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OZET

L-glutamat merkezi sinir sisteminde ana uyarici ndrotransmiter olmasina ek
olarak aym1 zamanda onemli bir norotoksin ve glial toksindir. Hiicredisi ortamda
glutamatin artmasi néronlarda &liime neden oldugu gibi astroglial hiicrelerin sismesine
ve ardindan pargalanmasina Onciilik ederek bir dizi yikict olaylar1 baslatir.
Norodejeneratif hastaliklar sonrasi, néronlarin yasamim siirdiirmesi ve iyilesmesinde
astrositlerin rolii giderek ©nem kazanmaktadir. Bir kez hasar olusunca astrosit
fonksiyonlarindaki azalma, merkezi sinir sistemindeki daha ileri kayiplara katilabilir.
Bu nedenle astrosit yasaminin uzamasinin daha ileri bir néron korumaya olanak

saglayacag diistintilmektedir.

Lazaroidler (21 aminosteroidler) lipid peroksidasyon inhibitérii olarak
gelistirilen antioksidan ilaclardir. Ozellikle travma, subaraknoid hemoraji ve iskemiye
maruz kalmis beyin dokusunda giiglii bir antioksidan kapasitelerinin oldugu
gosterilmistir. Yine MgSOy4’lin iskemi ve travma nedeniyle olusan ndronal hasari
Onledigi gosterilmigtir. Glial hiicrelerde Mg’un ve lazaroidlerin glutamat toksisitesi

iizerindeki etkisini gésteren herhangi bir ¢alismaya rastlanmamaigtir.

Sigan glioma hiicre dizisinden elde edilen C6 hiicreler, glia hiicre 6zellik ve
fonksiyonlarimin tamimlanmasinda kullamilmaktadir. C6 hiicreleri ve iki adet insana ait
glioblastoma multiforme hiicreleri % 5 CO,, 37 °C ve % 100 nem iceren inkiibatorde
cogaltildi. Oncelikle hiicreler iizerinde L-glutamatin % 50 6ldiiriici dozu belirlendi.
Elde edilen dozda L-glutamat 24 saat siireyle uygulandi ve ardindan uzaklastirilarak,
MgSO4‘veya U-83836E dozlari besiyerine eklendi. 24 saat sonra hiicrelerin yasama
oranlarimi  gdsteren 3-(4,5-Dimethylthyazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide;
thiazolyl blue (MTT) testi uyguland:. Elde edilen veriler tek yonlil varyans analizi ve

ardindan Tukey’in ¢ok yonlii karsilastirma testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

Aynica L-glutamat ile birlikte ve ardindan Ca®* igermeyen besiyeri, inositol

trifosfat (IP3) kapih kalsiyum kanallarim bloklayan heparin, hiicre digindaki Ca*"u tutan
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etilen diamin tetra asetikasit (EDTA), 10 veya 50 mM CaCl, kullanilarak L-glutamat
toksisitesinde Ca®* iyonlarmin rolii ortaya konmaya cahsildi. Yine L-glutamat ile
birlikte ardindan Mg”** bulunmayan besiyeri ve 2, 5, 10, 50 veya 100 mM MgSO,

kullanilarak, eksitotoksisitede Mg?* iyonlarimn rolii aragtirildi.

C6 ve insan glioma hiicrelerinde sirasiyla 0.01 mM MgSO4’tin % 17, % 15 ve
% 5; 1 uM U-83836E’nin % 12, % 13 ve % 4.9 oraninda hiicre yasam oraninda artiga
neden oldugu ortaya kondu. Ug hiicrenin canli hiicre yogunlugunda, Ca**’suz besiyeri
grubunda % 23, 17 ve 21, EDTA grubunda % 44, 30 ve 34, heparin grubunda %23,
% 10 ve % 17, 10 mM CaCl; grubunda % 34, % 17 ve % 22, 50 mM CaCl, grubunda
% 44, % 24 ve % 27 oraninda azalma goriildii. Mg**’suz besiyeri grubunda ise canli
hiicre miktarinda % 13, % 20 ve % 18’lik bir azalma belirlendi. Sadece 2 mM MgSO4
hafif bir koruma saglarken, besiyerine MgSO, ’lin artan dozlarda eklenmesi ise

toksisiteyi daha da arttirdi.

Sonug olarak, MgS0O, ve U-83836E glutamatin neden oldugu hiicre &liimiinii
tam olarak engelleyememesine ragmen, verilerimiz Mg”* iyonlan1 ve serbest radikal
olusumunun olayda kiigiik de olsa rolii oldugunu &nermektedir. Oysa L-glutamat

toksisitesi ile Ca®* iyonlan arasinda dogrudan bir iligki kurulamamistur.

Anahtar kelimeler: L-glutamat, MgSOy, lazaroid U-83836E, glioma, hiicre

¢ogalmasi.

iv



SUMMARY

L-glutamate is the major excitatory neurotransmitter as well as an important
neurotoxin and gliotoxin in the central nervous system (CNS). Elevated extracellular L-
glutamate levels have been shown to change astrocytic volume. Furthermore, L-
glutamate induces a sequence of degenerative events that leads to the lysis of the
cultured astrocytes. The role of astrocytes in promoting neuronal survival and recovery
following cerebral insult is becoming increasingly appreciated. Once damaged, the
resulting reductions in astrocyte function may further contribute to CNS losses. In
concert with improving astrocyte survival, advanced neuroprotection would be

expected.

The 21-aminosteroids, or lazaroids, are potent inhibitors of lipid peroxidation in
neural tissue and have been developed for the acute treatment of CNS injury, ischemia
or subarachnoid hemorrhage. It has been shown that MgSQO, also improves neuronal
injury after ischemia and trauma. The possible effect of MgSO, and lazaroids on

glutamate toxicity on glial cells has not been studied yet.

C6 rat glioma and human glioblastoma multiforme cells were grown in an
incubator atmosphere of 5 % CO,, 37 OC and 100 % humidity. First, the determined ICs,
value of L-glutamate was given for 24 hours and removed, and then MgSO4 or U-
83836E doses were added to the culture medium. After 24 hours 3-(4,5-
Dimethylthyazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue (MTT) test was
done. For the statistical analysis one-way ANOVA following Tukey’s multiple

comparison tests were used.

In addition we have tried to show the role of Ca** on L-glutamate toxicity by
using Ca®* free medium, heparin which blocks inositol triphosphate (IPs) gated calcium
channels, ethilendiamine tetraaceticacid (EDTA) which blocks extracellular Ca?*, 10
mM or 50 mM CaCl,. We have also attempted to show the role of Mg®" ions by using
Mg?* free medium, 2, 5, 10, 50 or 100 mM MgSOs.



We have found that MgSO, at the dose of 0.01 mM increased C6 and human
glioma cell growth by 17, 15 and 5 %, respectively. At the dose of 1 uM U-83836E also
increased C6 and human glioma cell growth by 12, 13 and 4.9 %, respectively. The
medium used without Ca**decreased the survival of C6 and two human glioma by 23,
17 and 21 %, respectively. EDTA decreased the cell survival of C6 and two human
glioma by 44, 30 and 34 %, respectively. The heparin caused a decrease of the survival
of C6 and two human glioma cell by 23, 10 and 17 %, respectively. 10 and 50 mM
CaCl; decreased the cell survival of C6 and two human glioma cells by 34, 17 and
22 %, and by 44, 24 and 27 %, respectively. It is found that Mg** free medium declined
the cell survival of the three sources by 13, 20 and 18 %, respectively. Although MgSO,
at the dose of 2 mM slightly increased the cell survival , addition of increased amount of

MgSO4 to the cultures increased the toxicity.
In conclusion, although MgSO; and U-83836E do not strongly block glutamate-
induced cell death, it is suggested that Mg® * ions and free radical production may have

a small role. It is also suggested that L-glutamate toxicity does not related directly with

Ca®" ions.

Key words: L-glutamate, MgSQy, lazaroid U-83836E, glioma, cell proliferation.
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SIMGE VE KISALTMALAR

KISALTMALAR ACIKLAMALAR

iGluR Iyonotropik glutamat reseptorleri
mGluR Metabotropik glutamat reseptorleri
MgSO4 Magnezyum siilfat

cAMP Déngilisel Adenozin Mono Fosfat
cGMP Déngiisel Guanozin Mono Fosfat
ICs % 50 inhibitor konsantrasyon
a-amino-3-hidroksi-5-metil-

isoksazol-4-propionik asit AMPA

N-Metil-D-Aspartat NMDA

GABA v amino biitirik asit

TCA Trikarboksilik asit

GSH Glutatyon

GFAP Glial fibriller asidik protein

IP; Inositoltrifosfat

Casr Ca>*/Mg”"’a duyarh reseptér
U-8383 [(-)-2-[[4-(2,6-di-1-pyrrolidinyl-

4-pyrimidinyl)-1-piperazinyl)]-
methyl}- 3,4-dihydro-2,5,7,8-
tetramethyl-2H-1-benzopyran-6-

ol(dihydrochloride)]
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F-12 F-12 HAM Nutrient mixture
DMSO Dimetil siilfoksit
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MTT 3-(4,5-Dimethylthyazol-2-yl)-2,5-
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1. GIRIS VE AMAC

L-glutamat merkezi sinir sisteminde ana uyarici nérotransmiter olmasina ek
olarak aynmi zamanda 6nemli bir nérotoksindir. Epilepsi, travma ve inme gibi beyin
hastaliklarinda hiicre dis1 ortama salinan glutamat ve aspartat gibi uyarici aminoasitler
noronal hasar ve dejenerasyondan sorumlu tutulmaktadir. Serebral iskemide glutamat
miktar1 % 800 oraninda artis gostermektedir. Glutamat merkezi sinir sistemindeki

iyonotropik (iGluR) ve metabotropik reseptorlerini (mGluR) kullanmaktadir (27).

L-glutamat, bir nérotoksin olmasinin yanisira ayn: zamanda bir gliotoksindir.
Hiicre dist ortamda L-glutamatin artmas: astroglial hiicrelerin sismesine neden
olmaktadir (8). Ayrica kiiltiirdeki astrositlerin pargalanmasina 6nciilitkk ederek bir dizi
yikici olaylar baslatmaktadir (5). Bu durum agirt miktardaki L-glutamatin néronlarda

oldugu gibi astrositlerde de hasara neden oldugunu gostermektedir.

Norodejeneratif hastaliklar sonrasi, noronlarin yasamimi = siirdiirmesi  ve
iyilesmesinde astrositlerin gorevi giderek dnem kazanmaktadir. N6ron koruma ile ilgili
mevcut aragtirmalarin ¢ogu ndron yasamim arttirmak konusunda yogunlagmasina
ragmen, iskeminin goze carpan diger etkisi glialarin, 6zellikle astrositlerin Sliimiidiir.
Bir kez hasar olusunca, astrosit fonksiyonlarindaki azalma, merkezi sinir sistemindeki
daha ileri kayiplara katilabilir. Bu nedenle kotii kosullardan sonra astrosit &liimiinden
sorumlu mekanizmalarin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir ve 6zellikle astrosit yagamini
arttirma konusunda strateji gelistirilmesi son derece ilgi ¢ekicidir. Ciinkii astrosit
yasaminin uzamasinin daha ileri bir néron korumaya olanak saglayacagi umulmaktadir
(9). Astrositler oldukga yliksek glutamat konsantrasyonlarini (5 mM iizeri) tolere
edebilirken, oligodendrositler 200 uM glutamat konsantrasyonu ile 6lmektedir (49). Bu
durum astrositlerde bulunan iyonotropik a-amino-3-hidroksi-5-metil-isoksazol-4-
propionik asit (AMPA) reseptérlerinin desensitizasyonu ile gergeklestirilmektedir. Bu
nedenle astrositler glutamat eksitotoksisitesi karsisinda beyin doku savunmasinin

Onemli pargalarindan birini olugturmaktadir (15).



Lazaroidler (21-aminosteroidler) oksijen radikallerinin indiikledigi lipid
peroksidasyon inhibitérii olarak gelistirilen non-glukokortikoid antioksidan ilaglardir.
Ozellikle travma, subaraknoid hemoraji ve iskemiye maruz kalmig beyin dokusunda
giiclii bir antioksidan kapasitelerinin oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda iskemi ve

subaraknoid hemoraji modelinde kan-beyin engelini korudugu ortaya konmustur (25).

Lazaroid U-83836E’nin etkili bir "OH radikali tutucusu oldugu bilinmektedir (45).

Siganlarda beyin hasarimin ardindan hiicreigi serbest Mg?* konsantrasyonu
azalmaktadir (28). Hiicrei¢i serbest Mg?"daki posttravmatik azalis, serebral 6dem,
norolojik ve kognitif bozukluklarda da goriilmektedir (29). Yapilan c¢aligmalarda
hiicreigi Mg?** eksikliginin nérolojik disfonksiyonu ve siganlarda beyin hasarinin
ardindan 6liim oranini arttirdigs ortaya konulmustur. Mg®* hem Ca®* kanal blokeri hem
de NMDA reseptdr antagonisti olarak fonksiyon gormektedir. Magnezyum siilfatin
(MgS0O,) iskemi ve travma nedeniyle olusan noronal hasan onledifi gdsterilmistir
(18,39,43). Deneysel omurilik iskemisinden sonra da Mg**  tedavisi ‘norolojik

disfonksiyonu iyilestirmigtir (51).

Glioma hiicrelerinin glutamat toksisitesine duyarh oldugu bilindiginden (19),
glutamat toksisitesini glioma hiicrelerinde test etmeyi amagladik. Kato ve arkadaglar
C6  hiicrelerinde 48 saat siireyle uygulanan L-glutamatin % 50 inhibitér
konsantrasyonunu (ICso) 3.5 mM olarak bulmuglardir. 24 saat siireyle uygulanan 10 mM
L-glutamat ise hiicrelerin yaklasik % 50'sini 6ldiirmiigtiir (36)'. Si¢anlar iizerinde in vivo
olarak yapilan ¢aligmalarda iskemik beyin hasarindan sonra hem Mg**’un (64), hem de
bir lazaroid olan U-83836E’nin koruyucu oldugu ortaya konmugtur (17). Glutatyon
sentez inhibisyonunun ardindan U-83836E tedavisinin kiltiirii yapilmig sigan
mezensefalik néronlarinda 6liimii engelledigi gosterilmistir (24). Oysa glial hiicrelerde
Mg>’un ve U-83836E’nin glutamat toksisitesi iizerindeki etkisini gosteren in vitro
herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, kiiltiirii yapilmis glial orijinli
glioma hiicre dizilerinde glutamat sitotoksisitesi olusturulduktan sonra bu iki ajanin

hiicre yasam oranina etkisini denemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. GLIA HUCRELERI

Merkezi sinir sistemi, fonksiyonlarinin yamsira i¢erdigi hiicre tiirii agisindan da
heterojen bir yapiya sahiptir. Burada en genis yer tutan hiicre toplulugu glia hiicreleridir
ve noronlarin 10-50 katim1 olustururlar. Merkezi sinir sisteminde mikroglia,
oligodendrositler ve astrositler olmak tizere ii¢ tip glia vardir. Periferik sinirlerde
aksonlar1 saran schwann hiicreleri de glia olarak siniflandirilmaktadir. Mikroglia, kan
damarlarindan sinir sistemine giren hiicreleri yok etmektedir. Oligodendrositler, miyelin
yapiminda goérev almaktadir. Beynin her tarafinda bulunan astrositler iki tiptir. Fibréz
astrositler, birgok orta biiyiikliikte iplik igermekte ve esas olarak beyaz maddede
bulunmaktadir. Astrositlerin bu tipinin morfolojik yapilan diizensizdir, genelde bir veya
birka¢ uzantis1 digerlerinden daha kalindir. Bir¢ok iyon kanali ve ndrotransmiter
bulundurmaktadir. Noronlardakine benzer olarak kalsiyum, arasidonik asit, dongiisel
adenozin mono fosfat ((AMP) ve dongiisel guanozin mono fosfat (¢cGMP) gibi haberci
sistemlerini aktive etmektedir. Protoplazmik astrositler ise gri maddede bulunmaktadir;
graniiler sitoplazmalari vardir. Noronal aktiviteyle ilgili siireglerde yer almaktadir,
Uyarici aminoasitler, y amino biitirik asit (GABA) gibi norotransmiterler i¢in geri alim
mekanizmalar1 vardir. Purinerjik ve kolinerjik reseptorlerle hiicreigi kalsiyum diizeyini
diizenlemektedir. Kilcal damarlarla daha yakin iligkilidir. Her iki tip astrosit kan
damarlarina uzantilar gondererek kilcal damann siki baglantilar olusturmasim
éaglamakta ve kan-beyin engelini yapmaktadir. Ayrica sinapslar1 ve néronlarin yiizeyini

saran uzantilar yollamaktadir (3,19).

