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OzZET

CYSTEIN-S-SULFAT’IN SITOTOKSIK VE GENOTOTOKSIK ETKILERININ
NORONAL HUCRE DizZiSiNDE iINCELENMESi

Dr. Volkan TEKIN
Doktora Tezi, Fizyoloji AD
Tez Yéneticisi: Prof. Vural KUCUKATAY
Haziran 2019, 61 Sayfa

Sulfit, kdkart iceren amino asit metabolizmasi sonucu ortaya cikan toksik bir
molekuldidr. Sulfit metaboliti olan Cystein-S-Sulfat (SSC), glutamat benzeri eksitotoksik
etki gostermektedir. SSC, Silfit Oksidaz (SOX) Enzim eksikligi olan hastalarin idrarinda
ve plazmasinda yogun miktarda tespit edilmektedir. SSC toksisitesinin, SOX enzim
eksikligindeki agir néropatolojinin sebebi olabilecegi dusunitlmektedir. Bu ¢alismada,
SSC molekdliinin sitotoksik ve genototoksik etkilerinin HT-22 fare hipokampts hilcre
dizini kullanilarak gosterilmesi amacglanmistir. %10 fetal bovin serumu (FBS), %1 L-
glutamin, 100IU/ml penisilin/10mg/ml streptomisin ve yuksek glukoz iceren DMEM
icerisinde ¢dzdurilerek besi yeri olarak kullaniimistir. Yéntem olarak; sitotoksite dlgimu
icin WST-1 testi kullanilmigtir. SSC LDsy dozunu belirlemek icin hlcrelere cesitli
konsantrasyonlarda SSC (her bir kuyucukta 5-300 uyM’larda olacak sekilde) uygulanip
WST-1 galisiimis ve probit analizi yapiimistir. SSC (LDso dozu 125 pyM) ile birlikte NMDA
reseptdr antagonisti olan Memantin (20 yM) molekdll, glutamat metabotropik reseptor
antagonisti olan LY341495 (10 uyM) molekili uygulanmigtir. Genototoksite analizi igin
deney gruplarina bahsedilen tedaviler verildikten sonra Comet Analizi ydntemi
calisiimistir. Comet analizi icin Comet Assay IV programi kullaniimistir. Apopitotik sireci
aydinlatmak icin Kaspaz-3 aktivite tayini, ilag verilen gruplarla ve kontrol grubunda
calisiimistir. Antioksidan kapasiteyi 6lgmek igin hiicre i¢i Total Glutatyon Olgimii
gerceklestiriimistir. Calismamiz sonucunda, SSC’nin sitotoksik etkileri oldugu ancak
Comet Analizi sonucunda genototoksik etkisinin mevcut dozlarda olmadidi gosterilmistir.
SSC’nin kaspaz-3 aktivitesini artirmadigi gézlenmistir. SSC’nin hicre igi total glutatyon
miktarini artirdig1 gérdlmus, bu durum oksidan strese kargi gelisen kompanzatuar bir
mekanizma olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cystein-S-Sulfat, S-Sulfosistein, Genototoksite, Sitotoksite,
Comet Analizi

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2017SABEOQG).



ABSTRACT

EXAMINATION OF CYSTEINE-S-SULFATE’S CYTOTOXIC AND GENOTOXIC
EFFECTS ON NEURONAL CELL LINE

TEKIN, Volkan (MD)
Phd, Thesis in Physiology
Supervisor: Prof. Vural Kigukatay (Phd)
June 2019, 61 Pages

Sulfite is a toxic molecule resulting from sulfur-containing amino acid metabolism.
The sulfide metabolite Cysteine-S-Sulfate (SSC) shows an excitotoxic effect like
glutamate. SSC is detected in the urine and plasma of patients with Sulfite Oxidase
(SOX) enzyme deficiency. It is thought that SSC toxicity may be the cause of severe
neuropathology in SOX enzyme deficiency. In this study, the cytotoxic and genototoxic
effects of the SSC molecule were aimed to be demonstrated using the HT-22 mouse
hippocampus cell line. 10% fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine, 100IU / ml
penicillin / 10mg / ml streptomycin and high glucose DMEM were used as medium. As a
method; WST-1 test was used for cytotoxicity measurement. In order to determine the
dose of SSC LDso, various concentrations of SSC (with 5-300 300M in each well) were
applied to the cells and WST-1 was studied and probit analysis was performed.
Memantine (20 uM) molecule which is NMDA receptor antagonist and LY341495 (10
pMM) molecule which is glutamate metabotropic receptor antagonist has been applied with
SSC (LDso dose 125 pM). After the mentioned treatments were given to the experimental
groups for the genototoxicity analysis, Comet Analysis method was studied. Comet
Assay IV program was used for Comet analysis. In order to elucidate the apoptotic
process, caspase-3 activity was studied in the drug-treated groups and in the control
group. Intracellular Total Glutathione Measurement was performed to measure the
antioxidant capacity. In our study, it was shown that SSC had cytotoxic effects but the
genototoxic effect was not present in the current doses as a result of Comet Analysis. It
was observed that SSC did not increase caspase-3 activity. SSC was found to increase
the amount of intracellular total glutathione and was evaluated as a compensatory
mechanism against oxidant stress.

Keywords: Cysteine-S-Sulfate, Genotoxicity, Cytotoxicity, Comet Assay, S-

Sulfocysteine
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1.GIRIS

insani tanimlayan sag ve goz rengi, boy uzunlugu gibi birgok 6zellik vardir. Ancak
insanlari tanimlarken, bu o6zelliklerin disinda o insanlarin Kisilik 6zellikleri ile tanim
yapmaktayiz. Kigilik ozellikleri ise beynin normal igleyen fonksiyonlari ile ancak var
olabilmektedir. Baska bir deyisle insani tanimlayan beynidir. Beyinde olusabilecek
patolojik herhangi bir degisiklik o kisiyi oldugu kigsiden uzaklastirmaktadir. Elbette
vicudumuzun iglerligini saglayan her sistem énem arz etmektedir. Ancak Kisiligi,
karmasik dugunebilme yetisi ile insani diger canlilardan ayiran yegane organ beyindir.
Beynin de dahil oldugu Santral Sinir Sistemi (SSS)’nin rahatsizliklar yikici sonuglara
neden olmaktadir. Bunlardan baglicalari Norodejeneratif hastaliklardir.

Norodejenerasyonla seyreden hastaliklar, gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde
yaslanan toplumla birlikte her gegen gun karsimiza daha sik gikmakta ve yasam
kalitesini d6nemli dlgide etkilemektedir. Norodejenerasyon, néronlarin yapisal ilerleyici
hasari veya fonksiyon kaybi ile karakterize néron 6limu ile sonuglanan bir suregtir. En
¢cok gorulen nérodejeneratif hastaliklar; Amiyotrofik lateral sklerozis (ALS), Alzheimer
Hastaligi (AH), Parkinson Hastaligi, Huntington Hastaligr’ dir (Maragakis ve Rothstein,
2006). Bu hastaliklarda izlenen nérodejenerasyon olusum mekanizmalari genel hatlari
itibariyle; genetik faktorler, protein agregasyon hatalari, membran hasari, oksidatif stres
ve programli hicre 6liumu gibi mekanizmalardan olugmaktadir. Bu tip hastaliklarda
kikurt iceren amino asitlerin metabolizmasindaki bozukluklar ortak 6zellik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu hastalarin plazmalarindaki homosistein dizeylerindeki artis
bu bozuklugun kaniti olarak gortlmektedir. Norotoksik etkileri yogun olarak ¢alisiimis bu
aminoasit olustuktan sonra fizyolojik olarak iki yolla derhal ortamdan uzaklastirilir. Bunlar
remetilasyon ve transsulfirasyon yollaridir. Homosistein, remetilasyonla metiyonine
donusurken, transsilfirasyonla sistein amino asidine ¢evrilmektedir. Homosistein

toksitesinden hilicrenin zarar gérmemesi icin hicre disina verildigi ve plazmada



dizeyinin de bu sebepten ylkseldigi éne surllmektedir. (Brosnan ve Brosnan, 2006;
Maccoss vd 2001)

Noérodejeneratif bozukluklarda, homosistein yiksekliginin yaninda plazma sistein
seviyesinin yukseldigi ve stilfat seviyelerinin azaldigi gosterilmistir. Stlfat molekli ise,
sistein metabolizmasi sunucu olugan sulfit molekulinin Sulfit oksidaz enzimi ile girdigi
reaksiyonun son drinidir (Kisker vd 1997; Maccoss vd 2001). izole Siilfit Oksidaz
(SOX) enzim yetersizligi vel/veya Molibden Kofaktdr defekti sonucu siilfit oksidaz
yetersizligi olugsmaktadir. Sulfit oksidaz yetersizligi yeni dogan doneminde kargimiza
cikmaktadir. Norodejenerasyonla seyreden ve ilerlemis bir hastalik tablosuna neden
olmaktadir. Bu agir dejenerasyon sonucu klinikte; mental retardasyon, karakteristik
dismorfik gérinimler, lens dislokasyonlari ve epileptik nébetler sikga gézlenmektedir.
Yasamin ilk iki yilinda élimle sonuglanan agir bir tablo karsimiza ¢cikmaktadir (Belaidi ve
Schwarz, 2013).

Yapilan calismalarda, sulfit oksidaz yetersizliginde plazma ve idrarda Sistein-s-
Silfat (Cysteine-s-Sulfate, S-sulfocysteine, SSC), tiyosdulfat, sulfit molekili yiksek
oranda tespit edilirken, sulfat miktarinda azalma gértlmustir (Kumar vd 2017).

SSC molekull yapisal olarak glutamat molekuline benzerlik géstermektedir. Bu
benzer yapisinin, N-metil-D-aspartat reseptor (NMDA-R) agonisti olarak etki
go6stermesinde temel etkenlerden oldugu distntlmektedir. Ayrica hiicre icine kalsiyum
girisini artirmakta, nérotoksik etkilere sebep olmaktadir. Bu nérotoksik etkilerin sulfit
kaynakli mi SSC kaynakh mi olduguna dair net bir fikir birligine varilamamis olsa da
yapilan bir calismada SSC’nin néronal membran potansiyelini depolarize ettigi
gosterilmis ve toksisitenin SSC’nin NMDA-R aktivasyonu Gzerinden olusturuldugu
bildirilmistir (Kumar vd 2017).

Yapilan az sayida arastirmada SSC’ nin nérotoksik etkileri gdsterilmisse de, bu

etkinin ortaya ¢cikmasindaki mekanizmalar yeterince aydinlatilamamistir.

1.1. AMAG

Bu calismada, silfit molekulinin detoksifiye edilmesinde bir bozukluk
durumunda vicutta artan bir metabolit olan SSC molekllinin néronlar Uzerine olan
muhtemel toksik etkisinin teyit edilmesi ve bu etkinin ortaya c¢ikmasindaki olasi
mekanizmalari arastirmak amagcglanmistir. Bu maksatla, HT-22 hiicre dizini kullanarak

SSC toksisitesi, sitotoksite, genototoksite ve apopitozis agisindan aragtiriimistir.



2.KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Norodejeneratif Hastaliklar

Norodejenerasyonla seyreden bozukluklar beynin belirli bélgelerindeki néronal
hlcrelerin ilerleyici ve geri donugssuz kaybi ile karakterizasyon gosteren patolojik bir
grubu icermektedir. N6rodejeneratif hastaliklar, toplumda goreceli olarak yas artisiyla
birlikte sik goérilmektedir. Tibbi ve sosyal agidan 6nemli problemler dogurmaktadir.
Ulkelerin saglik giderlerinde de her gegen giin belirgin bir artisa sebep olmaktadirlar. Bu
patolojilerin ¢ocukluktan baslayan formlari mevcut olsa da, genel olarak ilerleyen
yaslarda karsimiza ¢ikan cesitleri 6n plandadir.

65 yas Ustl bireylerin %1-2’sinde Parkinson hastalidi, %10 kadarinda Alzheimer
hastaligi gorilmektedir. Huntington hastali§i, daha nadir karsimiza c¢ikan otozomal
dominant gegisli bir hastaliktir ve bu geni tasiyan ailelerde her bir jenerasyonun %50’si
hastaliktan etkilenir. ALS goreceli olarak nadirdir; lakin hizli ve agresif bir seyir gOsterir.
Cogunlukla seri bir sekilde sakatlik ve dlime sebep olan bir hastaliktir (Burns ve lliffe,
2009, Dayalu ve Albin, 2015, Sveinbjornsdottir, 2016).

GUnUmuzde bu hastaliklarin belirgin kir saglayan bir tedavisi bulunamamis olup
daha ziyade semptomatik tedavi ile sinirlidir. Parkinson hastalidinin semptomatik
tedavisi diger nérodejeneratif hastaliklara kiyasla daha basariidir. ALS, Huntington
hastaligi ve Alzheimer hastaliginda tedavi secenekleri daha kisithdir.

Noérodejeneratif hastaliklar incelendiginde her hastalikta farkli néron gruplarinin
Ozellikle etkilendigi gorilecektir. Parkinson hastaliginda karakteristik olarak substantsia
nigra pars kompaktadaki dopaminerjik noron hucrelerinde yaygin hasar gorulmektedir.
Korteks ve diger beyin bolgelerindeki néronlar ise etkilenmemektedir. AH’ Inda ise aksine
hipokampus ve neokortekste néron hasari yliksek dizeyde olusmakta ve kortekste farkl
fonksiyonel lokalizasyonlarda degisiklikler gdstermektedir. Huntington hastaliginda,
temel patolojik degisiklikler neostriatumda gozlenmektedir. Ancak hastalikla iligkili
mutant gen beyin ve birgok baska organda eksprese edilmektedir. ALS hastaliginda
noronal kayiplar spinal motor noronlarinda ve kortikal néronlarda meydana gelmektedir.

Norodejenerasyon paternleri ¢esitlilik gostermektedir. Bu gesitlilik, nérodejenerasyonun,



genetik ve cevresel faktorlerden etkilenen néron gruplarinin intrensek fizyolojik 6zellikleri

arasindaki etkilesimlerle ortaya ¢iktigini distindirmektedir.

