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OZET

Dogan S. Glioma Hiicrelerinde Antipsikotik Ilaglar ve Adinopokinetik Hormonun
Beyin Kaynakli Norotrofik Faktdér Uzerine Etkilerinin Incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji ABD. Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul. 2020.

Bu ¢aligsma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2019-34745.

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), hem saglikta hem de hastalikta biligsel ve
hafiza i¢in sinapslar iizerindeki néron ve glia gelisimi, néron saghgi, plastisite ve
sinapslar iizerinde uzun stireli etkilerde anahtar bir molekiildiir. Depresyonda BDNF
seviyeleri diiser ve antidepresanlar uygulanarak normallestirilir.

Adipokinetik hormon (AKH) ailesi, bdceklerde yag, karbonhidrat ve protein
metabolizmasim kontrol eder. AKH'ler antidepresan, anksiyolitik ve analjezik etkilere
sahiptir. AKH'ler, ndropsikiyatrik ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi bozukluklarin
tedavisinde yeni bir yaklasim olabilir. Calismamizda, AKH'nin BDNF {izerindeki
etkilerini degerlendirdik.

Hiicre kiiltiiriinde C6 glioma hiicrelerine 24 saat, klozapin (5 uM / L) ve haloperidol (10
uM / L) antipsikotik ilaglar ve Anax imperator AKH (AniAKH) (5, 10 ve 50 pug / mL)
uygulandi. Immiinositokimya boyama ile BDNF ekspresyonlarmi ve transmisyon
elektron mikroskobu ile C6 glioma hiicrelerinin ince yapisini inceledik. Tiim gruplarin
C6 glioma hiicrelerinde, hiicre morfolojisi, niikleuslari, sitoplazmik organelleri, otofajik
hiicre dejenerasyonu ve apoptotik 6liim gibi ultrastriiktiirel degisiklikler karsilastirildi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Ani-AKH gruplarinin BDNF boyama yogunlugu
anlamli olarak artarken, klozapin ve haloperidol gruplarinda daha diisiiktii. 5 ve 10 pg /
mL Ani-AKH gruplarinda otofajik hiicre dejenerasyonu ve apoptotik Olim gibi
morfolojik degisiklikler azalirken, klozapin ve haloperidol gruplarinda kontrol grubuna
gore artmustir.

Sonuglarimiz, Ani-AKH 'nin ndropsikiyatrik ve ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde BDNF'nin artmasi ve ultrastriiktiirel degisikliklerin iyilestirilmesi i¢in olas1
bir terapotik ajan olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bununla birlikte, AKH
tiplerinin terapotik kullanimi, deneysel arastirma ve klinik deneylerin olmamasi
nedeniyle 6nemli 6l¢lide sinirhidir; bu nedenle daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Beyin kaynakli norotrofik faktor, antipsikotik ilag, adipokinetik
hormon, C6 glioma hiicre hatti.
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Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a key molecule in neural and glial
development, neuroprotection, plasticity and long-lasting effects on synapses for for
cognition and memory in both health and disease. BDNF levels are reduced in
depression and normalized by administration of antidepressants.

The adipokinetic hormone (AKH) family of peptides controls fat, carbohydrate and
protein metabolism in insects. AKHs possesses antidepressant, anxiolytic, and analgesic
effects. AKHs might be a new approach to treating neurodegenerative and depressive
disorders. In this study, we evaluated effects of the AKH on the BDNF.

The C6 glioma cells were cultured with the clozapine (5 uM/L) and haloperidol (10
pM/L) antipsychotic drugs and Anax imperator AKH (AniAKH) (5, 10 and 50 pg/mL)
for 24 h. We detected BDNF expressions and ultrastructure of C6 cells by
immunocytochemistry staining and transmission electron microscope in the C6 glioma
cells. In the C6 glioma cells of the all groups compared ultrastructural alterations of
such as the cell morphology, nuclei, cytoplasmic organelles, the autophagic cell
degeneration and apoptotic death.

As compared with the control group, the BDNF staining density of Ani-AKH groups
had significantly increased, while had lower in the clozapine and haloperidol groups. In
the 5 and 10 pg/mL Ani-AKH groups, morphological changes such as the autophagic
cell degeneration and apoptotic death were decreased the while the were increased in
the clozapin and haloperidol groups than the control group.

Our results revealed that Ani-AKH may be used a possible terapeutic agent for increase
of BDNF and improvement of the ultrastructural changes the treatment of
neuropsychiatric and neurodegenerative diseases. However, the therapeutic use of AKH
types is significantly limited by the lack of experimental research, and clinical trials;
thus further studies are needed.

Key Words: Brain-derived neurotrophic factor, antipsychotic drug, adipokinetic
hormone, C6 glioma cell line.



1. GIRIS VE AMAC

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF, brain-derived neurotrophic factor), nérotrofin
ailesinin bir tiyesi olup merkezi ve periferik sinir sisteminde ndronlarm yasamasinda,
biiyiimesinde ve fonksiyonlarinda gorev ahr (1, 2). Ilk calismalarda BDNF’nin
ndronlarla iliskili oldugu belirlenmis olmasina ragmen, sonraki ¢alismalarda, ependim
hiicrelerinden, mikroglialardan, serebral arteriollerin endotel hiicrelerinden,
astrositlerden (3), trombositlerden (4), Iokositlerden, monositlerden, T ve B
lenfositlerinden de sentezlendigi belirlenmistir (5, 6). Baslica fonksiyonu néronlarmnin
yasamasini saglamak olan BDNF, dendritlerin biiylimesinde ve sinaptik plastisitede de
rol almaktadir (7, 8).

BDNF’ nin sentezindeki yetersizligin ya da bozuklugun, insanlarin ve hayvanlarin
norolojik ve norodejeneratif hastaliklara yatkinligini arttrdigina ve bu nedenle
norodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine dair bilimsel
calismalar bulunmaktadir (1, 9-11). Depresyonun siddeti ile BDNF diizeyleri arasinda
negatif bir korelasyonun oldugu saptanmustir (12). Deneysel stres modelinde BDNF
uygulamasinin, monoaminerjik sistemlerin aktivasyonuna aracilik ederek antidepresan
benzeri etki gosterdigi saptanmistir (13). BDNF’nin psikiyatrik bozukluklarda da rol
oynadig1 bildirilmistir (14). BDNF’nin noérolojik, psikiyatrik ve norodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine dair pek ¢ok bilimsel veri mevcuttur (14)
(15). Son yillarda, nérodejeneratif hastaliklarda ve norolojik bozukluklarda BDNF’ nin
rol oynadigin1 gosteren caligmalar, bu hastaliklar i¢in yeni bir belirte¢ ve tedavi edici
ajan olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir(16).

Birinci kusak ve ikinci kusak antipsikotik ilaglar, sizofrenide, diger pisikolojik
hastaliklarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte 6zellikle 2. kusak
antipsikotik ilaglarin yan etkileri ve etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir.
Antipsikotik ilaglar, beyinde ndrotropik faktorlerin ekspresyonunu da etkiler (1) (16)
(17) (18).

Boceklerin endokrin bir bezi corpus cardiacum’undaki noérosekretuvar hiicreler
adipokinetik olarak adlandirilan bir dizi nérohormonu sentezler. Norohormonlar
ozellikle boceklerin oksidatif metabolizmasma ihtiyagc duyuldugunda artarlar.
Adipokinetik hormonlar (AKHS) ‘in, karbonhidrat ve yaglarin mobilizasyonu ile enerji

metabolizmas1 ve motor noronlar {izerine eksitatdr etkileri vardir. Adipokinetik



hormonlar beyinde de gozlenmesine ragmen roller tam olarak bilinmemektedir.
Adipokinetik hormonlarin psikiyatrik hastaliklar, depresyon, anksiyete, stres
bozukluklari, agr1 ve lokomotor bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarda kullanilabilecegine
dair caligmalar yapilmaktadir (10, 19) (20). Calismamizda C6 glioma hiicre hattinda 1.
kusak antipsikotik, 2. kusak antipsikotik ilaglarmin ve anax imperator adipokinetik
hormon (Ani-AKH) ‘un BDNF sentezi ve ultrastriiktiirii iizerine etkilerinin

immiinositokimyasal boyama ve elektron mikroskobuyla incelenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. C6 GLIOMA HUCRE HATTI

Sican glioma hiicre hatti C6, kimyasal olarak indiiklenmis bir sigan beyin
timoriinden elde edilen, farklilagmamis astrosit hiicre tipi olarak smiflandirilir (21).
Astrositler beyindeki temel glia hiicrelerindendir ve néron mikrogevresinin
devamliliginda ve metabolik destek olarak, kan beyin bariyerinin iglevinde ve sinaptik
aktivitede onemli fizyolojik rollere sahip oldugu bilinmektedir (22-25). Astrosit
disfonksiyonu amyotrofik lateral skleroz (ALS), Alzheimer ve Parkinson
norodejeneratif hastaliklar1 ve epilepsi ile ilgilidir (26-30).

C6 glioma hiicre hatti, glial hiicre 6zelliklerinin incelenmesi i¢in in vitroda model
olarak kullanilmaktadir. Flavonoidler ve diarilheptanoidler gibi ¢esitli  bitki
bilesiklerinin, astrosit hiicreleri {lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla C6
glioma hiicre hatt1 astrosit hiicre modeli olarak kullanilmaktadir (31, 32). Parkinson
hastaligi modelinde in vitroda 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP*) veya manganese
(Mn?*) ile indiiklenen C6 glioma hiicre hatt1 kullanilmaktadir (33-36). Beyin iskemi
modelinde in vitroda glia skar dokusu olusumu igin transforming growth factor Bl
(TGF-B1) ile indiikklenen C6 glioma hiicre hatti kullanilmaktadir (37). Alzheimer ve
Parkinson ve amyotrofik lateral skleroz gibi gesitli norodejeneratif hastaliklarda 6nemli
rol oynayan oksidatif stress modelinde hidrojen peroksit (H.O2) ‘e maruz birakilan C6
glioma hiicre hatt1 kullanilmaktadir (32). Bu nedenle, C6 glioma hiicre hatti, in vitroda
deneysel glioma modeli olarak tiimor biiylimesi, kan-beyin bariyeri, anjiyogenez
mekanizmalar1 ve anti-kanser tedavivilerinin aragtirilmasi yaninda birgok astrosit iliskili

hiicre kiiltiirii arastirmalarinda astrosit hiicre modeli olarak kullanilmaktadir.

2.2. C6 GLIOMA HUCRE HATTINDA APOPTOZ VE OTOFAJi

Apoptozis c¢evresindeki alana madde salgilamadan ortamdan hiicrelerin
kaldirilmasmi saglayan programli bir 6liim seklidir. Apoptozis embriyonik gelisimde,
yash ve hastalikli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda rol oynar. Apoptozisde hiicre
Olimiiniin son asamasma kadar hiicre membraninin biitiinliigli korunur, membranlar
daralir ve hiicre hacmi azalir. Hiicresel ve niiklear fragmantasyona ugrar ve parcaciklara

ayrilarak apoptotik cisimler olusur (38).



Otofaji ise lizozomlar aracilifiyla proteinler ve organellerin yikimma yol agan
katabolik olaylardir. Otofaji lizozomal bir bozulma yoludur. Otofaji hiicre biiylimesini,
metabolizmasint ve devamliligin1 saglar. Hiicresel biyoenerjiyi ve sitoplazmik kaliteyi
kontrol eder. Otofaji, endoplazmik retikulum (ER) stresi, besin veya biiylime
faktorlerinin yoksunlugu, hipoksi, sitotoksisite ve enfeksiyon gibi ¢esitli hiicresel stres
sekilleriyle diizenlenir. Otofaji hipoksi, metabolik, osmotik ve oksidatif stress ve
patojen enfeksiyonlarinda artar. Otofaji, DNA fragmentasyonu ve tomurcuklanmasi
olmadan smirli kromatin kondensasyonu gosteren, otofajik vezikiiller ve artan lizozom
aktivitesi gosteren karakteristik Ozelliklere sahiptir. Apoptozis tip-1 programli hiicre
oliimii, otofaji ise tip-11 programli hiicre 6liimii olarak bilinir (39).

Otofajik kapasitenin azalmasiyla iliskili olarak astrosit tiimorlerinin ilerlemesi
nedeniyle, otofaji gliomada tiimor baskilayici olarak etki gosterir, Otofaji hem timor
baskilayic1 ve hem de tiimorojenik etki gosterebilir, otofaji artarsa apoptizis azalir. Bu
etki mekanizmasi timor hiicrelerinin apoptozisden kagarak yasamasini saglar (40).
Otofajide, otofagozom olarak adlandirilan ¢ift membranh vezikiiller, lizozomlarla
flizyona ugrayarak otolizozomlar1 olustururlar (41). Lizozomal enzimler, endoplazmik
reticulum, golgi aygit1 ve mitokondriyum gibi organelleri de i¢eren sitoplazmik igerigi

sitoplazmik i¢erigi pargalar (42).