Uzun zamandan beri beyindeki sinyal sisteminin olusumu ve kontroliinden
sorumlu tek hiicre grubunun néronlar oldugu, onlarin ¢evreleyen glialarin ise néronal
fonksiyona yapisal ve metabolik destek sagladiklar diistiniilmekteydi. Oysa son yillarda
elde edilen bulgulara dayanarak astrositlerin néronal haberlesmede aktif rol oynadiklar
goriisii ortaya ¢ikmustir. Astrositler kii¢iik somalar1 ve yaygin, dalli uzantilar1 olan glia

hiicreleridir. Bazilar1 sinaptik bolgeleri ¢evrelerken, bazilar1 da tipik sonlanmalar ile



kan damarlarinin duvari ile baglanti kurmaktadirlar. Bu nedenle astrositler, noronlar ile

kilcal damarlar arasinda stratejik olarak yer almistir (63).

Beyin igin birincil enerji kaynag: olan glukoz, astrositlerde glikojen seklinde
depolanmakta, daha sonra gesitli ndrotransmiterlerin uyarisina yanit olarak mobilize
olmaktadir. Astrositlerin asil beyin hiicredis1 sivisinin bilesimini diizenlemedeki gérevi
onemlidir. Bu diizenlemede K" iyonlarinin, glutamat ve GABA gibi nérotransmiterlerin
konsantrasyonu yer almaktadir. Hiicredist K* konsantrasyonu ¢ok iyi diizenlenmelidir.
Ciinkii K* artis1 noronlan depolarize ederek ve anormal uyarilmalara neden olarak
aksiyon potansiyelinin ilerlemesi engellenebilir. Astrositler sitoplazmik zarlarinda
bulunan gok gegirgen (igeri dogru) K* kanallan ve Na'/K* pompas: ile hiicre igine K*’u
almakta; gap junctionlar ve difiizyon yolu ile K™u uzaklagtirabilmektedir (20,30).
Ayrica astrositlerin beyinde endotel hiicrelerin bariyer 6zelliklerini diizenleyen birgok
sinyalden sorumlu oldugu konusunda 6nemli deliller bulunmaktadir. Bu nedenle
astrositler birgok noropatolojik durumda ©6nemli gorevler iistlenmiglerdir (2).
Glutamaterjik sinapslarda hiicre disindan glutamatin alimminda da astrositler énemli

gorev almaktadir.

2.2 GLUTAMAT

Glutamat merkezi sinir sisteminde ana uyaric1 nérotransmiterdir ve beyindeki
uyarici iletimin % 75’inden sorumludur. Merkezi sinir sisteminde hem néronlar hem de
glia hiicreleri glutamat igermektedir. Glutamat, Krebs dongiisii ara {iriinlerinden a-
ketoglutaratin indirgeyici aminasyonu ile olugmaktadir. Tepkime geri doniisiimliidiir ve
daha sonraki metabolizma sitrik asit dongiisii ile meydana gelmektedir. Glutamaterjik
noronlar bilginin sifre edilmesi, bellegin olusumu ve kullanmilmasi, uzaysal tanima ve
bilincin stirdiiriilmesi gibi bircok yasamsal olayda gérev almaktadir. Glutamat aym
zamanda 6nemli bir nérotoksindir. Hipoksik hasar, hipoglisemi, inme ve epilepsi ile
iliskili durumlarda glutamat reseptorlerinin asirn uyarimi s6z konusudur. Hasar ve

glutamat reseptérlerinin asir1 uyarimi arasinda oldukga giiclii bir baglanti vardir (15).



2.2.1 Glutamat ve Reseptorleri

Glutamat reseptorleri farmakolojik ve elektrofizyolojik o6zelliklerine gére
iyonotropik (iGluR) ve metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR) olarak iki gruba
aynlmaktadir. mGluR’leri G proteinleri ile iligkilidir ve uyariimalan glial hiicrelerde
hem elektriksel hem de metabolik olaylara neden olmaktadir. Giiniimiizde sekiz adet
mGluR’i klonlanmis olup, bunlar aminoasit benzerlikleri, farmakolojik zellikleri ve
sinyal ileti sistemlerine gore ii¢ gruba aymlmigtir. Kisaca, mGluR 1 ve 5 (Grup I)
fosfolipaz C ile iligkilidir. Bunlarin uyarilmas:1 fosfoinositid hidrolizine ve zar
depolarizasyonuna neden olur. Grup II (mGluR 2-3) ve III ( mGIuR 4, 6-8) ise iyon

kanallar1 ve adenil siklazin inhibisyonu ile iliskilidir (27).

Tim iGluR’leri ligand kapili, katyonik iyon kanallandir. N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorleri, a-amino-3-hidroksi-5-metil-isoksazol-4-propionik asit (AMPA)
ve kainat reseptorleri olmak tizere lige ayrilmaktadur. NMDA, AMPA ve kainat
reseptorleri Na'’un hiicre igine girisine, K™7un hiicre digmma ¢ikigina, zar
depolarizasyonuna ve/veya alt tinite kompozisyonuna gore hiicre igine Ca®* girisine
neden olmaktadir. AMPA reseptorlerinin uyarimi hizli olusan ve ¢abuk sOnen
depolarizasyona neden olurken, kainat reseptrlerinin uyarilmasi, uzun siireli,

desensitize olmayan yanitlara neden olmaktadir (27).

NMDA reseptorii gorece biiyiik miktarda Ca®* gegisine izin vermektedir ve
birgok yonden de 6zgiindiir. Once glisin, NMDA reseptoriiniin iglevini kolaylagtirmak
icin ona baglanmaktadir ve goriildiigii kadartyla glisin, bunun glutamata kars1 normal
yanit1 i¢in vazgegilemezdir. Ikinci olarak, glutamat bu reseptore baglandiginda bu kanal
agilmakta, fakat normal zar potansiyellerinde buna ait kanal Mg?** iyonu tarafindan
bloke edilmektedir. Bu blokaj sadece, reseptérii iceren néron AMPA’nin veya diger
kavsak devreleri iizerinden hizli depolarizasyona neden olan diger kanallarin
etkinlesmesi ile kismen depolarize oldugunda ortadan kalkmaktadir. Uglincit olarak,
amneziye ve kisinin kendini ¢evreden soyutlamasina neden olan fensiklidin ve ketamin,

kanal icinde bagka bir yere baglanmaktadir. Hipokampusta yiiksek derisimde NMDA



reseptérii bulunmakta ve bu reseptorlerin baskilanmasi, néral yolaklardaki iletimin
yiksek siklikli kisa bir uyanlma evresinden sonra uzun siire devam eden uzun dénem
potansiyelizasyonu engellemektedir. Yani, bu reseptérler bellek ve &grenmede rol

oynayabilir (19).

Glutamat reseptérlerinin varhg in vitro ve in situ olarak gesitli glial hiicre
orneklerinde gosterilmistir. Voltaj kapih K*, Na’, CI" ve Ca®" gibi bircok iyon kanallari

izole astrosit kiiltiirlerinde tanimlanmigtir (27).

Astrositlerde hem iGluR’leri hem de mGluR’leri genellikle bulunmasina ragmen
NMDA reseptorlerinin varligi hala kesinlegsmemistir. NMDA’nin neden oldugu akimlar
hipokampus ve neokortikal astrositlerde gozlenmis, ancak fonksiyonel NMDA
reseptdrlerinin gliada olup olmadigi tam olarak bilinmemekteydi. Fakat son yillarda
Schipke ve arkadaslarinca yapilan bir g¢aligmada fare neokorteks astrositlerinde
fonksiyonel NMDA reseptorlerinin bulundugu gosterilmistir (53). Glial hiicrelerde
glutamatin hacim degisimlerini uyarmast ve astrositlerden glutamat salinimini
azaltmasi, glutamat reseptdrlerinin merkezi sinir sisteminde fizyolojik ve patofizyolojik

olaylarda 6nemli bir role sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Glutamat reseptorleri glial gelisim sirasinda 6nemlidir. Glial hiicrelerin gelisimi,
hiicre ¢ogalmasi, hiicre go¢ii ve farklilagma olaylarim igermektedir. Astrositlerde
mGluR’lerinin aktivasyonu G,/S ge¢isini engelleyerek hiicre gogalmasini baskilamakta
ve farklilasmay1 uyarmaktadir. Astrositlere 6zgii bir enzim olan glutamin sentetazda
artisa neden olmaktadir. Insan retinasindaki Miiller glia hiicrelerinde NMDA reseptor
agonistleri hiicre ¢ogalmasini uyarirken, mGluR agonistleri mitojenin uyardid1 hiicre

boliinmesini engellemektedir (47).

Glutamat reseptorlerinin agonist ve antagonistleri Tablo 2.1’de gosterilmistir.



Tablo 2.1: Glutamat reseptor alt gruplarinin 6zellikleri (27).

Reseptor Mekanizma Baglanma Agonist Antagonist
Na* ve Ca®* Ligand kapili AMPA CNQX
AMPA kazllal :?l?l!maSl iyon kanali Quiskalate DNQX
Ca” girigi
Zar uyarimi
Hizh desensitize
Kainat Katyonik Ligand kapili Kainik asit CNQX
kar;il] agilmasi iyon kanali Domoik asit DNQX
Ca“ girisi
Zar uyarimi
Desensitize olmaz
NMDA Katyonik kanal Ligand kapili NMDA D-APS
agimast. iyon kanah Cis-ACBD MK-801
Ca™ girisi CNQX
mGIuR I Fosfolipaz C Gq proteini CHPG AIDA
15 uyarimi , (R,S)-3,5-DHPG L-AP3
(1,5) IP; aracili Ca (5)4-CPG
salinimi
Adenil siklaz Gi/Go proteini QA EGLU
GRII | . .- P
m 23 mhlblsyom} gAMP DCG-1V PCCG-IV
(2,3) iretiminin MCCG
azalmasi
mGIuR III A:;_nbi_l siklaz Gi/Go proteini L-AP4 CPPG
inhibisyonu L-SOP MAP4
4, 6-8) cAMP tiretiminin L-CCG-I MSOP
azalmas




2.2.2 Glutamat Sentezi

Kan-beyin engeli, beyni kandan ayirarak beynin hiicre dist
ortaminin igerigini kontrol altinda tutmaktadir. Beynin damar endotel hiicreleri bir ¢ok
soliite gegirgen degildir ve aktif tasima mekanizmalar1 da ¢ok sinirhdir. Normal
yetiskinlerde sistemik dolagimda yiiksek oranda bulunan glukoz tek enerji kaynagidir ve
kolayca kan-beyin engelini ge¢ebilmektedir. Serumda bulunan glutamat ise merkezi
sinir sistemine giremez. Bunun sonucu olarak, merkezi sinir sisteminde bulunan tiim
glutamat burada sentezlenmektedir. Noron ve astrositlerin her ikisi de glukozu glikoliz
olay1 ile piruvata doniistiirebilmektedir. Sonra piruvattan asetil Co-A elde edilmektedir.
Asetil Co-A trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ile CO, ve suya kadar indirgenebilir.
TCA dongiisii sirasinda olusan o-ketoglutarat alanin ile transamine edilerek glutamat

elde edilmektedir (30, Sekil 2.1).

2.2.3 Astrositlerin glutamat almasi

Glutamaterjik kavsaklarda hiicredis1 bosluktan ndrotransmiterin geri alinmasinda
astrositler ¢nemli rol oynamaktadir. Sinaptik vesikiillerde depolanan glutamat Ca®*
bagimli ekzositoz ile presinaptik terminalllerden salinmaktadir (47). Ilk 6&nce,
postsinaptik AMPA/Kainate reseptorlerini aktive ederek ilgili katyon kanallarim
agmakta ve uyarici bir potansiyele neden olmaktadir. Bu baslangi¢ depolarizasyonu ile
NMDA reseptorlerinde Mg**’un neden oldugu voltaj bagimli blok kaldinlmakta ve
Ca®"’un hiicre igine girisi ile daha ileri depolarizasyon gergeklestirilmektedir. Glutamat,
reseptorii ile etkilestikten sonra sinaptik araliktan uzaklastiriimalidir, ¢linkii reseptoriin
asir1 uyarilmasi (6zellikle de NMDA reseptoriiniin) ndronal hasara neden olmaktadir.
Glutamatin geri alinimi, hiicreler arasina difflizyonu, néron ve astrositlerin zarlarinda

bulunan tasiyici proteinler ile gergeklestirilmektedir.
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Sekil 2.1 Néron ve astrositlerdeki glutamat sentezi (30).

Sekil 2.2’ de sagdaki astrositte, alinan glutamat, glutamine déniistiiriilerek

salinmakta ve néron sonlaninca geri alinmaktadir. Néronda glutamin tekrar glutamata

gevrilerek norotransmiterin vesikiiler havuzu yeniden doldurulmaktadir. Bu déngii

gutamat/glutamin mekigi adim almaktadir. Glutamatin glial aliimi, glutamat ve

sodyumun birlikte transportu tarafindan aktive edilen Na'/K* ATPaz pompasi

aracihfiyla glikoliz ile baglantihdir. Beyin kilcal damarlan ile baglanti kurmus

astrositik son uglardan alinan glukoz, laktata gevrilerek saliir ve sonugta ATP’ye

dontstiiriilmektedir.



Sekilde solda bulunan astrositte, sinaptik olarak salinan glutamat néronal
reseptorlerin yanisira, astrositlerde bulunan AMPA ve metabotropik reseptorleri aktive
etmektedir. Bu reseptérlerin birlikte aktivasyonu hiicrei¢i Ca?” artmasina ve ardindan
astrositlerden psédoeksositotik mekanizma ile glutamat salinmasina neden olmaktadir

(63).

Noéron
(Pre-sinaptih
terminal)

r Pyr 4— Lac 4~

Glutamat
@+
o ® Gin

Astrosit Astrosit

Ghlusemat

Na~
aluinu A

T Gllholiz
" Glukoz

Glutamat k

Glutamin

Aapillerden

Glutamar
alnian

{Post-sinaps)
Noron

Sekil 2.2 Glutamat-glutamin mekigi (63).

2.2.4 Glutamatin neden oldugu astroglial hiicre sismesi:

Glutamatin hiicrei¢i konsantrasyonu astrositlerde 50 pM iken, glutamaterjik
ndronlarda 10 mM’dir. Normal glutamaterjik iletimin gerceklestirilmesi ve
eksitotoksisiteden korunabilmesi i¢in hiicredisi glutamat konsantrasyonu yaklagik 1-3

puM diizeyinde tutulmalidir (47).
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Hiicredis1 glutamat miktarindaki artts astroglial hiicre sismesinde son derece
onemli bir etkendir. Beyindeki dolagimsal bir sikintidan sonra etkilenen bolgedeki
astrositler birka¢ dakika i¢inde hiicre hacmini arttirarak yamit vermektedirler. Hiicredis:
ortamin ¢ok kiiciik hacimde olmasi nedeniyle astroglial sisme néroaktif maddelerin
miktarinda degisimlere neden olmakta ve bu durum néronal fonksiyonu etkilemektedir.
Astrositlerin depolarizasyonu hem glutamatin salinmasina hem de hiicredisi bosluktan
glutamatin alinma yeteneginin azalmasina neden olmaktadir. Sonugta anormal
glutamaterjik ileti ve norotoksisite geligmektedir. Astrositlerin sismesi ayn1 zamanda
lezyon bolgesinden glutamatin difiizyonunu da engellemektedir. Hiicre hacmindeki artig
hasar gormiis dokuda metabolik bozulmayla sonuglanmakta ve néronlar igin zararh
olmaktadir. Astrositlerin de hasar gérmesine neden olabilir. Glutamat ile astrositlerin
sismesi hiicre i¢inde aminoasitlerin birikimine neden olmaktadir. Glutamatin neden
oldugu astroglial sismenin altinda yatan mekanizmay ortaya koymak amaciyla pek ¢ok
¢alisma yapilmistir. Fakat bunlarin hicbiri olay: tam olarak agiklamaya yeterli degildir
27).

