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Amaç: Bu çalışmada insan nöroblastoma SH-SY5Y hücre kültüründe 
glutamat ile oluşturulan nörotoksisitede, oksitosinin nörit büyümesi, 
hücre canlılığı, hücre proliferasyonu ve apoptozise olan etkilerinin 
araştırılması ve olası nöroprotektif etkinliğinin gösterilmesi amaçlanmıştır.

Yöntem: Oksitosinin, glutamatın toksisitesi üzerine etkileri insan 
nöroblastoma SH-SY5Y hücre hattında Nörotoksisite Tarama Testi 
(NTT), apoptotik etkileri terminal deoksinükleotidil transferaz 
kırık-uç işaretlenmesi (TUNEL) yöntemi ve hücre canlılık testi 
3-(4.5-dimetiltiyazol-2-il)-2.5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) yöntemi 
ile incelendi. Nörotoksisite tarama testinde; hücre kültürüne glutamat 32 
µM konsantrasyonunda eklenerek nörotoksisite oluşturuldu. Oksitosin 1, 
3, 10, 30 ve 100 µM konsantrasyonlarında eklenerek nörit inhibisyonuna 
etkisi incelendi. Glutamat uygulamasının apoptozise neden olduğu 
TUNEL yöntemi ile gösterildi. Glutamat ile birlikte oksitosinin farklı 
dozlarda verildiğinde ortaya çıkan antiapoptotik etki apoptotik endeks 
ile değerlendirildi.

Bulgular: Glutamatın doz bağımlı nörotoksik etki gösterdiği ve 32 μM 
konsantrasyonda nörit uzamasını %50 oranında azalttığı saptandı. 
Glutamat ile oluşan nörit uzaması inhibisyonunun oksitosin uygulanarak 
doza bağımlı olarak azaldığı gösterildi. Özellikle oksitosinin 10 µM 
konsantrasyonlarından itibaren anlamlı olarak nörit inhibisyonunu 
azalttığı ve nöroprotektif etki gösterdiği tespit edildi. Hücre canlılık testi 
(MTT) sonucuna göre glutamatın hücre proliferasyonunu %50 azalttığı 
konsantrasyon 54 µM olarak belirlendi. Ardından oksitosin uygulaması 
ile glutamatın hücre proliferasyonuna olan olumsuz etkisini oksitosinin 
doza bağımlı olarak anlamlı olarak azalttığı görüldü.

Sonuç: Glutamatın farklı konsantrasyonlarda hücre çoğalması ve canlılığı 
üzerinde anlamlı toksik etkiye sahip olduğu; oksitosinin ise glutamat ile 
oluşan nörit inhibisyonunu azalttığı, nöroprotektif etkisi olduğu, hücre 
canlılığını artırdığı ve antiapoptotik etkilerinin olduğu gösterildi.

Anahtar Sözcükler: İn vitro, nöroprotektif, nörotoksisite, oksitosin, SY5Y

ÖZ

Introduction: We aimed to investigate the effects of oxytocin on neurite 
growth, cell viability, cell proliferation and apoptosis to demonstrate its 
neuroprotective effect on glutamate induced neurotoxicity in human 
neuroblastoma SH-SY5Y cell culture.

Method: The effect of oxytocin on the toxic effects of glutamate in human 
neuroblastoma SH-SY5Y cell line with the Neurotoxicity Screening Test 
(NTT), apoptotic effects by Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling 
(TUNEL) method and cell viability test by 3-(4.5-dimethylthiazol-2-
yl)-2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) method. In the NTT test; 
Neurotoxicity was induced by adding glutamate at a concentration of 
32 µM to the cell culture. Oxytocin was added at 1, 3, 10, 30 and 100 
µM concentrations and its effect on neurite elongation was investigated. 
It was demonstrated by TUNEL method that application of glutamate 
caused apoptosis. Afterwards, when glutamate and different doses 
of oxytocin were given, antiapoptotic effect was evaluated with the 
apoptotic index.

