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OZET

Dopaminerjik néronlarda yliksek glukoza maruziyet ve insilin direnci nedeni ile meydana
gelen ilerleyici néron hasarinda N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptdr ve ndronal nitrik
oksit sentaz aracili oksidatif stresin azaltilmasinin néron 6limini 6nleyip 6nlemedigi
bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci, Uluslararasi Diyabet Federasyonu olgltlerine gore
yuksek glukoza maruz kalan dopaminerjik néronlarda glukotoksisite ve insilin direnci ile
ortaya ¢ikan oksidatif stresin sonuglarini incelemektir. Bu baglamda néronal mitokondrial
disfonksiyona ve bunun kompleman sistemine yansimasina, NMDA reseptor blokaji ve
noronal nitrik oksit sentaz inhibisyonunun etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada SH-SY5Y
insan noroblastoma dopaminerjik hiicreleri 150, 200, 250mg/dL glukoz bulunan ortamda
insilin, NMDA reseptor antagonisti; kinlrenik asit ve ndéronal nitrik oksit sentaz
inhibitérii; Nw-nitro-L-arginin metilester (L-NAME)e maruz birakilmistir. iki hicre
siklusunda oksidatif stres, total mitokondrial metabolik aktivite/hiicre canlihg (MTT),
nitrik oksit, glukoz transporter 3 (GLUT3), kompleman bileseni 1q (C1q) ve kompleman
diizenleyici protein 59 (CD59) olgllmustir. Yuksek glukoza maruz kalan noéronlarda glukoz
transportunun iki kat arttigi, ikinci hicre siklusunda hiicre canliiginda azalmanin, oksidatif
stres ve mitokondrial fonksiyon kaybi ile birlikte oldugu, insilin direncinin mitokondrial
disfonksiyon ve noron olimind hizlandirdigl tespit edilmistir. Yiksek glukozla NMDA
reseptor-aracili olarak meydana gelen reaktif nitrojen radikallerine dayali oksidatif streste,
SH-SY5Y hiicreleri tarafindan sentezlenen C1qg’'nun dogrudan katkisi oldugu, Clq ve CD59
konsantrasyonlarindaki degisikligin nitrik oksit diizeyleri ile iliskili oldugu anlasiimistir. Elde
edilen sonuglar endojen bir NMDA reseptor antagonisti olan kinlirenik asitin oksidatif
stresin ve mitokondrial disfonksiyonun azaltilmasi, insilin direncinin dizeltilmesinde L-
NAME’e gore daha basarili oldugu tespit edilmistir.
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Anahtar Kelimeler : Diyabet, dopaminerjik néron, insilin direnci, oksidatif stress, Clq,
CD59, L-NAME, kintrenik asit
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ABSTRACT

It is still not known whether reducing N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor and
neuronal nitric oxide synthase-mediated oxidative stress might prevent the neuronal
death caused by progressive damage of the dopaminergic neurons via exposure to high
glucose and insulin resistance. The aim of this study was to investigate the effect of
NMDA receptor blockage and/or inhibition of neuronal nitric oxide synthase on
mitochondrial function and complement system. Dopaminergic neurons were exposed to
insulin and high glucose according to the International Diabetes Federation criteria, and
associated oxidative stress came up due to glucotoxicity and insulin resistance. SH-SY5Y
human neuroblastoma dopaminergic cells were exposed to insulin, endogenous NMDA
receptor antagonist; kynurenic acid and neuronal nitric oxide synthase inhibitor; Nw-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) in cell culture media containing 150, 200, 250
mg/dL glucose. Oxidative stress, total mitochondrial metabolic activity/cell viability (MTT),
nitric oxide, GLUT3, Clq and CD59 were measured at two cell cycles. In high glucose
exposed neurons; glucose transport was increased by two fold, decrease in cell viability in
the second cell cycle was associated with oxidative stress and loss of the mitochondrial
function, insulin resistance exacerbated mitochondrial dysfunction and accelerated the
neuronal cell death. Clg was found to directly contribute to the oxidative stress,
originated from the reactive nitrogen radicals produced by glucose via NMDA receptors.
Alteration in C1g and CD59 concentrations were related to the nitric oxide levels. These
results indicated that kynurenic acid was more successful than L-NAME in suppressing the
oxidative stress, decreasing mitochondrial dysfunction and ameliorating the insulin
resistance.
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1. GIRIS

Uluslararasi Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan yapilan en son tahminlere gore
dinyada 2010 yilinda 285 milyon olan diyabet hastasi sayisi, 2030°’da 438 milyona
ylkselecektir (Shaw, Sicree, ve Zimmet, 2010). Diyabetli hastalarda tanidan sonraki ilk on
yil icinde kontrolsiiz yiksek kan glukozu ve insulin direncine bagh diyabetik néropati
gelisme riski yaklasik %50’dir (Callaghan, Little, Feldman ve Hughes, 2012). Epidemiyolojik
calismalar hiperglisemi, glukoz intoleransi ve insiilin direncinin Alzheimer hastaligi
gorilme olasihgini 2-4 kat artirdigini gostermektedir. (Kopf ve Frolich, 2009; Cardoso ve
digerleri, 2013). Noronlarin yiiksek glukoza maruz kalmalari reaktif oksijen radikalleri
(ROS)'nin olusumunu hizlandirir ve N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptor aktivasyonuna
sebep olur. Sonucta ortaya cikan nitrik oksit sentaz (NOS) uyarisi ile asiri nitrik oksit (NO)
sentezi meydana gelir. ROS ve reaktif nitrojen radikalleri (RNS)’ne bagh olarak gelisen
oksidatif stres mitokondrial disfonksiyon ve néronal apoptoza sebep olur (Braidy, Grant,
Adams, Brew ve Guillemin, 2009; Russell ve digerleri, 2002). Aslinda dustk fizyolojik
konsantrasyonlarda noron koruyucu olmasina karsin, yiksek patolojik seviyelerde
proteinlerin nitrozilasyonuna ve toksik peroksinitritlerin Gretilmesi neden olan NO
sentezinin inhibe edilmesinin ylksek glukozla ortaya ¢ikan ndéron hasarini nasil

etkileyecegi bilinmemektedir.

Amerikan Diyabet Dernegi (“The American Diabetes Association”, ADA) ve IDF kriterlerine
gore ylksek glukoz diizeylerine maruz kalan dopaminerjik néronlarda oksidatif stress ve
noronal apoptozun meydana gelme mekanizmasi bilinmemektedir. NMDA reseptorleri
noron fonksiyonlari icin gerekli oldugundan NMDA resept6r aktivitesinin inhibe
edilmesinin normal fizyolojik fonksiyonlari da oradan kaldirma olasiliginin bulundugu ileri
surilmektedir (Vandame ve digerleri, 2013). Bu nedenle tek endojen NMDA reseptor
antagonisti olan kinlirenik asit (KynA)’in ylksek glukoza maruz kalan ve insilin direnci
meydana gelen dopaminerjik noronlarda glukoz toksisitesine bagli oksidatif stres,

mitokondrial disfonksiyon ve néronal apoptozu 6nleyip 6nleyemedigi bilinmemektedir.



Son vyillarda diyabetin komplikasyonlari ile kompleman sistemi arasinda iliski oldugunu
distndiren bulgular giindeme gelmistir (Ghosh ve digerleri, 2013). Mitokondrilerden
kaynaklanan hiicre 6limiinin baslamasinda en 6énemli nedenlerden biri de, mitokondrial
porlarda permeabilite artmasi, adenozin trifosfat (ATP) sentezinin azalmasi ve ROS’nin
olusmasidir (Halestrap, 2009; Baines, 2009;). Klasik kompleman yolaginin ilk komponenti
olan Clg’nun hiicre yizeyinde baglandigi Clg baglayici protein (Clgbp)’in porlarda
permeabilite artisini inhibe ederek hiicreyi oksidatif strese karsi korudugu ileri
siriilmektedir (McGee ve Baines, 2011). Bu olayda modiilator olarak rol oynayan C1g’nun
yiksek glukoza karsi redoks-stres kaynakli mitokondrial hasari onleyip 6nleyemedigi

bilinmemektedir.

