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BOLUM I

GIRIS ve AMAC

Glia, gok uzun yillar beyinde sinir hiicrelerini bir arada tutmaya
yarayan tutkal olarak digiinilmis bir hicre grubudur. Son yillarda,
glia hicrelerinin santral sinir sistemindeki birgok yeni fonksiyonlarinin
varligi kabul edilmektedir. 1970 ve 80'li yillarda yéntem konusundaki
iki 6nemli gelisme astrosit hiicre kilturi galismalarina ¢ok énemli yeni
bir boyut getirmistir. Bunlardan birincisi, immatiir beyin dokularindan
ok miktarda glia elde edilmesi, digeri ise bu kiiltiirlerdeki hiicrelerin
tanimlanmasinda gok 6nemli bir kriter olan immunolojik “marker”larin
bulunmasidir. Bu iki yeni yaklasim sayesinde bugiin artik glia kaltir(
elde etmek 20 yil &ncesine gére daha olanakli hale gelmistir.
Olusturulan glia hiicre kdltirlerinde glia davraniglarninin in-vitro gibi
denetleyebildigimiz  kosullarda  incelenmesi  6zel bir 6nem
kazanmaktadir.

Biz, bu tez galismasini gergeklestirmek (izere Anabilim Dalimizda

yapilan hicre kiltlra galigmalarinin 151§ altinda ve daha énce projeler
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kapsaminda in-vivo olarak yuruttigiimiz deneysel spinal lezyon ve
fokal iskemi galismalarinin bir devami olarak diigiindiigiimiiz glutamat
toksisitesi olusturulmus astrosit kiltiiriinde melatonin, 7-nitroindazol
ve riluzoliin etkilerini arastirmayr amagladik.

Sinir sistemi hastaliklan ve diizensizliklerinin 6nemli bir bélimiine
henlz semptomatik yaklasimlar sirdiriilmekte ancak, patolojilerin
altinda yatan nedenler anlasildikga g¢6ziimler ya da patolojilerden
korunma yollar ortaya gikmaktadir. Hastaliklarin etiyopatogenezlerinin
aragtinldigi yerler genellikle ileri teknolojiye sahip laboratuvarlarin
bulundugu arastirma merkezleridir ve galismalar godunlukla in-vitro
kosullarda gergeklestirilmektedir. Bugiin igin, santral sinir sistemi
patolojilerine yol agan siireglerin basinda iskemi ve bunu izleyen
glutamat artisi ve asidite yer almaktadir. Glutamat artisindan
astrositlerin nasil etkilendigi ise tam olarak bilinmemektedir. Bu
calismadan elde edilebilecek sonuglarin bu konudaki klinik
yaklagimlarda da vyararlanilabilecek bilgiler olusturmasi agisindan

6nemli olduguna inaniyoruz.



GENEL BILGILER

Glia Hiicreleri

Glia hucresinin miyelinizasyon 6zelligi disindaki morfolojik 6zellikleri ilk
defa 1824 yilinda Dutrochet tarafindan tanimlanmistir . Virchow 1860
yilinda santral sinir sisteminde ndéronlarin gevresinde bulunmasi
nedeniyle “nerve glia” veya néroglia kavramini ortaya atmistir. Baz
kargi goruglerin bulunmasina karsin néron ve glia hiicrelerinin farkl
kék hicrelerden koken aldigi dustnltlmektedir (Bottenstein & Sato,
1985). Guniumizde yaygin olarak kabul edilen siniflamada omurgali

sinir sisteminde glia hicreleri iki blylik ana grupta toplanirlar:

Mikroglia ve makroglia hicreleri. Mikroglia hiicreleri enfeksiyon,

travma gibi hastaliklar sirasinda mobilize olan fagositik hiicrelerdir.
Makrofajlardan koken alirlar, fizyolojik ve embriyolojik olarak sinir
sisteminin diger hiicreleriyle iligkili degildirler. Makroglia hiicreleri 3
farkli tipten olusur; Oligodendrositler, Schwann hiicreleri ve Astrositler
(Resim I). Oligodendrositler ve Schwann hiicreleri daha az sayida ve
daha kuglk uzantilari olan hicrelerdir. Bu hiicreler, elektriksel
sinyallerin iletimini artiran miyelin kilifi olugturarak aksonu gevresinden
izole ederler. Oligodendrositler santral sinir sisteminde, Schwann

hiicreleri periferik sinir sisteminde bulunan aksonlarin ¢evresinde



miyelin kilif olusturur. Oligodendrositlerin sitoplazmalari, astrositlere
gére daha yogundur, gekirdekleri daha koyu boyanir ve dendritik
uzantilari  parlaktir. Bunlarda, astrositlerde bulunan 90 °A’luk
filamentler yerine 240 °A’luk filamentler mevcuttur (Bottenstein et
al., 1985; Federoff & Richardson, 1992).

Astrositler glia hiicre grubunun en fazla sayida bulunan, daha fazla
fonksiyona sahip hiicre grubudur. Penfield tarafindan 1932 yilinda,
yuvarlak cekirdekleri, genis diizensiz sitoplazmalari olan parlak
gorintdll hicreler olarak tanimlanmislardir. Giiniimizde kabul edilen
ayird edici ézellikleri sitoplazmalarinda glikojen granullerinin bulunmasi
ve cekirdekleri gevresinde ve uzantilarinda 90 °A boyutunda
filamentlerden olusan demetlerin bulunmasidir. Hiicre gbvdeleri gesitli
sekillerde bulunabilir, godunlukla uzun uzantilari vardir. No6ron
hicreleri izerinde ug-ayaklar (end-feet) olustururlar. Sinaptik bélgede
bulunan astrositler bazi norotransmiterlere ylksek afinite gdéstererek
onlari sinaptik araliktan uzaklagtirirlar. Kan beyin bariyeriyle ug
ayaklarla temasta bulunarak néronlarin beslenmesini saglar. Hasarl
dokuda olusan debridleri mikroglia hiicreleri ile birlikte uzaklastirarak
doku iyilesmesine yardimci olurlar. Yiiksek néron aktivitesi sirasinda
noronlar tarafinda salgilanan K* fazlaligini  tamponlarlar. Hasar
sonrasinda morfolojik degisiklife ugrayarak reaktif astrositleri

olustururlar (Dusart, Marty, & Peschanski, 1991).



Resim I: Glia hiicreleri

Astrositler morfolojik 6zelliklerine gére iki grupta toplanirlar:

Fibroz astrositler (Tip I) ve Protoplazmik astrositler (Tip II).

Fibr6z astrositler beyaz cevherde vyaygin olarak bulunurlar.
Morfolojik yapilari dlzensizdir, genelde bir veya birkag uzantisi
digerlerinden daha kalindir. Bircok ndrotransmiter ve iyon kanali
eksprese ederler. Néronlardakine benzer olarak kalsiyum, arasidonik
asit, cAMP, cGMP gibi birgok ikinci haberci sistemini aktive ederek
enzim indiksiyonu, néromodiilatér  sekresyonu gergeklestirir
(Bottenstein et al., 1985).

Protoplazmik astrositler gri cevherde daha yaygindir. Noéronal
aktiviteyle ilgili siireclerde yer alirlar. Eksitator aminoasit, GABA gibi
transmiterler igin geri alim (uptake) mekanizmalari mevcuttur.

Parinerjik, kolinerjik reseptérlerle intraselliler kalsiyum dizeyini



reglile ederler. Kapillerle daha yakin iligkilidirler. Bergman Gliasi gibi
6zellegmis tipleri mevcuttur (Bottenstein et al., 1985).

Glia hiicrelerinin 6zellikleri asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Beyin dokusunu olusturacak sekilde destek elemani fonksiyonlari
vardir, néron gruplarini birbirinden ayirir ve izole ederler.

Miyelin kilif olusturarak genis aksonlarin g¢ogunu izole ederler,
elektriksel sinyalin hizli sekilde iletiimesini saglarlar.

Hasarlanma ve néron 6limi sonrasinda doku artiklarini uzaklastirirlar
Ekstraselliler alanda K* iyon fazlaligini tamponlar, sinaptik ileti
sirasinda ndronlar tarafindan salgilanan kimyasal transmiterleri
uzaklastirirlar.

Gelisim evresi sirasinda néron gogiine ve akson biliyimesine rehberlik
ederler.

Beyin kapiller ve endotel hiicreleriyle siki baglantilar yaparak kan beyin
bariyeri olusumuna katkida bulunurlar,

Noronlari  besleyici  ozelliklerini  destekleyen kanitlar mevcuttur

(Bottenstein et al., 1985; Federoff et al., 1992).

Glia Hiicre Kiiltiiri
Doku kiiltlirt, oldukga yogun bir emek ve malzeme tiiketimi gerektiren
ancak kazandirdidi bilgiler agisindan bugiin biyolojik temel bilimlerde

yapilan arastirmalarda gok faydalanilan bir tekniktir. Bugun igin doku
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kulttird yapilan hicreler arasinda en zor grubu santral sinir sistemi
hicreleri olusturmaktadir. Bu grupta yer alan glia hlcreleri de hiicre
kialtlrd ortaminda Uzerinde en yogun galisilan hicre topluluklarindan
biridir. Primer hicre kultirleri aktif metabolik yapiya sahip hiicrelerin
arastirilmasi amaciyla olusturulan bir modeldir. 1900 lerin basinda
Harrison ve Carrel tarafindan calisiilmaya baslanmistir. Harrison’un
klltir ortaminda néronal gelisimi gostermesiyle bu alanda bir cigir
aclimig, daha sonra sinaptogenez ve miyelinizasyon gibi 6zellikleri
Peterson ve Murray tarafindan kiltirde gosterilmistir. Kiltiire sinir
hticrelerinin yogun olarak galismalarda kullaniimaya baslamasi 1970 li
yillarin basinda olmustur.