Results: Glutamate was found to have a dose-dependent neurotoxic 
effect and reduced neurite elongation by 50% at a concentration of 32 
μM. It was shown that the inhibition of neurite elongation caused by 
glutamate decreased in a dose-dependent manner by applying oxytocin. 
Especially oxytocin was found to significantly reduce neurite inhibition 
and show a neuroprotective effect starting from 10 µM concentrations. 
The concentration at which glutamate reduces cell proliferation by 50% 
was determined as 54 µM in MTT. Subsequently, it was observed that the 
adverse effect of glutamate on cell proliferation significantly decreased 
with oxytocin administration, depending on the dose.

Conclusion: It was found that different concentrations of glutamate 
have a significant toxic effect on cell proliferation and viability, glutamate 
inhibits neurite elongation in a dose-dependent manner; oxytocin 
reduces neurite inhibition caused by glutamate, has a neuroprotective 
effect, increases cell viability and has antiapoptotic effects.
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GİRİŞ
Glutamat santral sinir sistemindeki en önemli eksitatör 
nörotransmitterlerden biridir. Glutamat sadece nörotransmisyonda 
değil, aynı zamanda nöral gelişim, sinaptik plastisite, hafıza ve öğrenme 
becerisi ile ilgili önemli rol oynar (1). Glutamat aynı zamanda önemli bir 
nörotoksindir. Hipoksik hasar, hipoglisemi, inme, epilepsi, depresyon ve 
parkinson ile ilişkili durumlarda glutamat reseptörlerinin aşırı uyarımı söz 
konusudur. Glutamatın nörotosik etkisi birçok nörolojik ve psikiyatrik 
hastalık ile ilişkilendirilmiştir (2–5). Normal koşullar altında, glutamat beyin 
gelişimi sırasında hücrenin hayatta kalması, göçü ve farklılaşmasından 
sorumluyken aşırı miktarda glutamat oksidatif stres veya eksitotoksisite 
yoluyla nöronal hücre ölümüne yol açar (6). Otizmin patofizyolojisi ile 
ilişkilendirilen nörokimyasal anormalliklerden birinin gama aminobütirik 
asit (GABA) inhibisyondaki baskılanma olduğu (7) ve bu baskılanmanın 
GABA sentezleyen glutamat dekarboksilazın ekspresyonundaki azalma 
nedeniyle olabileceği ileri sürülmüştür (8). Otizmli bireylerin beyin 
dokularında glutamaterjik yolakla ilişkili eksitatör aminoasit taşıyıcısı ve 
glutamat reseptörünü içeren birçok genin ekspresyonunda artış bildiren 
çalışmaların (9,10) yanı sıra otizmin hipoglutamaterjik bir bozukluk olduğu 
yönünde bulgular sunan çalışmalar da olduğu görülmektedir (11,12). 
Glutamatın nörotoksik etkisi nedeni ile nöron kültürü çalışmalarında 
nörotoksisite oluşturmak için glutamat kullanılmaktadır (13–15).

Nöropeptid bir hormon olan oksitosinin bağlanma, sosyal tanıma 
ve saldırganlık da dâhil olmak üzere karmaşık sosyal davranışlarda 
düzenleyici etkileri vardır. Ek olarak doğum ve laktasyonun nöroendokrin 
düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır (16). Oksitosinin 
sitoprotektif etkilerini antienflamatuvar, antiapoptotik ve antioksidan 
özellikleri aracılığı ile gösterdiğini ortaya koyan çalışmalar vardır (17,18). 
Glutamat ile oksitosin ilişkisi incelendiğinde, oksitosinin spinal kordda 
reseptörlerine bağlanarak glutamat seviyelerini azalttığı gösterilmiştir 
(19). Hücre canlılığı üzerine etkileri incelendiğinde oksitosinin hücre 
canlılığı ve nörit büyümesi üzerine olumlu etkileri bulunmuştur (20).

Bu çalışmanın amacı; glutamat uygulanarak oluşturulan nörotoksik 
etkiye karşı oksitosinin insan nöroblastoma hücre hattında etkilerini 
araştırmaktır.

