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OZET

5-HT Reseptor Agonist ve Antagonistlerinin Iinsan Néroblastoma Hiicre
(SH-SY5Y) Hattinda Glutamat ile indiiklenen Norotoksisite ve
Hiicre Oliimiindeki Rolii

Amag¢: Glutamat SSS’de ana uyarici nérotransmitter olmasina ek olarak ayni
zamanda onemli bir noérotoksindir. Glutamat ndrotoksisitesini aydinlatan fazla arastirma
olmamakla beraber farkli mekanizmalarin rolii diisiiniilmektedir. Serotonin, SSS’de rol
alan ve etkilerini reseptorleri {izerinden gosteren onemli bir nérotransmitterdir. Bu
calismanin amaci; glutamat ile indiiklenen ndrotoksisite modelinde 5-HT7 reseptor
agonist ve antagonistinin SH-SY5Y hiicre hattinda glutamat ile indiiklenen nérotoksisite
modelindeki roliinii incelemektir.

Materyal ve Metot: Glutamatin optimum toksisite konsantrasyonu olan 80 mM
glutamat kullanildi. Hiicrelere glutamat uygulamasidan 60 dakika once artan
konsantrasyonlarda LP44 ve SB269970 uygulandi. Hiicre proliferasyonu xCelligence
sistemi ile Ol¢iildii.

Bulgular: LP44 uygulamasi, 24, 48, ve 72. saatlerde zamana bagli olarak tim
konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 6nemli derecede artirdi. LP44 uygulamasi GSH
seviyesinde ve SOD aktivitesinde artiga sebep olurken, MDA diizeylerinde ise dnemli
bir azalmaya neden oldu. Ayrica LP44 uygulamasi kaspaz 3 ve kaspaz 9 mRNA
ekspresyonlari iizerine inhibitor etki meydana getirken TNF-a seviyelerini diizeltmistir.
Ancak glutamat grubu ile karsilagtirildiginda SB269970 uygulamasi oksidatif stres,
enflamasyon ve apoptozise kars1 dnemli bir etki meydana getirmedi.

Sonu¢: Bu bulgular, glutamatin sebep oldugu norotoksisitede 5-HT7
reseptOrlerinin 6nemli bir rol oynayabilecegini ve 5-HT7 reseptdr agonistlerinin bu
toksik etkiyi geriye donderebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Glutamat, Norotoksisite, SH-SY5Y, 5-HT, 5-HT7



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, it 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



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AMPA: a-amino-3-hidroksi-5metil-4izoazolepropionik asit
ERK: ekstraselliiler sinyal diizenlenir kinaz
GSH: Glutatyon

GPCR: G proteinine bagli membran proteinleri
5-HT: 5-hidroksitriptamin, serotonin

iGluR: Iyonotropik glutamat reseptorleri

MDA: Malondialdehit

mGIuR: Metabotropik glutamat reseptorleri
NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NMDA: N-metil-d-aspartat

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

SOD: Siiperoksitdismiitaz

SSS: Santral sinir sistemi

TCA: Asetil Co-A tri-karboksilik asit

TNF: Timor nekroz faktor
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1. GIRIS

Glutamat santral sinir sisteminde (SSS) ana uyarici norotransmitter olmasina ek
olarak ayn1 zamanda &nemli bir norotoksindir.™ 2 Epilepsi, alzheimer, parkinson, travma
ve inme gibi beyin hastaliklarinda hiicre dis1 ortama salinan glutamat ve aspartat gibi
uyarict aminoasitler noronal hasar ve dejenerasyondan sorumlu tutulmaktadir. Hiicre
dis1 ortamda glutamatin artmasi astroglial hiicrelerin sismesine neden olur ve
astrositlerin par¢alanmasina Onciilik eden bir dizi yikict olayr baglatmaktadir.
Norodejeneratif hastaliklar sonrasi, noronlarin yasamini siirdiirmesi ve iyilesmesinde
astrositlerin ¢ok dnemli yeri vardir.®> Astrositlerde meydana gelen hasar SSS’de daha
ileri kayiplara neden olabilmektedir. Bu yiizden astrositlerin 6liimiinde sorumlu
mekanizmalari belirlenmesi, bu mekanizlara karsi koruyucu stratejilerin gelistirilmesi
son derece ilgi cekicidir. Yapilan calismalar glutamatin ndron hiicre kiiltiirlerinde
NMDA reseptor situmiilasyonlarii artirarak hiicre i¢i kalsiyum dengesini bozdugunu
ve oksidatif stresi artirarak ndrotoksisite olusturdugunu gostermistir.* Glutamat
norotoksisitesinin erken fazinda salinan reaktif oksijen tiirlerini (ROT) yakalamak igin
sitokrom ¢ salinmakta ve kismi olarak glutamat norotoksisitesi Onlenmeye
calisiimaktadir.’ Glutamat norotoksisitesinin ilerleyen fazinda ROT salmimu arttig: igin
hiicre bunu tolere edemez ve fonksiyonel bozukluklar meydana gelmeye baslar. Bunun
sonucunda mitokondriyal hasar meydana gelir ve hiicre apoptoza ugramaktadir.®
Hiicrelerin glutamat norotoksisitesinden korunmasina yonelik yeni stratejilerin
gelistirilmesi norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢cin de yeni stratejiler olarak
kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Vazoaktif bir amin olan serotonin (5-HT) agri, istah, duygu durum ve uyku gibi
davranis ve psikolojik olaylarda rol alan énemli bir nérotransmitterdir.” Ayrica yapilan

deneysel c¢alismalar sonrasinda 5-HT7 reseptorlerinin bazi enflamatuar sitokinlerin



ekspresyonlarmi modiile ettigi de gosterilmistir.? Anabilim dalimizda yapilmis olan
daha onceki ¢alismalarda sepsis gibi sistemik bir enflamatuar hadisede ve penge 6demi
olusturulmus ratlarda gelisen akut enflamasyonda 5-HT7 reseptorlerinin ¢ok onemli
rollere sahip oldugu gosterilmistir.® 1° Bu ¢alismalarda 5-HT7 reseptdrlerinin agonist ile
uyarilmasi sonucunda enflamatuar sitokinlerde ve oksidan parametrelerde diizelme
gbzlenmistir. Bu ¢alismalar serotoninin 5-HT7 reseptorleri tizerinden antienflamatuar ve
antioksidan etki ortaya koydugunu gostermektedir. Ayrica serotoninin 5-HT7 reseptor
yolu ile ekstraselliiler sinyal diizenlenir kinaz (ERK) fosforilasyonunu indiikledigi ve
niikleer faktdr kappa B aktive ederek apoptozisi dnledigi gosterilmistir.!! Yine yapilan
bir ¢alismada sevofluran ile indiikkelenen amnezide hipokampal néronlarda meydana
gelen apoptozisi 5-HT7 reseptor agonisti kullanarak onlendigi ve bu etkisinin caspase 3
inhibisyonu ile gergeklestirdigi gosterilmistir.> Bu ¢alismalar 5-HT7 reseptorlerinin
antiapoptotik etkinlige de sahip oldugunu gostermektedir.