2.1.1. Norodejeneratif Hastaliklarin Olusumundaki Mekanizmalar

a) Genetik Faktorler

Birgcok nérodejeneratif hastalikta genetik mutasyonlar gézlenmektedir. Bunlarin
cogundaki ortak 6zellik CAG (Sitozin (C), Adenin (A), Guanin (G)) Uglisundn tekraridir.
CAG tekrari poliglutamin yolunda bozukluklara neden olmaktadir. Fazla glutamin protein
katlanmasinda ve degredasyonunda hatalara neden olmaktadir (Marsh vd 2009; Orr,
2009). Huntington Hastaligi basta olmak Uzere dokuz nérodejeneratif hastaligin
patogenezinde poliamin yolagi bozuklugu ve CAG ftrintkleotid tekrar bozuklugu
izlenmistir (Zoghbi ve Orr, 2009).

b) Protein Katlanma Hatalari

Bircok nérodejeneratif hastalik, hatali katlanan proteinlerin agregasyonu ile iligkili
proteopatiler olarak siniflandirilirlar. Alfa-sinlklein, patolojik durumlarda Lewy
cisimcikleri olarak ¢éztinmeyen fibriller halinde agrege olur. Lewy cisimcikleri Parkinson
Hastaligr’ nda gorilmektedir. Ayrica alfa-sintklein fragmaninin, Alzheimer Hastaligr'inda
gorulen amiloid plaklarin yapisina katildigi bulunmustur. Bir baska hatali katlanan
hiperfosforile Tau proteini, Alzheimer Hastaligr'inda goérilen nérofibriller digumin ana
komponentidir.  Beta-amiloid proteini de yine Alzheimerda senil plaklarin ana
komponentidir (Sekiguchi vd 2018; Turner vd 2003).

c) Hucre ici Mekanizmalar

e Protein Degredasyon Yolagi

Parkinson Hastaligi ve Huntington Hastaligi da dahil olmak Uzere bircok gec
baslangi¢li nérodejeneratif hastalik, toksik proteinler tarafindan hicre i¢i agregasyonu
ile iligkilidir. Huntington ve Parkinson'da sitozolde agregasyon gorulirken;
spinoserebellar ataksi tip 1’de nukleusta, ndroserpin inklizyon cisimcikli ailesel
ensefalopatide endoplazmik retikulumda, Alzheimerda da amiloid beta proteinler

ekstrasellller araliya agrege olmaktadirlar. (Rubinsztein, 2006).



e Membran hasari

Monomerik veya oligomerik proteinler tarafindan olusturulan organel
membranlarindaki hasarlar, bu hastaliklara katkida bulunabilir. Alfa-sindklein, membran
kurvaturunu indikleyerek zarlara zarar verebilir ve yapay fosfolipid veziklllerle inktbe

edildiginde genis tibulasyon ve vezikilasyonlara neden olabilir. (Varkey vd 2010)

e Mitokondrial disfonksiyon

Norodenerasyona bagli hicre 6luminde en genel yol intrensek mitokondrial
apopitotik yolaktir. Bu yolak Kaspaz-9 aktivasyonunu, intermembranéz araliktan salinan
sitokrom c’nin saliniminin diizenlenmesi ile kontrol etmektedir. Mitokondrial reaksiyonlar
sonucu reaktif oksijen molekilleri meydana gelmektedir. Bu meydana gelen reaktif
oksijen molekdllerinin konsantrasyonlari, glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz
gibi mitokondrial antioksidan ajanlarin seviyesine baglidir. Reaktif oksijen molekdlleri
antioksidan kapasitenin Uzerinde Uretildiginde patolojik dedisiklikler meydana
gelmektedir. Bu patolojik degisiklikler ayni zamanda norodejeneratif hastaliklarin
olusumunda da rol oynamaktadir. Bu patolojik degisiklikler genel olarak; kalsiyum
dengesinde bozukluk, mitokondrial membranlarda lipid konsantrasyonlarinda degisimler
gibi fizyopatolojik degisimlerdir (DiMauro ve Schon, 2008; Lin ve Beal, 2006; Liu vd 2017;
Wang vd 2017). Mitokondrial disfonsiyon ve oksidatif stresin nérodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde yer aldigi birgok calismada ortaya konmustur (Barnham vd 2004;
Coppedé ve Stoccoro, 2019).

e DNA Hasari

Beyindeki oksidatif reaksiyonlar sonucu olusan reaktif oksijen molekdlleri, DNA
hasarinin temel sebeplerinin baginda yer almaktadir. Genel olarak DNA onarim
mekanizmalarindaki bozukluklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yasa bagh degisimler,
onarim mekanizmalarindaki bozukluklar nérodejenerasyona yol agmaktadir. Beyindeki
oksidatif strese bagh artmig DNA hasarinin Alzheimer, ALS vs. gibi ndrodejeneratif
hastaliklara yol actigi yapilan calismalarla ortaya konmustur. (Madabhushi vd 2014;
Wang vd 2017)



e Aksonal Transport

Alzheimer, Parkinson ve ALS gibi birgok nérodejeneratif hastalikta, proteinlerin
anormal birikimleri ile olusan aksonal patolojiler patogenezde rol oynamaktadir. Bu tir
patolojiler, patojenik islemin bir parcasi olarak aksona verilen hasari ve 6zellikle de
yuklerin aksonlar yoluyla tagsinmasinda olusan hasari vurgulamaktadir. Aslinda, aksonal
transportun bozulmasinin bu hastaliklarin gogunda erken ve belki de nedenleri arasinda

yer alan bir olay oldugu disindimektedir. (De Vos vd 2008)
d) Programlanmis hicre 6limu

Alzheimer, Parkinson, Huntington ve ALS gibi nérodejeneratif hastaliklarda
programlanmis hicre 6lumuandn her hangi bir formu ile hiicre 6limUinin gercgeklestigi
yapilan calismalarla goésterilmistir (Vila ve Przedborski, 2003).

o Apoptozis (tip )

Cok hiicreli organizmalardaki en yaygin programli hiicre 8limi formudur. iki
yolaga ayrilir:

Ekstrensek Apopitoz yolagi: Kaspaz 8-10 aktiftir

intrensek Apopitoz yolagi : Sitokrom ¢ salinimi veya endoplazmik retikulumdaki
fonksiyon bozuklugu sonucu kaspaz-9 aktiflesmesi ile gerceklesir. (Bredesen vd 2006)

e Otofajik (tip I1)

Kanitlanmis degildir. Hipotez agsamasindadir. Yapim bozuklugu olan hucrelerin,

hucre igi lizozomlar yardimi ile yok edildigi dusunulmektedir. (Bredesen vd 2006)

e Sitoplazmik (tip I11)

Programli hiicre dliumunun buradaki mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olup

non-apopitotik surecle ilerledigi dusunulmektedir. (Bredesen vd 2006)



e) Transglutaminaz Aktivite Artigi

Birgcok toksik protein agregatlari, transglutaminaz aktivitesi ile katalize edilen
izopeptit baglari ile karakterizedir. Norodejeneratif hastaliklara spesifik proteinler olan
tau, amiloid beta, alfa-siniklein ve huntington in vivo ve in vitro c¢alismalarda
transglutaminaz substratlari olarak gdsterilmistir. Bu bulgulardan yola c¢ikilarak,
transglutaminazlarin nérodejenerasyonda onemli bir roli oldugu dusunulmektedir.
(Caccamo vd 2010)

2.1.2. Norodejenerasyon ve Kukiirt

Norodejeneratif hastalik terimi, farkli klinik &zellikleri olan etiyolojileri tam
aydinlatilamamis genis bir noérolojik bozukluk grubunu tarif eder. Motor No6ron
hastaliklari, Alzheimer Hastaligi ve Parkinson hastaligi bu tarif icerisine giren
hastaliklardir. Bu tip hastaliklarin 6nemli bir ortak ézelligi bozulmus kukdrt iceren amino
asit metabolizmasidir. Bu bozuklugun kaniti ise yine bu hastalarin plazmalarinda artmis
olarak bulunan homosistein dizeyidir. Norotoksik etkileri bilinen bu aminoasit olustuktan
sonra temel olarak 2 yolla derhal ortamdan uzaklastirilir: Bunlarin ilkinde homaosistein
remetilasyona ugrayarak tekrar metiyonine gevrilir. ikincisinde ise transsiilfiirasyon ile
sistein amino asidine c¢evrilir. Saglkl bireylerde 5-10 pymol/L civarindaki plazma
homosistein duzeylerinin, yukarida sayilan pek ¢ok nérodejeneratif bozuklukta artmasi,
bu aminoasidin hlcre i¢i metabolizmasindaki bir bozuklugu géstermektedir. Bu durumda
homosistein toksitesinden hdcrenin zarar gérmemesi igin hicre disina verildigi ve
plazmada dizeyinin de bu sebepten ylkseldigi 6ne surilmektedir (Brosnan ve Brosnan,
2006; Gundogdu, 2012; Maccoss vd 2001; Dikmen, 2004).

Calismalarda, yine bu grup bozukluklarda homosisteine ilaveten plazma sistein
dizeyinin ylkseldigi ve sulfat dizeyinin azaldi§1 gosterilmistir. Bu bulgular, homaosistein
metabolizmasinda transsilfiirasyon yolaginin saglam oldugunu gdstermektedir. Siilfat
molekllu ise sistein katabolizmasinin son urindadur. Sistein katabolizmasi esnasinda,
ardisik bir seri reaksiyon sonucu olusan stilfat, silfit adi verilen molekilden sulfit oksidaz
enzimi araciligi ile olusturulmaktadir. Oldukg¢a toksik bir molekll olan siilfitin, sulfit
oksidaz enzimi ile sllfata cevrilerek detoksifiye edilmesi hayati 6nem tasir. Bu
detoksifikasyonun yapilamamasinin yasamla bagdasmadigi gosterilmistir (Garrett vd,
1998).



2.2. Kiikiirt igeren Aminoasit Metabolizmasi

Proteinler, 20 farkli aminoasitten olusurlar. Bu amino asitler birbirlerinden yuk,
blyuklik, hidrojen bagi gibi gesitli fiziksel ve kimyasal farkhliklar gésterir. Amino asitler
a-karbonuna amino gurubu, karboksil grubu, hidrojen atomu ve bir yan (-R) grup
baglanmasiyla ile meydana gelen organik bilesiklerdir; R-CH(NH2)-COOH seklinde
formul halinde gosterilirler.

Amino asitler R gruplarindaki farkliliklara gore 6zellik ve isim kazanir. Hidrofilik
veya hidrofobik olmalari R gruplarinin elektriksel 6zelliklerine ve yapilarina goére
sekillenmektedir. Yine R gruplarina bagll olarak suda ¢ozunurluk ozellikleri de
degismektedir. Genel olarak R gruplarina gore siniflandirilirlar (Brosnan vd 2006).

Kikurt iceren amino asitler: “Metiyonin, Homosistein, Sistein ve Taurin™dir.
Metiyonin ve sistein hlicre metabolizmasina ve protein yapisina katilirken, homosistein
ve taurin protein yapisina katlmamaktadir. Bu sebeple metiyonin ve sistein
metabolizmasi sulfat metabolizmasini kavrayabilmemiz igin 6nem arz etmektedir
(Brosnan vd 1983).

2.2.1. Remetilasyon ve Transsulfurasyon Yolaklari

2.2.1.1. Metiyonin Metabolizmasi

Metiyonin esansiyel bir aminoasittir. Diyetle, endojen proteinlerin pargalanmasi
ya da homosistein remetilasyonu ile olusur (Dikmen, 2004). Metiyoninden metiyonin
adenil transferaz araciligi ile S-Adenozilmetiyonin (SAM) olugmaktadir. Metiyonin bu
reaksiyon sayesinde metil kaynagi olarak birgok molekdulin (poliamin metabolizmasi vs.)
protein yapisina katiimaktadir. SAM icerisindeki sulfonyum iyonu sayesinde kolayca
metile eden bir ajana dénlUsmektedir ki bu ajan enzime ihtiya¢c olmadan hicresel
ndkleofillerin - metilasyonunu  gergeklestirmektedir. Ayrica metiyonin  esansiyel
aminoasitler igerisindeki en hidrofobik aminoasittir. Hlicre membraninin hidrofobik
ylzeylerinde globiler proteinler igerisinde metiyonin kalintilari bulunmaktadir. Metiyonin
siklikla membranin lipid tabakasi ile etkilesim icerisindedir. Bazi proteinlerde metiyonin
kalintilari hlcre yldzeyine maruz kalir. Bu kalintilar, metiyonin stilfoksit kalintilarinin
oksidasyonuna duyarlidir (Brosnan ve Brosnan, 2006). Bazi ¢alismalarda metiyonin

kalintilari endojen antioksidan ajan olarak degerlendirilmistir (Levine vd 1996).



DNA metiltransferaz enzimi SAM’In metil grubunu kopartarak, S-adenozil
homosistein (SAH) olusturur. SAHIn parcalanmasi sonucu ile de homosistein
olugsmaktadir.
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Sekil 1. Memelilerde Siilfiir igeren Aminoasitlerden Metiyoninden Sistein Olusumu. 1.Metiyonin Adenozil
transferaz. 2. S-adenosilmetiyonin Metiltransferaz. 3. Adenosilhomosisteinaz. 4. Betain-Homosistein
Metiltransferaz. 5. 5-Metil-tetrahidrofolat-Homosistein Metiltransferaz(Metiyonin Sentaz). 6.Sistatyonin (-
Sentaz. 7. Sistatyonin y-liyaz (Griffith, 1987)
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2.2.1.2. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein 75 yil 6nce ilk defa bulunmus kukdrt iceren bir aminoasittir.
Esansiyel bir aminoasit olan metiyoninin katabolizmasi esnasinda olusmakta ve protein
yapisina katilmamaktadir. Homosistein amino asidinin olusumundaki ilk basamak
metiyoninin metiyonin adenozil transferaz (MAT) enzimi ile adenillenmesidir. Bu
reaksiyon sonucu S-adenozilmetiyonin (SAM) olusur. SAM bircok metilasyon
reaksiyonunda metil vericisi olarak gorev almaktadir. SAM metil transferaz aracilidi ile
demetile olmasi sonucu S-adenozilhomosistein (SAH) olusmaktadir. SAH, homosisteine
SAH hidrolazlar ile donUsturilir. Homosisteinin gesitli toksik 6zellikleri bulunmaktadir.
Oksidatif strese yol agmasinin yaninda ayni zamanda NMDA reseptor agonisti olarak
etki goOstermektedir. Bunlarin disinda, norotoksik amiloid peptitlerin hucrelerde
ekstraselluler alanda birikimine neden olmakta, hucrenin metilasyon kapasitesini
azaltmakta; programlanmis hiicre 8lumunu tetiklemekte ve endoplazmik retikulumda
strese yol actigi bilinmektedir. Bu toksik &zellikler nedeniyle homosistein
metabolizmasinin hlcre icinde siki bir sekilde duzenlenmesi gerekmektedir.
Homosistein olugtuktan sonra fizyolojik olarak remetilasyona ve transsulfurasyon yollari
ile metabolize edilerek bahsedilen toksik etkilerinden korunulmaya calisilir.
Remetilasyon, metiyonin sentaz enzimi tarafindan katalizienen geri dontsumli bir
yolaktir. Bu yolakta metiltetrahidrofolat'tan (MTHF) alinan metil grubu metiyonin sentaz
ile homosisteine aktarilir ve tekrar metiyonin olusturulur. Transsulfirasyon ise geri
doénlsumslz bir yolaktir. Sistatyonin beta sentaz enzimi homosistein ile serin amino
asidini birlestirerek sistatyonini meydana getirir. Sistatyonin daha sonra sistein amino
asidine gevirilir. Yolaklarin ilki geri déniigim reaksiyonunu ifade ederken, ikinci yolak da
fazla homosisteinin yikilarak ortamdan uzaklastirilmasini ifade etmektedir (Griffith,
1987). Homosistein metabolizmasinda remetilasyon ve transsulfirasyon yolaklari
arasinda siki sekilde duzenlenen bir denge vardir. Saglikli bireylerde, bu denge
nedeniyle dusuk dizeyde plazma homosistein konsantrasyonlari izlenir. Plazma
homosistein dlzeylerindeki artis ise bu aminoasidin hicre i¢i metabolizmasindaki bir
bozuklugu gosterir. Bozukluk genellikle bahsedilen yolaklardaki gorev alan enzimlerin
defektlerinde ve/veya cesitli vitaminlerin (B6, B12 ve folik asit) eksikligine bagh olarak
gelisebilir ve neticede hicre ici homosistein dizeyleri artar (Dikmen, 2004). Bu artisa
karsilik olarak da toksiteden hicrenin hasarlanmasini énlemek igin htcre igindeki
homosisteinin hiicre disina verildigi 6ne sirdlmektedir. Bu mekanizma hiicrenin
kendisinin toksiteden korunmasina neden olurken olusan hiperhomosisteinemi tum

dokularin potansiyel toksitesine neden olacaktir. Ayrica homosistein artisinin bu
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norolojik bozukluklarin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu heniz kesin olarak
bilinmemektedir (Finkelstein 2000; Glindoddu 2012).

Metiyonin
— Remetilasyon
1 (Vit. B12)
Transmetilasyon «——
Homosistein
v

s » Transsilfiirasyon
Sistein (Vit. B6)

Siilfat

Sekil 2. Metiyoninden Siilfata, silfit iceren aminoasit metabolizmasi

2.2.1.3. Sistein Metabolizmasi

Sistein, metiyonin metabolizmasi sonucu olusan homosisteinin enzimatik
reaksiyonla sistatyonin meydana getirmesi ve sistatyoninin de hidrolize olmasi ile
olusmaktadir. Sistein, diger sistein kalintilari ile birlikte zincirler arasi ve zincir igi disulfit
baglar olusturma kabiliyeti ile protein yapisinda kritik bir rol oynar. Plazma
membranindaki proteinler Gzerinde birgok disulfit baginin eksport veya sabitleme
gorevleri yaptigi gosterilmistir. Bu disulfit baglari nonenzimatik bir yolla da olugabilecegi
gibi; bir endoplazmik retikulum proteini olan protein disulfitizomeraz aracilidi ile de yanlis
baglanan distilfitleri degistirerek duzeltebilir (Brosnan ve Brosnan, 2006).

