup (p<0.001) PG uygulanması ile apopitotik hücre sayısını anlamlı bir düzeyde 

azalmıştır (Şekil 6).Özellikle 30 uM konsantrasyonda PG uygulanması ile kontrol 

grubuyla aynı sayıda apopitotik hücre varlığı görülmüştür (p>0.05) (Resim 4).  
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Şekil 7 : Apopitotik hücre sayısına CPS nin ve PG nin etkisi. Kontrol grubuna göre (*p<0.05, ***p <0.001) 
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KONTROL 

  

10 μm PG 

  

30 μm PG 

  

 

Resim 5 : NB2a hücreleri üzerine PG etkisi altında 10 ve 30 uM konsantrasyonlarda nörit uzatmaları ile oldukça 

sağlıklı morfolojik görünümleri olduğu ve apoptoz ile işaretlenmedikleri izlendi.  
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4. TARTIŞMA 

 

Alkol kaynaklı nörotoksisitedeki temel unsurların Eksitotoksisite ve 

nöroinflamasyonda rol oynayan mekanizmalar olup, PPARy agonistinin koruyucu 

etkisi, pro-inflamatuvar sitokinlerin inhibisyonuyla bağlantılı görünmektedir 

(Cipitelli A.ve ark 2017).Pioglitazon, Parkinson hastalığının MPTP fare modelinde 

nöronal hasarı zayıflatarak, MAO-B enziminin inhibisyonunu içeren bir mekanizma 

ile zayıflatır.(Quinn LP.ve ark.2008 )PPARy aktivasyonunun, büyüme inhibisyonu, 

apoptosis ve bir takım tümör hücrelerinin farklılaşmasına yol açtığını bazı 

çalışmalarda gösterilmiştir.  

 

Giulianove ark. çalışmasında da specific inhibitors of PPARγ, GW9662 or 

T0070907 ise WİN(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 

oluşturulan sitotoksisteyi  pioglitazonun engellediği gösterilmiştir.(Guiliano M. ve 

ark.2008). 

 

Fenofibrat ve pioglitazonun olası nöroprotektif etki mekanizması. Hem MPTP 

hem de Parkinson hastalığındaki nöroinflamasyonda rol alan NF-κB'yi aktive eder. 

Fenofibrat ve pioglitazon, NF-κB'nin aktivasyonunu inhibe ederek  

nöroinflamasyonun oluşmasını önler ve nöroprotektif etkiler ortaya koyar MPTP 

tedavisinin apoptoz ile nöronal ölümle sonuçlanan kaspaz-3'ü aktive ettiğini, ancak 

nöroprotektif ilaçlarla yapılan tedavinin kaspaz-3 aktivitesini inhibe edebileceğini ve 

nöronal hasarı azaltabileceğini göstermiştir. Pioglitazonun, MPTP'nin intranigral 

infüzyonundan sonra lokomosyon frekansının ve yetiştirme frekansının azalmasına 

karşı nöroprotektif bir etkiye sahip olduğunu daha önceki çalışmalarda gösterdik 

(Miida, Hirayama, Nakamura, 2004).Bir önceki çalışmada pioglitazonun, MPTP'nin 

neden olduğu hipolokomotion'u tersine çevirebildiğini de göstermiştir(Scalia, 

Stalker, 2002). 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030090840800312X
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50 mg / kg pioglitazon, MPTP'nin nörotoksik etkilerine karşı kısmi 

nöroproteksiyonu gösterdi, substantia nigra'da TH immünreaktivitesi ile saptandı 

(Miida, Hirayama, Nakamura, 2004).PPAR alt tiplerinin ortak bir fonksiyonu, 

oksidatif stresin ve inflamatuvar süreçlerin baskılanmasıdır (Walum, Peterson, 

1984).Bu keşifler, merkezi sinir sisteminin çeşitli bozukluklarında PPAR 

agonistlerinin nöroprotektif etkisini değerlendirmek için asıl mantığı sağlamıştır. 

PPAR-α ve PPAR-γ agonistlerinin nöroprotektif etkililiği daha önceki çalışmalarda 

gözlenmiştir.(Hou ve ark. 2002) ve (Jendelova ve ark. 2004). 

 

B27 komponenti  (-B27) çıkararak hazırlanan medyumla nöron kültürü 24 saat 

inkübe edildiğinde kültür ortamında dramatik olarak nöronal hücre  ölümler ortaya 

çıkmaktadır. Telmisartanın nöroprotektif etkisi vardır. Bu etki de PPARγ 

aktivasyonu kısmen CGC'lerde telmisartanın nöroprotektif etkileriyle ilgilidir. 