YÖNTEM
Araştırmanın hipotezi “insan nöroblastoma hücre kültüründe glutamat 
aracılı oluşturulan nörotoksisite modelinde oksitosin nörotoksik etkileri 
azaltmaktadır” olarak belirlendi. Çalışma için etik kurul onayı Manisa 
Celal Bayar Üniversitesi Tıp Fakültesi Sağlık Bilimleri Etik Kurulu’ndan 
13/09/2017 tarih ve 20.478.486 karar numarası ile alındı. Çalışma Manisa 
Celal Bayar Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 
2018–209 numaralı proje ile desteklendi.

Veri Toplama Araçları
Kullanılan hücre dizini İnsan Nöroblastoma hücre hattı SH-SY5Y’dir 
(American Type Culture Collection, USA) (ATCC CRL-2266). Glutamat 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), oksitosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), hücre kültürü 
medyumu, fetal bovin serum, penisilin/streptomisin ve tripsin gibi 
reaktifler Gibco’dan (Invitrogen Inc., Grand Island, New York, USA) alındı.

Veri Toplama Yöntemi

Nörotoksisite Tarama Yöntemi
Hücre kültürü: SH-SY5Y nöroblastoma hücreleri kültür ortamında (flask 
içinde) %10 fetal calf serum ve %1 penisilin/streptomisin solüsyonu 
(10000 U/10 mg) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM): F12 ile 
proliferasyon medyumu 37°C ve %5 CO

2 
koşullarını sağlayan etüv içinde 

çoğaltıldı (21).

Diferansiyasyon (farklılaşma) medyumu: %0,1 penisilin/streptomisin 
solüsyonu+0,5 mM d-cAMP+gentamisin solüsyonu üzerine 100 ml 
tamamlanacak şekilde yüksek glukozlu DMEM ilavesi ile elde edildi.

Oksitosinin Nörotoksisite Tarama Testi
İlk gün tüm kuyucuklara (well) 500 µl hacimde proliferasyon medyumu 
içerisine her kuyucukta 15.000 hücre olacak şekilde SH-SY5Ynöroblastoma 
hücresi konuldu. Yirmi dört saat sonra ilk üç kuyucukta proliferasyon 
medyumu (negatif kontrol) ve geri kalan tüm kuyucuklardan medyum 
çekilerek serum içermeyen DMEM içine dibütiril cAMP (1 mM) 
diferansiyasyon medyumu eklendi. Üç kuyucuğa herhangi bir madde 
eklenmedi (pozitif kontrol). Diğer kuyucuklara her üç kuyucuğa bir 
konsantrasyon olacak şekilde 0,1, 1, 3, 10, 30 ve 100 µM konsantrasyonda 
oksitosin konuldu. Yirmi dört saat sonra hücreler 10 dakika %4 formaldehid 
(PBS) içinde fikse edildikten sonra üç dakika Coomassie Blue boyasında 
(%0,6) bekletildi. Boyanmış örnekler daha sonra PBS ile yıkandı. Daha sonra 
ışık mikroskobu altında rastgele seçilen 10 farklı sahadan 100 hücredeki 
nörit uzunlukları görüntü analiz sistemi ile ölçüldü. Ölçülen nörit uzunluğu 
değerleri % inhibisyon ile değerlendirildi (22).

Glutamatın Nörotoksik Etki Düzeyi
Glutamat uygulaması öncesinde hücre kültürüne eklenecek dozu tespit 
etmek amacıyla tüm kuyucuklara 500 µl hacimde proliferasyon medyumu 
içerisine her kuyucukta 16.000 hücre olacak şekilde SH-SY5Y hücresi 
konuldu. Yirmi dört saat sonra ilk üç kuyucukta proliferasyon medyumu 
(negatif kontrol), geri kalan tüm kuyucuklardan medyum çekilerek 
serum içermeyen DMEM içine dibütiril cAMP (1 mM) diferensiyasyon 
medyumu ve glutamat 20 mmol/L, 40 mmol/L, 60 mmol/L ve 80 mmol/L 
konsantrasyonlarda uygulandı. 24 saat sonra hücreler 10 dakika %4 
formaldehid (PBS) içinde fikse edildikten sonra üç dakika Coomassie 
Blue boyasında (%0,6) bekletildi. Boyanmış örnekler daha sonra PBS ile 
yıkandı. Işık mikroskobu altında rastgele seçilen 10 farklı sahadan 100 
hücredeki nörit uzunlukları görüntü analiz sistemi ile ölçüldü. %50 nörit 
inhibisyonu yapan konsantrasyon araştırıldı.