Sisteinin santral sinir sistemindeki gorevleri tam olarak aciga ¢ikarilamamistir.
Fizyolojik olarak noéronlarda glutatyon sentezinde prekursor olarak rol almaktadir, ayrica
detoksifikasyon reaksiyonlari i¢in inorganik silfat sagladigi bilinmektedir. Hipoksi ve
anoksi gibi patolojik durumlarda ekstraselliler siviya glial hicrelerden ¢ok miktarda
salindig1 gosterilmistir. Anoksi ve aglisemi durumlarinda sisteinin artis mekanizmasinda
v-glutamiltransferaz (y-GT) yer aldigi duisinidlmektedir. Sistein miktarindaki artisin

sadece salinim artisina baglh olmayabilecedi, y-GT ile glutatyonun (GSH)
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parcalanmasina bagh gergeklesen sistein olusumunun bu toplamdaki sistein artisinda
etkili olabilecegi dustinulmektedir (Janaky vd 2000). Anoksik/iskemik beyin hicrelerine
v-GT inhibitoru olan acivicin verildiginde, Sistein miktarinin hizla dustigu, buna karsilik
olarak da GSH’ Iin hizla arttigi gézlenmistir (Li vd 1999). Calismada sistein-sulfinatin
yuksek miktarlarda goéraldigu; sisteinin serbest radikallerle sistein-sulfinata okside
oldugu dusundlmektedir. SSC’nin sistein-sulfinatla birlikte sisteinin metabolize olmasi

sonucu ortaya ¢iktigi belirtiimektedir (Janaky vs 2000).

Sistein
Sistein Dioksijenaz

v (sitoplazma)

Sistein Silfinik Asit (Sistein siilfinat)

v
3-sulfinilpiravat

.

S0z Piriivat
Slfit

Sekil 3. Sistein katabolizmasi esnasinda sulfit olusumu
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Sekil 4. Memelilerde Sistein Metabolizmasi (Griffith, 1987). 1.Ribozomal protein sentezi, 2. Protein dislfit
baglarinin formasyonu, 3. Sistein aminotransferaz, 4. 3-merkaptoprivat sulfirtransferaz, 5. Sistatyon gama-
lizaz, 6. Zayif mitokondrial aktivite, 7. Sistein dioksijenaz, 8. Aspartat aminotransferaz, 9. Spontane
reaksiyon, 10. Sistein sulfinat dekarboksilaz, 11.Hipotaurin oksidaz, 12.Sistein silfinat dekarboksilaz,
13.Gama-glutamilsistein sentetaz(glutamat-sistein ligaz), 14. Glutatyon sentaz, 15.Gama-glutamil
transferaz, 16. Glutatyonun glutatyon disiilfite enzimatik ve nonenzimatik oksidasyonu, 17.Tiol oksidaz,
18.Glutatyon redlktaza baglanmis glutatyon ile enzimatik ve nonenzimatik transhidrojenasyonlar (disulfit
degisim reaksiyonlari), 19. Pantetein ve Koenzim A sentezi, 20.Pantetein ve Koenzim A katabolizmasi,
21.Sisteamin deoksijenaz, 22.Transsulfirasyon yolagi.

2.2.1.4. Siilfit Metabolizmasi

Siilfitin (SO73) kullanimi eski ¢aglara kadar gitmektedir. ilk kullanimlarinin hijyen
amacli oldugu bilinmektedir. Besinlerde katki maddesi olarak kullaniminin tarihi 17.yy.’a
kadar gitmektedir. Sulfitler, vacutta sulfir iceren aminoasitlerin metabolizmasi sonucu
olusmaktadir. Sulfit endojen ya da eksojen kaynakli olsun toksik bir molekuldir ve
enzimatik reaksiyonlarla detoksifikasyona ihtiya¢ duymaktadir. SOX enzimi ile silfata
donugserek hucreler sulfitin toksik etkilerine maruz kalmamaktadirlar (Cohen ve
Fridovich, 1971; Lester, 1995). Sdlfitler vicutta endojen ve eksojen olarak iki sekilde
karsimiza ¢ikmaktadir.

Endojen karsilasma incelendiginde: Endojen fazla miktarda sulfit birikimi, diyabetli
hastalarda insulin saliniminin azalmasi, etilmalanik ensefalopati, agir néron hasari,

dolasim sistemi bozukluklari ve kronik diyareye neden oldugu gérulmektedir (Wu vd
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2009). Vicutta, kukurt iceren aminoasitlerin ve siilfit iceren bilesiklerin yikimi sonucu
sulfit olusmaktadir. Kikurt iceren aminoasitlerden sistein ve metiyonin metabolizmalari
sonucu 6nemli miktarda endojen siilfit olusmaktadir (Cooper, 1983). Sistein, sistein
dioksijenaz enzimi araciligi ile sistein-silfinik aside gevrilir. Sistein dioksijenaz enzimi
sitoplazmada yer almaktadir ve bu reaksiyonda sitoplazmada gergeklesmektedir.
Burada olusan sistein-sllfinik asit mitokondride sistein-silfinik transaminaz enzimi ile
reaksiyona girer ve 3-silfinilpirtivat olusturur. Bu molekil spontan olarak kukurt dioksit
(S0Oy) ve pirtvata cgevrilir. SO, hidrate olarak H>SOs’e dénusir. H.SO3 da silfite gevrilir.

Sulfitin eksojen kaynaklarina bakildiginda ise, en ¢ok karsimiza ¢ikanin SO;’li
kirli hava ile alinan SO;72 oldugu gorulmektedir. Havadaki SO2’ in ¢ok buyuk bir kismini
fosillerden elde edilen enerji kaynaklarinin yakilmasi sonucu atmosfere salinan SO,
olusturur. Diger eksojen silfit kaynagdi ise kullanilan ilaclardir. Epinefrin, lokal
anestezikler, kortikosteroidler, antibiyotikler, analjezikler gibi ilaglarda kullaniimaktadir.
Silfit, renk ve kivam koruyucu olmasindan ve antimikrobik etkisinden dolayi da gida

sanayinde kullaniimaktadir.

GSSH ~_

Pdo\
H,S —sgr—> §° ——sor—> S0,
S04
/ 23
Tgo :}tH

Sox \ 54062/ Sat

Mo

Sekil 5. inorganik Siilfit Déngisi (Liu vd 2017)

2.3. SOX Enzim Eksikligi

Sulfit oksidaz Sulfit'in sllfata oksidasyonunu katalizleyen fizyolojik olarak hayati
O6nem arz eden bir enzimdir. Sulfit oksidaz molibdenum kofaktére baghdir. SOX enzimi
intramembrandz aralikta yer alan mitokondrial bir enzimdir. Yetersizliginde klinikte major

olarak mikrosefali, psikomotor ve mental gerilik, hipotoni ve lens dislokasyonu goralir.
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SOX enzim yetersizligi ve molibdenum kofaktdr sentez defekti otozomal resesif
karakterdedir. (Rupar vd 1996). Molibdenum Kofaktériin sentezi guanozindenden
baslayan kompleks tepkimeler sonucu meydana gelmektedir. Bu tepkimeler igin
Molibdopterin sentaz, Mo selataz gibi enzimlerin ve MogA, MoeA gibi Mo transportunda

gorevli gesitli proteinlerin varhgi elzemdir. (Kramer vd 1987)
insanlarda genetik olarak SOX yetersizliginin iki sebebi vardir.

a) Molibdenum kofaktor sentezinde defekt. Bu durumda ayrica yine molibdenum
iceren ksantin dehidrogenaz ve aldehid oksidaz enzimleri de etkilenir.

b) izole SOX gen mutasyonu. Enzimin protein diziliminin 160. Pozisyonunda
bulunan arjinin yerine glisin aminoasidi gelmistir. (Kiglkatay vd 2005)
Molibdenum kofaktor sentez defektinde ve izole SOX eksikliginde benzer klinik

gostermektedir. Clnkl her iki durumda SOX etkinligindeki eksiklik sebebi ile klinik
olusmaktadir. (Kisker vd 1997)

Sdlfat idrarla atilmakta, idrarla atilan kisminin ¢ok buyuk bir kismi yaklagik %90’1
SOX enziminin dahil oldugu reaksiyon sonucu olusmaktadir. Sekil 6’ da bu dénisim
g6sterilmistir. ilk SOX yetersizligi vakasi Mudd ve arkadaslari tarafindan 1967 yilinda
rapor edilmistir. 2,5 yasindaki bir erkek ¢ocukta siddetli beyin hasari, agir mental gerilik,
gorme kaybi, spastisite, quadripleji ve serebral atrofi gibi c¢esitli klinik bulgular
gozlenmistir. Yapilan tetkiklerde, idrarla yodun bir sekilde atilan S-sulfosistein, SO,
tiyosilfat ve normalden daha az miktarda cikarilan SO, dikkati ¢ekmistir. Bagka bir
calismada da klinik bulgularin kikurt iceren amino asit metabolizmasinda olugsmus
olabilecek bir defekt sonucu oldugu fikri agir basmigtir. Postmortem karaciger, bdbrek
ve beyin dokusunda SOX aktivitesi olclilmis ve SOX aktivitesinin olmadidini
bulunmustur (Kigukatay vd 2005; Mudd vd 1967).
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sitokromc Mo (V1) Fe (1)

(rediikte) SO;” + H,0
sitokrom ¢ SO~ +2H*
(okside)

Mo (VI) Fe (II) Mo (IV) Fe (IIl)

Mo (V) Fe (lI1) Mo (V) Fe (ll)

sitokroMokrom c
(rediikte) (okside)

Sekil 6. SOX tarafindan katalizlenen reaksiyon (Garrett vd 1998)

2.4. Sistein-S-Silfat (Cysteine-S-sulfate, S-Sulfocysteine, SSC)

SSC’nin hayvanlarda, bitkilerde, bakteri ve mantarlarda yapilan galismalarda
sistein metabolizmasindan olustugu gdésterildigi gibi SSC’ den sisteine dénlisim de yine
bazi bitki, bakteri ve mantarlarda yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur.(Hensel ve
Troper 1976; Kunert 2007; Liu ve Inglis 1972; Nakatani vd 2012).

Sistein metabolizmasi sonucunda ortaya ¢ikan SSC, S-sulfoglutatyonun analogu
olup, sistein silfinik asitin transaminasyon ve oksidatif deaminasyonu ile sistin ve
sisteamin Uzerinden s-sulfosistamin ile birlikte de ortaya cikabilmektedir (Marco ve
Coletta, 1961).

Sistein aminoasidinin norotoksik etkileri neonatal ratlarda gosterilmigtir. Sistein
norotoksitesinin birgcok nérolojik rahatsizligin patogenezini agiklamada yardimci olacagi
dusunulmektedir. Yapilan c¢alismalarda sisteinin disik dozlarda NMDA reseptor
aktivasyonu yaptigi gosterilmigtir; ancak bunu hangi mekanizma Uzerinden yaptigi
bilinmemektedir. Ancak galismalarda yine sisteinin glutamat salinimini artirarak toksik
etkilerinin de oldugu gosterilmektedir (Puka vd 1995). Bu bulgular; sisteinin kendisi veya
metabolitinin potansiyel olarak bu ndrotoksitede rol alabilecegini gostermektedir (Olney

vd 1990; Pace vd 1992). Sisteinin metabolitlerine genel olarak baktigimizda
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karbondioksit ile sisteinin birlesiminden olusan sistein-karbamat yine glgcli bir NMDA
reseptdr agonistidir. Bir diger az ¢alisiimis metaboliti de sisteinin inorganik silfit ile
birlesiminden olusan SSC’dir (Abbas vd 2008). SSC, Mudd ve arkadaslari tarafindan
1967 yilinda vaka sunumu olarak SOX enzim eksikligi olan hastalarin kan ve idrar
analizlerinde tespit edilmigtir. SOX enzim eksikligindeki agir tablonun olugsmasindaki
patofizyolojide énemli bir rol oynadigi dusunudlmektedir. SSC molekiller yapi olarak
glutamat ile benzerlik gostermektedir. Eksitator ve toksik etkilerinin de caligsmalarla
gosterilmesi SOX enzim eksikligi patogenezinde yer aldigi gérusunid desteklemektedir
(Mudd vd 1967). SSC’nin hicre kadltirinde hicre icine kalsiyum akisini artirdigi
gOsterilmistir (Kumar vd 2017).

SOX yetersizligi veya sistatyon sentaz eksikliginde néronal hasarin, muhtemelen
beyinde ekstrasellliler alanda SSC veya homosisteik asit birikimine bagh olustugu
dusunulmektedir. SSC ve diger glutamat analoglarinin beyinde ekstraselliilere nasil
salindi§i tam olarak bilinemese de; kalsiyum bagl vesikuler salinimla (Bouvier vd 1991)
veya glutamat tasiyicisi aracili§i ve/veya glutamat anyonu ile sulfir bagl anyon hetero-
degisimi ile oldugu distnulmektedir (Szatkowski vd 1990).

Glutamat ve aspartatin beyinde geri alim mekanizmalari ortaya konulmus, toksik
dozlara ulasmasinin normal sartlarda bu geri alim mekanizmalari sayesinde mumkun
olmadigi yapilan calismalarla gosterilmistir. Ancak SSC’nin glutamata benzer bir geri
alim mekanizmasi bilinmemektedir. Bu sebeplerle de noérotoksitede onemli bir yer
olusturdugu dusunilmektedir (Olney vd1975). Yapilan bir diger ¢alismada da yine
Molibdenum kofaktér sentez defektinde ana noérotoksik mekanizmanin SSC ve silfit
oldugu ve stlfit'in oksidatif stresi artirdig1 gosterilmistir. SSC ve slilfit yiksek dozlarda

kan beyin bariyerini gecgip nérodejenerasyona yol agmaktadir (Kumar vd 2017).

o i
H(‘lj—CHz—S—ﬁ—O‘
COO O

Sekil 7. Cystein-S-Sulfat (L-Cysteine-S-Sulfate, S-Sulfocysteine, Cysteine Sulfonic acid) (Kumar vd 2017)
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Sekil 8. Sistein Yolagi, SSC olusumu (Eyaid vd 2005)

2.5. Glutamat

Glutamat beyindeki ana eksitator noérotransmitterdir. Glutamat 6grenme bellek
gibi biligsel bircok fonksiyonda rol oynamaktadir. Noronlarin %50’si nérotransmitter

olarak glutamati kullanmaktadir. (Tural ve Onder, 2002)

e i
H(|3—CH2—CH2—C—O‘
COO-

Sekil 9. Glutamat (Kumar vd 2017)

2.5.1. Glutamat Reseptorleri

Glutamat Reseptorleri iyonotrofik ve Metabotropik olarak iki ana gruba ayrilirlar.

iyonotrofik Glutamat Reseptorleri Ca*2 aracilidi ile calisirlar ve (¢ gesittirler:
1) Alfa-amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol-propionik asit (AMPA)

2) N-metil-D-aspartat (NMDA)

3) Kainat

Glutamat reseptorleri birgok seviyede etkilesim halinde gérinmektedir. Glutamat

reseptorlerinin glutamat saliniminda 6zel rollere sahip oldugu bilinmektedir. NMDA



19

reseptorleri, en ¢ok bilgi sahibi olunan reseptor tipleridir. NMDA reseptoérleri (NMDAR)
hem ligand kapili hem de voltaj bagiml isleve sahiptir (Ozdemir ve Ozdemir, 2016).
NMDAR, noronal iletisimde gérev alan iyonotropik glutamat reseptérlerinden birisidir. 7
farkl subunitesi tanimlanmistir: NR1, NR2 (A, B, C, D) ve NR3 (A, B). NMDAR, iki NR1
ve NR2 veya NR1 ve NR2/NR3 karisik subunitlerinden olusan tetramer yapidadirlar.
Glisin ve glutamat NR1 ve NRZ2'ye baglanir. Glisin, glutamat baglanmadan 6nce
baglanmalidir. NMDAR ylksek Ca*? gegirgenligine sahip, segici olmayan kanallardir.
Dinlenim halinde Mg*?, aktivasyonu bloke etmek icin NMDA reseptdrlerine baglanir.
Sinaptik membranin yeterli depolarizasyonunda Mg*?, voltaj bagimli NMDAR'’ dan ayrilir.
Eszamanl olarak glutamat NMDAR’ a baglanarak reseptori aktive eder. Bu aktivasyon
iyon kanallarini acarak Ca*? akigini saglar ve Long Term Potentiation (LTP)’'ye aracilik
eder. LTP 6grenme slreclerinde ve hafiza olusumda ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir.
AH’li hastalarin beyinlerinde; AR peptitler, presinaptik néronlardan glutamat salinimi
artisl, astrosit ve mikroglialardan glutamat salinimi ve glutamate alim inhibisyonu sonucu
olusan ekstraselluler glutamat artisina aracilik ederler. Uzatiimis sinaptik NMDAR ve a-
amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol-4-propionik asit reseptori (AMPAR, iyonotropik
glutamat reseptori) aktivasyonu sinaptik depresyon ile sonuglanan desensitizasyon ve
internalizasyon ile bagintihdir. Sonug¢ olarak asiri glutamat, hicre 6luma ve LTP
bozulmasi gibi zararli sonuclara yol acarak ekstra-sinaptik NMDAR’ GnU aktive eder.
Hiperfosforile edilmis tau, protein kinaz Fyn'i hedefler. Protein kinaz Fyn, NR2B'yi

fosforlar. Bu olaylar AB peptitlerce olusturulan glutamaterjik eksitotoksisiteyi artirir.

