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Noroblastoma Hiicre Kiiltiiriinde Glutamat Aracihi Olusturulan
Norotoksisiteye Oksitosinin Etkileri
Effects of Oxytocin on Glutamate Mediated Neurotoxicity in Neuroblastoma Cell Culture

Bérte GURBUZ OZGUR!

, Kamil VURAL2®, Mehmet ibrahim TUGLU?

'Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakultesi, Cocuk ve Ergen Ruh Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Aydin, Tarkiye
?Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi, Farmakoloji Anabilim Dali, Manisa, Ttrkiye
*Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Manisa, Turkiye

0z

Amagc: Bu calisgmada insan noroblastoma SH-SY5Y hicre kalturiinde
glutamat ile olusturulan noérotoksisitede, oksitosinin norit blylmesi,
hiicre canliligl, hiicre proliferasyonu ve apoptozise olan etkilerinin
arastirilmasi ve olasi néroprotektif etkinliginin gésterilmesi amaglanmustir.

Yontem: Oksitosinin, glutamatin toksisitesi Uzerine etkileri insan
noéroblastoma SH-SY5Y hicre hattinda Norotoksisite Tarama Testi
(NTT), apoptotik etkileri terminal deoksintkleotidil transferaz
kirk-ug isaretlenmesi (TUNEL) yontemi ve hucre canllik testi
3-(4.5-dimetiltiyazol-2-il)-2.5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) yéntemi
ile incelendi. Norotoksisite tarama testinde; hiicre kiiltuiriine glutamat 32
UM konsantrasyonunda eklenerek nérotoksisite olusturuldu. Oksitosin 1,
3,10, 30 ve 100 pM konsantrasyonlarinda eklenerek norit inhibisyonuna
etkisi incelendi. Glutamat uygulamasinin apoptozise neden oldugu
TUNEL yontemi ile gosterildi. Glutamat ile birlikte oksitosinin farkl
dozlarda verildiginde ortaya cikan antiapoptotik etki apoptotik endeks
ile degerlendirildi.

ABSTRACT

Bulgular: Glutamatin doz bagiml nérotoksik etki gosterdigi ve 32 uM
konsantrasyonda nérit uzamasini %50 oraninda azalttigi saptandi.
Glutamat ile olusan noérit uzamasi inhibisyonunun oksitosin uygulanarak
doza bagimli olarak azaldigi gésterildi. Ozellikle oksitosinin 10 uM
konsantrasyonlarindan itibaren anlamli olarak nérit inhibisyonunu
azalttig) ve noroprotektif etki gosterdigi tespit edildi. Hiicre canlilik testi
(MTT) sonucuna gore glutamatin hiicre proliferasyonunu %50 azalttig
konsantrasyon 54 uM olarak belirlendi. Ardindan oksitosin uygulamasi
ile glutamatin hiicre proliferasyonuna olan olumsuz etkisini oksitosinin
doza bagimli olarak anlamli olarak azalttigi gortldi.

Sonug: Glutamatin farkl konsantrasyonlarda hiicre cogalmasi ve canliligi
tizerinde anlamli toksik etkiye sahip oldugu; oksitosinin ise glutamat ile
olusan nérit inhibisyonunu azalttigl, néroprotektif etkisi oldugu, hticre
canhligini artirdig1 ve antiapoptotik etkilerinin oldugu gosterildi.

Anahtar Sézciikler: in vitro, néroprotektif, nérotoksisite, oksitosin, SY5Y

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 uM to the cell culture. Oxytocin was added at 1, 3, 10, 30 and 100
MM 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
uM. 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 uM concentrations.
The concentration at which glutamate reduces cell proliferation by 50%
was determined as 54 uM 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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GiRiS

