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OZET

Amac: Antidepresan ilaclar son zamanlarda toksisite {izerine olan etkisi ile 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu ¢aligmada amacimiz bir antidepresan olan vilazodonun
glutamat toksisitesindeki etkisini SH-SY5Y noroblastom hiicreleri {izerinde
arastirmaktir.

Yontem: SH-SYS5Y hiicre kiiltiiriinde kontrol grubu, ilag grubu, glutamat grubu
ve ilagtglutamat grubu olmak iizere 4 grup planlanmistir. Kontrol grubuna
herhangi bir uygulama yapilmazken ila¢ grubuna cesitli konsantrasyonlarda (1;
0,5; 0,25; 0,1; 0,05 ng/ml) vilazodon 24 saat boyunca uygulanmistir. XTT hiicre
canlilig testi ile vilazodonun hiicre proliferasyonu iizerine etkisi belirlenmistir.
Vilazodonun oksidatif stres tizerine etkilerini degerlendirmek i¢in de nNOS, NO,
TAS ve TOS dl¢iimii yapilmustir.

Bulgular: Elde edilen veriler, vilazodonun uygulanan dozlarda, SH-SY5Y
hiicrelerinde hiicre canliligr, nNOS, NO, TAS ve TOS parametrelerine
istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmamstir (p>0,05).

Sonuclar: Bu ¢alismanin sonuglari degerlendirildiginde, vilazodonun SH-SY5Y
noroblastom hiicre hattinda hiicre canlilig1 iizerine etkisi gdzlenmemistir. Bu
etkisizlik durumu uygulanan vilazodon dozu ile iligkilendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Toksisite, Vilazodon, Hiicre canliligi, Oksidatif stres, SH-
SY5Y noroblastom.

ABSTRACT

Objective: Antidepressant drugs have recently come to the fore with their effects
on toxicity. Our aim in this study is to investigate the effect of vilazodone, an
antidepressant, on glutamate toxicity on SH-SY5Y neuroblastoma cells.
Method: In SH-SY5Y cell culture, 2 groups were planned as the control group
and the drug group. While no application was made to the control group, various
concentrations of vilazodon (1; 0.5; 0,25; 0,1; 0,05 ng/ml) were administered to
the drug group for 24 hours. The effect of vilazodone on cell proliferation was
determined by the XTT cell viability test. Furthermore; nNOS, NO, TAS and
TOS measurements were made to evaluate their effects on oxidative stress.

Results: The data obtained showed no statistically significant effect of vilazodone at the doses we studied on the
parameters of cell viability, NNOS, NO, TAS and TOS in SH-SY5Y neuroblastoma and cells (p>0.05).

Conclusions: When the results of this study were evaluated, no effect of vilazodone on cell viability was observed
in the SH-SY5Y neuroblastoma cell line. This ineffectiveness may be related to the dose of vilazodone

administered.

Keywords: Glutamate, Toxicity, Vilazodone, cell viability, Oxidative stress, SH-SY5Y neuroblastoma.
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GIRIS

Glutamat ve Fizyolojik Etkileri
Glutamat, merkezi sinir sisteminde en fazla
bulunan uyarict norotransmitterdir.
Glutamat iyonotropik ve/veya metabotropik
glutamat reseptorlerini uyarmasina ve
normal noral fizyolojik siireglerde onemli
bir role sahip olmakla birlikte asir1 miktar
eksitotoksisiteye neden olarak birgok
norolojik  hastalikta  noronal  hasari
artirabilmektedir.%? Glutamat toksisitesi
noronal, oligodendroglial, astroglial ve
retinal gangliyon hiicreleri dahil olmak
lizere cesitli hiicre hatlarinda
gosterilmistir.® Cesitli calismalar, glutamat
sitotoksisitesinin  hiicre i¢i  kalsiyum
seviyelerinin  yiikselmesine ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini takiben
mitokondriyal disfonksiyon ve
endoplazmik retikulum (ER) stresine neden
oldugunu ileri siirmiistiir.*

Glutamat reseptorleri iyonotropik ve
metabotropik glutamat reseptorleri
(mGluR’ler) olarak iki ana aileye
ayrilmaktadir. Iyonotropik aile NMDA,
AMPA ve Kkainat reseptorlerini igerir.
Metabotropik aile hem presinaptik glutamat
salimm: hem de postsinaptik NMDA
akimlarim giiclendiren Grup I
reseptorlerinden (MGIUR1 ve mGIURb),
grup 1l (mGIuR2 ve mGIuR3), Grup Il
reseptorlerinden  (mGluR4,  mGluR6,
mGIluR7) ve mGluR8’den olugmaktadir.
Glutamat reseptorleri beyinde genis capta
eksprese edilmekte ve 6grenme ve hafiza
gibi biligsel islevlerde sinaptik
plastisitedeki aktivitesi nedeniyle &nemli
rol oynamaktadir. Uzun siireli giliglenme
olarak bilinen plastisite sekli, hipokampus,
neokorteks ve beynin diger kisimlarindaki