Memantin AH tedavisinde kullanilan, dusik afiniteli, voltaj bagimli ve
nonkompetatif NMDA reseptoér antagonistidir. Diger NMDA reseptér antagonistleriyle
kiyaslandiginda Mg*?dan daha yulksek afiniteye; ketamin, fenilsiklidin ve MK-801’den
daha diusuk afiniteye sahiptir. Memantin, NMDA reseptor kanalina, tercihen kanal asin
acildiginda girer. Boylece, memantin nispeten duslk, tonik glutamat seviyeleri ile
indiklenen kanal aktivitesini bloke ederek Ca*? akigini inhibe eder. Bu inhibisyon,
noronal hucreleri glutamat eksitotoksitesinden korur ve AHnin iyilesmesine katkida
bulunur.  Presinaptik ndronlarin  depolarizasyonu sonrasi  salinan  yuksek
konsantrasyonlarda glutamat, memantinin bloke ettigi NMDA reseptorlerini aktive
edebilir (Sekiguchi vd 2018).



20

2.5.2 Glutamat Taslyicilari

Glutamat tasiyicilar, glutamatin - membrandan  gegisini  dizenleyen
norotransmiter tagiyici protein ailesidir. Sodyum iyonunun elektrokimyasal gradientine
baglh olan Eksitatér amino asid tasiyicilari (EAAT) ve sodyumdan bagimsiz calisan
vesikller glutamat tasiyicilari (VGLUT) olmak (zere iki blylk alt sinifa ayrilirlar
(O’donovan vd 2017). Beyinde, EAAT, glutamati sinaptik araliktan c¢ikarir ve glial
hicrelerin ekstrasinaptik boélgelerinden hicre icine girisini saglarlar. VGLUT lar ise
glutamati hicre sitoplazmasindan sinaptik vezikullerin icine dogru sirtkler. Glutamat
tasiyicilari ayrica, kalp, karaciger gibi periferik dokularda aspartat amino asidinin de
tasinmasini saglarlar. Sistin-glutamat antiporter (xCT), vesikuler glutamat tasiyicisi olup,
hicre membraninin plazmasinda lokalize iken, VGLUT lar glutamat iceren vezikiillerin
membraninda yer almaktadir. EAAT ler ise transmembran integral proteinleridir. Sodyum
bagh EAAT’ler ayrica potasyum ve hidrojen iyonunun transmembran gradientine
baghdir. Sodyum bagimli tasiyicilar yiksek afiniteli glutamat tasiyicisi olarak
bilinmektedirler (Danbolt, 2001). EAAT antiporterlar, glutamat molekunu tagirken, hicre

icine 3 sodyum ve 1 hidrojen iyonu, hiicre digina da bir potasyum iyonu tasirlar.

EAAT'ler, ylzeysel olarak iyon kanallarina benzeyen, membrana bagli sekonder
tastyicilardir. Bu tagiyicilar, hiicre membranindan iyon gecisini saglayarak, ekstraselluler
glutamat konsantrasyonlarinin dizenlenmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Zerangue ve
Kavanaugh, 1996). Membran depolarizasyonu sonucu ekstraselliler alana glutamat
salinimi, glutamat tasiyicilari ile hizlica ekstraselliler alandan uzaklastirilarak, disuk
konsantrasyonlara  cekilmektedir.  Glutamat tasiyicilarinin yoklugu ve/veya
bozuklugunda, ekstraselliler glutamat konsantrasyonu ylkselecek ve reseptorleri surekli
uyararak eksitotoksiteye neden olacaktir. Ayrica birgok biyokimyasal sireci tetiklemis

olacaktir (Zou ve Crews, 2005).
o EAAT

EAAT’lerin insanda su ana kadar EAAT 1-5 olmak tzere 5 alt tipi belirlenmigtir.
EAAT 1 ve 2 glial hicrelerin membranlarinda bulunmustur (Lehr vd 1995). Dusuk
seviyelerde EAAT 2, hipokampal CA3 piramidal hicrelerin akson terminallerinde
bulunmustur. EAAT 2’nin santral sinir sistemindeki glutamat geri aliminin yaklagik
%90’ indan sorumlu oldugu dastnilmektedir (Holmseth vd 2009). EAAT 3-4 ¢ogunlukla
néronlarda bulunmakta, néronlarin akson terminallerinde, hicre goévdelerinde ve
dendritlerinde eksprese edilmektedir. EAAT 5 ise sadece retina lokalize olarak

bulunmustur.
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Glutamat, glial hicrelere EAAT ile alindiktan sonra, hiicre igerisinde glutamine
cevrilip presinaptik nérona geri transfer edilir. Burada yeniden glutamata cevrilip VGLUT
araciligi ile vezikullere alinmaktadir. Bu stirece glutamat-glutamin déngisi denmektedir
(Pow ve Robinson, 1994).

e VGLUT

VGLUT 1-3 olmak Uzere 3 tip bilinen VGLUT bulunmakta ve ayrica vezikiler
sialin isimli glutamat/aspartat tasiyicisi bulunmaktadir (Miyaji vd 2008). Bu tasiyicilar,
norotransmiterleri sinaptik vezikiller icerisine, daha sonra sinapstan salinmak Uzere
paketlerler. VGLUT'lar sekretuar sistemde bulunan proton gradientine baghdir.
VGLUT’larin glutamat afinitesi EAAT larin yuz ila binde biri arasindadir ve aspartat

tasiyicihgi da bilinmemektedir (Shigeri vd 2004).

VGLUT3 SLC17A8 geni ile kodlanan, noérolojik hastaliklarda ve agri
mekanizmasinda yer alan bir glutamat tasiyicisidir. Noronlar, glutamattan farkh bir
norotransmiter kullanirken VGLUT3'U eksprese edebilmektedirler (Fremeau vd 2002).
Bu geleneksel olmayan tasiyicinin (VGLUT3) roli hala bilinmemektedir, ancak su anda,
isitsel sistemde, VGIuT3'Un diger iki vezikiler glutamat tasiyicisi, VGLUT1 ve
VGLUTZ2'ye ¢ok benzeyen hizli uyarici glutamaterjik iletimde yer aldigi gosterilmistir
(Seal vd 2008). VGLUT3 ablasyonunun davranissal ve fizyolojik sonuglari vardir. Clnku
anksiyete, ruh hali dizenleme, durtisellik, agresif davranig, agri algisi, uyku-uyanikhk
dongusu, istah, vicut isisi ve cinsel davranis gibi gok gesitli néronal ve fizyolojik stregleri
dizenlemede VGLUTS3 yer almaktadir. VGLUT3'Un kaybi belirli bir kaygt ile ilgili fenotiple
sonuglanmaktadir. Duyusal sinir lifleri, duyu modaliteleri ve iletim hizlari boyunca agri
asiri duyarlihgini tespit etmek igin farkl yollara sahiptir; ancak mevcut bilgilerimize gére
hangi duyusal turlerinin, farkli enflamatuar ve néropatik agrinin agiri duyarllik formlariyla
iliskili oldugu halen bilinmemektedir (Gras vd 2002, Ruel vd 2008, Takamori vd 2002).

2.6. Hipotez

Hipotezimiz, SSC molekilinin Glutamat benzeri eksitotoksik etkileri ile
norotoksik olabilecedi ve bu etkisinin ortaya g¢ikmasinda genototoksite ve/veya

apopitozis sureglerinin rol oynayabilecegidir.
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3.GEREG VE YONTEMLER

3.1. HT-22 Hiicre Dizini

HT-22, HT-4 hicre hattindan alt klonlanmis 6limsuzlestiriimis bir fare
hipokampal hicre hattidir. Ebeveyn HT-4 hicre hatti, sicaklik duyarli SV40 T-antijeni ile
fare néronal dokularinin olimsuizlestiriimesinden tiremistir. HT-22 glutamata karsi
oldukga duyarlidir ve bu nedenle siklikla néronal hicrelerdeki glutamata baglh toksiteyi
incelemek igin bir model sistemi olarak kullanilir. Hiicreler Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali 8gretim lyesi Dog. Dr. Betil KARADEMIiR’den temin

edilmigtir.

3.1.1. HT-22 Hucrelerinin ¢ozdurulmesi

HT-22 Hucre Dizini icin 6ncelikle besiyeri olan ortam hazirlanmistir. Hcre kaltara
besi yeri olarak %10 fetal bovin serumu (FBS), %21 L-glutamin, 2100IU/ml
penisilin/10mg/ml streptomisin ve yuksek glukoz iceren DMEM high (gibco)
kullaniimigtir. Deneyler 6ncesinde yuksek glukoz iceren DMEM cekilip nérobazal besi
yeri eklenmigtir.

Donduruimus HT-22 hicreleri -80°C’den kriyotlpler icerisinde ¢ikarilip
¢dzundurilmesi icin birkag dakika 37°C’ de etlive konulmustur. Laminer akis kaputunda,
hucreler steril 15 ml'lik bir konik tipe aktarilip, Gzerlerine damla damla 9 ml HT-22 besi
yeri ilave edilmistir. Tap, hlcreleri peletlemek icin 300 x g'de 2-3 dakika santrifuje
birakilip sonrasinda sltpernatan kismi bosaltiimistir. Hicrelere, 15 ml HT-22 besi yeri
eklenerek hicreler tekrar stispanse edilmistir. Hlcre besi yeri daha sonra 75’lik flasklara
aktarilip, hicreler 37°C’ de nemlendirilmis bir inkiibatérde %5 CO; ile inklibe edilmigtir.

Ertesi glin, ortami 10-15 ml taze HT-22 besi yeri ile degistiriimistir.
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3.1.2. HT-22 Hucrelerinin ¢ogaltiimasi ve pasajlanmasi

Her iki G¢ ginde bir taze besi yeri ile ortam degisimi ile hicrelerin cogaltiimasi

gercgeklestirilmistir. Hicreler %70 konfluent hale geldiklerinde pasajlamak igin:

1) Konfluent haldeki flasklardaki besi yeri ¢ekilmis, 5 ml PBS ile bir kez yikanmis ve PBS
ortamdan uzaklastiriimistir.

2) PBS ile yikanmis flaska 2-3 ml tripsin eklenip flask alanina nazik hareketlerle
yayildigindan emin olunup inkiibatére 60 sn. beklemek Gzere kaldiriimistir.

3)60 sn sonrasinda inkiibatérden cikarilan flasklar nazikge kenarlardan vurarak
hlcrelerin yapistigi tabandan kalkmalarina yardimci olunup, mikroskop altinda kalkip
kalkmadiklari kontrol edilmigtir. Kalktiklari gérultp tabana tekrar yapismamalari igin flask
dik konuma getirilmigtir.

4) Dik konumdaki flaska 5 ml besi yeri eklenip, besi yeri birka¢ kez nazik bir gekilde
cekilip flaskin yapisma yuzeyine dogru birakilarak yikama yapilmistir.

5) Duvar yikamasi sonrasi flaskin igerisindeki hlicre ve besi yeri ¢ekilerek 15 ml'lik
santriflj tiplerine aktarilip 1500 g’ de 5 dakika santrifij edilmistir.

6) Santrifij edilen hicre sispansiyonunun sipernatan kismi uzaklastiriimistir. Kalan
pelet kisminin Gzerine 1 ml besi yeri eklenip homojen bir sekilde dagilmasi igin pipetaj
yapilmigtir.

7) Her 75 cm?lik flaskla 10 ml besi yeri eklenip homojen dagiimis hicre
suispansiyonundan 100 ul-500 pl arasi konulmustur.

8) Bu islemler sonucu yuzeye yapisma ve ¢ogalma igin inkibatoére flasklar kaldiriimigtir.

3.1.3. HT-22 Hiicrelerinin Sayiimasi

Canli hiicrelerin sayiminda Tripan Mavisi boyasi kullaniimistir. Tripan mavisi canli hiicre
icine giremedigi gibi; 6lu hicrelerin ¢ceperlerinden gecebildiginden canli hucreleri ayirt
etmekte kullaniimaktadir. Canli hiicreler beyaz, 6l hiicreler mavi renk almaktadirlar. Isik
mikroskobu altinda hicreler sayilirken beyaz renkli canli hicreler sayllmigtir. Sayim
islemine baslamadan evvel yukarida anlatilan ybéntemle santriflij ve sonrasinda
supernatan kismin uzaklastiriimasina kadar ayni islemler gergeklestirilmistir.
Sonrasinda:

1) Supernatan kismi uzaklastirilmis pelete 1 ml besi yeri eklenip homojen olmasi igin

pipetaj yapilmis, pipetaj yaparken girdap olusturmamaya 6zellikle dikkat edilmistir.
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2) Pipetaj sonrasi hiicre slispansiyonundan 10 pl alinip ependorfa konulup, tzerine 10
Ml tripan mavisi alinip ayni ependorfa konulmus ve pipetaj yapilip iyice homojenize
edilmistir. 20 pl'lik yeni karisimdan 10 pl alinip thoma lamina (Sekil 10) konulup, 1sik
mikroskobunda canli hicreler sayiimistir.

3) Sayma iglemis gergeklestirilirken, buyuk karenin sol ve Ust kenar ¢izgisi Uzerindeki
hicreler sayima dahil edilirken, sag ve alt kenar ¢izgisi Uzerinde kalan hicreler sayima
dahil edilmemisgtir.

Thoma lamindaki karelerin boyutlari Sekil 10’ da gosterildigi gibi buyuk karenin hacmi 1
mm¥tir.

Bu alandaki tum hucreler sayilirsa (N):

1 ml yani Tmm?’ teki htcre sayisi = N x DF x10%olur.

DF= Dilisyon Faktoru (bizim sayma islemimizde 2’dir)

N=0.1mm? te mevcut hiicre sayisi
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Sekil 10. Thoma Lami

3.1.4. HT-22 Hiicrelerinin Dondurulmasi

1) Huicreler pasajlama isleminde anlatilan ydntemle santrifij ve sonrasinda supernatan
kismin uzaklastiriimasina kadar ayni iglemler yapiimistir.

3) Dondurulacak santrifiij tipu sayisi kadar 2 ml'lik kriyotip hazirlanmigtir.

4) 1600 pl besi yeri kriyotiipe konulmustur. Uzerine 200 pl FBS ve 200 ul DMSO damla
damla eklenip, nazikge alt Gst yapilmigtir.

5) Kriyotupler dnce -20°C’ye kaldirip 2 saat bekletilip -80°C’ye kaldiriimigtir.
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3.2. HT-22 Hicrelerinin Diferansiye Edilmesi

HT-22 fare hipokampus hucrelerinde bulunan glutamat reseptorlerinin sayisini
artirmak icin butiin deneylerden dnce hicreler asagida anlatildigi sekilde hazirlanmig

olan Neurobasal Medium karigsimi icerisinde 24 saat diferansiye olmasi i¢in bekletilmigtir.

Hazirlanigi: 184ml Neurobasal Medium (NB) igerisinde, 2 ml N2 suppl (x100), 2

ml L- Glutamin, 2 ml Penisilin-Streptomisin ¢dézilmustar.

3.3. Deneyler

Deneyde kullanilan kimyasallar: L-Cysteine-S-Sulfate, Memantine hydrocloride
(Sigma), DMEM high glucose, Neurobasal Medium (Gibco), N2K supplement,
Penisilin/Streptomisin (Capricorn Scientific), L-glutamine, Trypsin EDTA (Bl Biological
Industries), LY341495 (Abcam).

3.3.1. WST-1 Hiicre Sitotoksisite Testi

WST-1 Cell Proliferation Kit (Cayman) kullaniimistir.  WST-1, hicre
proliferasyonunda induksiyon ve inhibisyon ¢aligsmak icin herhangi bir in vitro modelde
kullanilabilmektedir. Deney canli hicrede, WST-1 tetrazolyum tuzunun formazana,
hicresel mitokondriyal dehidrojenazlarca enzimatik pargalanmasina dayanmaktadir.

Deneylerimizde hiicre sayisi kitte 6nerildigi Gzere 10* olarak galigiimistir.

3.3.1.1. SSC LD50 Dozu Belirlenmesi

Proseddr:

e Hicreler yukarida belirtilen usulle toma laminda sayilarak her kuyucuga 10*
hicre gelecek sekilde NB besi yeri icerisinde 96’'lik Well Plate’e ekilmigtir.
o 24 saat 37°C’de CO; inkiibatérinde inkibe edilmistir.

e Mevcut kuyucuklardaki NB besi yerleri aspiratorle ortamdan uzaklastiriimistir.
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Her doz 4’erli ¢alisilacak sekilde 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300 uM SSC eklenerek
gruplar olusturulmustur.