Glutamat santral  sinir  sistemindeki en  6nemli  eksitator
nérotransmitterlerden biridir. Glutamat sadece nd&rotransmisyonda
degil, ayni zamanda néral gelisim, sinaptik plastisite, hafiza ve 6grenme
becerisi ile ilgili 5nemli rol oynar (1). Glutamat ayni zamanda énemli bir
nérotoksindir. Hipoksik hasar, hipoglisemi, inme, epilepsi, depresyon ve
parkinson ile iliskili durumlarda glutamat reseptérlerinin asiri uyarimi séz
konusudur. Glutamatin norotosik etkisi bircok norolojik ve psikiyatrik
hastalikile iliskilendirilmistir (2-5). Normal kosullar altinda, glutamat beyin
gelisimi sirasinda hucrenin hayatta kalmasi, gocu ve farklilasmasindan
sorumluyken asiri miktarda glutamat oksidatif stres veya eksitotoksisite
yoluyla néronal hticre éliimtine yol agar (6). Otizmin patofizyolojisi ile
iliskilendirilen nérokimyasal anormalliklerden birinin gama aminobutirik
asit (GABA) inhibisyondaki baskilanma oldugu (7) ve bu baskilanmanin
GABA sentezleyen glutamat dekarboksilazin ekspresyonundaki azalma
nedeniyle olabilecegi ileri surtlmustur (8). Otizmli bireylerin beyin
dokularinda glutamaterjik yolakla iliskili eksitatér aminoasit tasryicisi ve
glutamat reseptoriini iceren bircok genin ekspresyonunda artis bildiren
calismalarin (9,10) yani sira otizmin hipoglutamaterjik bir bozukluk oldugu
yontnde bulgular sunan calismalar da oldugu gorulmektedir (11,12).
Glutamatin norotoksik etkisi nedeni ile néron kilttrd ¢alismalarinda
norotoksisite olusturmak icin glutamat kullanilmaktadir (13-15).

Noropeptid bir hormon olan oksitosinin baglanma, sosyal tanima
ve saldirganlik da dahil olmak Uzere karmasik sosyal davranislarda
duzenleyici etkileri vardir. Ek olarak dogum ve laktasyonun néroendokrin
diizenlenmesinde 6nemli  bir rol oynamaktadir (16). Oksitosinin
sitoprotektif etkilerini antienflamatuvar, antiapoptotik ve antioksidan
ozellikleri araciligr ile gosterdigini ortaya koyan calismalar vardir (17,18).
Glutamat ile oksitosin iliskisi incelendiginde, oksitosinin spinal kordda
reseptorlerine baglanarak glutamat seviyelerini azalttigl gosterilmistir
(19). Hucre canlligi tzerine etkileri incelendiginde oksitosinin hiicre
canliligr ve norit buytmesi tizerine olumlu etkileri bulunmustur (20).

Bu calismanin amaci; glutamat uygulanarak olusturulan norotoksik
etkiye karsi oksitosinin insan néroblastoma hiicre hattinda etkilerini
arastirmaktir.

YONTEM

Arastirmanin hipotezi “insan néroblastoma hticre kultirtinde glutamat
aracili olusturulan nérotoksisite modelinde oksitosin nérotoksik etkileri
azaltmaktadir” olarak belirlendi. Calisma igin etik kurul onayr Manisa
Celal Bayar Universitesi Tip Fakltesi Saglk Bilimleri Etik Kurulu'ndan
13/09/2017 tarih ve 20.478.486 karar numarasi ile alindi. Calisma Manisa
Celal Bayar Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi tarafindan
2018-209 numarali proje ile desteklendi.

Veri Toplama Araclan

Kullanilan hiicre dizini insan Néroblastoma hiicre hatti 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), hiicre kiiltur
medyumu, fetal bovin serum, penisilin/streptomisin ve tripsin gibi
reaktifler Gibco'dan (Invitrogen Inc., Grand Island, New York, USA) alind..

Veri Toplama Yontemi

Norotoksisite Tarama Yontemi

Hiicre kiiltiirii: SH-SY5Y néroblastoma hiicreleri kiltir ortaminda (flask
icinde) %10 fetal calf serum ve %1 penisilin/streptomisin soliisyonu
(10000 U/10 mg) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM): F12 ile
proliferasyon medyumu 37°C ve %5 CO, kosullarini saglayan etiv icinde
cogaltildi (21).
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One Cikan Noktalar

+ Oksitosin, glutamatin hiicre proliferasyonuna olan
olumsuz etkisini azalttigi,

» Oksitosinin farkl dozlarda glutamat toksisitesine hiicre
proliferasyonunda etkisi oldugu,

+ Oksitosin uygulamasinin glutamat toksisitesine bagl
hiicre 6limiine engel oldugu,

* Glutamat varliginda oksitosinin farkl dozlarinda
antiapoptotik etkisi oldugu belirlendi.

Diferansiyasyon (farklilasma) medyumu: %0,1 penisilin/streptomisin
solisyonu+0,5 mM d-cAMP+gentamisin solusyonu Uzerine 100 ml
tamamlanacak sekilde yiksek glukozlu DMEM ilavesi ile elde edildi.