Tim bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizin amact glutamat ile indiiklenmis
norotoksisite modelinde 5-HT7 reseptorlerinin rollerini ortaya koymaktir. Ayni
zamanda 5-HT7 reseptorlerinin glutamata bagli gelisen toksisite tizerindeki muhtemel
etkilerini oksidatif stres, enflamasyon ve apoptoz ile iliskili yolaklar {izerinden

gostermektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Glutamat

Glutamat, beyindeki en 6nemli eksitator norotransmitter olmakla birlikte uyari
iletiminin 6nemli bir bolimiinden sorumludur. Ayrica memeli SSS’sinde 6grenme,
bellek fonksiyonlar1, sinaptik plastisite gibi ¢esitli fizyolojik olaylar1 diizenlemede
onemli bir role sahiptir.t31°

Glutamat, SSS’deki noronlar ve glia hiicrelerinde bulunmaktadir. Glutamat,
Kreps dongiisii ara {irlinlerinden a-keto glutaratin indirgeyici aminasyonu ile
olugsmaktadir. Bu tepkime geri doniisiimliidiir ve daha sonraki metabolizma ise sitrik
asit dongiisii ile meydana gelmektedir. Glutamaterjik noronlar bilginin sifre edilmesi,
bellek olusumu ve kullanilmasi, uzaysal tanima ve bilincin siirdiiriilebilmesi gibi 6nemli
birgok hayati goérevi tasimaktadir. Glutamat ayn1 zamanda 6nemli bir ndrotoksindir.
Hipoksik hasar, hipoglisemi, inme, epilepsi, depresyon ve parkinson ile iliskili
durumlarda glutamat reseptorlerinin asir1 uyarimi s6z konusudur. Hasar ve glutamat
reseptorlerinin asir1 uyarilmasi arasinda oldukca giiclii ve dnemli bir baglant: vardir,6-2
2.1.1 Glutamat Reseptorleri

Glutamat, etkisini glutamat reseptorlerini uyararak gosterir. Farmakolojik ve
elektrofizyolojik ozelliklerine gore iki farkli gutamat reseptor grubu vardir. Birincisi
iyonotropik glutamat reseptorleri (iIGIUR), ikincisi ise metabotropik glutamat
reseptorleridir (MGIUR). Kompetitif agonist ve antagonistler, pozitif ve negatif
modiilatorler gibi selektif ligandlara sahip olmalart glutamat reseptorlerinin
fonksiyonlarinin aragtirilmasinda énemli bir role sahiptir.?

Plazma membrani iizerine yerlesmis halde bulunan iGluR’larin N-terminali hiicre

disinda olup glutamat baglarken, hiicre iginde bulunan C-terminali ise protein baglayan

kisimlar1 ve c¢oklu fosforilasyon bdlgeleri ile noronal iletiyi kontrol ederler. Ayrica



iyonlarin hiicre igi ile hiicre disi arasinda giris ¢ikislarini saglarlar. Biitiin iGluR’lar

+25

katyonlara gegirgenlik gosterirken Na* ve Ca**’a karsi gecirgenlikleri reseptor alt
birimlerine gore farklilik gosterir. Glutamat aktif haldeki reseptoriine baglandiginda
iyon akis1 gergekleserek noronal eksitasyona neden olur.??

iGluR’larin kendi selektif uyaranlarimin adlarmi tasiyan N-metil-d-aspartat
(NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metil-izoazolepropionik asit (AMPA) ve 2-karboksi-3-
karboksimetil-4-izopropenilpirrolidin (Kainat) olmak iizere ii¢ 6nemli tipi vardir.?

NMDA reseptorii, serebral iskemi sonrasi hiicre 6liimii dahil néronal patolojide®
ve hipokampusda uzun siireli potansiyasyon iceren néron modiilasyonunda rol oynar.?*
NMDA reseptorii ¢esitli endojen ligandlara sahiptir. Glutamatin yanisira voltaja bagiml
kanallar1 bloklayan Mg*? ve kanallarin agilmasindan sorumlu olan glisin igerir.?® iki
degerlikli antagonist ise Zn*?‘dur ve bloklamada gorevlidir.?® Kanal aktivitesinin
eksojen modiilatorleri, pensiklidin % ve etanol gibi%® psikoaktif ajanlar ve norotoksinler
icerir.%’

NMDA reseptorlerinin ¢esitli alt birimleri klonlanmigtir: NMDAR1 (NR1),
NMDAR2A, NMDAR2B, NMDAR2C ve NMDAR2D. NMDA reseptorleri yiiksek Ca*?
gecirgenligine ve yavas kinetige sahiptirler.

AMPA reseptorleri; GIuR1, GluR2, GIuR3 ve GluR4 olmak iizere dort alt tipten
olusur. Bu reseptérler yavas Ca*? gegirgenligine ve hizli kinetige sahip olup hizli sonlanan
depolarizasyona neden olur.®® Ayrica Na*, K* ve H* i¢in daha segicidirler. Hizl1 eksitator
sinaptik gegiste rol oynarlar.2%3!

Kainat reseptorleri; GIuR5, GIuR6, GIuR7, KAl ve KA2 olmak iizere 5 alt
birimden olusur. Bu reseptorlerin uyarilmasi uzun siireli, desentize olmayan yanitlara
21,32

sebep olmaktadir.

Metabotrobik Glutamat Reseptorleri



Glinimiizde metabotrobik glutamat reseptorlerinin (MGIUR) sekiz iiyesi
(mGIuR1-8) belirlenmistir. Farmakolojik 6zellikler, dizilim ve ikinci haberciye
baglanma 6zelliklerine gére mMGIUR’lar ti¢ boliime ayrilirlar.

1.grup: mGIuR1 ve mGIuR 5

2.grup: mGIluR2 ve m GIuR3

3.grup: mGIuR 4, mGIluR6, mGIluR7, mGIuR8

1.grup mGIluR’lar; Gq yardimu ile fosfolipaz C’ye baglanarak aktivasyona sebep
olur. 2.ve 3.grup mGIuR’lar ise Gi yardimiyla adenilat siklaz aktivitesini inhibe eder %3

Heteromerik G proteini Py alt initelerinin uyarilmasi, iyon kanali aktivitesi
modiilasyonu ve intraseliiler ikinci haberci yolu ile MGIUR’da uyar1 meydana gelir.34-%
Retina yerlesimli mGluR6 disinda®” ® tiim mGluR’lar memelilerin SSS’sinde hem glial

hem de noronal hiicrelerde yerlesmistir.>®

mGIuR’lar ayrica nosiseptif sistem ve
periferik sinir sisteminde de lokalizedir.® 3° Noronlarca eksprese edilen 1.grup
mGluR’lar agirlikli olarak postsinaptik somatodendritik alanlarda yerlesirken, 2. ve 3.
grup mGluR’lar postsinaptik aksonal alanda ve aksonal terminallerde yerlesiktir.>®
2.1.2 Glutamat Salininm

Beyinde, kandan ayirarak beynin hiicre digi ortaminin igerigini kontrol altinda
tutulmasini saglayan kan-beyin bariyeri vardir. Beynin damar endotel hiicreleri bir¢cok
maddeye gecirgen olmayip aktif tasima mekanizmalari olduk¢a sinirlidir. Glikoz ise
sistemik dolagimda biiyiikk oranda bulunan tek enerji kaynagidir ve kolayca kan-beyin
bariyerini gegebilmektedir. Serumda bulunan glutamat ise SSS’ye gecemedigi i¢in
SSS’deki glutamat bu bolgede sentezlenmektedir. Noron ve astrositlerin her ikisi de

glukozu glikoliz olay ile piruvata doniistiirebilmektedir. Sonra piruvattan asetil Co-A

elde edilmektedir. Asetil Co-A tri-karboksilik asit (TCA) dongiisii ile CO2 ve H20’ya



kadar indirgenebilir. TCA dongiisii sirasinda olusan a-keto glutarat alanin ile
transamine edilerek glutamat elde edilmektedir.*°
2.1.3 Glutamat ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, ¢ekirdek membraninda ve endoplazmik retikulumda yer alan
serbest radikaller araciligi ile meydana gelmekte ve norodejenerasyon olusumunda
onemli bir rol oynamaktadir.

