
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5-HT7 RESEPTÖR AGONİST VE ANTAGONİSTLERİNİN 

İNSAN NÖROBLASTOMA HÜCRE (SH-SY5Y) HATTINDA 

GLUTAMAT İLE İNDÜKLENEN NÖROTOKSİSİTE VE 

HÜCRE ÖLÜMÜNDEKİ ROLÜ  

 Arş.Gör.Tuğba Nurcan YÜKSEL 
 

 Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı 
 

 

Tez Danışman 

Prof. Dr. Zekai HALICI  

Doktora Tezi – 2016 

  



 

 

 

 

T.C. 

ATATÜRK ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

 

 

5-HT7 RESEPTÖR AGONİST VE 

ANTAGONİSTLERİNİN İNSAN NÖROBLASTOMA 

HÜCRE (SH-SY5Y) HATTINDA GLUTAMAT İLE 

İNDÜKLENEN NÖROTOKSİSİTE VE HÜCRE 

ÖLÜMÜNDEKİ ROLÜ 

 

 
 

 

 

Araş.Gör.Tuğba NurcanYÜKSEL 

 

 

 

 

 

Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı 

Doktora Tezi 

 

 

 

 

 

Tez Danışmanı 

Prof. Dr. Zekai HALICI 

 

 

 

 

 

ERZURUM 

2016



 

 

I 

 

  



 

 

II 

 

İÇİNDEKİLER 

TEŞEKKÜR ..................................................................................................................... I 

ÖZET .............................................................................................................................. II 

ABSTRACT .................................................................................................................. III 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ ............................................................... IV 

ŞEKİLLER DİZİNİ ....................................................................................................... V 

1. GİRİŞ ........................................................................................................................... 1 

2. GENEL BİLGİLER .................................................................................................... 3 

2.1. Glutamat ..................................................................................................................... 3 

2.1.1 Glutamat Reseptörleri .............................................................................................. 3 

2.1.2 Glutamat Salınımı .................................................................................................... 5 

2.1.3 Glutamat ve Oksidatif Stres ..................................................................................... 6 

2.1.4 Glutamat ve Apoptoz ............................................................................................... 7 

2.1.5 Nöron Kültüründe Glutamat .................................................................................... 8 

2.1.6  Glutamat ve Nörotoksisite ...................................................................................... 9 

2.2 Serotonin ..................................................................................................................... 9 

2.2.1 Serotonin Reseptörleri ........................................................................................... 10 

2.2.2 5-HT7 Reseptörü .................................................................................................... 13 

3. MATERYAL VE METOD ...................................................................................... 15 

3.1 Materyal .................................................................................................................... 15 

3.1.1. Kullanılan Kimyasallar ve Reaktifler ................................................................... 15 

3.2 Metod ........................................................................................................................ 15 

3.2.1.  Hücre Kültürü ve Proliferasyon Analizi .............................................................. 15 

3.2.2. Moleküler İncelemeler .......................................................................................... 16 

3.2.2.1 Real-time PCR .................................................................................................... 16 

3.2.3.  Biyokimyasal İncelemeler ................................................................................... 17 



 

 

III 

 

3.2.3.1 SOD, GSH ve MDA Analiz Prosedürü .............................................................. 17 

3.2.3.2. TNF-α  Analiz Prosedürü ................................................................................... 18 

3.2.3.3 Protein Tayini ..................................................................................................... 18 

3.3. İstatistiksel Analiz .................................................................................................... 18 

4.BULGULAR ............................................................................................................... 19 

4.1 Hücre Proliferasyon Bulguları .................................................................................. 19 

4.2. Biyokimyasal Bulgular ............................................................................................ 21 

4.3.  Moleküler Bulgular ................................................................................................. 24 

5.TARTIŞMA ................................................................................................................ 27 

6.SONUÇ VE ÖNERİLER........................................................................................... 31 

KAYNAKLAR .............................................................................................................. 32 

EKLER .......................................................................................................................... 51 

EK-1. ÖZGEÇMİŞ ....................................................................................................... 51 

  

 

 



 

 

I 

 

TEŞEKKÜR 

Doktora eğitimim süresince bana yol gösteren, tez konumun seçilmesinde ve 

çalışmamın her aşamasında bilgi ve tecrübeleri ile beni destekleyen ve yardımlarını 

esirgemeyen danışman hocam Sayın Prof. Dr. Zekai HALICI’ya saygılarımı sunarım. 

Doktora eğitimime katkıda bulunan başta Anabilim Dalı Başkanımız Sayın 

Prof.Dr. Ahmet HACIMÜFTÜOĞLU’na, laboratuvar çalışmalarında ve tez yazımında 

her türlü desteklerinden dolayı Doç. Dr. Elif ÇADIRCI, Doç. Dr. Emre KARAKUŞ, 

Doç. Dr. Yasin BAYIR, Doç. Dr. Beyzagül POLAT, Yrd. Doç. Dr. Muhammed 

YAYLA ve Araş. Gör. Duygu KÖSE’ye, akabinde tüm değerli hocalarıma ve Tıbbi 

Farmakoloji Anabilim Dalı’nda görev yapmakta olan, birlikte çalışmaktan onur 

duyduğum asistan arkadaşlarıma teşekkürlerimi sunarım.  

Bu çalışmayı 112S627 TÜBİTAK proje numarası ile destekleyen TÜBİTAK’a 

sonsuz teşekkürlerimi sunarım. 

                                                                  

                                                   Araş.Gör.Tuğba Nurcan YÜKSEL 

 

 

 

 

  



 

 

II 

 

ÖZET 

5-HT Reseptör Agonist ve Antagonistlerinin İnsan Nöroblastoma Hücre 

(SH-SY5Y) Hattında Glutamat ile İndüklenen Nörotoksisite ve 

Hücre Ölümündeki Rolü 

 

 Amaç: Glutamat SSS’de ana uyarıcı nörotransmitter olmasına ek olarak aynı 

zamanda önemli bir nörotoksindir. Glutamat nörotoksisitesini aydınlatan fazla araştırma 

olmamakla beraber farklı mekanizmaların rolü düşünülmektedir.  Serotonin, SSS’de rol 

alan ve etkilerini reseptörleri üzerinden gösteren önemli bir nörotransmitterdir. Bu 

çalışmanın amacı; glutamat ile indüklenen nörotoksisite modelinde 5-HT7 reseptör 

agonist ve antagonistinin SH-SY5Y hücre hattında glutamat ile indüklenen nörotoksisite 

modelindeki rolünü incelemektir. 

Materyal ve Metot: Glutamatın optimum toksisite konsantrasyonu olan 80 mM 

glutamat kullanıldı. Hücrelere glutamat uygulamasıdan 60 dakika önce artan 

konsantrasyonlarda LP44 ve SB269970 uygulandı. Hücre proliferasyonu xCelligence 

sistemi ile ölçüldü.  

Bulgular: LP44 uygulaması, 24, 48, ve 72. saatlerde zamana bağlı olarak tüm 

konsantrasyonlarda hücre canlılığını önemli derecede artırdı. LP44 uygulaması GSH 

seviyesinde ve SOD aktivitesinde artışa sebep olurken, MDA düzeylerinde ise önemli 

bir azalmaya neden oldu. Ayrıca LP44 uygulaması kaspaz 3 ve kaspaz 9 mRNA 

ekspresyonları üzerine inhibitör etki meydana getirken TNF-α seviyelerini düzeltmiştir. 

Ancak glutamat grubu ile karşılaştırıldığında SB269970 uygulaması oksidatif stres, 

enflamasyon ve apoptozise karşı önemli bir etki meydana getirmedi. 

 Sonuç: Bu bulgular, glutamatın sebep olduğu nörotoksisitede 5-HT7 

reseptörlerinin önemli bir rol oynayabileceğini ve 5-HT7 reseptör agonistlerinin bu 

toksik etkiyi geriye dönderebileceğini göstermektedir.  

 Anahtar Kelimeler: Glutamat, Nörotoksisite, SH-SY5Y, 5-HT, 5-HT7 
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ABSTRACT 

Role of 5-HT7 Receptor Agonist and Antagonist Against Glutamate induced 

Neurotoxicity and Apoptosis in Human Neuroblastoma Cell (SH-SY5Y) via 

 

 Aim: Glutamate is a major neurotoxin at the same time in addition to the major 

excitatory neurotransmitter in the central nervous system. Although researchs is 

completely not illuminating glutamate neurotoxicity, ıt is thought to be the role of 

different mechanisms. Serotonin is an important neurotransmitter showing its effects on 

receptors and has important roles in the central nervous system. The purpose of this 

study is to investigate the roles of 5-HT 7 receptor agonists and antagonists on 

glutamate-induced neurotoxicity models in SH-SY5Y cell line. 