24 saat 37°C’de CO; inkubatérinde inkibe edilmigtir.

Onceden kit manueline uygun sekilde hazirlanmig WST1 karisimi 10 pl olarak
batin kuyucuklara eklenip, 2 saat 37°C’de CO; inkUbatériinde inkiibe edilmistir.

inkiibasyon sonrasi Elisa okuyucu ile ¢aligiimistir.

Calisma sonuglari probit analiz yapilarak SSC’nin LDsg dozu 125 pM olarak

belirlenmigtir. Memantin ve LY341495 icin literatlr taramasi yapilip, Memantin icin 20

MM, LY 341495 icin 10 uM’lik dozlar ¢alisma igin belirlenmistir

3.3.1.2. SSC Toksitesinin Zamana Bagl Degisimi

5 adet 96’lik well plate’ e SSC ve kontrol gruplari ikigser kuyucuk olarak yukarida
belirtilen usullerle NB besi yeri ile ekilmigtir.

24 saat 37°C’de CO; inkubatériinde inkibe edilmistir.

NB besi yerleri ¢ekilip, kontrol kuyucuklari hari¢, Gzerlerine 125 uM'lik SSC
eklenmistir.

1, 2, 6,12, 24. saatlerde WST1 calisma karisimi eklenerek 2 saat inkibe edilip

Elisa okuyucuda caligiimistir.

3.3.1.3. Glutamat Reseptor Blokorlerinin SSC Toksitesinin Onlenmesindeki
Roliiniin Arastirilmasi

Deney Gruplart:

© N o a0 ks~ whPE

Kontrol

SSC

SSC+ Memantin

SSC+ LY341495

SSC+ LY341495+ Memantin

Memantin

LY341495

LY341495+Memantin, olarak belirlenmistir.

Her grup sekizli olarak 96’lik well plate’te kuyucuklara daha énce bahsettigimiz

sekilde NB besi yeri igerisinde ekim gergeklestirilmistir.
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24 saat 37°C’de CO; inklbatériinde inklibe edilmistir.

NB besi yeri ¢cekilmistir.

SSC 125 pM, Memantin 20 yM, LY341495 10 uM olacak sekilde kuyucuklara
ilaclar verilmigtir.

24 saat 37°C’de CO; inkubatériinde inkibe edilmigtir.

10 pl her kuyucuga WST1 calisma karisimi eklenerek 2 saat inklibe edilip Elisa

okuyucu ile ¢alisiimistir.

3.3.1.4. Farkh Dozlardaki Glutamat Reseptor Blokorlerinin SSC Toksisitesini
Onlemedeki Roliiniin Arastiriimasi

Deney gruplari

© © N o g bk wDdPE

e o e
g h W N P O

Kontrol

SSC (125uM)

SSC + 0.1 yM Memantin
SSC + 0.3 yM Memantin
SSC + 1 yM Memantin
SSC + 3 yM Memantin
SSC + 10 yM Memantin
SSC + 20 yM Memantin
SSC + 30 nM LY341495

. SSC + 200 nM LY341495
. SSC + 500 nM LY341495
. SSC + 1uM LY341495

. SSC + 2 yM LY 341495

. SSC + 5 yM LY 341495

. SSC + 10 yM LY 341495

Her grup uclu olarak 96’lik well platete kuyulara daha 6nce bahsettigimiz
sekilde NB besi yeri igerisinde ekim gergeklestirilmistir.

24 saat 37°C’de CO; inkubatériinde inkiibe edilmigtir.

NB besi yeri ¢ekilmigtir.

SSC 125 uM, Memantin ve LY341495 deney gruplarinda belirtilen dozlarda
kuyucuklara eklenmistir.

24 saat 37°C’de CO; inklibatériinde inkiibe edilmistir.
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o 10 ul her kuyucuga WST1 calisma karisimi eklenerek 2 saat inkiibe edilip Elisa

okuyucu ile ¢alisiimistir.

3.3.1.5. Glutamat Reseptor Blokérlerinin HT-22 Hiicreleri Uzerine Toksik Etkilerinin
Arastiriimasi

Deney Gruplari

1. Kontrol

2. 0.1 yM Memantin

3. 0.3 yM Memantin

4. 1 yM Memantin

5. 3 uM Memantin

6. 10 yuM Memantin

7. 20 yM Memantin

8. 30 nM LY341495

9. 200 nM LY341495

10. 500 nM LY341495

11.1 yM LY341495

12.2 yM LY 341495

13.5 yM LY341495

14.10 pM LY 341495

e Her grup dublike olarak 96’lk well plate’te kuyucuklara daha 6nce bahsettigimiz
sekilde NB besi yeri igerisinde ekim gergeklestiriimigtir.

o 24 saat 37°C’de CO; inkiibatériinde inkiibe edilmistir.

¢ NB besi yeri ¢ekilmigtir.

e Memantin ve LY341495 deney gruplarinda belirtilen dozlarda kuyucuklara
eklenmistir.

e 24 saat 37°C’ de CO; inkiibatériinde inkiibe edilmistir.

e 10 pl her kuyucuga WST1 calisma karigimi eklenerek 2 saat inkibe edilip Elisa

okuyucu ile ¢ahigiimigtir.

3.3.2. Hiicre igi Total Glutatyon Olgiimii
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Bir tripeptit (y-glutamil-sisteinilglisin) olan redikte glutatyon (GSH), birgok
yasayan hlcrede bulunan temel serbest tiyoldir. Ksenobiotiklerin detoksifikasyonu,
hidroperoksitlerin uzaklastirimasi ve protein sulfidrillerin  oksidatif durumlarinin
korunmasi gibi birgok biyolojik islemde yer almaktadir. Hayvan dokularindaki anahtar
antioksidan molekuldur. Total glutatyonun %90-95’lik bir kismi hicre igerisinde redikte
formda bulunur (GSH). Glutatyon okside olarak glutatyon disilfit (GSSG) formasyonuna
donusur. Hucre ici GSH miktari, hicrenin toksik bir saldiriya gosterdigi direng kabiliyetini
gOstermektedir. Hlcredeki yiksek miktardaki GSH, hicredeki patolojik degisiklikleri
belirtmektedir. Glutatyon kiti total glutatyon (GSH+GSSG) miktarini dlgmektedir. Test
redukte glutatyonun standart egrisini belirleyerek biyolojik drnekteki glutatyon miktarini
bulmaktadir.

Deney Gruplari

a) Kontrol

b) SSC

c) SSC+ Memantin

d) SSC+LY341495

e) SSC+ LY341495+ Memantin

f) Memantin

g) LY341495

h) LY341495+Memantin
Deneyin Yapilist:

1) Glutatyon kitinde tarif edilen stok solisyonlari ve ¢alisma solisyonlari (6mri 3
saat oldugu icin ¢galisma karisimi hari¢) alikuatlanip hazirlanmistir.

2) 6'lik Well plate’e her kuyuda 10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilip son
volim 2500 pl olacak sekilde NB eklenmistir.

3) 24 Saat CO; inkubatoriinde 37°C’de inkibe edilmistir.

4) 24 saat sonrasi deney gruplarina ilaglar belirlenen konsantrasyonlarda son volim
2500 pl olacak sekilde verilmistir.

5) 24 Saat CO; inkiibatérinde 37°C’de inkibe edilmigtir.

6) llaglarla 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, 500 pl PBS ile yikanip gekilmis ve
Uzerine 1000 ul PBS eklenip hicre skrepti kullanilarak kaldiriimigtir. 500 pyl PBS
daha eklenip plate duvarlari yikanmistir. Toplam 1500 pl volimler cekilerek
ependorflara aktarilmigtir.

7) Mikrosantriftjj ile 600g ‘de 5 dk santrufuj edilip supernatan atilmigtir.

8) Pellet volimu dl¢ilmustir. Yaklasik tim gruplarda 3 pl bulunmustur. 3 kati yani

9 ul %5 SSA solusyonu her ependorfa eklenip vortekslenmistir.
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9) Sivi nitrojen kullanilarak her ependorf dnce dondurulup ardindan 37°C’de sicak
su banyosuna sokulmustur. Bu islem her érnek icin 2 kez tekrarlanmistir.

10) Sonrasinda 2-8°C’de 5 dk bekletilmigtir.

11) 10.000 g’de 10 dk santrifuj edilmistir.

12) Suipernatanlarin tamami yeni ependorflara aktarilirken her grupta ki stipernatan
miktarlari daha sonra hesaplamada kullaniimak Uzere kayit altina alinmistir.
Hemen deney yapillmasi planlanmayan K1 disindaki gruplar -80°C’ye deney
gunune kadar kaldiriimigtir.

13) Daha 6énce alikuatlanan GSH standart stok solisyou (10 mM) eritilip 200 kat dilte
edilerek 50 uM’lik (Standart 1) sollUsyonu elde edilmis, bu 50 uM’lik solisyon
dilie edilerek 25, 12.5, 6.25, 3.15 uMhk 50 pllik standart sollsyonlari
hazirlanmigtir.

14) Deney galisma karisimi kitte yazildigi gibi hazirlanmigtir.

15) 96’lik well plate’e ikili olarak (her grup ayri ayri yazilmistir ancak 6énce 10 pl
ornekler veya SSA eklenmis, Uzerlerine calisma karisimi ve bekleme sonrasi
NADPH hepsine ayni zaman diliminde eklenmistir)

16) 2 kuyucuk kor (ne standart ne de deney grubu olmayan) olarak belirlenmis, bu iki
kuyucuga 10 ul %5 SSA eklendi, Uzerine 150 yl Calisma Karigimi eklenip pipetaj
yapilmistir. Oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Bekleme sonrasi 50 yl NADPH
solUsyonu eklenmisgtir.

17) Standart gruplarina, dublike olarak her gruptan 10 pl alinip kuyucuklara eklenip
Uzerine 150 pl galisma karigimi eklenerek pipetaj yapilmistir. Oda sicakhdinda 5
dk bekletilmistir. Bekleme sonrasi 50 ul NADPH sollisyonu eklenmistir.

18) Orneklerimizden éncelikle Kontrol (K1) grubunu dublike olarak degil ancak 3 farkli
dillasyonla o6lcmek ve diger deney gruplarimiza da onu uygulamada yol
gOstermesi acgisindan 10 pl diliasyonsuz, 2 kat diliasyon ve 4 kat dillasyon
grubu olusturulmustur. Dillasyonlar %5 SSA ile yapilmistir. Her 3 gruptan 10 pl
deney igin kuyucuklara eklenmistir. Uzerine 150 pl ¢alisma karisimi eklenip
pipetaj yapiimigtir. Oda sicakliginda 5 dk bekletilip 50 pl NADPH solisyonu
eklenmistir.

19) Elisa okuyucuda kinetik olarak 412 nm absorbansta 1 dk’lik intervallerle 5 dk
kinetik okunmustur.

20) Standart egri olugturulmustur. Diluasyonsuz grup standartlarin ¢ok Uzerinde
ciktigr gozlenmigtir. Bu sebeple diger deney gruplarinda da 2 kat diliasyon
yapilmigtir.
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Diger deney gruplarinin ¢alismasi igin yine standart sollisyonlar yukarida belirtildigi

gibi hazirlanmistir.

21) 2 kuyucuk kor (ne standart ne de deney grubu olmayan) olarak belirlenip bu iki
kuyucuga 10 pl %5 SSA eklenerek, tUzerine 150 pyl Calisma Karisimi eklenip
pipetaj yapiimistir. Oda sicakhginda 5 dk bekletilip 50 yl NADPH solisyonu
eklenmistir.

22) Standart gruplarina, ikili olarak her gruptan 10 ul alinip kuyucuklara eklenmistir.
Uzerine 150 pl Calisma Karigimi eklenip pipetaj yapilmistir. Oda sicakliginda 5
dk bekletilip 50 pl NADPH soliisyonu eklenmistir.

23) Deney gruplarimiz %5 SSA ile 2 kat dilte edilerek 10 ul her gruptan (gruplarimiz
da SSC1, SSC2 vs. oldugundan kontrol grubu hari¢ her ana gruptan 4 plate
olusturulmustur) Gzerine 150 ul galisma karisimi eklenip pipetaj yapiimistir. Oda
sicaklhiginda 5 dk bekletilip 50 ul NADPH sollsyonu eklenmistir.

24) Elisa okuyucuda kinetik olarak 412 nm absorbansta 1 dk’lik intervallerle 5 dk
kinetik okunmustur.

25) Standart egri olusturulmustur. Standart egri ile ortaya ¢ikan konsantrasyonlar

degerlendirilmistir.

Deney ayni yéntem ve ayni gruplarla N sayisini arttirmak i¢in tekrarlanmistir.

3.3.3. Kaspaz-3 (Caspase-3) Aktivitesinin Tayini

Memeli hicrelerinde, |ICE-Ailesi proteaz/kaspaz aktivasyonu apopitozu
baslatmaktadir. Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kiti (Biovision), DEVD sekansini
taniyan kaspazlarin aktivitesini test etmek icin basit ve kullanigh bir yol saglar. Deney,
DEVD-pNA substratinin boliindikten sonra ortaya ¢ikan kromofor p-nitroanilin (pNA)' nin
spektrofotometrik olarak tespit edilmesi esasina dayanir. Kaspaz-3 aktivite tayin kitimizin
protokolinde, kaspaz-3 Olculebilmesi icin O6ncesinde protein konsantrasyonlarinin
Olclilmesi ve 50-200 ug protein olacak sekilde dilie edilmesi istenmektedir. Protein
konsantrasyonlarinin dlgctlmesi icin deneyimizde BCA Protein Analizi (Pierce™ BCA
Protein Assay Kit, Thermo Scientific) kullaniimigtir. BCA sonucunda kaspaz-3 aktivite

tayini icin her bir kuyucuk igin 100 ug protein belirlenmistir.

1.Hucreler, her kuyucuga 8x10° olacak sekilde 6'li platelere ekilmistir.
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Deney Gruplari

10.

a) Kontrol

b) SSC

c) SSC+ Memantin

d) SSC+LY341495

e) SSC+ LY341495+ Memantin

f) Memantin

g) LY341495

h) LY341495+Memantin olacak sekilde 8 deney grubu ikili ¢aligiimig, toplam 16
kuyucuga ekim yapilmistir. Ekim yapilirken (NB) kullaniimistir. Son volim 3 mi
olarak belirlenmistir.

NB icerisinde daha 37°C’de CO; inkibatériinde 24 saat kalip diferansiye olduktan

sonra besi yeri cekilip, son volim 3 ml olacak sekilde mevcut gruplardaki ilaclar

istenen dozda eklenmistir. 24 saat daha 37°C’de CO: inkibatériinde inklbe

edilmistir.

24 saat bitiminde, hucreler her kuyuya, 800 ul PBS ve 800 pl Tripsin/EDTA ile

muamele edilerek kaldiriimis, 2400 pl NB eklenerek santrifiij tlplerine aktarilip 1500

rpm 5dk santrifij edilmistir. Sipernatanlari atilarak kalan kisimlar tizerine 500 pl PBS

eklenip pipetaj sonrasi ependorflara aktariimistir. Mikrosantriftj ile 14000 rpm’de 5

dk santriftjj edilip, sipernatan kisimlari tamamen atiimistir. Uzerlerine 50 pl Cell Lysis

Buffer (Kaspaz-3 dahilinde mevcut olan) eklenip buz icerisinde 10 dk bekletilmistir.

10 dk bekleme sonrasi, tekrar mikrosantrifdj ile 14000 rpm’de 5 dk santrifuj edilip,

santrifilj sonrasi stpernatan kisimlar yeni ependorflara aktariimistir. BCA deney

glnline kadar beklemek tizere -80°C’ye kaldiriimistir.

BCA Protein Analizi ile elde edilen protein konsantrasyonlari kitte istendigi tizere 50-

200 ug protein arasindan 100ug secilerek her bir grup son volimiu 50 pl olacak

sekilde Cell lysis buffer’la diliie edilmigtir.

2X reaksiyon buffer’t galismanin hemen 6ncesinde 1ml 2X Reaksiyon Buffer + 10yl

1.0M DTT stok olacak sekilde hazirlanmigtir.

96’hk well plate’ e her kuyucuga 50 ul Protein érnekleri eklenmigtir.

Her kuyucuga 50 pl 2X Reaksiyon Buffer (DTT eklenmig) eklenmistir.