Glia hicreleri santral sinir sistemi (SSS) hiicre igeriginde énemli bir
orana sahiptir. Sinir sisteminin heterojenitesi nedeniyle glia hiicreleri
in-vivo kosullarda noéronlara gore gok daha glic galisilan bir hiicre
grubudur. Néronlar igin kullanilabilen elektrofizyolojik tekniklerin,
lezyon galismalarinin glia hicrelerine uygulanamamasi arastirmacilari
in-vitro galismalara yd&nlendirmis ve gliadan zengin hicre kiltiiri
ortamlari gelistirme yoluna itmistir. Gliay! izole etme konusundaki ilk
girisimler bagka hicrelerin (fibroblast gibi) kontaminasyonu nedeniyle
basarisiz olmustur. Ancak 1970 ve 80'li yillardaki calismalarla glia

hticre kilturlerinin saflastirilmasi basarilabilmistir.
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Primer miks glia kdltart, astrosit, oligodendrosit ve mikrogliadan
olusmus bir grupla yeni dodan bir sican beyninden serum destekli bir
ortamda elde edilmistir (McCarthy & de Vellis, 1980). Hicre
yogunlugunun disuk oldugu bu grupta ok az oranda oligodentrosit,
blylk miktarda astrosit hicreleri gelistirilmistir. Serum destekli
ortamlarda glial filamentlerden zengin astrositler tek tabaka
olusturarak gelisebilmis bu goézlemlerden yola gikilarak daha sonra
gelistirilen yontemler ile astrosit veya oligodendrositlerden olusan saf
hiicre kU‘ItUrIeri elde etmek mimkin hale gelmistir (Pixley & de Vellis,
1984).

Immatiir beyin dokusundan alinan hiicreler daha hizli béliinerek bir iki
haftada tek tabakali yogun bir hiicre tabakasi olusturabilirler. Bu
hicrelerin glia htcre dizileri haline donUstlrilmesi de mumkin
olmustur. Primer kiltir ortamlarinda diger hticrelere oranla daha hizli
gelisebildigi ve buyik oranlar olusturabildigi igin primer astrosit
kiltlrleri daha ok tercih edilen bir model haline gelmistir. Ayrica 6zel
immunolojik teknikler kullanilarak saf kiltirler elde edilebilmistir. Elde
edilen glia hicrelerinin pekcok 0Ozelligi asadida gosterilmistir
(Woodhams, Basco, Hajos, Csillag, & Balazs, 1981) .

Bu ozellikler:

Reseptor ekspresyonu,

Noérotrofik faktor sekresyonu,
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Membran iyon gegirgenligi,

Enzim indiksiyonu,

Protein sentezi,

No6rotransmiter alimi,

Metabolik siregler,

Lipid metabolizmasidir.

Primer hiicre kiltirlerinin in-vivo ortamlarla parelellik gostermesi,

calismalarin gogunun bu ortamlarda yapilmasina yol agmistir.

Glia Hiicre Kiiltiiriiniin Dezavantajlan

Glia hiicreleri in-vitro calismalarda kullaniimakla birlikte dezavantajlara
da sahiptir. Oncelikle immatir beyin dokusundan elde edilerek
hazirlanmaktadirlar, kiltiir ortamindaki matiirasyonun derecesi in-vivo
ortamdakine paralel olmayabilir. Morfolojik &zellikleri kullanilan
besiyeri ortamina bagh olarak dedisebilmektedir, bu da matirasyon
kriterlerinin yansitiimasinda bir engel olusturabilir. Bu nedenle, in-vivo
ortami tam olarak yansitmadigi akilda tutulmaldir. Néronlarin alt
tipleri biyokimyasal ve morfolojik kriterlerle kiltir ortamlarinda daha
kolay ayird edilebilirken glia hiicresinde bu ayrim daha zordur. Bazi
dzellikleri noronlarla iliskili olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ornegin,
aksonlarla birlikte bulunan ve bulunmayan Schwann hiicrelerinin

ozellikleri farkhdir (Bottenstein et al., 1985; Federoff et al., 1992).
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Melatonin (M)

Melatonin bir nérohormondur. Epifizde melatonin sentezi karanlikta
uyarilan superior servikal gangliondan gelen beta adrenerjik
postganglionik sempatik sinir sistemi lifleriyle uyarilir (Stokkan et al.,
1991). Isik melatonin sentezinde inhibitér etkilidir (Kostoglou-
Athanassiou, Treacher, Wheeler, & Forsling, 1998; Reiter, 1987).
Melatoninin 6n maddesi triptofandir. Triptofan pinealositlerde triptofan
hidroksilazla 5-hidroksitriptofana hidroksillenir. 5-hidroksitriptofan
aromatik L-aminoasit dekarboksilaz ile 5-hidroksitriptamine (serotonin)
dekarboksillenir. N asetil transferaz, serotonini N asetilserotonine
donustirir. Bu da hidroksiindol-O-metiltransferazin  etkisi ile
melotonine donlstirdlir (Ebadi, Samejima, & Pfeiffer, 1993; Reiter,
1991b). Melatoninin yarilanma 6mru bir kag dakikalik kisa bir siireyi
izleyen ikinci ve uzun bir faza sahiptir. Ortalama yarilanma émri 5-40
dakika arasindadir (Kilic, 1999; Kopin, Pare, Axeirod, & Weissbach,
1961; Mallo et al., 1990; Reiter, 1991a).

Melatonin reseptorleri baslica sinir sistemi yapilari olan hipotalamus,
orta beyin, hipofiz bezi, epifiz, periferal sinirler ve sinir sistemi disinda
gonadlarda bulunur. Hipotalamustaki suprakiyazmatik cekirdek,
beyinde melatoninin en fazla iliskide oldugu alan ve hedef doku olarak

tanimlanmaktadir (Kilic, 1999; Sirotkin & Schaefer, 1997; Stankov,
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Franceschini, & Reiter, 1991). Melatonin etkisini baglica cGMP ve
prostoglandinler aracilidi ile gostermektedir (Godson & Reppert, 1997;

Klein, Auerbach, & Weller, 1981; Young, Gauthier, & Kiely, 1984).

Melatoninin Néronlarin Korunmasindaki Rolii

Epifizden salgilanan melatoninin néronlar Gzerinde in-vivo ve in-vitro
koruyucu bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Bettahi, Pozo, Reiter,
Acuna-Castroviejo, & Guerrero, 1996; Guisti et al., 1996; Kelly & Loo,
1997; Uz, Guisti, Franceschini, Kharlamov, & Manev, 1996). Yapilan
aragtirmalar melatoninin néroproteksiyonda ve eksikliginin de
norodejeneratif  hastaliklarin ~ mekanizmasinda rol  oynadidini
gostermektedir (Guisti, Lipartiti, Gusella, Floreani, & Manev, 1997;
Kilic, 1999; Lezoualch, Skutella, Widmann, & Behl, 1996; Manev, Uz,
Kharlamov, & Joo, 1996; Reiter, Guerrero, Escames, Pappolla, &
Acuna-Castroviejo, 1997a). Melatonin hem suda hem de yadda
Gozuinebilmektedir. Melatonin yiksek lipofilik 6zellige sahiptir (Mendez-
Pelaez & Reiter, 1993; Pieri, Marra, & Moroni, 1994; Reiter, 1998). Bu
ozelligi melatoninin  kan beyin bariyerini kolayca gegmesini
saglamaktadir. intravenéz uygulamay takiben birka¢ dakika icinde
beyin dokusuna gegebilmektedir (Pablos et al., 1997; Pieri et al.,
1994; Reiter et al.,, 1995). Yapilan arastirmalar melatoninin lipit

peroksidasyona karsi koruyucu oldugunu géstermektedir, melatonin
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organizmalarin antioksidan savunmasinda rol alabilir (Bubenic &
Brown, 1997).

Melatoninin serbest radikalleri yakalayici etkisi: Primer olarak oldukga
toksik oldugu bilinen hidroksil radikali, peroksinitrit anyonu ve peroksil
radikallerini yakalamaktadir. Sekonder olarak ise, superoksit anyon
radikalini yakaladigi ve singlet oksijeni baskiladigi belirlenmistir.
(Manev et al., 1996; Pablos et al., 1997).

Melatoninin antioksidan etkisi: Spesifik melatonin reseptérieri araciligi
ile antioksidan enzimlerin yapilimasini saglayarak doku koruyucu
Ozelligi  gostermektedir. Antioksidan enzimler (izerine etkisini
superoksit dismutazin mRNA dizeyini ve glutatyon peroksidaz,
glutatyon reduktaz ve glukoz 6 fosfat dehidrogenazin aktivitesini
arttirarak géstermektedir.

Melatonin bu etkilerine ek olarak prooksidatif bir enzim olan nitrik oksit
sentazi (NOS) da inhibe etmektedir (Kilic, 1999; Mendez-Pelaez et al.,
1993; Reiter, 1991b). Tan ve arkadaslari melatoninin hidroksil
radikalini giderme o6zelligini arastirmiglar, glutatyon ve mannitoliin
hidroksil radikalini giderme 6zellikleri ile karsilastinldiginda,
melatoninin diger ikisinden ¢ok daha etkili oldugunu belirlemislerdir
(Tan, Chen, Poeggeler, Manchester, & Reiter, 1993). Melatoninin
singlet oksijenin norotoksik etkisini tersine cevirdigi gosterilmistir.