Sinaptik aktivite, sinaptik aralikta glutamat
konsantrasyonunda artiga yol agmakta fakat
glutamat tasiyicilart tarafindan glutamatin
geri alinmmu ile ekstraselliller glutamat
konsantrasyonu korunmaktadir.®

Glutamat Eksitotoksisitesi ve Iliskili
Hastahklar

Glutamat tastyicilart ndronal ve glial

membranlarda bulunmaktadir. Bu
tagtyicilar  hiicreler  arast  bosluktan
glutamatin hizla uzaklagtirilmasini

saglamaktadir. Beyin hasar1 gibi patolojik
durumlarda, tasiyici sistemde meydana
gelen aksaklik nedeniyle asir1 glutamat
hiicre dis1 alanda birikebilmektedir. Bu
durum Ca?* iyonlarmin NMDA reseptorleri
araciligiyla hiicrelere girmesine neden
olmaktadir. Fazla miktarda hiicre igine
giren Ca?" noronal hasari tetiklemekte ve
hiicre &liimiine yol agmaktadir.” Bu siirec
glutamata bagli eksitotoksisite olarak
adlandirilmaktadir. Eksitoksisitede hiicre
Olim mekanizmalar1 asagida belirtilen
basamaklari icermektedir. Bunlar:

» Ca?" iyonu fizyolojik smirlar iceresindeki
konsantrasyonu mitokondriyal
fonksiyonlart  diizenlemektedir.  Asirt
glutamat sonras1 kontrolsiiz bir sekilde
hiicre i¢i Ca?' artis1 mitokondriye zarar
vererek mitokondriyal disfonksiyona neden
olmaktadir.

« Ca?" iyon konsantrasyonunun ani artist,
hiicre ici nitrik oksit (NO)
konsantrasyonunu  arttirir.  Asirt - NO
molekiilleri serbest radikaller olusmasina
neden olarak hiicre ic¢i oksidatif stresi
arttirmaktadir.

« Glutamat veya Ca®" pro-apoptotik genler
icin transkripsiyon faktorlerinin
desteklenmesine veya anti-apoptotik genler
icin transkripsiyon faktorlerinin asagi

glutamaterjik sinapslar aracilifyla 3} ¢
.5 reglilasyonuna aracilik etmektedir.
gerceklesmektedir. o
Dolayisiyla, artan Glu/Ca
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konsantrasyonunun  net  etkisi  hiicre
apopitozudur.®

Alzheimer, Parkinson, Huntington, epilepsi
ve  multiple skleroz  gibi  ¢esitli
ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde
glutamat eksitotoksisitesi Onemli bir rol

oynamaktadir.®10:1!

YONTEM

In vitro Calismalar

Hiicre kiiltiirii

ATCC’ den temin edilmis olan SH-SY5Y
hiicreleri steril kosullar altinda 37 °C ve %5
CO?'li ortamda, 25 cm?’lik flasklarda, %1
L-glutamin, %21 penisilin-streptomisin ve
%10 fetal s1g1r serumu igceren DMEM: F12
(1:1) kiiltiir ~ besi  yerinde
cogaltilmistir. Hiicreler %80 yogunluga

hiicre

ulastiklarinda pasaj yapilmig ve tiglincii
pasajin ardindan ¢aligmalara baglanmistir.
Calismada SH-SYS5Y noroblastom hiicre
hattinin se¢ilmesinin nedeni NMDA aracili
glutamat toksitite modeli icin yapilan
caligmalarla uygunlugunun belirlenmis
olmasidir. SH-SYSY hiicrelerinde glutamat
toksititesi  i¢in  Onceki  c¢aligmalarda
belirlenen 15 mM doz ve 24 saat
inkiibasyon kullanilmistir.*?
Vilazodon i¢in kullanilan dozlar: 1; 0.5;
0,25; 01 wve 0,05 ng/ml olarak
belirlenmistir.*®

suresi

Hiicre canlilik degerlendirmesi
Vilazodonun glutamat toksititesi sonrasi
hiicre canlilig1 tizerine etkisi XTT (2,3-bis
(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium
hydroxide) testi ile arastirilmistir. Yontem,
metabolik olarak aktif olan hiicrelerin bir
tetrazolyum tuzu olan XTT’yi turuncu
formazan  bilesenlerine  indirgemeleri
prensibine dayanmaktadir (Sekil 1).

Olusan boya suda c¢oziinebilir ozellikte
olmakla birlikte boya yogunlugu bir
spektrofotometre yardimiyla verilen dalga

boylarinda  okutulabilmektedir.  Boya
yogunlugu (turuncu renk), metabolik olarak
aktif hiicrelerin sayist ile orantilidir.