Bir membran atak kompleks (MAC) inhibitéri olan kompleman diizenleyici protein,
“complement regulatory protein” 59 (CD59)'un yiiksek glukoza bagli oksidatif stress ile
inhibe edildiginde MAC olusumuna bagl doku hasari gelistigi ileri stirlilmistir (Ghosh ve
digerleri, 2013). MAC olusumu icin gerekli olan klasik kompleman kaskadinin majoér
komponentlerinden biri de C1g’dur. MAC olusumu uyarildiginda, ortamda CD59 eksikligi
varsa, noronlarin kompleman-aracil sitotoksisiteye duyarliginin arttigr bulunmustur (Shen
ve digerleri, 1998). Noronlarda C5b-8 kompleksinin C9’u hiicre membranina
yerlestirmesini inhibe ederek komplemanin sitolitik etkisini engelleyen CD59’un (Meri ve
digerleri, 1990) yiiksek glukoz ve insilin direncine bagli siddetli oksidatif stres karsisinda
glikasyona ugrayip ugramadigi bilinmemektedir. insilin kan-beyin bariyerini gecerek
santral sinir sistemine girer ve insilin reseptoriine baglanarak tirozin kinazi aktive eder.
Noronlara glukoz transportu insilinden bagimsiz olmakla birlikte insilin sinyali néronal
fonksiyonlar icin dnemlidir (Schuh, Rieder, Rizzi, Chaves ve Roriz-Cruz, 2011). insiilinin,
noéronlarda primer glukoz taslyicisi olarak eksprese edilen glukoz tasiyicisi 3 (GLUT3)in
noron plazma membranina translokasyonunu saglayarak néronal glukoz alimini
dizenledigi ileri slrllmektedir (Uemura ve Greenlee, 2006). Ancak vyiksek glukoz
konsatrasyonuna maruz kalan néronlarda insulinin GLUT3 translokasyon ve flizyonuna

etkisi konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci, ADA ve IDF olcitlerine gore vyiksek glukoza maruz kalan

dopaminerjik néronlarda glukotoksisite ve instlin direnci ile ortaya ¢ikan oksidatif strese



bagh noéronal mitokondrial disfonksiyona ve bunun kompleman sistemine yansimasina,
NMDA reseptor blokaji ve noéronal NOS inhibisyonunun etkisini arastirmaktir. Bu
¢alismada, insan beyninden saf dopaminerjik néron kultiiri elde edilmesi son derece zor
oldugundan, dopaminerjik néron arastirmalarinda kullanilan SH-SY5Y insan noroblastoma
hiicre hatti kullanilmistir (Xie, Hu ve Li, 2010). insan néroblastoma hiicrelerinin serumda
klasik kompleman yolagini spontan olarak aktive etme kapasitesine sahip olduklari ve bu
hiicrelerin, membran kofaktor protein kompleman inhibitérlerini ve CD59’u eksprese
edebildigi gosterilmistir (Gasque, Thomas, Fontaine, Morgan, 1996). SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicreleri, 150, 200, 250mg/dL glukoz bulunan ortamda insilin, NMDA
reseptor antagonisti; KynA ve néronal NOS inhibitorl; Nw -nitro-L-arginin metil ester (L-
NAME)'e maruz birakilarak iki hicre siklusunda oksidatif stres, total mitokondrial

metabolik aktivite/hiicre canlligi (MTT), NO, GLUT3, Clq ve CD59 6lculmstr.

Bu calismanin amaci; yiksek glukoza maruz kalan noéronlarda glutamaterjik uyari,
mitokondrial oksidatif stres, MAC-kompleman diizenleyici protein dengesi ve insilin-
sinyal iletiminde bozulma gibi ¢esitli sebeplerle ortaya ¢ikan hasarda baslatici faktor
olarak duslindigiimiz NMDA reseptor uyarisinin, bu reseptoriin kompetetif antagonisti
olan KynA ile engellenip engellenemeyecegini ortaya koymaktir. Elde edilecek verilerin,
yuksek glukoz konsantrasyonlari karsisinda insilin direnci ile meydana gelecek néronal
hasarin kontrolunda bir triptofan metaboliti olan KynA'le yapilacak klinik calismalarin
planlanmasina ve vyeni terapoétik yaklasimlarin gelistiriimesine katkida bulunmasi

beklenmektedir.






2. GENEL BILGILER

Onsekiz ile 79 vyas arasindaki insanlarin %7,2’sine diyabet tanisi konulmaktadir
(Rathmann, Scheidt-Nave, Roden ve Herder, 2013). Diyabetin yayginligi, diinyada gittikce
blylyen bir toplumsal sorundur. Yasam beklentisinin azalmasina, komplikasyonlarin ise
artmasina sebep olmaktadir (Colagiuri, Cull ve Holman, 2002). Uluslararasi diyabet
federasyonu tarafindan yapilan en son tahminlere gore diinyada 2010 yilinda 285 milyon
olan diyabet hastasi sayisi, 2030’da 438 milyona yikselecektir (Shaw, Sicree ve Zimmet,
2010). Diyabet 21.ytzyilda halk saghgini tehdit eden en biyiik sorunlardan biridir (Dixon,
Zimmet, Alberti ve Rubino, 2011). Diyabetin ADA tarafindan onerilen giincel tani kriterleri;
klasik hiperglisemi belirtileri gosteren veya hiperglisemik krizler gelisen ve randomize
olarak plazma glukoz diizeyi 200 mg/dl (11,1 mM)’dan ylksek olan hastalarda, glikasyona
ugramis hemoglobinin %6,5’dan fazla, aglik plazma glukoz diizeyinin 126 mg/dl (7,0
mM)’'den yiksek ve oral glukoz tolerans testi esnasinda ikinci saattaki plazma glukoz
dlzeyinin ise 200 mg/dl (11,1 mM)’dan yiiksek olmasidir (Algahtani, Khan, Alhumaidi ve
Ahmed, 2013). Diyabetik hastalarda kan glukoz diizeyinin siirekli izlenmesi ve hiperglisemi
tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen, diyabet komplikasyonlari hala énemli bir
sorun olmaya devam etmektedir (Ceriello, Ihnat ve Thorpe, 2009). Hiperglisemi krizi ve
hiperozmolar ketoasidoz, kontrolsiiz “diabetes mellitus”un metabolik komplikasyonlari
olup, organizmada ciddi hasara veya mortaliteye sebep olabilmektedir. Hiperglisemi
prevalansinda yikselme ve saglk harcamalarinda sebep oldugu artis, halen biitiin
diinyada o6nemini ve glncelligini korumaktadir (Van Ness-Otunnu ve Hack, 2013;

Steenkamp, Alexanian ve McDonnell, 2013).

Cok sayida epidemiyolojik calisma, diyabetli hastada nérodejeneratif hastaliklar, 6zellikle
de Alzheimer hastaliginin gelisme riskinin yiiksek oldugunu gostermektedir (Kopf ve
Frolich, 2009; Maher ve Schubert, 2009). Rotterdam galismasi, diyabetin demans ve
Alzheimer hastahgi riskini iki misline cikardigini ortaya koymustur. Ancak diyabetin
Alzheimer hastaliginin gelisme riskini artirma mekanizmasi iyi bilinmemektedir. (Ott ve
digerleri, 1999). Japonya’da yapilan bir dizi arastirma icinde yer alan Hisayama calismasi,

hiperglisemi ve glukoz intoleransinin Alzheimer hastaligi gérilme olasiigini 2-4 kat



artirdigini géstermektedir. Buna ilaveten on dort ayri ¢alismanin gézden gegirildigi bir
meta-analizde de diyabetin Alzheimer hastalg riskini artirdigi kanitlanmistir (Kopf ve
Frolich, 2009). Aslinda tip 2 diyabetli hastalarda tanidan sonraki ilk on yil iginde
hiperglisemiye baglh diyabetik noropati gelisme riski yaklasik %50’dir (Callaghan ve
digerleri, 2012). Noéron hasarinda etkili olan ¢ok sayida faktor ileri strilmis, ancak bu
faktorlerin es zamanli olarak ortaya ¢ikmasi nedeni ile hangisine karsi alinacak onlemlerin

néron hasar kontrolunda 6ncelikli oldugu bilinmemektedir.

Norodejeneratif hasarin ilerlemesinde 6nemli bir faktor olan tip 2 diyabet, aslinda kronik
hiperglisemi ve insllin etkisinin eksikligine bagli metabolik sorunlarla karakterize
heterojen etiyolojili hastaliklar grubudur. Uzun siiren kontrolsuz hiperglisemiden sonra
diyabetin retinopati, nefropati ve noropati gibi 6zel komplikasyonlari ortaya ¢ikar ve
ateroskleroz hizlanir. Diyabet, metabolik bozukluklarin siddetine gére asemptomatik

olabildigi gibi ketoasidoz ve komaya kadar giden belirtilerle birlikte de gorilebilir.

Diyabetin etiyolojik siniflandirilmasi ve patofizyolojinin evrelendirilmesi insulin etkisinin
eksikligi dikkate alinarak yapilir; Tip 1: Pankreatik hiicrelerin otoimmiin mekanizma veya
bilinmeyen bir sebeple harabiyete ugramasi ile karekterizedir. Tip 2: insilin salgisinin ve
insiline duyarligin azalmasi (insiilin direnci) ile karakterizedir. Tip 3: ki ayri alt-grubu
icerir; alt-grup A, genetik yatkinliga sebep olan 6zel mutasyonlar sonucu gorulir, alt-grup

B diger hastaliklarla birlikte goriilen diyabet grubudur.

Diyabette glukoz metabolizmasi; normal, sinir olgular ve diyabetik evre olmak Uzere (g
asamada degerlendirilir. Diyabetik evreler; 1. Glisemik kontrol icin insiline gerek
gostermeyen, 2. Glisemik kontrol igin insiline gerek gosteren ve 3. Yasam igin insulin-

bagimli olmak lizere li¢c asamadir.