 

Ang II, AT1 ve AT2 reseptörleri  olmak üzere iki reseptör tipini uyarır 34. Ang 

II, esas olarak AT2 reseptörü aracılığıyla glutamat ile indüklenen nöronal hücre 

ölümünü azalıtır. AT1, fakat AT2 olmayan benzer nöroprotektif bir rol daha önce 

insan nöroblastoma kültürlerinde bildirildi. AT1 reseptör blokajı, önemli bir 

nöroprotektif sistem olan nükleer reseptör PPARγ'yı aktive eder.  Telmisartan veya 

losartanın PPARy-aktive edici etkileriyle nöroprotektif etkileri oluşturdukları 

düşünülmektedir. Ayrıca PPARγ aktivasyonu, glutamat aracılı nörotoksisiteye karşı 

nöroproteksiyonu teşvik edebilir.(Barbiero JK ve ark.2014 )Telmisartan AT1 

reseptör blokajı ve PPARγ aktivasyonu yoluyla CGC'lerde besin yetersizliğine bağlı 

apoptoza karşı nöro koruyucu etkisini göstermiştir.(Pang T. ve ark. 2014 ) 

 

AMP-aktive protein kinaz (AMPK), hücre sağkalımı ve apoptoz ile ilgili sinyal 

yollarını düzenler ve hipokampal neurojenezin arttırılmasında rol oynar (Moncada, 

Higgs, 1993).Farmakolojik AMPK aktivasyonu, in vitro olarak β-amiloid birikimini 

doğrudan inhibe edebildiği (Nolte, Harleman, Jahn, 1995) tarafından gösterilmiştir.  

hipokampal AMPK seviyeleri, β-amiloid birikimi ve nöronal apoptoz üzerine oral 

düşük doz (Yang, Huang, Ma, 2006) ve subkutanöz yüksek dozun (Atlas Z. 2007) 

MSG'nin etkilerinin karşılaştırıldığı çalışmada MSG toksisitesinin AMPK aktivatörü 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Nolte%20T%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Harleman%20JH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jahn%20W%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Pioglitazone tarafından ters çevrilebileceği dair bulgular elde edilmiştir. AMPK 

tükenmesi, MSG nörotoksisitesinin aracıcısı gibi olduğu ve Pioglitazone tarafından 

-amiloid birikiminin 

iyileştirildiğini göstermiş olmaları ile birlikte nöronal hasarı PG önlemesinin diğer 

yöntemler ilede gösterilmesi gerektiğini belirtmişlerdir. (Dief AE, 

2014).pioglitazonun PPAR-gama aktivitesinin ve peroksizom fonksiyonunun 

modülasyonunun hem NO hem de hidrojen peroksit aracılı nöronal ve aksonal hasarı 

hafiflettiğini ve nöroinflamasyon ile ilişkili nörodejeneratif değişikliklere karşı yeni 

bir terapötik yaklaşım olduğunu gray ve ark. Belirtmişlerdir.(Gray E. ve ark. 2012 ) 

 

Tiazolidindionlar (TZD), primer etkileri periferik insülin direncini düşürmek 

olan ajanlardır. Primer etkilerini peroksizomal proliferatörle aktifleştirilmiş 

reseptörler (PPAR) olarak adlandırılan spesifik reseptörleri aktif hale getirerek 

gösterirler. PPAR α, PPAR β (δ), PPAR γ olmak üzere üç alt tipi vardır. TZD‟ların 

antidiyabetik etkilerinin PPAR γ alt tipine bağlanma ve onu aktif hale getirme 

yeteneğiyle yakından ilişkili olduğu tespit edilmiştir. TZD‟ların, vasküler sistem 

üzerinde etkileri mevcuttur. Vasküloprotektif etkilerinin çoğu insülin direncini 

kırıcı/antihiperglisemik etkilerinden bağımsız olarak ortaya çıkmaktadır. 

 

Kültür ortamında nörona yönlendirilmiş dizin hücrelerinin nörona ait diğer 

birçok karakteristiğinin yanında nörit uzatma özelliği üç boyutlu ortamından çıkmış, 

membranı ile direk temasa izin veren bir ortamın oluşmasını sağlamaktadır. Bu 

önemli yapılaşma in vivo şartlarda incelenen toksik etkiden farklı olarak olası toksik 

etkinin de bir göstergesi olmaktadır. Hücre-hücre, hücre-matriks ve hücre-büyüme 

faktörleri etkisi altında in vivo şartlardaki bir nöronun toksik etkiye dayanıklılığı ile 

çıplak halde kültürde bulunan tamamen savunmasız ve kontrolümüz altındaki nöron 

dayanıklılığı doğal olarak farklıdır. Bu nedenle kültürdeki nöronon toksik etkiye 

yanıtı birebir yanıt olmakta ve olası toksik etki hakkında bilgi vermektedir. 

 

Hücre kültürü çalışmalarının önemli bir özelliği medyumda kontrol edilebilir 

düzeyde iyon bulundurulabilmesi ve toksisitesi öçülen ilacın direkt olarak üç boyutlu 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dief%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24769037
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ortamın karmaşılıklığından kurtulmuş, kan-beyin bariyeri permeabilitesine etkisi hiç 

görülmeden yapılmış çalışmalar olmalarıdır. 