Her kuyucuga 5 yl DEVD-pNA (4mM) eklenip 37°C’de 2 saat inklbe edilmigtir.

2 saat inkubasyon sonrasi 405 nm absorbansta Elisa okuyucuda okutulmustur.

Deney ayni yéntem ve ayni gruplarla N sayisini artirmak igin tekrarlanmigtir.
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3.3.4. Comet Analizi

Comet Analizi yontemi DNA hasar seviyesini gdstermede dnemli bir metot olarak
karsimiza ¢cikmaktadir. Comet analizinin temelinde, kimyasal ve/veya fiziksel etkenler
sonucu veya sitotoksik ve/veya genotoksik ajanlarin olusturdugu etkileri gézlemleme
yatmaktadir. Cometler, sistematik bir sekilde taranarak rastgele segilmeli ve tim jeli
temsil etmelidir. Hava kabarciklarinin kenarlari ve kenarlarda koselerde kalan bdlgeler
sayima dahil ediimemelidir. Bahsedilen bu bdlgelerde ¢odunlukla normalin disinda bir
hasar karsimiza ¢ikmaktadir. Bilgisayar analizinde, Ust Uste binen cometlerin
kuyruklarinin olduk¢a uzun olmasi hatali sonuca neden olabilir. Bu sebeple dahil
etmemek daha uygun olacaktir. Ancak ¢ok fazla géz ardi etmek sonugclarin dagihmini
bozabilir bu sebeple, hiicre yogunluklarinin jelin hazirlama asamasinda iyi ayarlanmasi
hatali sonug elde etmemek icin dnem arz etmektedir.

Calismada secilen Cometler, bazi parametreler gcergevesinde Comet Assay IV
yazihimi aracihgi ile dlgumleri gergeklestiriimektedir.

Bu parametreler;

e Bas uzunlugu (Headlength, um)

e Kuyruk uzunlugu (Taillength, um)

e Bas Yogunlugu (Headintensity, Bas kismindaki DNA yuzdesi, % H-DNA olarak
ifade edilir)

e Kuyruk Yogunlugu (Tailintensity, Kuyruk kismindaki DNA ytzdesi, % T-DNA
olarak ifade edilir.)

o Kuyruk Momenti (Tailmoment, ym olarak ifade edilir, % T-DNA ile TL'nin
carpiminin 100%“e boélinmesi ile edilen bir degerdir)

e Kuyruk Migrasyonu (Tailmigration, Bas kisminin kenarindan kiguk saptanabilir
fragmana DNA go6gunin uzunlugudur.)

Bizim deneyimizde literatire uygun olarak kuyruk uzunlugu (taillenght) ve kuyruk

yogunlugu (tailintensity) analiz igin kullaniimigtir.

Deneyin yapilist:
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1.Comet analizi ¢calismasi igin 6’li plate’lere her kuyuda 600.000 hicre olacak sekilde

son volim 3 ml ayarlanarak ekim yapiimistir.
2. ikili calisma yapilmasi planlanmistir.
3. 9 grup (ikili olarak toplam 18 kuyucuk)

Deney Gruplari

a) Kontrol (Negatif Kontrol)

b) SSC

c) SSC+ Memantin

d) SSC+ LY341495

e) SSC+ LY341495+ Memantin
f) Memantin

g) LY341495

h) LY341495+Memantin

i) Pozitif kontrol hiicresi

4. Hucrelerin ekimi sonrasi 24 saat NB igerisinde 37°C'de CO: inkUbatorinde

diferansiyasyon icin bekletilmistir.

5. 24. saatte 6nce mevcut kuyulardaki besi yerleri ¢ekilip, yerine ilaclar uygun
konsantrasyonlarda NB igerisinde dillie edilerek son volim 3 ml olacak sekilde kuyulara

eklenmistir.

e llaglarin konsantrasyonlarinin hesaplanmasi
C1xV1=C2xV2 formuli ile hesaplanmistir.
SSC: Stok 10 mM, 125 puM istenen konsantrasyon son volim 3000 pl
Memantin: Stok 10 mM, 20 pM istenen konsantrasyon son volim 3000 ul
LY 341495: Stok 1TmM, 10 uM istenen konsantrasyon son volim 3000 pl

6. ilaclar verildikten sonra 24 saat daha 37°C’de CO. inkubatérinde inkiibasyon igin
birakiimistir.

7. Deney gunu, Pozitif kontrol hiicrelerine deney dncesi 150 uM’lik hidrojen peroksit 20
dk sureyle uygulanmigtir. Besi yerleri ¢ekilip her kuyuya 1 ml PBS eklenmis ve bekletilip
PBS ortamdan g¢ekilmistir. Sonrasinda 0,8 ml tripsin/ EDTA eklenerek 1 dk 37°C’de CO-
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inkibatoriinde bekletilip hiicreler kaldiriimistir. Uzerine 3 ml besi yeri eklenip tiiplere
alinmistir.

8. Tupler santriflije konulup 1500 rpm 5 dk da gevrilip sipernatanlari atilmistir.

9. Hucre peletlerine 600 pl son volim olacak sekilde besi yeri eklenip pipetajla homojen

hale getirilmistir.

10. Bitin tlplerden homojen olacak sekilde 10 ul (yaklasik 10* hiicre) alinip
ependorflara konulmustur. 90 yl Low melting agar (LMA) her birine eklenmisgtir. Pipetaj
yapilip 80 pl daha énceden normal melting agarla kaplanmis lamlara (6ncesinde metil
alkolle temizlenmisg), her lama 80 pl olacak sekilde ependorflardan lamlara konulmustur.

Uzerlerine lamel (metil alkolle temizlenmis) konulup 15 dk +4°C’de bekletilmistir.

11. 15 dk bitiminde lamlarin Gzerindeki lameller atilip, 75 pl LMA her birine konulmus ve

Uzerlerine yeniden lamel konulmustur. 15 dk +4°C’de bekletilmigtir.
12. 15 dk bitiminde lameller atilip lizis sollisyonuna konulup, 60 dk +4°C’de bekletilmigtir.

13. 60 dk bitiminde buz dolu képugun igerisine elektroforez tanki yerlestirilmistir. Lamlar
elektroforezin igerisine akim yonunde yerlestirilmistir. Elektroforez tanki elektroforez

solisyonu ile doldurulmustur. 30 dk karanlikta bekletilmistir.
14. 20 dk 300mA 21 V elektroforez yurttilmuistir.

15. Sonrasinda lamlar nétralizasyon buffer’ igerisinde 5 dk bekletilip, soguk distile su ile

yikanmigtir. Bu islem toplamda 3 kez tekrarlanmistir.
16. 5 dk lamlar kurutmaya birakiimistir.
17. 60 pl Etidyum bromur ile boyanmigtir.

18. Karanlik ortamda florosan isik altinda bakiimistir. En az 50 tane DNA secilip

uzunluklari kaydedilmigtir. Bunlar comet assay IV programi araciligi ile yapilmistir.

Deney ayni yéntem ve ayni gruplarla N sayisini artirmak igin tekrarlanmigtir.

3.3.4.1. Goruntii Analizi

Hasar gérmemis bir DNA, merkezi alani beyaz ve parlak kenarlara ilerledikce
yodunlukta azalma olarak karsimiza ¢gikmaktadir. Buna nonmigrasyon denmektedir.

DNA hasari olustukga ve arttikga gorinum kuyrukluyildiza benzemekte kuyruklarinda
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uzama goriulmektedir. Hasarin derecesi ile uzama dogru orantilidir. Buna Comet veya
yuksek migrasyon denmektedir. Comet Assay IV programi araciligi ile gorintiler analiz

edilmigtir.

3.4. Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 24.0 paket programi ile analiz edilmistir. Sirekli degiskenler
ortalama * standart hata bilgileri ile grafiklerde ifade edilmistir. Bagimsiz grup
farkhliklarinin karsilastirimasinda Tek Yonli Varyans Analizi kullaniimigtir. Gruplar
arasindaki farklihgin istatistiksel olarak anlamli olmasi durumunda Post Hoc test olarak
LSD (Least Significant Difference) testi kullaniimistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml

kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. WST-1 Testi Sonuglari

4.1.1. SSC LDso Dozu Belirleme
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Sekil 11. SSC'nin artan dozlarda verilen sitotoksiteye yanitin élgiilmesi. (n=4, *p<0.05 kontrol gére anlamli
fark gosterenleri belirtmektedir.)

SSC, 5-300 uM’ ik doz araliinda hiicrelere verilmis 24 saatlik sire¢ sonunda
test gercgeklestiriimistir. Kontrol grubuna gére 5, 10 uM’lik dozlarda anlamh degisiklik
gbzlenmezken; 20, 50, 100, 200 ve 300 uM’ ik dozlarda kontrol grubuna gére canlilikta
anlamh azalma goértlmastir. Calistigimiz dozlarda Probit analiz yapilarak SSC LDsg

dozu 125 pM olarak bulunmustur.
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4.1.2. SSC Toksitesinin Zamana Bagl Degisimi
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Sekil 12. SSC Toksitesinin Kontrol grubuna kiyasla 1,2,6,12,24. saatlerdeki zamana bagl degisimi. SSC
(125uM): Cystein-S-Sulfat (Ortalama +* standart hata; n=2, *p<0.05 kontrol gore anlaml fark gosterenleri
belirtmektedir.)

SSC molekulindn toksik etkilerinin zamana bagli degisimini gérebilmek igin SSC
LDso dozunda tiim hiicrelere verilmis ve 1, 2, 6, 12, 24. saatlerde calisiimistir. 1. saat
sonuglari anlamli degisim g6zlenmemis, ancak 2, 6, 12, 24. saat sonuglari kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml canlilikta azalma gézlenmistir. 12 ve 24. Saatler

arasinda anlamli degisiklik mevcuttur.

4.1.3. Glutamat Reseptér Blokérlerinin SSC Toksitesinin Onlenmesindeki
Roliiniin Arastiriimasi
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Sekil 13. SSC ve Glutamat Reseptér Blokorlerinin birlikte ve tek baslarina sitotoksik etkilerinin arastiriimasi.
SSC (125uM): Cystein-s-sulfat, M (20 uM): Memantin, LY (10puM): LY341495. (Ortalama + standart hata;
n=8, *p<0.05 kontrol gére anlamli fark gésterenleri belirtmektedir.)
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SSC'nin 6nceki calismalarda goéstermis oldugumuz toksik etkilerinin glutamat
reseptor blokdrleri ile birlikte verildiginde canlilik Gzerine etkilerini gézlemek igin belirtilen
grup ve dozlarda hcrelere ilaglar verilmis ve 24. Saatte c¢alisiimistir. Kontrol grubuna
kiyasla tim ilag verilen gruplarda canlilik anlamli oranda azalmistir. SSC grubuna gore,
SSC+ M grubu, M, LY gruplari anlamli degigiklik gostermemistir. M ve LY gruplarinin da
canhligi SSC’ den bagimsiz azalttigi gézlenmistir. LY tek basina canliligi azaltirken M ile
birlikte verildiklerinde LY grubuna kiyasla canlilikta daha az azalma gozlenmigtir. SSC’
nin toksik etkisini SSC+ M gurubu azaltmazken, SSC+ LY ve SSC+ LY+ M gruplarinin
azalttig1 gozlenmigtir. SSC+LY ve SC+LY+M gruplari arasinda ise anlamh farklilk

gbzlenmemistir.

4.1.4. Farkh Dozlardaki Glutamat Reseptor Blokorlerinin SSC Toksisitesini
Onlemedeki Roliiniin Arastiriimasi
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Sekil 14. Glutamat Reseptor Blokorlerinin Farkli Dozlaryla birlikte SSC verilmesi ile hicrelerde olusan
toksitenin kontrol grubuyla kargilastiriimasi. SSC (125 yM): Cystein-s-silfat, M (0.1 yM, 0.3 uM, 1 uM, 3 uM,
10 pM, 20 yM): Memantin, LY (30 nM, 200 nM, 500nM).(Ortalama + standart hata; n=3, *p<0.05 kontrolden
fark gosterenleri belirtmektedir.)

SSC etkisine glutamat reseptdr blokorlerinin farkli dozlardaki etkisi gdzlenmeye
calisilmistir. Kontrol grubuna kiyasla tim deney gruplarinda istatistiksek olarak anlamli
canlilikta azalma mevcuttur. SSC’ye gére SSC+M 0.1 yM ve SSC+ M 10 yM grubu artma
ya da azaltma gdstermezken, diger tim gruplarda SSC ile birlikte hiicre canhhigi kontrole

gbre anlamli derecede azalmistir.
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4.1.5. Glutamat Reseptor Blokorlerinin HT-22 Hiicreleri Uzerine Toksik Etkilerinin
Arastiriimasi
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Sekil 15. Glutamat Reseptor Blokorlerinin Farkli Dozlarda HT-22 Hucreleri Uzerine toksik etkilerinin
arastirimasi. M (0.1 uM, 0.3 uM, 1 pM, 3 pM, 10 pM, 20 pM): Memantin, LY (30 nM, 200 nM, 500 nM, 1 pM,
2 uM, 5 uM, 10 uM): LY341495. (Ortalama % standart hata; n=2, *p<0.05 kontrol goére anlamh fark
gosterenleri belirtmektedir.)

SSC verilmeden belirtilen dozlarda ilaclar verilerek 24 saat sonunda hucreler
Uzerindeki etkileri goézlenmigtir. M 10 pM, 20 uM ve LY 30 nM gruplar haricine tim

gruplarin kontrole gére canliigini anlamli derecede azaltmistir.

4.2. Hiicre igi Total Glutatyon Olgiimii
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Sekil 16. Glutamat Reseptor Blokorlerinin ve SSC ile tek baslarina ve birlikte verildiklerinde hicre ici total
glutatyon duzeylerinin incelenmesi. SSC (125 uM): Cystein-s-silfat, M (20 pM): Memantin, LY (10 pM):
LY341495.(Ortalama + standart hata; n=4, *p<0.05 kontrol gére anlamli fark gosterenleri belirtmektedir. #:
p<0,05 LY grubunda, SSC ve SSC+ M grubuna goére anlamli azalmayi ifade etmektedir.)
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LY grubu haricinde tim gruplarda 24 saat sonrasinda olgimler sonucunda
kontrol grubuna goére anlaml artis mevcuttur. SSC ve SSC+ M gruplarina gére LY

grubunda anlamli olarak daha az miktarda glutatyon élgiimustar.

4.3. Kaspaz-3 (Caspase-3) Aktivitesinin Tayini
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Sekil 17. Glutamat Reseptor Blokorlerinin ve SSC ile tek baslarina ve birlikte verildiklerinde Kaspaz 3
aktivitelerinin tayini ve kontrol grubuna gore kiyaslanmasi. SSC (125 yM): Cystein-s-siilfat, M (20 pM):
Memantin, LY (10uM): LY341495. (Ortalama + standart hata; n=4)

SSC toksitesinin kaspaz-3 apopitotik yolu Uzerinden etkisini gézlemlemek igin
gruplara belirtilen dozlarda ilaglar verildi. 24 saatin sonunda o6lgimler gercgeklestirildi.
Kontrol grubuna goére ve dider gruplarin kendi aralarindaki Olgumlerinde anlamh

degisiklik gézlenmemistir.




4.4. Comet Analizi Sonugclari

4.4.1. Comet Analizinin Goruntiileri

A) SSC B) SSC+ Memantin C)SSC+ LY341495

'

D)SSC+LY+Mem E) Memantin F)LY341495

G) LY+ Memantin H) Negatif Kontrol I) Pozitif Kontrol

Sekil 18. Deney gruplarinin Comet Analizi Goruntileri. A) SSC, B) SSC+ Memantin C) SSC+ LY 341495,
D) SSC+ Memantin+ LY341495, E) Memantin F) LY341495, G)Memantin + LY 341495 H) Negatif Kontrol
I)Pozitif Kontrol
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4.4.2. Comet Analizi Verilerinin Grafikleri
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B) Kuyruk Yogunlugu
Sekil 19. Comet Analizi sonucunda elde edilen degerlerin grafikleri. SSC (125 pM): Cystein-s-silfat, M (20
pUM): Memantin, LY (10uM): LY341495 A) Kuyruk Uzunlugu (Tail length) B) Kuyruk Yogunlugu (Tail

Intensity). (Ortalama + standart hata; n=4, #: p<0,05 dizeyinde LY ve LY+M gruplar arasindaki farki
gbstermektedir.)