2.1. Kan glukozu ve protein glikasyonu

Kronik hipergliseminin kanitlanmasi “diabetes mellitus” tanisi igin bir 6n sarttir. Kan

glukoz dizeyi ¢ kategoride dikkate alinir. 1. Diyabetik tip: Achk glukoz

konsantrasyonunun 126 mg/dl veya daha yiiksek ve/veya 75 g glukoz verilmesinden iki



saat sonra serum glukoz dizeyinin 200 mg/dl veya daha ylksek olmasidir. 2. Herhangi bir
zamanda elde edilen serum glukoz degerinin 200 mg/dl olmasi diyabetik tip glukoz
konsantrasyonunu gosterir. 3. Normal glukoz konsantrasyonu; aglik plazma glukozunun
110mg/dI’'nin altinda olmasi veya 75 g glukoz verilmesinden iki saat sonra 140 mg/dI'nin
altinda olmasidir (Kuzuya ve digerleri, 2002). Farkh giinlerde iki veya daha fazla diyabetik
tip hiperglisemi tespit edilmesi “diabetes mellitus” olarak yorumlanir. Ayrica, “diabetes
mellitus”un tipik belirtilerinin olmasi, glikasyona ugramis hemoglobin (HbAlc) nin %6,5
veya Uzeri olmasi, diyabetik retinopatinin bulunmasi gibi kosullardan birinin bulunmasina
ilaveten bir kez diyabetik tip plazma glukoz degerinin tespiti diyabet olarak degerlendirilir.
Diyabetin yukarida belirtilen tipik belirtilerinin veya evvelce HbAlc'nin %6,5 ve Uzeri
olmasi halinde plazma glukoz degeri “diyabetik tip” diizeyine erismis olmasa bile slipheli

diyabet veya diyabet olarak kabul edilmelidir (Kuzuya ve digerleri, 2002).

Diyabetik hastanin takibinde ve diyabete bagli kronik komplikasyonlarin azaltiimasi igin
glisemik kontrollin saglanmasinda “altin standart” HbAlc diizeylerinin izlenmesidir
(Lapolla, Traldi ve Fedele, 2005). Eriskinde hemoglobin (Hb)'nin %97’si HbA’dan olusur.
HbA’'nin HbAla, HbAlb ve HbAlc olmak lzere (i¢ alt grubu vardir (Allen, Schroeder ve
Balog, 1958). Diyabetik hastada bunlardan 06zellikle HbAlc artar (Rahbar, 1968).
HbAlc'nin eritrositlerin ortalama Omir sirelerinin Uzerinde go6riilmesi ve HbAlc
diizeyinin zaman-iliskili ortalama glukoz konsantrasyonuna bagl olmasi nedeni ile erken
glikasyon Uruniu olarak HbAlc olglimleri, 6l¢iim yapilmadan 6énceki 4-6 hafta siliresince
yiksek glukoza maruziyetini yansitir. HbAlc degerleri 6nceki 4-8 hafta icindeki glukoz
dizeyleri ile linear korelasyon gosterir. HbAlc dizeyinin azalmasi diyabetik hastanin kan

glukoz degerlerinde dizelmeyi yansitir (Schwartz, 1995; Larsen, 1997).

Diinyada yaklasik 24 milyon insan muhtelif demans tiplerinden etkilenmektedir. Gelecek
bes yil icinde, demans tanisi alan hasta sayisinda ciddi bir artis olmasi beklenmektedir
(Kern ve Behl, 2009). Norodejeneratif hastaliklar hiicresel yerlesimi farkli olmasina
ragmen son derece dinamik ve cok faktorlli patolojik durumlar oldugu icin sebepleri cok
iyi anlasilamamistir. Kronik, ilerleyici ve biyokimyasal olarak iliskili géziikmeyen molekiiller
arasinda c¢oklu sinerjik etkilesim gosteren metabolik ve immiinolojik yolaklari

ilgilendirmektedir. Bircok c¢alisma, demans grubundaki hastaliklarda néronal hiicre



dejenerasyonu ve sonugta hiicre 6limiine sebep olan faktorler arasinda oksidatif stress,
inflamasyon ve sellller proteinlerin glikasyonunda artma gibi muhtelif benzerliklerin

oldugunu ortaya koymustur (Williams, Weinberg ve Smith, 2011).

Hb glikasyonunda oldugu gibi diger serum proteinlerinin glikasyonu da kronik ylksek
glukoz konsantrasyonu ile orantilidir (McDonald ve Davis, 1979). Glikasyon Urtnlerinin
serebrospinal sivida birikmesine bagli olarak 111 glikasyon noktasinda glikasyona ugrayan
48 protein noéroinflamasyon ve noérodejenerasyonda 6nemli rol oynar (Ramirez-Boo ve
digerleri, 2012). Proteinlerin non-enzimatik glikasyonu veya “Maillard” reaksiyonu olarak
isimlendirilen  siireg, kronik hiperglisemiye  bagl olarak diyabetin  kronik
komplikasyonlarinin gelismesine sebep olan pato-fizyolojik degisiklikleri yansitir
(Brownlee, Cerami ve Vlassara, 1988). “Maillard” reaksiyonu erken evre, ara evre ve gec
evre olmak lizere (¢ asamada meydana gelir. Erken evrede glukoz veya fruktoz, pentoz,
galaktoz ve mannoz gibi diger reduktif sekerler; proteinler, niikleik asitler ve lipitlerin
serbest amino gruplari ile reaksiyona girerek “Schiff base” denilen stabil olmayan bir
aldimin bilesigi meydana getirirler. “Schiff base” daha sonra “Amadori” Grini denilen
stabil bir ketoamine donislir. Ara evrede oksidasyon ve dehidrasyon reaksiyonlari ile
“Amadori” Grtnd, glioksal, metilglioksal (MGO), deoksiglukozon gibi cesitli karbonil
bilesiklere pargalanir. Bunlar sekerlerden daha reaktif bilesiklerdir ve proteinlerin amino
gruplari ile tekrar reaksiyona girerler (Lapolla ve digerleri, 2005). Diyabetik hastanin
metabolik kontrolunun degerlendirilmesinde erken evre glikasyon (riint olan “Amadori”
Urintndn olgllmesi rutin olarak kullanilan bir yéntemdir. Bu konuda HbAlc ve glikolize
serum proteinleri en sik kullanilan iki parametredir (Mayer ve Freedman, 1983). Anormal
protein agregasyonu, MGO ve glioksal gibi aldehitlerin olusumu noérodejeneratif
hastaliklarin kronik gelisimine katkisi olan ortak olaylardir. MGO son derece reaktif bir
dikabonildir. Aerobik glikolizis esnasinda tirozin fosfatlarin spontan parcalanmasi ile
meydana geldigi gibi pentoz, askorbat ve lipidlerin oksidasyonu ile de olusur (Degenhardt,
Thorpe ve Baynes, 1998). Plazma konsantrasyonunun ve reaktivitesinin yiksek olmasi
nedeni ile MGO en 6nemli in-vivo karbonildir. Dolayisi ile glioksal ve MGO’in dlcilmesi,
yuksek glukoz konsantrasyonuna bagl oksidatif stresin degerlendirilmesinde son derece
onemlidir (Lapolla ve digerleri, 2003). Ge¢ evrede bu karbonillerin serbest amino gruplari

ile tekrar reaksiyona girmesi ile ileri glikasyon son driinleri (“Advanced Glycation End-



Products” (AGE)) denilen suda erimeyen ve geri-donissiiz bilesikler meydana gelir (Bkz
Sekil 2.1.). Bunlar proteinler (zerinde birikir, capraz baglar yaparlar ve hiicresel
reseptorlerle etkileserek veya hiicre ici glikasyona sebep olarak hasara yol acarlar (Sing,
Barden, Mori ve Beilin, 2001). Hiperglisemi, protein glikasyonu ve AGE olusumu arasinda
son derece kuvvetli korelasyon vardir. Glisemik kontrolla korelasyon gosteren AGE DNA,
lipid ve proteinler lizerinde meydana gelerek hiicresel ve molekiiler diizeyde fonksiyon
bozukluguna yol acar. Hiperglisemik donemde olusan bu reaktif bilesikler daha sonra
diyabete bagh komplikasyonlarin gelismesinde 6nemli rol oynar (Stitt, Jenkins ve Cooper,
2002). Toksik AGE, AGE reseptorleri aracihigi ile hiicre ic¢i sinyal iletimini, gen
ekspresyonunu, proinflamatuvar molekiillerin serbestlesmesini ve ROS’nin {retimini
etkileyerek diyabetik komplikasyonlarin meydana gelmesine katkida bulunur (Sato ve
digerleri, 2006). Toksik AGE’nin yapisinda yer alan gliseraldehit, oksidatif stresle diyabetik
vaskiiler komplikasyonlar ve néron hasarina yol acar. “Gliser-AGE” epitopuna karsi gelisen
antikorlarin diyabetik serumun néronal hicreler Gzerindeki nérotoksik etkisini dnledigi

tespit edilmistir (Takeuchi ve Yamagishi, 2009).

Glisemik kontrolu yeterli olmayan diyabetli hastalarda plazma glukoz dizeyindeki siirekli
yikseklik, plazma proteinlerinin geri-donissiiz non-enzimatik glikasyonuna sebep olur.
Ozellikle non-enzimatik glikolize apolipoprotein (apo)A-I diizeyi, diyabet ve kronik bébrek
yetmezliginde yikselir ve lesitin-kolesterol aciltransferazi inhibe ederek “high-density
lipoprotein” (HDL)’lerin kardiyovaskiler sistemi koruyucu bazi 6zelliklerinin ortadan

kalkmasina yol acar (Rye, 2014).