 Material and Method: 80 mM glutamate the optimum concentration of 

glutamate toxicity were used in the subsequent study. Increasing concentrations of LP44 

and SB269970 were added 60 min before the glutamate was added to cells. Cell 

proliferation was measured via the xCelligence system. 

 Result: LP44, at all concentrations after 24, 48, and 72 h, caused significant 

elevations in cell viability. LP44 significantly decreased the MDA levels and 

ameliorated in SOD activity and in the GSH levels. Also, LP44 administration 

significantly improved the TNF-a levels and inhibitory effect on caspase 3 and 9 mRNA 

expressions. However, SB269970 showed insignificant effect on oxidative stress, 

inflammation and apoptosis when compared to glutamate group. 

 Conclusion: These findings demonstrate that 5-HT7 may play a critical role in 

neurotoxicity caused by glutamate and 5-HT 7 receptor agonists can reverse rotate this 

toxic effect. 

 

 Key Words: Glutamate, Neurotoxicity, SH-SY5Y, 5-HT, 5-HT7  
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

AMPA: α-amino-3-hidroksi-5metil-4izoazolepropionik asit 

ERK: ekstrasellüler sinyal düzenlenir kinaz 

GSH: Glutatyon 

GPCR: G proteinine bağlı membran proteinleri 

5-HT: 5-hidroksitriptamin, serotonin 

iGluR: İyonotropik glutamat reseptörleri 

MDA: Malondialdehit 

mGluR: Metabotropik glutamat reseptörleri 

NADPH: Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

NMDA: N-metil-d-aspartat 

NO: Nitrik oksit 

NOS: Nitrik oksit sentaz 

ROT: Reaktif oksijen türleri 

SOD: Süperoksitdismütaz 

SSS: Santral sinir sistemi 

TCA: Asetil Co-A tri-karboksilik asit 

TNF: Tümör nekroz faktör  
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1. GİRİŞ 

Glutamat santral sinir sisteminde (SSS) ana uyarıcı nörotransmitter olmasına ek 

olarak aynı zamanda önemli bir nörotoksindir.1, 2 Epilepsi, alzheimer, parkinson, travma 

ve inme gibi beyin hastalıklarında hücre dışı ortama salınan glutamat ve aspartat gibi 

uyarıcı aminoasitler nöronal hasar ve dejenerasyondan sorumlu tutulmaktadır. Hücre 

dışı ortamda glutamatın artması astroglial hücrelerin şişmesine neden olur ve 

astrositlerin parçalanmasına öncülük eden bir dizi yıkıcı olayı başlatmaktadır. 

Nörodejeneratif hastalıklar sonrası, nöronların yaşamını sürdürmesi ve iyileşmesinde 

astrositlerin çok önemli yeri vardır.3 Astrositlerde meydana gelen hasar SSS’de daha 

ileri kayıplara neden olabilmektedir. Bu yüzden astrositlerin ölümünde sorumlu 

mekanizmaların belirlenmesi, bu mekanizlara karşı koruyucu stratejilerin geliştirilmesi 

son derece ilgi çekicidir. Yapılan çalışmalar glutamatın nöron hücre kültürlerinde 

NMDA reseptör situmülasyonlarını artırarak hücre içi kalsiyum dengesini bozduğunu 

ve oksidatif stresi artırarak nörotoksisite oluşturduğunu göstermiştir.4 Glutamat 

nörotoksisitesinin erken fazında salınan reaktif oksijen türlerini (ROT) yakalamak için 

sitokrom c salınmakta ve kısmi olarak glutamat nörotoksisitesi önlenmeye 

çalışılmaktadır.5 Glutamat nörotoksisitesinin ilerleyen fazında ROT salınımı arttığı için 

hücre bunu tolere edemez ve fonksiyonel bozukluklar meydana gelmeye başlar. Bunun 

sonucunda mitokondriyal hasar meydana gelir ve hücre apoptoza uğramaktadır.6 

Hücrelerin glutamat nörotoksisitesinden korunmasına yönelik yeni stratejilerin 

geliştirilmesi nörodejeneratif hastalıkların tedavisi için de yeni stratejiler olarak 

kullanılmasına olanak sağlamaktadır. 

 Vazoaktif bir amin olan serotonin (5-HT) ağrı, iştah, duygu durum ve uyku gibi 

davranış ve psikolojik olaylarda rol alan önemli bir nörotransmitterdir.7  Ayrıca yapılan 

deneysel çalışmalar sonrasında 5-HT7 reseptörlerinin bazı enflamatuar sitokinlerin 



 

 

2 

 

ekspresyonlarını modüle ettiği de gösterilmiştir.8 Anabilim dalımızda yapılmış olan 

daha önceki çalışmalarda sepsis gibi sistemik bir enflamatuar hadisede ve pençe ödemi 

oluşturulmuş ratlarda gelişen akut enflamasyonda 5-HT7 reseptörlerinin çok önemli 

rollere sahip olduğu gösterilmiştir.9, 10 Bu çalışmalarda 5-HT7 reseptörlerinin agonist ile 

uyarılması sonucunda enflamatuar sitokinlerde ve oksidan parametrelerde düzelme 

gözlenmiştir. Bu çalışmalar serotoninin 5-HT7 reseptörleri üzerinden antienflamatuar ve 

antioksidan etki ortaya koyduğunu göstermektedir. Ayrıca serotoninin 5-HT7 reseptör 

yolu ile ekstrasellüler sinyal düzenlenir kinaz (ERK) fosforilasyonunu indüklediği ve 

nükleer faktör kappa β aktive ederek apoptozisi önlediği gösterilmiştir.11 Yine yapılan 

bir çalışmada sevofluran ile indükelenen amnezide hipokampal nöronlarda meydana 

gelen apoptozisi 5-HT7 reseptör agonisti kullanarak önlendiği ve bu etkisinin caspase 3 

inhibisyonu ile gerçekleştirdiği gösterilmiştir.12 Bu çalışmalar 5-HT7 reseptörlerinin 

antiapoptotik etkinliğe de sahip olduğunu göstermektedir. 

Tüm bu bilgiler ışığında çalışmamızın amacı glutamat ile indüklenmiş 

nörotoksisite modelinde 5-HT7 reseptörlerinin rollerini ortaya koymaktır. Aynı 

zamanda 5-HT7 reseptörlerinin glutamata bağlı gelişen toksisite üzerindeki muhtemel 

etkilerini oksidatif stres, enflamasyon ve apoptoz ile ilişkili yolaklar üzerinden 

göstermektir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Glutamat 

 Glutamat, beyindeki en önemli eksitatör nörotransmitter olmakla birlikte uyarı 

iletiminin önemli bir bölümünden sorumludur. Ayrıca memeli SSS’sinde öğrenme, 

bellek fonksiyonları, sinaptik plastisite gibi çeşitli fizyolojik olayları düzenlemede 

önemli bir role sahiptir.13-15 

 Glutamat, SSS’deki nöronlar ve glia hücrelerinde bulunmaktadır. Glutamat, 

Kreps döngüsü ara ürünlerinden α-keto glutaratın indirgeyici aminasyonu ile 

oluşmaktadır. Bu tepkime geri dönüşümlüdür ve daha sonraki metabolizma ise sitrik 

asit döngüsü ile meydana gelmektedir. Glutamaterjik nöronlar bilginin şifre edilmesi, 

bellek oluşumu ve kullanılması, uzaysal tanıma ve bilincin sürdürülebilmesi gibi önemli 

birçok hayati görevi taşımaktadır. Glutamat aynı zamanda önemli bir nörotoksindir. 

Hipoksik hasar, hipoglisemi, inme, epilepsi, depresyon ve parkinson ile ilişkili 

durumlarda glutamat reseptörlerinin aşırı uyarımı söz konusudur. Hasar ve glutamat 

reseptörlerinin aşırı uyarılması arasında oldukça güçlü ve önemli bir bağlantı vardır.16-20 

2.1.1 Glutamat Reseptörleri 

 Glutamat, etkisini glutamat reseptörlerini uyararak gösterir. Farmakolojik ve 

elektrofizyolojik özelliklerine göre iki farklı gutamat reseptör grubu vardır. Birincisi 

iyonotropik glutamat reseptörleri (iGluR), ikincisi ise metabotropik glutamat 

reseptörleridir (mGluR). Kompetitif agonist ve antagonistler, pozitif ve negatif 

modülatörler gibi selektif ligandlara sahip olmaları glutamat reseptörlerinin 

fonksiyonlarının araştırılmasında önemli bir role sahiptir.21 

           Plazma membranı üzerine yerleşmiş halde bulunan iGluR’ların N-terminali hücre 

dışında olup glutamat bağlarken, hücre içinde bulunan C-terminali ise protein bağlayan 

kısımları ve çoklu fosforilasyon bölgeleri ile nöronal iletiyi kontrol ederler. Ayrıca 
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iyonların hücre içi ile hücre dışı arasında giriş çıkışlarını sağlarlar. Bütün iGluR’lar 

katyonlara geçirgenlik gösterirken Na+ ve Ca+2’a karşı geçirgenlikleri reseptör alt 

birimlerine göre farklılık gösterir. Glutamat aktif haldeki reseptörüne bağlandığında 

iyon akışı gerçekleşerek nöronal eksitasyona neden olur.22  

 iGluR’ların kendi selektif uyaranlarının adlarını taşıyan N-metil-d-aspartat 

(NMDA), α-amino-3-hidroksi-5-metil-izoazolepropionik asit (AMPA) ve 2-karboksi-3-

karboksimetil-4-izopropenilpirrolidin (Kainat) olmak üzere üç önemli tipi vardır.21 