 

Sinir sisteminde nöronlar ve nöroglial hücreler vardır. Nöronların farkı akson ve 

dentritlere sahip olması ve bunlar aracılığı ile diğer nöronlar ve nöroglial hücreler ile 

haberleşmeyi sağlamasıdır. Dentritler nöron yüzeyini artırarak diğer hücrelerden 

uyartı almayı kolaylaştırır. Nöronal hücre membranının yapısal komponentlerinin 

korunması için gerekli faktörleri üreterek, hücre fonksiyonunu korur. Bunlardan bir 

tanesi olan myelin, aksonun etrafını sarar. Böylelikle hücre algılama iletişim 

birleştirme ve saklama işlemlerini yürütür. Hücre toksik bir etkiye maruz kalırsa 

perikaryonun direkt etkilenmesi veya trofik faktörlerin kaybolmasına bağlı sinapsın 

bozulması ile yozlaşma başlar. Burada hasarı belirleyen toksisitenin şiddet ve süresi 

ile kalıcılığıdır. Dejenerasyon süreci oluşan mekanizmaya bağlı olarak hızlı veya 

yavaş gerçekleşebilir. Geciken nörotoksik etki, nöropati target esteraz (NTA) enzim 

düzeyini kültür ortamında ölçerek gösterilebilir.  

 

Nörotoksik maddelerin in vitro test tekniklerinde hücre üzerine etkisi selektif bir 

şekilde olmaktadır. Bu spesifik duyarlılık bileşiğin ekstrasellüler konsantrasyonuna 

da bağımlıdır. Genellikle ana bileşiğe bağlı toksik etki meydana gelmekte ise de, bazı 

durumlarda metabolitlerin de toksik etkileri görülebilir. Toksik maddenin 

fizikokimyasal özelliklerinin toksik etkiyi direkt olarak etkilediği bilinmektedir. 

Hücre substratum ilişkisi toksik etkide önemlidir (Hou, Cao, Wei, Bai, Zhang, Wu, 

Pei, 2002; Koshizuka, Okada, Okawa, Koda, Murasawa, Hashimoto, Kamada, 

Yoshinaga, Murakami, Moriya, Yamazaki, 2004; Sanchez-Ramos, 2002).İn vitro 

ortamda nöronların temel fonksiyonu olan nörit uzaması, aksonal transport gibi kritik 

hücresel olaylara bağlıdır. Nörit uzaması, mikrotubil birleştirici protein ve 

nörofilament proteini gibi nörit için özel yapısal elemanlara bağlı gelişir. Biyolojik, 

kimyasal ve çevresel toksik maddeler nörit uzamasını engeller. Nörit geliştiren 

faktör, nöronotrofik faktör ve glial maturasyon faktörü nörit uzamasının gelişim 

sürecinde rol oynarlar. Bu nedenlerle nörit uzamasının izlenmesi yeni moleküllerin 

nörotoksik aktivitelerini araştırmak için kullanılabilir (Flaskos,  McLean,  Fowler,  

Hargreaves, 1998; McLean, Holme, Janneh, Southgate, Howard, Reed, 1998). 
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Hücrenin ölümüyle ilgili kültür ortamında yapılabilecek testlerin en önemli 

parametresi membranda oluşan hasarın gösterilebilmesidir. Çalışmamızda MTT testi 

hücre yaşam kriteri olarak kullanılmış ve bu teknikle hücre ölümünün kontrol 

grubuna göre kullandığımız konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamlı olmadığı 

gösterilmiştir.  

 

Çalışmamızda kültür ortamında hücre çoğalması ve farklılaşmasında her hangi 

bir problemin oluşmaması nedeniyle PG ile minimal toksik etkiye bağlı apoptozis 

görümemiştir. 

 

Tiazolidindionların intrasellüler antioksidan aktivitesi dikkate değerdir. Bu 

özellik koruyucu antioksidan etkilerini yansıtmaktadır. Bu ajanlar serbest radikaller 

üzerinde direk antioksidan etki göstermezler. Fakat oksidatif stresin oluşumuna 

neden olan hiperglisemik durumlardan birkaç mekanizmayı bloke ederek etki 

gösterirler.  

 

Volkovova K ve arkadaşları pioglitazonun diyabetik ratlarda böbrekte GSH-Px 

akivitesini %60 oranında artırdığını, katalaz ve SOD aktivitesinde değişiklik 

olmadığını bildirmişlerdir (Deliloglu-Gürhan, 2006).Son yıllarda TZD‟ın ve 

özellikle pioglitazonun potent glikasyon ve protein çapraz bağlanmasının inhibitörü 

olan güçlü antioksidan olduğu Rahbar S ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 

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

 

Hücre ölümünün nekrozamı yoksa apopitozamı bağlı olduğunun 

ilişkilendirilmesi için TUNEL immunoreaktivitesine bakıldı. Primer antikorun yerine 

PBS kullanılan negetif kontrollerde boyama saptanmaz iken TUNEL pozitif 

immunoreaktivitenin anlamlı bir artış olmadığı görüldü. 