2.2. Yiiksek glukoz ve noron hasari

Farkli konsantrasyonlarda glukoza maruz kalan néron hiicre kiltlrlerinde enerji
gereksinimini dizenleyen metabolik degisiklikler meydana gelir. Diyabette gorilen
hiperglisemi ile birlikte, hipertrigliseridemi, hiperkolesterolemi, hipoalfalipoproteineminin
ortaya cikmasi, AGE birikimi, glikolize-okside lipoprotein diizeyinde artma mitokondrial
solunum disfonksiyonuna bagli olarak ROS’nin artmasina ve néron hasarina sebep olur

(Shen, 2012; Chilelli, Burlina ve Lapolla, 2013).
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Noronal aktivite ve enerji tiketimi arasinda dinamik bir iliski vardir. Normoglisemik
kosullarda plazma glukozu 5,5-7,8 mM iken beyin glukoz konsantrasyonu 0,82-2,4 mM
arasinda degisir (Silver ve Erecinska, 1994; Abi-Saab ve digerleri, 2002). Beyinde
ekstraselltler glukoz konsantrasyonu hiperglisemik ve hipoglisemik kosullara gére 4,5 mM
ile 0,16 mM arasinda dramatik degisiklikler gosterir (Silver ve Erecinska, 1994). 25mM
glukoz iceren néroblastoma hiicre kiiltiirlerinde bazal diizeyde olan adenozin monofosfat
(AMP) ile aktive protein kinaz (AMPK), glukozun fizyolojik dlizeyin altina inmesi ile
artmaya baslar. Diger bir deyisle hiicrelerin distik glukozla canhliklarini stirdirilebilmeleri
icin AMPK fosforilasyonu artar (Lee, Li, Xi, Suh ve Martin, 2005). Hiperglisemi ile glikolitik
ATP’nin artmasi AMP/ATP oranini azaltir ve AMPK aktivitesini inhibe eder (Martin ve
digerleri, 2006). Akut hiperglisemi ile AMPK aktivitesinin inhibe olmasi, glukoz ve insiilinle
dizenlenen NO dretiminin azalmasina yol acar (Canabal, Potian, Duran, McArdle ve
Routh, 2007). Hipoglisemi sonucu noéron icinde ATP dizeyinin dismesi ile AMP artisina
cevap olarak AMPK aktive edilir (Sanders, Grondin, Hegarty, Snowden ve Carling, 2007).
AMPK aktive olunca, noronda ATP destegine gerek gosteren bircok metabolik olay
baskilanir, yag asidi oksidasyonu ve glikolizis gibi katabolik olaylar ise hizlanir (Hardie,
2007). Aslinda dustk glukoz dizeyi, NO kullanilmasini belirgin bicimde azaltir. Dislik
glukoz dizeyi ayni zamanda AMPK'I hizla aktive eder. Ancak AMPK'In fizyolojik

aktivasyonu kullanilabilir NO miktarini uygun diizeye ¢ikaramaz (Wang ve digerleri, 2012).

Primer noéronlarin 45mM dlzeyinde yiksek glukoza maruz kalmasi ROS’nin olusumunu
hizlandirarak 6nce mitokondrial membran hiperpolarizasyonuna sonra mitokondrial
membran depolarizasyonuna, mitokondrial disfonksiyona, kaspaz 3 ve 9 aktivasyonu ile
noronal apoptoza sebep olur. (Russell ve digerleri, 2002). SH-SY5Y insan noroblastoma
hiicrelerinde AGE ile meydana gelen hiicre igi oksidatif stres ve hicre olimi AGE
reseptorleri’'nin blokaji ile 6nlenebilmektedir (Yin ve digerleri, 2012). SH-SY5Y hiicreleri,
seker metabolizmasinin bir dikarbonil metaboliti ve AGE’nin major prekirsori olan
MGO’a yiksek miktarda maruz birakildiginda hicre igi ATP, mitokondrial redoks
tamponlama, mitokondrial membran potansiyeli ve hiicre canlihgl azalir, ROS olusumu
artar (Wang, Yu, Pu ve Du, 2014). Reaktif dikarboniller glukoza nazaran 20.000 kat daha
reaktiftir. MGO gibi reaktif dikarboniller protein, lipid ve niikleik asitleri modifiye ederek
glikasyon olayina buyik katkida bulunurlar (Jack ve Wright, 2012). Nitekim SH-SY5Y
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néroblastoma hiicrelerinin MGO’a maruziyeti 24 saat igcinde plazma membraninin erken
depolarizasyonu, asiri glutamat serbestlesmesi ve oksidatif streste artma ile sonuclanir.
Hicre canlihgl ve hiicre igi ATP azalir. Bu degisikliklerin NOS inhibitori L-NAME ve NMDA
reseptor antagonisti ile onlenebildigi gosterilmistir (De Arriba ve digerleri, 2006). Bu da
NMDA reseptor aktivasyonunu takiben ortaya ¢ikan NOS uyarisi ile asiri NO sentezi ve

RNS’nin meydana geldigini distindirmektedir (Braidy ve digerleri, 2009).

Yiksek glukoz konsantrasyonu ile meydana gelen hiicresel stresin patogenezinde asiri
mitokondrial serbest radikal olusumu ve buna bagh mitojenle aktive olan protein kinaz
p38 (p38 MAPK) aktivasyonu énemli rol oynar (Bkz Sekil 2.1.). Yiksek glukozla uyariimig
mitokondrial oksidatif stresin antioksidanlarla ortadan kaldirilmasi, SH-SY5Y hiicrelerini
yuksek glukoza bagh p38 MAPK yolaginin aktive olmasina bagli istenmeyen etkilerden

korur (Cao, Jiang, Du ve Yan, 2012).

2.3. Yiiksek glukoz diizeyi ve nérodejeneratif hastaliklar

Cok sayida epidemiyolojik calisma diyabetli hastada nérodejeneratif hastaliklarin 6zellikle
de Alzheimer hastaliginin gelisme riskinin yiksek oldugunu gostermektedir (Kopf ve
Frolich, 2009; Maher ve Schubert, 2009). Diinya Alzheimer raporuna gore halen 36 milyon
insan ilerleyici norodejeneratif demanstan etkilenmekte ve gelecek yirmi yilda bu sayinin
iki katina ¢ikmasi beklenmektedir. ileri yastaki niifusun %80’inde demansin cesitli formlari

ve Alzheimer Hastaligi’nin bulundugu anlasiimistir (Van Himbergen ve digerleri, 2012).

Glukoz beynin temel enerji kaynagi olup normal beyin fonksiyonlarinin devami i¢in beyin
glukoz duzeyinin dar sinirlar iginde muhafaza edilmesi gerekir. Kontrolsuz kan glukoz
diizeyi ise beyin yapi ve fonksiyonunu etkileyerek algilama bozukluklarina yol acar
(Cardoso ve digerleri, 2013). Yapilan galismalarda tip 2 diyabetli hastalarin %50’sinde
tanidan sonraki ilk on yil iginde hiperglisemiye bagh diyabetik ndropati gelisme riski
oldugu gozlenmistir. Dizenli kan glukoz kontroli ise noropati gelisme riskini onemli

oranda azaltmaktadir (Callaghan, Little Feldman ve Hughes, 2012).
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2.4. Yiksek glukoz ve glutamaterjik uyari

Hiperglisemi diyabet gelismesinde primer faktor olarak kabul edilmektedir. Pankreas beta
hiicreleri yiksek glukoz’a (10, 25, 50 mM) maruz kaldiklarinda; hiicre canhliginda
azalmanin, glukozun dozuna bagli olarak hiicrelerin glutamat tutmasindaki artma ile
orantili oldugu ileri striilmustlir. Diger bir deyisle, yliksek glukozla uyarilan oksidatif stres
ve glutamat hiicre canhhgini azaltmaktadir. Yiksek glukozun bu etkisinin 1mM N-asetil-L-
sistein (NAC) ile bloke edildigi gosterilmistir (Han ve Park, 2011). Oksijen ve glukoz
yokluguna bagh glial nekrotik hiicre o6liminden ise hem iyonotropik glutamat
reseptorlerinin hem de glutamat tastyicilarinin sorumlu oldugu distnilmektedir (Bonde,
Noraberg, Noer ve Zimmer, 2005). Normal kosullarda memeli santral sinir sisteminde
sabit hizda bir glukoz destegine gerek vardir. Beyin enerji desteginde yag asitleri veya
keton cisimciklerinin katkisi son derece sinirlidir. Glukoz kan-beyin bariyerinden ve plazma
membranindan hizla geger sonra fosforilasyona ugrar. [1-13C]D-glukozla vyapilan
calismalarda (Mason, Behar, Rothman ve Shulman, 1992), 6-8 mM normoglisemik plazma
konsantrasyonunda, ortalama beyin dokusu glukoz igeriginin 2-4 umol/g yas doku oldugu
gosterilmistir. Beyin glukoz konsantrasyonu hipoglisemi ile diser, hiperglisemi ile artar
(Mason ve digerleri, 1992). Normal kan glukoz konsantrasyonunda beyin glukoz tutulum
orani, glukoz kullanim hizina gére 2,4+0,4 kat daha fazladir. Bu da normal kosullarda kan-
beyin bariyerinden glukoz transportunun, glukoz kullanim hizini kontrol eden bir
parametre olmadigini gostermektedir (Mason ve digerleri, 1992). Glukozun kan-beyin
bariyerini gecerek noronlara ulasmasinda, burada bulunan GLUT1, ndron igine
transportunda ise GLUT3 aracilik yapar (Bkz Sekil 2.1.). N6éron tarafindan glukozun
alinmasi sinaptik terminal membranlarinda yiiksek konsantrasyonda GLUT3 bulunmasina
baghdir (Leino, Gerhart, van Bueren, McCall ve Drewes, 1997; Vannucci, Maher ve
Simpson, 1997). Noronlarda yaygin olarak eksprese edilen GLUT3, nérona 6zgi bir glukoz
tasiyicisidir ve santral noronlarda 6nemli rol oynar (Nagamatsu ve digerleri, 1993).
Serebral glukoz kullaniminin artmasi GLUT3 ekspresyonunu es zamanli olarak artirir (Piert,
Koeppe, Giordani, Berent ve Kuhl, 1996; Vannucci ve digerleri, 1998). GLUT3’lin glukoza
afinitesi GLUT1’e nazaran daha ylksektir ve transport kapasitesi de en az 5 kat daha
fazladir. GLUT3’(in bu 06zelligi noronal transport bakimindan onemlidir. Serum glukoz