Glutamat ile Oluşturulan Nörotoksisite Üzerine Oksitosinin 
Etkisi
Glutamat uygulaması öncesinde hücre kültürüne eklenecek dozu tespit 
etmek amacıyla tüm kuyucuklara 500 µl hacimde proliferasyon medyumu 
içerisine her kuyucukta 16.000 hücre olacak şekilde SH-SY5Y hücresi 
konuldu. Yirmi dört saat sonra ilk üç kuyucukta proliferasyon medyumu 
(negatif kontrol), geri kalan tüm kuyucuklardan medyum çekilerek 
serum içermeyen DMEM içine dibütiril cAMP (1 mM) diferansiyasyon 
medyumu ve glutamat 32 µM konsantrasyonunda eklenerek nörotoksisite 
oluşturuldu. Her üç kuyucuğa, 1, 3, 10, 30 ve 100 µM konsantrasyonda 
oksitosin konuldu. Kültür tabağındaki üç kuyucuğa herhangi bir madde 
eklenmedi (pozitif kontrol). Yirmi dört saat sonra hücreler 10 dakika %4 
formaldehid (PBS) içinde fikse edildikten sonra üç dakika Coomassie 
Blue boyasında (%0,6) bekletildi. Boyanmış örnekler daha sonra PBS ile 

Öne Çıkan Noktalar
•	 Oksitosin, glutamatın hücre proliferasyonuna olan 

olumsuz etkisini azalttığı, 

•	 Oksitosinin farklı dozlarda glutamat toksisitesine hücre 
proliferasyonunda etkisi olduğu, 

•	 Oksitosin uygulamasının glutamat toksisitesine bağlı 
hücre ölümüne engel olduğu, 

•	 Glutamat varlığında oksitosinin farklı dozlarında 
antiapoptotik etkisi olduğu belirlendi.
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yıkandı. Işık mikroskobu altında rastgele seçilen 10 farklı sahadan 100 
hücre deki nörit uzunlukları görüntü analiz sistemi ile ölçüldü. Ölçülen 
nörit uzunluğu değerleri % inhibisyon ile değerlendirildi.

Hücre Canlılık Testi (MTT) Metabolizması
Hücre canlılık testi çalışması, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2, 
5-difeniltetrazolyum bromidin mor formazan ürününe redüksiyonu, 
hücre yaşamı ve proliferasyonu ölçmek için kullanılan bir yöntemdir. İlk 
gün, tüm kuyucuklara 300 µl hacimde proliferasyon medyumu içerisine 
her kuyucukta 16.000 hücre olacak şekilde SH-SY5Y nöroblastoma 
hücresi konularak 24 saat inkübasyona bırakıldı. Yirmi dört saat 
hücreler proliferasyon medyumu içerisinde ilk kuyucuktan başlayarak 
sırasıyla negatif kontrol, 1, 3, 10, 30 ve 100 µM konsantrasyonlarda 
oksitosin konularak deney düzeneği oluşturuldu. Aynı deney 24 saat 
glutamat ile toksisite oluşturulduktan sonra sırasıyla negatif kontrol, 
1, 3, 10, 30 ve 100 µM konsantrasyonlarda olacak şekilde oksitosin 
konularak tekrarlandı. İkinci gün proliferasyon medyumunda hücreler 
bekletildi. Üçüncü gün, oksitosin içeren medyum çekilerek hücrelerden 
uzaklaştırıldı ve her bir kuyucuğa 100 μl taze medyum konuldu ve 
üzerine 10 μl 12 mM MTT stok solüsyonundan eklendi. İnkübatörde 
dört saat 37°C’de bekletildi. İnkübasyon sonrası MTT içeren medyum 
pipetle çekilerek uzaklaştırıldı. Hücrelere 50 μl DMSO (DMSO, A3672, 
Darmstadt, Germany) eklendi, oda ısısında 10 dakika süreyle bekletildi. 
Absorbans 570 nm’de dalga boyu seçicisi sistemli mikroplaka okuyucu 
spektrofotometrede (ELx800UV, BioTek) tespit edildi. Her deney 3 kez 
tekrarlandı. Kontrol grubuna göre ölçülen absorbanslar karşılaştırılarak 
oksitosinin koruyucu etkisi hakkında bilgi edinildi (22).

Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL) Boyaması
Apoptotik hücre ölümünün belirlenmesinde Terminal Transferase 
dUTP Nick End Labeling (TUNEL) boyama yöntemi kullandı. Glutamatlı 
ve glutamatsız hücreler PBS’de hazırlanmış %4’lük paraformaldehid 
solüsyonu (pH 7,4) ile fikse edildikten sonra 3 defa 5’er dakika PBS 
ile yıkandı. Daha sonra 1/500 oranında PBS ile dilüe edilen 20-µg/ml 
Proteinaz-K 15 dakika uygulandı. Beşer dakika üç kez PBS ile yıkamayı 
takiben beş dakika hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra yeniden 
beşer dakika üç kez PBS ile oda ısısında yıkandı. Örnekler beş dakika 
Equilibration buffer ile oda ısısında tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli 
atmosferik ortamda 37°C’de 60 dakika plastik slipler kesitleri kapatacak 
şekilde bekletildi. Sürenin ardından Stop Wash Buffer ile 10 dakika 
bekletildikten sonra Antidioksigenin Peroksidaz konjugatı ile 30 dakika 
muamele edilen örnekler beşer dakika üç kez PBS ile yıkandı. Ardından 
DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapıldı, birkaç kez distile su ile yıkama 
yapıldı. Artalan boyaması Mayer’s Hematoksileni ile yapıldı. Kör yöntemle 

TUNEL pozitif hücreler saptanmaya çalışıldı. İmmünohistokimyasal 
değerlendirmede boyanın yoğunluğu ve dağılımına göre körlemesine 
semi-kantitatif puanlama yapıldı. Apoptotik endeks için doku kesitlerinin 
fotoğrafları çekildi ve 10 farklı alanda toplam hücre miktarı ve TUNEL 
pozitif hücreler sayılarak formüle göre endeks hesaplandı (23).

İstatistiksel Analiz
İstatistiksel analiz GraphPad programı (GraphPad Software, Inc., San 
Diego, CA) ile yapıldı. Tanımlayıcı veriler ortalama ± standart hata ile 
belirtildi. Farklı dozlardaki oksitosin ile kontrol grubunun, glutamat ile 
kontrol grubunun ve glutamat ile oksitosin gruplarının karşılaştırılmasında 
tek yönlü varyans analizi (ANOVA) uygulandı. Anlamlılığın hangi grupta 
olduğunu belirlemek için post hoc testi olarak Tukey kullanıldı. İstatistiksel 
olarak anlamlı p değeri 0,05’in altı olarak kabul edildi.

BULGULAR

Oksitosinin Nörotoksisite Tarama Testi
Oksitosinin farklı dozlarda nörit uzamasına etkisinin kontrol grubuna 
göre farklı olmadığı görüldü (p>0,05).

Glutamatın Nörotoksisite Tarama Testi
SH-SY5Y kültür ortamında glutamatın doz bağımlı bir şekilde anlamlı 
bir ılımlı nörotoksik etkisi görüldü (Şekil 1). Glutamatın 32 μM 
konsantrasyonda nörit uzamasını %50 oranında azalttıığı saptandı. 
SH-SY5Y hücrelerinde glutamat ile oluşan nörotoksisitenin oksitosin 
uygulanarak doza bağımlı olarak azaldığı saptandı. Özellikle oksitosinin 10 
µM konsantrasyonlarından itibaren oldukça anlamlı nörit inhibisyonunu 
azalttığı ve nöroprotektif etki gösterdiği tespit edildi (p<0,05) (Şekil 2).