Oksitosinin Norotoksisite Tarama Testi

ilk gtin tim kuyucuklara (well) 500 pl hacimde proliferasyon medyumu
icerisine her kuyucukta 15.000 hiicre olacak sekilde SH-SY5Ynéroblastoma
hticresi konuldu. Yirmi dort saat sonra ilk ¢ kuyucukta proliferasyon
medyumu (negatif kontrol) ve geri kalan tim kuyucuklardan medyum
cekilerek serum icermeyen DMEM icine dibutirl cAMP (1 mM)
diferansiyasyon medyumu eklendi. U¢ kuyucuga herhangi bir madde
eklenmedi (pozitif kontrol). Diger kuyucuklara her t¢ kuyucuga bir
konsantrasyon olacak sekilde 0,1, 1, 3, 10, 30 ve 100 uM konsantrasyonda
oksitosin konuldu. Yirmi dért saat sonra hiicreler 10 dakika %4 formaldehid
(PBS) icinde fikse edildikten sonra t¢ dakika Coomassie Blue boyasinda
(%0,6) bekletildi. Boyanmis 6rnekler daha sonra PBS ile yikandi. Daha sonra
1stk mikroskobu altinda rastgele secilen 10 farkli sahadan 100 hiicredeki
nérit uzunluklar gérinti analiz sistemi ile slgildi. Olciilen nérit uzunlugu
degerleri % inhibisyon ile degerlendirildi (22).

Glutamatin Norotoksik Etki Diizeyi

Glutamat uygulamasi 6ncesinde hiicre kiltiriine eklenecek dozu tespit
etmek amaciyla tiim kuyucuklara 500 ul hacimde proliferasyon medyumu
icerisine her kuyucukta 16.000 hiicre olacak sekilde SH-SY5Y hucresi
konuldu. Yirmi dért saat sonra ilk ti¢ kuyucukta proliferasyon medyumu
(negatif kontrol), geri kalan tim kuyucuklardan medyum cekilerek
serum icermeyen DMEM igine dibtiril cAMP (1 mM) diferensiyasyon
medyumu ve glutamat 20 mmol/L, 40 mmol/L, 60 mmol/L ve 80 mmol/L
konsantrasyonlarda uygulandi. 24 saat sonra hticreler 10 dakika %4
formaldehid (PBS) icinde fikse edildikten sonra ¢ dakika Coomassie
Blue boyasinda (%0,6) bekletildi. Boyanmis érnekler daha sonra PBS ile
yikandi. Istk mikroskobu altinda rastgele secilen 10 farkli sahadan 100
hiicredeki nérit uzunluklar goriintii analiz sistemi ile lcildi. %50 norit
inhibisyonu yapan konsantrasyon arastirildi.

Glutamat ile Olusturulan Norotoksisite Uzerine Oksitosinin
Etkisi

Glutamat uygulamasi 6ncesinde hiicre kiltiiriine eklenecek dozu tespit
etmek amaciyla tiim kuyucuklara 500 ul hacimde proliferasyon medyumu
icerisine her kuyucukta 16.000 hicre olacak sekilde SH-SY5Y hucresi
konuldu. Yirmi dért saat sonra ilk ti¢ kuyucukta proliferasyon medyumu
(negatif kontrol), geri kalan tim kuyucuklardan medyum cekilerek
serum icermeyen DMEM icine dibutiril cAMP (1 mM) diferansiyasyon
medyumu ve glutamat 32 uM konsantrasyonunda eklenerek nérotoksisite
olusturuldu. Her tg¢ kuyucuga, 1, 3, 10, 30 ve 100 uM konsantrasyonda
oksitosin konuldu. Kultiir tabagindaki ti¢ kuyucuga herhangi bir madde
eklenmedi (pozitif kontrol). Yirmi dort saat sonra hucreler 10 dakika %4
formaldehid (PBS) icinde fikse edildikten sonra ¢ dakika Coomassie
Blue boyasinda (%0,6) bekletildi. Boyanmis érnekler daha sonra PBS ile
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yikandi. Istk mikroskobu altinda rastgele secilen 10 farkli sahadan 100
hiicre deki nérit uzunluklar gériintii analiz sistemi ile 6lgildu. Olciilen
norit uzunlugu degerleri % inhibisyon ile degerlendirildi.