 NMDA reseptörü, serebral iskemi sonrası hücre ölümü dahil nöronal patolojide23 

ve hipokampusda uzun süreli potansiyasyon içeren nöron modülasyonunda rol oynar.24 

NMDA reseptörü çeşitli endojen ligandlara sahiptir. Glutamatın yanısıra voltaja bağımlı 

kanalları bloklayan Mg+2 ve kanalların açılmasından sorumlu olan glisin içerir.25 İki 

değerlikli antagonist ise Zn+2‘dur ve bloklamada görevlidir.25 Kanal aktivitesinin 

eksojen modülatörleri, pensiklidin 25 ve etanol gibi26 psikoaktif ajanlar ve nörotoksinler 

içerir.27 

NMDA reseptörlerinin çeşitli alt birimleri klonlanmıştır: NMDAR1 (NR1), 

NMDAR2A, NMDAR2B, NMDAR2C ve NMDAR2D. NMDA reseptörleri yüksek Ca+2 

geçirgenliğine ve yavaş kinetiğe sahiptirler. 

AMPA reseptörleri; GluR1, GluR2, GluR3 ve GluR4 olmak üzere dört alt tipten 

oluşur. Bu reseptörler yavaş Ca+2 geçirgenliğine ve hızlı kinetiğe sahip olup hızlı sonlanan 

depolarizasyona neden olur.28 Ayrıca Na+, K+ ve H+ için daha seçicidirler. Hızlı eksitatör 

sinaptik geçişte rol oynarlar.29-31 

Kainat reseptörleri;  GluR5, GluR6, GluR7, KA1 ve KA2 olmak üzere 5 alt 

birimden oluşur. Bu reseptörlerin uyarılması uzun süreli, desentize olmayan yanıtlara 

sebep olmaktadır.21, 32  

Metabotrobik Glutamat Reseptörleri 
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 Günümüzde metabotrobik glutamat reseptörlerinin (mGluR) sekiz üyesi 

(mGluR1-8) belirlenmiştir. Farmakolojik özellikler, dizilim ve ikinci haberciye 

bağlanma özelliklerine göre mGluR’lar üç bölüme ayrılırlar.  

 1.grup: mGluR1 ve mGluR 5 

 2.grup: mGluR2 ve m GluR3 

  3.grup: mGluR 4, mGluR6, mGluR7, mGluR8 

 1.grup mGluR’lar;  Gq yardımı ile fosfolipaz C’ye bağlanarak aktivasyona sebep 

olur. 2.ve 3.grup mGluR’lar ise Gi yardımıyla adenilat siklaz aktivitesini inhibe eder .33 

 Heteromerik G proteini βγ alt ünitelerinin uyarılması, iyon kanalı aktivitesi 

modülasyonu ve intraselüler ikinci haberci yolu ile mGluR’da uyarı meydana gelir.34-36  

Retina yerleşimli mGluR6 dışında37, 38 tüm mGluR’lar memelilerin SSS’sinde hem glial 

hem de nöronal hücrelerde yerleşmiştir.39 mGluR’lar ayrıca nosiseptif sistem ve 

periferik sinir sisteminde de lokalizedir.36, 39 Nöronlarca eksprese edilen 1.grup 

mGluR’lar ağırlıklı olarak postsinaptik somatodendritik alanlarda yerleşirken, 2. ve 3. 

grup mGluR’lar postsinaptik aksonal alanda ve aksonal terminallerde yerleşiktir.39 

2.1.2 Glutamat Salınımı 

     Beyinde, kandan ayırarak beynin hücre dışı ortamının içeriğini kontrol altında 

tutulmasını sağlayan kan-beyin bariyeri vardır. Beynin damar endotel hücreleri birçok 

maddeye geçirgen olmayıp aktif taşıma mekanizmaları oldukça sınırlıdır. Glikoz ise 

sistemik dolaşımda büyük oranda bulunan tek enerji kaynağıdır ve kolayca kan-beyin 

bariyerini geçebilmektedir. Serumda bulunan glutamat ise SSS’ye geçemediği için 

SSS’deki glutamat bu bölgede sentezlenmektedir. Nöron ve astrositlerin her ikisi de 

glukozu glikoliz olayı ile piruvata dönüştürebilmektedir. Sonra piruvattan asetil Co-A 

elde edilmektedir. Asetil Co-A tri-karboksilik asit (TCA) döngüsü ile CO2 ve H2O’ya 
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kadar indirgenebilir. TCA döngüsü sırasında oluşan α-keto glutarat alanin ile 

transamine edilerek glutamat elde edilmektedir.40   

2.1.3 Glutamat ve Oksidatif Stres 

 Oksidatif stres, çekirdek membranında ve endoplazmik retikulumda yer alan 

serbest radikaller aracılığı ile meydana gelmekte ve nörodejenerasyon oluşumunda 

önemli bir rol oynamaktadır.  

 Reaktif oksijen türlerinden süperoksit radikal, hidrojen peroksit ve hidroksil 

radikali mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile moleküler oksijenin suya 

redüksiyonu sırasında meydana gelmektedir.  Üretilen serbest radikaller; enzimlerde 

yaşa bağlı fonksiyon kaybı, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivasyonu, beta amiloid birikimi 

ve kalsiyum akımının artışına neden olur.41 Kalsiyum ile fosfolipaz A2’nin aktive olması 

sonucu araşidonik asitten lipooksijenaz ve siklooksijenazlar aracılığı ile eikonazoidler 

oluşurken süperoksit anyonu meydana gelir.42 Düşük konsantrasyonlarda bile bu anyon 

nöronlara toksik etki yapar.43 Araşidonik asit metabolizması sırasında oluşan bu serbest 

oksijen radikalleri fosfolipaz A aktivasyonu ile pozitif geri bildirim yapar.44-46 

Araşidonik asit metabolizması sırasında nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

(NADPH) oksidaz stimülasyonu ile de serbest radikaller oluşur.47 Kalsiyumun NOS’u 

aktive etmesi ile oluşan nitrik oksit (NO)48, O-2
 anyonu ile reaksiyona girerek 

peroksinitrit anyonu oluşturur ve bunun ayrışması ile OH- radikali oluşarak nöron 

ölümü meydana gelir.43, 49 Oksidatif fosforilasyon da NO tarafından inhibe edilir.48 

Enerji eksikliği ve yüksek hücre içi Ca+2 durumlarında ksantin dehidrojenaz Ca+2’a 

bağımlı proteazlarca ksantin oksidaza çevrilir.50 

  Hipoksantin ve ksantinin ksantin oksidaz etkisi ile ürik asite dönüştürüldüğü 

reaksiyonlarda O-2 anyonu oluşur. H2O2’den çok reaktif olan OH- radikali oluşumu Fe+2 
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iyonları varlığında fenton reaksiyonu ile hızlandırılır. Laktik asit arttıkça Fe+2 hücre 

depolarından salınır ve fenton reaksiyonunu sağlar.51  

 Ayrıca serbest radikaller hücre zar yapısını bozarak hücre bütünlüğünün ve 

işlevlerinin kaybolmasına sebep olur.52 

 Ek olarak yapılan in vitro çalışmalar, oksijen radikalleri oluşumunun glutamat 

stimülasyonu ile ilişkili olan nöronlarla etkileştiklerini göstermiştir. Oluşan serbest 

radikaller,  hem glutamat salınımına hem de geri alınımının baskılanmasına yol 

açarlar.41  

2.1.4 Glutamat ve Apoptoz 

 Ölmeye programlanmış hücrelerin kendi nükleer DNA’larını, nükleer ve 

sitoplazmik proteinlerini parçalayacak enzimleri aktive eden hücre ölümü yolağı 

apoptoz olarak tanımlanmaktadır. Hücrenin plazma membranı tomurcuklanmasına 

rağmen yapısal olarak bütünlüğü bozulmaz. Ölü hücre; içeriği dışarı sızmadan hızlıca 

temizlenir ve bu nedenle apoptotik hücre ölümü nekrozdan farklı olarak konakta 

enflamatuar reaksiyona yol açmaz. Normal fizyolojik koşullarda organizmada apoptoz 

birçok durumda meydana gelmektedir. Apoptoz, istenmeyen ya da potansiyel olarak 

zararlı hücreleri ve kullanılır olma süresini aşmış hücreleri ortadan kaldırmaya hizmet 

eder. Aynı hasarın özellikle hücrenin DNA’sını etkilemesi gibi durumlarda hücreler 

onarılamayacak ölçüde zarar gördükleri için bu hücreler elimine edilir.53 Fetal yaşam 

sırasında hücrelerin büyük kısmı embriyonal dönemdeki temel hücre ölüm şekli olan 

apoptoz ile ortadan kaldırılır. Hücre çekirdeğinde DNA hasarı tamir edilemeyecek 

boyuta geldiğinde apoptoz programları aktive olabilir.54, 55  

 Apoptozu başlatan genler, ölüm sinyallerini hücre dışında bulunan ölüm 

reseptörleri aracılığı ile hücre içine iletirler. Ölüm reseptörleri, tümör nekroz faktör 