Hücre Canlılık Testi Metabolizması Sonuçları
Oksitosin uygulamasının hücre çoğalmasını azaltmayıp anlamlı derecede 
artırdığı saptandı (p>0,001) (Şekil 3, 4). Farklı konsantrasyonlarda uygulanan 
glutamatın hücre çoğalması ve canlılığı üzerinde anlamlı (p<0,05) bir 
toksik etkiye sahip olduğu saptandı. Glutamatın hücre proliferasyonunu 
%50 azalttığı konsantrasyon (IC50) 54 µM olarak belirlendi. Glutamatın 
IC50 dozunda gösterdiği nörotoksik etkiye karşı farklı konsantrasyonlarda 
uygulanan oksitosinin hücre çoğalması ve canlılığı üzerinde anlamlı 
(p<0,05) bir etkiye sahip olduğu saptandı (Şekil 5).

Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling Boyama Sonuçları
54µM glutamat uygulanan hücre kültürüne oksitosin 10, 30 ve 100 µM 
dozlarda uygulanarak apopitotik etkiler gözlenmeye çalışıldı. Sadece 
glutamat uygulanan grup ile oksitosin uygulanan gruplar arasında 

Şekil 1. Glutamat uygulanan hücrelerde nörit uzamasının inhibisyonu (kontrol grubuna 
göre, *p<0,01, **p<0,001).

Şekil 2. Glutamat 32 µM ile oluşturulan nörit inhibisyonuna oksitosinin değişik 
konsantrasyonlarda etkisi (kontrol grubuna göre, *p<0,01, **p<0,001; glutamat 32 µM 
grubuna göre, #p<0,05, ##p<0,001).
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apoptotik hücre sayısını istatistiksel olarak anlamlı (p<0,05) azalttığı 
görüldü (Şekil 6). Glutamat ile birlikte 100 uM oksitosin uygulanan grup 
ile kontrol grubu arasında apoptotik hücre sayıları arasında anlamlı bir 
fark görülmedi (p>0,05).

TARTIŞMA
Bu çalışmada insan nöroblastoma SH-SY5Y hücre kültüründe glutamat 
ile oluşturulan nörotoksisitede oksitosinin nörit büyümesi, hücre canlılığı, 
hücre proliferasyonu ve apoptozise olan etkileri araştırıldı. Apoptotik 
hücre ölümünün belirlenmesinde TUNEL boyama, hücre canlılığı ve 
proliferasyonu MTT testi ve oksitosin ve glutamatın olası nörotoksik etkisi 
NTT testi ile belirlendi. Glutamat ile oluşan nörit inhibisyonunu oksitosinin 
doz bağımlı bir şekilde azalttığı, oksitosinin doza bağlı nöroprotektif etkisi 
olduğu ve antiapoptotik etkilerinin olduğu gösterildi.

Oksitosin reseptörlerinin glial ve nöroblastoma hücre hattı kültürlerinde 
varlığı gösterilmiştir (24). Oksitosin reseptörleri, G proteinine bağlı 
ikincil habercilerle ilişkidedir. Bunların aktivasyonu, sitozolik kalsiyumu 
artırır, bu da sinyalle düzenlenen protein kinazların aracılık ettiği hücre 
iskeleti değişikliklerine neden olabilir (25). Nöronal hücrelerdeki yapısal 
değişiklikler, bir dizi nöropeptidin etkisi ile ilişkilidir. Ancak yapılan 
çalışmalar G proteinine bağlı reseptörler aracılığıyla hareket eden çeşitli 
nöropeptitlerin nörit büyümesini modüle edebileceğini ileri sürmektedir 
(26,27). Hücre iskeleti, nörit büyümesinde önemli bir rol oynar. Hücre 
iskeleti mikrotübülleri ve mikrofilamentler arasındaki etkileşim ve 
bunların dinamik değişiklikleri, nörit büyümesi ve nöronal farklılaşma 
için gereklidir (28). Oksitosinin SH-SY5Y, SK-N-SH ve U87-MG hücre 
hatlarında etkili olduğu ancak oksitosinin etkisini göstermede en duyarlı 
olan hücre hattının SH-SY5Y olduğu saptanmıştır (20). Bu nedenle 
çalışmamızda SH-SY5Y hücre hattını kullandık.