X CH Farmazan /L )

Sekil 1. XTT nin formazana doniisiimii.
Sitotoksisite i¢in Oncelikle her kuyuda
10x10°% hiicre olacak sekilde hiicre alinip
steril 96 kuyucuklu mikro plakaya ekilmis
ve hiicrelerin yapismasi igin bir gece
beklenmistir. Ertesi giin hiicreler tizerindeki
besi yeri uzaklastirilmis, kuyucuklar PBS
ile yikanmus, Vilazodon
konsantrasyonlarda
uygulandiktan 1 saat sonra glutamat
(15mM) uygulanmis ve 24 saat inkiibasyon
gergeklestirilmistir. 24. Saatin sonunda besi
yeri uzaklastirilmis ve hiicreler ii¢ defa PBS
ile yikanmistir. Daha sonra her bir
kuyucuga 100 pl seffaf (renksiz) DMEM ve
bununda iizerine 50 pl XTT soliisyonu
eklenerek CO?li etiivde 4 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda optik
dansite degeri mikroplaka okuyucuda 450
nm’de okunarak, kontrol grubunun hiicre
canlilik oran1 %100 olarak kabul edilip %
Hiicre canlilik = (Konsantrasyon O.D. /
Kontrol 0O.D.) X 100 formiiliinden
yararlanarak hesaplanmistir.

degisik

hiicreler uzerine

nNOS ve NO Seviyelerinin Ol¢iimii
Hiicrelere islem sonrast Vilazodonun
oksidatif stres lizerine etkilerini
degerlendirmek i¢in nNOS ve NO 6l¢timii
ticari kitler ile yapilmistir. Uygulanacak
prosediir liretici firmanin talimatlarina gére
belirlenmistir.

Istatistiksel analiz

Sonuglar, ortalamanin (SEM) ortalama =+
standart hatas1 olarak ifade edildi. Veri
analizleri Windows i¢in SPSS Siiriim 23.0

© Copyright belongs to Health Sciences Student Journal.
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ile yapilmistir. Veriler, tek yonli bir
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
degerlendirildi. Deney gruplar1 arasindaki
farkliliklar1 belirlemek i¢in post hoc Tukey
testi  kullanildi  ve P <0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda iki temel amag¢ mevcuttu.
Sonuglarimizi amacglarimiz dogrultusunda
ifade edebiliriz:

ik amacimiz vilazodonun SH-SY5Y
noroblastoma hiicre hattinda glutamatla
olusturulan toksitite {izerine etkisini ortaya
koymak ve XTT yontemiyle
gostermekti. Sekil 2’de goriilmiis oldugu

bunu

iizere biitliin dozlarda her iki ilacin hiicre
canliligimi  koruyucu antitoksik  etkisi
bulunmamustir. 1 ng/ml, 0.5 ng/ml, 0.25
ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.05 ng/ml gibi farkli

dozlarda denenmesine ragmen
koruyuculukta olumlu herhangi bir etki
gozlenmemistir.

* Vilazodon'un SH-SY5Y noroblastoma
hiicrelerinde glutamat  toksititesinde
oksidan-antioksidan sistem lizerine

etkilerini TAS, TOS, NO ve nNOS 6l¢iimii
ile gosterip aralarindaki iliskiyi
aydinlatmak. (Sekil 3)

120
1004
80

60

Sekil 2. Vilazodonun SH-SY5Y néroblastoma
hiicrelerinde glutamat kaynakly sitotoksisite sonrasi
hiicre canlilig iizerine etkisi. *p<0.001 Kkontrol
grubuna gore kiyaslandiginda.

| TAS E] TOS

TOS (pmol Hy0; equivalent/L)

Gruplar

nNOS

NO (umolig protein)
nNOS(ng/g protein)

Gruplar Gruplar

Sekil 3. Vilazodonun, SH-SY5Y ndroblastoma
hiicrelerinde glutamat kaynakly sitotoksisite sonrasi
NO, nNOS, TAS ve TOS seviyeleri iizerine etkisi.
Veriler ortalama + SH olarak ifade edilmistir.
P<0.001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
*P<0.001, kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

TARTISMA
Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda depresyon

ve biligsel islev bozuklugunu tedavi etmek
icin glutamat
serotinerjik modiilasyonu iizerindeki etkisi

ndrotransmisyonun

tanimlanmistir.**

Bununla birlikte bir serotonin bilesigi olan
vilazodonun  tek  basma,  glutamat
antagonisti olan amantadin ile kombine
edilmemis haliyle, hemiparkinson
sicanlarda I-DOPA kaynakli diskneziyi
azalttig1 tespit edilmistir.®

Major depresif bozukluk i¢in halihazirda
onaylanmis antidepresan ilaglarin etki
mekanizmasina bakildiginda, esas olarak
monoaminerjik mekanizmalar, Ornegin
serotonin, norepinefrin veya dopamin i¢in
degisen afinitelere sahip reseptdr/geri alim
agonistleri veya antagonistleri yoluyla islev
gordiigii soylenebilir.t®

Ancak vilazodonun bizzat glutamat
toksisitesindeki etkisini SH-SY5Y
ndroblastom hiicre hatt1 g6z dniine alinarak
arastiran bir ¢alisma bulunmamakta idi.
S6z konusu etki tlizerine vilazodonun etkisi
TAS, TOS, NO ve nNOS ol¢iimii ile test
edilmis olup anlamh bir elde
edilememistir.

veri

© Telif haklar1 Saglik Bilimleri Ogrenci Dergisine aittir.
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