2.3. APOPTOZA GIDEN C6 GLIOMA HUCRE HATTI TiPLERI

Hiicre kiiltiirtinde, stostatik bir ilag uygulanan C6 glioma hiicreleri apoptozise
giden c¢esitli hiicre tipleri igerirler (Sekil 2.3.1). Hiicre Kkiiltiiriinde, C6 glioma
hiicrelerinin yaklasik % 91 ‘i, 2 veya 3 nukleolusa sahip oval veya yuvarlak sekilli
rastgele yerlesmis niikleus igerirler. Hiicreler aktif gen transkripsiyonunun belirtisi
olarak, niikleoluslar1 belirgin olan diizgiin dagilan disik yogunluklu Okromatik
niikleuslara sahiptir. Bazi1 hiicrelerin niikleuslar: girintiler gosterirler. C6 glioma
hiicreleri tiibiiler ve oval sekilli mitokondriyumlara, belirgin golgi kompleksine, sentriol
ve mikrotiibiillere sahip hiicrelerdir. Bu hiicreler tip 0 (T-0) hiicreleri olarak
smiflandirilirlar.

C6 glioma hiicrelerinin yaklasik % 7 ‘si, mitoz gosterir. Geriye kalan C6 glioma
hiicrelerinin yaklagik % 2 ‘si, esit dagilim gdsteren ince kromatin yapisina sahip lobiilli

bir niikleus yapis1 gosterir (43).



Hiicre kiiltiirtinde ilk 24 saatte, tip 2 (T-1l) C6 glioma hiicreleri goriiliir. Nispeten
kiiciik ve soluk niikleuslara sahiptirler. Kromatin, niikleusun periferinde diizensiz yogun
kiimeler olusturur. T-Il hiicreleri, graniiler ve fibriler kisimlar1 kolayca ayrilabilen
kiicik bir nukleolusa sahiptirler. T-ll hiicrelerinin sitoplazmasinda otofagozomlarin
biylikliigii ve sayis1 artar. T-1l hiicreleri 24-48 saatte sayilar1 en yiiksek diizeye ulasir
(%3.7) ve sonraki 72-96 saatte sayilar1 azalir (% 0.7).

Tip 11 (T-1I) hiicreleri derin ve biiyiik girintiler igeren ve degisik boyutlarda
birka¢ loba boliinen niikleusa sahip en biiyiik hiicre tipidir. Hiicrelerin kromatini orta
yogunlukta ve kiiciiktiir. T-Ill hiicrelerinin sitoplazmasinda otofagozomlarin biiyiikligi
ve sayis1 fazladir. T-I11 hiicreleri, 24 ve 72 saat arasinda sayica en yliksek diizeye ulasir
(% 4.7 ve % 6.6).

Tip IV (T-1V) hiicreleri, dnceki hiicre tiplerinden nispeten daha kiigiik birkag
sitoplazmik tomurcuklanma hari¢ ¢ikintisizdir. Hiicreler diizensiz bir ylizeye veya
lobiillere ayrilmis ve yogun kromatin yiginlar1 igeren fragmente (apoptotik cisimler) bir
niikleusa sahiptir. T-IV hiicreleri, bir¢ok periferal ¢ikintilar ve tomurcuklanmalar
icerdiginden sekilsizdir. T-4 hiicreleri lipid damlaciklar1 ve biiylik vakuoller igerirler. T-
IV hiicrelerinin sitoplazmasi yogun olmasina ragmen mitokondriyum, ribozomlar ve
geniglemis endoplazmik retikulum sisternalar1 ayirt edilebilir. T-1V hiicreleri, 48-72
saatte tiim hiicre tipleri i¢inde en az siklikta (%2.4-4.8) goriilen hiicrelerdir.

Tip V (T-V) hiicreleri, en kiiglik boyutlu plazma membrani tamamen yok olmus
veya fragmente olmus hiicrelerdir. T-V hiicreleri, kiigiik soluk bir merkeze sahip ¢ok
yogun kromatinli hilal veya yuvarlagimsi niikleus kalintilar1 igerirler. T-V hiicreleri,
kristalarin1 kaybetmis sismis mitokondriyumlar igerirler ve hicbir organel ayirt
edilemez. T-V hiicrelerinde, plazma membrani1 devamsizdir veya hi¢ bulunmaz. T-V
hiicreleri, siklikla hipertrofik T-I hiicrelerinin yiizeyine komsudur veya onlar tarafindan
fagosite edilirler. T-V hiicreler, 24 saate kadar ¢ok nadir goriiliir (% 0.1-0.2), 48 saate
kadar sayilar1 artar ve 96 satte sayilar1 en yiiksek diizeye ulasirlar (43).

Sigan C6 glioma hiicre hatti, glial fibriler asidik protein (GFAP) ve vimentin ara
filaman proteinlerini ekspresse ettigi goriilmiistiir (44). GFAP ara flamani, C6 hiicre
hattini, farklilasmamis astrositik hiicre tipi olarak smiflandirmak i¢in kullanilan temel

bir kriterdir (45, 46).



Sekil 2.3.1.Apoptoza giden C6 glioma hiicre tipleri. T-I ¢ de nukles por cap (okbasi),
sitoplazmada nukleolus benzeri cisim (kisa ok). T-III ‘de, kesintili nuklear kihf
(nuclear envelope) (kisa oklar) (43). T-1V ‘de apoptotik cisimler (AB) (43).



2.4, NOROTROFINLER

Norotrofinler, ndron yasamasi, gelisimi, fonksiyonu ve plastisitenin Onemli
diizenleyicileridir. Memelilerde tanimlanan dort nérotrofin vardir. Sinir biiylime faktori
(NGF), beyinden kaynakli norotrofik faktér (BDNF), norotrofin-3 (NT-3) ve ndrotrofin-
4 (NT-4) ortak bir genden iiretilir, yapisal bakimindan benzerdirler ve bu nedenle toplu

olarak norotrofinler olarak adlandirilirlar.

Periferik ve merkezi sinir sisteminde norotrofinler, néronlarin yasamasi,
farklilasmast ve onarmmi i¢in Onemli diizenleyicilerdir. Sinir hiicrelerinin hayatta
kalmasmma yardimci olmak i¢in sinir sistemine salgilanan kiiclik proteinlerdir.
Norotrofinlere baglanabilen iki farkli reseptdr smnifi vardir. Bu iki protein, tiim
norotrofinlere baglanan p75 (NTR) ve sadece bazi norotrofinler i¢in spesifik olan Trk
alt tipleridir. Trk reseptorleri aracilifiyla ndrotrofinler tarafindan aktive edilen sinyal
yollari, hiicrenin hayatta kalmasi, farklilasma, dendritik arborizasyon, sinaps olusumu,
plastisite, aksonal biiyiime ve aksonal rehberlik gibi bir¢ok noronal fonksiyonla
sonuglanir. P75SNTR reseptoriine ait islevler cesitli ve kompleksdir. Reseptor p75NTR,
hem hayatta kalmay1 tesvik etmede hem de apoptozu indiiklemede, norit biiylimesinde
ve biiylime konisi ¢okiisiinli kolaylastirmada ve farklilagsmaya ve proliferasyona aracilik
etmede rol oynamaktadir (47-49).

Norotrofin sentezindeki yetersizligin nodrolojik, psikiyatrik ve nodrodejeneratif
hastaliklara duyarlilbik artis1 ile ilgili oldugu ileri striilmektedir. Son yillarda,
norotrofinlerin, norolojik, psikiyatrik ve norodejeneratif tedavi edici etKileri
arastiritlmaktadir (50-54).

2.4.1. BEYIN KAYNAKLI NOROTROFIK FAKTOR

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), merkezi sinir sistemindeki (CNS)
dopaminerjik, kolinerjik ve serotonerjik noronlarin sagkalimi ve plastisitesine katilan
proteinlerdendir (50, 54, 55).

BDNF’nin norolojik, psikiyatrik ve ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegine dair pek c¢ok bilimsel veri mevcuttur. Son yillarda, ndrodejeneratif
hastaliklarda ve norolojik bozukluklarda, BDNF nin rol oynadigimi gosteren caligmalar,
bu hastaliklar i¢in yeni bir belirte¢ ve tedavi edici faktor olarak kullanilabilecegine

isaret etmektedir (50-54).



Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastaligi, epilepsi iskemi, depresyon ve kronik agr1 gibi ¢esitli merkezi sinir sistemi

bozukluklarinin olugmasiyla iligkilidir (31).

Baslica fonksiyonu ndronlarinin yagamasmi saglamak olan BDNF, dendritlerin
biiylimesinde ve sinaptik plastisitede rol almaktadir (8, 56). Noronlarin sagkalimmin
desteklemesi ve fonksiyonlarini etkilemesinden dolayr ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavi edilmesinde, BDNF uygulamalari 6nem ve hiz kazanmistir (9, 16).

BDNF ekspresyonu fizyolojik olaylarda ve patolojik durumlarda degismektedir. BDNF,
merkezi sinir sisteminde noronlarin gelismelerine ve kendilerini yenilemelerine
yardimc1 olurken, 6nemli sinir yolaklarinin yapisal olarak saglikli olmalarma ve
gorevlerini siirdiirmelerine de katkida bulunur (16, 57).

BDNF’in sentezindeki yetersizligin ya da bozuklugun insanlarin ve hayvanlarin
ndrolojik ve norodejeneratif hastaliklarmna yatkinligini arttirdiina ve nérodejeneratif ve
psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine dair bilimsel ¢alismalar
bulunmaktadir (1, 10, 11).

BDNF ‘nin insan viicudunda 2 tipi vardir: Pro ve mature BDNF (58, 59).

BDNF’nin yiiksek affiniteli reseptorii olan tropomiyozin reseptor kinaz B (TrkB), diisiik
affiniteli reseptorii ise p75 norotrofin reseptor (P75NTR) ’diir. ProBNDF ’nin
p75NTR’ye baglanmasi ndron apoptozisini tesvik eder (60-62). BDNF, noron
yasamasinda oldugu kadar gelisim sirasinda, periferik sinir siteminde p75NTR
reseptorii araciligi ile sempatik noronlarin apoptozisinde de rol oynar (47).
BDNF, TrkB reseptoriine baglandiktan sonra fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K),
fosfolipaz C- gamma (PLCy) ve hiicre dis1 sinyal-diizenleyici protein kinaz (ERK), gibi
yolaklar1 aktive eder (63-66). Presinaptik alandaki BDNF reseptorlerine baglandiktan
sonra hiicre igine alinip akson veya dendritdeki dynein tasiyici proteinleri araciligiyla
retrograde olarak néron gévdesine dogru tagmir (67, 68).

BDNF’nin presinaptik ndrotransmitter salimimin1  artrdigt  ve  sinaptik
yapilanmay1 hizlandirdigi, TrkB araciligi ile dopamin salinimimi diizenledigi rapor
edilmistir (69-71)— Sinaptik transmisyon ve hiicresel uyarilabilirligi etkileyerek
davranis ve 6grenme ile ilgili fonksiyonlar1 ve bellegi etkileyen sinaptik degisiklikleri
etkilemektedir (52, 72). Psikiyatrik bozukluklarda BDNF psikiyatrik bozukluklarin
etyolojisinde nérotrofik biiyiime faktdrlerinin rol oynadigi bildirilmistir. Ozellikle

BDNF’nin psikiyatrik bozukluklarda rolii oldugu bilimsel olarak kanitlanmigtir.



Duygudurum bozukluklarinin patofizyolojisinde, MSS ve periferik sinir sistemi BDNF
diizeyinin rol oynadig1 bildirilmistir (73, 74). Depresyonun siddeti ile BDNF diizeyleri
arasinda negatif bir korelasyon saptanmustir (73, 75). Major depresyonun diisiik serum
BDNF konsantrasyonu ile karakterize olmasi duygudurum bozukluklarinda BDNF'nin
rol oynadigi hipotezini desteklemektedir (75). Depreyon hastalarinda azalmis olan
BDNF diizeylerinin antidepresan tedavisi ile arttigini1 belirlemislerdir (76, 77).
Oldiigiinde antidepresan ila¢ kullananlarin hipokampuslarinin dentat girusunda, hilar
bolgesinde ve supragranular bolgesinde BDNF ekspresyonunun antidepresan
kullanmayanlarinkine gore arttig1 rapor edilmistir (78-80). BDNF’nin Tedavi Amach
Kullanim: BDNF’nin ndrolojik, psikiyatrik ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegine dair pek ¢ok bilimsel veri mevcuttur (9, 53, 54, 71, 74, 81).
BDNF’nin antidepresan etkisi bulunmaktadir (55, 74). Deneysel stres modelinde BDNF
uygulamasinin, monoaminerjik sistemlerin aktivasyonuna aracilik ederek antidepresan
benzeri etki gosterdigi saptanmistir (82-85).