Hiicre Canhlik Testi (MTT) Metabolizmasi

Hucre  canhlhk  testi  calismasi,  3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,
5-difeniltetrazolyum bromidin mor formazan Uriinine rediksiyonu,
hiicre yasami ve proliferasyonu 6lcmek icin kullanilan bir yéntemdir. ilk
glin, tim kuyucuklara 300 pl hacimde proliferasyon medyumu icerisine
her kuyucukta 16.000 huicre olacak sekilde SH-SY5Y néroblastoma
hucresi konularak 24 saat inkubasyona birakildi. Yirmi dort saat
hiicreler proliferasyon medyumu icerisinde ilk kuyucuktan baslayarak
sirastyla negatif kontrol, 1, 3, 10, 30 ve 100 uM konsantrasyonlarda
oksitosin konularak deney dizenegi olusturuldu. Ayni deney 24 saat
glutamat ile toksisite olusturulduktan sonra sirasiyla negatif kontrol,
1, 3, 10, 30 ve 100 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde oksitosin
konularak tekrarlandi. ikinci giin proliferasyon medyumunda hiicreler
bekletildi. Uglincii giin, oksitosin iceren medyum cekilerek hiicrelerden
uzaklastinildi ve her bir kuyucuga 100 upl taze medyum konuldu ve
tzerine 10 pl 12 mM MTT stok solisyonundan eklendi. inkiibatorde
dért saat 37°C'de bekletildi. inkiibasyon sonrasi MTT iceren medyum
pipetle cekilerek uzaklastirildi. Hucrelere 50 ul DMSO (DMSO, A3672,
Darmstadt, Germany) eklendi, oda isisinda 10 dakika streyle bekletildi.
Absorbans 570 nm'de dalga boyu segicisi sistemli mikroplaka okuyucu
spektrofotometrede (ELx800UV, BioTek) tespit edildi. Her deney 3 kez
tekrarlandi. Kontrol grubuna gére 6l¢lilen absorbanslar karsilastirilarak
oksitosinin koruyucu etkisi hakkinda bilgi edinildi (22).

Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL) Boyamasi

Apoptotik hicre 6luminin  belirlenmesinde Terminal Transferase
dUTP Nick End Labeling (TUNEL) boyama yontemi kullandi. Glutamatli
ve glutamatsiz hucreler PBSde hazirlanmis %4lik paraformaldehid
solusyonu (pH 7,4) ile fikse edildikten sonra 3 defa S'er dakika PBS
ile yikandi. Daha sonra 1/500 oraninda PBS ile dilte edilen 20-ug/ml
Proteinaz-K 15 dakika uygulandi. Beser dakika (¢ kez PBS ile yikamayi
takiben bes dakika hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra yeniden
beser dakika {ic kez PBS ile oda sisinda yikandi. Ornekler bes dakika
Equilibration buffer ile oda i1sisinda tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli
atmosferik ortamda 37°C'de 60 dakika plastik slipler kesitleri kapatacak
sekilde bekletildi. Sirenin ardindan Stop Wash Buffer ile 10 dakika
bekletildikten sonra Antidioksigenin Peroksidaz konjugati ile 30 dakika
muamele edilen 6rnekler beser dakika ti¢ kez PBS ile yikandi. Ardindan
DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapildi, birkag kez distile su ile yikama
yapildi. Artalan boyamasi Mayer's Hematoksileni ile yapildi. Kér yontemle
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TUNEL porzitif hiicreler saptanmaya calisildi. immunohistokimyasal
degerlendirmede boyanin yogunlugu ve dagilimina gore kérlemesine
semi-kantitatif puanlama yapildi. Apoptotik endeks icin doku kesitlerinin
fotograflan gekildi ve 10 farkli alanda toplam hicre miktari ve TUNEL
pozitif hiicreler sayilarak formiile gore endeks hesaplandi (23).

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz GraphPad programi (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA) ile yapildi. Tanimlayici veriler ortalama * standart hata ile
belirtildi. Farkli dozlardaki oksitosin ile kontrol grubunun, glutamat ile
kontrol grubunun ve glutamat ile oksitosin gruplarinin karsilastirilmasinda
tek yonli varyans analizi (ANOVA) uygulandi. Anlamliligin hangi grupta
oldugunu belirlemek icin post hoc testi olarak Tukey kullanild\. istatistiksel
olarak anlamli p degeri 0,05'in alti olarak kabul edildi.