Reaktif oksijen tiirlerinden stiperoksit radikal, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikali mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile molekiiler oksijenin suya
rediiksiyonu sirasinda meydana gelmektedir. Uretilen serbest radikaller; enzimlerde
yasa bagli fonksiyon kaybi, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivasyonu, beta amiloid birikimi
ve kalsiyum akimmin artisina neden olur.** Kalsiyum ile fosfolipaz A2 nin aktive olmasi
sonucu arasidonik asitten lipooksijenaz ve siklooksijenazlar araciligi ile eikonazoidler
olusurken siiperoksit anyonu meydana gelir.*? Diisiik konsantrasyonlarda bile bu anyon
ndronlara toksik etki yapar.*® Arasidonik asit metabolizmast sirasinda olusan bu serbest
oksijen radikalleri fosfolipaz A aktivasyonu ile pozitif geri bildirim yapar.4-
Aragidonik asit metabolizmasi sirasinda nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) oksidaz stimiilasyonu ile de serbest radikaller olusur.*’ Kalsiyumun NOS’u
aktive etmesi ile olusan nitrik oksit (NO)*, O2 anyonu ile reaksiyona girerek
peroksinitrit anyonu olusturur ve bunun ayrismasi ile OH™ radikali olusarak noron
olimii meydana gelir.*> % Oksidatif fosforilasyon da NO tarafindan inhibe edilir.*®
Enerji eksikligi ve yiiksek hiicre i¢i Ca*? durumlarinda ksantin dehidrojenaz Ca**a
bagimli proteazlarca ksantin oksidaza gevrilir.>

Hipoksantin ve ksantinin ksantin oksidaz etkisi ile tirik asite doniistiiriildiigi

reaksiyonlarda O anyonu olusur. H2O2’den ¢ok reaktif olan OH- radikali olusumu Fe*?



iyonlar1 varliginda fenton reaksiyonu ile hizlandirilir. Laktik asit artttkca Fe*? hiicre
depolaridan salinir ve fenton reaksiyonunu saglar.>

Ayrica serbest radikaller hiicre zar yapisim1 bozarak hiicre biitiinliigiiniin ve
islevlerinin kaybolmasina sebep olur.>?

Ek olarak yapilan in vitro ¢aligmalar, oksijen radikalleri olusumunun glutamat
stimiilasyonu ile iliskili olan noronlarla etkilestiklerini gostermistir. Olusan serbest
radikaller, hem glutamat salinimmna hem de geri aliniminin baskilanmasina Yol
acarlar.*

2.1.4 Glutamat ve Apoptoz

Olmeye programlanmis hiicrelerin kendi niikleer DNA’larmni, niikleer ve
sitoplazmik proteinlerini pargalayacak enzimleri aktive eden hiicre 6limii yolagi
apoptoz olarak tamimlanmaktadir. Hiicrenin plazma membrani tomurcuklanmasina
ragmen yapisal olarak biitiinliigii bozulmaz. Olii hiicre; igerigi disar1 sizmadan hizlica
temizlenir ve bu nedenle apoptotik hiicre 6liimii nekrozdan farkli olarak konakta
enflamatuar reaksiyona yol agmaz. Normal fizyolojik kosullarda organizmada apoptoz
birgok durumda meydana gelmektedir. Apoptoz, istenmeyen ya da potansiyel olarak
zararl hiicreleri ve kullanilir olma siiresini agsmis hiicreleri ortadan kaldirmaya hizmet
eder. Ayni hasarin 6zellikle hiicrenin DNA’simi1 etkilemesi gibi durumlarda hiicreler
onarilamayacak olciide zarar gordiikleri icin bu hiicreler elimine edilir.>® Fetal yasam
sirasinda hiicrelerin biiylik kism1 embriyonal dénemdeki temel hiicre 6liim sekli olan
apoptoz ile ortadan kaldirilir. Hiicre ¢ekirdeginde DNA hasar1 tamir edilemeyecek
boyuta geldiginde apoptoz programlar aktive olabilir.>* %

Apoptozu baslatan genler, Oliim sinyallerini hiicre disinda bulunan G6liim
reseptorleri aracilig ile hiicre icine iletirler. Oliim reseptorleri, timor nekroz faktdr

(TNF) reseptoriiniin {ist ailesine aittir ve TNF reseptor-1, Fas molekiilii ve notroprotein



reseptdr p75’i igerir. Ayrica Oliim sinyalinin digsaridan gelmesi sart degildir, hiicre
igerisinde hasarlanmis DNA, endoplazmik retikulum veya mitokondri de bu sinyalin
kaynagi olabilir.>® 7
Glutamatin da hem akut hem de kronik norodejeneratif hasarlar meydana

getirerek hiicre oliimiinii indiikledigi bilinmektedir.®® Bu nedenle glutamat sinyal
iletimi diseksiyonu noroproteksiyonda 6nemli bir role sahiptir. Ayrica bir¢ok durumda,
glutamat norotoksisitesi glutamat reseptorlerinin NMDA alt tipinin asir1 uyarilmasina
dayandirilabilir.* 61-64
2.1.5 Noron Kiiltiiriinde Glutamat

Giinlimiizde doku kiiltiirii yapilan hiicreler arasinda en zor grubu SSS hiicreleri
olusturmaktadir. Bu grupta yer alan néroblastoma hiicreleri de hiicre kiiltiirli ortaminda
lizerinde en fazla c¢alisilan hiicre topluluklarindan biridir. Primer hiicre kiiltiirleri
1900’lerin basinda Harrison ve Carrel tarafindan calisilmaya baslanmistir. Harrison’un
kiiltiir ortaminda néronal geisimi gostermesinden sonra Peterson ve Muray tarafindan
sinaptogenez ve miyalinizasyon 6zellikleri gosterilmistir.%®

Primer néron kiiltiirlerinin glutamata maruz birakilmasi ile 6nce Na*’un hiicre
icine girisi ile hiicrede sisme meydana gelir.%¢% Daha sonra birkag dakika icinde Ca*
sitoplazma iginde birikir.”%? Sitoplazmadaki miktar iyice artinca mitokondri tarafindan
alimr ve orada tutulur. NMDA reseptdrleri Na*’a nazaran Ca*?a daha gegirgendir.
Ancak Na* konsantrasyonu Ca*?’dan yiiz kat daha fazla oldugu icin Na* girisi daha ¢ok
olur. Buna baglh olarak glutamat norotoksisitesinde Na™u disari atmak i¢in Na-K-
ATPaz’in daha cok ¢alismasina ihtiya¢ vardir. Yani ndéronun enerji ihtiyaci artmistir.
Ca*? girisi ile Ca*2-ATPaz da aktive olur ve enerji ihtiyac1 daha da artar. Ayrica Ca™ un
3

mitokondriye tasinmasi nedeni ile mitokondrial ATP sentezi bir siire sonra durur.’

Ca*?’un NMDA aracili hiicre i¢ine girisi yaninda bunu takiben meydana gelen reaktif



oksijen radikalleri glutamat norotoksisitesinde ana sorumlu olarak kabul edilmektedir.”*
76
2.1.6 Glutamat ve Norotoksisite

Olney ve Sharp tarafindan 1969 yilinda eksitatér aminoasit olan glutamatin
noronlar iizerine toksik etki olusturabilecegi one siiriilmiistiir.”’ Glutamatin immatiir
farelere enjeksiyonu sonrasi retinanin i¢ noral tabakalarinda harabiyet olusturdugu ilk
kez Lucas ve Newhouse tarafindan gosterilmistir.”