Depresyonun davranis modelinde hipokampusa BDNF  inflizyonunun,
Ogrenilmis caresizlige ve zorla yiizme testine olas1 etkilerinin incelendigi bir
arastirmanin  sonuclari, BDNF’nin antidepresan tedavisine katki yapabilecegini
gostermektedir (86-89).

Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, amyotrofik lateral skleroz ve Huntington
hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklar ve norolojik bozukluklar 6nemli ve biiyiiyen
bir sorun haline gelmistir (81, 90-92). Norodejeneratif hastaliklarin tanisi ile iligkili
molekiiler diizensizliklerin tanimlanmasi, bu hastaliklarda erken, dogru ve ayrici tam
icin patolojik mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve kesfi i¢in 6nemli bilgiler saglayabilir.
Son yillarda, norodejeneratif hastaliklarda ve norolojik bozukluklarda BDNF’nin rol
oynadigini gosteren c¢alismalar, bu hastaliklar i¢cin yeni bir belirte¢ ve tedavi edici olarak

kullanilabilecegine isaret etmektedir (81, 93, 94).

2.5. ANTIPSIKOTIK iILACLAR

Antipsikotik ilaglar ya da bir diger adiyla noroleptik ilaglar, psikozlar1 yani
hezeyan, sanr1, diisiince bozukluklar1 ve paranoya gibi semptomlar gosteren sizofreni ve
diger psikiyatrik hastaliklar1 tedavi amagh kullanilan ilaglardir (95, 96). Antipsikotik
ilaglar, beyinde mezolimbik sistemden fazla dopamin salinimina engel olarak, psikotik

bulgularin ortaya ¢ikmasini dnlerler (97, 98).
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Antipsikotik ilaglar (APD, noroleptik) tipik (TAP, ilk, birinci, eski, klasik nesil
veya kusak) ve ikinci nesil (ATAP, atipik, ilk veya yeni kusak) olmak {izere iki gruba
ayrilir. Ilk antipsikotik ilag olan klorpromazin ilk olarak 1950 ‘de bulundu, ancak
antipsikotik etkileri oldugu daha sonra kesfedildi. Baslangigta klorpromazin ve benzeri
ilaglar noroleptik belirtileri nedeniyle ‘noroleptik’ olarak adlandirildi. Bu nedenle ilk
atipik antipsikotik ila¢ olan klozapin ndroleptik belirtiler gostermedigi i¢in antipsikotik
olarak degerlendirilmedi. Bu yiizden de klorpromazin ve benzeri antipsikotik ilaglar
tipik daha sonra bulunan klozapin ve diger ilaglar ise atipik olarak adlandirildi (99-101).

1960°da klozapinin kullaniminin baslamasiyla, ’antipsikotik’ terimi kullanilmaya
bagladi. Fakat, 1974 de klozapinin yan etkilerinden agraniilositoz nedeniyle hastalarin
Olmesi sonucu, atipik antipsikotik ilag kullanimi birakildi. Fakat daha sonra, tipik
antipsikotik ilaglarin etkili bir tedavi gésterememesine ek olarak ¢ok sayida yan etkileri
de eklenince, 1980 ‘de tekrar klozapin kullanilmaya basladi. Atipik antipsikotik ilaclar,
hastalarda noroleptik belirtiler gostermediginde yerini antipsikotik terimine birakmigtir
(101, 102)

Tipik antipsikotik ilaglarin beyindeki dopamin D2 reseptorleri i¢in yiiksek afinite
(ilgi) ‘ye sahip oldugu bilinmektedir. Atipik antipsikotik ilaglar ise, TAP ‘lara gore D2
reseptorleri i¢in daha diisiik ve 5-HT2a reseptorleri icin daha yiiksek bir afiniteye
sahiptir (103, 104).

Antipsikotik ilaglarm olas1 yan etkilerinden, uyku hali, obezite, bas donmesi, agiz
kurulugu, prolaktin hormon artis1 ve daha ¢ok birinci nesil antipsikotiklerde goriilen
titreme ve kramp tarzinda hareket bozukluklariyla kendini gosteren ekstrapiramidal yan
etkiler, hastalarm ilaglara devam etmemesine neden olabilimektedir (105, 106).

Birinci kusak ve ikinci kusak antipsikotik ilaclar, sizofrenide, diger psikolojik
hastaliklarda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte o6zellikle 2. kusak
antipsikotik ilaglarin yan etkileri ve etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir.
Antipsikotik ilaglar, beyinde nérotropik faktorlerin ekspresyonunu da etkiler (107, 108).
Sizofreni tedavisi i¢in normalde atipik antipsikotik ilaclar kullanilmaktadir, ancak diger
psikiyatrik bozukluklar ve Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarda da
tedavideki faydalar1 nedeniyle arastirilmaktadirlar (109). Sinir biiyiime faktorii (NGF),
BDNF ve glial hiicre hatti-kokenli norotrofik faktér (GDNF), norodejeneratif ve
depresif bozukluklarin tedavisinde yeni bir yaklasim olabileceginden norotrofik

faktorlerin sentezini ve salgilanmasini hedefleyen caligmalar yapilmaktadir (109-112).
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Bu farkliliklar sizofreni hastalar1 iizerindeki tipik ve atipik APD 'lerin, farkli terapotik
etkilerini ve yan etki profillerini anlamamiza yardimci olsa da, bu konuda hala
ogrenecek ¢ok sey bulunmaktadir (103, 104, 113). Astrositler de, dopamin reseptorlerini
eksprese eder ve dopamin stimiilasyonuna yanit verir. Bununla birlikte, astrositlerin,
psikiyatrik bozukluklardaki rolii ve antipsikotiklerin astroglial hiicreler iizerindeki

etkileri tam olarak bilinmemektedir (114).

2.5.1. TIPIK ANTIPSIKOTIKLER

Tipik antipsikotiklerin tek ortak etki mekanizmasi, dopamin D2 reseptorlerine
kars1 yiiksek afinite ve antagonist 6zellik gostermeleridir. Tipik antipsikotikler ilk
olarak postsinaptik u¢ta dopamin reseptorlerini bloke eder ve daha sonra presinaptik
ucta dopamin salgilanmas1 baskilanir. Tipik antipsikotikler, arasinda fenotiyazinler
(trifluoperazin, perfenazin, proklorperazin, asetofenazin, triflupromazin, mesoridazin),
butirofenonlar (haloperidol), tiyoksantenler (tiyotiksen, klorprothixene),
dibenzoksazepinler  (loksapin), dihidroindon), dibenzoksazepinler  (loksapin),
dihidroindon) bulunur (97, 115-118). Haloperidol diinya ¢apinda ¢ok yiiksek pazar
payiyla en sik kullanilan antipsikotik ilaglardan biridir (18, 119-121).

Tipik antipsikotiklerin, beyinde limbik sistemdeki D2 reseptorlerini bloke
etmeleri prolaktin artigina, striatumda bloke etmeleri ise ekstrapiramidal yan etkilere yol
acmaktadir (122, 123). Tipik antipsikotikler beyinde striatumda ndronlar1 ve limbik
noronlar1 bloke etmektedirler (124).

Tipik antipsikotikler, pozitif semptomlara etkili, negatif semptomlara etkisizdir,
hatta attiric1 etkileri vardir (125). Konflizyon, sedasyon ve deliryuma neden olarak
bilissel fonksiyonlar1 bozarlar (126, 127). Bellek bozukluklarina neden olurlar (128,
129). Norolojik olarak distoni, akatizi, diskinezi ve akinezi gibi akut hareket
bozukluklarmna; ge¢ diskinezi ve distoni gibi ge¢ baslangigh hareket bozukluklarina
neden olurlar (130, 131). Prolaktin normalde dopamin tarafindan inhibe edilir. Bu
yiizden antipsikotikler D2 reseptoriine antagonist etkileri nedeniyle, prolaktin artisina
neden olurlar. Prolaktini arttrmalart nedeniyle kadmnlarda amenore; erkeklerde ise
jinekomasti ve empotansa neden olurlar (132, 133). Obezite, hiperglisemi, diyabet ve
hiperlipidemiye neden olurlar (134, 135). Parkinson belirtileri tipik antipsikotiklerden
haloperidol ‘iin olusturdugu yan etkilerdir (136, 137). Haloperidol, hem striatal sistem

hem de limbik sistemdeki hiicrelerin sayisinda bir azalmaya neden olur (138, 139).
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2.5.2. ATIPIK ANTIPSIKOTIKLER

Atipik antipsikotiklerin de etkilerini agiklayan tek bir mekanizma
bulunmamaktadir. Atipik antipsikotikler, serotonin-dopamin antagonistleridir. Gida ve
Ilag Dairesi (FDA) 2016 yili itibariyle 12 atipik antipsikotik onaylamustir. Bunlar
risperidon, olanzapin, Ketiyapin, ziprasidon, aripiprazol, paliperidon, asenapin,
lurasidon, iloperidon, kariprazin, brexpiprazol ve klozapindir (115, 140).

Atipik antipsikotik ilaglar, beynin sadece limbik bdlgesindeki néronlardaki D2
reseptorlerini bloke etmektedir. Atipik antipsikotik ilaglar ek olarak, serotinin 2A (5-
HT2a) reseptorlerini de bloke ederler, bu nedenle bu ilaglara serotonin-dopamin
antagonistleri de denir (141, 142).

Klozapin gibi atipik antipsikotikler, tipik antipsikotiklerden farkli olarak hem
pozitif hem de negatif belirtiler tlizerine etki ederler (143). Atipik antipsikotikler,
depresyon, anksiyete, hostilite ve agresyon gibi duygu durum semptomlar1 ve bilissel
semptomlar {izerine tipik antipsikotiklere gore daha etkilidirler (144). Obezite,
dislipidemi ve diyabet gibi metabolik etkileri (135, 145), akut hareket bozukluklar1 ve
epilepsi gibi norolojik bozukluklara neden olurlar (146). Agranulositoz, ektrapiramidal
belirtiler, prolaktin artis1 ve kKardiyovaskiiler bozukluklara sebep olurlar (105, 106, 147,
148). Sizofreni ve diger hastaliklarin tedavisinde kullanilan antipsikotikler, hastalarin
ciddi psikiyatrik sorunlarinin yanina, obezite ve metabolik bozukluklar gibi onemli

saglik sorunlarmin eklenmesine yol agabilir (149, 150).

2.6. ADIPOKINETIK HORMON

Boceklerde noropeptidler tarafindan etkilenen veya diizenlenen ¢esitli islemlerin
oldugu bilinmektedir. Bu islemler metabolik, davranigsal, gelisimsel veya liremeyle
ilgili olabilir. Temel noropeptit gruplarindan biri, adipokinetik hormon / kirmizi
pigment konsantre edici hormon (AKH / RPCH) ailesine ait olan adipokinetik ve
hipertrenalosemik  peptitlerdir. Bu peptidler, yag, karbonhidrat ve protein
metabolizmasint kontrol ederler. AKH / RPCH peptidleri, c¢esitli bocek modeli
sistemlerinde ¢ok ¢esitli fizyolojik etkiler gosterirler. Baslica, viicut yagmin metabolik
durumuna gore etki gosterirler. Cogu fizyolojik arastirma, ucgus sirasinda g¢ekirgelerde

adipokinetik hormonlarin iglevlerine yogunlagmustir (10, 151-153).
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Hormonlar, karbonhidratlarin ve lipitlerin mobilizasyonu ve / veya substratlarin
ucus kaslar1 tarafindan kullanilmasi {izerinde dogrudan etkilere sahiptir. Ayrica,
lipidlerin lipoproteinler seklinde ugus kaslarina tasinmast ve ugus kaslarindaki
lipoprotein lipaz enzim sistemi iizerine etkileri de vardir. Lipoprotein lipaz,
lipoproteinlerden diasilgliseroliin ayrigtirilmasindan ve ucus kaslarinin kasilmalarini
giiclendirmek igin oksidasyona uygun hale getirilmesinden sorumludur (152, 154, 155).
Boceklerin endokrin bir bezi olan corpus cardiacum ’undaki nérosekretuvar hiicreler,
s0z konusu bocege bagl olarak adipokinetik, hipertrehalosaemik veya hiperprolinaemik
olarak adlandirilan bir dizi hormon sentezlerler. Adipokinetik hormonlar, bdcek
beyniyle baglantili noroendokrin bir bez olan corpus cardiacum ‘un ndrosekretuvar
hiicreleri tarafindan sentezlenir ve depolanir (156, 157). Bu néropeptitler hormon gorevi
goriir, bu nedenle norohormonlardir ve 6zellikle boceklerin oksidatif metabolizmasi ¢ok
yiiksek oldugunda gereklidir (155).