 

Çalışmamızda hücre ölümleri morfometrik olarak değerlendirilip LA toksik 

etkisi hem hücre ölümü hem de apoptoz ile gösterildi. Ilımlı toksik etki 

konsantrasyonlarında nörit inhibisyonu ile saptanan toksisite bu düzeyde oluşan 
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değişiklikler için yararlı bir yöntem olarak kullanıldı. Ancak burada da apopitozis 

denilen mekanizmanın varlığı bir sorun olarak ortaya çıkar. Bu hücreler canlı gibi 

gözükseler de en kısa zamanda ölecek veya intihar edecek hücrelerdir. Bu hücrelerin 

membranları henüz bozulmadığı için bir canlı hücreymiş gibi izlenim verebilirler. 

Burada yapılacak iş gene transfüzyon özellikle en ile hücre organellerini ve özellikle 

nükleusun kondansasyonunu aynı zamanda TUNEL dediğimiz terminal 

deoksinükleotin transferaz ile üretilen 1, 25 trifosfat biotidin bağlanması şeklindeki 

bir boyayla da bu hücrelerin apopitotik olduğu gösterilebilir. Apopitozis bir hücre 

ölüm yöntemi olarak DNA bantlaşması, membran basamağı şeklinde görülen 

otoforos sonrasında görüntü ve artmış hücresel kaspas aktivitesi şeklinde 

tanımlanmaktadır.  

 

PG kullanan kişlerde plazma konsantrasyonu ölçüldüğünde 5-10 uM 

konsantrasyonda plazma düzeyleri ölçülmüştü. Kullandığımız konsnatrasyonlarda 

plazma konsanterasyonuna yakındır (Xue et al., 2003) 

 

Gene hücre kültüründe hücre ölümüyle ilgili bir hatalı parametre de hücrelerin 

hala çoğalmaya devam edebiliyor olmasından kaynaklanan hücre sayısının 

karıştırılabilmesidir. Bu durumda da BRDU şeklindeki boyamayla bu hücrelerin 

proliferasyona girmediklerinin gösterilmesi girenlerin varsa bu sayısal hesaptan 

düşülmesi şeklinde anlaşılmaktadır. Çalışmamızda kültür ortamında hücre çoğalması 

ve farklılaşmasında her hangi bir problemin oluşmaması nedeniyle minimal toksik 

etkiye bağlı apoptosis mekanizmasının varlığı ayrıca nörit inhibisyonu şeklinde 

ortaya kondu.  

 

Hücre kültüründe bir diğer eksik olan ortam da normal invivo şartlarda nöronun 

astrositler ve oligodendrositlerden aldığı desteği yitirmiş olmasıdır. Özellikle invivo 

şartlarda oluşturulan iskemi gibi hasarlarda bu destekle beraberinde önemli 

değişiklikler oluşturulmaktadır. Aksonlar kesinlikle aksiyon potansiyelini iletme 

anlamında nöronun en önemli fonksiyon gören ünitesidir ve aksonlar bulundukları 

somadan çok uzun mesafelere kadar buldukları farklı extrasellüler faktörler etkisi 

altında uzatma yapabilmektedir.  Özellikle aksonların lokal olarak ürettikleri ATP bir 
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enerji substratı olarak somadan almadıkları bir faktördür. Aksonun hasar görmesiyle 

ilgili olarak hem trofizm hedef bağımlı faktörleri beyindeki asıl merkezinden 

alamaması hem de metabolizmasının bozulması şeklinde ortaya konmaktadır. 

Örneğin aksonların kesilmesinden sonra intrasellüler Ca miktarının oldukça arttığı 

gözlenmiştir. Ancak eğer aksonları mekanik olarak ayrılmış olan nöronlar kültür 

ortamında aynı şekilde bırakılırlarsa hala aksona bağlı nöronun tekrardan akson 

üretmesi şeklinde bir olumlu etkisinin görüldüğü de saptanmıştır. Bu tür çevresel 

desteğin olmaması sonucuda oluşan toksik etkinin açıklanmasında bu etkinin de 

dikkate alınması gerekir. 

 

Kültür şartlarında özellikle NMDA eksitotoksisitesine karşı aksonların oldukça 

dirençli olduğu gösterilmiş ancak ilaç uygulamaları sırasında hızlı bir hücresel 

şişmenin ve nöral dendritlerdeki spine (çıkıntı) yapma karakteristiğinin kaybolduğu 

saptanmıştır. Aksonun myelinli olup olmaması da toksik hasarın belirlenmesinde 

önemli rol oynamaktadır. Örneğin myelinli olmayan aksonlar eksotoksik hasara 

dirençli olmasına karşın,  özellikle dışardan destek aldıkları trofik faktörlere bağlı 

toksik etkiye dirençsizdirler. Burada ayrımı sağlayan voltaj bağımlı Na kanallarının 

farklı olmasından kaynaklanan toksik etkinin de farklı gelişmesi şeklinde 

açıklanmıştır. Bu tür farklı toksik etkiye bir başka örnek de NMDA’nın verilmesi 

sonrasında nöronal dendritlerin şişmesi, kalınlaşması ve spine çıkıntılarını 

kaybetmesi görülürken, Na kanalı aktivatörü veratridin verildiğinde hem akson hem 

dendritin beraber hasar gördüğü saptanmıştır.  