Norotoksisite; inme, hipoksi-iskemi, travma, epilepsi, nérodejeneratif hastaliklar
gibi durumlarda hiicre 6liimiinde 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Bu
hastaliklarda glutamat reseptorlerinin anormal aktivasyonu ndron oliimiinde son ortak
yoldur.”

Norotoksisite glutamatin asir1 salinimi veya sinaptik araliktan yetersiz geri
alimimi nedeni ile olusur. Glutamat aktif transport mekanizmalari ile sinir hiicresinin
sitoplazmasi i¢inde veya sinaptik vezikiiller i¢inde tutulur. Hipoglisemi, iskemi gibi
enerji yetersizligi durumlarinda, glutamat bulundugu yerde tutulamadigi icin hiicre
disma ¢ikar.”® Patolojik durumlarda iyon tasiyicilarinin islev yapamamasi nedeni ile
glutamat hiicre i¢ine sokulamaz ve hiicre disindaki miktar1 asir1 miktarda artar.®
Ekzositoz yolu ile glutamatin digar1 verilmesi de hiicre disi glutamatin artigina bir
miktar katkida bulunur.”®
2.2 Serotonin

Serotonin ilk olarak 1937°de Erspamer ve arkadaslar1 tarafindan enterokromaffin
hiicrelerde bulunup, enteramine adi ile hayatimiza girmistir.8* Ayrica, 1948 yilinda Page
ve arkadaglan tarafindan kandan saflastirilmis ve bir yil sonra kimyasal yapisi ortaya

¢ikarilmig bir indolamindir.



Serotonin ¢esitli bitki ve hayvan dokularinda, yilan zehrinde, ar1 ve akrebin
ignelerinde mevcuttur.8? & flerleyen siirecte beyinde de tespit edilen 5-hidroksitriptamin
(5-HT) ve serotoninin ayn1 madde oldugu anlasilmistir.3% 8

Serotonin esansiyel bir amino asit olan L-triptofandan sentezlenen giiglii bir diiz
kas stimiilan1 ve vazokonstriiktordiir. Serotonerjik ndronlarin aksonal terminalinde
sentezlenir ve vezikiiller icerisinde depolanir. Uyaran geldiginde bu vezikiiller
icerisinden sinaptik araliga salinir. Beyindeki serotonerjik ndronlarin biiylik kismi,
raphe ¢ekirdegi igerisine yerlesmistir. Hiicre stoplazmasina giren L-triptofan, triptofan
hidroksilaz ile hidroksillenir ve 5-hidroksitriptofana doniistir. 5-hidroksitriptofan,
aromatik L-amino asit dekarboksilaz ile dekarboksillenir ve serotonin olusur.®

Cesitli biyolojik sistemlerde 6nemli role sahip oldugu bilinen serotonin,
intestinal mukozada enterokromafin hiicrelerde lokalize olup buradaki diiz kaslari
uyararak gastrointestinal hareketi arttirir.8®

SSS serotonerjik hiicre govdelerinin biiyiik kismi beyin sapindaki ii¢ bolgeden
biri olan ponsun iist boliimiinde, 6zellikle orta beyinde dorsal rafe ¢ekirdeginde, kaudal
lokus sruleus, postrema alani ve interpedinkiiler alanda bulunmaktadir.®® Geri kalan
kismi ¢esitli fonksiyonlarda olan SSS’deki serotonerjik ndronlarda sentezlenir.
Depresyon, sosyal fobi, sizofreni, obsesif kompulsif bozukluk, migren, hipertansiyon,
yeme bozukluklari, bulanti ve kusma gibi birgok bozuklugun etiyolojisinde yer alir.8”
2.2.1 Serotonin Reseptorleri

Serotonin etkilerini kendine 6zgii reseptorleri lizerinden gosterir. Presinaptik ve
postsinaptik hiicre membranlarinda bulunan farkl tipteki bu reseptorlerin uyarilmasi ile
efektdr hiicre ndronlari iizerinde cesitli etkiler ortaya ¢ikmaktadir.®®

Serotonin reseptorleri 7 alt aileden (5-HT1-7) olusur®. Ligand-kapili iyon kanali

olan 5-HT3 reseptorii® disindaki 5-HT1, 5-HT2, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6, 5-HT7
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reseptorleri G proteinine bagli membran proteinleri (GPCR) siiperfamilyasina aittir.%
GPCR’ler membran1 gegen 7 hidrofobik bolge, 3 intraseliiler, 3 ekstraseliiler halkadan
olusan, amino terminali hiicre disinda, karboksi terminali hiicre i¢inde bulunan integral
membran proteinleridir.%? Ekstraseliiler alanlar, tipik olarak glikozillenir ve disiilfit
baglar1 olusturarak konformasyonel yapiyr degistiren sistein kalintilart igerir.
Intraseliiler alanlar, G-proteinleri ve diger regiilatdr proteinler ile etkilesen ve ayrica
farkl1 serin-treonin kinazlar tarafindan fosforillenen bolgeler tasir.%

5-HT1 reseptorlerinin 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E ve 5-HT1F olmak
tizere 5 alt tipi mevcuttur.®®

5-HT1A reseptorleri SSS’de yogun bir sekilde dagilmistir. Rafe nukleusunda

hiicre uyarilmasini inhibe ederek etki gostermeleri ile birlikte ayni1 zamanda postsinaptik
reseptorlerin limbik sistemlerde de varhig1 gosterilmistir.%*

5-HT1B ve 5-HT1D reseptorleri birbirlerine benzer olmakla birlikte tartigmali
bir konudur. Hem fonksiyonel 6zellikler hem de beyindeki lokalizasyonlarindan dolay1
5-HT1B ile 5-HT1D’nin tiir homologu oldugu diisiiniilmektedir.%

5-HT1B reseptorleri, 613 insan kromozomu iizerinde bulunur ve bazal ganglia,
striatum ve frontal korteks gibi SSS’de yer almaktadir. Bu nedenle de terminal
otoreseptor gorevi Ustlendigi diisiiniilmektedir. Ayrica glutamat, g-aminobiitiirik asid,
noradrenalin gibi norotransmitterlerin salinimint kontrol eden terminal heteroreseptor
olarak davranabilmektedir.%

5-HT1D reseptorleri, 1p34.3-p36.3 kromozomu iizerinde lokalizedir.
Ekspresyon seviyeleri 5-HT1B reseptorlerine gore daha diisiiktiir.®’1%' Bu reseptorler

96

Ozellikle insan kalbinde bulunur. Ek olarak yapilan bazi immiinositokimyasal

analizler insandaki trigeminal gangliyonlarda 5-HT1B ve 5-HTID reseptor

immiinoreaktivitesini gostermistir.%?
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5-HT1E reseptorii 6014-g15 insan kromozomu tizerinde bulunan 365 aminoasitli
bir reseptordiir. Ik olarak insan frontal korteksi homojenatlarinda tanimlanmistir ve
rekombinant hiicre sisteminde adenilat siklaza negatif olarak baglanir.!%®

5-HT1F reseptorii 366 aminoasit igerir ve 3p1l1l kromozomlarinda lokalizedir.
Ayrica rekombinant hiicre sisteminde adenilat siklaza negatif olarak baglanir. 1%

5-HT2 reseptorleri 5-HT2A, 5-HT2B ve 5-HT2C seklinde 3 alttiirden olusur.
Bu ii¢ 5-HT reseptor alt tiirii Gq proteiniyle pozitif olarak kenetlenerek fosfolipaz-C ve
fosfolipaz-A: ile etkilesmektedir. Bu enzimlerin aktivasyonu ile inozitol fosfat ve hiicre
ici Ca*? konsantrasyonu artar. Bu reseptdrlerin stimulasyonu ise hiicrede eksitasyona
neden olur.1%