Adipokinetik hormonlar metabolik noropeptidlerdir ve birgok bocekte viicut
yagindan enerji substratlarinin mobilizasyonuna aracilik eder. Norohormonlar, 6zellikle
boceklerin ucus aktivitesi sirasinda, oksidatif metabolizmasina ihtiyag duyuldugunda
artarlar. Adipokinetik hormonlar (AKHS) ’in, karbonhidrat ve yaglarin mobilizasyonu
ile enerji metabolizmast ve motor ndronlar iizerine eksitator etkileri vardir.
Adipokinetik hormonlar beyinde de go6zlenmesine ragmen rolleri tam olarak
bilinmemektedir (153, 155).

Son yillarda JAKH geninin transgenik manipiilasyonlarmi inceleyen calismalar,
AKH'nin hem hipertrehalosemiyi hem de hiperlipemiyi indiikledigini gostermislerdir.
Birgok noropeptit gibi, AKH'lerin de bircok fonksiyonu vardir. Ornegin, hamam
boceklerinde AKH 'ler kardiyoakselarasyona, kabuklularda ise tegumenter ve retinal
distal pigmentlerinin gogiine aracilik eder. AKH peptidlerinin motor noronlar iizerinde
de uyarici etkileri vardir. Diger boceklerde yapilan ¢alismalardan elde edilen kanitlar,
AKH 'nin harekette 6nemli rol oynadigin1 desteklemektedir (152, 155).

Cekirgeler ve hamam boceklerinde biyoanalizler kullanilarak, imparator yusufcuk
(Anax imperator) 'un corpora cardiaca ekstratlarindan noéropeptid pGlu-Val-AsnPhe-
Ser-Pro-Ser-Trp-NH2, izole edilmistir. imparator yusufcuguna enjekte edilen sentetik
peptidin diisiik konsantrasyonlari, hemolenfde lipid konsantrasyonunu arttirmig, bu da

peptidin ucus sirasinda lipid homeostazinda bir rolii oldugunu diislindiirmiistiir. Bu
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nedenle A. imperator adipokinetik hormon (Ani-AKH) olarak adlandirilmistir (158,
159).

Son c¢aligmalarda, fare modelinde A. imperator adipokinetik hormon igeren
tedavinin hayvan davranisi lizerinde antidepresan, anksiyolitik, analjezik ve hareket
arttirict etkileri gosterilmistir. Ayrica, adipokinetik hormon tedavisinin BDNF, siklik
adenozin monofosfat (CAMP) yanit element baglayici protein (CREB) gen ekspresyon
diizeylerini ve hipokampal ndérogenez, arttirici ve ndrodejenerasyon onleyici etkileri
oldugu gosterilmistir. Farkl tipte adipokinetik hormon ailesi peptitlerinin uygulanmas,
depresyon, anksiyete, stres bozukluklari, agr1 ve lokomotor bozukluklar gibi gesitli

psikiyatrik hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilabilecegini gostermistir (19, 152, 153).

2.7. MIGRAZOMLAR

Hiicreler, ¢esitli mekanizmalar yoluyla hiicresel igeriklerini serbest birakirlar.
Salg1 vezikiillerinin igerigi, vezikiiller plazma membrani ile birlestiginde ekzositoz
yoluyla hiicrelerden salinir. Ekstraseliiler vezikiiller boyutlari, icerikleri, yogunluklari,
biyojenezleri gibi farkli kriterlere gore smiflandirilirlar. Ekstraseliller vezikiillerin
eksozomlar, mikrovezikiiller (MV'ler), apoptotik cisimler ve beyin tiimorii hiicrelerinde
tanimlanan onkozom adi verilen tipleri vardir (160, 161). Son yillarda migrazom adi
verilen ekstraseliiler vezikiillerin yeni bir tipi tanimlanmustir, ancak migrazomlarla ilgili
bilgi ¢ok azdir (161-165).

Eksozom denilen vezikiiller, plazma membrani ile multivezikiiler cisimciklerin
(multivesicular bodies, MVBSs) flizyonu ile hiicrelerden salinir (161, 166). Migrazomlar
ise ekstraseliiler membrana bagli c¢esitli kiigiik vezikiiller iceren yapilardir.

Migrazomlar, multivezikiiler cisimciklerin yiizey isaretleyicisi olan LAMPL i
icermezler (Sekil 2.7.1) (161). Ma L.ve ark. tetraspanin-4'i (TSPAN4) ‘in bir
migrazom belirteci oldugunu bulmuslardir. TSPAN4-yesil floresan protein (green
fluorescent protein, GFP) tasiyan normal sigan bobrek (NRK) hiicrelerinin fluoresan
goriintiilemesiyle, migrazom salinimmin migrasyona bagli oldugunu bulmuslardir (161,
163).

[k bakista, migrasitozun eksozomlarin salinmasiyla bazi benzerlikleri olabilir. Ancak
yakindan bakildiginda, bu iki silire¢ arasmda temel farkliliklar oldugu ortaya
cikmaktadir. Ekzozomlar, MVB 'lerin plazma membrani ile flizyonu yoluyla

hiicrelerden salinir. Aksine, migrasitoz, sitoplazmik materyalin migrazomlara
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translokasyonunu ve ardindan geri ¢ekme liflerini kirarak migrazomlarin salimmmasimni
icerir. Dolayisiyla, migrasitoz ve ekzozom salinimi mekanik olarak farkli siireglerdir.
Eksozomlar iizerindeki ¢ogu analiz, vezikiillerin nerede olustugunu arastirmadan, kiiltiir
ortamindan eksozomlar1 saflastirarak gergeklestirilir. Bu nedenle, literatiirde daha 6nce
bildirilen eksozomlarm en azindan bir kismmnin aslinda migrazomlar tarafindan serbest
birakilmig olabilir (161).

Hiicreler, protein ve vezikiilleri salgilayarak ve salarak birbirleriyle iletisim
kurarlar. Hiicresel igerigin serbest birakilmasi igin hiicre gogiine bagimli olan
mekanizma migrasitoz ve migrasitoza aracilik eden vezikiiler yapilar migrazom olarak
tanimlanmistir. GO¢ eden hiicreler hareket ettikge, arkalarinda retraksiyon lifleri
(retraction fibers, actin-rich fibers) adi verilen uzun tiip seklinde lifler birakirlar. Cok
sayida kiiclik vezikiil iceren biiylik vezikiiller, geri ¢ekme liflerinin uglarinda ve kesigim
noktalarmda biiytirler. Vezikiilleri ana hiicre govdesi ile birlestiren bu lifler sonunda
yikilir ve vezikiiller hiicre dis1 bosluga salinir veya dogrudan cevredeki hiicreler
tarafindan alinirlar. Bu vezikiillerin olusumu migrasyona bagli oldugu igin “migrazom”
ad1 verilmistir. Ayrica sitosolik igeriklerin migrasomlara tasimnabilecegini ve
migrasomlar yoluyla hiicreden salmabilecegi bildirilmistir. Bu gé¢ bagmmli salim
mekanizmasma "migrasitoz" adinmi verilmistir (161, 164, 167). Migrazomlarm hiicre-
hiicre iletisimine ve RNA ve proteinler gibi biyomolekiillerin taginmasma yardimeci
olduklar1 bildirilmistir (168).

Migrazomlari ¢ogu oval sekillidir, ¢aplar1 0,5 pm ila 3 pm arasmdadir ve ¢ok
sayida kiicliik vezikiil icerirler (Sekil 3). Vezikiillerin sayis1 biiyiik olciide degisiklik
gosterir.  Bazi yapilar 300 'e kadar vezikiil igerirken, ¢ogu 10 'dan az vezikiil
icererebilir. Genel olarak bu yapilar agilmis ‘nar’ ‘a benzer. Nar benzeri yapilar
(pomegranate-like structures, PLS c‘ler) retraksiyon lifleri (geri ¢ekme lifleri) ‘ne
baglhidir (161, 163).

Migrazomlar, geri c¢ekilme lifleri tzerindeki sabit bolgelerde olusarak
karakteristik bir bitylime modeli gosterirler. Migrazomlar, hizli bir bitylime asamasindan
sonra, maksimum boyutlarna ulasirlar ve ardindan boyut degistirmeden nispeten
istikrarli bir doneme girerler. Sonunda, geri ¢cekme lifleri dagilir ve migrazomlar ortama
birakilir. Bir migrazomun ortalama 6mrii yaklasik 400 dakikadir (161).

Hiicrelerin yiizeyinden ¢ikan uzun projeksiyonlar ilk olarak 1945 ‘te transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak tanimlanmistir (169). 1963 'te Taylor ve
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Robbins, substratumdan geri ¢ekilen gd¢ eden hiicrelerde uzun tiibiiler yapilari
goriintiiledikleri ayrintilt bir 151k mikroskobu ve TEM calismasi yaptilar. Daha sonra
"geri cekme lifleri" olarak yeniden adlandirilan bu yapilara "geri cekme fibrilleri" adini
vermislerdir (170). Bugiine kadar, makrofaj, bobrek bowman kapsiiliinii déseyen epitel
hiicre hattinda (normal rat kidney epithelial cell line, NRK hiicre hatt1), ndron ve
embriyonik kok hiicreler gibi farkli hiicre tiplerinde yaygin olarak bulunmalarina
ragmen, retraksiyon lifleri hakkinda da ¢ok az bilgi mevcuttur (161).

Migrasitoz hiicresel icerikleri salmak igin hiicre gogiine bagimli bir mekanizma
olarak bildirilmistir. Go¢ sirasinda, bir hiicrenin arkasinda retraksiyon lifleri biraktigi ve
3 um 'ye kadar ¢apa sahip vezikiillerin uglarda veya retraksiyon liflerinin kesisme
noktalarinda biiytidiigii bulunmustur. "Migrazom" adi verilen bu vezikiiller, yaklagik
50-100 nm ¢apinda ¢ok sayida kii¢iik vezikiil igerirler. Migrazom olusumu sirasinda,
hizli biiylimenin oldugu bir baglangi¢c asamasi ve ardindan bir duraklama donemi vardir.
Sonunda, geri ¢cekme lifleri yikilir ve migrazomlar ortama salnir veya dogrudan
cevredeki hiicreler tarafindan almirlar. Bir hiicre bulundugu konumdan uzaklasirken,
arkasinda migrazomlar birakir, ardindan diger hiicreler migrazomlarin bulundugu yere
hareket eder ve onlar1 alirlar (161).

Hem migrazomlar hem de MVB 'ler, liimenlerinde daha kii¢iik vezikiiller i¢eren
biiyiikk vezikiillerdir. Bu bulgular, migrazomlarm MVB ‘lerin retraksiyon liflerine
tasinmasidan kaynaklandigma dair ilging bir hipotezi ortaya ¢ikarmaktadir. Bu hipotez
iki tahmin ortaya ¢ikarmaktadir. Birincisi, migrazomlar, geri ¢ekme liflerinden olusan
bir dis zar ve MVB 'lerden kaynaklanan bir i¢ zar ile iki zar katmanina sahip olacaktir.
Ikincisi, migrazomlar, LAMP1 gibi MVB yiizey isaretleyicileri igcermelidir. Bununla
birlikte, TEM analizleri, migrazomlarin yalnizca bir membrana sahip oldugunu agikga
gostermektedir. LAMPLl'e gelince, LAMPLl eksprese eden hiicrelerin biiyiik
cogunlugunda migrazom tiizerinde LAMP1 yoktur. Bu nedenle, geri ¢ekilme liflerine
tasinan MVB 'lerden migrazomlarin ortaya ¢ikmasi olast degildir. MVB 'lerin migrazom
biyogenezisine katilip katilmayacagi hala belirlenmemistir, ancak intraliiminal
vezikiillerin topolojik bariyerin iistesinden gelmek i¢in kagmanin bir yolunu bulmasi
gerekmektedir (Sekil 2.7.2).

Migrasitoz, hiicre gogiine baglidir. Migrazom olusumu da hem migrasyona hem
de aktin polimerizasyonuna baglidir. Migrasitoz ve migrazomlar bir¢ok hiicre tipinde

mevcuttur. TEM analizleri, migrazom benzeri yapilarin goz, akciger ve bagirsak gibi
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cesitli dokularda mevcut oldugunu ortaya koymaktadir. Sitosolik igerikler aktif olarak
migrazomlara taginir ve ardindan hiicrelerden salinir. Bu nedenle, migrasitoz yeni bir
hiicresel siirectir ve migrazomlar, hiicre-hiicre iletisiminde 6nemli roller oynayabilen

yeni kesfedilmis organellerdir (161, 164, 168).