Hiicre zarindan glutamatin taginmasi ve hiicre hacim degisimleri arasinda bir
iliski bulunmaktadir. Glutamatin hiicre igine alinmasi 3 Na* ve 1 H" iyonu ile
kotransport seklindedir ve bir K* iyonu hiicre digina verilmektedir. Giintimiizde 5 farkli
glutamat tasiyicisi klonlanmistir. GLAST, GLT-1, EAAC1, EAAT4 ve EAATS. Bu
tasiyicilar, farkli beyin bolgeleri ve hiicre tiplerinde ayn dagilim gostermektedirler.
GLAST ve GLT-1 gliaya 6zgii tasiyicilar iken digerleri néron spesifiktir. GLT-1
hipokampus ve serebral kortekste en yiiksek diizeyde bulunmakta iken, GLAST
oncelikle serebellumun molekiiler tabakasinda bulunmaktadir. Yetigkin beynindeki
astrositik zarlarda glutamat tastyicilari bol bulunmaktadir. Bu durum sinaptik iletiden
sonra glutamatin hiicre disi bogluktan alimminda astrositik ta$1y1c1laf1n O6nemli
oldugunu diisiindiirmektedir. Glutamatin uyardig1 astroglial sismenin en azindan kismen
glutamat tastyicilarimin bloklanmasi ile azalmasi, glutamat tasiyicilari ile hiicre
hacminin diizenlenmesi arasinda bir iliskinin varlifim1 ortaya koymaktadir. Glutamat
klerensi ve norodejenerasyonun engellenmesinde astrositik tasiyicilarin  roliinii

gOstermeye c¢alisan arastirmalarda, siganda GLT-1 ve GLAST glial tasiyicilarinin

11



kaybinin hiicre dis1 glutamat miktarimi yiikselttigi ve norodejenerasyona yol agtig

saptanmuistir.

Birgok etkenin glutamat tastyicilarimin aktivitesini ve sunulumunu etkiledigi
gortilmiigtir. Farkli glutamat tagiyicilarinin aktivitesi aym faktSrierle farkh sekilde
diizenlenebilmektedir. Ornegin, GLT-1 proteinkinaz C’nin fosforilasyonu ile
uyanllirken, GLAST baskilanmaktadir. Bununla beraber, siiphesiz hiicre-hacim
diizenlenmesinde glutamat tasiyictlarinin disinda diger mekanizmalar da 6nemlidir. Na*
ve glutamatin hiicre i¢ine giriginin neden oldugu hiicreigi osmolaritedeki net artis glial
sismeden sorumlu tek mekanizma olarak sunulmustur. Na'/K* ATPazin ouabain ile
baskilanmasi, Na* taginmasini ya da enetji destegini ortadan kaldiracag: i¢in glutamatin
neden oldugu astroglial sismeyi engelledigi goriilmiistiir. Yine Ca®"un da farkli hiicre

tiplerinde hiicre-hacim diizenlenmesini etkiledigi gosterilmistir (27).

2.2.5 Noroloijik fonksivon bozuklugunda astrositler ve glutamat

Merkezi sinir sistemindeki travmatik ya da iskemik hasar sonrasi glutamatin
noronlar ve astrositlerden patolojik salimmmi s6z konusudur. Bu salimm daha yogun
eksitotoksik noronal dejenerasyona neden olmaktadir. Hiicredisi glutamat miktarinin
artmasi, hem iGluR hem de mGluR’lerinin kontrolsiiz uyarimi sonucu eksitotoksik
kaskadin olusumuna neden olmaktadir. Bu toksik etkilerin arkasinda yatan molekiiler
mekanizmalar bilinmemekle beraber, hiicreici Ca®* artiginin ve Na*’un hiicre icine
girisinin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Glutamat reseptorleri, voltaj kapii Ca®*
kanallarindan ve hiicrei¢i depolardan salinan Ca®*’un, néronal protein kinazlarin,
proteazlarin ve nitrik oksit sentazin kontrolsiiz uyarilmasina neden olmaktadir.
Ardindan proteoliz, lipid peroksidasyonu ve serbest radikal olusumu ile néronlarin
dejenerasyonu goriilmektedir. Bu nedenle glutamat saliniminin diizenlenmesi, glutamat
reseptér antagonizmi ya da lipid peroksidasyonunun engellenmesi gibi eksitotoksik
ndronal hasar1 engelleyici olasiliklar tzerindeki ilgi yofun bir sekilde devam

etmektedir.
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Bu olaylara astrositler nasil katilmaktadir? Astrositler, beyin dokusunda dig
uyaranlara yanit verebilen, noronlar ve diger glial hiicrelerle iyon konsantrasyonlarin
modiile ederek oluklu baglantilar (gap junction) yoluyla haberlesebilen hiicrelerdir. Bu
ozellikler astrositlerin sinir sisteminde birgok girdiye yanit verdigini diisiindiirmektedir.
Eksitotoksik degisimler ile astrositler homeostasisi saglama yetenegini kaybedebilmekte
ve hasan daha da ileriye gotiirebilmektedir. Glutamat alinimi, K™’ un tamponlanmasi,
substrat iiretimi ve serbest radikallerin elimine edilmesi gibi koruyucu gérevleri
azalmakta veya tersine dénebilmektedir. Sonugta, hiicrei¢i ATP miktar1 azaldif1 zaman
glutamat alinimi azalmaktadir. Iskemi veya anokside beyin ATP miktarinin azalmast
Na'/K* ATPaz pompasinin yavaslamasina ve Na*, K* gradientlerinin tersine dsnmesine
neden olmaktadir. Bu degisim, glutamat tasiyicilarinin tersine ¢alismasina ve

hiicredigina glutamat salinimina neden olmaktadir. Sonug, néronal 6limdiir.

Akut bir hasarda olusan erken yamit astroglial sigsmedir. Sisme, glutamat ve K*
gibi maddelerle suyun ikincil olarak alinimi nedeniyle olugmaktadir. Sisme iki olaya
neden olmaktadir. Birincisi, beyini¢i basinci arttirmasi ve damar perfiizyonunu
azaltmasidir. Boylece hiicre digina salinan glutamat miktar1 artmaktadir. Glutamat,
NMDA reseptorlerini aktive ederek eksitotoksisiteye katilmaktadir. ikincisi, iskemik
durumlarin  astroglial Ca®* miktarinda arisa neden olmasidir. Hiicreigi Ca®*
miktarindaki artiga yamt olarak astrositler glutamat salgilamaktadir. Salinan glutamat
komsu noéronlan depolarize ederek, NMDA reseptorlerinin fazla uyarilmasina neden
olmaktadir. Bu agiklamalarin 15181 altinda, astrositlerin néronal hasara katildiga ve
glutamat eksitotoksisitesine karst olusan ndronal yamiti diizenlediklerini s6ylemek

mitmkiindiir (8).

Kiiltiirdeki astrositlerde L-glutamatin toksik etkisi iki safhada 6zetlenebilir. L-
glutamat uygulanmasinin ardindan 4-6 saat iginde mikroskobik olarak gézlenebilen
hiicre gismesi ilk etkidir. Bu dénemde hiicreler morfolojik yapilarim korurlar, fakat
¢ekirdekte bir degisim s6z konusudur. Cekirdekler sismistir, ¢ekirdekgikler géze carpar

ve gekirdek zan belirgindir. Ikinci etki hiicre 6liimiidiir. Hiicre 6liimiiniin morfolojik ya



da biyokimyasal isaretleri daha sonra baglamakta (16-18 saat) ve L-glutamat

uygulanmasindan 24-30 saat sonra hemen hemen tiim hiicreler 6lmektedir (9).

In vitro galismalarda glutamat sitotoksisitesinden sorumtu iki mekanizmadan s6z
edilmektedir: eksitotoksisite ve oksidatif stres ile iligkili sistin tasinmasinin
baskilanmasi. Sistin taginmasinin baskilanmasi ve oksijen tiirevlerinin artmasi sonucu
glutamat sitotoksisitesinin oksidatif stres yolu ortaya ¢ikmaktadir. Hiicreigi glutatyon
(GSH) sentezi igin sistein gereklidir. Kararsiz olmasi nedeniyle, hiicredis1 sisteinin
hemen hemen tamami okside sistin durumunda bulunur. Yani, GSH sentezi icin gerekli
olan hiicrei¢i sisteinin en 6nemli kaynag: hiicre disindaki sistindir. Glutamat ve sistin
ayn1 amino asit tagtyiciyr kullandiklarindan hiicre igine girmek igin yarismaktadirlar.
Hiicredisi glutamat miktan arttiginda, sistin tasimmi baskilanmakta ve hiicreici GSH
miktar1 azalmaktadir. En 6nemli hiicresel antioksidan olan GSH'nin azalmasi, hiicrenin
oksidatif strese olan duyarliligim arttirmaktadir (26). Hiicreye disaridan GSH verilmesi,
L-glutamat toksisitesini iyilestirmektedir. Ayrica L-glutamat uygulanmasi glioma
hiicrelerinde oksijen tiirevlerinin birikimini arttirmaktadir. Sinir sisteminde L-
glutamatin etkisiyle hiicre igine Ca®* girisi nitrik oksit sentazi uyararak, nitrik oksiti ve
fosfolipaz A, ile de arasidonik asidi tretebilir. Bu durum oksijen tiirevlerinin
olusumunu ve olasilikla néron 6liimiinii kolaylasgtirmaktadir. Astrositlerde L-glutamatin
etkisi ile oksijen tiirevlerinin olusumunun ayrintili mekanizmasi heniiz tam olarak
ortaya konabilmis degildir. Tiim bu verilere dayanarak, astrositleri L-glutamat

toksisitesinden korumada hiicre i¢i radikalleri temizlemek 6nemli olabilir (9).

2.2.6 Glioma hiicrelerinde glutamat toksisitesi:

Glia hiicreleri, noronlardan farkli olarak postnatal ddnemde béliinme
yeteneklerini siirdiirmektedirler. Glial gogalma, reaktif gliosis, beynin travmaya cevabi
ve glial hiicrelerin malignant transformasyonunda goriilmektedir (4). Glial kokenli
tiimdrler toplu olarak glioma seklinde isimlendirilmektedirler. Gliomalarin ¢ogunlugu
astrositik hiicrelerde goriilmektedir. Transforme hiicreler hala astrositlerle aym

ozellikleri paylasmaktadir. Ornegin, glial fibriller asidik protein (GFAP), S100 ve
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bliylime faktor reseptorlerini igermektedir (36). Bu durum ozellikle diisiik dereceli
astrositomalar igin dogrudur. Gliadan glioma olusumunu saglayan faktorler iyi
anlagilamamugtir. Bununla birlikte bu doéniistim ¢ok sayida genetik degisimler, gen

delesyonlar1 ve gen amplifikasyonlari ile birlikte olmaktadir (4).

C6 sigan glioma hiicre serisinin glial hiicre ozelliklerinin arastinlmasi ve
kiiltiirdeki glia hiicrelerinin cevaplarinin belirlenmesi, ayrica glutamatin neden oldugu
gliotoksisitede hiicresel olaylarin anlagilmas: i¢in uygun bir model olusturdugu
gosterilmigtir (23,36). Kato ve arkadaslari, C6 glioma hiicrelerinde glutamat
toksisitesinin mekanizmasim ortaya koymak igin yaptiklar: aragtirmada, i. glutamatin
etkili konsantrasyonunun milimolar diizeyde ve ¢ok yiiksek oldugu, ii. hiicrelere
NMDA ya da AMPA degil quiskalatin toksik oldugu, iii. toksisitenin glutamat reseptor
antagonisti ya da glutamat alinm inhibitoérii ile azaltilamadipa sonucuna vararak,
glutamat toksisitesinin glutamat reseptorleri ile iligkili olmadigim gdstermislerdir.
Ayrica C6 hiicrelerinde glutamatin olusturdugu hiicre 6liimiiniin dnce antiporter sistem
yolu ile sistin alimiminin baskilanmasi, ardindan glutatyon eksikliginin oksidatif strese
neden olmasi ile meydana geldigini ortaya koymuslardir (36). Lipoksijenaz tarafindan

olusturulan peroksitler GSH’s1 azalmus hiicrelerde 6liime neden olmaktadir (26).
2.3 GLIA VE NORONDA KALSIYUM DENGES]

Tiim okaryotik hiicrelerde Ca®* dengesinin diizenlenme mekanizmasi
benzerdir. Hiicreigi Ca®" miktari, zardaki Ca®* tagiyicilan ve sitoplazmadaki Ca®*
tamponlarimn etkilesimi ile belirlenmektedir. Ca®* tastyicilart denildiginde, Ca?*’a
gecirgen kanallar, ATP kullanan Ca®>" pompalar1 ve elektrokimyasal olarak idare edilen
Ca®* degisimcileri anlasiimaktadir. Sonugta, Ca?* ya sitoplazmadan uzaklastirilmakta
yada sitoplazma igine dagitilmaktadir. Sitoplazma igindeki Ca*"*un gogu, Ca* baglayici
proteinler ile baglanmaktadir. Bu ozellik hiicrenin Ca®* tamponlama kapasitesini
gostermektedir. Ca®" tagiyicilary, hiicreigi ve dis1 arasindaki Ca®* degisimini saglamak
lizere hiicre zari, endoplazmik retikulum, mitokondri, Golgi aygiti ve ¢ekirdek gibi

hiicrei¢i organellerin zarlarinda bulunmaktadirlar. Bu organeller Ca biriktiren hiicreici
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Ca®* depolanidir. Birikmis Ca®* proteinlere baglanir ve Ca®>* kanallari yolu ile
salinmaktadir (62).

Glia hiicrelerinde toplam Ca”"’un sadece ¢ok az bir kismu ( % 0.001°den az1 )
serbest sitoplazmik Ca*"’dir. Cogu endoplazmik retikulum ve Golgi aygit1 gibi hiicreigi
organellere baghdir. Dinlenim durumunda glia hiicrelerindeki hiicreici Ca®*
konsantrasyonu 30-40 ile 200-400 nM arasinda degismektedir (37). C6 glioma
hiicrelerinde ise 75-200 nM arasinda degismektedir (41). Bu degiskenlik sadece glia
hiicrelerinin alt gruplarinda degil, ayn1 hiicre gruplarinda da goriilmektedir. Bu durum,
Ca** 6lgiimii igin kullamlan yontemin saglikli olmayabilecegini yada hiicreigi Ca®*

dengesinin ¢ok esnek oldugunu gosterebilir.

Baslangictaki elektrofizyolojik lgiimler glia hiicrelerinde voltaja duyarli Ca®*
kanallarin1 gosteremedi. Daha sonraki gelismis teknikler glia hiicrelerinin de voltaj
kapili iyon kanallarini igerdigini ortaya koydu. Daha 6nce sadece elektriksel olarak
uyarilabilir hiicrelerde bulundugu diistiniiliiyordu. Astrosit, oligodendrosit ve schwann
hiicrelerinde voltaj kapili kanallar ile Ca*"un hiicre igine girisinin hiicrei¢i Ca**
konsantrasyonunu anlamli olarak arttirdig goriilmiistiir (61). Bununla beraber, tim glia
hiicreleri voltaja duyarlh Ca®* kanallari icermemektedir. Ornegin, Bergmann glia
hiicreleri, mikroglia ve astrogliomalarin bazi tiirleri voltaja duyarli Ca®* kanallari
icermemektedir. Bu durumda Ca* iyonlan glia sitoplazmasina ligand kapili kanallar
yolu ile girebilir. Ligand kapili iyon kanallar1 hemen hemen tiim glia hiicrelerinde bol
miktarda bulunmaktadir. Kiltiir ortaminda bulunan astrositler de Ca®* gegirebilen

nonspesifik katyon kanallarimi bulundurmaktadirlar (61).

Glia hiicrelerindeki Ca2+ depolayan organeller hakkinda az sey bilinmektedir.
Cogu glia ayrintili bir endoplazmik retikulum igerir ki Ca** depolarim hizla degistirmek
icin ana substrat olarak gorev yapmaktadir. Mitokondri diger biiyiik Ca®* depo
bSlgesidir. Glia hiicrelerinde Ca®* dengesindeki rolleri hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir. Fizyolojik kosullarda Ca®* sinyal sisteminde mitokondrideki Ca®*
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birikimi 6nemli rol oynamazken, patolojik kosullarda mitokondride hasar olustugundan

glia Ca®* homeostasisi anlamli olarak etkilenmektedir.