konsantrasyonu 5-6 mM iken néron gevresindeki glukoz konsantrasyonu yaklasik 1-2
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mM’dir. Dolayisi ile néronun glukoza erisim kapasitesi diger néronal hiicrelerden daha
ylksektir. (Leino ve digerleri, 1997; Vannucci ve digerleri, 1997). Yetmis iki saatlik aclktan
sonraki hipoglisemi, GLUT3 mRNA ekspresyonunu iki kat artirir. Hipoglisemi GLUT3 mRNA
ekspresyonunu dogrudan artirirken, hipergliseminin GLUT3 mRNA ekspresyonunun
degistirmedigi ileri strilmektedir (Nagamatsu, Sawa, Inoue, Nakamichi, Takeshima ve
digerleri Hoshino, 1994). Diger taraftan, sinaptik aktivite ile GLUT3’lin ekspresyonundaki
artig intraselliler glukoz diizeyini artirir. Bu etkinin NMDA reseptér ve ndronal NOS
(nNOS) inhibisyonu ile oOnlendigi tespit edilmistir. Aslinda sinapslarda NMDA
reseptorlerinin uyarisi nNOS’Iin fosforilasyonunu kontrol ederek NO sentezinde etkili
olmaktadir. nNOS’In fosforilasyonunun inhibisyonu, GLUT3 artisini engeller. NMDA
reseptor aracili NO artisi siklik guanozin monofosfat (cGMP)/ cGMP kinaz (cGK) sinyal
iletim yolagini uyararak GLUT3’ln plazma membranina translokasyonunu kolaylastirir.
Membran GLUT3 miktarindaki bu artis glukoz transportunu hizlandirir. Sonug olarak;
nNOS fosforilasyonu Uzerinden NMDA reseptorlerinin sinaptik uyarisi NO-aracili bir
yolakla GLUT3’lin membran ekspresyonunu uyarir ve glukozun hiicre icine girisini
hizlandirir. Bu olay, NMDA reseptor ve nNOS ihibisyonu ile bloke olur (Ferreira, Burnett ve
Rameau, 2011). Ancak vyiksek glukoz konsantrasyonuna maruziyette glutamaterjik
noronal uyari ile baslayan stirecin NMDA reseptori diizeyinde nasil gelistigi ve hiicre

olimunun asil sebebi tam olarak bilinmemektedir.
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Sekil 2.1. SH-SY5Y dopaminerjik néron hicresinde yiliksek glukoza maruziyet ile meydana
gelen olasi glutamaterjik uyari ve mitokondrial oksidatif stres (Kompleman 1q:
Clq, Clg baglayici protein: Clgbp, Kompleman diizenleyici protein “complement
regulatory protein 59”: CD59, Membran atak kompleksi: MAC, “mitochondrial
permability transition”: MPT porlari, N-metil-d-aspartat reseptorii: NMDA-R, NOO-:
peroksi nitrit, NO: nitrik oksit, nNOS: néronal nitrik oksit sentaz, Nw -nitro-L-arginin
metil ester: L-NAME, Alfa7-nikotinik asetilkolin reseptorii: a7nAChR, Glukoz
tastyicisi 3: GLUT3, Insiilin reseptdr substrat 1: IRS1, insiilin reseptérii: insR, ileri
glikasyon Grtinleri: AGE, Hidrojen peroksit: H202, Adenozin trifosfat: ATP)

Asiri glutamat serbestlesmesi ve bunu takip eden glutamaterjik néronal uyarinin oksidatif
strese ve noronal hasara sebep oldugu bilinmektedir. Néronlarda oksidatif stresi hem
glutamaterjik hem de kolinerjik reseptor uyarisi baslatmaktadir (Savolainen, Loikkanen,
Eerikdinen ve Naarala, 1998). Noronal glutamatin en 6nemli 6n maddesi glutamindir.
Glutamat ayrica, trikarboksilik asit (TCA) donglisiinde de sentezlenir (Bak, Schousboe ve
Waagepetersen, 2006). NMDA reseptor antagonistleri hicre ici glutamin diizeyinin
artmasina, glutamat diizeyinin ise azalmasina sebep olur (Moghaddam, Adams, Verma ve
Daly, 1997; lltis ve digerleri, 2009). SH-SY5Y insan noroblastoma hiicreleri tarafindan
eksprese edilen fosfatla aktive glutaminaz (PAG) glutamini glutamat ve amonyaga

dondstirir (Roberg, Torgner ve Kvamme, 2010). Glikolitik enzimler olarak bilinen
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gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ve 3-fosfo gliserat kinaz (3-PGK), sinaptik
vezikiillerde fonksiyonel bir kompleks meydana getirerek presinaptik vezikiillerde
glutamat birikmesini saglarlar (lkemoto, Bole ve Ueda, 2003). Eger noéronlar yiksek
konsantrasyonda glutamata maruz kalirlarsa, NMDA reseptdr kanallari Ca®* iyonlarina
gecirgen hale gelirler (Bkz Sekil 2.1.). Burada endojen ekstraselliiler glutamatin kaynagi
onemlidir (Tapia, 1996). Yapilan calismalar noéronlarda glutamat reseptorlerinin asiri
eksitotoksik (“excitotoxic”) aktivitesinden endojen glutamatin sorumlu oldugunu
gostermistir (Ayala ve Tapia 2008). 10 nM norotensin 30 dakikada endojen glutamat
seviyesini yukseltir. Noronlardan agiga c¢ikan glutamata bagh NMDA-aracili sinyal iletimi
noron hasarina yol acar (Antonelli ve digerleri, 2004). Noronlarda glutamat
reseptorlerinin  aktive olmasi ile birlikte glikolizisi dizenleyen 6-fosfofrukto-2-
kinaz/fruktoz-2,6-bifosfataz-3 (PFKFB3) stabilize olur ve glikolizis artar, buna karsilik
pentoz fosfat yolagl (“pentose phosphate pathway”) (PPP) aktivitesi azalir. Yeteri kadar
glukozun PPP yolagina girememesi, noronlarin antioksidan redikte glutatyon (GSH)
rejenerasyonunu engelleyerek oksidatif stresi baslatir (Rodriguez-Rodriguez, Almeida ve
Bolafios, 2013). Rodriguez-Rodriguez ve digerleri (2012) néronlardaki NMDA reseptor
aktivasyonu ile PFKFB3 proteininin nukleusta eksprese olarak sitozole serbestlestigini ve
glikolizisi artirdigini, buna karsilik PPP aktivitesini azalttigini géstermislerdir. PPP kaynakh
antioksidan GSH azalmasi oksidatif stres ve apoptotik ndéron 6limi ile sonuglanir
(Rodriguez-Rodriguez, Fernandez, Almeida ve Bolafios, 2012). Normal kosullarda
noronlarda glikolizisi hizlandiran PFKFB3, isoform 3 aktivitesi son derece azdir ve
noronlarin glikolitik aktivitelerini artirmalari zordur. Bundan dolayl ndron icine giren

glukoz bliyik olgtide PPP’e yonelir ve GSH (retilir (Bolaifios, Almeida ve Moncada, 2010).

Glikolitik aktivitenin glikolizis yoniinde uyariimasi noronlar igin sitotoksiktir (Almeida,
Almeida, Bolanos ve Moncada, 2001). Néronlarda glukoz kullaniminin PPP’den glikolizise
sapmasi, kritik antioksidan nikotinamid adenin dinikleotid fosfat (NADPH)-GSH sisteminin
glukoz destegini azaltarak oksidatif stresin devam etmesine sebep olur. NMDA reseptoér
uyarisi ile tetiklenen glikolizisle birlikte okside glutatyon (GSSG) rediikte olamaz ve GSH
diizeyi azalir, mitokondrial ROS artar ve apoptotik néron 6limu gerceklesir (Rodriguez-
Rodriguez ve digerleri, 2013). N6éronlar hem zayif antioksidan sistemleri, hem de ener;ji

homeostazini kompanze etme kapasitelerinin diisiik olmasi nedeni ile ROS ve RNS’ne karsl
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son derece duyarhdir. RNS lretimi artmaya baslayinca, NADPH ve GSH ureten antioksidan
PPP’i etkin bicimde uyarir, bu esnada biyoenerijitik glikolizis inhibe olur (Bolafios ve

Almeida, 2010).