Migrasome LAMP1 @&

E xosomes

Plasma
Membrane 0

MvVvB

Sekil 2.7.1. Ekzozomlar, MVB 'ler ve migrazomlar arasindaki iliskinin gosterimi (161).
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Migrasomes Microvesicles
(0.5~3pm) (0.1~1um)
Function yet specified Cell-cell communication

O
OQ

Oncosomes

(1~10um)

Metastasis &

Cell-cell communication

: Nucleus :

° Large Exosomes
©© © (90~120nm)

e
O . .
o °° oo Cell-cell communication
(-] ©° o
(-] o]
Exomeres Small Exosomes
(< 50nm) (60~80nm)

Function yet specified  Cell-cell communication

Sekil 2.7.2. Ekstraseliiler vezikiil tiplerinin semasi. Farkh ekstraseliiler vezikiil tiplerinin
farkh boyutlar ve salgi yollar1 vardir (163).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismalar Mart 2019-Mart 2020 tarihleri arasinda, Istanbul Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda bulunan hiicre kiiltiirii, 151k ve elektron

mikroskopi laboratuvarlarinda yapilmustir.

3.1. HUCRE KULTURU DENEY ONCESi HAZIRLIK

Hiicre kiiltiirti laboratuvar ortaminin ve burada kullanilan malzemelerin temiz ve
steril olmas1 deneylerin yapilabilmesi i¢in, hiicre kiiltiirii laboratuvar yilizeyleri diizenli
olarak % 70 alkol ile silindi ve UV lambalar1 ile ortamin steril olmasi saglandi.
Calismaya baslamadan yaklasik yarim saat 6dnce laminar hava akish kabin c¢aligtirildi.
Serum, medyum, ilag ekstrat1 gibi 1siya dayaniksiz malzemelerin sterilizasyonu igin
filtreler kullanildi. Isiya dayanikli ependorflar, pipet uclari, medyum siselerinin

kapaklar1 ve hazirlanan ¢6zeltiler otoklavda steril hale getirildi.

3.2. HUCRELERIN PROLIFERASYONU

Calismada Avrupa Tip Kiiltiirii Koleksiyonu (ATCC), kaynakli olan, sigan
beyin glioma hiicre hatti1 (CRL2199) kullanildi. C6 glioma hiicrelerinin 25 ve 75 cm?
’lik steril flasklarda, DMEM-F12 medyumu igerisinde (Dulbecco 'nun modifiye edilmis
Eagle medyumu ve besleyici F12 ham medyumu) zemine tutunmasi saglandi. Bu steril
edilmis medyuma %10 ’luk fetal sigir serumu (FCS), 0.2 uM glutamin, 100 pg/ml
streptomisin, 100 [U/ml penisilin siiziilerek konuldu. Hiicreler %5 CO2 ve % 95 hava

iceren, 37 °C ‘lik inkiibatorde haftada iki kez pasajlanarak ¢ogaltild1.

3.3. HUCRELERIN PASAJLANMASI

Hiicreler flasklarin % 70 ’ini kapladiklar1 zaman pasajlama islemine basland.
Medyum uzaklastirildiktan sonra flaskta kalan hiicreler kalsiyum ve magnezyum
icermeyen fosfat tamponu (CMF-PPS) ile yikandi. Flaska yapisan hiicreler, % 2 ’lik
tripsin ile flask ylizeyinden kaldirildi ve iizerine tripsin miktar1 kadar medyum ilave
edildi. Hiicreler pipetaj araciligiyla toplandi ve santrifiij tiipiine gegirildi. Hiicreler 1500

rpm ’de bes dakika santrifiij edildikte sonras siipernatant atildi ve 2 ml medyum ilave
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edilip pipetaj yapildi. Hiicreler medyum konulmus flasklara ekilerek inkiibatore
kaldirildi.

Calismamizda hiicre sayiyisint hesaplayabilmek i¢in Neubauer sayma kamarasi
kullanildi. C6 glioma hiicreleri CMF-PBS ile yikandi. Hiicrelerin lizerine % 2 ‘lik
tripsin konuldu (25 cm? flask i¢in 2 ml, 75 cm? flask igin 6 ml). Hiicreler inkiibatorde 3
dk kontrol edilerek bekletildi ve zeminden ayrildigi zaman ortama serumlu medyum
ilave edildi. Hiicreler pipetaj yapilarak tiip igerisine alindi ve 1500 rpm de 5 dk
santrifiij edildi. Daha sonra tripsinli medyum atilarak hiicre yogunluguna gore 2-5 ml
taze medyum ilave edildi. Hiicre siispansiyonu Neubauer lamina 45° lik aciyla verildi.
Dort ayr1 kare sayilarak ortalamasi alindi, sulandirma katsayisiyla garpilarak toplam
hiicre sayis1 hesaplandi (Toplam hiicre sayist / ml = sayim sonug ortalamasi x 10* x

medyum miktart).

3.4. ILAC VE HORMON iCiN DOZ HAZIRLIKLARI

Calismada kullanilacak uygun dozlarm belirlenebilmesi i¢in yiiksek, diisilk ve orta
konsantrasyonlar uygulanarak ©on deneyler yapildi. Uygun ilag ve hormon
konsantrasyonlar1 ve uygulama saatleri ayarlandi. Calismada, Anax imperator'un
(Emperor dragonfly, imparator yusufcuk), corpora cardiaca ekstratindan biyoanalizle
elde edilen sentetik peptidin, (néropeptid pGlu-Val-AsnPhe-Ser-Pro-Ser-Trp-NH2, A.
imperator adipokinetik hormon, Ani-AKH) 5, 10 ve 50 ul ‘lik konsantrasyonlari,
kullanildi (171, 172).

Toz halinde bulunan klozapin (Sigma, C6305-1G) (110, 173), haloperidol
(Sigma, H1512-5G) (114, 173) ve dimetil siilfoksit (DMSO) iginde ¢oziildi. Stok
soliisyonlar hazirlanarak filtre edildi. Hazirlanan yogun stok soliisyonlart DMEM / F12
medyumu ile diliie edilerek hiicrelere uygulanacak konsantrasyonlar hazirlandi.
Gruplar; kontrol, klozapin 5 uM, haloperidol 10 uM, adipokinetik hormon 50 uM,
adipokinetik hormon 10 uM ve adipokinetik hormon 5 uM olarak belirlendi.

3.5. ILAC VE HORMON DOZLARIN UYGULANMASI

C6 glioma hiicreleri, % 70 yogunluga ulastiginda, tutunmus olduklar1 zeminden
% 2’ lik tripsinle kaldirildi ve 1:1 oraninda medyum ilave edilerek, santrifiij tiipiine

alindi. Santriflij isleminden sonra siipernatant atildi, pellet tizerine medyum eklenerek
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sispansiyon haline getirildi ve sayim islemi yapildi. Deneyde on iki kuyucuklu (well
plate) kiltiir kaplart kullanildi ve her bir grup i¢in liger kuyucuga 4 ml DMEM-F12
medyum konuldu. Canlilig1 yaklasik % 100 olan 100.000 adet C6 glioma hiicresi ekildi.
24 saat sonra medyum uzaklastirildi ve klozapin 5 pM, haloperidol 10 uM ve
adipokinetik hormon 50 uM, 10 uM , 5 uM ilag-hormon igeren medyum karisimlari
uygulandi ve hiicreler 37 C © ’de % 5 CO: hava karisimi olan nemli inkiibatorde 24 saat
boyunca bekletildi. Ardindan %0,1’lik tripan mavisi ile esit miktarda hiicre soliisyonu

karigtirilarak sayma kamarasinda sayildi ve canli hiicre oranlar1 belirlendi.

3.6. IMMUNOSITOKIMYASAL BOYAMALAR

Yuvarlak lameller, 12 kuyucuklu plakalara yerlestirildi. C6 glioma hiicreleri,
yaklasik % 70 yogunluga ulastiginda, tutunmus olduklar1 zeminden % 2 ‘lik tripsinle
kaldirildi, 1:1 oraninda medyum ilave edildi ve santriifiij tiipiine alindi. Santriifij ve
sayim isleminden sonra, yuvarlak lamellere esit miktarda olacak sekilde siispansiyondan
yaklasik 30.000 hiicre pipetor yardimiyla ekildi. Ekilen hiicreler inkiibatore kaldirildi ve
tutunmalar1 i¢cin 1 saat bekletildi. Daha sonra tutunan hiicrelerin {izerine 4 ml medyum
ilave edilerek inkiibatorde 24 saat bekletildi. Klozapin 5 uM, haloperidol 10 uM ve
adipokinetik hormon 5 uM ,10 uM ve 50 uM medyum-ila¢ karigimlar1 uygulandi ve 37
°C ’de % 5 CO: hava karisimi olan inkiibatorde 24 saat bekletildi. Siire sonunda
medyumlar uzaklastirildi, hiicreler CMF-PBS ile yikandi. Lamel iizerinde bulunan
hiicreler % 4 ‘liikk paraformaldehit ile 10 dk tespit edildi ve boyama islemine kadar PBS
"de bekletildi.

3.6.1. BDNF IMMUNOHISTOKIMYA BOYAMA

Tespit edilmis ve PBS ’e alinmis yuvarlak cam lameller immiinhistokimyasal
boyamalar i¢in isleme alindi. Lameller dnce distile su ile 3 kez 2 dk ardindan PBS ile 3
kez 5 dk yikandi. Endojen peroksidazi bloklamak i¢in hidrojen peroksitte (H202)
bekletildi (5 dk). Daha sonra PBS ile yikand1 3 kez 5 dk ve 6zgiil olmayan antikor
baglanmalarini engellemek igin 5 dakika blok serumda bekletildi. Immiinhistokimyasal
boyama igin BDNF (sc-65514) primer antikoru ve 3-amino-9-etilkarbazol (AEC)
kromojeni (Biolegend, 925804) kullanilda.
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Lamellere 1/50 oraninda diliie edilmis olan BDNF primer antikoru uygulandi ve
bir gece +4 °C ‘de buzdolabinda bekletildi ve 2 kez 2 dakika PBS ’den gegirildi.
Lamellere birbuguk saat sekonder antikor uygulandi ve 2 kez 2 dakika PBS ’den
gecirildi. Lameller 30 dakika boyunca avidin D-HRP de bekletilerek 2 kez 2 dakika
PBS ile yikandi. Lameller AEC kromojeniyle 4 dakika boyanarak distile su ile yikandi.
Mayer ‘in hematoksileni ile 1 dakika zit boyanma yapildi, ardindan ¢esme suyu ile
yikand1 ve su bazli kapatici ile kapatildi. Boyanan Ornekler 1stk mikroskobunda

incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.6.2. BDNF iMMUNOFLORASAN BOYAMA

Tespit edilmis ve PBS ‘e alinmis yuvarlak cam lameller immiinofloresan
boyamalar i¢in isleme alindi. Lameller once 2 kez 2 dakika distile su ile, ardindan 3 kez
5 dakika PBS ile yikandi. Hidrojen peroksitte 5dk bekletildi. Daha sonra 3 kez 5 dakika
PBS ile yikandi ve 6zgiil olmayan antikor baglanmalarini engellemek i¢in 5 dakika blok
serumda bekletildi. Immunofloresan boyamasi i¢in BDNF primer antikoru (sc-65514)
ve DAPI igeren kapatma medyumu (abcam, 104139) kullanildi.

Lamellere 1/50 dilusyon oraninda BDNF primer antikoru uygulandi ve bir gece
+4 °C ‘de buzdolabinda bekletildi ve 3 kez 5 dakika PBS ’ten gegirildi. Sonraki
asamalar karanlik odada ve kirmizi 1g1k yardimiyla yapildi. Lameller 1 / 100 dilusyon
oranindaki sekonder antikorda 1 saat bekletildi ve 3 kez 5 dakika PBS ile yikandh.
Kromojenli kapatma sivis1 (4',6-diamidino-2-fenilindol, DAPI, Thermo Fisher
Scientific) ile niikleus boyamasi yapildi ve lameller kapatildi. Boyanan ornekler

floresan mikroskopta incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.6.3. GORUNTU ANALIiZi
Immiinositokimyasal olarak boyanan ve lam iizerine alman yuvarlak lameller

bir DP72 Olympus kamera sistemli bir Olympus BX61 mikroskop ile X 40 objektif
kullanilarak fotografland1 ve goriintii kayitlar1 TIFF ((Tagged Image File Format;
Goriintli Dosyas1 Formati) olarak saklandi. Analiz edilen alandaki pozitif piksel oranini
olgmek i¢in Goriintii J analiz programi ile goriintii analizi yapildi.

Goriintii J analiz programimda 8-bit ’lik boyanmig kolon kesitlerine renk

dekonvoliisyon islemi uygulandi. Renk dekonvoliisyon islemi sonrasinda elde edilen
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algoritmalar istatistiksel olarak degerlendirildi. Her grupta yer alan boyamalardan (n=5)
X 40 biiylitmede elde edilen 2 ayr1 goriintiiye renk dekonvoliisyon islemi uygulandi (44,
174-177). Renk dekonvoliisyon islemi sonrasinda elde edilen algoritmalar istatistiksel

olarak degerlendirildi.