Hiicrei¢i diigiik Ca®* yogunlugunun siirdiiriilmesi reseptdr/kanal uyarilmasi
sonucu hiicreigi Ca®* miktarindaki artisin tekrar eski haline dénmesi Ca?* pompalari ve
elektrokimyasal etkili Na*/ Ca®" degisimi ile gergeklestirilmektedir. Glia hiicre Ca®*
pompalarinin dzellikleri hakkinda ¢ok az bilgimiz vardir. Glia hiicrelerinde yapilan
deneylerde Na*/ Ca®* degisiminin oldugu konusundaki deliller, zari gegen Ca®*
akimlarimin hiicredist Na® konsantrasyonu ile kontrol edildigini ortaya koymugtur.
Cesitli astrositik preparatlarda hiicredisi Na® konsantrasyonu azaltilarak Na*
gradiyentinin azaltilmasi, Ca*"un hiicre disina ¢ikma oramm azaltarak, hiicreici Ca**
konsantrasyonunu arttirmistir. Astrositlere 6zgii Na'/Ca®* degisimi, interstisyumdaki
iyonik bilesimin diizenlenmesi igin 6nemlidir. Noronlar elektriksel olarak
uyanldiklarinda sinaptik araliktaki hem Ca®*, hem de Na*’u azaltmaktadirlar. Hiicredisi
Na" konsantrasyonunun azaldigy durumlarda Na'/ Ca®* degisimcisi ters calisarak,
komsu astrositlerden Ca®"’u kovarak interstisyuma Ca®* saglamaktadir. Sonugta, Na'/
Ca®* degisimi patolojik durumlarda Ca®* eksitotoksisitesine katilabilir. Ozellikle,
Ca**’un azalma dénemlerinden sonra Ca*"’un yeniden eski konsantrasyonuna dénmesi
nedeniyle Na'/Ca’* pompasimin ters ¢aligmasi astrositik hasarda onemli rol

oynamaktadir (64).

Ca”" sitoplazma igine girdikten sonra hiicreici sinyal ileti yollarint tetikleyerek
gesitli proteinlere baglanmaktadir. En iyi bilinen Ca®* sensorii kalmodulindir ve
kalmodulin-bagimli protein kinazlar, protein fosfatazlar ve adenil siklaz olmak iizere en
az li¢ sinif enzimin aktivitesini diizenlemektedirler. Adenil siklaz enzimi ya sitoplazmik
enzimler ile etkilesmekte ya da gen sunulumundan sorumlu diger yollar1 baslatarak,
cekirdege kadar gotiirmektedir. Ca?* sinyalleri ve gen sunulumunu baglayan alternatif
bir yol Ras proteinleri (kii¢lik guanin nukleotidi baglayan proteinler) ile ilgilidir. Ras
proteinleri Ca®* ile uyanildiktan sonra fosforilasyon olaylarimi tetiklemekte ve gen
ekspresyonunun diizenlenmesine neden olmaktadir. Glia hiicrelerinde bu sistemlerin

rolii hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (64).
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Beyinde bir hasar s6z konusu oldugunda, beyin savunmasinin $nemli bir kismini
olusturan astrositler ve mikroglialar kompleks reaksiyonlar olusturmaktadirlar.
Astrositler birgok biyokimyasal, yapisal ve ¢ogalma degisimleri gostererek “aktif
astrositler” adini almaktadirlar. Beyin hasarinda glia hiicrelerinin yamit olusturmasim
saglayan elementin Ca® oldugu konusunda veriler bulunmaktadir. iskemik hasar
aragtiran in vitro ve in vivo deneysel modellerde astrositler kisa bir siire hipoksik ya da
hipoglisemik sartlarda tutuldugunda hem voltaj kapili Ca?* kanallarinin uyarilmasi, hem
de i¢ havuzlardan Ca®"*un saliverilmesi ile hiicrei¢i Ca?* konsantrasyonunun yiikseldigi
goriilmiistiir. Beyincikte bulunan Bergmann glia hiicreleri 1 mM glutamata maruz
birakildiklarinda hiicreigi Ca®* miktarinda artis gozlenmistir. Ca®"daki bu artigtan
AMPA/Kainat reseptorlerinin ¢ok az role sahip oldugu, esas etkinin mGIuR-IP; sinyal
yolu ile gergeklestigi ortaya konmustur (38).

Hiicrelerdeki Ca®’un agiri artmasinm hiicre 6liimiine neden oldugu ortaya
konmugtur (11, 12). Noronlarda Ca®* toksisitesi hakkinda ¢ok sey bilmemize ragmen
glia hiicrelerinde Ca®**un olusturdugu hasar konusunda olduke¢a az ¢alisilmigtir. Kiiltiirti
yapilmis oligodendrositler ve schwann hiicreleri iizerinde yapilan c¢alismalarda Ca?*
fazlahgimin hiicrede ciddi hasara, hatta Olime neden oldugu gosterilmistir (54).

Astrositlerin ise eksitotoksik uyaranlara kars1 daha direngli oldugu diistiniilmektedir.

Iskemik durumlarda hiicredist ortama salinan glutamat néron zarinda
bulunan iGluR ve mGluR’leri ile etkilesmektedir. NMDA reseptor kanallarinin agilmasi
Mg?* ve zar potansiyeli bagimhidir. Kanalin agilmas: hiicre digindaki kalsiyumun hiicre
icinde birikimi ile sonuglanmaktadir. Bu birikim, fosfolipazlar, protein kinaz C gibi
enzimlerin aktiflesmesine ve nitrik oksit olusumuna neden olmaktadir. Bu olaylarin
yeterli miktarda enerji olmadiginda gergeklestigi diisiintilmektedir. Metabotropik yol ise
enerji olsa da olmasa da aktiflesmektedir. Glutamat, fosfolipaz C ile iligkili reseptorle
etkilesmekte ve inositoltrifosfat (IPs) ikinci haberci yolunu baglatmaktadir. Fosfolipaz
C’nin aktivasyonu ile zar yikimi ve serbest yag asidi birikimi sonucu Mg*
konsantrasyonu aniden azalmaktadir. Hiicreigi serbest Mg konsantrasyonunun

azalmas: hiicrei¢i depolardan Ca®* saliimuni arttirmakta ve kalsiyum kaskadini aktive
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etmektedir. Burada Mg®* konsantrasyonunun azalmasina neden olan baslangictaki
fosfolipaz C’nin aktivasyonudur. Bu mekanizmaya eksitotoksik mekanizma denir (48,

Sekil 2.3).

Iskemi
Glutamat/Aspartat
Iyonotropik reseptorler Metabotropik reseptérler
Hiicreye Ca®* girisi G protein/ ;osfolipaz C aktivasyonu

intraselliiler Ca®* salinim

y - Hﬁcreiﬁi Ca® artigt ¢
Fosfolipazlarin aktivasyonu
Membran yikimi

<4— Magnezyum azalmasi
Biyoenerjide
disfonksiyon ———  Hiicre 6limii

Sekil 2.3: Noronda eksitotoksik hasar mekanizmasi.

Rothman hipokampusteki néronlarin  glutamat, kainat ve NMDA
norotoksisitesine Ca’* iyonlar1 ortamda yokken de duyarhi olduklarii gdzlemistir.
Bunun yerine hiicredisi klorun ortamda olmamasinin koruyucu oldugunu saptamis ve
glutamat norotoksisitesinin pasif klorun hiicre igine girmesinin ardindan goriilen
depolarizasyon ile agiklanabilecegi hipotezini ortaya koymustur. Katyonlarin hiicre
icine siiriikklenmesini hiicreye su girmesi ve ardindan hiicre 6liimii takip edecektir (52).

Bu hipotez, nérodejenerasyon olayinda Ca>* iyonlarimn anahtar rolii oynadig1 goriisiine
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ters diismektedir (11). 1993 yilinda Goldberg ve Choi sican neokorteks ndéron
kiiltiiriinde yaptiklan aragtirmada hiicre hasarini hiicredisi Ca** ’dan bagimsiz ve
hiicredist Ca’a bagimh olmak iizere iki kisma ayirmiglardir. Birincisi olan akut néron
sismesi, Ca’ ortamdan uzaklastinldiginda artis gostermektedir. Nedeni ise .hiicre
disindaki Na* ve CI” iyonlaridir. Ikincisi ise gecikmis hiicre 6liimiidiir ve primer olarak
Ca®’un hiicre icine girmesi ile iliskilidir (22). Lee ve arkadaslan ise iskemik kosullarda
akut olarak eksitotoksik Ca® birikiminin baskin oldugunu fakat iskemi sonrasi geg
dénemde Ca™’un asir1 azalmasi ile hiicrenin Ca’ aghigina girdigini diisiinmektedirler. Bu
nedenle geleneksel tedavi yontemlerinin yani sira ge¢ donemde hiicreigi Ca’
konsantrasyonunu  yiikseltecek ilaglarin  kullamilmasimn  yararli  olabilecegini
belirtmektedirler (40). Bu alternatif gériisii destekleyen bir arastirmada gegici global
iskemi uygulandiktan {i¢ giin sonra CAl hipokampus noéronlarinda hiicreigi Ca’
miktarinin yiiksek olmadig1 ve voltaj kapil Ca’ kanal akimlarinin azaldig1 gosterilmistir
(14). Nérotoksisiteden sorumlu mekanizmalar ortaya koymak icin yapilan ¢alismalarda
Ca’ akiminin yonii ile iliskili molekiilleri belirlemek iizere daha yeni tekniklere

gereksinim oldugu agiktir.
2. 4 BEDENDE MAGNEZYUM DENGES]

Mg®* hiicre iginde en gok bulunan ikinci katyondur. Birgok hiicresel enzim ve
homeostatik olaylar igin gerekli bir kofaktérdiir. Ozellikle ATPaz, fosfataz ve kinazlar
gibi enzimlerin fosfat gruplarinin transferinde gérev almaktadir. DNA, RNA ve protein
sentezindeki biyokimyasal reaksiyonlara katilmaktadir. Trombosit agregasyonunu
azaltici etkisi vardir. Iyon kanallan ve tastyicilarin galismasim diizenlemektedir.
Bedendeki en onemli dort katyondan biri olmasina ragmen serum ve doku Mgt
diizeyleri arasinda bir benzerlik olmamasi, rutin serum Mg?* slgtimlerine olan ilginin

azalmasina neden olmustur (44).
Bedendeki toplam Mg®* miktar1 24 g (2000 mEg/L), serumdaki normal miktar:

2.5 mg/dl (2.1 mEq/L) dir. Bedendeki Mg®* “un % 53°ii kemikte, % 27’si kasta, % 19°u

yumusak dokularda, % 0.05°i eritrositlerde ve % 0.03’ii serumda bulunur. Serumda
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bulunan hiicredist Mg?* "un 33’ proteine baglh, % 12’si anyonlar ile bilesik halinde, %

55’1 ise serbest iyonize formdadir (44).

Bedendeki Mg®* dengesi gastrointestinal emilim ve renal atilim iizerindeki
metabolik ve hormonal etkilerle diizenlenmektedir. Mg®* *un gastrointestinal emilimi
diyetle iligkilidir. Emilimi ileum ve jejunumdadir. Jejunumdaki emilimi D vitaminine
bagimlidir (13).

Mg?* dengesinde diger énemli organ bbreklerdir. Toplam plazma Mg?* * unun

2+ o

yaklagik % 80’i glomerulustan siiziiliir. Filtrattaki Mg™ *un % 5-15"i proksimal tiibiiliin

diiz ve kiviimli kisminda emilir. Henle kulpunun ¢ikan kalin kolunda Mg?*

un yaklagik
% 70°i korunur. Filtre edilmis Mg** *un % 10-15°i henle kulpunun distalinde (bunun %
70-80’i distal tubulde) emilir. Kiviimh distal tiibiilden sonra 6nemli bir Mg?* emilimine
rastlanmamigtir. Tiibiilin herhangi bir bolgesinde anlamli bir salgilanma oldugu
konusunda rapor bulunmadigindan bsbrek Mg** dengesinin emilimdeki degisimlerle

saglandig diistiniilmektedir. Sonugta idrarda % 5°ten az Mg2+ atilimi goriiliir (44).

Hiicredist Ca®"/ Mg®"a duyarli reseptdr (Casr) Mg?* tagmnmasini diizenler.
Hipermagnezemi ve hiperkalseminin idrar ile Ca®* ve Mg®" aulimim arttirdig: uzun
stiredir bilinmektedir. Bu olayda ¢ikan kalin kolun bazolateral zarinda bulunan hiicredis:
Ca®"/ Mg®**a duyarl: reseptdriin, tuz tasinmasin ve pasif Ca?*, Mg?* emilimini inhibe

ettigi ortaya konmustur (44).

Hiicresel diizeyde Mg®", kalsiyum kanallan ve iyon taginma mekanizmalan ile
etkileserek gesitli hiicrelerin zar dzelliklerini degistirebilmektedir. Kasta Mg®*, cesitli
yollarla hiicrei¢i Ca®* miktarini etkileyebilir. Bunlar, sarkolemmal zarlardan Ca®*
akistnin baskilanmasi, aktin {izerindeki baglanma bélgeleri igin Ca®* ile yarisma ve
adenil siklaz-cAMP sisteminin modiilasyonudur. Mg, damar ve kalp diiz kasinda
hiicre iginde veya zar kanallari iizerinde Ca*" antagonisti olarak gérev yapmaktadir.
Ayrica Na'/K" ATPaz sistemi aracilif1 ile 6zel olarak K ile iliski halindedir. Mg®* bu

onemli enzim sistemi i¢in kofaktér olarak gérev yapmaktadir. Béylece hiicre zarindaki
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Na* ve K’ akigimi etkilemektedir. Bu nedenle Mg?" transmembran Na' ve K*
gradiyentlerini ~ siirdiirmeye yardim eder ve zarin elektriksel potansiyelini
belirlemektedir. Mg** ile iligkili hastaliklarda Na*/K* gradiyentleri ve transmembran
potansiyelleri degisecegi i¢in noromuskiiler uyarilabilirlik degisebilmekte, hatta K*
azalmasina neden olabilmektedir. Sonugta, hiicrei¢i Mg** azalmas1 Na'/K* ATPaz
aktivitesi, Na™-K"-2Cl- kotransportunu bozar ve K* kanallarindan K*’un hiicre digina

cikisini arttirmaktadir (13).

Sigan astrositlerinde dijital goriintii mikroskopisi ile dl¢iildiigiinde hiicreici Mg?*
‘un bazal seviyesi 125 pM iken, beyin damar kaslari, néronlar, kalp miyositleri ve
endotel hiicreleri 400-800 mM diizeyinde Mg?* igermektedirler. Bu durumda astrositler,
diger hiicre tiplerinin ’éi kadar diisiik miktarda Mg* igermektedir. Mg®"un
diizenledigi 325 enzimin ¢ogu 400-1.000 uM hiicreigi Mg2+ miktarinda optimal olarak
caligmaktadir. Astrositlerdeki enzim-substrat etkilesimleri ya bedende diger hiicrelere
gore daha etkili olan sitozolik serbest Mg?*’un kullamimu ile gereklestirilmekte ya da
bu hiicre tipinde farkli formdaki Mg*’un birkag katim icermelidirler (2). Diger
arastirmadan farkl olarak Tholey ve arkadaglar1 tavuk beyin korteks glia hiicrelerinde
Mg** miktarim atomik absorbsiyon spektroskopiyle 7 mM olarak bulmuslardir (58).
Noropil glia hiicrelerinde yapilan bir arastirmada da hiicrei¢i Mg?* miktarint diizenleyen

mekanizmanin Na*/ Mg?* antiportu oldugu bulunmustur (31).

Sigan beyninden izole edilmis Na" - Ca*" degisimcisinin ¢cDNA’s1 aktarilmis
CCL39 fibroblastlarinda yapilan bir galigmada, hiicredist Mg®* miktari 10 mM’a
yiikseltildiginde hiicre igine dogru Mg?" akis1 gériintilenmis ve Na*/Ca®* degisiminin
Mg*"*u da tagiyabilecegi ve Mg*"un hiicreden disan ¢ikiginda rolii olabilecei ortaya
konmustur (57).

Uyarilabilen hiicrelerde zar Mg?* taginmasint inceleyen bir derlemede su
sonuglara varilmigtir:

1-Hiicreigi K™ ve CI" iyonlarinin dengesi i¢in Na;/Mg, degisimi gereklidir.