BULGULAR

Oksitosinin Norotoksisite Tarama Testi
Oksitosinin farkl dozlarda nérit uzamasina etkisinin kontrol grubuna
gore farkli olmadigi géraldi (p>0,05).

Glutamatin Norotoksisite Tarama Testi

SH-SY5Y kiltir ortaminda glutamatin doz bagimh bir sekilde anlamli
bir 1limh norotoksik etkisi goruldu (Sekil 1). Glutamatin 32 pM
konsantrasyonda nérit uzamasini %50 oraninda azalttng saptandi.
SH-SY5Y hicrelerinde glutamat ile olusan nérotoksisitenin oksitosin
uygulanarak doza bagimli olarak azaldigi saptandi. Ozellikle oksitosinin 10
MM konsantrasyonlarindan itibaren olduk¢a anlamli nérit inhibisyonunu
azalttig ve noroprotektif etki gosterdigi tespit edildi (p<0,05) (Sekil 2).

Hiicre Canlilik Testi Metabolizmasi Sonuclari

Oksitosin uygulamasinin hiicre ¢cogalmasini azaltmayip anlamli derecede
artirdigi saptandi (p>0,001) (Sekil 3, 4). Farkli konsantrasyonlarda uygulanan
glutamatin hicre ¢ogalmasi ve canliii tizerinde anlamli (p<0,05) bir
toksik etkiye sahip oldugu saptandi. Glutamatin hticre proliferasyonunu
%50 azalttigl konsantrasyon (IC50) 54 uM olarak belirlendi. Glutamatin
IC50 dozunda gosterdigi nérotoksik etkiye karsi farkli konsantrasyonlarda
uygulanan oksitosinin hticre cogalmasi ve canlligl tzerinde anlamh
(p<0,05) bir etkiye sahip oldugu saptandi (Sekil 5).

Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling Boyama Sonuclari
54uM glutamat uygulanan hiicre kiltirine oksitosin 10, 30 ve 100 uM
dozlarda uygulanarak apopitotik etkiler gézlenmeye calisildi. Sadece
glutamat uygulanan grup ile oksitosin uygulanan gruplar arasinda
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Sekil 1. Glutamat uygulanan hiicrelerde nérit uzamasinin inhibisyonu (kontrol grubuna
gore, *p<0,01, *p<0,001).

Sekil 2. Glutamat 32 uM ile olusturulan nérit inhibisyonuna oksitosinin degisik
konsantrasyonlarda etkisi (kontrol grubuna gére, *p<0,01, **p<0,001; glutamat 32 pM
grubuna gore, #p<0,05, ##p<0,001).
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Sekil 3. Oksitosin varliginda kultir ortaminda yapisan ve ¢ogalan SH-SY5Y hiicrelerinin faz kontrast goruntileri.

MTT metabolizmasi (% kontrol+ SH)
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Sekil 4. Oksitosinin farkli konsantrasyonlarinda hiicre canlilik testi (MTT) metabolizmasi
tzerine etkileri (kontrol grubuna gére, **p<0,01, **p<0,001).
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Sekil 6. Oksitosin varliginda glutamat toksistesinin apoptotik hticre sayilarina etkisi
(kontrol grubuna gore, *p<0,05, ** p<0,01, **p<0,001; glutamat 54 UM grubuna gore,
#p<0,05).

apoptotik hicre sayisini istatistiksel olarak anlaml (p<0,05) azalttigi
goruldu (Sekil 6). Glutamat ile birlikte T00 uM oksitosin uygulanan grup
ile kontrol grubu arasinda apoptotik hiicre sayilari arasinda anlamli bir
fark gorilmedi (p>0,05).

Sekil 5. Glutamat toksisitesinde oksitosinin farkli konsantrasyonlarinda koruyuculugu
icin hiicre canlilik testi (MTT) metabolizmasi tizerine etkileri (glutamat 54 uM grubuna
gore, *p<0,05).

TARTISMA

Bu ¢alismada insan néroblastoma SH-SY5Y hicre kiltirinde glutamat
ile olusturulan nérotoksisitede oksitosinin nérit buytmesi, hiicre canliligy,
hucre proliferasyonu ve apoptozise olan etkileri arastirildi. Apoptotik
hiucre olumunin belirlenmesinde TUNEL boyama, hicre canhlig ve
proliferasyonu MTT testi ve oksitosin ve glutamatin olasi nérotoksik etkisi
NTT testi ile belirlendi. Glutamat ile olusan néritinhibisyonunu oksitosinin
doz bagimli bir sekilde azalttig1, oksitosinin doza bagli néroprotektif etkisi
oldugu ve antiapoptotik etkilerinin oldugu gosterildi.