 

Toksik etkiye bağlı aksonal hasarda hem oksidatif stresin hem yükselmiş 

ekstrasellür glutamatın etkili olduğu ve serbest radikallerin bu hasarı yönlendirdiği 

gösterilmiş ancak mekanizmaları henüz tam olarak anlaşılmamıştır. Örneğin düşük 

glutatyon içeriğine rağmen yüksek demir bulunması da benzeri bir toksik etki 

yaratmaktadır. Glutamat toksisitesinde toksik etkinin glutamat reseptörleriyle tek 

başına iletilmediği, aynı zamanda glutamat-sistin değişim mekanizmasının da aktive 

olduğunu göstermişlerdir. Bu değişim mekanizması klorid bağımlı olup enerjiden 

bağımsızdır ve doğal olarak intrasellüler ortama fazla miktarda sistinin gelmesinin 

sonucu olarak fazla miktarda glutamat oluşturmaktadır. Normal koşullarda sistin 
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glutatyona dönerek potent bir serbest radikal ortaya çıkartmaktadır. Ancak patolojik 

mekanizmalarda bu sistinin uzaklaştırılması hücrenin serbest radikallerle mücadele 

etmesini engellemekte hatta bazal düzeydeki bir serbest radikal üretiminin hücreyi 

sistin uzaklaştığı takdirde öldürdüğü bilinmektedir. Hem yaşlanmaya hem de toksik 

etkiye bağlı olabilecek mekanizmalardan bir tanesi de Ca kanallarıyla ilgili oluşan 

hasardır. Hipokampüsdeki nöronlarda yapılan çalışmada kültür ortamında Ca kanal 

fonksiyonları arttırılan nöronların çok daha uzun süre yaşadıkları gösterilmiştir. 

Nörotoksik etkinin gösterilmesinde invitro yöntemlerin yararı ile ilgili yapılan bir 

çalışmada da risk faktörlerinin birçok gruba bölünebileceği,  bunlardan zararlı 

olabilenlerin, doz bağımlı olabilenlerin, toksik etkiye maruz kalma yöntemlerinin ve 

riskin tanımlanması yöntemleri şeklinde ayrılabilmektedir.  

 

Bir başka çalışmada kültür yöntemlerin yararlarıyla limitasyonları 

karşılaştırılmıştır. Sinir sistemindeki hücrelerin birçok fonksiyonunun olması ve 

kompleksliği sebebiyle bizim de nöronlar hakkında özellikle biyokimyasal süreçlerle 

ilgili bilgilerimizin kısıtlı olması nedeniyle hangi in vitro sistemin invivo uygulanan 

ilaçlara karşı bir paralellik gösterebileceği ve hangisinin seçilmesi gerektiği 

gerçekten de zor bir sorudur. Bu anlamda kültür ortamı bize üç boyutlu ortamından 

uzaklaştırılmış, kontrol edilebilir bir sistem içersinde toksik etkinin mekanizmasını, 

hangi hücreleri hedef olarak alabildiği, hücrenin hangi organellerine karşı etki 

gösterdiği ve de bu toksik etkiye bağlı hücresel değişiklikleri izlememizi sağlaması 

açısından oldukça yararlıdır. Şu ana kadar toksik etki gösterdiği bilinen 

komponentlerle yapılmış klasik kültür çalışmalarıyla, henüz toksisitesi bilinmeyen 

ilaçların karşılaştırılması oldukça uygun bir yoldur. Ancak eğer bilmediğimiz bir 

başka yolla toksik etki gösterebilecek olan bir toksikanta sahipsek bu durumda yeni 

bir yol bulup bu yolu tanımlayıp ondan sonra ona karşı nörotoksik etkinin varlığının 

araştırılmasına başlanmalıdır.  Bu şekilde birçok deney hayvanı harcayarak 

yapılabilecek özellikle temel çalışmalar kısmı kültür ortamında çok daha basit bir 

şekilde halledilebilmekte ondan sonra in vivo çalışmalara geçilerek üç boyutlu 

ortamda toksik etkinin neler yapabileceği saptanabilmektedir.  
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Nörotoksik etkinin potansiyel hedeflerini incelemek açısından sinir sisteminde 

iki tip hücre vardır. Bir tanesi nöron bir tanesi de nörogliyal hücreler ki bunlar; 

oligodendrositler, astrositler, mikrogliyalar ve periferik sinir sistemindeki schwann 

hücreleridir. Nöronlar genellikle diğer hücrelere benzemekle birlikte en önemli 

farkları akson ve dendrit oluşturmalarıdır. Akson ve dendritin önemli bir görevi diğer 

nöronlarla ve nöronal popülasyonla ilişki kurmaktır. Dendritlerin görevi ise oldukça 