5-HT2A reseptorleri, 13914-g21 insan kromozomu {izerinde bulunur. Sig¢an, fare
ve insanlarda 471 amino asit ihtiva eder. Bu reseptorler yogun olarak periferal ve santral
dokularda,? &zellikle de korteks, klavstrum ve bazal ganglionlarda yer almaktadir. 5-
HT2A reseptor aktivasyonu ayrica, Kortikosteron, oksitosin, renin ve prolaktin gibi
hormon salgisim stimiile eder.'% 5-HT2A reseptorleri yiiksek afiniteli durum ve diisiik
afiniteli durumda bulunabilirler. Normal sartlar altinda bu denge diisiik afiniteli durum
yoniinedir, 107

5-HT2B reseptorleri, 2936.3-2937.1 insan kromozomu iizerinde bulunur. 5-
HT2B reseptor mRNA’s1 kalp, bobrek, akciger ve beyinde lokalizedir.®® Ozellikle
beyincik, lateral septum ve hipotalamus gibi bolgelerde 5-HT2B reseptor benzeri
immiinoreaktivitenin oldugu bilinmektedir.%®

5-HT2C reseptorleri Xg24 insan kromozomunda lokalizedir.2%® Bu reseptorler
frontokortikal dopaminerjik ve adrenerjikler {izerine inhibitor bir etkiye sahiptir.

Ozellikle néroendokrin fonksiyonlarda énemli derecede rol alirlar, 110-112
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5-HT3 reseptorleri fizyolojik Ozelliklerinden dolayir ligand-bagli iyon kanali
reseptorleri siiperfamilyasi icinde sayilmaktadir.!'® Bu reseptérler hem santral hem de
periferik noronlarda bulunur. Bu reseptoriin insan homologu 11qg23.1-923.2
kromozomlarinda lokalizedir.!'*

5-HT4 reseptorii 5031-33 insan kromozomunda lokalizedir.!*® SSS’deki
reseptorlerin - gamma-aminobutirik asit, asetilkolin, serotonin gibi ndrotransmitter
salmimini modiile ettigi ve sinaptik transmisyonu gelistirdigi bilinmektedir.1!®

5-HT5 reseptorlerinin 5-HT5A ve 5-HT5B olmak {izere iki alt tipi vardir. 5-
HT5A reseptorii 79361 insan kromozomunda bulunurken,®® 117119 5_.HT5B reseptorii ise
2011-913 insan kromozomunda bulunur.86%9

5-HT6 reseptorii sican cDNA’sindan klonlandiktan sonra insan geninde
klonlanmistir. Insanda 1p35-p36 kromozom bélgesindedir. 1% Ayrica sigan ve insanda
hipokampus, amigdala ve striatumda lokalizedir. %
2.2.2 5-HT7 Reseptorii

5-HT7 reseptorii sigan, fare, guinea pig ve insan CDNA’sindan klonlanmigtir.
10923.3-g24.4 insan kromozomunda lokalizedir. 5-HT7 reseptoriiniin insandaki formu
445 aminoasid bulundurur.

5-HT7 reseptorlerinin talamus, hipotalamus, serebral korteks, amigdala ve dorsal
rafede bulundugu gosterilmistir.!?> 122 Serebellumda &zellikle purkinje noronlarinda
lokalizedir.’?® Limbik sistem ve talamokortikal bélgelerde 5-HT7 baglanma yerlerinin
dagilimi duygusal rahatsizliklarin patofizyolojisinde olasi bir rolii oldugu izlenimini
uyandirmaktadir. Klozapin, risperidon gibi atipik antidepresanlarin 5-HT7 reseptoriine
kars1 yiiksek afiniteye sahip oldugunun goézlemlendigi c¢alismalar da bu hipotezi

desteklemektedir.!®* Ayrica kronik antidepresan tedavisinden sonra 5-HT7 reseptor
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regiilasyonunda azalma meydana gelirken'?> 126 akut fazdaki stres durumunda 5-HT7
MRNA ekspresyonunun regiile oldugu gozlemlenmistir.*?’

Periferde ise kan damarlarinin 6zellikle pulmoner, koroner ve aort gibit?® 12° diiz
kas hiicrelerinde bulunurken, gastrointestinal sistemde peristaltizm ile ilgili olduklar
bulunmustur.®®® Yapilan calismalar 5-HT7 reseptoriiniin genis bir damar dagilimina
sahip oldugunu ve anestezi altindaki hayvanlarda 6nemli derecede kalic1 vazodilator
tepkilerden sorumlu oldugunu dogrulamigtir.%!

Biitiin bu 6zelliklerinin yanisira 5-HT7 reseptorlerinin Gs-proteinler araciligi ile
siklik adenozin monofosfat olusumunu pozitif olarak modiile ettigi gosterilmekle
birlikte,’321% by yolagin kalmodulin ile uyarilmis adenilat siklaz aracili aktivite ile
oldugu diisiiniilmektedir.**® Ayrica primer noronal kiiltiirlerde mitojen aktive protein

kinaz ve ERK’y1 aktive etme dzelligine sahiptir.'*
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Reaktifler

Bu ¢alismada 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) kullanild:.
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), hiicre kiiltiiri medyumu , fetal bovin
serum, penisilin/streptomisin ve tripsin gibi reaktifler Gibco (Invitrogen Inc., Grand
Island, New York, USA)’dan satin alindi.

3.2 Metod
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Proliferasyon Analizi

Hiicre proliferasyonu:

Calismamizda SH-SYS5Y hiicre hatti  kullanilmistir. SH-SYS5Y  hiicreleri
American Type Culture Collection (ATCC, USA)’dan satin alind1 ve daha dnceden
laboratuvarimizda mevcut stoklardan ¢ogaltilarak kullanildi. SH-SYSY hiicreleri % 88
DMEM, %10 FBS ve % 2 penisilin/streptomisin (100 U penisillin/mL, 100 mg
streptomisin/ mL) igeren medyumda % 95 nem, % 5 CO; ve 37°C’li inkiibatorde
kiiltiire edildi. Tiim maddeler hiicre kiiltiirii medyumunda ¢éziildii. lgili agonist ve
antagonistlerin glutamat toksisitesine karsin hiicre proliferasyonlarina olan etkileri
label-free bir teknik olan XCelligence system (Roche Diagnostics, Indianapolis,
Indiana, USA) ile 6l¢iildii.

Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) ile Hiicre Proliferasyonunun
Belirlenmesi
Gergek zamanli hiicre analiz sisteminde (RTCA DP) glutamatin SH-SY5Y

hiicrelerindeki toksik etkisine karsin 5-HT7 resptor agonist ve antagonisti olan LP44 ve
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SB269970’in artan dozlarda koruyucu etkinligi proliferasyon yoniinden incelendi.

RTCA DP, elektriksel empedans 6l¢erek hiicre canliligini tespit eden ve her 15
dakikada bir hiicrelerin proliferasyonundaki degisikligi takip edebilen ger¢ek zamanl
veriler olusturur. Ol¢iim i¢in kullanilan plaklarin yiizey alanlar1 96 kuyucuklu plaklara
benzemekle birlikte burada kullanilan plaklar 16 kuyucuklu olup tabaninda altin kaph
empedans Ol¢ebilen teknoloji ile donatilmistir ve bu plaklara E-plak denilmektedir. E-
plaktan sistem tarafindan alinan degerler, literatiirde kabul edilen birimsiz ‘‘cell index
(Cl, hiicre indeksi))’’ degeri olarak hesaplanir. Bu deger, hiicreler E-plagin tabanini
kaplayip ¢ogaldik¢a verilen elektriksel yanitla paralel olarak artar.