3.7. ELEKTRON MIKROSKOP TAKIBi

Her deney grubundan elde edilen hiicrelerin ince yap1 oOzelliklerinin
degerlendirilmesi i¢in elektron mikroskobik inceleme yapildi. Elektron mikroskobu i¢in
hiicrelerin tist medyumu atildi, CMF - PPS ile yikandiktan sonra tripsinle toplanarak
santrifiij edildi. Pellet halindeki hiicreler % 2,5 ’lik gluteraldehit soliisyonunda + 4 °C
’de 30 dakika tutularak tespit edildi. Hiicreler fosfat tamponunda +4 °C ’de 10 dakika
yikama yapilarak % 1 ’lik osmik asit icinde +4 °C ’de 1 saat bekletildi. Hiicreler fosfat
tamponunda +4 °C ’de 10 dakika yikandi. Kontraslama igin hiicreler % 1 ’lik uranil
asetat ‘da +4 °C ’de 30 dakika bekletildi ve fosfat tamponunda +4 °C ’de 10 dakika
yikandi. Hiicreler % 30 ’luk ve % 50 ’lik alkol iginde 10 dakika bekletildi. Daha sonra
hiicreleri bir arada tutabilmek ig¢in yumurta aki kullanild1 ve hiicreler santrifiij edildi.
Hiicreler, % 70 alkolde +4 °C ’de bir gece bekletildi. Ertesi giin oda sicakliginda 10
dakika sirasiyla, % 90, % 100 alkol serilerinden gegirilerek 2 kez 10 dakika propilen
oksitte bekletildi. Hiicreler sirayla 1:1, 1:3 oraninda propilen oksit epon karigiminda ve
saf eponda oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Daha sonra hiicreler, epon igeren
kapsiillere gomiilerek etiivde 60 C° ’de 18 saat bekletildi. Polimerize olan epon
bloklardan Leica EM UC?7 ultramikrotomda, elmas bigak ile yaklasik 60 nm kalinlikta
alinan kesitler bakir gridler iizerine alindi. Gride alinan Kkesitler, uranil asetat ve kursun
nitrat ile kontrastlanarak Jeol JEM 1011 transmisyon elektron mikroskobunda
incelenendi. Mega View III djjital kamera ve Soft Imaging System AnalySIS programi

ile goriintiilendi.

3.8. ISTATIKSEL ANALIiZ

[statistik analizler i¢in SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programi
kullanildi. Elde edilen sonuglar, tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve post-
hoc TUKEY testleri kullamlarak degerlendirildi. Istatistik analizler swrasmnda giiven

araligi p <0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. CANLI VE OLU HUCRE SAYIMLARI

Kontrol, klozapin, haloperidol, Ani-AKH-5, Ani-AKH-10 ve Ani-AKH-50
gruplarinin tripan mavisi boyamasiyla canli ve 6lii hiicre sayimlar istatistiksel olarak
analiz edildi. Gruplar arasinda canli ve 6lii hiicre sayilar1 bakimindan herhangi bir

anlamli fark bulunmadi (Sekil 4.1.1).
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Sekil 4.1.1. Konrol, klozapin, haloperidol, Ani-AKH-5, Ani-AKH-10 ve Ani-AKH-50
gruplarinin canh ve 6lii hiicre sayimlarim gosteren grafik.
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4.2. BDNF IMMUNOSITOKIMYA BOYAMASI

Gorintli analiz programi ile BDNF antikoru boyanma siddetine bakildiginda
kontrol grubu ile klozapin grubu arasindaki fark anlamli bulunmadi (p= 0,0002, Sekil
4.2.1, Sekil 4.2.2 ve Sekil 4.2.5). Kontrol grubu ile haloperidol grubu arasindaki BDNF
antikoru boyanma siddetine bakildiginda anlamli fark bulunmadi (p= 1, Sekil 4.2.1,
Sekil 4.2.8). Iimmiinositokimyasal olarak kontrol grubuyla Ani-AKH-5, Ani-AKH-10 ve
Ani-AKH-50 gruplar1 arasindaki BDNF antikoru boyanma siddetine bakildiginda
aralarindaki fark anlamli bulundu (p<0.001, Sekil 4.2.1, Sekil 4.2.11, Sekil 4.2.14 ve
Sekil 4.2.17).

Ani-AKH-5 grubunun BDNF antikoru boyanma siddetine bakildiginda, Ani-
AKH-10 grubu ile arasindaki fark anlamli degilken (p=0,0004), Ani-AKH-50 grubu ile
arasmdaki fark anlamliydi (p<0.001, Sekil 4.2.1). BDNF antikoru boyanma siddetine
bakildiginda, Ani-AKH-10 ve Ani-AKH-50 gruplar1 arasindaki fark ise anlamlh degildi
(p=0,9783, Sekil 4.2.1).

BDNF immiinositokimya ve niikleus i¢in Mayer’in hematoksilen zit
boyamasiyla 1sik mikroskobunda, C6 glioma hiicrelerinin morfolojik degisiklikleri
incelendi. Isik mikroskobunda dejenerasyon morfolojisi gosteren C6 glioma hiicreleri,
piknotik niikleus (kondanse kromatin) ve az miktarda koyu boyanmis bir sitoplazmaya
sahipti. Apoptozisin belirtilerinden olan asir1 DNA sentezi ve atipik niikleus
boliinmelerinin sonucu, multinuklear hiicrelerin olustugu goézlendi. Sitoplazmasinda
cesitli biiyiikliik ve miktarda vakuoller igeren C6 glioma hiicreleri saptandi.

Kontrol grubuna ait C6 glioma hiicreleri, genelde oval veya yuvarlak bigimli
heterokromatinden fakir bir niikleusa ve belirgin nukleolusa sahip karekteristik bir
goriiniime sahipti. Kontrol grubuna ait fuziform, triangular veya ig sekilli C6
hiicrelerinin, siki kiimeler olusturdugu gézlendi. Tiim gruplara goére daha az miktarda
piknotik ve vakiiollii hiicre gézlendi (Sekil 4.2.3 ve Sekil 4.2.4).

Klozapin grubu C6 glioma hiicrelerinde, piknotik, multinuklear ve
sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler gozlendi. Klozapin grubu C6 glioma
hiicrelerinin, kontrol grubuna godre vakuol boyutlarmin daha biiyiik ve fazla sayida
oldugu goriildii (Sekil 4.2.6 ve Sekil 4.2.7). Haloperidol grubu C6 glioma hiicrelerinde,
piknotik ve sitoplazmasinda vakuoller igeren hiicreler gozlendi. Haloperidol grubu C6
glioma hiicrelerinin, Klozapin grubuna gore vakuol boyutlarmm daha kiigik ve az
sayida oldugu goriildii (Sekil 4.2.9 ve Sekil 4.2.10). Klozapin ve haloperidol grubu C6
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glioma hiicreleri, kontrol grubundan daha genis hiicreler aras1 mesafelere sahipti (Sekil
4.2.2, Sekil 4.2.5 ve Sekil 4.2.8).

Ani-AKH-5 grubu C6 glioma hiicrelerinin, klozapin ve haloperidol gruplarina
gore piknotik ve vakuollii hiicre sayis1 daha az, vakuol boyutlarinin daha kiigiik ve az
sayida oldugu goriildii. Ani-AKH-5 grubuna ait C6 glioma hiicrelerinde klozapin ve
haloperidol grubuna gore daha dar hiicreler arasi mesafelere sahipti (Sekil 4.2.12 ve
Sekil 4.2.13).

Ani-AKH-10 ve Ani-AKH-50 gruplarma ait C6 glioma hiicrelerinde de,
piknotik ve sitoplazmasinda vakuoller igeren hiicreler gozlendi (Sekil 4.2.15, Sekil
4.2.16, Sekil 4.2.18 ve Sekil 4.2.19). Ani-AKH-10 ve Ani-AKH-50 gruplarina ait C6
glioma hiicrelerinde, Ani-AKH-5 grubuna gore piknotik ve vakuollii hiicre miktar
artmustl. Ani-AKH-10 ve Ani-AKH-50 gruplarina ait C6 glioma hiicreleri, Ani-AKH-5
grubuna gore daha genis hiicreler arasi mesafelere sahiptiler (Sekil 4.2.14 ve Sekil
4.2.17).
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Sekil 4.2.1. Kontrol, klozapin, haloperidol, Ani-AKH-5, Ani-AKH-10 ve Ani-AKH-50
gruplarimin image J analiz program kullamlarak, BDNF immiinositokimyasal
boyanma siddetini gésteren grafik. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamh
farkhihk gosteren gruplar *** isareti ile belirtilmistir (p< 0,001).
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1

Sekil 4.2.2. Kontrol grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren is1k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslari). Bar
20 pm.



Sekil 4.2.3.Kontrol grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 1s1k
mikroskobu fotografl. Piknotik hiicreler (oklar). Bar 20 pm.
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Sekil 4.2.4. Kontrol grubunun BDNF immiinositokimya boyamasinin ayrintisim gosteren
151k mikroskobu fotografi.
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Sekil 4.2.5. Klozapin grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 151k
mikroskobu fotografi. Multinuklear ve sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicre
(kahin ok), sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslari), piknotik hiicre
(ok). Bar 20 pm.
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Sekil 4.2.6. Klozapin grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 151k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslar),
piknotik hiicreler (oklar). Bar 20 pm.
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Sekil 4.2.7. Klozapin grubunun BDNF immiinositokimya boyamasinin ayrintisim gosteren
151k mikroskobu fotografi.
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Sekil 4.2.8. Haloperidol grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 151k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslari),
piknotik hiicreler (oklar). Bar 20 pm.
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Sekil 4.2.9. Haloperidol grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 151k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslari),
piknotik hiicreler (oklar). Bar 20 pm.
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Sekil 4.2.10. Haloperidol grubunun BDNF immiinositokimya boyamasinin ayrintisini
gosteren 151k mikroskobu fotografi.
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Sekil 4.2.11. Ani-AKH-5 grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 1s1k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicre (okbasi), piknotik
hiicre (ok). Bar 20 pm.
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Sekil 4.2.12. Ani-AKH-5 grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 1s1k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslar1). Bar
20 pm.
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Sekil 4.2.13. Ani-AKH-5 grubunun BDNF immiinositokimya boyamasinin ayrintisim
gosteren 151k mikroskobu fotografi.
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Sekil 4.2.14. Ani-AKH-10 grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 151k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslar),
piknotik hiicreler (oklar). Bar 20 pm.
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Sekil 4.2.15. Ani-AKH-10 grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 151k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslar),
piknotik hiicreler (oklar). Bar 20 pm.
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Sekil 4.2.16. Ani-AKH-10 grubunun BDNF immiinositokimya boyamasimn ayrintisim
g y y y
gosteren 151k mikroskobu fotografi.
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Sekil 4.2.17. Ani-AKH-50 grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 151k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslar),
piknotik hiicreler (oklar). Bar 20 pm.



Sekil 4.2.18. Ani-AKH-50 grubunun BDNF immiinositokimya boyamasim gosteren 151k
mikroskobu fotografi. Sitoplazmasinda vakuoller iceren hiicreler (okbaslar),
piknotik hiicreler (oklar). Bar 20 pm.
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Sekil 4.2.19. Ani-AKH-50 grubunun BDNF immiinositokimya boyamasinin ayrintisim
gosteren 151k mikroskobu fotografi.

4.3. BDNF IMMUNFLORESAN BOYAMASI
Konrol (Sekil 4.3.1), klozapin (Sekil 4.3.2), haloperidol (Sekil 4.3.3), Ani-AKH-

5, (Sekil 4.3.4) Ani-AKH-10 (Sekil 4.3.5) ve Ani-AKH-50 (Sekil 4.3.6) gruplarinin
BDNF immiinfluoresan boyamasiyla yapilan boyamalari immiinositokimya boyanma

siddeti ile paralel gézlendi.
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Sekil 4.3.1. Kontrol grubu C6 glioma hiicrelerinin BDNF immiinfloresan boyamasina ait
fotograf. x40 biiyiitme. Bar 20 pm.
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Sekil 4.3.2. Klozapin grubu C6 glioma hiicrelerinin BDNF immiinfloresan boyamasina ait
fotograf. Bar 20 pm.
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Sekil 4.3.3. Haloperidol grubu C6 glioma hiicrelerinin BDNF immiinfloresan boyamasina
ait fotograf. Bar 20 pm.
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Sekil 4.3.4. Ani-AKH-5 grubu C6 glioma hiicrelerinin BDNF immiinfloresan boyamasina
ait fotograf. Bar 20 pm.
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Sekil 4.3.5.Ani-AKH-10 grubu C6 glioma hiicrelerinin BDNF immiinfloresan boyamasina
ait fotograf. Bar 20 pm.
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Sekil 4.3.6. Ani-AKH-50 grubu C6 glioma hiicrelerinin BDNF immiinfloresan boyamasina
ait fotograf. Bar 20 pm.