2-Uyarlabilen hiicrelerde K; ve Cl;, Na; ile esit miktarlarda birlikte tasmim

seklinde tasinmaktadirlar.
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3-Hiicre digindaki Na“’a bagimh Mg cikisi voltaja duyarsizdir ve ATP’ye
ihtiya¢ duymaktadir.
4-Hiicredist Mg?**a bagimli Na* girisi de vardir.
Ardindan tim bu iyonlari igeren 2Na™2K'™+2CI: 1 Mg* degisim modeli
olusturmuslardir (50).

2.5 BEYINDE TRAVMA SONRASI MAGNEZYUM

Beyin travmasi ¢aligmalarinda manyetik rezonans spektroskopi ile yapilan
8l¢iimlerde travma sonrasi serbest Mg®* konsantrasyonu ortalama olarak 0.8 + 0.1 mM
olarak belirlenmistir. Travmatik beyin hasarindan sonra serbest Mg®* konsantrasyonu
yaklasik % 60 oraninda azalmaktadir. Bu ¢alismalarda travma sonrasi 6 saat igerisinde
Mg** miktarinda herhangi bir artig belirlenememis, ancak 7. giinden itibaren travma
oncesi diizeyine yiikseldigi goriilmiistir. Toplam doku Mg®* miktarindaki azalmanin
derecesinin norolojik sonug ile dogrudan iliskili oldugu ortaya konmustur. Diyet sonucu
beyin serbest Mg”>* konsantrasyonu azaldiginda orta derecede travma sonras: asir1 bir
hasarin olustugu, zit olarak hasardan dnce Mg konsantrasyonu arttirildiginda néron

koruma sagladid1 belirlenmistir (48).

Bedendeki 300°den fazla enzim yaklasik 1 mM Mg?* konsantrasyonunda
optimum aktivite gostermektedir. Bu nedenle serbest Mg®" konsantrasyonundaki
herhangi bir degisim metabolik kontroliin yitirilmesine neden olabilmektedir. Bu
enzimler arasinda glikoliz, Krebs dongiisii ve iyon dengesini diizenleyen enzimler yer
almaktadir. Mg®* miktanmn 0.25 mM’min  altina dismesi durumunda DNA
transkripsiyonu, RNA olusumu ve protein sentezi de baskilanacaktir. Mg®* aym
zamanda kalsiyum kanallarinin dogal antagonistidir ve Mg** konsantrasyonundaki her
azalma kalsiyum konsantrasyonunda artisa neden olacaktir. Boyle bir etki beyindeki
vazospastik cevapta artisin ve kan akimindaki bolgesel azalmalarin kaynaim

olusturmaktadir (48).
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Travma sonrast Mg*‘miktarinda ciddi azalma varsa, sitozolik fosforilasyon
yetenegi yaklasik % 40 oraminda azalmaktadir. Bu azalma Na'/K* ATPaz fonksiyonu
gibi son derece 6nemli olaylan etkilemektedir. Sonugta, Mg®* miktarindaki azalma zar
biitiinliigiinii ve gecirgenligini bozmaktadir. Normal kosullarda, fosfolipid yikimi ve
sentezi arasinda miikemmel bir denge vardir. Patofizyolojik kosullarda ise bu denge
bozulmakta ve sentez azalirken, yikim artmaktadir. Sentez miktar, Mg®* miktar: ile
dogrudan iligkilidir. Mg”*"’da herhangi bir azalma durumunda serbest yag asitleri ve
serbest radikallerin miktan artig géstermektedir (48).

MgSO4'in iskemi ve travma nedeniyle olusan noronal hasar1 Onledigi
gosterilmistir (18,39,43). Deneysel omurilik iskemisinden sonra da Mg?* tedavisi

2+

norolojik disfonksiyonu iyilestirmistir (51). Mg 'un noroprotektif etkisi gesitli
mekanizmalarla agiklanabilir. Birincisi, kan akimi tizerine etkisidir. Damar diiz kasinda
Ca®" akigini azaltarak doz bagimli bir vazodilatasyon yapmaktadir. Bunun disinda Ca®*
ile yarisarak hiicre igindeki Ca”* birikimini ve boylece hiicre 6liimiinii engellemektedir.
Ayrica trombosit agregasyonunu azaltarak, dolasimi saglamaktadir. Mg*"un

hiperglisemik etkisi de néron koruma 6zelligini arttirabilir (43).

iskemi ve anoksi srasinda hiicre igine Ca®" giriginin arttigimn gosterilmesi
izerine Kass ve arkadaslari hipokampal kesit modelinde, néronlar tizerinde anoksik
hasar olusturmuglardir (35). Bu modelde, ndron igine Ca®* girisini engelleyen
nimodipin, Mg?* ve kobalt kullanarak, bu maddelerin koruyuculuk oranlarim
arastirmiglardir. 2 mM kobalt ve 10 mM Mg?* hipokampusteki noronal iletinin normale
dénmesini hizlandirirken, nimodipin herhangi bir etki olusturmamustir. Anoksi sirasinda
ATP miktarindaki azalma, ortamda Mg?* bulunurken iyilesme gostermis; oysa
nimodipin hiicresel ATP miktar1 tizerinde de koruyucu bir etki olusturamamigtir. V79
ve BAL/3T3 fibroblastlan iizerinde yapilan bir arastirmada Mg>*’un nikelin uyardigi
sitotoksisiteyi ve reaktif oksijen tiirevlerini azaltti1 gosterilmistir (32). Kiiltiirii
yapilmis endotel hiicrelerinde de Mg?* eksikliginin H,O, salinimini arttirarak, GSH’1 ve
katalaz aktivitesini azaltarak, hiicrei¢i antioksidan sistemini kotii yonde etkiledigi

bulunmustur (65).
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2.6 LAZAROIDLER

Iskemi ya da travma sonras1 olusan eksitotoksik mekanizma sonucunda hiicreigi
Ca”" miktan artis gdstermektedir. Bu arti, fosfolipaz A,’nin aktiflegmesine, arasidonik
asit birikimine ve arasidonik asidin lipoksijenaz ve siklooksijenaz metabolizmasi ile
serbest radikal iiretimine neden olmaktadir. Yine Ca®"’un aktiflestirdigi proteoliz ile
ksantin dehidrojenazi ksantin oksidaza doniisiimii, ardindan hipoksantin ya da ksantinin
iirikaside okside olmas: ile siiperoksit radikali olusmaktadir. Ca®*-kalmodulin ile nitrik
oksit (NO) olusumu, NO’nun stiperoksit anyonu ile reaksiyona girmesi, olduk¢a hasar
verici radikal olan peroksinitrit olusumuna neden olmaktadir (48). Lazaroidler (21-
aminosteroidler) lipid peroksidasyon inhibitorii olan antioksidan ilaglardir. Son yillarda
lazaroidlerin hiicre koruyucu mekanizmalarim belirlemek ve tedavi edici yonlerini
deferlendirmek {izere birgok calisma yapilmistir. Karaciger hasari ve kalp kasi
degisimlerinde koruyucu olugu, NMDA toksisitesi, iskemi ve siyanid toksisitesini
engelledigi bu caligmalarla ortaya konmustur. Antioksidan &zellikleri gelistirilmis yeni
lazaroid bilesikleri gelistirilmistir. Bunun i¢in diger 21-aminosteroidlerin bis-
pyrrolidinyl-pyrimidinyl piperazine kismina alfa-tokoferol halkas: eklenmis ve tirilazad
sentezlenmistir. Beklendigi {izere bu bilesikler (U-78517F ve onun stereoizomerleri
olan U-83836E ve U-83836F) MSS hasarinda E vitaminine gére ¢ok daha giiclii bir etki
olusturmuslardir (55). Lazaroidlerin bir grubu beyin kapiller endotelinde lokalize olma
ozelligine sahipken, daha sonra gelistirilen bir grubu kan beyin engelini gecebilme
Ozelligine sahiptir (6megin, U-83836E) (45). [(-)-2-[[4-(2,6-di-1-pyrrolidinyl-4-
pyrimidinyl)-1-piperazinyl)]-methyl]- 3,4-dihydro-2,5,7,8-tetramethyl-2H-1-
benzopyran-6-ol(dihydrochloride)] lazaroid U-83836E etkili bir ‘OH radikali

tutucusudur. Hipoksi/yeniden oksijenlendirmeye maruz birakilan endotel hiicrelerinde
U-83836E radikallerin indiikledigi zar lipid peroksidasyonunu engellemektedir (45).
Yaptifimiz bir arastirmada, lazaroidlerin (U-83836E ve U-74389G) diisiik dozlarda -
koruyucu iken, 10 uM’dan daha ytiksek dozlarda antiproliferatif etkiye sahip oldugunu
ortaya koyduk (16).
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Sigan embriyonik mezensefalik néronlar iizerinde in vitro yapilan bir
¢aliymada U-83836E’nin glutatyon sentez inhibisyonunun ardindan &liimii engelledigi
gosterilmistir (24). Sigan beyincik graniil hiicrelerinde de glutamat toksisitesinin
ardindan U-83836E reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu azaltirken, eksitotoksisite
kargisinda ancak kismi koruyuculuk saglamustir (55). Diger bir hiicre kiiltiirii
¢alismasinda U-83836E ve U-74389G siganlara implante edilen dopaminerjik

ndronlarin yagam stiresini kontrole gére % 265 oraninda arttirmustir (34).
2.7 HUCRE OLUMU

Organizmadaki hiicrelerde iki tip hiicre 6liimii tanimlanmistir. Akut bir hasar
sonucu kaza ile 6len hiicrelerin genellikle 6nce sistigi ve ardindan parcalandip:
bildirilmistir. Aynca igeriklerini hiicredist ortama salarak inflamasyona neden
olmaktadirlar. Bu sekilde meydana gelen 6liim nekroz olarak isimlendirilmektedir.
Programli hiicre 6limii ise embriyonik gelisimde ve ergin dokularin devamlihiginda
6nemli rol oynayan, hiicre &liimiiniin fizyolojik seklini olugturmaktadir. Yetiskinlerde
programli hiicre 6liimii, hiicre dongiisti devam eden dokularda sabit hiicre sayisinin
stirdiiriilmesi ve hiicre ¢oalmasinin dengelenmesinden sorumlu olan &lim tipini
lusturmaktadir. Ornegin, insanda giinliik 5x10'" kan hiicresi elimine edilmekte ve kemik
iligindeki tiretimi dengelenmektedir. Ayrica programli hiicre 6liimii ile hasar gérmiis ve
zarar olusturabilecek hiicreler yok edilerek, organizmanin bir biitiin olarak korunmasi
saglanmaktadir. Viriis ile enfekte hiicreler siklikla programli hiicre 6liimii altinda
bulunmaktadirlar. DNA hasari gegirmek suretiyle, potansiyel olarak zararli mutasyonlar
tastyan hiicreler yok olmaktadir. Programli hiicre oliimiintin diger iyi tanimlanmig
Ornegi isc memeli sinir sisteminde bulunmaktadir. Organizmada néronlar ¢ok fazla
sayida iiretilmekte ve % 50°den fazlasi programli hiicre 6liimii ile yok edilmektedir.
Hiicrelerin akut bir hasar ile Sliimiinden zit olarak programli hiicre 6limii aktif bir
olaydir ve apoptoz olarak bilinen morfolojik degisim gdstermektedir. Apoptoz sirasinda
DNA genellikle par¢alanmakta, kromatin yogunlagmakta ve gekirdek apoptotik cisimler
denen zar ile gevrelenmis pargalara ayrilmaktadir. Apoptoz gegiren hiicreler ve hiicre

parcalar1 boylece kolayca taninmakta ve fagosite edilmektedirler (19).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 HUCRELERIN URETILMESI

3.1.1 C6 hiicrelerinin iiretilmesi

Siv1 nitrojen iginde dondurulmus olarak saklanan C6 hiicreleri, oda sicakliginda
¢oziindiikten sonra 1:1 oraminda Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM,
Sigma) : nutrient mixture (F-12, Sigma), % 10 fetal dana serumu (Sigma) ve % 1
penisilin+streptomisin (Sigma) karigimini igeren santrifiij tiipii i¢inde 1000 devir/dk, 4
C’de 5 dk santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atilarak dondurma isleminde kullanilan
dimetil siilfoksit (DMSO) uzaklastirildi. Dipteki hiicreler, yukarida belirtilen besiyeri
bulunan 75 cm?® flasklar icerisinde % 5 CO,, 37 °C ve % 100 nem iceren inkiibattrde
cogaltidi ve hiicreler flask tabanim: % 85-90 oraninda kaplayinca (ortalama 3 giin)

deneye alind1.

3.1.2 Insan glioblastoma multiforme hiicrelerinin iiretilmesi

Beyin ameliyati sirasinda elde edilen iki hastaya ait glioblastoma multiforme
timdr 6rnekleri histopatolojik olarak degerlendirildi ve kalan tiimoér dokular1 hiicre
kiiltiirii yapmak iizere kullamldi. Tiimor 6rnekleri steril bir petri iginde, Ca** ve Mg
icermeyen sodyum fosfat tamponu (PBS, Sigma) ile yikandiktan sonra. bistiiri ile
pargaland1 ve enzimatik ayristirma igin Chen ve Mealey’in yontemi izlendi (10). Bu
amagla hiicre kiimeleri % 0.25’1ik tripsin-etilen diamin tetra asetikasit (EDTA) sivisi
(Sigma) ile 37 °C’de 10-15 dk inkiibe edildikten sonra 10 ml’lik pipet igine gekip
birakarak hiicreler aynistinldi. Tripsinin etkisi ortama besiyeri eklenerek yok edildi ve
hiicreler 4 °C, 1000 devir /dk’da 5 dk santrifiij edildi. Ustteki siv1 kisim atildiktan sonra
kalan hiicreler 75 cm?’lik flasklar icine ekildi. Iginde 1:1 oraninda DMEM ile F-12, %
10 fetal dana serumu ve % 1 penisilin+streptomisin bulunan besiyeri ile beslendi (59).
Kiiltiirler % 5 CO,, 37 9C ve % 100 nem iceren inkiibatdrde, hiicreler flaskin tabanini
kaplayincaya kadar (13-18 giin) inkiibe edildi ve haftada 2-3 kez beslendi.
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Lamel iizerinde ¢ogaltilan tek siral hiicrelerin glial kékenli olup olmadiklari,
GFAP antikoru (Sigma) ile boyanarak ispatlandi (21). Elde edilen hiicrelerin bir kismi
deneye alinirken, kalam daha sonraki deneylerde kullamlmak iizere sivi nitrojende
donduruldu. Deneylerimizde dondurulmus olarak saklanan bu hiicreler, yukarida

anlatilan ySntemle ¢6ziiliip, ayni besiyeri igerisinde tiretilerek elde edildi.

3.2 HUCRELERIN DENEYE ALINMASI

Gerek C6 gerekse glioblastoma multiforme monolayer kiiltiirleri, , Ca>* ve Mg?®*
icermeyen Hank’s Balanced Salt Solusyonu (HBSS, Sigma) ile yikand1 ve % 0.25
tripsin-EDTA uygulanarak tabandan kopmalar saglandi. Hiicreler 4 °C, 1000 devir
/dk’da 5 dk santrifiij edilerek Coulter marka sayici ile sayildi. Hiicrelerin canli olup
olmadiklar1 tripan mavisi kullanilarak belirlendi ve % 98’den fazlasinin canli oldugu
bulundu. Hiicreler 96 gozenekli kiiltiir kaplari igine, her bir gézenege 2x10* hiicre denk
gelecek sekilde ve on gézenekte kontrol, on gdzenekte her bir ilag dozu olacak sekilde
ekildi. 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler ¢alismamizda kullandigimiz

ilaglarla muamele edildi.

3.2.1 ilaclarin hazirlanmasi ve MTT yo6ntemi

L-glutamat PBS i¢inde ¢oziildii ve hesaplanan miktarlarda dogrudan stok
¢6zeltiden alinarak hiicreler iizerine eklendi. U-83836E’nin 20 mM stok soliisyonunu
elde etmek igin DMSO iginde ¢oziildii. Sonra 2.5 mM stok soliisyon olugturacak sekilde
yag asidi icermeyen 30 mg/ml bovine serum albumin (Sigma) ile seyreltildi. Yine
bovine serum albumin kullanilarak, stok solusyondan 1:10 oraminda seri seyreltiler
yapild1 ve 250 ul besiyerine eklendiginde U-83836E’nin 0.1 ve 1 uM’lik dozlan elde
edildi (25). MgSO; F-12 i¢inde ¢oziildii ve seyreltileri yapildi. Kullanilan tiim ¢6zeltiler
her deneyden once kesinlikle taze olarak hazirlandi.