Calismamizda ilk olarak her kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde hiicreler
ekildi. Glutamat uygulamasindan 60 dakika énce 10°M ile 10°M araliginda artan
konsantrasyonlarda hiicrelere LP44 ve SB269970 uygulandi. Bu uygulamadan 60
dakika sonra kuyucuklara hiicre canliligini degerlendirmek i¢in glutamatin optimum
toksisite konsantrasyonu olan 80 mM glutamat eklendi®®” ve hiicre proliferasyonlar1 72.
saate kadar izlenip sonuglar normalize hiicre indeksi olarak sunuldu. Protein
ekstraksiyonu ve mRNA ekspresyon seviyelerinin dl¢limii i¢in hiicreler, 6 kuyucuklu
plaklarda ¢ogaltildi.

3.2.2. Molekiiler incelemeler
3.2.2.1 Real-time PCR

Total RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi

Total RNA, QIAcube (Qiagen)’de iireticinin tanimlarina gore RNeasy Mini
Qiagen Kit ile elde edildi. RNA ornekleri yiiksek 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 deoksiniikleotid mix, 2 mL 10X RT randomize primer, 1 mL MultiScribe ters
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transkriptaz ve 4,2 mL dietilpirokarbonatli su ile isleme tabi tutuldu. RT 120 dakika
boyunca 37°C’de, 10 dakika boyunca 25°C’de tutulduktan sonra Veriti 96 kuyucuklu
termal dongii (Applied Biosystems) kullanilarak 5 dakika boyunca 85°C’de tutuldu.
cDNA konsantrasyon ve ozellikleri Epoch Spektrofotometre Sistemi ve Take3 Plate
(Biotek, Winooski, Vermont, USA) kullanilarak sayildi ve degerlendirildi.
Gen ekspresyonunun relatif o6l¢ciimii

Relatif kaspaz 3 ve kaspaz 9 mRNA ekspresyon analizi SH-SY5Y RNA’sindan
sentezlenen ¢cDNA kullanilarak StepOne Plus Real-time Polymerase Chain Reaction
(PCR) sistem (Applied Biosystems) ile yapildi.

Sonuglar kontrol grubu ile karsilagtirildi ve relatif kat olarak agiklandi. Her bir
hiicre grubundaki B-actin ekspresyon datalar1 endojen kontrol olarak kullanildi. Her
hiicre grubu igin 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) kullanilarak 96
kuyucuklu optik plakta her iki hedef i¢in uygulandi. Plaklar 50°C'de 2 dakika, 95°C’de
10 dakika 1s1tild1 ve daha sonra 94°C'de 15 saniye, 60°C'de 60 saniye 40 siklus boyunca
isitildi. Tiim  veriler 2722 metodu kullanilarak hiicre gruplarmin karsilastirilan
ekspresyonlarinda kat degisimler olarak ifade edildi.t*®
3.2.3. Biyokimyasal incelemeler
3.2.3.1 SOD, GSH ve MDA Analiz Prosediirii

Her hiicre lizatindan alinan siiperoksitdismiitaz (SOD) aktivitesi, glutatyon
(GSH) ve malondialdehit (MDA) seviyeleri modifiye metodlara gore enzime bagh
immunosorbent test okuyucu ile oda sicakliginda iki defa oOlgiildii. Her 6rnek ve
standartin ortalama absorbanslar1 hesaplandi, standart bir egri ile ¢izildi ve standartlarin

absorbanslart i¢in bir denklem elde edildi. Lineer SOD, GSH ve MDA
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konsantrasyonlar1 bu denkleme goére hesaplandi ve tiim veriler ortalama+standart sapma
miligram protein basina olarak sunuldu.
3.2.3.2. TNF-a Analiz Prosediirii

Her hiicre siipernatant ve standartindan alinan TNF-a seviyeleri enzime bagh
immunosorbent test okuyucu ile yiiksek spesifik insan TNF-a ELISA (Invitrogen) kit
kullanilarak iki defa ol¢iildii.
3.2.3.3 Protein Tayini

Protein konsantrasyonlari ticari protein standartlart (Sigma Aldrich, Total
protein Kit-TP0300-1KT) kullanilarak Lowry metodu ile belirlendi.
3.3. Istatistiksel Analiz

Tiim verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS 20.0 software programi (SPSS Inc,
Chicago, lllinois, USA) kullanilarak One-Way ANOVA testine gore yapildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak belirlendi. Tiim
sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verildi ve 95% giiven araliginda 0.05'in

altindaki p degerleri, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1 Hiicre Proliferasyon Bulgular

SH-SY5Y hiicre hattinda glutamat ile indiiklenen norotoksisiteye kars1t 5-HT7
agonist ve antagonistinin etkilerini degerlendirdik. (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Hiicre
canliligini degerlendirmek i¢in glutamatin optimum toksisite konsantrasyonu olan 80
mM glutamat eklenmesi hiicrelerde 24, 48 ve 72 saat igin hiicre canlilik oranlarini
kontrol grubuna gore énemli derecede azaltti. Buna karsilik glutamat toksisitesinin 24,
48 ve 72 saat sonra neden oldugu hiicre canliligindaki diisiisti 5-HT agonisti LP44’{in
ozellikle 1019 10, 10® mM dozlar basta olmak tiizere tiim konsantrasyonlarinda doza
bagimli olarak yiikselttigi belirlendi. Ayrica 5-HT agonisti LP44’{in hiicre canliligini
artirict etkinligi hiicre proliferasyonu ¢alismasinin 72. saatinde hiicrelerden mikroskobik
goriintli alinarak Sekil 4.3’te sunulmustur. Fakat glutamat grubu ile karsilastirildiginda
5-HT antagonisti SB269970 uygulamasi hiicre canliliginda anlamli ya da 6nemli bir

farklilik gostermemistir.
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Sekil 4.1. LP44 uygulanan hiicrelerin canlihigi. Sonuglar ortalama+standart sapma olarak sunuldu.
*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Sekil 4.3. Kontrol grubu ve glutamat uygulanan gruplarin mikroskopik proliferasyon goriintiileri
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SB269970 uygulanan hiicrelerin canliligi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

Oksidatif stres parametreleri: SOD aktivitesi, GSH ve MDA seviyeleri
degerlendirildi.

Hiicre kiiltliri medyumunda yapilan ¢alismalara gore SOD aktivasyonu glutamat
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldi. Ayrica glutamat grubu ile
karsilagtirildiginda 5-HT agonisti LP44 uygulamasi1 azalan SOD aktivasyonunu
istatistiksel olarak anlamli derecede artirirken 5-HT antagonisti SB269970 uygulamasi

SOD aktivasyonu lizerine anlamli bir fark meydana getirmedi. (Sekil 4.4, p<0,05)
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-E 200+
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Q. 150+ —
cEn . __6_
S 100- .
o
S 50-
0 ) ) U ) | |
KONTROL LP44 SB269970 LP44 SB269970

1
GLUTAMAT

Sekil 4.4. SH-SYSY hiicrelerinde glutamat ile indiiklenen nérotoksisite gruplarindaki ve kontrol
grubundaki SOD aktivitesi lizerine 5S-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuglar ortalama + standart

sapma olarak sunuldu. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,  p<0,05, 85 p<0,01, 585 p<0,001. (*: konrol
grubuna gore, 8 : glutamat uygulanan gruba gore karsilastirma)