Melatonin, direkt olarak singlet oksijeni notralize etmektedir (Reiter,
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1998; Reiter et al., 1997a; Reiter, Tang, Garcia, & Munos-Hoyos,
1997b).

Fizyolojik dozdaki melatoninin serebellar ve hipotalamik NOS
aktivitesini 6énledigi gosterilmistir (Bettahi et al., 1996; Reiter et al.,
1997a) . Bu etkisini L-arginin ile aktive olan cGMP olusumunu
azaltarak yapmaktadir (Guerrero et al.,, 1997). Ayrica, melatonin,
néron membranindaki reseptérleri aracilidi ile hiicre igine Ca?®* girisi ve

uyarilabilirligin artisini 6nlemektedir (Reiter, 1991a).

7-Nitroindazol (7-NI)

Nitrik oksitin (NO) ilk kesfedildigi, 1980°lerin basindan bu yana gegen
kisa siirede gok dnemli gelismeler olmus ve bu maddenin memelilerde
oldukca dnemli biyolojik etkilerinin bulundugu gdsterilmistir. Yaklagik
onbes yildir surdirilen galismalarin sonuglarina goére nitrik oksit
viicutta endojen olarak uretilmekte ve hem fizyolojik hem de patolojik
bir gok siliregte etkin olarak rol almaktadir. NO‘in en énemli biyolojik
rolii belki de onun bir néromodilatér olarak gordigu islevdir.
Dokularda nitrik oksit sentetaz (NOS) enziminin L-arginin‘i okside
etmesiyle NO ve sitrilin olusur. Birgok NOS izoformu tanimlanmigsa
da, bugin igin iyi bilinen (g tane izoformu vardir. Bunlardan bir tanesi
kalsiyumdan bagimsiz, sitokinler ve endotoksinlerle indiiklenen ve

makrofajlarda bulunan indiklenebilir NOS’dur (iNOS veya NOS II). Bu
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izoformu NO (retimi igin tetrahidrobiopterine gereksinim gésterir.
Diger iki izoform ise yapisal olarak adlandirilan ve birisi endotelde
(eNOS veya NOS III) digeri ise néronlarda (nNOS veya NOS I)
karakteristik olarak lokalize edilen kalsiyum/kalmoduline bagiml alt
tiplerdir (Xu & Liu, 1998). Noéronal (nNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) NO
sentaz nérotoksik etkili iken endotelial (eNOS) NO sentaz néroprotektif
etkilidir (Samdani, Dawson, & Dawson, 1997). Nitrik oksit, serbest
radikal etkisi gostererek ve eksitotoksisiteyi arttirarak nérodejeneratif
etki gostermektedir (Dun, Dun, Forstermann, & Tseng, 1992; Faraci &
Brain, 1995; Ikeda, Iwasaki, & Kinoshita, 1998).

Z-Nitroindazol, oldukga spesifik bir néronal NOS inhibitéridiir. Invitro
Galismalar 7-Nitroindazol'un  nNOS’u belirgin olarak inhibe ettigini
gostermistir (Yoshida, Limmroth, Irikura, & Moskowitz, 1994). Bu

Ozellikleri nedeniyle 7-Nitroindazol néroprotektif olarak énerilmektedir.

Riluzol (Ril)

Riluzol (2-amino 6-trifluoromethoxy-benzothiazole) Na* kanallarinin o
alt Unitlerine badlanir, inaktif Na* kanallarinin stabilizasyonunu devam
ettirir (Hebert, Drapeau, Pradier, & Dunn, 1994) ve voltaj kapili Ca%
kanallarini bloke eder. Ayrica, giigli glutamat salinimini engelleyici
etkisi ve enerji metabolizmasini arttinic etkisi ile néron koruyucu

Ozellikler tagir (Huang, Song, Nagata, Yeh, & Narahashi, 1997).
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Riluzol hipoksi, serebral iskemi, omurilik yaralanmalan, beyin
travmalan gibi akut ve Parkinson ve Huntington Hastaligi gibi kronik
norodejeneratif modellerde néroprotektif etkilidir. Riluzol, amiyotrofik
lateral sklerozis (AML)'li hastalarda bagari ile kullaniimaktadir
(Bensimon, Lacomblez, & Meininger, 1994; Rosas et al., 1999; Wahl,
Renou, Mary, & Stutzmann, 1997). Ayrica anaplastik astrositoma ve
glioblastoma multiforme (GBM) gibi beyin tiimérlerinin tedavisinde de

yeri vardir (Aronica et al., 2001; Takano et al., 2001).

Glutamat

Bir amino asit olan L-glutamat, memeli santral sinir sisteminin en
6nemli eksitatér nérotransmiteridir. Glutamat, 6zgiil enzimi glutamik
asid dekarboksilaz (GAD) ile metabolize edilmesine karsin, néronal
sinaptik transmisyonunun sonlandinimasi ve glutamat
konsantrasyonunun nérotoksik diizeylerin altinda tutulmasinda yiiksek
afiniteli  glutamat tasiyicilan da gok 6nemli rol oynamaktadir
(Dingledine & McBain, 1999; Tanaka, 2000). Guniumizde farkli 5 tane
glutamat tasiyicisi bilinmektedir. Glutamat-aspartat tasiyicisi (GLAST),
glutamat tasiyicisi-1 (GLT-1) ve eksitatér amino asid tasiyicisi
(EAAC;-3) olarak isimlendirilmis olup molekiiler yapilar klonlama ile
ortaya gikarilmigtir. Santral sinir sisteminde, GLT-1 ve GLAST ozellikle

glia hicrelerinde eksprese edilir. GLT-1 o6zellikle talamus ve
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serebellumda vyiksek konsantrasyonlarda bulunurken hipokampus,
korteks ve striatumda disuk  konsantrasyondadir.  GLAST
immiinoreaktivitesi ise en yodun olarak serebellumda saptanmistir
(Dingledine et al., 1999).

Eksitatér amino asit (EAA) reseptorleri agonistlerine bagl olarak 5
kategoride siniflandinlir. Bunlardan, yiksek ve disik afiniteli kainat
(KA), amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoazol propionik asit (AMPA), N-
metil-D-aspartat (NMDA) ve kuiskilat (QUIS) iyon kanallar araciligi ile
isleyen iyonotropik reseptorlerdir. (Kilic, 1999). Glutamat reseptorleri

resim 2 de 6zetlenmistir.

i i
NVDA

Na ca’ Na'cat
ion Currents Second Messengers

G-Proteins

Intraceliular Domain

Resim 2: Glutamat reseptorleri (Leighton et al 2001)
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Glutamatin metabotropik reseptérieri, tipik 7 transmembranik alani ile
G protein baglantil olup, ya hiicre igi inositol trifosfat (IP3) ve diagil
gliserol (DAG) seviyelerini yiikseltir ya da hiicre ici cAMP diizeylerini
distiren serpantin reseptérleridir (Aronica et al., 2001).

Glutamatin, glutamat tasiyicisi ile tasinmasi termodinamik olarak en
azindan 2 Na*, 1 protonun birlikte transportu ve 1 K* iyonunun kars
transportu ile eslesmis durumdadir. Bunun sonucu, her glutamat
molekill bagina hiicre igine en az 1 net pozitif yiik girmektedir. Hiicre
igine giren ekstra yikiin nedeni, glutamat transportu sirasinda olusan
CI" akimidir (Dingledine et al., 1999).

Néronal glutamat geri aliminin klasik olarak presinaptik terminallerde
gergeklestigi bilinmektedir. Fakat bu gériis son yillarda yavas yavas
degisime  udgramistir.  Ginki  beyinde  tanimlanan glutamat
taslyicilarindan  EAAC: ve EAAT4 presinaptik terminallerde dedil,
néronlarin soma ve dentritlerinde eksprese edilmektedir (Dingledine et
al., 1999; Tanaka, 2000).

Glutamat tagiyicisi eksprese etmeyen farelerde yapilan calismalar her
bir alt tagiyicsimin  sinaptik iletideki roliinii ortaya koymustur

(Dingledine et al., 1999).
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Eksitotoksisite
Ik olarak 1969 yilinda Olney ve Sharp eksitatér amino asit glutamatin
noronlar lzerine toksik etki olusturabilecedini 6ne siirerek

eksitotoksisite kavramini tanimlamislardir (Olney & Sharpe, 1969).

In-vivo ve in-vitro yapilan deneyler sonucu, fazla miktarlarda eksitatér
amino asit ve analoglarinin nérodejenerasyona neden oldugu ortaya
konmustur (Dugan & Choi, 1994; Hansson et al., 2000; Pulsinelli,

1992; Schulz, Matthews, & Jenkins, 1995).

Glutamat, presinaptik sinir uglarindan salindijinda AMPA ve NMDA

reseptorlerinin her ikisini de uyarir.

Na® un girmesi depolarizasyona neden olur. NMDA reseptorii
monovalan katyon ve kalsiyumun her ikisine de gecgirgendir. Kanal
normalde Mg?* ile kapatiimistir, fakat membranin depolarizasyonuyla
bu blokajdan kurtulur (Choi, 1990a; Mayer, Westbrook, & Guthrie,

1984; Nowak, Bregestowski, & Ascher, 1984).

AMPA reseptér bagimli kanallar yoluyla Na* girisi depolarizasyona
neden olur, béylece NMDA kanallari yoluyla Ca2* girisini saglar.