Kuyruk uzunlugu ve yogunlugu O&lgumleri, kontrol grubuna gore
degerlendirildiginde SSC ve diger ilag gruplarinda anlamli genototoksite lehine degisim
izlenmemistir. LY grubu ile LY+M gruplar arasinda istatistiksel anlamli degisim

gOzlenmistir.
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5. TARTISMA

Tez calismamizda, SSC’nin toksik etkisini gostermek ve olasi toksisite
mekanizmasini agiklayabilmek icin, WST-1 sitotoksisite deneyi, kaspaz 3 aktivite tayini,
hicre ici total glutatyon dlgimi ve Comet analizi calismalari gergeklestirilmistir. WST-1
sitotoksisite deneyinde, SSC’nin oncelikle LDso dozunu probit analizi ile belirleyip
sonrasinda zamana bagli degisimi incelenmistir. SSC’nin,1. saat haricinde istatistiksel
agidan anlamli sekilde zaman ilerledikge canliigi disirdigia gosterilmistir. Glutamat
reseptdr blokérlerinin SSC toksisitesi Uzerine etkileri dederlendirilmistir. Glutamat
reseptor blokoérlerinin, SSC molekdlinin toksik etkilerini  azaltmadiklari, hatta
kendilerinin SSC’den bagimsiz olarak htcrelere uygulandiginda toksik etkileri oldugu
gorulmustir. Bu etkilerini daha iyi degerlendirebilmek igin, farkli dozlarda glutamat
reseptor blokérleri ile SSC birlikte verilip deneyimiz tekrarlanmistir. Bu deney sonucunda
da kullandigimiz glutamat reseptor blokérlerinin toksik etkileri kargilastiriimistir. SSC’den
bagimsiz etkilerini degerlendirebilmek igin farkli glutamat reseptdr blokdr dozlari SSC
verilmeden hiicrelerde ¢alisiimistir. Glutamat reseptor blokérlerinden memantinin 10 ve
20 uM’hk dozlari disindaki dozlarda ve LY341495'in 30nM disindaki tim dozlarinda
toksik etkileri oldugu gézlemlenmigstir. Calismamiza kaspaz-3 aktivite tayini ile devam
edilmistir. Kontrol grubuna gére SSC ve glutamat reseptér blokoérleri arasinda, birlikte ya
da tek olarak verilmeleri durumunda kaspaz-3 aktiviteleri agisindan anlamli farklilik
gbzlemlenmemigtir. Hicre ici total glutatyon dl¢ciimi ile oksidatif kompanzasyon olup
olmadigi degerlendirilmistir. Kontrol grubuna gére SSC ve glutamat reseptdr blokorleri
verilen hcrelerdeki hiicre ici total glutatyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
artiglar meydana geldigi gézlemlenmistir. Son olarak Comet Analizi araciligi ile deney
gruplarimizda DNA hasari olup olmadidini gézlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla

deney gruplarimizda anlamli DNA hasari izlenmedigi goériimustar.

Calismamizda bir glutamat analogu olan SSC’nin nérotoksitesi teyit edilmigtir.
Literatirde konu ile ilgili yapilmis sadece iki adet ¢alisma bulunmakta ve bu ¢alismalar
da bulgularimizi desteklemektedir. Bu galismalar, Kumar ve ark. (2017) ve Bouvier ve

ark. (1991)'nin ¢alismalaridir. Bouvier ve arkadaslarinin (1991) ¢alismasinda SSC’nin



45

toksik etkileri salamander retinasinin néroglia hicrelerinden elde edilmis olan Mdller
hicrelerinde, glutamattan ¢cok daha eksitotoksik olarak degerlendirilmistir. Ancak ayni
calismada bu eksitotoksik etkinin NMDA reseptérleri Gzerinden oldugundan
bahsedilmekle beraber, glutamat reseptérlerinden farkli reseptorler Uzerinden etki
edebilecegi de gbz ardi edilmemigtir. Muller hlcreleri birgok nérotransmitter reseptori
eksprese etmektedir. Muller hiicrelerinde eksprese edilen reseptérlerin basinda GABAa
ve birkag tip glutamat reseptéri yer almaktadir. Bunun yaninda Mdller hicreleri glutamat
icin, yuksek afiniteli alim tagiyicilarina sahiptir (Newman ve Reichenbach, 1996). Bouvier
ve arkadaslari (1991) deneylerinde Muller hiicrelerinde whole-cell patch clamp yéntemini
kullanmislar ve sisteik asit, sistein sulfinik asit, homosisteik asit, homosistein silfinik asit
ve SSC’nin negatif potansiyellerde ige dogru membran sodyum akiminin daha genis
uyarildigr, +30 mV’a kadar pozitif potansiyellerde daha az uyarima oldugu
go6stermislerdir. Calismalarinda eksitotoksite deneyleri yapilmis ve eksitotoksite
degerleri buylkten kiglge: Homosisteik Asit> S-Sulfo-L-sistein> Homosisteinsiilfinik
asit> Glutamat> Sistein Siilfinik Asit> Aspartat> Sisteik Asit olarak bulunmustur. Burada
da gorilecegi Uzere SSC, sistein siilfinata gére cok daha eksitotoksik etkiye sahiptir.
SSC’ nin sistein ve sistein stlfinata gore daha toksik goriinse de bu t¢ molekill icine
alan bir calisma daha aydinlatici sonuglar elde etmemizde fayda gdsterebilir. Bizim
calismamiz, fare hipokampls hiicre dizini olan HT-22 hicreleri ile deneylerimiz
gerceklestiriimistir. HT-22 hucre dizini glutamat reseptdrlerinin varliginin gosterilmis
oldugu, glutamat toksite deneylerinde ilk akla gelen hicre gruplarindan biridir. SSC’nin
glutamat analogu olmasindan 6tird hdcre secgiminin uygun oldugu dusundlmustar.
Bouvier ve arkadaslari (1991) SSC’nin etkin toksik dozunu 1 mM olarak kullanmislar,
100 pM’lik dozu da denemigler ancak sonug¢ alamamiglardir. TmM’in altinda bagka bir
doz denemesi de gergeklestirmemiglerdir. Bizim ¢alismamizda LDso dozu 125 uM olarak
bulunmus ve bu doz ile galisma yapiimistir. Bouvier ve arkadaslari SSC’nin ara
dozlarinda etkilerini gdstermemiglerdir. Ayrica Muller hicrelerinin glial hiicre olmasi ve
HT-22 hacrelerinin ise néron hicresi olmasi dozlar arasinda farkhligin bir sebebi olabilir.
Bouvier (1991) ve arkadaslari SSC’nin ve diger sulfur iceren molekullerin eksitotoksite
indeksini olusturmuslar ve bizim g¢alismamizi da destekler sekilde SSC’nin sitotoksik
etkili oldugunu gdstermislerdir. Ayrica SSC’nin glutamata gore daha sitotoksik oldugunu
belirtmektedirler. Bu sitotoksiteyi, SSC’ nin hcre igine alimindaki zorluk sebebi ile
ekstraselluler alanda uzun sire kalip glutamat reseptorlerini surekli uyararak yaptigini
ifade etmislerdir. Eksitotoksitenin sadece NMDA reseptor aktivasyonu ile olmayabilecegi
baska reseptor aktivasyonlarinin da rol oynayabilecegdini ifade etmislerdir. Bu bilgi de

bizim sonuglarimizi desteklemektedir. Calismamizda ortaya ¢ikan Memantin ve
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LY341495’in kendilerinin tek tek verilmesi ile gorilen toksik etkinin degerlendirilebilmesi

icin, tekrar farkl sitotoksite testleri ile ¢alisiimasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kumar ve arkadaslarinin (2017) calismasinda, SSC’nin norotoksik etkilerinin
hicre icerisine kalsiyum akisina baglh olarak, hiicre sinyalizasyon olaylarini azaltarak
gosterdigini  belirtmislerdir. Ayrica SSC’nin NMDA reseptér agonisti oldugunu
belirtmislerdir. Kumar ve ark. (2017) ¢alismalarinda, HEK293 boébrek hicre dizini ve
korteks veya hipokamplsten alinmis primer néron kiltiri kullanmiglardir. Toksite
calismalarini 12 saatlik sirede 200 uM’lik SSC, tiyosulfat, taurin ve stilfit dozu kullanarak
MTT analizi ile gerceklestirmislerdir. Reseptor blokéri olarak MK801 ve memantin
(NMDAR blokoérti) ve NBQX (AMPAR blokoérl) kullanmislardir. SSC’nin  sitotoksik
etkilerini galisma sonugclarinda géstermisler, ayrica memantinin SSC’nin toksik etkilerini
geri cevirdigini bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda da NMDA reseptoér blokérl olan
memantin kullaniimistir. Calismamizda memantinin, SSC’nin toksik etkilerini Kumar ve
ark. (2017)nin caligmasinin aksine geri c¢evirmedigi bulunmustur. Caligmalarinda
SSC’nin NMDAR ve AMPAR’lari aktive ettiklerini gostermiglerdir. Bizim bulgularimizla
Kumar ve ark. (2017) bu konuda értismemektedir. Ayrica ¢alismalarinda memantinin
guvenli olarak kullanilabilecegini ifade etmektedirler, bizim ¢alismamizda ise memantinin
de toksik etkileri oldugu gosterilmistir. Bu farkhlik, kullanilan hiicre hatlarinin benzer
Ozellikte olmamasindan veya deney yapilan kitlerin farkli olmasindan kaynaklaniyor

olabilir.

Normal sartlarda, glutamatin hiicre igine alimi, hicre i¢i potasyum iyonu
tarafindan kolaylastiriimaktadir. Sodyum bagimh eksitator amino asid tagiyicilari (EAAT)
ekstraselller alandan hicre igine, sodyumdan bagimsiz g¢alisan vesikiler glutamat
tasiyicilar (VGLUT) ise sitoplazmadan vezikilllere glutamat tasiniminda gérevlidirler.
Sodyum bagh EAATler ayrica potasyum ve hidrojen iyonunun transmembran
gradientine baghdir. Sodyum bagimli tagiyicilar yiksek afiniteli glutamat tasiyicisi olarak
bilinmektedirler. VGLUT lar ise EAAT’ ye glutamat afiniteleri yiz kat daha dusuktar.
EAAT antiporterlar, hucre icine 3 sodyum ve 1 hidrojen iyonu alirken hicre digina da bir
potasyum iyonu tasirlar. Boylelikle noronal yapilar glutamat toksisitesinden korunmus
olurlar. SSC igin de Bouvier (1991) ve arkadaslari glutamat benzeri bir transport sistemi
ile hucre icine alim olabilecegini gostermigler ve bu alimin glutamat alim hizindan ¢ok
daha dusuk oldugunu belirtmiglerdir. Ancak mevcut literatirde, SSC’nin detoksifiye
edilmesi i¢in tam bir mekanizma ortaya konulamamistir. Szatkowski ve arkadaglar
(1990) anoksi gibi ekstraselluler yiksek potasyumun konsantrasyonunun arttigi patolojik

durumlarda hucre igine glutamat aliminin inhibe oldugunu gdstermislerdir. Anoksinin
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olusturdugu beyin hasarinda, ekstrasellller glutamat konsantrasyonlari toksik dozlara
cikmaktadir. Birkag dakikalik anoksi sonrasi ATP dismesi ile vesikiler glutamat salinimi
inhibe olmaktadir. Anoksi sonucunda ekstraselliler K* konsantrasyonun 50 mM'a kadar
yukselmesi, glutamat geri aliminin bozulmasina yol aciimaktadir. Ayrica, ekstraselliler
alana membran depolarizasyonu sonucu glutamat salinimi artmakta ve ekstraselliler

glutamat konsantrasyonu artmaktadir (Szatkowski vd 1990).

SSC’ nin glutamat analogu oldugunu disunulirse dizeyinin arttigi sulfit oksidaz
yetersizligi gibi gesitli patolojik durumlarda bu mekanizma SSC’nin arastirmamizda da
teyit edilen toksitesinin ortaya ¢gikmasina sebep olabilir. Glutamat ve SSC’nin toksitesinin
patch clamp yéntemi ile ilerde farkl hiicre ve hayvan deneylerinde; iyon degisimlerinden

nasil etkilendigi, yardimci “transporter”lar olup olmadigi ayrica arastiriimasi gereken;

bizim de tezimizde eksik olarak nitelendirebilecegimiz konulardir.

Calismamizda DNA hasarini gostermek icin Comet analizi yapilmistir.
Sonuglarda SSC’ nin genototoksik bir etkisinin, 24 saatlik sirecte olmadigi gosterilmistir.
SSC’ nin literatirde calisiimis genototoksik etkisi ile ilgili bir bilgi taramalarimizda
bulunamamistir. Comet analizinde literatliri inceledigimizde glutamat eksitotoksitesinin
genototoksik etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi i¢in ¢alismalar yapildigi gértilmektedir. SSC’
nin glutamat benzeri etkileri gbz énine alindiginda glutamatin sonuglari ile kiyaslama
bize SSC’ nin etkileri konusunda fikir vermektedir. Ataseven ve arkadaslarinin (2016)
¢alismasinda, monosodyum glutamat toksisitesi, genototoksite agisindan calisiimis ve
mono sodyum glutamatin genototoksik etkileri oldugu gosterilmigtir. Mono sodyum
glutamat moleklll glutamat eksitotoksitesinde calisiimaktadir (Lee vd 2018).
Calismamizda glutamat kullanmadigimiz igin HT-22 hicre dizininde de SSC’nin aksine
DNA hasari yapip yapmadigi hakkinda bilgi sahibi degiliz; bu da galismamizin zayif
yanlarindan biridir. Yaptigimiz comet analizinde SSC molekulinin eksitotoksik olmasina
ragmen genototoksik etkisini gésterememis olmamiz, SSC’nin genototoksik etkisi
olmadigini tamamen gdstermeyebilir. SSC’ nin genototoksik etkileri DNA onarim
mekanizmalari ile suratli bir sekilde duzeltiliyor olabilir. Yang ve arkadaslari (2010)
calismalarinda, glutamatla indtklenen DNA hasarinin yikselmis DNA tamir aktivitesi ve
apurinik endonukleaz | (AEIl) protein ve mRNA seviyelerinde artig ile onarildigini
gostermislerdir. Bu bulgu bizim bulgularimizi desteklemektedir. ileri galismalarda
glutamat ile olusturulacak deneyler ile HT-22 hicre dizininde genototoksik etki yapip
yapmadigi, literatirle uyumlu olarak yapiyor ise; SSC’nin bilinenin aksine tam bir
glutamat analogu olmadigi, spesifik farkh bir mekanizma ile etki ettigi dusuncesine

varilabilir. SSC WST-1 sitotoksisite deneyine gore sitotoksik bir molekildir. SSC
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molekilinin sitotoksite gdsterirken genototoksite géstermedidi ¢calismamiz sonucunda
goérulmustir. Vardar ve arkadaslarinin (2018) g¢alismasinda V79 (Cin hamster akciger
fibroblast) hiicre dizininde meso-2,3-dimerkaptostksinik asitle kaplanmis gimus suilfit
kuantum noktalari (DMSA/Ag2S QDs) verilmis ve bu hicrelere MTT sitotoksite deneyi
ve comet analizi gerceklestirmislerdir. Sonuglarinda hticrelerde sitotoksisite gorildugu
halde genototoksite gortlmemistir. Bu bulgu bizim bulgularimizi desteklemektedir.
Sitotoksite deneyi icin DMSA/Ag2S QDs’tan 5-2000 pg/ml gibi genis bir aralik
kullanmiglar, 400 ug/ml doz ve Uzerinde sitotoksite izlemislerdir. Genototoksite igin yine
sitotoksitede kullandiklari aralikta DMSA/Ag2S QDs tedavisi verilmis ancak hi¢bir dozda
genototoksite izlenmemigtir. Ayni ¢alismada apopitoz icin p53, Kazpaz 3, Kazpaz 9
aktiviteleri ile bu apopitoz parametrelerinin mMRNA ekspresyonlari ve bax mRNA
ekspresyonu c¢alisiimis ve tedavi verilen hicre gruplarinda disik dozlarda aktivite
gérilmemis, yuksek dozlarda ise belirtlen apopitoz parametrelerinin  mMRNA
dizeylerinde artis izlenmistir. DisUk dozlarinda ise kazpaz 3 basta olmak Uzere diger
apopitoz parametrelerinin mRNA duzeylerinde artis izlenmemistir. Nohmi (2018)’nin
derlemesinde fenobarbital, karbon tetraklorit ve dietilstilbestrol gibi karsinojenik ajanlarin
genototoksite yapmadan sitotoksite yaptigi ve hicre proliferasyonu uzerinden etki
yaptigi bildirilmistir. Bu bilgiler de bizim bulgularimizi desteklemektedir. SSC
genototoksik etki gostermeden  sitotoksisite gosteriyor olabilir.  Sitotoksisite

mekanizmasinin anlasilabilmesi igin ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda, WST-1 sitotoksisite deneyi ile, memantinin toksik etkisi oldugu
gosterilmistir. Memantin bilindigi Uzere pratikte Alzheimer Hastaligi tedavisinde rutinde
sik kullanilan bir molekuldur. Literatirde memantinin toksik etkileri olduguna dair bir tek
Sekiguchi ve arkadaslarinin (2018) calismasi bulunmaktadir. Bu ¢alismada GIMEN
hicreleri  (Noéroblastoma hucreleri) kullanmiglardir.  Hucrelere, 1-100 uM’lik
konsantrasyonlarda memantin verilmis ve 48 saatlik sire sonunda hicre canhhgi
calisilmistir. Ayrica 10 uM’lik konsantrasyonda memantin verilmis ve verilmemis
gruplardan protein ekstratlari alinmis ve 2D-DIGE (2 dimensional-differential image gel
electrophoresis) ile ayrilmistir. Kitle spektrometrisi kullanilarak da protein noktalarinin
tanimlanmasi yapilmistir. 100 yM’lik memantin verilen grupta verilmeyenlere gore hucre
canliiginda azalma gortimugstir. Memantin verilen gruplarda doz artisiyla orantili olarak
da hicre gelisiminde azalma goérilmustir. Tanimlanan proteinlerden kontrol grubuna
gbre degisiklikleri incelendiginde, [(-aktin, y-enolaz ve glutatyon sentetaz
ekspresyonlarinda azalma goérulmastur. Memantin toksitesinin mekanizmasinin da bu
belirtilen protein ekspresyonlarinin azalmasi ile ilgili olabilecedini dne surmektedirler.