NMDA reseptorlerinin  néronlarin  canliiginin  devaminda veya o6limindeki roll
konusundaki tartismalar uzun siiredir devam etmektedir (Kalia, Kalia ve Salter, 2008).
Sinaptik NMDA reseptorleri ndéron canliliginin strdirilmesi igin dnemlidir. Ekstrasinaptik
NMDA reseptor aktivasyonu ise noron hasarina sebep olan genlerin ekspresyonunu
indiikler (Zhang ve digerleri, 2007). NMDA reseptorlerinin asiri uyarisi ile hiicre icine
kalsiyum iyonlarinin [Ca®"] asiri  girisi  hicre o6limine veya muhtelif norolojik
fonksiyonlarin hasar gormesine sebep olur (Mody ve MacDonald, 1995; Arundine ve
Tymianski, 2003). Glutamatin hiicre hasarina yol agan toksik uyarisi igin ndron igine ca*
girisi gereklidir. NMDA reseptéleri, toksik Ca** girisinde primer kaynaktir (Choi, 1987;
Choi, Maulucci-Gedde ve Kriegstein, 1987; Choi, Koh ve Peters, 1988). Fizyolojik
miktarlarda NMDA reseptor aktivitesi noron yasami icin faydali iken asirt NMDA reseptor
aktivasyonu ve néron iginde asiri Ca** birikmesi hasara sebebiyet verir. NMDA reseptor
aktivitesine noronal cevap bir can egrisine benzer; cok fazlasi ve ¢cok azi néron hasarina
yol acar (Hardingham ve Bading, 2010). Tek basina veya sinaptik NMDA reseptor
aktivasyonunun varliginda ekstrasinaptik NMDA reseptor aktivasyonu ile néron igine Ca”
girisi mitokondrial disfonksiyon ve hiicre 6limund ile sonuglanir (Hardingham, Fukunaga
ve Bading, 2002). Ekstrasinaptik sinyal iletiminin etkileri, sinaptik sinyale nazaran daima
daha fazladir (Hardingham ve digerleri, 2002; Ivanov ve digerleri, 2006). NMDA
reseptorinin kronik uyarisinda sinaptik ve ekstrasinaptik aktiviteler arasindaki denge
onemlidir (Okamoto ve digerleri, 2009). Dusiik konsantrasyonda NMDA daha ¢ok sinaptik
yolag aktive eder ve néron koruyucu etki gosterir, buna karsilik yiksek diizeyde NMDA
sinaptik uyariyr baskilar ve ekstrasinaptik yolak etkinlik kazanir (Soriano ve digerleri,
2006). Sinaptik NMDA reseptorlerinden giren Ca®" hiicre ici kaynaklardan desteklenir ve
ca* uyarisi noron gekirdegine ulasir (Hardingham, Arnold ve Bading, 2001). Nikleer ca*
noronal gen ekspresyonu icin en gliclii uyaranlardan biridir. Siklik AMP cevap elemani
baglayici proteini (“cyclic-AMP response element binding protein”, CREB), niikleer ca®

bagimli hiicre korunmasinda en énemli aracidir (Hardingham ve digerleri, 2010).
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Her nekadar NMDA reseptdr antagonistleri ile reseptdrin siirekli uyarisinin bloke edilmesi
norolojik hastaliklarin tedavisinde rasyonel bir yaklasim gibi goziikse de, NMDA reseptori
normal beyin fonksiyonlari igin gerekli oldugundan NMDA reseptor aktivitesinin tamamen
inhibe edilmesi normal fizyolojik fonksiyonlari da oradan kaldirdigindan istenen sonuca
ulasilamaz (Vandame ve digerleri, 2013). Muhtelif potent selektif NMDA reseptor
antagonistleri gelistirilmis, ancak bunlarin nérotoksisteleri nedeni ile klinik calismalari
mimkin olamamistir (Low ve Roland, 2004). Son zamanlarda NMDA reseptor
antagonistlerinin gelistirilmesi icin yapilan calismalar, NMDA reseptér uyarisi ile meydana
gelen cevabin reseptoriin konumuna bagh olarak degistigini ortaya koymustur. Sinaptik
NMDA reseptérlerinin uyarisinin primer olarak niikleer Ca®* sinyal iletimi ile meydana
geldigi ve noroprotektif oldugu, buna karsilik ekstrasinaptik NMDA reseptérlerinin
uyarisinin ise hiicre olimine yol actigl gosterilmistir (Hardingham ve Bading, 2010).
NMDA reseptorleri sodyum, potasyum ve kalsiyuma gecirgen katyonik kanallardir. NMDA
reseptorlerinden kalsiyum girisi NMDA reseptorleri ile iliskili bir¢cok fizyolojik ve patolojik
kosulda kritik bir faktordir. NMDA reseptor aktivasyonu ve bunu takip eden postsinaptik
kalsiyum konsantrasyonundaki artig sinaptik etkinligi ve néral morfolojiyi modifiye eden
olaylari tetikler. Fonksiyonel NMDA reseptorleri; GIuN1, GIuN2A-D, GIuN3A-B gibi farkh alt
Unitelerden meydana gelmis bir tetramerdir. Tipik olarak endojen NMDA reseptrorleri iki
GIuN1 alt Uniteye ilaveten GIuN2 veya GIuN3 alt Unitelerden meydana gelen di-
heteromerlerdir. Ozgiin olarak GluN1/GIuN2B/GIuN3A veya GluN1/GluN2B/GIuN2D
kompleksleri gocukluk siirecinin erken agsamasinda eksprese edilir. GluN1/GIuN2A/GIuN2B
veya GIuN1/GIuN2A/GIuN2C ise eriskin donemde eksprese edilir (Al-Hallag, Conrads,
Veenstra ve Wenthold, 2007; Brothwell ve digerleri, 2008).

Batln GIuN iyonotropik glutamat reseptorlerinde alt tnitelerin M1, M2 ve M3 olmak
Uzere (¢ adet transmembran segmenti ve bir “re-entrant pore loop”u vardir. Uzun N-
terminal uglari ekstrasellilerdir. C-terminal ise birgok sitozolik proteinle etkilesen hiicre igi
bolimdur. Glutamat, GIuN2 alt Unitesine baglanir. NMDA reseptér alt Gniteleri yapisal
benzerliklerine ragmen fonksiyonel bakimdan cok farkhdirlar. GIuUN2A ve GIuN2B en
yogun arastirma konusu olan alt tnitelerdir. GIuN2A igeren reseptorler, GIuN2B igerenlere
nazaran daha hizli bir kinetige sahiptir. Buna karsilik GIuN2A’ya nazaran GIuN2B'ye

glutamat afinitesi daha yulksektir; ancak, eriskin noéronlarda sinaptik glutamat
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serbestlesmesi GIUN2A igeren NMDA reseptorlerinde GIuN2B igerenlere nazaran daha
fazla aktivasyona sebep olur. GIuN2A daha fazla sinaptik bélgede, GIuN2B ise daha fazla
ektrasinaptik bolgede bulunur. Ancak bu subselliiler lokalizasyonlar mutlak degildir
(Thomas, Miller ve Westbrook, 2006). Sinaptik NMDA reseptorlerinin aktivasyonu hiicre
canhhgini surduren intraselliler olaylar tetikler. Ekstarasinaptik NMDA reseptorlerinden
kalsiyum girisi eksitotoksisite olarak bilinen mitokondrial disfonksiyonla néronal 6liime yol
acar (Hardingham and Bading 2010). Sinaptik NMDA reseptor aktivasyonu CREB
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu uyarir, bu da noéronal canliik bakimindan
onemlidir. CREB, muhtelif pre-apoptotik ve oksidatif genin transkripsiyonunu bloke eder.
Ekstrasinaptik NMDA reseptor aktivasyonu ise CREB defosforilasyonu, hiicre digi sinyalle
diizenlenen kinazlar (“extracellular signal-regulated kinases”, ERK)1/2 inaktivasyonu ve
pro-apoptotoik genlerin aktivasyonu gibi gesitli yolaklar aracilhigl ile néronal 6limle

sonuclanir (Bengtson, Dick ve Bading, 2008; Ivanov ve digerleri, 2006).