(TNF) reseptörünün üst ailesine aittir ve TNF reseptör-1, Fas molekülü ve nötroprotein 
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reseptör p75’i içerir. Ayrıca ölüm sinyalinin dışarıdan gelmesi şart değildir, hücre 

içerisinde hasarlanmış DNA, endoplazmik retikulum veya mitokondri de bu sinyalin 

kaynağı olabilir.56, 57 

 Glutamatın da hem akut hem de kronik nörodejeneratif hasarlar meydana 

getirerek hücre ölümünü indüklediği bilinmektedir.58-60  Bu nedenle glutamat sinyal 

iletimi diseksiyonu nöroproteksiyonda önemli bir role sahiptir. Ayrıca birçok durumda, 

glutamat nörotoksisitesi glutamat reseptörlerinin NMDA alt tipinin aşırı uyarılmasına 

dayandırılabilir.4, 61-64 

2.1.5 Nöron Kültüründe Glutamat 

 Günümüzde doku kültürü yapılan hücreler arasında en zor grubu SSS hücreleri 

oluşturmaktadır.  Bu grupta yer alan nöroblastoma hücreleri de hücre kültürü ortamında 

üzerinde en fazla çalışılan hücre topluluklarından biridir. Primer hücre kültürleri 

1900’lerin başında Harrison ve Carrel tarafından çalışılmaya başlanmıştır.  Harrison’un 

kültür ortamında nöronal geişimi göstermesinden sonra Peterson ve Muray tarafından  

sinaptogenez ve miyalinizasyon özellikleri gösterilmiştir.65 

 Primer nöron kültürlerinin glutamata maruz bırakılması ile önce Na+’un hücre 

içine girişi ile hücrede şişme meydana gelir.66-69 Daha sonra birkaç dakika içinde Ca+2 

sitoplazma içinde birikir.70-72 Sitoplazmadaki miktar iyice artınca mitokondri tarafından 

alınır ve orada tutulur. NMDA reseptörleri Na+’a nazaran Ca+2’a daha geçirgendir. 

Ancak Na+ konsantrasyonu Ca+2’dan yüz kat daha fazla olduğu için Na+ girişi daha çok 

olur. Buna bağlı olarak glutamat nörotoksisitesinde Na+’u dışarı atmak için Na-K- 

ATPaz’ın daha çok çalışmasına ihtiyaç vardır.  Yani nöronun enerji ihtiyacı artmıştır. 

Ca+2 girişi ile Ca+2-ATPaz da aktive olur ve enerji ihtiyacı daha da artar. Ayrıca Ca+2’ un 

mitokondriye taşınması nedeni ile mitokondrial ATP sentezi bir süre sonra durur.73 

Ca+2’un NMDA aracılı hücre içine girişi yanında bunu takiben meydana gelen reaktif 
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oksijen radikalleri glutamat nörotoksisitesinde ana sorumlu olarak kabul edilmektedir.74-

76 

2.1.6  Glutamat ve Nörotoksisite 

 Olney ve Sharp tarafından 1969  yılında eksitatör aminoasit  olan glutamatın 

nöronlar üzerine toksik etki oluşturabileceği öne sürülmüştür.77 Glutamatın immatür 

farelere enjeksiyonu sonrası retinanın iç nöral tabakalarında harabiyet oluşturduğu ilk 

kez Lucas ve Newhouse tarafından gösterilmiştir.78 

 Nörotoksisite; inme, hipoksi-iskemi, travma, epilepsi, nörodejeneratif hastalıklar 

gibi durumlarda hücre ölümünde önemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Bu 

hastalıklarda glutamat reseptörlerinin anormal aktivasyonu nöron ölümünde son ortak 

yoldur.79 

 Nörotoksisite glutamatın aşırı salınımı veya sinaptik aralıktan yetersiz geri 

alınımı nedeni ile oluşur. Glutamat aktif transport mekanizmaları ile sinir hücresinin 

sitoplazması içinde veya sinaptik veziküller içinde tutulur. Hipoglisemi, iskemi gibi 

enerji yetersizliği durumlarında, glutamat bulunduğu yerde tutulamadığı için hücre 

dışına çıkar.79  Patolojik durumlarda iyon taşıyıcılarının işlev yapamaması nedeni ile 

glutamat hücre içine sokulamaz ve hücre dışındaki miktarı aşırı miktarda artar.80 

Ekzositoz yolu ile glutamatın dışarı verilmesi de hücre dışı glutamatın artışına bir 

miktar katkıda bulunur.79 

2.2 Serotonin 

 Serotonin ilk olarak 1937’de Erspamer ve arkadaşları tarafından enterokromaffin 

hücrelerde bulunup, enteramine adı ile hayatımıza girmiştir.81 Ayrıca, 1948 yılında Page 

ve arkadaşları tarafından kandan saflaştırılmış ve bir yıl sonra kimyasal yapısı ortaya 

çıkarılmış bir indolamindir. 
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 Serotonin çeşitli bitki ve hayvan dokularında, yılan zehrinde, arı ve akrebin 

iğnelerinde mevcuttur.82, 83 İlerleyen süreçte beyinde de tespit edilen 5-hidroksitriptamin 

(5-HT) ve serotoninin aynı madde olduğu anlaşılmıştır.84, 85  

 Serotonin esansiyel bir amino asit olan L-triptofandan sentezlenen güçlü bir düz 

kas stimülanı ve vazokonstrüktördür. Serotonerjik nöronların aksonal terminalinde 

sentezlenir ve veziküller içerisinde depolanır. Uyaran geldiğinde bu veziküller 

içerisinden sinaptik aralığa salınır. Beyindeki serotonerjik nöronların büyük kısmı, 

raphe çekirdeği içerisine yerleşmiştir. Hücre stoplazmasına giren L-triptofan, triptofan 

hidroksilaz ile hidroksillenir ve 5-hidroksitriptofana dönüşür. 5-hidroksitriptofan, 

aromatik L-amino asit dekarboksilaz ile dekarboksillenir ve serotonin oluşur.86 

 Çeşitli biyolojik sistemlerde önemli role sahip olduğu bilinen serotonin, 

intestinal mukozada enterokromafin hücrelerde lokalize olup buradaki düz kasları 

uyararak gastrointestinal hareketi arttırır.86 

 SSS serotonerjik hücre gövdelerinin büyük kısmı beyin sapındaki üç bölgeden 

biri olan ponsun üst bölümünde, özellikle orta beyinde dorsal rafe çekirdeğinde, kaudal 

lokus sruleus, postrema alanı ve interpedinküler alanda bulunmaktadır.86 Geri kalan 

kısmı çeşitli fonksiyonlarda olan SSS’deki serotonerjik nöronlarda sentezlenir. 

Depresyon, sosyal fobi, şizofreni, obsesif kompulsif bozukluk, migren, hipertansiyon, 

yeme bozuklukları, bulantı ve kusma gibi birçok bozukluğun etiyolojisinde yer alır.87 

2.2.1 Serotonin Reseptörleri 

 Serotonin etkilerini kendine özgü reseptörleri üzerinden gösterir. Presinaptik ve 

postsinaptik hücre membranlarında bulunan farklı tipteki bu reseptörlerin uyarılması ile 

efektör hücre nöronları üzerinde çeşitli etkiler ortaya çıkmaktadır.88 

 Serotonin reseptörleri 7 alt aileden (5-HT1-7) oluşur89. Ligand-kapılı iyon kanalı 

olan 5-HT3 reseptörü90 dışındaki 5-HT1, 5-HT2, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6, 5-HT7 
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reseptörleri G proteinine bağlı membran proteinleri (GPCR) süperfamilyasına aittir.91 

GPCR’ler membranı geçen 7 hidrofobik bölge, 3 intraselüler, 3 ekstraselüler halkadan 

oluşan, amino terminali hücre dışında, karboksi terminali hücre içinde bulunan integral 

membran proteinleridir.92 Ekstraselüler alanlar, tipik olarak glikozillenir ve disülfit 

bağları oluşturarak konformasyonel yapıyı değiştiren sistein kalıntıları içerir. 