uzama yetenekleri sayesinde hücre vucudunun ilişki kurabileceği yüzeyi arttırmak ve 

mümkün olabildiğince fazla miktarda veri girişini sağlamaktır. Aksonal uzantılar 

yüzey alanları hücrenin somasının çapından kat kat fazla olup bu şekilde sinir 

impulsunun iletilebilmesi terminal sinapslarda gerçekleşen ilişkiyle diğer hücrelerle 

kontakt olabilir. Burada nöronun somasının yapmaya çalıştığı iş bu tür bir 

organizasyon için gerekli olan yapısal proteinleri veya lipidleri üreterek membranın 

bu tür bir fonksiyon için uygun hale gelmesini sağlamaktır.  

 

Bunun dışında gliyal hücrelerin uzantılarından oluşturulan bir başka membranla 

da aksonların myelin kılıfı kazanması sağlanmaktadır. SSS’de oligodendrositlerin 

yaptığı bu görevi periferik sinir sisteminde schwann hücreleri sağlamaktadır. Aynı 

şekilde nöronların nükleusları da akson fibrillerinden aldığı bilgiyi değerlendirmek 

üzere meydana gelmiş ve farklı sınıflara bölünmüştür. İnvivo şartlarda oluşan bir 

hasarın etkisi dejenerasyona sebebiyet vermesi ve bunu da perikaryonun veya 

sinaptik hedefin ortadan kaybolması ve trofik faktörlerin uzaklaştırılması şeklinde 

gerçekleştirilmektedir. Dejeneratif süreç sinir hücresinde çok kısa bir sürede 

gerçekleştirilebilir veya çok uzun bir süre alabilir. Bu farklılık da mekanizmadan 

kaynaklanmaktadır. Hücre hücre kontağı hem nöronlar arasında hem de nöron ve 

gliya arasında,  hem farklılaşmanın hem de gliyal yönlendirilmiş migrasyonun 

gerçekleşmesi amacıyla işlev görmektedir.  

 

Özellikle primer kültürde olmak üzere hücre yaşamının kültür ortamında kısa 

süreli kalması uzun süreli etkilerin de saklanmasına sebebiyet verir. Buna 

verilebilecek en önemli örnek gecikmiş olan nöron ölümüdür. Yine kültür ortamı 

toksik doz eğrisinin çizilmesi önemli bir problemdir. Kültürde çıplak olan hücrelere 

verilen dozla, invivo şartlarda,  üç boyutlu ortamdaki hücrelere verilen dozlar 
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arasında farklılıklar vardır. Bunun da ayarlanması önemli bir faktördür. Ayrıca kültür 

ortamına eklenen medyum, proteinler ve kimyasallar gibi faktörlere de dikkat 

edilmesi gerekir. Bunların çözünebilirlikleri,  uçabilirlikleri, pH’ları, medyumla olan 

etkileşimleri osmolaliteleri mutlaka göz önünde bulundurulması gereken faktörlerdir 

(Erices, Conget, Minguell, 2000).Özellikle çözünebilir ortamda verilen kimyasallar 

için DMSO veya etanol gibi oldukça düşük konsantrasyonlarda hazırlanmış 

çözdürücüler kullanılmalıdır. Bazen albümin, lipid proteinler veya spesifik taşıyıcılar 

gibi taşıyıcılarla da bu çözünebilirlik problemi giderilmeye çalışılmıştır. Yine kültür 

ortamında kültür medyasının uzun süreli kullanılmaması medyada oluşabilecek pH 

değişikliklerine ve osmolaliteye bağlı medyumun direkt toksik etkisi veya hücrelerin 

metabolizma sonucu ortaya çıkardıkları ürünlerin birikimine bağlı olarak 

metabolizma ürünlerinin toksisitesi önemli faktör olabilir (Deacon, Dinsmore, 

Constantini, 1998). 

 

Toksikantların toksikokinetik etkisi mutlaka bilinmelidir. Bu etki 

absorbsiyondan, dağılımdan,  metabolizmadan ve dışa atılımdan oluşan bir süreçtir. 

Bu süreçte alındığı andan itibaren kana geçen miktarın ölçülmesi ve bu şekilde 

toksikokinetik yapısının belirlenmesi kültür ortamında kullanırken dozun 

belirlenmesinde önemli rol oynar. Atılım açısından bir diğer problem vücutta 

bulunan enzimlerin ve enzimatik süreçlerin verilmiş olan toksik anta karşı 

gösterdikleri etkilerin dikkate alınması gereğidir (Jeppesen, Gaist, Smith, Sindrup, 