GluN2A ve GIuN2B’nin sitoplazmik C-uzantilari bu alt Gnitelerin hareketini kontrol eden
0zglin bir bigime sahiptir. GIuN2B, GIuN2A’ya nazaran daha hareketlidir. GIuN2B igeren
NMDA reseptorii 250 kat daha fazla ylizey hareketine sahiptir (Sanz-Clemente, Nicoll ve
Roche, 2013). Normal fizyolojik NMDA reseptor aktivitesinin hem apoptotik hem de
eksitotoksik etkilere karsi koruyucu oldugu, buna karsilik oksidatif stresin ise NMDA
reseptorlerinin hem hipo, hem de hiper aktivitesine cevap olarak néron o6limini
hizlandirici rol oynadigi ileri sirilmektedir (Hardingham, 2009). Glutamat gibi eksite edici
amino asitlerle NMDA reseptorlerinin asiri uyarilmasi bircok nérodejeneratif hastalikta
néronal hasara yol agmaktadir. Bu patolojilerde, asirt NMDA reseptor aktivitesinin, normal
reseptor fonksiyonlarini bozmadan engellenmesi 6nerilmektedir (Chen ve Lipton, 2006).
Eksitotoksisite; norotransmitter glutamata asiri maruziyet veya membran glutamat
reseptorlerinin asiri uyarilmasi ile néronal hasarin veya o6limin meydana gelmesidir.
Eksitotoksik noronal 6lim, kismen reseptdr iyon kanallarindan asiri kalsiyum girmesi
sonucunda NMDA reseptorlerinin asiri aktivasyonu sureti ile meydana gelir (Lipton, 2005).
Sinaptik NMDA reseptorlerinin fizyolojik uyarisi néronal canliigi aktive eder, buna karsilik
ekstrasinaptik NMDA reseptorlerinin asiri uyarisi, mitokondrial membran potansiyelinin
kaybina, yasam dongusiinin inhibisyonuna ve hicre 6limi yolaginin aktivasyonuna

sebep olur. Dolayisi ile yan etkisi az olan NMDA reseptdr antagonistleri, nisbeten sinaptik
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aktiviteyi korurken, asiri ekstrasinaptik uyariyi bloke eder. Bunlar arasinda “Food and
Drug Administration (FDA)” onayh tek preparat “Memantine”in tedavi edici
konsantrasyonlarda ekstrasinaptik NMDA reseptorlerini bloke ederek uyari dengesini
korudugu ve patolojik depolarizasyon sartlarinda bile sinaptik iletisimi bozmadig! iddia
edilmektedir (Lipton, 2006; Lipton, 2007). NMDA reseptorlerinin normal sinaptik sinyal
iletiminde kritik onemi nedeni ile sinaptik reseptorleri bloke eden NMDA reseptor
antagonistlerinin zararli yan etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Bu antagonistlerin tedavi edici
etkilerinden s6z edebilmek icin néron koruyucu normal NMDA reseptor fonksiyonlarinin
sirdurilebildigi bir inhibisyon dengesinin olmasi gerekir (Olney, Labruyere ve Price, 1989;
Ikonomidou ve digerleri, 1999). Ancak bugin kullanilan “memantine” gibi basarili oldugu
ileri stirtilen antogonistlerin ekstrasinaptik ve sinaptik reseptérlerde ayni etkiyi gosterdigi
distuntlmektedir (Wroge, Hogins, Eisenman ve Mennerick, 2012). Ekstrasinaptik
reseptorler NR2B alt Uiniteden zengin olmasina ragmen, 6zglin bir substrat olarak énerilen
“memantine” alt Unite seciciligi gostermemektedir (Blanpied, Boeckman, Aizenman ve
Johnson, 1997). Wroge ve digerlerinin (2012) calismasinda sinaptik NMDA reseptor
inhibisyonunun, glutamat toksisitesini 6nemli Olciide azalttigi gosterilmistir (Wroge ve
digerleri, 2012). Bu durum sinaptik reseptorlerin NMDA reseptorlerinin blyik bolimini
meydan getirmesi veya eksojen olarak verilen agonistlerin daha ¢ok ektrasinaptik NMDA
reseptorlerinde etkili olarak ikincil sinaptik glutamat serbestlesmesine sebep olmasi ile
aciklanmaktadir (Sinor ve digerleri, 2000; Hardingham ve digerleri, 2002; Monyer ve
digerleri, 1992). Yani ekstrasinaptik reseptér dolayl olarak sinaptik NMDA reseptor
toksisitesine yol acmaktadir. Sinaptik NMDA reseptor aktivasyonunun eksojen
glutamattan mi yoksa dolayl sinaptik glutamattan mi olduguna bakilmaksizin sinaptik
reseptorlerin nérotoksik olabildigi kanitlanmistir (Wroge ve digerleri, 2012). Ancak yiksek
glukoz konsantrasyonuna maruziyette sinaptik aktivite, intraselliler glukoz transportunun
hizlanmasinda 6nemli bir faktor olarak goziikmektedir. Temelde eksitotoksisite ve hiicre
olimiine giden primer basamak asiri ve uzun siireli NMDA reseptor aktivasyonu ve bunu
takip eden hicre i ca* yuklenmesidir. Bu basamaklar; néronlarin  suirekli
depolarizasyonu, enerji yetmezligine yol acan mitokondrial disfonksiyon, ROS’nde artma,
sitozolik Ca** iyon konsantrasyonunda ve mitokondrial Ca® tutulmasinda artma ve otolitik
enzimatik mekanizmalarin aktive olmasi gibi olaylarla devam eder. Sinaptik ve

ekstrasinaptik NMDA reseptorleri, birbirine zit etki gésteren GIUN2A ve GIuN2B alt-
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Unitelerinden meydana geldiginden, NMDA reseptdr aktivasyonuna yanit olarak hiicre
canlligi veya hiicre hasarinin mekanizmasi kismen Ca®* iyonu ve bu iyonun giris yoluna,
daha buylk oranda da NMDA reseptorlerinin alt-linite kompozisyonu ve konumuna
baglidir. Sinaptik NMDA reseptor GIUN2B alt-linitesi noron koruyucu etki gosterirken,
ekstrasinaptik NMDA reseptorlerinin GIuN2B alt-linitesinin stimilasyonu hiicre hasari
yolagini harekete gecirerek néron dejenerasyonunda kritik rol oynayabilir (Vizi, Kisfali ve

L6rincz, 2013).

2.5. Kinuirenik asit

Besinlerle alinan triptofaninin en onemli bolimi kindrenin yolagi ile metabolize edilir.
Kintrenin iki farkh sekilde pargalanir. Birinci metabolik yolla KynA meydana gelir. ikinci
yolda ise 3-hidroksikinlrenin ve kinolonik asit sentezlenir. KynA bilinen az sayida endojen
reseptor bloke edici bilesiklerden biridir. Alfa7-nikotinik asetilkolin reseptori (a7nAChR)
ve glutamat icin bir non-NMDA tip iyonotropik transmembran reseptor olan sinaptik alfa-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit (AMPA) reseptorlere yiiksek afinitesi
vardir (Sas, Robotka, Toldi ve Vécsei, 2007). Kinolonik asit kinlirenin yolaginda
sentezlenen endojen bir NMDA reseptor agonistidir. KynA ise bir NMDA reseptor
antagonisti olarak kinolonik asitin norotoksik etkisini engeller (Bkz Sekil 2.1.) (Heyes ve
digerleri, 1992). KynA, GIuN2B alt-tnitesinin 6zglin bir antagonistidir (Bkz Sekil 2.2.)
(Zadori ve digerleri, 2014). Esansiyel bir amino asit olan triptofanin, kinlrenin yolaginda
metabolize olmasi ile diger norotoksik metabolitlerin yaninda meydana gelen KynA,
iyonotropik glutamat reseptorlerini bloke eden tek endojen bilesiktir ve a7nAChR’niin
non-kompetetif antagonisti, NMDA reseptorinin ise kompetetif antagonistidir (Stone,
2000). 30mM diizeyinde hiperglisemi, beyin korteksinde KynA sentezini etkilememesine
ragmen 3-nitropropiyonik asit (3-NPA) ve aminooksiasetik asit (AOAA) gibi mitokondrial
toksinlerin ve homosisteinin KynA sentezi tzerindeki inhibitér etkilerini artirir. Diger bir
deyisle, hiperglisemi esnasinda mitokondrial hasar ve homosistein diizeyinin ylkselmesi,
KynA sentezinde glicli bir inhibisyon yaparak diyabetin santral sinir sistemi
komplikasyonlarinda énemli bir rol oynamaktadir (Chmiel-Perzyniska ve digerleri, 2007).
Hem glutamat reseptor aracili hiicre toksisitesinin hem de serbest radikal olusumunun,

KynA sentezindeki azalma ile birlikte oldugu disliniimektedir (Zwilling ve digerleri, 2011).
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Bununla beraber, yilksek glukoz maruziyeti esnasinda noronal hasari baslatan sinyalin
dogrudan NMDA reseptorleri tizerinden olup olmadigi ve bunda GIuN2B alt-Unitesinin

roll iyi bilinmemektedir.

Fizyolojik kosullarda

l

Sinaptik NMDAR

GluN2A
Post-sinaptik
Kiniirenik asid

l | GLUKOZ

Normal sinaptik aktivite GluN2B

Ekstra-sinaptik NMDAR Ekstra-sinaptik NMDAR
Sinaptik hasar

GluN2B
I Ca2+ 1‘
Ndron hasan kj

Sekil 2.2. SH-SY5Y dopaminerjik néron hiicresinde ekstrasinaptik NMDA reseptor-GluN2B
aractli olasi glukoz uyarisi (NMDAR; N-metil-d-aspartat reseptori, GIUN2A ve
GluN2B; NMDAR alt tniteleri)

2.6. Noron ve nitrik oksit

Noronal NOS beyinde yaygin bicimde eksprese edilir ve sinaptik NMDA reseptorleri
Uzerinden kalsiyum iyonu akimi ile aktive olur (Brenman ve digerleri, 1996; Garthwaite,
Charles ve Chess-Williams,1988). nNOS noronda postsinaptik yapilarda ve sitoplazma
icinde bulunur. Sinapslarda nNOS ve diger intrasellller sinyal iletim molekilleri post
sinaptik yogunluk proteini (PSD)-95 protein kompleksleri ile NMDA reseptorlerine baglanir
(Sattler ve digerleri, 1999). NMDA reseptorlerinin uyarilmasi Uzerine ca* reseptor iyon
kanallarindan sitoplazma icine girer ve nNOS aktive olarak endojen L-argininden NO Uretir
(Bredt ve digerleri, 1991; Sattler ve digerleri, 1999). Fizyolojik diizeyde NO, normal
intraselltler sinyal iletim yolaklar icin gereklidir. Ancak NMDA reseptorlerinin asiri
uyarilmasindan kaynaklanan toksik miktarda NO néron 6limiinden sorumlu tutulmaktadir