Memantin’in toksik etkileri olmasinin cesitli sebepleri olabilir. Bizim ¢alismamizda,
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kullandigimiz hicre tipine bagli, yani fare hipokampts hicre hatti kullanmamiza bagh
olarak, memantin bu bdlgede toksik etkilere sahip olabilir. Sekiguchi ve arkadaslari
benzer sekilde ndronal kdkenli olsa da kanser hlicre hatti kullanmalarina baglh toksik
sonug elde etmis olabilirler. WST-1 deneyinde hiicre sayisi ve SSC LDso dozu belirleme
sonras! 8 grupla deney gercgeklestiriimistir. SSC’'nin yani sira Memantin (20 yM) ve
LY341495 (10 yM) gruplarinda da kontrol grubuna goére anlamli toksik etkileri oldugu
gOsterilmistir. Bu sekilde bir sonug elde edilince, SSC ile birlikte Memantin ve
LY341495’in farkli dozlardaki etkilerini gormek icin deneyi tekrarlanmig ve sonug olarak
SSC ile birlikte farkli dozlarda verilmelerinde yine istatistiksel olarak anlaml toksisite
gobrilmustir. Bu sonucu teyit etmek maksadi ile SSC verimeden Memantin ve
LY341495'in farkl dozlardaki etkilerini tekrar calisilmistir. Bunun sonucunda ise,
Memantin’in 10 ve 20 uM’lik dozlarinda ve LY341495’in 30 nM’lik dozunda toksik etki
g6zlenmemistir. SSC’ nin eksitotoksik etkilerinin oldugu ise ¢alismamizda gdsterilmigtir.
SSC, sadece glutamat reseptorleri Uzerinden degil, baska bir yolak Uzerinden de toksik
etki goOsteriyor olabilir. LY341495 ve Memantin’ in toksik etkilerinden dolayr SSC’nin
glutamat reseptor agonisti olup olmadidina ¢alismamiz sonucunda karar verilememis

olup ileri galismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamiz kapsaminda kaspaz-3 aktivite tayini gergeklestiriimistir. Apopitoz,
canli yasaminda hayati 5nem arz eden; istenmeyen hiicrelerin ya da hastalikli hiicrelerin
ortadan kaldiriimasi ile sonuglanan fizyolojik bir siirectir. Kaspaz-3 apopitoz strecinde
¢ok 6nemli bir yerde durmaktadir. Caligmalar gostermistir ki kaspaz-3 knockout fareler
yasamin ilk haftalarinda 6lmektedirler. Bu farelerin fenotipinde kafatasinda defektler
goOrulmekte ve bas bolgelerinde ektopik kitleler bulunmaktadir. Bu patolojilerin beyindeki
gelisim sirasinda programlanmis hicre dlumunun basarisizligi sonucu meydana geldigi
disunllmektedir. Bu defektler beyinde goérulirken diger organlarda gérilmemektedir.
Kaspaz-3'un doku segiciliginin oldugu bu sebeple de néronal 6lum yolaginin 6nemli bir
komponenti oldugu dusunitlmektedir (Porter vd 1999). Calismamizda, WST-1 ile
gOsterdigimiz hicreyi 6lume goétliren slrecin kaspaz-3 aktivitesi Uzerindeki etkileri
arastinlmigtir. Sonug¢ olarak, SSC’nin toksik etkilerinden dolayi meydana gelen
sitotoksitenin kaspaz-3 Uzerinden olmadigi gdsterilmigtir. Literatirde SSC’nin kaspaz-3
aktivitesi Uzerine etkilerini konu alan herhangi bir galismaya rastlanmamistir. Glutamatin
kaspaz-3 aktivitesi Uzerine etkisinin gosterildigi bir ¢calismada, glutamatin kaspaz-3
aktivitesini artirdig1 ve apopitozu indukledigi gésterilmigtir (Kim vd 2019). Ancak bir baska
¢alismada da hem primer kortikal néron hticreleri ve bizim de kullandigimiz HT-22 hiicre
dizini Uzerinde glutamat toksisitesinin etkileri, kaspaz-3 aktivitesi, kalpain aktivitesi ve

apopitoz indikatér faktér (AIF) gibi apopitoz siirecine ait parametreler ile ¢alisilmistir
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(Zhang ve Bhavnani, 2006). Bu ¢alismada, primer kortikal néron hiicrelerinde programli
hiicre dliminin AiF, Kalpain aktivitesi ve kaspaz 3 aktivitesini géstermis ancak HT-22
hiicre dizininde kalpain aktivitesi ve AiF gésterilirken, apopitoz mekanizmasinda kaspaz-
3 aktivitesi gosterilememistir. Buradan hareketle glutamata bagli hicre 6limi
mekanizmasinda hucreler arasinda farklliklar gdzlendigini bildirmiglerdir. Zhang ve
arkadaglarinin  (2006) calismasinda HT-22 hicre dizininde kaspaz-3 aktivitesinin
go6rilmemesi, SSC’nin glutamat analogu oldugu disidndldiginde, bizim bulgularimizi
desteklemektedir. Apopitoz mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in bu ve daha baska
parametrelerin ilerleyen zamanda ¢alisiimasi apopitotik sirecin aydinlatiimasinda yararli

olacaktir.

Reaktif oksijen molekilleri (ROS), insan vicudunda, mitokondrial elektron
transport zinciri basta olmak Uzere, hlicre metabolizmasi, sicaklik artigina bagli stres ve
ultraviyole 1s1gina maruz kalinmasi sonucu ortaya g¢ikmaktadirlar. ROS, ¢ogunlukla
oksidasyon icin substrat gorevi goren tiyol bilesikleri ve antioksidan savunmalari ile
tamponlanir. Uretilen ROS’ un konsantrasyonlari ile koruyucu antioksidanlarin
konsantrasyonu arasindaki denge ROS lehine kaydiginda, hiicrelerde oksidatif hasar
olusur. Bu nedenle, artan oksidasyon seviyeleri, glutatyonun Gretimi ve redoks verimliligi

gibi major bir antioksidan mekanizmasinin iglevsizligi ile agiklanabilir (Halliwell, 1991).

Glutatyon, tum organ hucrelerinde en ¢ok bulunan tiyol bilesigidir ve beyindeki
oksidatif strese kargi dnemli bir koruyucu rol oynar. Glutatyon rediktaz (GR), okside
olmus glutatyonun azaltiimasinda, antioksidan formuna geri dénusumunden sorumlu
olan enzimdir. Oksidatif strese yanit olarak diizenlenmektedir. insan keratinosit ve
fibroblast hicrelerinin arsenige maruz birakildigi bir calismada, artan oksidan stresle
birlikte GR aktivitesinde de artis gézlenmistir (Schuliga vd 2002). Glutatyon, GR ve
oksidatif stresin, Tip 2 diyabet, Huntington hastali§i, Leber Herediter Optik Noropatisi,
sizofreni, bipolar bozukluk ve otizm gibi bircok psikiyatrik ve psikiyatrik olmayan

hastaligin patogenezinde yer aldigi yapilan galismalarla gosterilmistir (Gibson vd 2012).

Du ve arkadaslari (2009), calismalarinda tiroid kanser hicrelerinde, proteazom
inhibitérd ile indiklenmis apopitoz mekanizmasinda oksidatif stres ve hicre igci
glutatyonun aldigi roli arastirmiglardir. Calismalarinda, proteazom inhibitdéri olarak
bortezomid kullanmiglar ve hicrelerde proteazom aktivitesi, hlcre i¢i glutatyon dlgimu
ve ROS (reaktif oksijen molekulleri) seviyeleri, kaspaz-3 aktivite lgimi ve GSH sentez
enzimleri spektrofotometrik dlgimler kullanilarak ¢alisilmistir. Hiicre dizini olarak FRO,
KTC2, ARO, 8305C hiicre dizinleri kullaniimistir. Sonuglarinda, proteazom aktivitesinin

inhibe oldugu, ARO ve 8305C hucre dizinlerinde hicre i¢i glutatyon seviyelerinin
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yukseldigi gosterilmistir. FRO ve KTC2 hicrelerinde ROS aktivite artisi gézlenmistir.
ARO ve 8305C hicre dizinlerinde glutatyon artisi ile birlikte apopitotik hiicre ylzdeleri
anlamli derecede diusmiustir. FRO ve KTC2 hicrelerinde ise ROS aktivitesi ylksek iken
apopitotik hiicre ylzdesi ve hicre ici glutatyon dizeyinde anlamli artis tespit etmiglerdir.
Bizim bulgularimizda da artmis sitotoksiteye karsi HT-22 hicrelerinde artmis hicre igi
glutatyon yaniti verilmigtir. Bu artigin sebebini SSC’nin toksitesi sonucu meydana
geldigini dusundugimuz oksidan stresi azaltmak i¢in kompanzatuar bir mekanizma
olabilir. SSC sitotoksite calismamizda, Du ve arkadaslarinin (2009) calismasi
sonuglarindan farkli sekilde hucre canlihginda azalma bulunmustur. Hucre canhhgindaki
azalmanin, hucre i¢i glutatyondaki artigin sitotoksik etkiyi kompanze etmede yetersiz

kalmasi sonucu oldugu seklinde degerlendirilebilir.

Bir baska galismada, major depresyon tanili hastalardan alinan dermal fibroblast
hicreleri ile olusturulmus kultirde oksidatif stres ve glutatyon cevabi ¢calisiimistir (Gibson
vd 2012). Calismada, hastalar yas ve cinsiyete goére gruplandirilip her birinden deri
biyopsisi alinarak hucreler izole edilmistir. Kultire hicrelerde glutatyon rediktaz (GR)
ekspresyonu, total glutatyon konsantrasyonu ve oksidatif stresi 6lgmek icin rélatif protein
karbonilasyonu (gluktoz ve galaktoz durumlari) calisiimistir. Protein karbonilasyonunda
ve GR ekspresyonunda artis gézlemlemisler ancak total glutatyon seviyelerinde anlaml
degisiklik tespit etmemiglerdir. Bizim galismamizda hicre igi glutatyon miktarlarinda artis
g6zlemlenmistir. Bu farkligin sebebi hiicreden kaynaklaniyor olabilir. Gibson (2012) ve
arkadaslari primer fibroblast hicreleri kullanmiglar bizim calismamizda ise HT-22 fare
hipokampus hucre dizini kullaniimigtir. Ayrica bizim ¢alismamizda SSC, Memantin ve LY
341495 olmak Uzere ilag kullaniimistir ancak Gibson ve arkadaslarinin (2012)
calismasinda major depresyon tanili hastalara herhangi bir tedavi verilip verilmediginden
bahsedilmemistir. Ayrica Santral sinir sistemini etkileyen bir rahatsizlikta ciltten alinmig
primer fibroblast hicre kiltirid kullanmislardir. Deneke ve arkadaslarinin (1989)
derlemesinde kdiltire hiicrelerdeki ylkselmis glutatyon seviyelerinin, hiperoksiye veya
dimetiimaleat gibi elektrofilik ajanlara karsi yanit oldugu distnilmektedir. Kondrosit
hicre hatti ile yapilmis bagka bir calismada, hiicre igi glutatyon seviyelerini ylikselten ve
daha dusUk bir tiyol redoks durumu ile sonuglanan kosullar, kondrositleri ayni oksidatif
stres kosullarindan korur denmektedir (Carlo ve Loeser, 2003). Yine baska bir calismada
hicre ici glutatyon seviyelerinin artmasinda, glutatyon sentezinin artmasinda ilag
rezistansinin da etkili oldugu gosterilmistir. A2780 ve A1847 over kanseri hicre
hatlarinda, MTT sitotoksite deneyi, total glutatyon dlcimui ve glutatyon s-transferaz
analizi yapmiglar ve total glutatyon seviyelerindeki artisi sisplatine kargi direngle orantil

bulmuslardir (Godwin vd 1992). ilag direncindeki total glutatyon seviyelerindeki artigin
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y—glutamiltranspeptidaz  mMRNA seviyelerindeki artis ve y—glutamilsistein sentaz
ekspresyonlaridaki artiga bagl olabilecegini ifade etmektedirler. Bizim deneyimizdeki
glutatyon yuksekliginin bir sebebi de ilaglara kargi Godwin ve arkadaslarinin (1992)
¢alismasindaki sonuglara benzer bir direng etkisinden dolayi olabilir. Bu bulgulari, Kidd
(1997) derlemesinde ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda karacigerde hiicre igi
glutatyon seviyelerinin ¢ok yiksek oldugu bilgisini vererek desteklemektedir.
Bahsettigimiz calismalardaki bulgular, bizim g¢alismamizda elde ettigimiz eksitotoksik
molekdllerin olusturdugu hcre i¢i total glutatyon artisi sonucunu desteklemektedir.
Calismamizda her ne kadar oksidatif stres dl¢ciimemis olsa da ortaya koydugumuz hicre
ici glutatyon artisini, SSC’nin toksik etkilerine karsi hiicrelerin antioksidan bir mekanizma

Uzerinden verdigi yanit olarak degerlendirmekteyiz.
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6. SONUGLAR

Tez calismamiz sonucunda SSC molekilinin eksitotoksik etkileri oldugu
gosterilmistir. Bu eksitotoksik etkinin glutamat reseptor blokorleri ile geri cevrilemedigi
sonuglarimizda ortaya c¢ikariimistir. SSC toksik etkisinin, deney suresince DNA hasari
olusturmadigi yani genototoksik bir etki gostermedigi sonucu elde edilmistir. Kaspaz-3
aktivite olcimu ile hucreyi 6lime goéturen surecin mekanizmasi aydinlatiimaya
calisiimistir. Kaspaz-3 aktivitesinde anlaml bir degisiklik gérilmemis olup, SSC’nin farkl
bir mekanizma Uuzerinden hicre o6lumune yol actigi ve bu konuda tamamlayici
¢alismalara ihtiyag duyuldugu deg@erlendirilmistir. Calismamizda, hiicre igi total glutatyon
seviyelerinde artis saptanmistir. Hicrelerdeki patolojik degisikliklere yanit olarak hiicre
ici total glutatyon seviyelerinde yukselme gorulebilmektedir. Bu bulgular sonucunda,
SSC’nin oksidatif strese yol agabilecegdi ve hicre igi glutatyon diizeyinde kompanzatuar
bir yanit olarak artisa sebep olabilecegi distintlmustir. Bu konunun aydinlatiimasi icin
ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. SSC disinda g¢alismamizda Memantin ve
LY341495'in sitotoksik etkileri oldugu gézlemlenmistir. Ozellikle memantinin Alzheimer
Hastaligi tedavisinde klinikte sik kullanilan bir molekul olmasindan dolayi farkli

sitotoksite testleri ile calismalarin yenilenmesine ihtiya¢c duyulmaktadir.
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