1999).Kültür ortamında bu şartlar sağlanmadığı için invivo ve invitro arasında böyle 

bir farklılık oluşabilir. Birçok faktörün de, kültür ortamında direkt toksik etki 

göstermesine rağmen, vücuda alındığında aktif hale geçmesi gerekir. Bu metabolik 

aktivasyonun yapılabilmesini de dikkate almak önemlidir. Örneğin metil N-

bütilketon bir metabolize üründür ve hekzamediondan oluşmuştur. Özellikle de sinir 

sisteminde psödobiyotik inaktivasyon özellikle nöral dokuda görülmektedir ve 

öncelikle de non-normal hücreler tarafından yapılmaktadır. Eğer nörotoksik 

potansiyeli olan bir kimyasal invivo süreçte metabolik parametrelerle ilgili işlemlere 

bağlıysa ki bunlar biyotransformasyon, lipid aköz parti bölümlenme ve dağılım,  o 

durumda toksik etkinin tanımlanmasında ciddi problemler var demektir. Metabolik 

aktif sistem içersinde rol alan enzimler kültür ortamında takit edilseler bile, 
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polimorfizm denilen probleme dikkat etmek gerekir. Çünkü bu durumda enzimin 

protein yapısında oluşabilen değişiklikler gene toksik etkinin belirlenmesinde önemli 

rol oynamaktadır. Örneğin invivo şartlarda sinir sisteminde gliyal hücrelerin bir 

toksikantın toksik etki gösterebilmesi için metabolitlerini oluşturmasında mutlaka 

gerekli oldukları gösterilmiştir. VGMPTP adlı toksikan MPP adlı metabolik artık 

ürününe dönerek glutamatı glutamine çevirmekte ve ağır metal birikimine neden 

olarak da nörotoksik etki göstermektedir.  

 

Toksik etkiye neden olan kimyasalın uygulanacağı süre de çok önemli bir 

parametredir. Bu süre bazı moleküllerde (kimyasallarda) oldukça gecikebilir. 

Bunlara bir örnek bizmuttur. Bizmut hem invivo hem invitro şartlarda akut olarak 

etki göstermezken, uzatılmış bekletme süresinde toksik etkisini ortaya 

çıkartmaktadır. Kısa sürede çıkmaması toksik olmadığı anlamına gelmez. Aynı 

zamanda kültürde yapılan toksisite testlerinde nöronun kültürdeki yaşam süresi, 

farklılaşma periyodu, çoğalma periyodu da dikkatle gözlenmeli ve mutlaka 

bilinmelidir. Çünkü matüre olmamış ve hala çoğalmakta ve gelişmekte olan hücreler 

toksik etkiden direkt olarak etkilenmeyebilirken, matüre olmuş hatta yaşlanmış 

hücreler hepsi birarada bulundukları için toksik etkiyi daha az gösteriyor olabilirler. 

Kültür ortamında özellikle üç boyutlu ortamdan çıkarılarak alınma ifadesi de birçok 

faktörü içermektedir. Örneğin invivo şartlarda bir nöroendokrin sistem kontrölü 

vardır. Kanlanmayla gelen direkt beslenme faktörlerinin ve yanyana bulundukları 

komşularla kurdukları hücre hücre kontağının etkileri vardır. 

 

Bir başka önemli faktör de özellikle nöronal farklılaşmanın sağlanması için 

kullanılan kültür ortamına bir halı gibi yayılan substratların ve bu substratlarla 

medyuma eklenmiş olan serumun ilişkisidir. Bu etkilenen substratların matriks 

molekülü gibi davranmaları sonucu ve serumdan gelen büyüme faktörlerinin 

etkisiyle hücreler faklı şekillerde proliferasyondan çıkarak farklılaşmaya 

yönlenmekte ve burada heterojen bir kültür ortamının oluşmasına neden olmaktadır. 

Bu da doğal olarak toksik etkinin gerçekleşmesinde farklılık oluşturmaktadır. Toksik 

etkinin en önemli mekanizmalarından biri aşırı miktarda salınmış olan 

nörotransmiter glutamattır. Glutamatın eksitotoksisitesi ise bir aracı olan postsinaptik 
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N-metil D-aspartat (NMDA) denilen glutamat reseptörleri ile gerçekleştirilmektedir. 

Bu reseptörlere sahip olan hücreler eksitotoksisiteye çok açık olup uzamış Na ve Ca 

akışına neden olurlar. Bu akış da hücre içersinde apopitozisten ölüme kadar varabilen 

bir dizi kimyasal işlemi başlatır. Sadece glutamat değil, glutamat benzeri analog 

maddeler (ör; dumoikasit) benzer ekstratoksik hasarlar oluşturmaktadır. Hatta 

bunlardan invivo olanına örnek; insanda amneziye neden olan hipokampüsde ve 

neokortikal nöronlarda oluşan hasardır (Morell, Toews, Wagner, Goodrum, 1994).Bu 

reseptörleri içermeyen hücrelere vektör transfeksiyon yoluyla bu reseptörler 

kazandırıldığında, daha önceden toksisiteye maruz kalmayan hücrelerin artık 

kalabildiği gösterilmiştir. 

 

Glutamata bağlı toksik etki tek başına bir mekanizma değildir. Örneğin iyon 

kanallarına karşı oluşturulmuş insektisitler de bir başka yolu kullanmaktadırlar. 