Kisacasi, glutamat reseptérlerinin aktivasyonu Ca?* gegisi Uzerinden
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etkisini  gosterir. EAA’lerin  salinnmi  ve iyonotropik glutamat
reseptorlerinin aktiflesmesi bir gok iyona karsi membran gegirgenliginin
artisina neden olur (Hossmann, 1994; Morley, Hogan, & Hakim, 1994;

Siesjo & Bengtsson, 1989).

Reseptorlerin glutamat ile aktivasyonunu iceren eksitatér olaylar Ca®*
girigini izler. Eksitator olaylarin sonlandirilmasi, EAA’lerin geri alinmasi
ve inhibitér mekanizmalarla saglanir (Choi, 1990b). Eksitatér amino
asitler ve bunlarin analoglari, NMDA ve NMDA disi reseptoérleri aktive
ederek hiicre igine sodyum, klorur iyonlari ve su girmesi ile hizh
sismeye ve onkotik (veya ozmotik) hiicre 6limine neden olmaktadir
(Dutka, Kochanec, & Hallenbeck, 1989; Siesjo, 1992). Gecikmis hiicre
6lumu ise NMDA reseptérlerinin asiri uyariimasi ve buna bagh ortaya
gikan Ca®" fazlahgi ile olmaktadir (Roda, Carceller, Diez-Teiedor, &
Avendano, 1995). Glutamata kisa fakat yogun maruz kalinmasi NMDA
reseptérlerine bagli mekanizmalar ile gecikmis hiicre 8liimiine neden
olur (Harley, Kurth, Bjerkness, Weiss, & Choi, 1993). Fosfolipaz A, ve
kalpain gibi Ca’* a bagimli enzimlerin aktivasyonu ve serbest radikal
tretimi de bu silregte rol oynar (Clemens, Saunders, Ho, Phebus, &
Panetta, 1993; Siesjo, 1992; Traystman, Kyrsch, & Koehler, 1991;
Tymianski, Charlton, Carlen, & Tator, 1993). Intraselliler Ca®" un

genel artisi her zaman hicre 6limine neden olmadigi icin NMDA
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reseptdrleri gergevesinde lokalize artiglarin nitrik oksit sentazin asiri
uyariimasina neden oldugu ve béylece 6lumciil olaylarin tetiklendigi
diginilmektedir (Pulsinelli, 1992; Tymianski et al., 1993; Weiss,
Turetsky, Wilke, & Choi, 1994). Eksitotoksisite resim 3 de

6zetlenmigtir.

EKSITOTOKSISITE

Glutamat —y

Artmis hicre i¢i Kalsiyum

*DNA hasan
*Azalmis mitokondriyal +Protein Kinaz C
fonksiyon +Kalsiyum Kalmodulin-bagimli
*Artmis serbest radikaller protein kinaz Il
*Ozmotik 8lim *Fosfolipaz
+Apoptotik sinyalleme ve ¢ REGIEEHER
gen tanimlanmasi *Fosfatazlar

*Nitrik Oksit Sentaz
*Endontkleazlar

*Protein yikimi
*Hiicre ve organel
membran hasari

Resim 3: Eksitotoksisite
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BOLUM I1I

GEREC VE YONTEM

HUCRE KULTURU

e Kullanilan kimyasal malzeme
Etanol (%80)
Besiyeri: Hazir besiyeri olarak DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium-Sigma 5546),
Fetal Dana Serumu (FBS): Steril FCS (Biochrom KG; S.01i.3),
Tripsin gOzeltisi: (1:250) Steril tripsin ¢bzeltisi (Biochrome KG, L
2123,
Penisilin-streptomisin g6zeltisi (10 000 U/mL penisilin, 10 mg/mL
streptomisin (Biochrome KG, A 2213),
L-Glutamin (200mM) (Biochrome KG, K 0283),
NADH (Applichem, 606-68-8, R 13934),

Sodyum piruvat (100mM) (Biochrome KG, L 0473),
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PBS-Dulbecco (Biochrome KG, L 1825),
Riluzole (25mg) (Sigma-RBI, R-116),
Melatonin (1gr) (Sigma, M-5250),
7-Nitroindazol (1gr) (Sigma, N-7778) kullaniimistir.

e Geregler
Cam malzeme: Sise (100 mL), beher (125 mL), erlanmeyer (125 mL)
ve pipetler (10 mL, 5 mL, pastor pipeti), hemositometre (Neubaer)
Metal malzemeler: Stizgeg (Por gapi: 80 um), makas, pens ve bistiiri
Plastik kaplar: Petri kaplari (60 ve 35 mm), filtrasyon kaplari (250 ve
125 mL), santriftij tdpleri (50 ve 15 mL)
Filtrasyon kagidi (por capi: 0.2 um)
Enjektor (10 ve 1 mL)
Gereglerin Temizlenmesi; Hiicre kiltiiriinde kullanilan malzemelerin
timd steril olmalidir. Cam malzemeler KCHO (potasyum formaldehid)
ve HaS0, igeren gozeltinin iginde 12-14 saat bekletildikten sonra gesme
suyu ve distile suyla 3 er defa yikanmistir. Yikanan malzemeler 100 °C
de otoklav ile kurutulduktan sonra aliminyum folyo ile kaplanmistir.
Otoklavda 100 kPa basingta 150 °C de 1 saat siire ile sterilize edilmistir
(Sterilizasyon indikator ile belirlenmistir). Metal malzemeler %80 lik
etanolde 12 saat bekletilerek sterilize edilmistir. Plastik malzemeler

steril olarak temin edilmistir.
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e Calisma Sekli
Uretim Besiyerinin Hazirlanmasi
Uretimde kullanilan besiyeri DMEM + %10 inaktive edilmis Fotal dana
serumu igermektedir. Bu gozeltiye %1 oraninda antibiyotik cOzeltisi ve
2 mM L-glutamin eklenmistir. Cézelti kullanimdan hemen énce 0.2 pum

lik filtre kagidindan gegirilmistir.

Primer Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi
Kdltur calismalari steril kosullar gerektirmektedir. Bu nedenle tiim
deneyler steril kabinde gergeklestirilmistir. Kabin sterilizasyonu ultra

viole g1k ile saglanmaktadir.

Hiicrelerin Elde Edilmesi

Calismada yenidogan 1-2 gunlik Sprague Dawley sicanlar
kullanilmistir. Siganlar Ege Universitesi Tip Fakdiltesi, Deneysel Cerrahi
ve Aragtirma , Hayvan Uretim ve Bakim Merkezinden temin edilmisgtir.
Yeni dogan siganlar % 80 lik alkolle temizlenerek bas kisimlari makasla
govdeden aynimistir. Kafa derisi pens yardimiyla siyrilarak kafatasi
acilmistir. Beyinler total olarak Gikariip DMEM igeren bir petri kabina

aktanlmistir.
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Beyinlerin frontal korteks bolgeleri bistiiri ile ayrlarak icinde DMEM
bulunan baska bir petri kabina aktarilmistir. Beyin zarlan ve kan
damarlan uzaklagtinimistir.

Toplanan dokular makas ve pastdér pipeti yardimiyla daha kigiik
parcalara ayirilarak bir santrifiij tipiinde toplanmistir.

Santrifuj tdplne % 0.25 lik tripsin ¢ozeltisinden %5 oraninda
eklenmigtir. Cozeltideki hiicreler 37 °C de 15 dakika bekletilerek
enzimatik aynistirmaya ugratiimigtir.

Cozelti oda sicakhidinda 2000 rpm hizda 5 dakika streyle santrifiije
edilmistir. Santrifiij sonrasinda (ist kissimda kalan sivi uzaklastinlmigtir.
Sedimente DMEM eklenerek pipetle kangtiriimigtir.

Cozelti stizgegten gegirilmistir (por gapi: 80 um). Siiziilen cOzelti bagka
bir santrifiij tiiptinde toplanmstir.

Hicre cozeltisindeki hiicre sayisinin beliflenmesi amaciyla hicreler
hemositometrede  sayilmistir. Sayim igin  hemositometre 151k
mikroskobuna yerlestirilmis, 1 mm? lik alandaki hiicreler sayllmistir. Bu
sayr 10* ile garpilarak gozeltinin mililitresindeki hiicre sayisi

hesaplanmistir.

Hiicrelerin Ekilmesi
Hiicre sayimi yapildiktan sonra hiicre ¢ézeltisi 2x10° hiicre/mL olacak

sekilde treme besiyeri ile sulandinlmistir. Hazirlanan stispansiyondan
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35 mm.lik petri kaplarina 2 mL konulmugtur. Her ekim deneyinde
petri kaplarindan birinde glia hiicresinin mikroskopta belirlenmesi
amaciyla steril lamel bulunmaktadir. Petri kaplar %97 nemli hava, %5

CO; igeren inkiibatérde 37°C de inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin Yasatilmasi

inkibatsrde bulunan petri kaplar her giin invert mikroskop ile kontrol
edilerek, hiicrelerin buyumeleri izlenmistir. Besiyerleri 2-3 glin arayla
degistirilmigtir.  Kontamine olan petri kaplan inkiibatérden
uzaklagtinimistir.

Blyumelerini ve gogalmalarini tamamlayarak tek tabakali hiicre
toplulugu olusturan kiltir hiicreleri  14. glinde sitotoksisite

deneylerinde kullaniimigtir.