İntraselüler alanlar, G-proteinleri ve diğer regülatör proteinler ile etkileşen ve ayrıca 

farklı serin-treonin kinazlar tarafından fosforillenen bölgeler taşır.93 

 5-HT1 reseptörlerinin 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E ve 5-HT1F olmak 

üzere 5 alt tipi mevcuttur.89 

 5-HT1A reseptörleri SSS’de yoğun bir şekilde dağılmıştır. Rafe nukleusunda 

hücre uyarılmasını inhibe ederek etki göstermeleri ile birlikte aynı zamanda postsinaptik 

reseptörlerin limbik sistemlerde de varlığı gösterilmiştir.94
 

 5-HT1B ve 5-HT1D reseptörleri birbirlerine benzer olmakla birlikte tartışmalı 

bir konudur. Hem fonksiyonel özellikler hem de beyindeki lokalizasyonlarından dolayı 

5-HT1B ile 5-HT1D’nin tür homoloğu olduğu düşünülmektedir.95 

 5-HT1B reseptörleri, 6q13 insan kromozomu üzerinde bulunur ve bazal ganglia, 

striatum ve frontal korteks gibi SSS’de yer almaktadır. Bu nedenle de terminal 

otoreseptör görevi üstlendiği düşünülmektedir. Ayrıca glutamat, g-aminobütürik asid, 

nöradrenalin gibi nörotransmitterlerin salınımını kontrol eden terminal heteroreseptör 

olarak davranabilmektedir.96 

 5-HT1D reseptörleri, 1p34.3-p36.3 kromozomu üzerinde lokalizedir. 

Ekspresyon seviyeleri 5-HT1B reseptörlerine göre daha düşüktür.97-101 Bu reseptörler 

özellikle insan kalbinde bulunur.96  Ek olarak yapılan bazı immünositokimyasal 

analizler insandaki trigeminal gangliyonlarda 5-HT1B ve 5-HT1D reseptör 

immünoreaktivitesini göstermiştir.102 
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 5-HT1E reseptörü 6q14-q15 insan kromozomu üzerinde bulunan 365 aminoasitli 

bir reseptördür. İlk olarak insan frontal korteksi homojenatlarında tanımlanmıştır ve 

rekombinant hücre sisteminde adenilat siklaza negatif olarak bağlanır.103 

 5-HT1F reseptörü 366 aminoasit içerir ve 3p11 kromozomlarında lokalizedir. 

Ayrıca rekombinant hücre sisteminde adenilat siklaza negatif olarak bağlanır. 104 

 5-HT2 reseptörleri 5-HT2A, 5-HT2B ve 5-HT2C şeklinde 3 alttürden oluşur.  

Bu üç 5-HT reseptör alt türü Gq proteiniyle pozitif olarak kenetlenerek fosfolipaz-C ve 

fosfolipaz-A2 ile etkileşmektedir. Bu enzimlerin aktivasyonu ile inozitol fosfat ve hücre 

içi Ca+2 konsantrasyonu artar. Bu reseptörlerin stimulasyonu ise hücrede eksitasyona 

neden olur.105  

 5-HT2A reseptörleri, 13q14-q21 insan kromozomu üzerinde bulunur. Sıçan, fare 

ve insanlarda 471 amino asit ihtiva eder. Bu reseptörler yoğun olarak periferal ve santral 

dokularda,27 özellikle de korteks, klavstrum ve bazal ganglionlarda yer almaktadır. 5-

HT2A reseptör aktivasyonu ayrıca, kortikosteron, oksitosin, renin ve prolaktin gibi 

hormon salgısını stimüle eder.106 5-HT2A reseptörleri yüksek afiniteli durum ve düşük 

afiniteli durumda bulunabilirler. Normal şartlar altında bu denge düşük afiniteli durum 

yönünedir.107  

 5-HT2B reseptörleri, 2q36.3-2q37.1 insan kromozomu üzerinde bulunur. 5-

HT2B reseptör mRNA’sı kalp, böbrek, akciğer ve beyinde lokalizedir.96 Özellikle 

beyincik, lateral septum ve hipotalamus gibi bölgelerde 5-HT2B reseptör benzeri 

immünoreaktivitenin olduğu bilinmektedir.108 

 5-HT2C reseptörleri Xq24 insan kromozomunda lokalizedir.109 Bu reseptörler 

frontokortikal dopaminerjik ve adrenerjikler üzerine inhibitör bir etkiye sahiptir. 

Özellikle nöroendokrin fonksiyonlarda önemli derecede rol alırlar. 110-112  

https://www.seslisozluk.net/%28clasutra%29.-%C3%B6zduvar%2C-klavstrum-nedir-ne-demek/
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 5-HT3 reseptörleri fizyolojik özelliklerinden dolayı ligand-bağlı iyon kanalı 

reseptörleri süperfamilyası içinde sayılmaktadır.113 Bu reseptörler hem santral hem de 

periferik nöronlarda bulunur. Bu reseptörün insan homoloğu 11q23.1-q23.2 

kromozomlarında lokalizedir.114 

 5-HT4 reseptörü 5q31-33 insan kromozomunda lokalizedir.115 SSS’deki 

reseptörlerin gamma-aminobutirik asit, asetilkolin, serotonin gibi nörotransmitter 

salınımını modüle ettiği ve sinaptik transmisyonu geliştirdiği bilinmektedir.116 

 5-HT5 reseptörlerinin 5-HT5A ve 5-HT5B olmak üzere iki alt tipi vardır. 5-

HT5A reseptörü 7q361 insan kromozomunda bulunurken,86, 117-119 5-HT5B reseptörü ise 

2q11-q13 insan kromozomunda bulunur.86,119  

 5-HT6 reseptörü sıçan cDNA’sından klonlandıktan sonra insan geninde 

klonlanmıştır. İnsanda 1p35-p36 kromozom bölgesindedir. 120 Ayrıca sıçan ve insanda 

hipokampus, amigdala ve striatumda lokalizedir. 96 

2.2.2 5-HT7 Reseptörü 

 5-HT7 reseptörü sıçan, fare, guinea pig ve insan cDNA’sından klonlanmıştır. 

10q23.3-q24.4 insan kromozomunda lokalizedir. 5-HT7 reseptörünün insandaki formu 

445 aminoasid bulundurur. 

  5-HT7 reseptörlerinin talamus, hipotalamus, serebral korteks, amigdala ve dorsal 

rafede bulunduğu gösterilmiştir.121, 122 Serebellumda özellikle purkinje nöronlarında 

lokalizedir.123 Limbik sistem ve talamokortikal bölgelerde 5-HT7 bağlanma yerlerinin 

dağılımı duygusal rahatsızlıkların patofizyolojisinde olası bir rolü olduğu izlenimini 

uyandırmaktadır. Klozapin, risperidon gibi atipik antidepresanların 5-HT7 reseptörüne 

karşı yüksek afiniteye sahip olduğunun gözlemlendiği çalışmalar da bu hipotezi 

desteklemektedir.124 Ayrıca kronik antidepresan tedavisinden sonra 5-HT7 reseptör 
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regülasyonunda azalma meydana gelirken125, 126 akut fazdaki stres durumunda 5-HT7 

mRNA ekspresyonunun regüle olduğu gözlemlenmiştir.127 

  Periferde ise kan damarlarının özellikle pulmoner, koroner ve aort gibi128, 129 düz 

kas hücrelerinde bulunurken, gastrointestinal sistemde peristaltizm ile ilgili oldukları 

bulunmuştur.130 Yapılan çalışmalar 5-HT7 reseptörünün geniş bir damar dağılımına 

sahip olduğunu ve anestezi altındaki hayvanlarda önemli derecede kalıcı vazodilatör 

tepkilerden sorumlu olduğunu doğrulamıştır.131   

 Bütün bu özelliklerinin yanısıra 5-HT7 reseptörlerinin Gs-proteinler aracılığı ile 

siklik adenozin monofosfat oluşumunu pozitif olarak modüle ettiği gösterilmekle 

birlikte,132-134 bu yolağın kalmodulin ile uyarılmış adenilat siklaz aracılı aktivite ile 

olduğu düşünülmektedir.135 Ayrıca primer nöronal kültürlerde mitojen aktive protein 

kinaz ve ERK’yı aktive etme özelliğine sahiptir.136 
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1 Materyal  

3.1.1. Kullanılan Kimyasallar ve Reaktifler  

 Bu çalışmada SB269970 (CN:1612, Tocris Bioscience, United Kingdom); LP44 

(CN:2544, Tocris Bioscience, United Kingdom) ve glutamat (L-glutamic acid 

monosodium salt hydrate, G5889 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) kullanıldı. 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), hücre kültürü medyumu , fetal bovin 

serum, penisilin/streptomisin ve tripsin gibi reaktifler Gibco (Invitrogen Inc., Grand 

Island, New York, USA)’dan satın alındı.  