Şekil 3. Oksitosin varlığında kültür ortamında yapışan ve çoğalan SH-SY5Y hücrelerinin faz kontrast görüntüleri.

Şekil 4. Oksitosinin farklı konsantrasyonlarında hücre canlılık testi (MTT) metabolizması 
üzerine etkileri (kontrol grubuna göre, **p<0,01, ***p<0,001).

Şekil 5. Glutamat toksisitesinde oksitosinin farklı konsantrasyonlarında koruyuculuğu 
için hücre canlılık testi (MTT) metabolizması üzerine etkileri (glutamat 54 µM grubuna 
göre, *p<0,05).

Şekil 6. Oksitosin varlığında glutamat toksistesinin apoptotik hücre sayılarına etkisi 
(kontrol grubuna göre, *p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001; glutamat 54 μM grubuna göre, 
#p<0,05).
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Çalışmamızın ilk aşamasında glutamat ve oksitosinin nörotoksik etkileri 
belirlenmeye çalışılmış olup NTT testi ile nörit uzunlukları hesaplandı. 
Oksitosin tek başına nörotoksik etki göstermedi. Glutamatın ise doz 
bağımlı bir şekilde anlamlı bir ılımlı nörotoksik etkisi olduğu görüldü. 
Glutamatın nörit inhibisyonuna oksitosin uygulamasının doza bağımlı 
koruyucu etkisi olduğu saptandı. Yakın zamanda yapılan bir çalışmada 
SH-SY5Y hücrelerinde vazopressin ve oksitosinin nörit büyümesine 
etkileri de karşılaştırılmış, oksitosinin anlamlı olarak nörit büyümesini 
daha fazla artırdığı gösterilmiştir (29). Başka bir çalışmada Magel2 
nakavt farelerde oksitosinin nörit büyümesi ve sinaps oluşumu üzerine 
etkisi gösterilmiştir (30). Bakos ve ark. oksitosinin nöroblastoma hücre 
hattında hücre çoğalması ve hücre canlılığını artırmasının BDNF ya 
da NGF ile olmadığını bildirmişlerdir (20). Oksitosinin nörit büyümesi 
ve sinaps oluşum süreçlerinde etkin olduğu gösterilmiş (30,31) ancak 
bu süreçlerdeki spesifik moleküler mekanizmalar henüz tam olarak 
aydınlatılamamıştır.

Oksitosinin ilaç uygulanmayan kontrol grubu ile kıyaslamasında SH-
SY5Y hücrelerinde hücre çoğalması üzerine olası etkilerini gözlemledik. 
Oksitosin uygulanmasının MTT metabolizmasında toksik olmayıp 
hücre çoğalmasını artırdığı görüldü. Deneyde glutamatın hücre 
çoğalması ve canlılığına olan olumsuz etkisine karşı oksitosinin artan 
konsantrasyonlarda koruyucu etkisinin olduğu görüldü. Literatürde 
farklı nörotoksisite yapan kimyasal maddeler üzerine oksitosinin hücre 
canlılığı üzerindeki etkisi incelenmiştir. Önceden oksitosin uygulanmış 
SH-SY5Y hücrelerinin hidrojen peroksite maruz kalması sonucunda 
hidrojen peroksitin hücre canlılığını azaltmasını etkilemediği; bunun 
yanı sıra nörotoksin 6-OHDA’nın oluşturduğu hücre canlılığını 
azaltmasını 1 μM dozda oksitosinin kestiği bildirilmiştir (20). Oksijen-
glikoz yoksunluğuna (OGD) maruz bırakılan oksitosin ile inkübe edilmiş 
olgunlaşmamış hipokampal kültürlerin OGD’nin hemen ardından ve 
ayrıca reoksijenasyondan sonra önemli ölçüde daha yüksek bir canlılığa 
sahip olduğu gösterilmiştir (32).