4.4. GFAP IMMUNOSITOKIMYASAL BOYAMASI

Astrosit isaretleyicisi GFAP antikoru ile kontrol grubu C6 glioma hiicrelerinin

immiiniisitokimya boyamasina bakildiginda hiicrelerin GFAP-pozitif boyanmis oldugu

gozlendi (Sekil 4.4.1).



Sekil 4.4.1. Kontrol grubu C6 glioma hiicrelerinin GFAP immiiniisitokimya boyamasina
ait 151k mikroskobu fotografi. x40 biiyiitme.

4.5. ELEKTRON MiKROSKOBU BULGULARI

Kontrol, klozapin, haloperidol, Ani-AKH-5, Ani-AKH-10 ve Ani-AKH-50
gruplarmin elektron mikroskobunda ultrastriiktiirii incelendi ve degerlendirildi. Kontrol
grubu C6 glioma hiicrelerinin elektron mikroskobunda belirgin 1-3 nukleolus igeren,
ovale yakin sekilli ve birkag invajinasyon i¢eren dkromatik ¢ekirdeklere sahip oldugu
gozlendi. Kontrol grubu C6 glioma hiicrelerinin sitoplazmalarinda, ribozomlar,
endoplazmik retikulum sisternalar1, mitokondriyumlar ve az miktarda vakuol gézlendi
(Sekil 4.5.1 ve 4.5.3). Kontrol grubu C6 glioma hiicrelerinin yiizeyinde mikrovilluslara
benzeyen kisa ve kiigiik ¢ikantilar (filopodlar) mevcuttu (Sekil 4.5.1). Kontrol grubu C6
glioma hiicrelerinin tipik morfolojisini gosteren hiicrelerinin yaninda sitoplazmasinda
otofajik vakuolle dolu olan az sayida otofajik hiicreler de gozlendi (4.5.2).

Klozapin grubunda, kondanse ve dis hatlar1 diizensiz, ¢ikintilar (lobiiler niikleus)

ve derin girintiler (nuclear invagination) igeren niikleusa sahip C6 glioma hiicreleri
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gozlendi (Sekil 4.5.4 ve Sekil 4.5.6). C6 glioma hiicrelerinin yiizeyindeki filopod
sayisinda azalma ve yuvarlak ¢ikintilar seklindeki tomurcuklanmada (bleb) ise artis
gozlendi (Sekil 4.5.5). Klozapin grubunun C6 glioma hiicrelerinin sitoplazmasinda
cesitli organallerin dejenerasyonu sonucu debrisle dolu, inkliizyon partikiilleri igeren
cok sayida ve biiyiik ¢apli otofajik vakuoller (Av, otofagozom) goézlendi (Sekil 4.5.4).
Sitoplazmalarinda ¢ok sayida vakuoliin biraraya gelerek kiimeler olusturdugu gézlendi
(Sekil 4.5.6).

Haloperidol grubunda da klozapin grubunda oldugu gibi kondanse ve lobiiler
niikleuslar iceren C6 glioma hiicreleri gozlendi (Sekil 4.5.7 ve Sekil 4.5.8). C6 glioma
hiicrelerinin ylizeyindeki filopod sayisinda azalma ve tomurcuklanmada ise artis
gozlendi (Sekil 4.5.8). Haloperidol grubunun C6 glioma hiicrelerinin sitoplazmasinda
cok sayida otofajik vakuol ve vakuol kiimeleri gézlendi (Sekil 4.5.9).

Ani-AKH-5 grubunun C6 glioma hiicrelerinin, belirgin nukleolus igeren, oval ve
ovale yakin okromatik ¢ekirdeklere sahip oldugu gézlendi (Sekil 4.5.10). Ani-AKH-5
grubunun C6 glioma hiicrelerinin sitoplazmasinda, az sayida kiigiik ¢apli vakuoller,
ribozom, endoplazmik retikulum sisternalari ve mitokondriyumlar gézlendi (Sekil
4.5.12). Ani-AKH-5 grubunun C6 glioma hiicrelerinin yiizeyinde uzun ve ¢ok sayida
filopodlar mevcuttu (Sekil 4.5.10 ve Sekil 4.5.11). Ani-AKH-5 grubunun C6 glioma
hiicrelerinin nispeten az sayida otofajik vakuol ve hiicre tomurcuklanmasi igerdigi
gozlendi (Sekil 4.5.12). Ani-AKH-5 grubunun C6 glioma hiicrelerinde filopodlarin
ucunda farkli sayida vezikiiller i¢ceren, migrazom organelleri saptandi (Sekil 4.5.11 ve
Sekil 4.5.12).

AKH-10 grubunun C6 glioma hiicrelerinin, belirgin nukleolus igeren, oval ve
ovale yakm okromatik ¢ekirdeklere sahip oldugu gézlendi (Sekil 4.5.13, Sekil 4.5.15 ve
Sekil 4.5.16). Ani-AKH-10 grubunun C6 glioma hiicrelerinin sitoplazmasinda,
vakuoller, ribozomlar, endoplazmik retikulum sisternas1 ve mitokondriyumlar gézlendi
(Sekil 4.5.12). Ani-AKH-10 grubunun C6 glioma hiicrelerinin nispeten az sayida ve
kiiciik capl otofajik vakuoller, kisa ve az sayida filopodlar ve hiicre tomurcuklanmasi
icerdigi gorildi (Sekil 4.5.14 ve Sekil 4.5.16). Ani-AKH-10 grubunun C6 glioma
hiicrelerinde filopodlarin ucunda farkl sayida vezikiiller igeren ¢esitli biiylikliiklerde
migrazom organelleri saptandi (Sekil 4.5.14 ve Sekil 4.5.15).

Ani-AKH-50 grubunun C6 glioma hiicrelerinde, belirgin nukleolusa sahip ovale

yakin niikleuslar veya kondanse olmus girintili veya sekilsiz niikleuslar gozlendi (Sekil
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4517 ve Sekil 4.5.18). Ani-AKH-50 grubunun C6 glioma hiicrelerinin
sitoplazmasinda, orta ve biiyiik ¢apli vakuoller, ribozomlar, endoplazmik retikulum
sisternast ve mitokondriyumlar goézlendi (Sekil 4.5.19). Ani-AKH-5 grubunun C6
glioma hiicrelerinin yiizeyinde nispeten az sayida filopod mevcuttu. Ani-AKH-50
grubunun C6 glioma hiicrelerinin sitoplazmasinda, muhtemelen kii¢iikk vakuollerin
birlesmesiyle olusan dev otofajik vakuoller gozlendi (Sekil 4.5.18 ve Sekil 4.5.19). Ani-

AKH-50 grubunun C6 glioma hiicrelerinde migrazom organelleri saptanmadi.

Sekil 4.5.1. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicrelerinin yiizeyinde filopodlar goriilmektedir. Niikleus (N), filopod (0k).
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Sekil 4.5.2. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, normal ve dejeneratif
(asterisk).C6 glioma hiicrelerinin ultrastriiktiirii goriilmektedir. Niikleus (N) ve
vakuol (okbasi).



Sekil 4.5.3. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma hiicresinin
sitoplazmasinda, endoplazmik retikulum sisternasi (okbaslari) ve
mitokondriyumlar (Mi) goriilmektedir. Niikleus (N) ve nukleolus (beyaz
asterisk).
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Sekil 4.5.4. Klozapin grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, dejeneratif hiicre
morfolojisi gosteren C6 glioma hiicrelerinin ultrastriiktiirii gériilmektedir.
Niikleus (N), vakuoller (beyaz okbaslar1), tomurcuklanmalar (siyah okbaslar).
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Sekil 4.5.5. Klozapin grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, dejeneratif hiicre
morfolojisi gosteren C6 glioma hiicrelerinin ultrastriiktiirii goriilmektedir.
Kondense niikleuslar (N), vakuoller (beyaz okbaslari) ve hiicre
tomurcuklanmalar (siyah okbaslar).
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Sekil 4.5.6. Klozapin grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma hiicresinin
sitoplazmasinda bir araya gelerek kiimeler olusturan ¢ok sayida biiyiik vakuoller
(okbaslar) ve niikleus invajinasyonu (beyaz ok) goriilmektedir.
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Sekil 4.5.7. Haloperidol grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, dejeneratif hiicre
morfolojisi gosteren C6 glioma hiicrelerinin ultrastriiktiirii goriilmektedir.
Niikleus (N), vakuoller (beyaz okbaslari) ve hiicre tomurcuklanmalari (siyah
okbaslari).
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Sekil 4.5.8. Haloperidol grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, dejeneratif hiicre
morfolojisi gosteren C6 glioma hiicrelerinin ultrastriiktiirii goriilmektedir.
Niikleus (N), vakuoller (beyaz okbaslari), hiicre tomurcuklanmalari (siyah
okbaslari).
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Sekil 4.5.9. Haloperidol grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicresinin sitoplazmasinda cok sayida otofagozom goriilmektedir.

61
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Sekil 4.5.10. Ani-AKH-5 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma

de, niikleus (N), ¢cok sayida mitokondriyum (Mi), az sayida vakuol

licresin

h

ir.

h okbas1) goriilmekted

iya

ve filopodlar (s

(beyaz okbasi),
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Sekil 4.5.11. Ani-AKH-5 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicresinin ultrastriiktiirii goriilmektedir. Niikleus (N), vakuoller (beyaz
okbaslan), filopodlar (siyah ok) ve migrazom (beyaz ok) goriilmektedir.



Sekil 4.5.12. Ani-AKH-5 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicresinin ultrastriiktiirii goriilmektedir. Niikleus (N), mitokondriyum (Mi),
vakuoller (beyaz okbaslari) ve migrazom (beyaz ok) goriilmektedir.
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Sekil 4.5.13. Ani-AKH-10 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicresinin niikleusu (N), mitokondriyumlar (Mi) vakuoller (beyaz okbaslari) ve
hiicre yiizeyinde az sayida filopod (ok) goriilmektedir.
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Sekil 4.5.14. Ani-AKH-10 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicrelerinin genel ultrastriiktiirii goriilmektedir. Niikleus (N), ve migrazomlar
(beyaz oklar) goriilmektedir.



67

Sekil 4.5.15. Ani-AKH-10 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicresinin genel ultrastriiktiirii goriilmektedir. Niikleus (N) ve migrazomlar
(beyaz oklar) goriilmektedir.



Sekil 4.5.16. Ani-AKH-50 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicresinin ultrastriiktiirii goriilmektedir. Niikleusu (N). Mitokondriyumlar (Mi)
az sayida vakuol ve filopod iceren hiicrenin yaminda otofajik vakuollerle dolu
hiicre kalintis1 goriilmektedir.
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Sekil 4.5.17. Ani-AKH-50 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicrelerinin genel ultrastriiktiirii goriilmektedir. Sitoplazmasinda biiyiik
vakuoller iceren C6 hiicresi ile kondanse niikleus ve tomurcuklanmalar iceren C6
hiicresi goriilmektedir. Niikleusu (N), (beyaz okbas1), vakuoller (beyaz okbaslar)
ve tomurcuklanmalar (siyah okbaslari).
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Sekil 4.5.18. Ani-AKH-50 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicrelerinin genel ultrastriiktiirii goriilmektedir. Niikleus (N). Otofajik vakuoller
(beyaz okbaslarr).
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Sekil 4.5.19. Ani-AKH-50 grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, C6 glioma
hiicresinin niikleusu (N), sitoplazmasinda mitokondriyumlar (Mi) ve
endoplazmik retikulum sisternasi goriilmektedir.
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5. TARTISMA

BDNF, no6ronlarmin gelisimi ve yasamasmda (8, 56, 178), dendritlerin
biiyiimesinde ve sinaptik plastisitede (179, 180) rol oynamaktadir . BDNF ekspresyonu
fizyolojik olaylarda ve patolojik durumlarda degismektedir. BDNF’nin sentezindeki
yetersizligin ya da bozuklugun, ndrolojik ve norodejeneratif hastaliklara yatkinligi
arttirdigina dair ¢alismalar bulunmaktadir (1, 10, 11).

Aragtirmalar, BDNF 'nin sizofreni hayvan modellerinde plazma ve CSF ’de ve
sizofreni hastalarinin postmortem beyinlerinde azalarak, anormal sekilde diizenlendigini
gostermektedir (181-183). Bu nedenle, nérotrofik bir faktér olan BDNF’ nin arttirilmasi
sizofreni gibi psikiyatrik durumlar i¢in yeni bir tedavi yaklasimi olabilir (1). Son
calismalar, noroleptik ilaclarin etkisinin sadece ndrotransmiterler iizerinde degil,
norotrofik faktorler araciligiyla da diizenleyici etkiye aracilik ederler. Cesitli calismalar
hem sizofreni deneklerinde hem de sizofreni hayvan modellerinde antipsikotiklerin
BDNF seviyeleri tizerindeki farkli etkilerini bildirmistir (184-186).