3.2 Metod 

3.2.1.  Hücre Kültürü ve Proliferasyon Analizi  

 Hücre proliferasyonu: 

 Çalışmamızda SH-SY5Y hücre hattı kullanılmıştır. SH-SY5Y hücreleri 

American Type Culture Collection (ATCC, USA)’dan satın alındı ve daha önceden 

laboratuvarımızda mevcut stoklardan çoğaltılarak kullanıldı. SH-SY5Y hücreleri  % 88 

DMEM, %10 FBS ve % 2 penisilin/streptomisin (100 U penisillin/mL, 100 mg 

streptomisin/ mL) içeren medyumda  % 95 nem, % 5 CO2 ve 37°C’li inkübatörde 

kültüre edildi. Tüm maddeler hücre kültürü medyumunda çözüldü. İlgili agonist ve 

antagonistlerin glutamat toksisitesine karşın hücre proliferasyonlarına olan etkileri 

label-free bir teknik olan XCelligence system (Roche Diagnostics, Indianapolis, 

Indiana, USA) ile ölçüldü.  

Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi (RTCA DP) ile Hücre Proliferasyonunun 

Belirlenmesi 

 Gerçek zamanlı hücre analiz sisteminde (RTCA DP) glutamatın SH-SY5Y 

hücrelerindeki toksik etkisine karşın 5-HT7 resptör agonist ve antagonisti olan LP44 ve 
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SB269970’in artan dozlarda koruyucu etkinliği proliferasyon yönünden incelendi. 

 RTCA DP, elektriksel empedans ölçerek hücre canlılığını tespit eden ve her 15 

dakikada bir hücrelerin proliferasyonundaki değişikliği takip edebilen gerçek zamanlı 

veriler oluşturur. Ölçüm için kullanılan plakların yüzey alanları 96 kuyucuklu plaklara 

benzemekle birlikte burada kullanılan plaklar 16 kuyucuklu olup tabanında altın kaplı 

empedans ölçebilen teknoloji ile donatılmıştır ve bu plaklara E-plak denilmektedir. E-

plaktan sistem tarafından alınan değerler, literatürde kabul edilen birimsiz ‘‘cell index 

(CI, hücre indeksi))’’ değeri olarak hesaplanır. Bu değer, hücreler E-plağın tabanını 

kaplayıp çoğaldıkça verilen elektriksel yanıtla paralel olarak artar. 

 Çalışmamızda ilk olarak her kuyucukta 5.000 hücre olacak şekilde hücreler 

ekildi. Glutamat uygulamasından 60 dakika önce 10-10M ile 10-5M aralığında artan 

konsantrasyonlarda hücrelere LP44 ve SB269970 uygulandı. Bu uygulamadan 60 

dakika sonra kuyucuklara hücre canlılığını değerlendirmek için glutamatın optimum 

toksisite konsantrasyonu olan 80 mM glutamat eklendi137 ve hücre proliferasyonları 72. 

saate kadar izlenip sonuçlar normalize hücre indeksi olarak sunuldu. Protein 

ekstraksiyonu ve mRNA ekspresyon seviyelerinin ölçümü için hücreler, 6 kuyucuklu 

plaklarda çoğaltıldı. 

3.2.2. Moleküler İncelemeler 

3.2.2.1 Real-time PCR 

 Total RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi 

 Total RNA, QIAcube (Qiagen)’de üreticinin tanımlarına göre RNeasy Mini 

Qiagen Kit ile elde edildi.  RNA örnekleri yüksek kapasiteli cDNA Ters-Transkripsiyon 

(RT) kit (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) ile komplementer DNA 

(cDNA) ters transkripte edildi. Daha sonra total 10 mL RNA; 2 mL 10X RT buffer, 0,8 

mL 25X deoksinükleotid mix, 2 mL 10X RT randomize primer, 1 mL MultiScribe ters 
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transkriptaz ve 4,2 mL dietilpirokarbonatlı su ile işleme tabi tutuldu. RT 120 dakika 

boyunca 370C’de, 10 dakika boyunca 250C’de tutulduktan sonra Veriti 96 kuyucuklu 

termal döngü (Applied Biosystems) kullanılarak 5 dakika boyunca 850C’de tutuldu. 

cDNA konsantrasyon ve özellikleri Epoch Spektrofotometre Sistemi ve Take3 Plate 

(Biotek, Winooski, Vermont, USA) kullanılarak sayıldı ve değerlendirildi. 

Gen ekspresyonunun relatif ölçümü 

 Relatif kaspaz 3 ve kaspaz 9 mRNA ekspresyon analizi SH-SY5Y RNA’sından 

sentezlenen cDNA kullanılarak StepOne Plus Real-time Polymerase Chain Reaction 

(PCR) sistem (Applied Biosystems) ile yapıldı. 

 Sonuçlar kontrol grubu ile karşılaştırıldı ve relatif kat olarak açıklandı. Her bir 

hücre grubundaki β-actin ekspresyon dataları endojen kontrol olarak kullanıldı. Her 

hücre grubu için her biri 20 ml reaksiyonda 9 mL cDNA (100 ng), 1 mL Primer Perfect 

Probe mix ve 10 mL QuantiTect Probe PCR master mix (Qiagen) kullanılarak 96 

kuyucuklu optik plakta her iki hedef için uygulandı. Plaklar 50°C'de 2 dakika, 95°C’de 

10 dakika ısıtıldı ve daha sonra 94°C'de 15 saniye, 60°C'de 60 saniye 40 siklus boyunca 

ısıtıldı. Tüm veriler 2-ΔΔCt metodu kullanılarak hücre gruplarının karşılaştırılan 

ekspresyonlarında kat değişimler olarak ifade edildi.138 

3.2.3.  Biyokimyasal İncelemeler  

3.2.3.1 SOD, GSH ve MDA Analiz Prosedürü  

 Her hücre lizatından alınan süperoksitdismütaz (SOD) aktivitesi, glutatyon 

(GSH) ve malondialdehit (MDA) seviyeleri modifiye metodlara göre enzime bağlı 

immunosorbent test okuyucu ile oda sıcaklığında iki defa ölçüldü. Her örnek ve 

standartın ortalama absorbansları hesaplandı, standart bir eğri ile çizildi ve standartların 

absorbansları için bir denklem elde edildi. Lineer SOD, GSH ve MDA 
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konsantrasyonları bu denkleme göre hesaplandı ve tüm veriler ortalama±standart sapma 

miligram protein başına olarak sunuldu. 

3.2.3.2. TNF-α  Analiz Prosedürü  

 Her hücre süpernatant ve standartından alınan TNF-α seviyeleri enzime bağlı 

immunosorbent test okuyucu ile yüksek spesifik insan TNF-α ELISA (Invitrogen) kit 

kullanılarak iki defa ölçüldü. 

3.2.3.3 Protein Tayini  

 Protein konsantrasyonları ticari protein standartları (Sigma Aldrich, Total 

protein kit-TP0300-1KT) kullanılarak Lowry metodu ile belirlendi.  

3.3. İstatistiksel Analiz 

 Tüm verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS 20.0 software programı (SPSS Inc, 

Chicago, Illinois, USA) kullanılarak One-Way ANOVA testine göre yapıldı. Gruplar 

arasındaki farklılıklar Tukey’in çoklu karşılaştırma testi kullanılarak belirlendi. Tüm 

sonuçlar ortalama±standart sapma olarak verildi ve 95% güven aralığında 0.05'in 

altındaki p değerleri, istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4.BULGULAR  

4.1 Hücre Proliferasyon Bulguları   

 SH-SY5Y hücre hattında glutamat ile indüklenen nörotoksisiteye karşı 5-HT7 

agonist ve antagonistinin etkilerini değerlendirdik. (Şekil 4.1 ve Şekil 4.2). Hücre 

canlılığını değerlendirmek için glutamatın optimum toksisite konsantrasyonu olan 80 

mM glutamat eklenmesi hücrelerde 24, 48 ve 72 saat için hücre canlılık oranlarını 

kontrol grubuna göre önemli derecede azalttı. Buna karşılık glutamat toksisitesinin 24, 

48 ve 72 saat sonra neden olduğu hücre canlılığındaki düşüşü 5-HT agonisti LP44’ün 

özellikle 10-10, 10-9, 10-8
 mM dozları başta olmak üzere tüm konsantrasyonlarında doza 

bağımlı olarak yükselttiği belirlendi. Ayrıca 5-HT agonisti LP44’ün hücre canlılığını 

artırıcı etkinliği hücre proliferasyonu çalışmasının 72. saatinde hücrelerden mikroskobik 

görüntü alınarak Şekil 4.3’te sunulmuştur. Fakat glutamat grubu ile karşılaştırıldığında 

5-HT antagonisti SB269970 uygulaması hücre canlılığında anlamlı ya da önemli bir 

farklılık göstermemiştir. 