Deney gruplan:
1. Kontrol grubu: Sadece besiyeri verilen grup.
2. L-glutamat grubu: % 50 &ldiiriicti dozunu belirlemek iizere 10-25 mM arasi

dozlarda denendi.
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3. L-glutamat + MgSO4 grubu: L-glutamatin % 50 6ldiiriicii dozu ile birlikte 0.01,

0.1 ve 1 mM dozlarinda MgSO; kullanildi (65).

4. L-glutamat + U-83836E grubu: L-glutamatin % 50 &ldiiriicti dozu ile birlikte 0.1

ve 1 uM dozlarinda kullanildi (16).

Oncelikle hiicreler iizerinde L-glutamatin % 50 oldiriicii dozu belirlendi. L-
glutamatin ICso (inhibitory concentration) degeri tiim ara dozlarin denenmesi ile
bulundu. Elde edilen dozda L-glutamat 24 saat siireyle uygulandi, ardindan
uzaklastinlds ve MgSO4 veya U-83836E dozlar1 besiyerine eklendi. 24 saatin
sonunda, ilaglarin hiicreler {izerindeki sitotoksisitesi Mosmann tarafindan
tammlanan ve Alley tarafindan gelistirilen 3-(4,5-Dimethylthyazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue (MTT, Sigma) spektrofotometrik
yontemi ile belirlendi (1, 46). MTT her deneyden &nce taze olarak 5 mg/ml PBS
icinde hazirland1 ve 0.22 pm filtre kullanilarak steril filtre edildi. Her 250 pl
besiyeri i¢ine 25 ul MTT soliisyonu eklenerek 37 %C’de 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin ardindan tiim besiyeri 96 gozenekli kiiltir kabiun her
gozeneginden alindi ve 100 pul DMSO her gozenege eklenerek, kiiltiir kaplar
calkalanarak 2-3 dk bekletildi. Olusan formazan boya absorbansi kiiltlir kabi
okuyucusu (Biological Instruments) ile 550 nm’de okundu. Yapilan tiim deney
gruplar en az 3 kez tekrar edildi.

Canli hiicrelerin mitokondrisinde olusan ve MTT’nin {irlinii olan formazan
yasayan hiicre sayisi ile korelasyon gosterdiginden (7, 46), MTT analizi kontrol

- gbzeneklerinde hiicre biiyiimesinin yogunluk simrlamasi gergeklesmeden &nce
yapildi. Ilag verilen gdzeneklerde okunan optik yogunluk kontrole gére yasayan
hiicrelerin yiizdesine gevrildi. Bu islem i¢in agagidaki formiil kullanild::

Her bir gdzenekteki ilac verilen hiicre absorbansi x 100

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi
Elde edilen veriler kontroliin ortalama % fraksiyonu + standart hata seklinde
ifade edildi. Istatistiksel degerlendirme tek yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey’in

cok yonlii karsilastirma testi ile gerceklestirildi.
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3.2.2 C6 ve insan glioma hiicrelerinde kalsivum ve magnezyum denemeleri

Glioma hiicreleri iizerinde Ca** ve Mg*"un etkilerini daha iyi irdeleyebilmek
icin yeni bir strateji gelistirdik. Bu amagla igeriginde Ca®* veya Mg’ bulunmayan
DMEM-F-12 besiyeri kullandik. Ca’* denemeleri igin, hiicreler deneye alindiktan ve 24
saat inkiibasyon siiresinin sonunda, 24 saat siireyle % 50 oldiiriicti dozda L-glutamat+
Ca** ’suz besiyeri (igine Mg® eklendi), L-glutamat+EDTA, L-glutamat+heparin, L-
glutamat+10 mM Ca®* ve L-glutamat+50 mM Ca®* uygulamasi yapildi. 24 saatin

sonunda ortamdan sadece L-glutamat uzaklagtirild: ve 24 saat daha Ca’*’

suz besiyeri,
EDTA, heparin, 10 mM Ca® ve 50 mM Ca** uygulamasina devam edildi. 24 saatin
sonunda MTT testine alindi. Heparin, inositol 1,4,5 trifosfat kapih kalsiyum kanal

antagonisti ve EDTA hiicre digindaki kalsiyumun tutucusu oldugu i¢in kullanildi (38).

Ilk 24 saat Ikinci 24 saat
L-glutamat + Ca’" ’suz besiyeri (Mg var) | Ca”* *suz besiyeri (Mg var)
L-glutamat + EDTA EDTA
L-glutamat + Heparin Heparin
L-glutamat + 10 mM Ca®* 10 mM Ca*"
L-glutamat + 50 mM Ca”* 50 mM Ca**

Mg®* denemeleri igin, iginde Mg”" bulunmayan (Ca** eklendi) DMEM/F-12
kullanildi. Hiicreler deneye alindiktan ve 24 saatlik inkiibasyon periyodunun ardindan,
24 saat % 50 oldiiriicti dozda L-glutamat+ Mg**uz besiyeri, L-glutamat+farkli MgSOj4
dozlar1 uygulandi. Sonraki 2 saatte sadece L-glutamat besiyerinden uzaklastirildi ve
Mg2+’suz besiyeri veya MgSO, uygulamasina devam edildi. Deneyin sonunda MTT

testine alindi.

Ilk 24 saat Ikinci 24 saat
L-glutamat + Mg”" *suz besiyeri (Ca’* var) | Mg ’suz .besiyeri (Ca*" var)
L-glutamat + 2 mM MgSO, 2 mM MgSO4
L-glutamat + 5 mM MgSO, 5 mM MgSO4
L-glutamat + 10 mM MgSO4 10 mM MgSO4
L-glutamat + 50 mM MgSO4 50 mM MgSO,
L-glutamat +100 mM MgSO4 100 mM MgSOy
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4. BULGULAR
Hiicrelerin glial kokenli olup olmadiklari GFAP’a karsi olusturulan monoklonal
antikor kullanilarak immunoperoksidaz boyamasiyla belirlendi ve % 80’den fazla
hiicrede pozitif bulundu (Sekil 4.1). C6 ve iki hastaya ait glioma hiicrelerinin goriintiisii
sekildeki gibiydi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4).

Sekil 4.1: GFAP (+) insan glioblastoma multiforme hiicrelerinin genel

goriintiisii (20x).

Sekil 4.2: C6 sigan glioma hiicrelerinin genel goriintiisii (20x).

(L )] l\rL,

fALE A v b WA

31



Sekil 4.3: Birinci hastaya ait insan glioblastoma multiforme hiicrelerinin

genel goriintiisii (20x).

Sekil 4.4: Ikinci hastaya ait insan glioblastoma multiforme hiicrelerinin

genel goriintiisii (20x).



4.1. L-GLUTAMAT ICs, DEGERLERI

Farkl:i hiicrelerin glutamat toksisitesine verdikleri yamit degisim gostermekteydi.
Hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren L-glutamat konsantrasyonunu belirlemek igin 10-25 mM
arasi L-glutamat dozlar1 birer mM araliklarla hiicreler izerinde denendi. C6 hiicreleri
tizerinde glutamatin % 50 6ldiiriicti dozu (ICso) 16 mM, birinci hastaya ait insan glioma
hiicrelerinde 21 mM, ikinci hastaya ait insan glioma hiicrelerinde ise 20 mM olarak
belirlendi. ICsy dozundaki glutamat gruplar ile kontrol kiyaslandiginda aralarinda

istatistiksel olarak anlaml bir farklilik vardir (p<0.001, Sekil 4.5, 4.6, 4.7).
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Sekil 4.5: C6 hiicrelerinde 10-20 mM aras: dozlardaki L-glutamatin hiicre yagam
oranina etkisi (n=24). Kontrol % 100 olarak kabul edilmistir. ICso = 16 mM. K: Kontrol.
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Sekil 4.6: Birinci hastaya ait insan hiicrelerinde 15-25 mM arasi dazlardaki L- '
glutamatin hiicre yagsam oranina etkisi (n=24). Kontrol % 100 olarak kabul edilmistir.
ICso =21 mM. K: Kontrol.
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Sekil 4.7 : Ikinci hastaya ait insan hiicrelerinde 15-25 mM aras: dazlardaki L-
glutamatin hiicre yasam oranina etkisi (n=24). Kontrol % 100 olarak kabul edilmistir.
ICs0 = 20 mM. K: Kontrol.
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L-glutamat ile birlikte MgSO, uygulamasina gegilmeden &nce ii¢ hiicre iizerinde
de MgSOy’1n tek bagina hiicre yasam oram Uzerindeki etkisi test edildi. Sonuglar iig
farkh hiicrede benzerdi. MgSO4 10 ve 20 mM dozlarinda hiicre ¢gogalmasini baskilayici
yonde etki ettiginden deney disi birakildi. 0.01 ve 0.1 mM MgSO4’1in hafif de olsa
proliferatif etkisi gézlendi. Bu bulgulara bakilarak MgSO4’'m 0.01, 0.1 ve 1uM

dozlarinin denenmesine karar verildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: C6, birinci ve ikinci hastaya ait insan glioma hiicrelerinin yasam orani
tizerinde MgSO4’1n etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmigtir (n=24).
K: Kontrol.



L-glutamat ile birlikte lazaroid U-83836E uygulamasina gegmeden 6nce, U-
83836E’nin hiicre yasam oranlari {izerindeki etkisini belirledik. Sonug¢larimiz énceki
lazaroidlerle ilgili makalemizde elde ettigimiz sonuglar ile uyumlu ve ii¢ hiicre serisinde
de benzerdi (16). 0.1 pM’da hafif proliferatif etkili, 1uM’da etkisiz, 10 puM’da hafif
toksik ve 100 uM’da ¢ok toksik etkili oldugu ortaya kondu. Bunun tizerine lazaroidin
0.1 ve 1 uM olmak iizere antioksidan etkili iki dozun denenmesine karar verildi (Sekil
4.9).
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Sekil 4.9: C6, birinci ve ikinci hastaya ait insan glioma hiicrelerinin yagam oram
{izerinde U-83836E’nin etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmigtir (n=24).
K: Kontrol.
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4.2. MgSO4 SONUCLARI

L-glutamatin ICso dozu 24 saat siireyle hiicrelere uygulandiktan sonra glutamat
ortamdan uzaklastinild1 ve 24 saat siireyle koruyucu amagh olarak 0.01, 0.1 ve 1 mM
dozlarinda MgSO4 uygulamas:i yapildi. 1 mM konsantrasyondaki MgSO, C6
hiicrelerindeki yasam oramiru % 50°den % 60’a, 0.1 mM dozunda % 65°¢ ve 0.01 mM
dozunda % 67’ye yiikseltti. Bu degerler hem kontrol grubu, hem de glutamat grubuna
gore anlamli bir fark gostermekteydi (p<0.001, Sekil 4.10). 0.01 mM ve 0.1 mM
MgSO0y, gruplar karsilastirldiginda aralarinda herhangi bir fark yokken (p>0.05); 1 mM
MgSO; grubu, 0.1 mM MgSO, grubundan (p<0.05) ve 0.01 mM MgSO, grubundan
farklilik gostermektedir (p<0.001).
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Sekil 4.10: 16 mM L-glutamat uygulamasimn ardindan verilen ii¢ dozdaki
MgSO4’iin C6 hiicre yasam oram iizerindeki etkisi. Kontrol % 100 olarak kabul
edilmistir. a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu ile, b: p<0.001, tiim gruplar L-
glutamat grubu ile kiyaslandiginda. Tiim deney gruplar igin n=24. K: Kontrol.
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MgSOs birinci hastaya ait glioma hiicrelerinde, 1 mM dozunda hiicre yasam
oranin1 % 50’den % 60’a, 0.1 mM dozunda % 63’¢ ve 0.01 mM dozunda % 65°e
yiikseltti. Elde edilen bu degerler hem kontrol hem de sadece glutamat uygulanan grup
ile kargilagtirildiinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gésterdi (p<0.001, Sekil 4.
11). Oysa MgSO4'1n li¢ dozu kendi aralarinda karsilastinldiginda anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05).

120 -
;' b
100 - T
g 807 s ab
:5 . . ab
g 60 A T
o T
£
40
20 *
0 |
K 21mM 0.01mM 0.1mM 1mM
L-gl Mg Mg Mg

Sekil 4.11: 21 mM L-glutamat uygulamasinin ardindan verilen ii¢ dozdaki
MgSO4’lin birinci hastaya ait glioma hiicre yasam orani tizerindeki etkisi. Kontrol %
100 olarak kabul edilmistir. a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu ile, b: p<0.001, tiim
gruplar L-glutamat grubu ile kiyaslandiginda. Tim deney gruplari igin n=24.
K: Kontrol.
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MgSO; ikinci hastaya ait glioma hiicrelerinde, 1 mM dozunda hiicre yasam
oranin1 % 50’den % 52.7’ye, 0.1 mM dozunda % 52.9’a ve 0.01 mM dozunda % 55’e
yiikseltti. Ug MgSOy4 grubu kontrol grubu ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak
anlaml farklilik gosterdi (p<0.001). Tiim MgSO, gruplan sadece L-glutamat uygulanan
grup ile karsilastinldifinda, hiicre yasam ylizdesinde bir artis olmasina ragmen,
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulunamamustir (p>0.05). Yine
MgSO4’1n ti¢ dozu kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamh bir fark gézlenmemistir
(p>0.05, Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: 20 mM L-glutamat uygulamasinin ardindan verilen {i¢ dozda
MgSOy’iin ikinci hastaya ait glioma hiicre yasam oran: iizerindeki etkisi. Kontrol % 100
olarak kabul edilmistir. a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda. Tiim
deney gruplan i¢in n=24. K: Kontrol.
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4.3 U-83836E SONUCLARI

24 saat ICso dozundaki glutamat uygulamasinin ardindan 24 saat siireyle verilen
U-83836E, C6 yasam oranini 0.1 pM dozunda, % 8 ve 1 uM dozunda ise % 12 oraninda
arttirdi. Bu degerler kontrol ve glutamat grubuna gore anlaml farklilik gosterirken
(p<0.001); 0.1 ve 1 uM U-83836E gruplar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamigtir (p>0.05, Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: 16 mM L-glutamat uygulamasimin ardindan verilen iki dozdaki U-
83836E’nin C6 hiicre yasam orami iizerindeki etkisi. Kontrol % 100 olarak kabul
edilmistir.a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu ile b: p<0.001, tiim gruplar L-glutamat
grubu ile kiyaslandiginda. Tiim deney gruplan igin n=24. K: Kontrol.
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Birinci hastaya ait glioma hiicrelerinin yasam oranim U-83836E, 0.1 uM
dozunda % 11 ve 1 uM dozunda % 13 oraninda arttirmgtir. Her iki dozdaki U-
83836E’nin birinci hastaya ait insan glioma hiicreleri {izerindeki etkisi, kontrol ve
glutamat gruplan ile karsilagtirildiginda anlamh bir farklilik gosterirken (p<0.001), iki
doz birbiri ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir farklihk
gostermemektedir (p>0.05, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: 21mM L-glutamat uygulamasinin ardindan verilen iki dozdaki U-
83836E nin birinci hastaya ait glioma hiicre yasam oram tizerindeki etkisi. Kontrol %
100 olarak kabul edilmistir. a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu ile b: p<0.001, tim
gruplar L-glutamat grubu ile kiyaslandiinda. Tim deney gruplan igin n=24.
K: Kontrol.
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Ikinci hastaya ait glioma hiicrelerinin yasam oranim U-83836E, 0.1 uM dozunda
% 2 ve 1 uM dozunda % 4.9 oraninda arttirmistir. Her iki dozdaki U-83836E’nin ikinci
hastaya ait insan glioma hiicreleri tizerindeki etkisi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamli bir farklihk gosterirken (p<0.001), 20 mM L-glutamat grubu ile
karsilastinldifinda istatistiksel olarak anlamh bir farklilik gdstermemektedir (p>0.05,
Sekil 4.15). Iki lazaroid dozu birbiri ile kargilagtirildiginda, aralarinda anlamh bir fark

mevcut degildir (p>0.05).
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Sekil 4.15: 20mM L-glutamat uygulamasinin ardindan verilen iki dozdaki U-
83836E nin ikinci hastaya ait glioma hiicre yasam oram iizerindeki etkisi. Kontrol %
100 olarak kabul edilmistir.a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiinda.
Tiim deney gruplar i¢in n=24. K: Kontrol.