Sekil 4.5’te sunuldugu gibi hiicre kiiltiirli medyumunda yapilan ¢alismalara gore
kontrol grubu ile karsilastirildiginda glutamat uygulanan grupta GSH seviyesi onemli

derecede azaldi. Glutamat uygulanan grup ile karsilastirildiginda LP44 uygulamasi

azalan GSH seviyelerini istatistiksel olarak anlamli derecede artirdi. Ancak SB269970
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uygulanan grup ile glutamat uygulanan grubun sonuglar1 benzer 6lgiilerdeydi. Glutamat

ile olusan oksidatif stres diizeltilememisti. (p<0,05)
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Sekil 4.5. SH-SY5Y hiicrelerinde glutamat ile indiiklenen norotoksisite gruplarindaki ve kontrol
grubundaki GSH seviyesi iizerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuglar ortalama + standart
sapma olarak sunuldu. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, & p<0,05, 35 p<0,01, 885 p<0,001. (*: konrol
grubuna gore, O : glutamat grubuna gore karsilagtirma)

Yine hiicre kiiltiirii medyumunda yapilan ¢aligmalara goére kontrol grubu ile
karsilastirildiginda glutamat uygulanan grupta SB269970 uygulanan grupta MDA
seviyelerinin anlamli derecede arttigi belirlendi. Ayrica glutamat uygulanan grup ile
karsilagtirildiginda; SB269970 uygulamasi benzer sonuglari verirken, LP44 uygulamasi

artan MDA seviyelerini istatistiksel olarak anlamli derecede azaltt1. (Sekil 4.6, p<0,05)
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Sekil 4.6. SH-SYSY hiicrelerinde glutamat ile indiiklenen nérotoksisite gruplarmdaki ve kontrol
grubundaki MDA seviyesi tizerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuglar ortalama =+ standart
sapma olarak sunuldu. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, & p<0,05, 66 p<0,01, 656 p<0,001. (*: konrol
grubuna gore, o : glutamat grubuna gore karsilagtirma)

Inflamatuvar parametreler: Tiim gruplardaki SH-SY5Y hiicrelerinin TNF-a
seviyeleri analiz edildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda glutamat uygulanan
gruptaki hiicrelerin TNF-o seviyelerinde istatistiksel olarak onemli bir artis vardi.
Ayrica glutamat uygulanan grup ile karsilastirildiginda; 5-HT7 antagonisti SB269770
uygulanan grup hiicrelerinin TNF-a seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmezken 5-HT7 agonisti LP44 uygulamasi artan TNF-o seviyelerini

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiirdii. (Sekil 4.7, p<0,05)
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Sekil 4.7. SH-SY5Y hiicrelerinde glutamat ile indiiklenen norotoksisite gruplarindaki ve kontrol
grubundaki TNF-a seviyesi iizerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuglar ortalama + standart
sapma olarak sunuldu. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ® p<0,05, 88 p<0,01, 585 p<0,001. (*: konrol
grubuna gore, o : glutamat grubuna gore karsilagtirma)

4.3. Molekiiler Bulgular

Apoptotik parametreler: Tiim gruplardaki SH-SY5Y hiicrelerinin kaspaz 3 ve
kaspaz 9 gen ekspresyon seviyeleri Real-time PCR ile analiz edildi. Kaspaz 3 ve kaspaz
9 mRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore glutamat uygulanan grupta 6nemli
derecede daha yiiksekti. Ayrica glutamat grubu ile karsilastirildiginda; 5-HT7 agonisti
LP44 uygulamasi1 artan kaspaz 3 ve kaspaz 9 mRNA ekspresyon seviyelerini
istatistiksel olarak anlamli derecede azaltirken 5-HT7 antagonisti SB269970 uygulamasi

onemli bir fark meydana getirmedi. (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9, p<0,05)
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Sekil 4.8 SH-SYSY hiicrelerinde glutamat ile indiiklenen nérotoksisite gruplarindaki ve kontrol
grubundaki kaspaz 3 mRNA ekspresyonu iizerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuglar
ortalamazstandart sapma *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, & p<0,05, 86 p<0,01, 566 p<0,001. (*: konrol
grubuna gore, O : glutamat grubuna gore karsilagtirma)
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Sekil 4.9 SH-SYSY hiicrelerinde glutamat ile indiiklenen norotoksisite gruplarindaki ve kontrol
grubundaki kaspaz 9 mRNA ekspresyonu iizerine 5-HT7 agonist ve antagonistinin etkisi. Sonuglar
ortalama =+ standart sapma olarak sunuldu. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, & p<0,05, 55 p<0,01, 555
p<0,001. (*: konrol grubuna gore, 6 : glutamat grubuna gore karsilagtirma)
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5.TARTISMA

Calismamizda SH-SY5Y hiicre hattinda glutamat ile indiiklenen norotoksisiteye
kars1 5-HT7 reseptorlerinin rollerini ve agonist/antagonist uygulamasimin muhtemel
etkilerini inceledik.

Calismamizin  sonuglarina  baktigimizda ise glutamat ile indiiklenen
norotoksisite’de 5-HT7 reseptorlerinin ekspresyonlarinda anlamli degisiklikler oldugu
tespit edilmistir. Calismamizin ikince asamasinda ise ayn1 modelde uyguladigimiz 5-
HT7 reseptor agonisti LP44, glutamat toksisitesine karsi giiclii ndroprotektif etki
gostermistir. Bu noroprotektif etkileri; a) antioksidant aktivasyon ve oksidatif stres
inhibisyonu, b) 5-HT7 reseptorlerinin noroprotekifligi ve TNF-a aktivasyonunun
glutamat indiiksiyonunu engellemesi, c¢) kaspaz 3 ve kaspaz 9 inhibisyonu ile iliskili
olabilecegi molekiiler ¢aligmalar ile gosterilmistir.

Calismamizda ilk olarak in vitro hiicre proliferasyon analizleri ile hiicre
canliigimi gosterdik. Sonuglarimiza gore; 5-HT7 agonisti LP44 neredeyse uygulanan
tim dozlarda glutamata kars1 hiicre canliligini korumustur. Fakat 5-HT7 antagonisti
SB269970 uygulamasi ise glutamat norotoksisitesine karst koruyucu bir etki meydana
getirmemistir.

5-HT7 reseptorlerinin noroprotektif etkisini hiicre canlilik testinde ispatladiktan
sonra muhtemel etki mekanizmalarini; GSH, SOD, MDA, TNF-a , kaspaz 3 ve kaspaz 9
gibi alt proteinlerinin yani sira oksidatif stres, enflamasyon ve apoptoz iizerinden
incelemeye odaklandik.

Onceki galigmalarimizda 5-HT7 reseptérlerinin penge ddemi olan siganlarda
gelisen akut enflamasyon ve sepsis gibi sistemik enflamatuar olaylarda ¢ok Onemli
rollerinin oldugunu gostermistik.> 1° Bu calismamizda 5-HT7 reseptorlerinin agonist ile

stimiilasyonunun bir sonucu olarak enflamatuar sitokinlerde ve oksidan parametrelerde
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diizelme gozlenmistir. Ayrica deneysel calismalarda 5-HT7 reseptorlerinin bazi
enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu modiile ettigi gosterilmistir.® Bu ¢alismalar da
serotoninin 5-HT7 reseptorleri araciligi ile antioksidant ve antienflamatuar etkilerinin
varligin1 desteklemektedir.