IMMUNOSITOKiMYA
Uretilen hiicrelerin glia oldugunun belirlenebilmesi amaciyla lamel
Uzerinde yetistirilen hiicreler ekimden itibaren 11-12. glnlerde Glial
Fibriler  Asidik Protein (GFAP) ile boyanmistir. Boyanan hicreler
fotograflanmigtir.

¢ Kullanilan kimyasal malzeme
GFAP kiti (Sigma-39H4877): Glia hiicrelerinde bulunan Glial Fibriler
Asidik Proteine spesifik bir antikoru icerir. insan beyninden elde edilen
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saflastinlmis GFAP immunojen olarak kullanilarak tavsanda antiserum
gelistirilmistir. Antiserumda bulunan IgG fraksiyonu kromotograf ile
saflagtinimistir.
Paraformaldehit (%3)
PBS (Fosfat tamponu + % 0.9 NaCl ¢ozeltisi)
Sekonder antikor (Peroksidaz ile konjuge edilmis antikor)
DAB (Diaminobenzidin yikama tamponu, pH: 7.4)
H202
Tris tamponu (Tris HCI, pH: 7.4)
s Geregler
Lam
Lamel
Pens
Petri kabi
e Calisma Sekli
Immunolojik Boyama
Icinde lamelin bulundugu petri kabindaki besiyeri aspire edilmistir.
Hilcreler PBS tamponu ile yikanarak paraformaldehitle oda sicakliginda
30 dakika inkibe edilerek sabitlenmistir.
Sabitlenen hicreler tris ile yikanmis ve hiicre zerini kaplayacak
sekilde primer antikor eklenmistir. Oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir.
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Hucreler tris ile yikanarak hiicre iizerini kaplayacak sekilde sekonder
antikor eklenmistir. Oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edilmistir.

Hicreler tris ile yikanarak %1 lik H,0- igeren DAB gézeltisi eklenmisgtir.
Oda sicakhiginda 20 dakika inkiibe edilmistir.

Tris ile yikama yapilmistir.

Petri kabinda pens ile kaldinlan lamel %1 lik gliserol ile lama

yapistirlmig, mikroskopta gériintiilemeye hazir hale getirilmistir.

MIKROSKOP GORUNTULEME YONTEMi

o Geregler
Olympus BX-50 isik mikroskobu
CCD renkli kamera (JVC Corp.)
Video Blaster SE100 (Creative Labs) video sayisallagtirma karti
Bilgisayar

Tektronix Phaser 480X (Tektronix Corp.) dye sublimation printer

e Calisma Sekli
Petri kabinda bulunan hiicreler Olympus BX-50 15tk mikroskobunda
(10X, 20X, 40X, 100X giicli objektifler ile) CCD renkli kamera (JVC
Corp.) ile gérintiilenmistir. Kamerada olusan gériintiler Video Blaster

SE100 (Creative Labs) video sayisallastirma karti ile bilgisayara
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aktariimigtir. Bilgisayara kaydedilen gérintiilerin sayfa diizenlemesi
Photoshop (Adobe Corp.) goriinti diizenleme programi ile yapilmistir.
Photoshop programinda gérintiler (izerinde parlaklik ve kontrast
ayarlan yapildiktan sonra Tektronix Phaser 480X (Tektronix Corp.) dye

sublimation printerda basilmig, renkli fotokopi ile gogaltiimistir.

Toksisitenin Olusturulmasi:

Primer mikst glia kltlri yeni dogmus 1-2 ginliik sigan beyinlerinden
olusturulduktan sonra 14. giinde c¢alisilmaya baslandi. Kontrol,
toksisite, melatonin, 7-nitroindazol ve riluzol olmak Gzere, her biri igin
N=6 olan 5 grup olusturuldu. Toksisite, ortama 20 mM
konsantrasyonda glutamat eklenerek yapildi. Glutamat dozlarinin doz-
yanit grafigi sekil 1’de verilmistir. Yanitlar kontrol grubuna goére en az
% 40-50 8lim olusturacak glutamat dozuna bakilarak belirlenmigtir
(Choi, 1990a). Toksisiteden 24 saat sonra toplam 2 x 10° hiicre
icindeki 6lU hiicreler tripan mavisi kullanilarak Thoma laminda
sayilmigtir.

Glutamat toksisitesinin degderlendiriimesinde tek yonli ANOVA ve post-
hoc Bonferroni testi kullanildi. Dedisik glutamat dozlar arasinda

anlamli fark gézlendi (F(4,24)=887.293; p= 0.000).
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Sekil 1: Glutamat toksisitesi doz-yanit grafigi

Degisik glutamat dozlan (5-20mM) ile olusturulan hiicre 6limi (box
plot). Tim gruplarda toplam 2 x 10° hiicre icindeki 6lu hicre sayisi
belirtilmistir. Post-hoc Bonferroni test sonuglarina gére tim dozlar

kontrol grubundan anlamh dizeyde farkli bulunmustur (5 mM igin

p<0.020, diderleri igin p<0.001).

Toksisite olusturulduktan sonra bir grup toksisite kontrolu olarak

ayrilip, dider gruplar igin 100pM melatonin, 100uM riluzol veya 500uM

32




7-nitroindazol kiltir ortamina eklendi. Tim maddeler 100uL DMSO
iginde ¢ozildlu ve tiim gruplara esit miktarda DMSO eklendi. 1, 6, 24
ve 48. saatlerde tim gruplarin petri kaplarindaki kdltiir st sivilar

alindi. Bu sivilardaki LDH aktiviteleri spektrofotometrik olarak saptandi.

GRUPLAR:

Kontrol (n=6), toksisite (glutamat ile) (n=6), glutamat+melatonin
(n=6), glutamat+7-nitroindazol (n=6) ve glutamat+riluzol (n=6)
olmak lzere 5 grup olusturuldu. Her grup bir kiltir kabinda 2x10°
hiicre/mL olacak sekilde diizenlendi ve 1,6,24,48. saatlerde LDH

aktivitesi ve nitrit diizeylerine bakilmak iizere (st sivilar alindi.

LAKTIK DEHIDROGENAZ (LDH) OLCUMUYLE

TOKSISITE TAYINi

e Kullanilan kimyasal malzeme

LDH kiti (NADP ve K,HPO4 tamponu Sigma-LD-P kiti),

Sodyum pirlivat ¢ozeltisi
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e Geregler

Spektrofotometre (Philiphs PU 8600)

e Calhisma Sekli

LDH, hiicre membrani butinliginin bozulmasiyla ortaya g¢ikan
sitoplazmik bir enzimdir. Kiitiir besiyerine salgilanan LDH miktan
hiicre 6lUm oranini verir (Wroblewski & Ladue, 1955). LDH, NADH
(indirgenmis Nikotinamid adenin dinlkleotid) varliginda piruvati
laktata donlstirmektedir. Bu ydntemde enzim aktivitesi ortamda
bulunan  NADHIn NAD*'e  (Nikotinamid adenin dinukleotid)
oksidasyonunun spektrofotometrik olarak 340 nm de Olglilmesiyle
bulunur (Koh & Choi, 1987; Wroblewski et al., 1955).

Toksisite olusturulduktan sonra hiicreler %5 CO2, %97 nemli hava
iceren inklibatérde 37°C de 1, 6, 24 ve 48 saat inkiibe edildiler.
Hicrelerin bulundugu besiyerlerinden 0.5 mL, 0.2 mg NADH, 1 mL
fosfat tamponu ve 0.1 mL sodyum piruvat ile vortekste kanstirilarak
kuartz spektrofotometrik kiivetine aktarildi. Absorbans degisikligi 30
saniye aralikla 3 dakika boyunca okundu. Absorbans degisikliginin
lineer oldugu arallk AA olarak beliflendi. LDH aktivitesi Unite/mL

cinsinden agagidaki formiille hesaplandi (Wroblewski et al., 1955).
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A Absorbans X Sicaklik faktéri

Serum LDH (Unite/mL) =  ==memmmmo oo

0.001 X 0.05 X Isik arahg (cm)

TOTAL NITRIT TAYINi

¢ Kullanilan kimyasal malzeme
Silfanilamid (Sigma)
Naftilendiamin hidroklorid (Merck)
Orto fosforik asid (Sigma)

Sodyum nitrit (Sigma)

e Geregler

Spektrofotometre (Philiphs PU 8600)
Cam malzemeler

Otomatik pipetler
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e Calisma Sekli
Cozeltilerin hazirlanmasi
Griess I: 300 mg naftilendiamin dihidroklorid 150 mL distile su iginde
¢ozllda.
Griess II: 3 g siilfanilamid ve 17.7 mL % 85 orto-fosforik asid 150 mL
distile suda ¢6ziildi. Bu ¢ozeltiler +4°C de 2-3 ay stabildir. Calisma
6ncesinde bu 2 reaktif esit miktarlarda karistirildi (Green et al., 1982;
Taskiran, Kutay F.Z., Sozmen E., & S., 1997).
Standart cdzeltiler: NaNOs; gozeltisi: 10 mmol/L olacak sekilde

hazirlandi (8,5 mg/10 mL distile suda)

Orneklerin hazirlanmasi

500uL hicre kiltirl Gst sivisina esit miktalarda (250pL Griess 1 ve
250uL Griess II ) Griess reaktifleri eklenerek Griess reaksiyonu ile
spektrofotometrik olarak 10 dakika iginde 6lgiildii. Sonuclar pmol/ g
yas doku olarak ifade edildi (Guevara et al., 1998).

tandart Siciimler: Sodyum nitrit ¢dzeltisi kullanarak yapildi.

iIstatistiksel Analiz
Veriler SPSS programinda tek yénli veya multifaktéryel varyans analizi
(ANOVA) ve post-hoc Bonferroni testleri ile degerlendirildi. kil

kargilagtirmalarda Student t test kullanildi.
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Multifaktéryel ANOVA degerlendirmelerinde bagimli degisken LDH
aktivitesi veya Nitrit diizeyleri, faktorler zaman (“within subject”
:1,6,24,48 saat) ve gruplar (“between subjects”:kontrol, toksisite,
melatonin, 7-NI, riluzol) olarak alindi. Tek yénlii ANOVA'da bagimsiz
degisken olarak 6li hiicre sayisi, LDH aktivitesi ve nitrit dizeyi alindi,
ve gruplar arasi fark gikan durumlarda post-hoc Bonferroni testleri ile
gruplar arasi karsilastirmalar yapildi.