4.1 KALSIYUM VE MAGNEZYUM VERILERI

4.1.1 C6 glioma hiicrelerinde kalsiyvum ve magnezyum verileri

C6 sigan glioma hiicrelerinde Ca?"un etkisini daha net gozleyebilmek igin Ca®*
icermeyen DMEM/F-12 besi yeri kullamldi. Sadece 16 mM L-glutamat uygulanan
hiicrelerin % 50’si yasarken, L-glutamat+ Ca® icermeyen DMEM/F-12 besi yeri
kullanilan grupta % 27, L-glutamat+EDTA grubunda % 5, L-glutamatt+heparin
grubunda % 26.5, L-glutamat+10 mM Ca*" grubunda % 16, L-glutamat+50 mM Cca**
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grubunda ise % 6.3’{inlin yasadig: goriildii. (Sekil 4.16). Kontrol grubu tiim gruplar ile
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik bulunmaktadir (p<0.001).
Tiim gruplar 16 mM L-glutamat uygulanan gruptan anlaml: olarak farkhdir (p<0.001).
L-glutamat+ Ca>*’suz besi yeri grubu ile L-glutamat-+heparin gruplan birbiriyle ve L-
glutamat+EDTA ile L-glutamat+50 mM Ca®* gruplar1 birbiriyle kiyaslandiginda
aralarinda anlaml bir fark yoktur (p>0.05). Bunun diginda diger tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0.001).
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Sekil 4.16: Once 24 saat 16 mM L-glutamat+EDTA, L-glutamat+ heparin, L-
glutamat+Ca®**suz besi yeri, L-glutamat+10 mM Ca®* veya L-glutamat +50 mM Ca®*
uygulanan, ardindan 24 saatlik iyilesme doneminde sadece Ca’suz besiyeri, EDTA,
heparin, 10 mM Ca veya 50 mM Ca verilen gruplardaki C6 hiicre yasam oranlari.
Koﬁtrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir. a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu ile
b: p<0.001, tiim gruplar L-glutamat grubu ile kiyaslandiginda. Tiim deney gruplarinda

en az n=24. K: Kontrol.



C6 hiicrelerinde Mg?* denemeleri igin iceriginde Mg”* bulunmayan DMEM/F-12
kullanildi. Sadece 16 mM L-glutamat uygulanan hiicrelerin % 50’si yasarken, L-
glutamat+ Mg®* igermeyen DMEM/F-12 besi yeri kullanilan grupta % 36.8, L-
glutamat+2 mM MgSO, grubunda % 50.7, L-glutamat+5 mM MgSOy grubunda % 43.9,
L-glutamat+10 mM MgSO;, grubunda % 34.4, L-glutamat+50 mM MgSO4 grubunda %
18.1, L-glutamat+100 mM MgSO, grubunda ise %4.9’unun yasadig1 goriildi. (Sekil
4.17). Kontrol grubu tiim gruplar ile kargilagtirildifinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmaktadir (p<0.001). Ttim gruplar sadece 16 mM L-glutamat uygulanan
gruptan 2 mM MgSO4 grubu hari¢ anlamli olarak farkhidir (p<0.001). L-glutamat+
Mg®*’suz besi yeri grubu ile L-glutamat+ 10 mM MgSO,; grubu kiyaslandiginda
aralarinda anlamli bir fark yoktur (p>0.05). Bunun disinda diger tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0.001).
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Sekil 4.17: Once 24 saat 16 mM L-glutamat+ 2, 5, 10, 50, 100 mM MgSO,,
ardindan L-glutamati uzaklastinlms  MgSO4 dozlari uygulanmigs C6 glioma
hiicrelerinin yasam oranlari. a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu ile b: p<0.001, tiim
gruplar L-glutamat grubu ile kiyaslandiginda. Kontrol grubu % 100 olarak kabul

edilmistir. Tiim deney gruplarinda en az n=24. K: Kontrol.
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4.1.2 Birinci hastaya ait insan glioma hiicrelerinde kalsiyum ve magnezvum

verileri

Birinci hastaya ait insan glioma hiicrelerinde Ca®* denemelerine devam edildi.
Sadece 21 mM L-glutamat uygulanan hiicrelerin % 50°si yasarken, L-glutamat+ Ca®*
icermeyen DMEM/F-12 besi yeri kullanilan grupta % 33, L-glutamat+EDTA grubunda
% 19.4, L-glutamat+heparin grubunda % 40, L-glutamat+10 mM Ca® grubunda %
33.1, L-glutamat+50 mM Ca® grubunda ise % 25.7’sinin yasadig goriildii. (Sekil
4.18). Kontrol grubu tiim gruplar ile karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlaml bir
farklilik bulunmaktadir (p<0.001). Tiim gruplar sadece 21 mM L-glutamat uygulanan
gruptan anlamh olarak farkhidir (p<0.001). L-glutamat+ Ca*"’suz besiyeri grubu ile L-
glutamat+10 mM Ca®" grubu aralarinda karsilastirildiklarinda herhangi bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05). Bunun disinda diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark vardir (p<0.001).
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Sekil 4.18: Once 24 saat siireyle 21 mM L-glutamat+Ca’suz besi yeri, 21 mM L-
glutamat+EDTA, 21 mM L-glutamat+heparin, 21 mM L-glutamat+10 mM Ca®, 21
mM L-glutamat+ 50 mM Ca® uygulanan, ardindan iyilesme doneminde sadece L-
glutamat1 uzaklastirilarak, Ca?"’suz besiyeri , EDTA, heparin, 10 mM Ca?*, 50 mM
Ca?* uygulanan gruplardaki birinci hastaya ait glioma hiicre yasam oran1. a: p<0.001,
tim gruplar kontrol grubu ile b: p<0.001, tiim gruplar L-glutamat grubu ile
kiyaslandiginda. Kontrol % 100 olarak kabul edilmigtir. Tiim deney gruplarinda en az

n=24. K: Kontrol.
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Mg®* denemeleri igin yine, iginde Mg?* bulunmayan DMEM/F-12 kullamilds.
Sadece 21 mM L-glutamat uygulanan hiicrelerin % 50’si yagarken, L-glutamat+ Mg
igermeyen DMEM/F-12 besiyeri kullamlan grupta % 29.8, L-glutamat+2 mM MgSO4
grubunda % 33.3, L-glutamat+5 mM MgSO, grubunda % 25.5, L-glutamat+10 mM
MgSO, grubunda % 26.9, L-glutamat+50 mM MgSO4 grubunda % 22.9, L-
glutamat+100 mM MgSO4 grubunda ise % 23.6 oraninda hiicrenin yasadigi gériildi.
(Sekil 4.19). Kontrol grubu tlim gruplar ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmaktadir (p<0.001). Tim gruplar sadece 21 mM L-glutamat
uygulanan gruptan anlamh olarak farkhidir (p<0.001). L-glutamat+ Mg®"’suz besiyeri
grubu ile L-glutamat+ 5 mM MgSO, grubu ve L-glutamat+ 10 mM MgSO, grubu
aralarinda karsilagtirildiklarinda anlamli bir fark meveut degildir (p>0.05). Yine L-
glutamat+ 5 mM MgSO, grubu, L-glutamat+ 10 mM MgSO, grubu, L-glutamat+ 50
mM MgSO4 grubu ve L-glutamat+ 100 mM MgSO,; grubu aralarinda
karsilastirildiklarinda farklilik bulunamamuistir (p>0.05).
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Sekil 4.19: Once 24 saat siireyle 21 mM L-glutamat+2, 5, 10, 50 veya 100 mM
MgSO,, ardindan L-glutamati uzaklastirilmis MgSO4 dozlart uygulanan gruplardaki
birinci hastaya ait glioma hiicre yasam oranlart. a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu
ile b: p<0.001, tiim gruplar L-glutamat grubu ile kiyaslandiginda. Kontrol grubu % 100

olarak kabul edilmistir. Tiim deney gruplarinda en az n=24. K: Kontrol.
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4.1.3 Ikinci hastaya ait insan glioma hiicrelerinde kalsiyum ve magnezyum

denemeleri

Ikinci hastaya ait insan glioma hiicrelerinde Ca®*" denemelerinde, sadece 20 mM
L-glutamat uygulanan hiicrelerin % 50°si yasarken, L-glutamat+ Ca®* igcermeyen
DMEM/F-12 besiyeri kullamilan grupta % 29, L-glutamat+EDTA grubunda % 16, L-
glutamat+heparin grubunda % 33, L-glutamat+10 mM Ca®* grubunda % 28, L-
glutamat+50 mM Ca** grubunda ise % 23’iiniin yasadig1 goriildii. (Sekil 4.20). Kontrol
grubu tiim gruplar ile karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmaktadir (p<0.001). Tim gruplar sadece 20 mM L-glutamat uygulanan gruptan
anlamli olarak farkhidir (p<0.001). L-glutamat+ Ca®*“’suz besiyeri grubu ile L-
glutamat+10 mM Ca®* grubu aralarinda kargilagtinldiklarinda herhangi bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05). Bunun diginda diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark mevcuttur (p<0.001).
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Sekil 4.20: Once 24 saat siireyle 20 mM L-glutamat+Ca’suz besiyeri, 20 mM L-
glutamat+EDTA, 20 mM L-glutamat-+heparin, 20 mM L-glutamat+10 mM Ca®* veya
20mM L-glutamat+ 50 mM Ca®* uygulanan, ardindan iyilesme déneminde sadece L-
glutamat: uzaklastirilarak, Ca®*’suz besiyeri , EDTA, heparin, 10 mM Ca®* veya 50 mM
Ca®* uygulanan gruplardaki ikinci hastaya ait glioma yasam oranlari. a: p<0.001, tiim
gruplar kontrol grubu ile b: p<0.001, tiim gruplar L-glutamat grubu ile kiyaslandiginda.
Kontrol % 100 olarak kabul edilmistir. Tiim deney gruplarinda en az n=24. K: Kontrol.
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Mg®* denemeleri igin yine, icinde Mg?* bulunmayan DMEM/F-12 kullanildu.
Sadece 20 mM L-glutamat uygulanan hiicrelerin % 50°si yasarken, L-glutamat+ Mg?*
icermeyen DMEM/F-12 besiyeri kullanilan grupta % 32, L-glutamat+2 mM MgSO,
grubunda % 36, L-glutamat+5 mM MgSO, grubunda % 26, L-glutamat+10 mM MgSQO4
grubunda % 27, L-glutamat+50 mM MgSO4 grubunda % 20, L-glutamat+100 mM
MgSO, grubunda ise % 25 oraninda hiicrenin yasadigi gériildii. (Sekil 4.21). Kontrol
grubu tiim gruplar ile kargilastinldifinda istatistiksel olarak anlamh farklilik
bulunmaktadir (p<0.001). Tiim gruplar sadece 20 mM L-glutamat uygulanan gruptan
anlaml olarak farkhidir (p<0.001). L-glutamat+ 5 mM MgSOy grubu, L-glutamat+ 10
mM MgSO,; grubu ve L-glutamat+ 100 mM MgSO4 grubu aralarinda
karsilastirildiklarinda  farklibk  bulunamamistir  (p>0.05). - Diger tiim gruplar
birbirlerinden farkli bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.21: Once 24 saat siireyle 20 mM L-glutamat+2, 5, 10, 50 veya 100 mM
MgSQ,, ardindan L-glutamati uzaklagtinnlmis MgSO4 dozlar uygulanan gruplardaki
ikinci hastaya ait glioma hiicre yasam oranlari. a: p<0.001, tiim gruplar kontrol grubu ile
b: p<0.001, tiim gruplar L-glutamat grubu ile kiyaslandiginda. Kontrol grubu % 100
olarak kabul edilmigtir. Tiim deney gruplarinda en az n=24. K: Kontrol.

Deneyler sonucunda elde edilen verilerin rakamsal degerleri Tablo 4.1°de

verilmigtir.
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Tablo 4.1: Tiim deneylerin sonucunda elde edilen absorbans cinsinden rakamsal

veriler. Veriler ortalama absorbans + standart hata seklinde verilmistir (n=24).

C6 1. HASTA 2. HASTA
Kontrol 2.228+0.1594 2.145+0.0547 2.065+0.0829
Glutamat 1.110£0.1111 1.044+0.1521 1.050£0.1105
Glutamat+0.01mM 1.486+0.1062 1.390+0.1438 1.13620.0727
MgSO;

Glutamat+0.1 mM MgSO4

1.448+0.1049

1.348+0.0977

1.093+0.0485

Glutamat+1 mM MgSO,

1.340+0.1120

1.284+0.0828

1.090+0.0704

Glutamat+0.1 uM

1.292+0.0472

1.310+0.0408

1.076+0.0510

U-83836E
Glutamat+1 pM 1.375+0.0798 1.351+0.0675 1.135+0.0589

U-83836E
Glutamat+Ca’suz besiyeri 0.610+0.0392 0.715+0.0442 0.598+0.0315
Glutamat+EDTA 0.116+0.0157 0.418+0.0475 0.330+0.0324
Glutamat+Heparin 0.595+0.0445 0.859+0.0530 0.681+0.0418
Glutamat+ 0.357+0.0333 0.716+0.0436 0.578+0.0290

10 mM Ca
Glutamat+ 0.141£0.0239 0.552+0.0575 0.474+0.0356

50 mM Ca
Glutamat+Mg’suz 0.820+0.0241 0.639+0.0841 0.660+0.0260

besi yeri

Glutamat+2 mM MgSO, 1.130+0.0715 0.714+0.0325 0.743+0.0331
Glutamat+5 mM MgSO, 0.979+0.0715 0.546+0.0296 0.536+0.0290
Glutamat+10 mM MgSO, 0.768+0.0611 0.577+0.0644 0.557+0.0210
Glutamat+50 mM MgSO, 0.408+0.0137 0.491+0.0366 0.413+0.0251
Glutamat+100mMMgSO, 0.110+0.0609 0.506+0.0313 0.516+0.0236
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5. TARTISMA VE SONUC

Bulgulanimiz glioma hiicrelerinde L-glutamatin % 50 &ldiiriicli dozunun
tiire bagh olarak farkli olabilecegini gostermektedir. Tiir farklilifina ilaveten glutamatin
hiicreler iizerindeki inhibitér dozu siireye ve kullanilan besiyerine bagimli olarak da
degisiklik gostermektedir. C6 hiicrelerinde glutamat sitotoksisitesi iizerindeki tiol
antioksidanlarinin  koruyuculugunu gosteren bir aragtirmada, Amerikan tipi kiltiir
koleksiyonundan (American Type Culture Collection) {i¢ farkli C6 hiicresi alindigi, bu
serilerden birinde glutamatin toksik konsantrasyonunun 28 saatte 10 mM, diger ikisinde
20 mM oldugu, deneylerin ise 10 mM glutamatin toksik oldugu hiicrelerde
gerceklestirildigi belirtilmistir (26). Kato ve arkadaslar1 C6 hiicrelerinde 48 saat siireyle
uygulanan L-glutamatin ICso degerini 3.5 mM olarak bulmuslardir. 24 saat siireyle
uygulanan 10 mM L-glutamat ise hiicrelerin yaklagik % 50'sini dldiirmektedir (36).
Bizim ICso sonuglarimizin diger C6 hiicreleriyle yapilmis olan ¢alismalardan farkli
olmasi, L-glutamat1 24 saat siire ile uyguladiktan sonra 24 saatlik bir iyilesme siiresi
vermemize bagli olabilir. Besi ortami olarak glukoz igeren tanimlanmis tuz solusyonu
kullanan, astrositler lizerindeki bir aragtirmada glutamatin gliotoksik etkisi 1 mM olarak
bulunmustur. Fakat serum ve DMEM’i besiyeri olarak kullanan astrositlerde hasar
olusturabilmek i¢in ya daha yiiksek konsantrasyonun yada daha uzun siirenin
uygulanmasi gerektigi belirtilmigtir. Nedeninin ise, DMEM ve serum iginde L-sistin
gibi glutatyon onciilerinin bulunmasi oldugu, iyi biiylime kosullarimin hiicrei¢i GSH

miktarinin daha yiiksek diizeyde tutulmasim sagladig: belirtilmisgtir (9).