Oksitosin reseptdrlerinin glial ve néroblastoma hticre hatti kilttrlerinde
varlig gosterilmistir (24). Oksitosin reseptorleri, G proteinine baglh
ikincil habercilerle iliskidedir. Bunlarin aktivasyonu, sitozolik kalsiyumu
artinr, bu da sinyalle diizenlenen protein kinazlarin aracilik ettigi hiicre
iskeleti degisikliklerine neden olabilir (25). Néronal hiicrelerdeki yapisal
degisiklikler, bir dizi néropeptidin etkisi ile iliskilidir. Ancak yapilan
calismalar G proteinine bagli reseptorler araciligiyla hareket eden gesitli
néropeptitlerin norit blytimesini module edebilecegini ileri sirmektedir
(26,27). Hiicre iskeleti, norit biytimesinde énemli bir rol oynar. Hiicre
iskeleti mikrottibulleri ve mikrofilamentler arasindaki etkilesim ve
bunlarin dinamik degisiklikleri, norit blytimesi ve néronal farklilasma
icin gereklidir (28). Oksitosinin SH-SY5Y, SK-N-SH ve U87-MG hiicre
hatlarinda etkili oldugu ancak oksitosinin etkisini gstermede en duyarl
olan hicre hattinin SH-SY5Y oldugu saptanmistir (20). Bu nedenle
calismamizda SH-SY5Y hiicre hattini kullandik.
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Calismamizin ilk asamasinda glutamat ve oksitosinin norotoksik etkileri
belirlenmeye calisilmis olup NTT testi ile nérit uzunluklar hesaplandi.
Oksitosin tek basina norotoksik etki gdstermedi. Glutamatin ise doz
bagimli bir sekilde anlamli bir ihmli nérotoksik etkisi oldugu goruldu.
Glutamatin nérit inhibisyonuna oksitosin uygulamasinin doza bagimli
koruyucu etkisi oldugu saptandi. Yakin zamanda yapilan bir calismada
SH-SY5Y hicrelerinde vazopressin ve oksitosinin norit blylmesine
etkileri de karsilastiriimis, oksitosinin anlamli olarak nérit buytmesini
daha fazla artirdigi gésterilmistir (29). Baska bir calismada Magel2
nakavt farelerde oksitosinin nérit blytimesi ve sinaps olusumu Uzerine
etkisi gosterilmistir (30). Bakos ve ark. oksitosinin néroblastoma hiicre
hattinda hiicre cogalmasi ve hicre canlihgini artirmasinin BDNF ya
da NGF ile olmadigini bildirmislerdir (20). Oksitosinin norit biytmesi
ve sinaps olusum sureclerinde etkin oldugu gésterilmis (30,31) ancak
bu sureglerdeki spesifik molekiiler mekanizmalar hentiz tam olarak
aydinlatilamamistir.

Oksitosinin ilag uygulanmayan kontrol grubu ile kiyaslamasinda SH-
SY5Y hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasi lzerine olasi etkilerini gézlemledik.
Oksitosin uygulanmasinin  MTT metabolizmasinda toksik olmayip
hiicre cogalmasini artirdigi  goruldiu. Deneyde glutamatin  hiicre
cogalmasi ve canliligina olan olumsuz etkisine karsi oksitosinin artan
konsantrasyonlarda koruyucu etkisinin oldugu goérildi. Literatiirde
farkli nérotoksisite yapan kimyasal maddeler lzerine oksitosinin hiicre
canliligr uzerindeki etkisi incelenmistir. Onceden oksitosin uygulanmis
SH-SY5Y hiicrelerinin hidrojen peroksite maruz kalmasi sonucunda
hidrojen peroksitin hiicre canlihgini azaltmasini etkilemedigi; bunun
yani sira nérotoksin  6-OHDANnin  olusturdugu hiicre canliligini
azaltmasini 1 uM dozda oksitosinin kestigi bildirilmistir (20). Oksijen-
glikoz yoksunluguna (OGD) maruz birakilan oksitosin ile inkiibe edilmis
olgunlasmamis hipokampal kiiltirlerin OGD'nin hemen ardindan ve
ayrica reoksijenasyondan sonra 6nemli 6l¢lide daha yiiksek bir canlliga
sahip oldugu gosterilmistir (32).