LDH aktivitesi ile nitrit dizeyleri arasidaki korelasyon Pearson
korelasyon analizi ile arastirildi. Bu analiz icin &nce tim gruplar
birlikte, daha sonra her grup icin  korelasyon farkli olarak

degerlendirildi.
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BOLUM III

BULGULAR

Glia Hiicrelerinin Belirlenmesi:

Uretilen hiicrelerin tipi, astroglia icin spesifik olan glial fibriler asidik

protein (GFAP) ile boyanarak belirlendi (Resim 4-5-6-7)

Resim 4 (10X)

38



Resim 6 (40X)
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';1\ ;
Resim 7

LDH Aktivitesi:

Toksisiteyi dolayisi ile hiicre 6liminu dederlendirmek igin hiicre igi bir
enzim olan LDH aktivitesi kullanildi. Sekil 2'de gruplardaki LDH
aktivitesinin degisimi izlenmektedir. Multifaktéryel ANOVA sonuglarina
gore zaman [F(3,54)= 116.57, p=0.001)] ve gruplar [F(3,18)=7.993,
p=.001] anlamh faktérler olarak belilenmis ve ayrica zaman ile
gruplar arasi anlaml etkilesim saptanmistir [F(12,54)=3.664,
p=0.001)]. Verilerin degerlendiriimesinde her saat icin ayn ayn tek
yonli ANOVA kullanildiginda, beklenecedi (izere yine gruplar arasi
anlamh fark bulunmustur [1,6,24 ve 48 saatler igin, sirasiyla:

F(4,28)=7.129, p=0.001; F(4,28)= 8.493, p=0.001; F(4,28)= 6.816,
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p=0.001; F(4,25)= 11.822, p=0.001]. Post hoc test (Bonferroni) ile
gruplar arasi farklar Sekil 3'te gosterilmektedir. 1., 6. ve 48. saatlerde
7-nitroindazol melatoninden daha etkili olmustur [t test, sirasiyla:
p=0.028, p=0.020, p=0.001]. 24. saatte melatonin ve 7-nitroindazol
arasinda toksisiteyi azaltma ydninden anlamliik bulunamamistir. Tim
zamanlarda riluzol, olusturulan toksisiteyi Onleyememistir. Sekil 3
incelendiginde 48. saate, kontrol grubu dahil tim gruplarda LDH

diizeylerinin genel olarak daha ytiksek oldugu dikkat gekicidir.

400
300 4
]
200 A
o
E i 0
£
2 = = [ saaT1
B
@ 4
b e ? [ saate
k4 =
< B s~AAT24
T
9 o : . . " . [ sAAT4s
N= 6 6 6 6 4 333 4 4 4 4 4 4 4 4 66 66
kontrol toksisite mel 7ni ril
GRUPLAR

Sekil 2: Toksisite, toksisite+Melatonin, toksisite+7-nitroindazol ve
toksisite+riluzolun 1, 6, 24, 48. saatlerde LDH aktivitesi izerine etkisi

(box plot)
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Sekil 3: Toksisite, toksisite+Melatonin, toksisite+7-nitroindazol ve
toksisite+riluzolun 1, 6, 24, 48. saatlerde LDH aktivitesi Uzerine etkisi
(post hoc Bonferroni)

1. saat: Toksisite’den farkli * p<0.05, **p<0.005

6.saat: Toksisite’den farkli # p<0.05, ## p<0.005

24.saat: Toksisite’den farkli t p<0.05

48.saat: Toksisite’den farkli a p<0.05, aa p<0.005

Nitrit Diizeyleri:
Nitrik oksit (NO) diizeylerini irdelemek iizere nitrit dizeyleri tayin

edildi. Sekil 4’de gruplardaki nitrit dizeylerinin dedisimi izlenmektedir.
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Multifaktéryel ANOVA sonuglarina gére zaman [F(3,60)= 53.48,
p=0.001)] ve gruplar [F(4,20)=3.367, p=.029] faktorii anlaml olarak
belirlenmis zaman ve gruplar arasi etkilesim anlamli bulunmamugtir.
Verilerin dederlendirilmesinde her saat igin ayr ayn tek yonlia ANOVA

kullanildiginda, gruplar arasi anlamli fark bulunmamistir (Sekil 5).

14
12 1
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81 =
- ’
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E
E ! [ saaT1
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E,' L f [ saaTe
3
o 29 Bl sAAT24
s
Z 0 [T sAaT4s
N= 4444 3333 6666 6666 6666
kontrol toksisite mel 7NI ril
GRUPLAR

Sekil 4: Toksisite, toksisite+Melatonin, toksisite+7-nitroindazol ve
‘ toksisite+riluzolun 1, 6, 24, 48. saatlerde nitrit diizeyi lizerine

etkisi (box plot)
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Sekil 5: Toksisite, toksisite+Melatonin, toksisite+7-nitroindazol ve
toksisite+riluzolun 1, 6, 24, 48. saatlerde nitrit diizeyi Uzerine

etkisi

LDH aktivitesi ile Nitrit diizeyleri arasinda korelasyon:
Tim gruplar ve zamalar birlikte degerlendirildiginde LDH aktivitesi ile

nitrit duzeyleri arasinda anlamli ve pozitif korelasyon (r=.572,
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p<0.001) oldugu saptandi (Sekil 6). Ayrica tiim gruplar igin ayn ayn
korelasyon analizleri yapildiinda da her grupta en az p<0.050

dizeyinde anlamh korelasyon belirlendi.

400

300 1 d

y=43.515+18.314X
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Sekil 6: LDH aktivitesi ile Nitrit dizeyleri arasinda korelasyon grafigi
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BOLUM 1V

TARTISMA

Glia hucreleri ve &zellikle astrositler santral sinir sistemi hiicre
iceriginde 6nemli bir orana sahiptirler. Primer glia hiicre kdltirlerinin
negatif membran potansiyeli ve katyon transportu ézelligi (Kimelberg,
Bowman, Biddlecome R., & Bourke, 1979), enerji metabolizmasi
(Holtzman & Olson, 1980), karbonik anhidraz, Na*-K* ATPaz, HCO3"
ATPaz enziminin uyardi§i ATP’az aktivitesinin gelisimsel ve bélgesel
uyumlulugu (Kimelberg, Narumi, & Bourke, 1978), niikleer proteinlerin
gelisimi (Schilling, Duvernoy, Keck, & Pilgrim, 1989), glutamat ve
serotonin geri alinimi (Kimelberg et al., 1992) in-vivo ortamlarla blyik
benzerlik gosterir. Astrositlerin néronlari toksisiteye karsi koruyucu rol
oynadigi, astrosit sayisinda azalma ile birlikte kortikal néronlarda
hasara ugrama oraninin yiikseldigi ve glutamat geri alimiyla néronlar
eksitatér amino asit toksisitesinden korudugu Gne surilmistir

(Sarantis & Attwell, 1990).
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Oksidan stres, reaktif oksijen tiirevieri ve serbest radikal olusumu
organel ve hiicre hasanni (akson, glia, endotel dahil) tetikler. Kinaz ve
lipaz aktivasyonu, hiicrede hem yapisal yikima, hem de islevsel
aksakliklara neden olur (Pulsinelli, 1992; Traystman et al., 1991).
Deneysel hiicre hasan olusturmak icin kullanilan modeller arasinda
hipoksi, hiperasidite ve glutamat aspartat gibi eksitotoksinlerin néron
veya glia kultir ortamina uygulandigi galismalar gérilmektedir. Ancak
gergek yasamda ve in-vivo kogullarda hipoksi, hipoglisemi,
endotoksisite ve de mekanik hasar sonrasinda gorilen ortak yol iginde
glutamat salinimi, geri alim ve metabolizma dinamiklerinin bozulmasi
kaginilmaz hiicre hasan ve 6liimiine yol agmaktadir (Bottenstein et al.,
1985; Choi, 1990b; Daikhin & Yudkoff, 2000; Dingledine et al., 1999;
Dugan et al., 1994; Federoff et al., 1992; Guisti et al., 1997; Hansson
et al., 2000; Harley et al., 1993; Hertz, Dringen, Schousboe, &
Robinson, 1999; Hertz, Yu, Kala, & Schousboe, 2000; Karadere, 2002;
Karbownik & Reiter, 2000a; Karbownik, Reiter, Garcia, & Tan, 2000b;
Kato, Higashida, Higuchi, Hatakenaka, & Negishi, 1984; Morley et al.,
1994; Nowak et al., 1984; Pulsinelli, 1992; Reiter, Calvo, Karbownik,
Qi, & Tan, 2000a; Schilling et al., 1989; Siesjo, 1992; Yilmaz, 1997).
Bu nedenle biz de daha 6nce in-vivo modelde mekanik ve vaskiiler
hasar sonuglarini inceledigimiz Gaismamiza yakin bir in-vitro

modelleme igin “primer mikst glia hiicre kiltiiriinde glutamat
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toksisitesi Uzerine melatonin, 7-nitroindazol ve riluzolun etkileri” ni

incelemeye karar verdik.