Glia hiicrelerinde glutamatin neden oldugu toksisitenin mekanizmasi ve tedavisi
heniiz tam olarak ortaya konamamigtir. Bu nedenle glutamat saliniminin diizenlenmesi,
glutamat reseptor antagonizmi veya lipid peroksidasyonunun engellenmesi gibi
eksitotoksik hasar1 engelleyici olasiliklar iizerinde arastirmalar yogun olarak devam
etmektedir. Sicanlarda beyin hasari ve Gdemin ardindan hiicreigi serbest Mg**
konsantrasyonun azaldig1 gosterilmistir (28, 29). Hiicreigi Mg?* eksikliginin nérolojik
disfonksiyonu ve siganlarda beyin hasarimn ardindan 6liim oranimi arttirdigy ortaya

konmustur. Bu bilgilere dayanarak iskemi ve travma sonrasinda Mg?* desteginin
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koruyucu olabilecegi diigiiniilmiis, yapilan in vivo ve in vitro galigmalarda Mg?"’un
néronal hasan engelledigi gosterilmistir (18, 39, 43, 51). Bilindigi iizere glioma
hiicreleri, glia hiicre 6zelliklerinin arastirilmasi, kiiltiirdeki glia hiicrelerinin yanitlarinin
belirlenmesi ve glutamatin neden oldugu gliotoksisitede hiicresel olaylarin anlasilmasi

i¢in uygun bir model olusturmaktadir (23, 36).

MgSO, 0.01 mM konsantrasyonunda, L-glutamatin neden oldugu % 50°lik hiicre
yasam oranini C6 sigan glioma hiicrelerinde % 17, insana ait iki glioma hiicresinde %
15 ve % 5 yiikseltmesi, MgSO4’1n glutamat toksisitesi {izerinde koruyucu etkisinin bir
lglide varolabilecegini ortaya koymaktadir. MgSO4’1n neden oldugu bu artis sonucu
elde edilen hiicre yasam orani degeri kontrol grubu ile anlamli farklilik géstermektedir.
Ancak hiicre sayisim kontrol grubuna yaklastirmas: agisindan dikkate degerdir. Beyin
timorleri salgiladiklar: hormon, bityiime faktorleri ve igerdikleri reseptor tiirii ve sayisi
bakimindan bireysel farklilik gosterebilir. Ikinci hastaya ait glioma hiicrelerinde, diger
iki hiicreye gore daha az bir koruyuculugun gozlenmesi, bireysel farklilik nedeni olarak

yorumlanabilir.

Mg**’un, kalsiyum kanallarmin dogal antagonisti oldugu ortaya konmustur.
Calismarmizda disaridan verilen Mg?*, Ca?* ile yansarak hiicre igindeki Ca?* birikimini
ve boylece hiicre 6liimiinii azaltmis olabilir. Ayrica Mg®"'un hiperglisemik etkisi de
hiicre koruma 6zelligini arttirmus olabilir. Mg®* miktariin 0.25 mM’n altina inmesi
durumunda DNA transkripsiyonu, RNA olusumui ve protein sentezinin baskilandifi
bilinmektedir. Ayrica glikoliz, Krebs dﬁngiisi'i ve iyon dengesini diizenleyen hayati
6nemi olan enzimlerin optimum aktivite gosterebilmesi igin Mg®>"’a ihtiyag oldugu
bildirilmistir (48). Besiyerine ekledigimiz 0.01, 0.1 ve 1 mM MgSO, hiicrede bu
olaylarin baskilanmasini engellemis, enzimlerin normal aktivite gostermesini bir miktar
da olsa arttirmis olabilir. Enzim aktivitesi, DNA ve protein sentezi degerlendirmesi
yapamadigimiz  igin  belirtilen koruyucu &6zellikler spekiilasyondan  Gteye
gidememektedir. Caligmamizda hiicre yogunluunda artis saglayan Mg?*, glutamatin
neden oldugu glioma hiicre 6limiinii tam olarak engellememekle birlikte, olay:

etkileyen ¢ok sayida faktérden biri olabilecegini ortaya koymaktadir.
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Kullandigimiz 1 pM dozundaki U-83836E, L-glutamatin neden oldugu % 50’lik
yasam oranini C6 hiicrelerinde % 12, insan glioma hiicrelerinde % 13 ve % 4.9 oraninda

arttrmasi, U-83836E’nin glutamat toksisitesi tizerinde bir miktar koruyucu etkisi
oldugunu ortaya koymaktadir. U-83836E’nin etkili bir "OH radikali tutucusu oldugu

bildirilmistir. Hipoksi ve ardindan oksijenlendirmeye birakilan endotel hiicrelerinde, U-
83836E radikallerin baglattif1 zar lipid peroksidasyonunu engellemektedir (45). Kainik
asitle uyarilan norotoksisitede U-83836E’nin serbest radikal iiretimini tamamen
baskiladigi gosterilmistir (6). Sigan beyincik graniil hiicrelerinde de glutamat
toksisitesinin ardindan U-83836E reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu azaltirken,
eksitotoksisite kargisinda ancak kismi koruyuculuk saglamistir (55). Lazaroidlerin,
birincil olarak lipid peroksidasyon baskilayicist oldugu ve bu nedenle diger hiicresel
hedefleri koruyamadiklar1 bildirilmistir. Lipid peroksidasyonu tam olarak
baskilanmasina ragmen oksidanlarin uyardifi ATP eksikligi ve DNA zincir kiriklar
zar biitiinliigiiniin, gen transkripsiyonunun ve hiicre boliinmesinin kaybina neden
olmaktadir. Boylece lipid peroksidasyonunun yoklugunda bile zar biitiinliigiiniin
bozulmas: diger hiicresel hedefleri hasarladigi i¢in oksidan hasarin daha sonraki
safhalarina gecilmektedir (33). U-83836E’nin kiiltiir ortamina eklenmesi ile glia hiicre
yogunlugunda elde ettigimiz artig, L-glutamat toksisitesinde serbest radikal iiretimi ve

lipid peroksidasyonunun da kiigiik bir rolii olabilecegine isaret etmektedir.

Bir ¢ok in vitro ¢aligma oksidan stresin neden oldugu hiicre hasarim
engellemede lazaroid bilesiklerinin giiglii etkiye sahip oldugunu géstermektedir (24, 25,
34, 45, 55). Bununla beraber, in vivo sartlarda lazaroidlerin oksidatif hasar1 engelleme
yetenedinin kesin olmadifi konusunda veriler bulunmaktadir. Doku nakli yapilan
hastalarda merkezi sinir sistemi veya doku hasarini1 sinirlamak igin lazaroid kullanan
oncii klinik ¢alismalarin iimit verici olmadig belirtilmistir. Bunu test etmek igin Huang
ve arkadaglar1 bobrek tiibiil hiicre serisini U-83836E ortamda varken veya yokken
H,0,’ye maruz birakmiglardir. Erken ve ge¢ donemde lipid peroksidasyonu, laktat
dehidrojenaz (LDH) salinimi, DNA hasann ve ATP azalmasi Ol¢ililmiistiir. Erken
dénemde U-83836E H,0,’nin neden oldugu lipid peroksidasyonu ve LDH salinimini

engellerken, DNA hasarint ve ATP azalmasmi engelleyememistir. Ge¢ dénemde ise U-



83836E lipid peroksidasyonunu engellemesine ragmen herhangi bir koruyuculuk
gosterememistir. Doku naklinde, organ yada merkezi sinir sistemi hasarim1 engellemek
i¢in lazaroid kullanan 6ncii klinik ¢aligmalarin timit verici olmamasini, ge¢ dénemde

lazaroidlerin doku hasarimi engellemedeki basarisizlig ile agiklamiglardir (33).

Hiicrede eksitotoksisiteden Ca®* iyonlar1 sorumlu ise hiicre disindaki yada hiicre
ici depolardan salinan Ca**’u uzaklagtirmanin hiicre hasarim engelleyecegi diistincesiyle
besiyerindeki Ca*"’u uzaklastirarak, hiicre digindaki Ca*’u EDTA ile tutarak ve hiicre
icindeki IP; kapili kalsiyum kanallarini bloklayan heparin kullanarak ¢aligsmalarimizi
tekrarladik. Ortamdan Ca?*’un uzaklagtirilmas: hasar1 6nlemek yerine tam tersi bir etki
olusturarak hasari daha da arttirdi. Kontrol % 100 ve L-glutamat grubu % 50 iken, C6,
birinci ve ikinci hastaya ait hiicre yasam oram sirasiyla % 27.3, 33 ve 29 idi. 10 uM
heparin uygulanmas: ise Ca*"’suz besiyeri kullanilan gruba kiyasla insana ait glioma
hiicrelerinde hiicre yasam oranim hafif¢e arttirmasina ragmen (C6 hiicrelerinde degil),
sadece L-glutamat uygulanan grubun verilerine ulasamadi. C6, birinci ve ikinci hastaya
ait hiicre yagam oram sirasiyla % 26.6, 40 ve 33 idi. Heparin ile hiicreigi IP; kapili Ca®*
kanallarim1 blokladigimizda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir koruyuculugun
farkedilmesi, glioma hiicrelerinde metabotropik reseptorlerin olayda rolii olabilecegini
diistindtirmektedir. Besiyerindeki Ca®* konsantrasyonu 10 ve 50 mM’a yiikseltildiginde
hiicrelerde doza bagimli olarak hasarin arttif gozlendi. 10 mM CaCl, verilen grupta,
C6, birinci ve ikinci hastaya ait hiicre yasam oranlan sirasiyla % 16, 33.3 ve 28 iken,
50 mM CaCl, grubunda % 6.3, 25.7 ve 23 idi. Ca®* iyonlarinin ortamda agir1 miktarda
olmasinin glutamat toksisitesini potensiyelize ettigi goriildii. Sonu¢ olarak, L-glutamat
toksisitesi ve Ca®* iyonlar1 arasinda dogrudan bir iliski kurulamadi. Noronlar tizerinde
yapilan ve bulgularimizi destekleyen bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (14, 22, 52). Verity
ve arkadaglan uyarici aminoasitlerin Ca®" eklenmemis besi yerinde de norotoksik
oldugunu ortaya koymuslardir. Bu bulgular, hiicre igine Ca®* girisinin noronal liimden
sorumlu oldugu hipotezini siipheye distirmiistiir (60). Bulgularimiz, Lee ve
arkadaslarinin (40) iskemik kosullarda akut olarak Ca®* birikiminin baskin oldugunu,
iskemi sonras: ge¢ donemde Ca’"’un asir1 azalmas: ile hiicrenin Ca®* aghgina girdigi

hipotezine de ters diismektedir.
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Beyincik kesitlerinde dogrudan Bergmann glia hiicrelerinde Ca?* kayitlarn yapan
bir aragtirmada, glutamat uygulandiktan sonra Ca®* igermeyen soliisyonlarin hiicre
icindeki Ca®* yitkselmesini engellemedigini ve hiicre i¢indeki Ca®"un kaynaginin
hiicreigi Ca** depolan oldugunu géstermislerdir (38). Bu aragtirmadaki bulgularin bizim
verilerimizle ¢elismesi tamamen y6ntem ve siire ile iligkilidir. Onlar saniye ve dakikalar
icerisinde uyarici aminoasitlerin Ca* ileti sistemi iizerindeki erken etkisini ortaya
koyarken, biz L-glutamat verildikten 48 saat sonrasindaki hiicre canliligim ge¢ dénemde

degerlendirdik.

Iskemik durumlarda noronlarda oldugu gibi glia hiicrelerinde de glutamatin
Mg?* azalmasina neden olup olmadigim aragtirmak igin, besiyerindeki Mg?**un tamami
uzaklagtiririldi. Mg?* igermeyen besiyerinde bekledigimiz gibi hiicre yasam oram
onemli azalma gostermektedir. Ancak ortama tedavi amagh Mg?** eklendiginde sadece 2
mM MgSO; grubunda hiicre canlihinda bir artiy g6zlenmesine ragmen, doz
yiikseldikge hiicreler tizerindeki toksisite artis gostermektedir. Deneylerimizin birinci
asamasinda normal DMEM/F-12 i¢ine ekledigimiz 0.01, 0.1 Qe 1 mM MgSOy’iin az da
olsa koruyucu etki gostermesi, Mg?**un tamamen doz bagimli bir etkisinin oldugunu,

konsantrasyon arttik¢a toksik etki olusturdugunu géstermektedir.

Astrositik hiicre 6ltiimii ile diger iyonlar arasinda iligki kurmaya calisan
arastirmalar bulunmaktadir. Néronal hasar mekanizmasinda 6nemli role sahip olan Na*
iyonlarinin, astrositik hiicre 6liimiinde de gorev alip almadigim ortaya koymak iizere
sican astroglial hiicrelerinde yapilan bir arastirmada, hiicrelere veratridin (Na™ kanal
agicist), monensin (Na* iyonoforu) ve ImM glutamat (Na* ile birlikte tasiuim) tek
basina verildiginde anlamli bir hiicre hasarinin olusmadigi, veratridin ve monensin,
ouabain (Na'/K* ATPaz ile Na"un ¢tkisim bloklar) ile kombine olarak 20 saat boyunca
uygulandiginda hiicrei¢i Na* birikiminin arttigi ve anlamh hiicre 6limiiniin meydana
geldigi ortaya konmustur. Na' igermeyen besiyeri olusturmak igin kolin (gegirgen
olmayan katyon) kullamildiginda, monensin ve veratridinin sebep oldugu hiicre
6lumiintin anlamli olarak azaldigi belirtilmistir. 1mM glutamat ile birlikte ouabain

kullanildifinda ise anlamli hiicre Oliimiiniin meydana gelmedigi gériilmiistiir. Hiicre
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igine sodyum iyonlarimin asir1 girmesinin astroglial hiicre 6liimiine neden oldugu
sonucuna varilmigtir (56). Astrositik hiicrelere glutamat ile birlikte ouabain verildiginde
anlamli hiicre §liimiiniin olmamasi, glutamat toksisitesi ile Na* iyonlari arasinda 6nemli

bir iliskinin olmadigini géstermesi agisindan ilgingtir.

Glia hiicrelerinde L-glutamatin neden oldugu olaylar dizisini etkileyen etkenleri
tam olarak ortaya koyabilmek igin daha detayll aragtrmalarin yapilmasi gerektigi
inancindayiz. Ozellikle hiicreigi Ca®* ve Mg?" Olgtimleri ile bulgularimiz arasinda
herhangi bir korelasyonun olup olmadif: arastirilabilir. Rothman, hipokampus
néronlarimin  glutamat, kainat ve NMDA toksisitesinin hiicre diginda klor iyonlan
olmadiginda azaldifini gostermis, glutamat norotoksisitesinden glutamatin neden
oldugu depolarizasyonun ardindan klor iyonlarinin pasif olarak hiicre igine girmesinin
sorumlu oldugunu ortaya koymustur (52). Bu teoriye dayanarak, glia hiicrelerinde L-
glutamat toksisitesi ve klor iyonlan arasinda baglanti olup olmadigim aragtirmak yeni
bir yaklasim olacaktir. Yine fosfolipaz C inhibitérlerinin glutamatin uyardigi néron
olimiinii engelledigi ortaya konmugstur (42). Fosfolipaz C’nin metabotropik
reseptorlerin islevine aracilik ettigi bilinmektedir. Noronlara benzer sekilde glia
hiicrelerinde de fosfolipaz C’nin baskilanarak glutamat toksisitesinde koruyucu etki

olusturup olusturmadigim arastirmak da mekanizmay: aydinlatmaya yardimc: olabilir.

Sonug olarak, MgSO4 ve lazaroid U-83836E glutamat toksisitesi
olusturulmus sigan ve insan kaynakli glioma hiicre dizilerinde az da olsa koruyucu etki
gostermektedir. Bu bulgu, Mg®* iyonlarindaki azalmanin ve serbest radikal {iretiminin
glia hiicrelerindeki glutamat toksisitesinde rolii olabilecegini 6nermektedir. Ca®*
iyonlar1 ve glutamatin olusturdugu hiicre 6liimii arasinda dogrudan bir iligki
kurulamamakla birlikte, ortamda Ca®* miktarimn aginn artmasimn hiicre 6liimiinii
potansiyelize ettigini s6ylemek miimkiindiir. Ayrica heparin ile hiicreici IP; kapili Ca®*
kanallarimin bloklanmasinin anlamli olmasa da koruyuculuk géstermesi, glutamatin
glioma hiicrelerinde metabotropik reseptorlerini kullandigini ve hiicreigi kalsiyum

diizeyinin toksisitede rolii olabilecegini diistindiirmektedir.
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