 

Şekil 4.1. LP44 uygulanan hücrelerin canlılığı. Sonuçlar ortalama±standart sapma olarak sunuldu. 

*p˂0,05, ** p˂0,01, *** p˂0,001. 
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Şekil 4.2.  SB269970 uygulanan hücrelerin canlılığı. Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak 

sunuldu. *p˂0,05, ** p˂0,01, *** p˂0,001. 
 

 

 

Şekil 4.3. Kontrol grubu ve glutamat uygulanan grupların mikroskopik proliferasyon görüntüleri 
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4.2. Biyokimyasal Bulgular  

 Oksidatif stres parametreleri: SOD aktivitesi,  GSH ve MDA seviyeleri 

değerlendirildi. 

 Hücre kültürü medyumunda yapılan çalışmalara göre SOD aktivasyonu glutamat 

grubunda kontrol grubuna göre anlamlı olarak azaldı. Ayrıca glutamat grubu ile 

karşılaştırıldığında 5-HT agonisti LP44 uygulaması azalan SOD aktivasyonunu  

istatistiksel olarak anlamlı derecede artırırken 5-HT antagonisti SB269970 uygulaması 

SOD aktivasyonu üzerine anlamlı bir fark meydana getirmedi. (Şekil 4.4, p˂0,05)  

  

 
 

Şekil 4.4. SH-SY5Y hücrelerinde glutamat ile indüklenen nörotoksisite gruplarındaki ve kontrol 
grubundaki SOD aktivitesi üzerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuçlar ortalama ± standart 

sapma olarak sunuldu.  *p˂0,05, ** p˂0,01, *** p˂0,001,   δ p˂0,05, δδ p˂0,01, δδδ p˂0,001. (*: konrol 

grubuna göre,  δ : glutamat uygulanan gruba göre karşılaştırma) 
 

 Şekil 4.5’te sunulduğu gibi hücre kültürü medyumunda yapılan çalışmalara göre 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında glutamat uygulanan grupta GSH seviyesi önemli 

derecede azaldı. Glutamat uygulanan grup ile karşılaştırıldığında LP44 uygulaması 

azalan GSH seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı derecede artırdı. Ancak SB269970 
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uygulanan grup ile glutamat uygulanan grubun sonuçları benzer ölçülerdeydi. Glutamat 

ile oluşan oksidatif stres düzeltilememişti. (p˂0,05) 

  

 

Şekil 4.5. SH-SY5Y hücrelerinde glutamat ile indüklenen nörotoksisite gruplarındaki ve kontrol 
grubundaki GSH seviyesi üzerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuçlar ortalama ± standart 

sapma olarak sunuldu.  *p˂0,05, ** p˂0,01, *** p˂0,001, δ p˂0,05, δδ p˂0,01, δδδ p˂0,001. (*: konrol 

grubuna göre,  δ : glutamat grubuna göre karşılaştırma) 
 

 Yine hücre kültürü medyumunda yapılan çalışmalara göre kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında glutamat uygulanan grupta SB269970 uygulanan grupta MDA 

seviyelerinin anlamlı derecede arttığı belirlendi. Ayrıca glutamat uygulanan grup ile 

karşılaştırıldığında; SB269970 uygulaması benzer sonuçları verirken, LP44 uygulaması 

artan MDA seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı derecede azalttı. (Şekil 4.6, p˂0,05) 
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Şekil 4.6. SH-SY5Y hücrelerinde glutamat ile indüklenen nörotoksisite gruplarındaki ve kontrol 

grubundaki MDA seviyesi üzerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuçlar ortalama ± standart 

sapma olarak sunuldu. *p˂0,05, ** p˂0,01, *** p˂0,001, δ p˂0,05, δδ p˂0,01, δδδ p˂0,001. (*: konrol 

grubuna göre,  δ : glutamat grubuna göre karşılaştırma) 
 

 

İnflamatuvar parametreler: Tüm gruplardaki SH-SY5Y hücrelerinin TNF-α 

seviyeleri analiz edildi. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında glutamat uygulanan 

gruptaki hücrelerin TNF-α seviyelerinde istatistiksel olarak önemli bir artış vardı. 

Ayrıca glutamat uygulanan grup ile karşılaştırıldığında; 5-HT7 antagonisti SB269770 

uygulanan grup hücrelerinin TNF-α seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

gözlemlenmezken 5-HT7 agonisti LP44 uygulaması artan TNF-α seviyelerini 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşürdü. (Şekil 4.7, p˂0,05) 



 

 

24 

 

 

Şekil 4.7. SH-SY5Y hücrelerinde glutamat ile indüklenen nörotoksisite gruplarındaki ve kontrol  

grubundaki TNF-α seviyesi üzerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuçlar ortalama ± standart 

sapma olarak sunuldu. *p˂0,05, ** p˂0,01, *** p˂0,001, δ p˂0,05, δδ p˂0,01, δδδ p˂0,001. (*: konrol 

grubuna göre,  δ : glutamat grubuna göre karşılaştırma) 

 

4.3.  Moleküler Bulgular  

 Apoptotik parametreler: Tüm gruplardaki SH-SY5Y hücrelerinin kaspaz 3 ve 

kaspaz 9 gen ekspresyon seviyeleri Real-time PCR ile analiz edildi. Kaspaz 3 ve kaspaz 

9 mRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna göre glutamat uygulanan grupta önemli 

derecede daha yüksekti. Ayrıca glutamat grubu ile karşılaştırıldığında; 5-HT7 agonisti 

LP44 uygulaması artan kaspaz 3 ve kaspaz 9 mRNA ekspresyon seviyelerini 

istatistiksel olarak anlamlı derecede azaltırken 5-HT7 antagonisti SB269970 uygulaması 

önemli bir fark meydana getirmedi. (Şekil 4.8 ve Şekil 4.9, p˂0,05) 
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Şekil 4.8 SH-SY5Y hücrelerinde glutamat ile indüklenen nörotoksisite gruplarındaki ve kontrol 

grubundaki kaspaz 3 mRNA ekspresyonu üzerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuçlar 

ortalama±standart sapma *p˂0,05, ** p˂0,01, *** p˂0,001, δ p˂0,05, δδ p˂0,01, δδδ p˂0,001. (*: konrol 

grubuna göre,  δ : glutamat grubuna göre karşılaştırma) 
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Şekil 4.9 SH-SY5Y hücrelerinde glutamat ile indüklenen nörotoksisite gruplarındaki ve kontrol 

grubundaki kaspaz 9 mRNA ekspresyonu üzerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuçlar 

ortalama ± standart sapma olarak sunuldu. *p˂0,05, ** p˂0,01, *** p˂0,001, δ p˂0,05, δδ p˂0,01, δδδ 

p˂0,001. (*: konrol grubuna göre,  δ : glutamat grubuna göre karşılaştırma) 
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5.TARTIŞMA 

Çalışmamızda SH-SY5Y hücre hattında glutamat ile indüklenen nörotoksisiteye 

karşı 5-HT7 reseptörlerinin rollerini ve agonist/antagonist uygulamasının muhtemel 

etkilerini inceledik. 

Çalışmamızın sonuçlarına baktığımızda ise glutamat ile indüklenen 

nörotoksisite’de 5-HT7 reseptörlerinin ekspresyonlarında anlamlı değişiklikler olduğu 

tespit edilmiştir. Çalışmamızın ikince aşamasında ise aynı modelde uyguladığımız 5-

HT7 reseptör agonisti LP44, glutamat toksisitesine karşı güçlü nöroprotektif etki 

göstermiştir. Bu nöroprotektif etkileri; a) antioksidant aktivasyon ve oksidatif stres 

inhibisyonu, b) 5-HT7 reseptörlerinin nöroprotekifliği ve TNF-α aktivasyonunun 

glutamat indüksiyonunu engellemesi, c) kaspaz 3 ve kaspaz 9 inhibisyonu ile ilişkili 

olabileceği moleküler çalışmalar ile gösterilmiştir. 

Çalışmamızda ilk olarak in vitro hücre proliferasyon analizleri ile hücre 

canlılığını gösterdik. Sonuçlarımıza göre; 5-HT7 agonisti LP44 neredeyse uygulanan 

tüm dozlarda glutamata karşı hücre canlılığını korumuştur.  Fakat 5-HT7 antagonisti 

SB269970 uygulaması ise glutamat nörotoksisitesine karşı koruyucu bir etki meydana 

getirmemiştir. 

5-HT7 reseptörlerinin nöroprotektif etkisini hücre canlılık testinde ispatladıktan 

sonra muhtemel etki mekanizmalarını; GSH, SOD, MDA, TNF-α , kaspaz 3 ve kaspaz 9 

gibi alt proteinlerinin yanı sıra oksidatif stres, enflamasyon ve apoptoz üzerinden 

incelemeye odaklandık. 