Bu proje kapsaminda uyguladigimiz nonparametrik preliminer doz
yanit deneyleri (sekil 1) ve kurumumuz laboratuvarlarinda daha énce
yurdtilmis olan (Karadere, 2002; Yilmaz, 1997) calismalar
dogrultusunda toksik glutamat dozu belirleyerek bu calismayi

kurguladik.

Sonuglarimizda 1,6 ve 24. saatlere gére 48. saatte kontrol ortaminda
hicre dlimintn anlaml derecede (p=0,000); (%50-60 oraninda)
arttigr gozlendi (Sekil 1). Kultirdeki zamana bagli bazal hiicre hasari,
diger arastirmacilarin da (Choi, 1990a; Daikhin et al., 2000; Hansson
et al., 2000; Harley et al., 1993; Hertz et al., 1999; Hertz et al., 2000;
Hossmann, 1994; Tanaka, 2000) saptadigi gibi glutamatin toksisite
etkisini de 1. saat (p=0.003), 6 ve 24. saatlere gore 48. saatte (%70-
80) anlamh derecede giiglendirdi (Sekil 1). Bunun olasi nedeni; kiiltir
ortaminda K*, Na*, CI, Ca®* gibi iyonlarin dengelerinin degdismis
olabilecegidir (Hansson et al., 2000). Ayrica pH’in diismesi glial AMPA-
R duyarliiini arttirarak hticre 6lumi baglatabilir (Aronica et al., 2001;

Tanaka, 2000; Weiss et al., 1994). NO™ ve diger serbest radikallerin
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artmasi ile hasar siddetlenebilir (Schulz et al., 1995; Weiss et al.,

1994; Yoshida et al., 1994).

. Melatonin, 1,6, 24. saatlerde LDH aktivitesini glutamat toksisitesine
gore (yaklasik %50 oraninda) anlamli derecede diisiirmiis ve kontrol
degerine gekebilmistir [tim saatlerde (p=0,001) (Sekil 3)]. Diger pek
gok in-vivo calismada da bizim sonuglarimiza benzer bulgular
bulunmustur (Antolin et al., 1996; Cabrera et al., 2000; Dagci, Cagli,
Zileli, Guney, & Peker, 2000; Guisti et al., 1996; Guisti et al., 1997;
Karbownik et al., 2000a; Karbownik et al., 2000b; Kelly et al., 1997;
Kim, Reiter, Qi, Tan Dx, & Cabrera, 2000; Lezoualch et al., 1996;
Manev et al., 1996; Pablos et al., 1997; Peker et al., 2000; Pieri et al.,
1994; Reiter, 1998; Reiter et al., 2000a; Reiter et al., 1997a; Reiter et
al., 1995; Reiter et al., 2000b; Reiter et al., 1997b; Tan et al., 1993;
Tan et al., 2000a; Tan et al.,, 2000b; Tan et al., 1998; Tan et al.,

2000c; Uz et al., 1996).

Koruyucu dozlardaki melatoninin kendisi bazi kosullarda ve siirelerde
prooksidan etki gdsterebilmektedir. Bizim sonucumuza benzer etkiler
baska arastiricilar tarafindan da gosterilmistir (Godson et al., 1997;

Pieri et al., 1994; Reiter, 1987; Reiter et al., 1999; Reiter, Hurlbut,
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Tannenbaum, & Troiani, 1987). Zaman, melatonin yarari aleyhine

isleyen bir faktor olarak dikkat gekmektedir.

7-nitroindazol 1,6, 24 ve 48. saatlerde hiicre hasarin (%40-60
oraninda) anlamli olarak azaltmistir [sirasi ile p=0,021, p=0,000,
p=0,000, p=0,000 (Sekil 3)]. Bu sonug, 7-nitroindazol’un néroprotektif
etkisini gosteren galismalarla paralellik gostermektedir (Di Monte,
Royland, Anderson, Castagnoli, & Langston, 1997; Ikeda et al., 1998;
Itzhak & Ali, 1996; Moore, Babbedge, Wallace, Gaffen, & Hart, 1993).
7-nitroindazol’lin koruyuculugunun 6zellikle 1. ve 6. saatlerde (%25-
30 oraninda) kontrol ortamlarinda bile anlamli dizeyde etkili olusu
dikkate deger bulunmustur [sirasi ile p=0,038, p=0,013, (Sekil 3)].
Kultir ortamlarinda yasam kosullarinin bozulmaya basladigini
dusindigimiz 24. (p=0,004) ve 48. (p=0,002) saatte bile 7-
nitroindazol, LDH aktivitesi baglaminda hasar kontrol dederlerinde
tutabilmistir (Sekil 3) (Kelly, Ritchie MI., & McBean, 2000; Moore et
al., 1993; Yoshida et al., 1994). 7-nitroindazol, ézellikle 48. saatteki
en belirgin etkisi (p=0.002) ile post-iskemik veya post-travmatik glia
hasarinda en gigli koruyucu/énleyici ajan olabilecedi izlenimini
vermektedir (Sekil 3). Nitekim, 7-nitroindazol’'un bir cok in-vivo
Galismada belirgin iskemi veya hasari 6nleyici etkisi bildirilmistir

(Babbedge, Bland-Ward, Hart, & Moore, 1993; Dagci et al., 2000;
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Faraci et al., 1995; Hirabayashi, Takizawa, Fukuyama, Nakazawa, &
Shinohara, 1999; lkeda et al., 1998; Jiang, Kaku, Hada, & Hayashi,
1999; Kelly et al., 2000; Macrae, Dawson, Norrie, & NcCulloch, 1993;

Peker et al., 2000; Samdani et al., 1997; Yoshida et al., 1994).

Riluzol, 1,6, 24. ve 48. saatlerde LDH aktivitesinde toksisiteyi
6nleme/koruyuculuk anlaminda etkili olmamistir (Sekil 3). Burada Choi
ve arkadaslarinin belirttigi gibi glutamat ve ayni zamanda kalsiyum
eksikliginin de hicre 8limine yol agiyor olmasi bizim bulgularimizla
ortisebilir (Choi, 1990a, 1990b). Hatta kortikal néron kiiltirlerinde
riluzol'un 100pM‘unun  noéronal hicre 6limiine bile neden oldugu

gosterilmistir (Koh, Kim, Hwang, Kim, & Seo, 1999).

Riluzol ile ilgili néroprotektif etkisini ortaya koyan calismalar da
bulunmaktadir. Ornek olarak; erkek sicanlarda travmatik beyin
hasarindan 15 dakika, 6 ve 24 saat sonra uygulanan 4-8mg/kg'lik
riluzol dozlarinin néroprotektif etkisi gosterilmistir (Wahl et al., 1997).
Riluzoliin 100pM’lik dozunun, piramidal hiicre nekrozisli kemirgenlerde
NMDA (N-methyl-D-aspartat) ve veratridin ile uyariimis LDH'in
salinimini engelledigi (Doble, 1996), 30-100uM’lik dozunun ise, kortikal
hucre kiltiirlerinde protein kinaz Clyi dogrudan inhibe ettigi

bildirilmistir (Noh, Hwang, Shin, & Koh, 2000). Diger arastirmalarda da
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benzeri néroprotektif sonuglar dikkati gekmektedir (Dagci et al., 2000;
Debono, Le Guern, Canton, Doble, & Pradier, 1993; Huang et al.,
1997; Jiang et al., 1999; Koh et al., 1999; Mary, Wahl, & Stutzmann,
1995; MclIntosh, Smith, Voddi, Perri, & Stutzmann, 1996; Moore et al.,

1993; Peker et al., 2000; Stutzmann, Pratt, Boraud, & Gross, 1996).

Bulgularimizda nitrit dlzeyleri ortam kosullarindan bagdimsiz ancak
zamanla onemli derecede (p<0.050) artmistir. Ayrica LDH
aktivitesindeki zamana paralel artis ile nitrit diizeyleri arasinda anlamli

derecede pozitif korelasyon bulunmustur (r=.572, p<0.001).