Glutamat ile indiiklenen norotoksisite oksidatif stres kaynakli norotoksisitenin

onemli bir mekanizmasidir,13%14

Hiicre dis1 glutamat seviyesinin fazlaligi antiport
sitemin inhibe edilmesi ile sistin geri alinimini engeller. GSH prekiirsorii olan sistin
almiminin inhibisyonu intraselliiler GSH seviyelerinde onemli derecede azalisa sebep
olur ve buna bagh olarak hiicrelerde oksidatif stres indiiklenir.}4? 43 Hiicresel
savunmada oksidatif strese karsi antioksidan enzimler yararli oldugu i¢in antioksidan
kullanimi, oksidatif hasar durumunda etkili bir tedavi yontemi sunabilir.’** SOD,
katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-px) ve glutatyon rediiktaz (GR) oksidatif stresin
onemli gostergeleridir. Calismamiza geri donersek glutamat uygulanan grup ile
karsilastirildiginda, 5-HT7 agonisti LP44 uygulamasi glutamat ile indiiklenen MDA
seviyesini azaltirken, SOD aktivitesini ve GSH diizeyini 6nemli olglide artirmustir.
Ancak 5-HT7 antagonisti SB269970 uygulamasi ile bu olumlu etki gésterilememistir.
Bu sonuglar bize 5-HT7 agonisti LP44 uygulamasinin glutamat uygulanmasi sonucu
olusan norotoksisite ve artmis oksidatif stresi azalttigini gdstermektedir.

Oksidatif stres ve sitokinler, 6zellikle de TNF-a arasinda giiclii bir iliski
vardir:*® Artan TNF-a seviyesi oksidatif strese yol agar. Onceki galismalar TNF-a ile
oksidatif stresin azalmasi arasinda iyilesme siirecinde birbirlerine paralel bir iligkinin
varligin gostermistir.}*® Bu nedenle, 5-HT7 reseptorii ve TNF-o araciligi ile oksidatif
stresin  azalmasi  arasindaki  iliskiyi  inceledik.  Proenflamatuar  sitokinler

noroenflamasyonun hem kilit medyatédrleri hem de anahtar aracilardir**” 148 ve néronal

hasara yanit vermede 6nemli bir role sahiplerdir.}*® Giiclii kanitlar glutamat tarafindan

28



uyarilan proenflamatuar sitokinlerin noronal hastaliklarin ilerlemesi ve patofizyolojisi
ile ilgili oldugunu gostermektedir.’® SH-SYS5Y hiicrelerine glutamat uygulanmasindan
sonra TNF-a ekspresyonunun onemli derecede arttigimi ve 5-HT7 agonisti LP44
uygulamasinin bu néroenflamatuar olaylar1 6nledigini gézlemledik. Bu baglamda, 5-
HT7 reseptorleri antioksidan ve antienflamatuar ozellikler sergilemektedirler. Ayrica
glutamat ile indiiklenen norotoksisiteye karst koruyucu bir etkiye sahip olduklarini da
sOyleyebiliriz.

Son olarak, glutamat toksisitesi sonucu noronal hiicre 6liimiine neden olan
apoptotik proteinlerin ekspresyon seviyesini degerlendirdik. Yapilan bir ¢aligmada 5-
HT7 ile indiiklenen ERK fosforilasyonu ve niikleer faktér kappa-p aktivasyonunun 5-
HT?7 reseptdriiniin stimiilasyonu araciligi ile meydana geldigi gosterilmistir !* Bu sinyal
yolaginin aktivasyonu 5-HT nin antiapoptotik etkisi ile iliskili olabilir.

Ayrica Zhang ve ark. 5-HT7 agonistlerinin kaspaz 3 inhibisyonu ile
hipokampal noronlarda sevofluran ile indiiklenen amneziye kars1 antiaptotik bir etkiye
sahip olduklarini gdstermislerdir.'?

Glutamat uygulamasi apoptoz ile ndronal hiicre dliimiine sebep olan kaspaz
protein kaskadlarini aktive eder. Kaspazlar apoptotik yolaklar1 diizenleyen temel
proteinlerdir. Bu apoptotik yolaklar ise baslatici ve efektor kaspazlarin (kaspaz 3 ve
kaspaz 9) aktivasyonuna sebep olan sitokrom ¢ salinimini ve mitokondriyal gegirgenligi
tetikleyebilmektedir.'® Ayrica ROT, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivasyonu ile apoptoza
onciiliik edebilir. Kaspaz 9, apoptozu baslatir ve pro-kaspaz 3’ii bolerek aktif kaspaz-
3’0 meydana getirir. Kaspaz 3, hiicre Oliimiine sebep olan apoptozun sonraki
asamasinda apoptotik sonlandirici olarak rol alir.

Biitiin bu bilgiler 1s1ginda sonuglarimiz; kontrol grup ile karsilastirildiginda

glutamat uygulanan grubun kaspaz 3 ve kaspaz 9’un ekspresyonunu artirdigini gosterdi.
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Ayrica glutamat uygulanan grup ile karsilastirildiginda 5-HT7 agonisti LP44
uygulamasimin kaspaz 3 ve kaspaz 9 ekpresyonunu anlamli derecede azalttigi ve
normale yaklastirdigi goriilmiistiir. Yalmz yine glutamat uygulanan grup ile
karsilastirildiginda antagonist SB269970 uygulanan grupta kaspaz 3 ve kaspaz 9’un
ekspresyonu degisememistir. Bu sonucalar da bize glutamat ile indiiklenen hiicre
Olimiiniin 5-HT7 agonisti ile geri dondirildigini gosterirken sitoprotektif etki
olusmustur. Artan oksidatif yiik kaspaz sistemini aktif hale getirirken 5-HT7 agonisti
LP44 uygulamasi ile hiicre hasar1 azalmis, oksidan/antioksidan denge diizelmis, bu
diizelme ise dogrudan kaspaz sistemini inhibe ederek ndron hiicrelerini korumus
olabilir.

Ayn1 zamanda yukarida belirtildigi gibi, artan TNF- o seviyeleri ile kaspaz 3
ve kaspaz 9 arasinda giiglii bir baglanti vardir. Kaspaz proteinlerinin seviyesinin
azalmast TNF-o’nin inhibitor etkilerine ve buna bagli olarak da oksidatif stresin
lyilesmesine sebep olur.

Bu bulgularimiz1 bir araya getirdigimizde 5-HT7 reseptorlerinin glutamat ile
indiiklenen norotoksisite lizerine dnemli bir role sahip olabilecegini akla getirmektedir.
Selektif agonistler araciligi ile 5-HT7 reseptorlerinin aktivasyonu oksidatif stresi
engellemis, proenflamatuar sitokinleri inhibe etmis ve kaspaz 3 ve kaspaz 9 gen
ekspresyonunun diizenliligini azaltarak antiapoptotik etki meydana getirmistir.

Glutamat toksisitesi {lizerinden baktigimzda ise 5-HT7 reseptorlerinin
norodejeneratif hastaliklar1  engellemek i¢in faydali olabilecegini yalmiz bu
caligmaklarin daha detayli deneysel ve klinik ¢aligmalar ile desteklenmesi gerektigini

sOyleyebiliriz.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamiz, 5-HT7 reseptorlerinin SH-SYS5Y hiicrelerindeki norotoksisite
hasarmi onlemede bir savunma mekanizmasi gibi ¢alistigin1 ve toksisite durumunda
aktive oldugunu ortaya koymaktadir. Hem biyokimyasal hem de molekiiler bulgular da
bu durumu desteklemektedir.

Bu ¢alisma sonucunda 5-HT7 reseptorleri, glutamat ve/veya diger maddeler ile
indiiklenen norotoksisitenin hem mekanistik ¢aligmalari, hem de tedavi siireci i¢in yeni
hedefler olarak ortaya konulacaktir. Boylece sadece bizim c¢alistigimiz agonist degil
yeni gelistirilecek bir¢ok 5-HT7 reseptor agonisti madde potansiyel ndroprotektif ilag

ham maddesi olarak arastirilabilecektir.
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