Ancak bu tür pestisitlerle yapılan nörotoksik etkinin daha çok sitotoksik olduğu 

düşünülmektedir. Ancak her durumda bir membran üzerindeki Na akışında artış 

olduğu ve buna bağlı nörotoksik etkinin oluştuğu da düşünülmektedir. Bir diğer 

mekanizma da gecikmiş olarak ortaya çıkan nörotoksik potansiyelin gösterildiği bazı 

spesifik organofosfor pestisitlerdir ve endüstrideki bu kimyasallarda nöropati target 

esteraz (NTE) denilen bir enzimin ölçülmesi ile gösterilmektedir. Bu tür ilişki 

göstermektedir ki bioaktivasyon önemli bir rol oynamaktadır. Örneğin sülfür 

formundayken toksik olmayan bir madde bioaktivasyonla ozon forma döndüğünde 

ciddi olarak nörotoksik etki göstermektedir. 

 

Hücrelerin alındıkları kültür ortamında üzerine yapıştıkları yüzey şartları da bir 

diğer önemli faktördür. Genellikle kullanılan kollajen, fibronektin, polizin, 

poliornitin ve oldukça sülfonatlı ve en temel yüzey olan doku kültürü plastikleri bu 

tür substratlardandır. Doku kültür plastiği denilen substrat en temel olanı olup diğer 

substratlarda hücrenin yüzeye yapışması için geliştirilmiş ve hücrenin onları 

kullanarak çoğalabildiği değişik yüzeylerdir. Bazı hücreler kültür ortamındaki 

yüzeye yapışmaya bağımlı iken ve yapışmadığı takdirde ölürken, bir kısım hücrelerin 

ortama yapışmadığında da yaşadığı ve agregatlar oluşturduğu görülmüştür. Örneğin 

polilizinli kültür kaplarının kullanılması hücre-substratum adezyonunun arttırılması 
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için gerekmekte ve özellikle nöron kültürlerinde kullanılmaktadır. Örneğin 

polilizinle yapılan çalışmalarda polilizinin kendisinin de hücre yapısını,  

morfolojisini ve metabolizmasını etkilediği gösterilmiş, hatta hücrenin bu yüzeyle 

etkileşmesi sonucunda c-AMP sentezlediği ve normal iyon kanallarının 

fonksiyonuyla da etkileştiği gösterilmiştir. O yüzden de elektrofizyolojik deneylerde 

bu substrattan kaçınılmaktadır.  

 

Reaktif değişiklikler olarak adlandırılan ve toksik etki sonucu ortaya çıkan, 

örneğin gliozisin incelenmesi gibi, GFAP’ye bakılarak veya MTT kullanılması gibi 

hem mitokondriyal bozukluğun gösterilmesi veya stoplazmik redüksiyon 

kapasitesinin azalması gibi faktörler de kullanılabilir. Tüm bunların sonucu olarak 

toksik etkinin oluştuğunun gösterilmesinden sonra alınan verinin değerlendirilmesi 

önemli olmaktadır. Bu verinin değerlendirilmesinde mutlaka oturmuş klasik bir 

yöntem seçilmeli, eğer yeni bir yöntem çıkarılacaksa da bunun optimizasyonunun 

değerlendirilmesi için detaylı çalışmalar yapılmalıdır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

5. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

 

PG ile ilgili fazla miktarda yayın olmasına rağmen henüz nöroprotektif etkisini 

gösteren sonuçlara varılmamıştır. Günlük hayatımızda sıkça kullanılan ilaçların 

nörotoksik etkileri araştırmak, sıkça kullanılan bu ilaçların varsa nörotoksik etkilerini 

belirleyerek bu ilaçların nörotoksik etkisi olmayanlarla değiştirilerek olası zararlarını 

ve bunlara bağlı ortaya çıkabilecek iş gücü kayıplarını önlemektir. Bu yöntemi ile 

günlük yaşantımızda sıkça kullandığımız diğer kimyasal molekülerin nöronlar 

üzerine olası toksik etkileri araştırmak ve insan sağlığına zararlı olabilecek 
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molekülleri kullanımdan kaldırılmak veya nörotoksik olduğunu düşündüğümüz 

molekülleri uygulayacağımız yöntemle daha kullanıma girmeden taranarak olası 

zararı önlemektir.  

 

Klorpirofos gibi moleküllerin nörotoksik etkilerin ortaya çıkarılması aksonal 

dejenerasyon ve nöropati gibi hastalıkların önlenmesine ve buna bağlı olası iş gücü 

kayıplarını azaltarak ekonomiye önemli bir katkı sağlayacaktır. Bu moleküllerin 

etkisinin PG ile önlenebileceği ve toksik maddelerin santral sinir sisteminde 

oluşturduğu hasarının niteliği de araştırılacağı için oluşmuş hasarın tedavisi ile 

hasarın gelişmesinin önlenmesi için yardımcı tedavilerin bulunması için de bir çıkış 

kaynağı olabilecektir. 
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