Aseptik deney kosullarimizdaki astrositler ve mikroglia iNOS'un
tetiklenmemis olacagini, dolayisi ile élctiigiimiiz nitritin eNOS ve nNOS
uyarilmasi ile ortaya ciktigini dusunebilirdik. Ancak, glutamatin yol
agtigi ozellikle erken onkotik hiicre 8liminiin yangi yanitlarina yol
agabilecegini ve ortya gikan debrisin de mikrogliada iNOS etkinligini
tetiklemis olmasi ihtimalini gézardi edemeyiz. Nitrit hicre hasar ve
6limi baglaminda LDH aktivitesi kadar 6zgiil ve kesin bir gésterge
sayllmamaktadir (Ikeda et al., 1998). Dolayisi ile, ézellikle, geg evrede

7-nitroindazol ile saglanip LDH aktivitesi ile dogrulanmis olan koruyucu
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etki, kanimizca oldukga global ve gros bir sonucu yansitan nitrit

diizeylerinde 6zglil bir sinyal olarak kendini géstermemektedir.
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SONUC

Sonug olarak bu galismamizda, daha énce deneysel serebral iskemi ve
omurilik zedelenmesi modellerimizde gézlemis oldugumuz melatonin,
7-nitroindazol ve riluzolun sagladigi davranissal koruyucu/iyilestirici
etkilere (Dagci et al., 2000; Peker et al.,, 2000) oldukca benzer
sonuglar elde ettik. Adi gegen ajanlarin, néronlar icin gok dederli
mekanik, metabolik ve biyolojik destek olusturan glianin in-vitro
kultirtinde de hiicre hasar ve 6limini engelleyici etkiler ortaya
koydugunu gézlemledik. LDH ydniinden kiltiir yagindaki 14 ile 15. giin
arasinda kritik bir aralik oldugunu saptadik. Nitrit diizeyi yoni ile
sonuglarimizin 6-24. ve 24-48. saatler arasi iki ayri kritik evreyi isaret
ettigini belirledik. Nitrit diizeyi bulgularimizin hasarlayici / istenmeyen
nitrik oksiti temsil ettigi kanisindayiz. Ayrica, glia membranindan
katyon girisi ve glutamat saliniminin engellenmesi ile genel serbest
radikal giderici ve antioksidan etkileri ve 6zellikle hiicre igi Ca®* diizeyi
artisina dogrudan veya dolayh etkisinden cok, 6zgiil bicimde néronal
NOS'u ketleyici etkinin zamandan badimsiz bigimde néroprotektif
oldugu distlincesine vardik. Kiiltiir ortamindaki glutamat dozu toksik
oldugu halde, glia hicresinin membran dinamigi ve metabolizmasina
mudahil etkenlerin (riluzol ve melatonin) fizyolojik siregleri de

olumsuz etkiledigini gosterdigimizi diisiinmekteyiz.
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OZET

Glia hucreleri ve ozellikle astrositler santral sinir sistemi hiicre
icerijinde 6nemli bir orana sahiptirler. Glutamat toksisitesine karsi
néronlardan daha direngli oldugu bilinen glia hiicreleri néron koruyucu
mekanizmalara da sahiptir. Oksidan stres, reaktif oksijen turevleri ve
serbest radikal olusumu ve bunlara bagli organel ve hiicre hasarini
(akson, glia, endotel dahil) geligtirir. 1-2 ginliik sigan beyinlerinden
elde edilen primer mikst glia kiltirleri 14. kiltir guiniinde kontrol
(n=6), toksisite (glutamat) (n=6), toksisite+melatonin (n=6),
toksisite+7-nitroindazol (n=6) veya toksisite+riluzol (n=6) olmak
lzere 5 gruba ayrildi. 20mM glutamat eklenerek toksisite
olusturulduktan sonra, 100uM melatonin, 500uM 7-nitroindazol veya
100uM riluzol kiiltir ortamina eklendi. 1, 6, 24 ve 48. saatlerde kiiltiir
Ust sivilan alindi. Bu érneklerde LDH ve nitrit dizeyleri saptand..
Veriler SPSS programinda multivariate ANOVA ve post hoc Bonferroni
ile degerlendirildi. Multifaktéryel ANOVA sonuglarina gére zaman
[F(3,54)= 116.57, p=0.001)] ve gruplar [F(3,18)=7.993, p=.001]
anlaml faktoérler olarak belirlenmis ve ayrica zaman ile gruplar arasi
anlamli etkilesim saptanmistir [F(12,54)=3.664, p=0.001)]. Verilerin
dederlendiriimesinde her saat igin ayrn ayn tek yénli ANOVA
kullanildiginda, beklenecegi iizere yine gruplar arasi anlamli fark

bulunmustur [1,6,24 ve 48 saatler igin, sirasiyla: F(4,28)=7.129,
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p=0.001; F(4,28)= 8.493, p=0.001; F(4,28)= 6.816, p=0.001;
F(4,25)= 11.822, p=0.001]. Post hoc test (Bonferroni) ile gruplar
arasi farklar Sekil 3'te gosterilmektedir. 1., 6. ve 48. saatlerde 7-
nitroindazol melatoninden daha etkili olmustur [t test, sirasiyla:
p=0.028, p=0.020, p=0.001]. 24. saatte melatonin ve 7-nitroindazol
arasinda toksisiteyi azaltma yéniinden anlamlilik bulunamamistir.
Sonug olarak bu galismamizda, daha 6nce deneysel serebral iskemi ve
omurilik zedelenmesi modellerimizde gozlemis oldugumuz melatonin
ve 7-nitroindazoliin sagladigi davranissal koruyucu/iyilegtirici etkilere
(Dagci et al., 2000; Peker et al., 2000) benzer sonuglar elde ettik. Adi
gegen ajanlarin, 6zellikle 7-nitroindazol’'un néronlar icin gok degerli
mekanik, metabolik ve biyolojik destek olusturan glianin in-vitro
klltirinde de hiicre hasar ve &limini engelleyici etkiler ortaya

koydugunu gézlemledik.
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SUMMARY

Glial cells are the most abundant cell population in the central nervous
system. The aim of this study was to examine the effects of melatonin,
7-nitroindasole and riluzole on glutamate toxicity in primary glial cell
culture. Six cultured groups of neonatal (1-2 days) Sprague Dawley
brain glia were tested after 14 days. First glutamate toxicity was
induced by addition of 20 mM glutamate to the cultures, then 100uM
melatonin, 500uM 7-nitroindasole or 100uM riluzole was administered
in different groups. In each group, LDH activity and nitrite levels were
determined at 1%, 6™, 24" and 48" hours.

Statistical analysis of the data was performed by multivariate ANOVA
and post hoc Bonferroni tests; a p value of less than .05 was
considered significant.

Melatonin and 7-nitroindasole treatment reduced the outcomes of
glutamate toxicity significantly at 1%t , 6™ , 24" and 48" hours
(p<0,01). 7-nitroindasole was more effective than melatonin at 1%, 6t
and 48™ hours (p<0,01). We conclude that melatonin and, especially
7-nitroindasole protected glia reminiscent of the results from our

previous in-vivo studies.
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KISALTMALAR

cAMP= Siklik adenozin mono fosfat
cGMP= Siklik glutaril mono fosfat
GABA= Gama amino butirik asit
K*= Potasyum

S$SS= Santral sinir sistemi
Serotonin= 5-hidroksitriptamine
NOS= Nitrik oksit sentaz

Ca?*= Kalsiyum

NO= Nitrik oksit

nNOS= Noronal nitrik oksit sentaz
iNOS= Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
eNOS= Endotelial nitrik oksit sentaz
Ril= Riluzol

M= Melatonin

7-NI=7-nitroindazol

Na*= Sodyum

AML= Amiyotrofik lateral sklerozis
GBM= Glioblastoma multiforme
GAD= Glutamik asid dekarboksilaz

GLAST= Glutamat-aspartat tasiyicisi
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GLT-1= Glutamat tasiyicisi-1

EAAC;.3= Eksitatér amino asid tagiyicisi
EAA= Eksitator amino asit

KA= Kainat

AMPA= Amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoazol propionik asit
NMDA= N-metil-D-aspartat

QUIS= Kuiskilat

IP3= Inositol trifosfat

DAG= Diagil gliserol

CI'= Klor

H*= Hidrojen

Mg2*= Magnezyum

DMEM= Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
FBS= Fetal dana serumu

GFAP= Glial fibriler asidik protein

IgG= immunglobulin G

PBS= Fosfat tamponu + % 0.09 NaCl ¢bzeltisi
DAB= Diaminobenzidin

DMSO= Dimetilsuifoksit

LDH= Laktik dehidrogenaz

NADH= Indirgenmis nikotinamid adenin dinlikleotid

NAD*= Nikotinamid adenin dinikleotid
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SEKIL ve RESIM LISTESI

Sekil 1: Glutamat toksisitesi doz-yanit grafigi

Sekil 2: Toksisite, toksisite+Melatonin, toksisite+7-nitroindazol ve
toksisite+riluzolun 1, 6, 24, 48. saatlerde LDH aktivitesi {izerine etkisi

(box plot)

Sekil 3: Toksisite, toksisite+Melatonin, toksisite+7-nitroindazol ve
toksisite+riluzolun 1, 6, 24, 48. saatlerde LDH aktivitesi lizerine etkisi
(post hoc Bonferroni)

1. saat: Toksisite’den farkli * p<0.05, **p<0.005

6.saat: Toksisite’den farkh # p<0.05, ## p<0.005

24.saat: Toksisite'den farkh t* p<0.05

48.saat: Toksisite’den farkh a p<0.05, aa p<0.005

Sekil 4: Toksisite, toksisite+Melatonin, toksisite+7-nitroindazol ve

toksisite+riluzolun 1, 6, 24, 48. saatlerde nitrit diizeyi lzerine etkisi

(box plot)

Sekil 5: Toksisite, toksisite+Melatonin, toksisite+7-nitroindazol ve

toksisite+riluzolun 1, 6, 24, 48. saatlerde nitrit diizeyi (izerine etkisi
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Sekil 6: LDH aktivitesi ile Nitrit diizeyleri arasinda korelasyon grafigi

Resim I: Glia hiicreleri

Resim 2: Glutamat reseptoérleri (Leighton et a/ 2001)

Resim 3: Eksitotoksisite

Resim 4: GFAP ile boyanmig glia hiicreleri (10X)

Resim 5: GFAP ile boyanmig glia hiicreleri (20X)

Resim 6: GFAP ile boyanmig glia hiicreleri (40X)

Resim 7: GFAP ile boyanmis glia hiicreleri (100X)
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