Literatürde oksitosinin sitoprotektif etkileri üzerine yapılmış çalışmalar 
vardır. Sözü edilen sitoprotektif etkinin antioksidatif, antiapoptotik 
ve antienflamatuvar yolaklar ile sağlandığı savunulmaktadır (33–36). 
Oksitosinin nöroprotektif etkisi farklı deney hayvanı nöron hasarı 
modellerinde de araştırılmıştır. İskemik nöron hasarı modellerinde yapılan 
çalışmalarda oksitosinin nöroprotektif etkisini gösteren çalışmalar vardır 
(37,38). Panaitescu ve ark.’nın yaptıkları çalışmada perinatal asfiksiye 
bağlı hipokampal hasar oluşturulan rat modelinde oksitosin tedavisinin 
hem nöbet yükünü hem de hipokampal hasarı azalttığını bu nedenle 
perinatal asfikside oksitosinin potansiyel bir nöroprotektif rolü olduğunu 
bildirmişlerdir (39). Leuner ve ark., oksitosinin glukokortikoid ya da soğuk 
su yüzme stres testine tabi tutulan sıçanların hipokampüsünde hem hücre 
proliferasyonunu hem de nörogenezi artırdığını göstermişlerdir (40).

Sıçanlarda dopaminerjik nöronlarda rotenonun indüklediği hücre 
hasarında oksitosin uygulamasının kaspaz-3, kaspaz-8, Bax süpresyonu 
yaparak ve Bcl-2 ekspresyonunu artırma yolu ile apoptozisi azaltarak 
sitoprotektif etkisi olduğu bildirilmiştir (41). Yuan ve ark., yaptıkları 
çalışmada oksitosinin lipopolisakkaridin indüklediği mikroglia 
hücrelerinde aşırı aktivasyonu azalttığı ve ERK/p38 MAPK sinyal yolağını 
inaktive ederek proenflamatuvar düzenleyicilerin ve sitokinlerin 
ekspresyonunu azalttığını göstermişlerdir. Ayrıca lipopolisakkarit 
uygulanmasının COX-2 ve iNOS ekspresyonunu istatistiksel olarak 
anlamlı artırdığı, ancak önceden oksitosin uygulanmasının COX-2 ve 
iNOS’un protein ekspresyonunu inhibe ettiğini bildirmişlerdir (42). 
Akman ve ark. tarafından yapılan çalışmada oksitosinin sisplatin kaynaklı 
nörotoksisitede koruyucu etkisini endojen antioksidanları artırarak, lipit 
peroksidasyonunu ve yangıyı azaltarak gösterdiğini rapor etmişlerdir (43).

Çalışmamızda hücre kültüründe glutamat apoptozisi artırarak hücre 
ölümüne neden olmaktadır. Oksitosinin ise 10, 30 ve 100 µM dozlarda 

glutamata bağlı artan apoptotik hücre sayısını azaltarak antiapoptotik 
etki gösterdiğini belirledik. Oksitosinin hipokampal nöronlarda 
metamfetaminin ve kortikosteronun indüklediği apoptozisi azalttığı ve 
bunu oksitosin reseptörleri yolu ile yaptığı bildirilmiştir (44,45).

Oksitosinin nazal uygulanmasının intraserebroventriküler uygulama 
sonrası ortaya çıkan davranışsal etkileri taklit eder şekilde etki 
ettiği bulunmuştur (46,47). Oksitosinin in vivo uygulanmasının ERK 
fosforilasyonunu inhibe ederek otizm spektrum bozukluğu benzeri 
semptomları etkili bir şekilde iyileştirdiği bildirilmiştir (48). Bu gibi 
durumların tedavisinde oksitosin kullanılabileceği ve nöronal hasar 
oluşturan diğer durumlar da oksitosinin faydalı olabileceği öngörülmekle 
birlikte ileri deneysel uygulamalar ile gösterilmesi gerekmektedir.

Oksitosinin nöroprotektif etkisinin saptandığı çalışmamızdan yola çıkarak 
nöroprotektif etkinin ortaya çıkış mekanizmalarının incelendiği ve glutamat 
aracılı nörotoksisitenin rol oynadığı hastalıkların tedavisinde oksitosinin 
rolünün inceleneceği çalışmalara ışık tutacağını öngörmekteyiz.
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