 Önceki çalışmalarımızda 5-HT7 reseptörlerinin pençe ödemi olan sıçanlarda 

gelişen akut enflamasyon ve sepsis gibi sistemik enflamatuar olaylarda çok önemli 

rollerinin olduğunu göstermiştik.9, 10 Bu çalışmamızda 5-HT7 reseptörlerinin agonist ile 

stimülasyonunun bir sonucu olarak enflamatuar sitokinlerde ve oksidan parametrelerde 
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düzelme gözlenmiştir. Ayrıca deneysel çalışmalarda 5-HT7 reseptörlerinin bazı 

enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu modüle ettiği gösterilmiştir.8 Bu çalışmalar da 

serotoninin 5-HT7 reseptörleri aracılığı ile antioksidant ve antienflamatuar etkilerinin 

varlığını desteklemektedir. 

 Glutamat ile indüklenen nörotoksisite oksidatif stres kaynaklı nörotoksisitenin 

önemli bir mekanizmasıdır.139-141  Hücre dışı glutamat seviyesinin fazlalığı antiport 

sitemin inhibe edilmesi ile sistin geri alınımını engeller. GSH prekürsörü olan sistin 

alınımının inhibisyonu intrasellüler GSH seviyelerinde önemli derecede azalışa sebep 

olur ve buna bağlı olarak hücrelerde oksidatif stres indüklenir.142, 143 Hücresel 

savunmada oksidatif strese karşı antioksidan enzimler yararlı olduğu için antioksidan 

kullanımı, oksidatif hasar durumunda etkili bir tedavi yöntemi sunabilir.144 SOD, 

katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-px) ve glutatyon redüktaz (GR) oksidatif stresin 

önemli göstergeleridir. Çalışmamıza geri dönersek glutamat uygulanan grup ile 

karşılaştırıldığında, 5-HT7 agonisti LP44 uygulaması glutamat ile indüklenen MDA 

seviyesini azaltırken, SOD aktivitesini ve GSH düzeyini önemli ölçüde artırmıştır. 

Ancak 5-HT7 antagonisti SB269970 uygulaması ile bu olumlu etki gösterilememiştir. 

Bu sonuçlar bize 5-HT7 agonisti LP44 uygulamasının glutamat uygulanması sonucu 

oluşan nörotoksisite ve artmış oksidatif stresi azalttığını göstermektedir. 

 Oksidatif stres ve sitokinler, özellikle de TNF-α arasında güçlü bir ilişki 

vardır:145 Artan TNF-α seviyesi oksidatif strese yol açar. Önceki çalışmalar TNF-α ile 

oksidatif stresin azalması arasında iyileşme sürecinde birbirlerine paralel bir ilişkinin 

varlığını göstermiştir.146 Bu nedenle, 5-HT7 reseptörü ve TNF-α  aracılığı ile oksidatif 

stresin azalması arasındaki ilişkiyi inceledik. Proenflamatuar sitokinler 

nöroenflamasyonun hem kilit medyatörleri hem de anahtar aracılardır147, 148 ve nöronal 

hasara yanıt vermede önemli bir role sahiplerdir.149 Güçlü kanıtlar glutamat tarafından 
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uyarılan proenflamatuar sitokinlerin nöronal hastalıkların ilerlemesi ve patofizyolojisi 

ile ilgili olduğunu göstermektedir.150 SH-SY5Y hücrelerine glutamat uygulanmasından 

sonra TNF-α ekspresyonunun önemli derecede arttığını ve 5-HT7 agonisti LP44 

uygulamasının bu nöroenflamatuar olayları önlediğini gözlemledik. Bu bağlamda, 5-

HT7 reseptörleri antioksidan ve antienflamatuar özellikler sergilemektedirler. Ayrıca 

glutamat ile indüklenen nörotoksisiteye karşı koruyucu bir etkiye sahip olduklarını da 

söyleyebiliriz. 

 Son olarak, glutamat toksisitesi sonucu nöronal hücre ölümüne neden olan 

apoptotik proteinlerin ekspresyon seviyesini değerlendirdik. Yapılan bir çalışmada 5-

HT7 ile indüklenen ERK fosforilasyonu ve nükleer faktör kappa-β aktivasyonunun 5-

HT7 reseptörünün stimülasyonu aracılığı ile meydana geldiği gösterilmiştir.
11 Bu sinyal 

yolağının aktivasyonu 5-HT’nin antiapoptotik etkisi ile ilişkili olabilir. 

 Ayrıca Zhang ve ark. 5-HT7 agonistlerinin kaspaz 3 inhibisyonu ile 

hipokampal nöronlarda sevofluran ile indüklenen amneziye karşı antiaptotik bir etkiye 

sahip olduklarını göstermişlerdir.12   

 Glutamat uygulaması apoptoz ile nöronal hücre ölümüne sebep olan kaspaz 

protein kaskadlarını aktive eder. Kaspazlar apoptotik yolakları düzenleyen temel 

proteinlerdir. Bu apoptotik yolaklar ise başlatıcı ve efektör kaspazların (kaspaz 3 ve 

kaspaz 9) aktivasyonuna sebep olan sitokrom c salınımını ve mitokondriyal geçirgenliği 

tetikleyebilmektedir.151 Ayrıca ROT, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivasyonu ile apoptoza 

öncülük edebilir. Kaspaz 9, apoptozu başlatır ve pro-kaspaz 3’ü bölerek aktif kaspaz-

3’ü meydana getirir. Kaspaz 3,  hücre ölümüne sebep olan apoptozun sonraki 

aşamasında apoptotik sonlandırıcı olarak rol alır. 

 Bütün bu bilgiler ışığında sonuçlarımız; kontrol grup ile karşılaştırıldığında 

glutamat uygulanan grubun kaspaz 3 ve kaspaz 9’un ekspresyonunu artırdığını gösterdi. 
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Ayrıca glutamat uygulanan grup ile karşılaştırıldığında 5-HT7 agonisti LP44 

uygulamasının kaspaz 3 ve kaspaz 9 ekpresyonunu anlamlı derecede azalttığı ve 

normale yaklaştırdığı görülmüştür. Yalnız yine glutamat uygulanan grup ile 

karşılaştırıldığında antagonist SB269970 uygulanan grupta kaspaz 3 ve kaspaz 9’un 

ekspresyonu değişememiştir. Bu sonucalar da bize glutamat ile indüklenen hücre 

ölümünün 5-HT7 agonisti ile geri döndürüldüğünü gösterirken sitoprotektif etki 

oluşmuştur. Artan oksidatif yük kaspaz sistemini aktif hale getirirken 5-HT7 agonisti 

LP44 uygulaması ile hücre hasarı azalmış, oksidan/antioksidan denge düzelmiş, bu 

düzelme ise doğrudan kaspaz sistemini inhibe ederek nöron hücrelerini korumuş 

olabilir. 

 Aynı zamanda yukarıda belirtildiği gibi, artan TNF- α seviyeleri ile kaspaz 3 

ve kaspaz 9 arasında güçlü bir bağlantı vardır.  Kaspaz proteinlerinin seviyesinin 

azalması TNF-α’nın inhibitör etkilerine ve buna bağlı olarak da oksidatif stresin 

iyileşmesine sebep olur. 

 Bu bulgularımızı bir araya getirdiğimizde 5-HT7 reseptörlerinin glutamat ile 

indüklenen nörotoksisite üzerine önemli bir role sahip olabileceğini akla getirmektedir. 

Selektif agonistler aracılığı ile 5-HT7 reseptörlerinin aktivasyonu oksidatif stresi 

engellemiş, proenflamatuar sitokinleri inhibe etmiş ve kaspaz 3 ve kaspaz 9 gen 

ekspresyonunun düzenliliğini azaltarak antiapoptotik etki meydana getirmiştir. 

 Glutamat toksisitesi üzerinden baktığımzda ise 5-HT7 reseptörlerinin 

nörodejeneratif hastalıkları engellemek için faydalı olabileceğini yalnız bu 

çalışmakların daha detaylı deneysel ve klinik çalışmalar ile desteklenmesi gerektiğini 

söyleyebiliriz. 
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6.SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamız, 5-HT7 reseptörlerinin SH-SY5Y hücrelerindeki nörotoksisite 

hasarını önlemede bir savunma mekanizması gibi çalıştığını ve toksisite durumunda 

aktive olduğunu ortaya koymaktadır. Hem biyokimyasal hem de moleküler bulgular da 

bu durumu desteklemektedir. 

Bu çalışma sonucunda 5-HT7 reseptörleri, glutamat ve/veya diğer maddeler ile 

indüklenen nörotoksisitenin hem mekanistik çalışmaları, hem de tedavi süreci için yeni 

hedefler olarak ortaya konulacaktır. Böylece sadece bizim çalıştığımız agonist değil 

yeni geliştirilecek birçok 5-HT7 reseptör agonisti madde potansiyel nöroprotektif ilaç 

ham maddesi olarak araştırılabilecektir. 
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