Literattirde oksitosinin sitoprotektif etkileri tizerine yapilmis calismalar
vardir. S6zU edilen sitoprotektif etkinin antioksidatif, antiapoptotik
ve antienflamatuvar yolaklar ile saglandigi savunulmaktadir (33-36).
Oksitosinin noroprotektif etkisi farkli deney hayvani néron hasari
modellerinde de arastirlmistir. iskemik néron hasari modellerinde yapilan
calismalarda oksitosinin néroprotektif etkisini gosteren calismalar vardir
(37,38). Panaitescu ve ark/nin yaptiklar calismada perinatal asfiksiye
bagli hipokampal hasar olusturulan rat modelinde oksitosin tedavisinin
hem nébet yikiini hem de hipokampal hasari azalttigini bu nedenle
perinatal asfikside oksitosinin potansiyel bir néroprotektif rolii oldugunu
bildirmislerdir (39). Leuner ve ark., oksitosinin glukokortikoid ya da soguk
su ylizme stres testine tabi tutulan sicanlarin hipokampustinde hem hiicre
proliferasyonunu hem de nérogenezi artirdigini géstermislerdir (40).

Sicanlarda dopaminerjik noronlarda rotenonun indukledigi htcre
hasarinda oksitosin uygulamasinin kaspaz-3, kaspaz-8, Bax stipresyonu
yaparak ve Bcl-2 ekspresyonunu artirma yolu ile apoptozisi azaltarak
sitoprotektif etkisi oldugu bildirilmistir (41). Yuan ve ark. yaptiklari
calismada  oksitosinin  lipopolisakkaridin  indukledigi  mikroglia
hiicrelerinde asiri aktivasyonu azalttigi ve ERK/p38 MAPK sinyal yolagini
inaktive ederek proenflamatuvar dizenleyicilerin ve sitokinlerin
ekspresyonunu  azalttigini  gostermislerdir.  Ayrica  lipopolisakkarit
uygulanmasinin  COX-2 ve iNOS ekspresyonunu istatistiksel olarak
anlamli artirdigl, ancak 6nceden oksitosin uygulanmasinin COX-2 ve
iNOS'un protein ekspresyonunu inhibe ettigini bildirmislerdir (42).
Akman ve ark. tarafindan yapilan calismada oksitosinin sisplatin kaynakl
noérotoksisitede koruyucu etkisini endojen antioksidanlari artirarak, lipit
peroksidasyonunu ve yangiyi azaltarak gosterdigini rapor etmislerdir (43).

Calismamizda hicre kultirinde glutamat apoptozisi artirarak htcre
6limiine neden olmaktadir. Oksitosinin ise 10, 30 ve 100 uM dozlarda
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glutamata bagli artan apoptotik hiicre sayisini azaltarak antiapoptotik
etki gosterdigini  belirledik. Oksitosinin  hipokampal néronlarda
metamfetaminin ve kortikosteronun indikledigi apoptozisi azalttigi ve
bunu oksitosin reseptorleri yolu ile yaptigi bildirilmistir (44,45).

Oksitosinin  nazal uygulanmasinin intraserebroventrikiiler uygulama
sonrasi ortaya c¢ikan davranissal etkileri taklit eder sekilde etki
ettigi bulunmustur (46,47). Oksitosinin in vivo uygulanmasinin ERK
fosforilasyonunu inhibe ederek otizm spektrum bozuklugu benzeri
semptomlari etkili bir sekilde iyilestirdigi bildirilmistir (48). Bu gibi
durumlarin tedavisinde oksitosin kullanilabilecegi ve néronal hasar
olusturan diger durumlar da oksitosinin faydali olabilecegi 6ngorilmekle
birlikte ileri deneysel uygulamalar ile gosterilmesi gerekmektedir.

Oksitosinin noroprotektif etkisinin saptandigl calismamizdan yola ¢ikarak
noroprotektif etkinin ortaya ¢ikis mekanizmalarinin incelendigi ve glutamat
aracili nérotoksisitenin rol oynadigi hastaliklarin tedavisinde oksitosinin
roltintin incelenecegi calismalara i1sik tutacagini 65ngérmekteyiz.
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