Jozwiak-Bebenista ve arkadaslari, antipsikotik ilaglarm, monoaminerjik
ndrotransmisyonun diizenlenmesine ek olarak beyindeki norotrofik faktorlerin
ekspresyonunu da etkileyebilecegini one siirmiislerdir. Caligmalarinda astrosit benzeri
glioblastoma hiicre hattin (T98G) ‘da, birinci kusak (haloperidol) ve ikinci kusak
(olanzapin ve amisiilpirid) ndroleptik ilaglarin BDNF ekspresyonu iizerindeki etkilerini
incelenmiglerdir. RtPCR teknigini kullanarak, test edilen ii¢ noroleptikten hem
haloperidol hem de olanzapinin (20 uM 'de degil fakat 5 uM konsantrasyonda), 72 saat
inkiibasyondan sonra benzer bir etkinlikle BDNF mRNA ekspresyonunu artirdigini
gostermislerdir (1).

Sizofreni diinya niifusunun yaklasik % 0,5-1 'ini etkileyen ndropsikiyatrik bir
bozukluktur. Hastalik, en Onemli insan Ozelliklerinden; konusma, diisiince,
algilama, davranis ve benlik duygusunu etkileyen, bilisses ve duygusal kopuklukla
karekterizedir (187). Sizofreninin patofizyolojisi hala net degildir; noron gelisimi
stiregleri bozan, karmasik genetik ve gevresel etkilesimleri igerir. Noron gelisimi ve
korunmasinda 6nemli rol oynayan norotrofin fonksiyonunda bozulmalarin, hastaligin
etiyolojisine etkisi olabilecegi One siirlilmiistiir. Sizofreni hastasinda BDNF, tiim
sinyalizasyonu etkileyen bir norotrofindir (188). BDNF, sinir sisteminin gelisiminde yer
alan beyinde en bol bulunan nérotrofindir (189). BDNF 'nin iskemik (190, 191),
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glutamerjik (192) ve hipoglisemik hasarlara (193) karsi olgun néronlar1 koruyarak
sagkalimini arttirdig1 gosterilmistir.

Degisik antipsikotiklerin BDNF seviyeleri tizerindeki farkl etkileri, sizofreni
hastalarinda birinci kusak ndroleptik ilaglar (FGA'lar) ve ikinci kusak antipsikotik
ilaglar (SGA'lar) igin saptanan farkli tedavi edici etkileriyle iliskili olabilir. Bununla
beraber, néronlarin yani sira, merkezi sinir sistemindeki diger hiicre tiplerinde mRNA
ve protein seviyesinde, noroleptikler tarafindan BDNF'nin diizenlenmesi hakkinda ¢ok
az bilgi mevcuttur. BDNF 'yi depolayabilen ve salgilayabilen glial hiicrelerin,
sizofreninin patofizyolojisine glial disfonksiyonla katkida bulunabilecegi One
stiriilmiistiir (194-196).

Antipsikotik ilaglar farkli mekanizmalarla etki gosterir. Birinci kusak noroleptik
ilag olan haloperidol ile temsil edilen bir dopamine Dj-reseptor antagonistidir.
BDNF'nin, antidepresan ilag etki mekanizmasindaki rolii, beyin monoaminleri ile yakin
iliskisi nedeniyle One siirtilmistiir (197, 198). BDNF, serotonerjik noronlar igin giiglii
bir trofik ajandir (199). Insan ¢alismalari, BDNF diizeylerinin depresyonda azaldigini
ve antidepresanlarin uygulanmasiyla normallestigini gostermistir (197, 200, 201).
Kemirgenlerde yapilan arastirmalarda da BDNF'nin stres ile azaldigi ve kronik
antidepresan tedavisinin, hipokampusda BDNF ekspresyonunu artirarak, stresin
etkilerini ortadan kaldirabildigini gosterilmistir (179, 198, 202). Hatali BDNF sentezine
sahip transgenik farelerde ise 6nceki galismalarla uyumlu sekilde antidepresan ilaglara
yanitta basarisiz oldugu gosterilmistir (203-205). Son olarak, depresyon teshisi ile
intihar eden kisilerin beyninde BDNF mRNA seviyeleri diisiik bulunmustur (206-208).

Bu bulgular, BDNF artisinin, antidepresan tedavisinin etkinligi i¢in, ¢ok 6nemli
bir faktor oldugunu gostermektedir. Glial hiicrelerin BDNF ‘yi depolayip, salgilamasi
da depresyon ve BDNF iligkisinde 6nemli rol oynadiklarin1 géstermektedir (209, 210).
BDNF, hem serotonin hem de norepinefrin geri alim inhibitorleri dahil olmak iizere
birkag farkli antidepresan sinifiyla, tedavi edilerek arttirilir (211). Bu artis, hem hayvan
(204) hem de insan (212) ¢alismalarinda terapétik yanitla iliskilidir. Noronlar iizerine
cok sayida ¢alisma olmasma ragmen, antidepresanlarin merkezi sinir sistemindeki diger
hiicre tiplerinde BDNF {izerindeki etkisi ¢ok arastirtlmamustir (74, 213, 214). Glial
hiicreler, ¢ok sayida trofik iireterek ve salarak nodronlar i¢in, normal ve patolojik

durumlarda destek ve koruma saglarlar (215, 216).
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Bu nedenle, ¢alismamizda antidepresan ilaclar haloperidol ve klozapinin, bir
glioblastoma-astrosit hiicre hattinda (C6) BDNF sentezi ilizerine hiicre kiiltiiriinde
etkilerine baktik. Calismamizda 24 saat kiiltiirii yapilan C6 glioma hiicrelerinin BDNF
antikoru boyanma siddetine bakildiginda, kontrol grubu ile klozapin ve haloperidol
gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi. BDNF antikoru boyanma siddetinin
azalmasi, gruplar arasinda canli ve Olii hiicre sayimlar1 bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmasa da klozapin ve haloperidol gruplarinda canli hiicre
sayilarinin azalmasi gibi ilaglarin olumsuz etkileri BDNF antikoru boyanma siddetinin
diisiisiiyle baglantili olabilir. Nitekim, Yael ve ark. ‘nin yaptiklar1 g¢aligmada,
haloperidol, hem striatal sistem hem de limbik sistemdeki hiicrelerin sayisinda bir
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (138). Huang ve ark. ‘nin yaptig1 ¢calismada da
norit, sinaptik spin ve sinaps kaybma yol actiklari saptanmistir (139). Bu nedenle
kullandigimiz antipsikotik dozlarinin glial hiicrelerde anlamli olmasa da sayica ve
BDNF antikoru boyanma siddeti azalmasi antipsikotiklerin olumsuz etkileriyle
uyumludur. Elektron mikroskobunda klozapin ve haloperidol gruplarinda C6 glioma
hiicrelerinde dejenerasyonun ve apoptozisin belirtilerinden olan otofajik vakuollerin
artigl, filopodlarin azalmasi, hiicre tomurcuklanmasi ve nukleus kondensasyonunun
goriilmesi tipik ve atipik antipsikotiklerin olumsuz etkileriyle uyumludur.

Kontrol grubu ile Ani-AKH-5, Ani-AKH-10 ve Ani-AKH-50 gruplart BDNF
antikoru boyanma siddeti bakimindan anlamli bir artis gosterdiler. Ani-AKH-5, Ani-
AKH-10 ve Ani-AKH-50 gruplar1 sirasiyla doz artislariyla paralel olarak BDNF
antikoru boyanma siddeti gosterdiler. Ani-AKH-5 ile Ani-AKH-10 grubu arasindaki
BDNF antikoru boyanma siddeti farki anlamli degilken, Ani-AKH-50 grubu ile
arasindaki fark anlamliydi. Fakat en yiiksek doz olan Ani-AKH-50 grubu C6 glioma
hiicrelerinde dejenerasyonun ve apoptozisin belirtilerinden otofajik vakuollerin
biiylikligiinde artis, filopodlarda azalma, hiicre tomurcuklanmasi ve nukleus
kondensasyonu gozlendi. Bu nedenle Ani-AKH-50 dozunun canli ve o&lii hiicre
sayimlar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermese de diger AKH
gruplarina gore azalmasi, ultrastriiktiirel dejenerasyon ve apoptozisin bulgulariyla

uyumluydu.
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Ik olarak Ma ve ark. (2015) tarafindan kesfedilen bir yap1 olan migrazomlar
migrasyonla baglantili bir organel olarak bildirilmistir. Son yillarda yapilan
caligmalarda, migrazom organeli ve migrasitoz adi verilen yeni bir hiicresel siirecin
kesfi bildirilmistir. Migrasitoz sirasinda, go¢ eden hiicre, arkasinda geri ¢ekme lifleri
birakir ve migrazomlar, geri ¢ekme liflerinin uglarinda veya kesisim noktalarinda biiyiir.
Migrazomlar ¢ok sayida kiigiik vezikiil ve sitosolik icerik igerir ve migrazomlarin
biiylimesi sirasinda hiicresel igeriklerin migrazomlara translokasyonu meydana gelir.
Sonunda, geri ¢ekme lifleri parcalanir ve migrazomlar ortama salmir veya dogrudan
cevreleyen hiicreler tarafindan alinir.

Migrazomlar, karakteristik morfolojik 6zelliklere sahip zara bagl hiicresel yapilardir.
Hiicreler, vezikiiller ve sitozolik proteinler dahil olmak tizere hiicresel igerikleri serbest
birakmak i¢in migrazomlar1 kullanabilir. Hiicre biyolojisinde, bir organel, belirli bir
islevi yerine getiren bir hiicrenin 6zel bir alt birimidir. Bir organelin diger bir 6nemli
ozelligi, genellikle kendi zar1 i¢inde yer almasidir. Bu nedenle, bu kriterlere gore,
migrazomun yeni bir organel oldugu ileri siiriilmektedir (161, 168, 217).

Bildigimiz kadariyla, ¢alismamiz Ani-AKH ‘nin C6 glioma hiicrelerinde migrazom
olusumuna neden olmasi1 ilk rapordur. Ani-AKH-5 ve Ani-AKH-10 grublarinda
gruplarinda migrazom organelleri gozlenirken, Ani-AKH-50 grubunda ise gézlenmedi.
Ani-AKH-50 grubunda migrazom organeli gozlenmemesi, filopod azalmasiyla
baglantili olabilir. Hu ve ark. ‘nin yaptiklar1 ¢alismada kiltliriinii yaptiklar1 fare
peritoneal makrofajlarin filopodlarnin hareketi (retraksiyonu) swrasinda migrazom
benzeri kolesterolden zengin partikiiller biraktiklarini bildirmislerdir (218). Bobrek
bowman kapsiiliinii déseyen epitel hiicre hatti, néron ve embriyonik kok hiicreler gibi
cesitli hiicre tiplerinde de migrazomlar filopod yapilar1 gibi uzantilarla hiicre membrani
ve sitozol ile baglantili olan ve degisik sayida vezikiiller igceren yapilar olarak
tamimlanmiglardir (161, 164, 168). Bu nedenle Ani-AKH-50 grubunda migrazom
organeli gozlenmemesi, filopod kaybi ve hiicre dejenerasyonunda artigin goriilmesiyle
baglantili olabilir. Migrazom olusumu, C6 glioma hiicrelerinin metastatik 6zellikleriyle
de baglantili olabilir. Ani-AKH ‘nin in vivo’ da migrazom olusuna neden olup olmadigi
ultrastriiktiirel olarak elektron mikroskobunda arastirilabilir. Ayrica, bundan sonra
yapilacak ¢aligmalarda tetraspanin (TSPAN) (164, 165, 167) ve integrin al, a3, a5, p1
(164) gibi migrazom belirteg proteinlerinin gosterilmesi de eklenerek farkli hipotezlerin

smanmasi diisiiniilebilir.
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Sonug¢ olarak; Ani-AKH ‘nin in vitroda C6 glioma hiicrelerinde doza bagli olarak
BDNEF iiretimini arttirdig1 goriilmistiir. Cesitli norodejeneratif hastaliklarda ve norolojik
bozukluklarda, BDNF’nin iiretimini arttiracak yeni bir tedavi edici faktor olarak
kullanilabilir. Ani-AKH diisiik dozlarda antipsikotik veya diger tedavi edici ilaglarla
kombine edilerek destekleyici alternatif bir tedavi segenegi olarak goriilebilir. Fakat
deneysel olarak in vivoda ve in vitroda ve klinikte tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
icin ileriye doniik olarak yeni ve daha fazla ¢alismalarla arastirilmasi ve desteklenmesi

gereklidir.
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