(Lipton ve Rosenberg, 1994; Lipton ve digerleri, 1993). SH-SY5Y de dahil olmak lizere bir



22

cok noron hiicre hatti endojen olarak nNOS eksprese edebilmektedir (Grant, Cuadra ve El-
Fakahany, 2002). NO ve NO {urinleri farkli mekanizmalarla néronal 6lime sebebiyet
verebilirler. Yiksek miktarda NO, mitokondrial solunumu ve glikolizisi inhibe ederek ya da
mitokondrial permeabiliteyi artirarak veya poli-adenozin difosfat-riboz (poli-ADP-riboz)
polimerazi aktive ederek enerji yokluguna sebep olur ve ndéron nekrozuna yol agar. Eger
noron enerji diizeyi korunabilirse p53, p38 MAPK yolaginin veya endoplazmik retikulumun
oksidatif aktivasyonu ile apoptoza gider. NMDA reseptdr aktivasyonuna bagh nNOS
ekspresyonunda artma, poli-ADP-riboz polimeraz ve/veya mitokondrial gecirgenlik
degisiminin (“mitochondrial permeability transition”, MPT) peroksinitritlerle aktivasyon
yoluyla néronal toksisiteye sebep olabilir (Brown, 2010.). indiiklenebilen NOS (iNOS) glial
kaynakli noéron 6limiinden sorumludur (Bkz Sekil 2.1.). Glutamat aracili néronal 6lim
NMDA reseptori ile nNOS aktivasyonu ve mitokondrial hasar sonucudur (Brown ve Bal-
Price, 2003). nNOS'1 aktive etmek icin ortama NMDA ilave edilen SH-SY5Y hiicre
kdltirinde ortama rekombinant arginine deiminaz (rADI) konulmasi, nNOS-aracili NO
Uretimini inhibe eder ve norotoksisite meydana gelir. SH-SY5Y hucreleri sitriilini NO 6n-
maddesi olan endojen arginine donlstiremediginden NO Uretimi inhibe olmaktadir (Lin,
Wu, Wei ve Shen, 2014). SH-SY5Y hiicrelerinde nNOS’un ikili fonksiyonu s6z konusudur.
Normal kosullarda nNOS ekpresyonu noron koruyucudur (Brzozowski, Alcantara, Iravani,
Rose ve Jenner, 2011). nNOS inhibe edilirse SH-SY5Y hiicre apoptozu artar. Asiri nNOS
ekspresyonu, DNA hasarini ve protein oksidasyonunu, c-Jun N-terminal kinaz/c-Jun
(JNK/c-Jun) apoptotik sinyal iletimini inhibe ederek hiicre 6lim oranini 6nemli 6lglide

azaltir (Aquilano ve digerleri, 2007).

Fizyolojik kosullarda aktif NMDA reseptorleri sinaptik NMDA reseptorleridir. Patolojik
kosullarda sinaptik NMDA reseptorlerinin aktivitesi azalir ve ekstrasinaptik reseptérler
devreye girer. Ekstrasinaptik reseptor aktivitesi noron koruyucu yolagl inhibe eder.
Fizyolojik sinaptik NMDA reseptor aktivitesi ise néron koruyucu transkripsiyonel ve
antioksidan yolaklari stimiile eder (Hardingham ve Bading, 2010; Wroge ve digerleri,
2012). NOS dagilimi ve fizyolojik fonksiyonlari, farkli izoformlari icin farkhdir (Reid, 1998).
Noronal NOS izoformu santral sinir sisteminde néronlarda ve astrositlerde bulunur (Yuan
ve digerleri, 2004). iNOS ve endoteliyal NOS (eNQOS) ise glial hiicrelerde, endoteliyal

hiicrelerde ve astrositlerde bulunur (Lin, Taktakishvili ve Talman, 2007; Suarez, Bodega,
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Rubio, Felipo ve Fernandez, 2005). Norodejeneratif hastaliklarda nNOS ve iNOS’un
reglilasyonu bozulur. Noronlarda ve astrositlerde glutamatin NMDA reseptorlerine
baglanmasi ile nNOS ekspresyonu baslar (Knowles ve Moncada, 1994). Duslk fizyolojik
konsantrasyonlarda NO noron koruyucu olmasina karsin, yiiksek patolojik seviyede NO
proteinlerin aberant S-nitrozilasyonu ve toksik peroksinitritlerin Gretilmesi nedeni ile
noron hasari meydana getirir (Lipton ve digerleri, 1993; Dawson, Dawson, London, Bredt
ve Snyder, 1991; Choi ve digerleri, 2000; Hess, Matsumoto, Kim, Marshall ve Stamler,
2005). Bu NO-aracili reaksiyonlar, enerji acigi ve protein pargalanma Urinlerinin
birikmesine bagli mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile sinaptik hasar ve nérodejeneratif
hastaliklarla sonuglanir (Nakamura ve digerleri, 2013). Bir kompetetif NOS inhibitori olan
L-NAME asirt miktarda NO ile meydana gelen noéronal apoptozu inhibe eder (Chen ve
digerleri, 2008). Noron hiicresinde GSH ile kontrol edilen selliler redoks tamponlama
sisteminde yetersizlik, noronu endojen NO’e duyarli hale getirir (Aquilano, Baldelli,
Cardaci, Rotilio ve Ciriolo, 2011). GSH major selliiler non-enzimatik antioksidandir. Hiicre
ici redoks tamponlama yaninda glutatyon peroksidazin (GPx) kofaktori olarak lipid ve
organik peroksitlerin detoksifikasyonunda da gérev alir. GSH sentezinin inhibisyonu, SH-
SY5Y noroblastoma hicreleri ve primer kortikal néronlarda NO-aracili DNA hasari ve

protein oksidasyonuna sebep olur (Liddell, Dringen, Crack ve Robinson, 2006).

Noronal NOS nitrerjik sinyal iletiminin 6zgiin hedefi veya kaynagidir. Coziinebilir guanilil
siklaz (“soluble guanylyl cyclase” (sGC)) major NO reseptori oldugundan protein kinaz
G’nin cGMP-aracili aktivasyonu ve bunu takiben kinase/fosfataz aktivitesindeki denge
degisiklikleri hedef protein fosforilasyonunu degistirir (Serulle ve digerleri, 2007; Park,
Mohapatra, Misonou ve Trimmer, 2006). Glutamaterjik sinyal iletimi nNOS aktivasyonuna
siki sikiya baghdir (Garthwaite, 2008; Steinert ve digerleri, 2008). NMDA reseptorleri,
glutamatin girdigi kalsiyum kanallarini icerdiginden noéronal fonksiyonda son derece
onemlidir. Noronal NOS adaptor protein eksitotoksik sinyal iletiminde NMDA
reseptér/nNOS kompleksi aracilik yapar. Reseptor fonksiyonunun bozulmasi birgok
norodejeneratif hastalikta rol oynar (Courtney, Li ve Lai, 2014). Ancak NMDA reseptorii ile
uyarilan nNOS aktivasyonunun ve NO sentez miktarinin ndérodejeneratif bozukluklarla
iliskisi belirsizdir. Her ne kadar eksitotoksisitede nNOS’un roliini destekleyen bulgular

varsa da bunun yaninda geliskili sonuglar da s6z konusudur. Eksojen verilen mikromolar
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seviyede NO’nun higbir hasar verici etkisi olmamasina karsin, eksitotoksik streste endojen
olarak 1000 kat daha disik konsantrasyonda NO meydana geldigi gosterilmistir (Keynes,
Duport ve Garthwaite, 2004). Noronlar ancak kendi sentezledikleri NO’i néronal uyarida
bir endojen modulator olarak kullanabilirler (Artinian, Zhong, Yang ve Rehder, 2012).
nNOS tarafindan Uretilen NO, aktif NMDA reseptor/nNOS kompleksi ¢cevresinde yuksek
konsantrasyonlara erisir. Ancak bu kompleksin biraz uzaginda NO diizeyi hemen diser
(Keynes ve digerleri, 2004; Philippides, Ott, Husbands, Lovick ve O’Shea, 2005).
Norodejeneratif olaylarda p38MAPK ve JNK gibi nNOS mediyatorleri rol oynar (Ji, Gereau,
Malcangio ve Strichartz, 2009; Lai, Zhang ve Wang, 2014). Noéronlarda p38MAPK
aktivasyonu, NMDA reseptor uyarisi ile Uretilen NO ile olur (Cao ve digerleri, 2005;
Soriano ve digerleri, 2008; Li ve digerleri, 2013). JNK aktivasyonunun eksitotoksisitenin
zorunlu bir komponenti olmadig ileri strllmustir (Cao ve digerleri, 2005). Ektopik olarak
eksprese edilen nNOS JNK aktivitesine karsi inhibitor etki gosterir. JNK, néronal hiicre
oliumu ve canliigi ile ilgili sinyal iletim yolaklarinin 6nemli bir modulatoridir. nNOS
eksprese eden noronlar JNK aktivitesini 6nemli 6lctide azaltir (Park ve digerleri, 2006).
NO, JNK'1 S-nitrozilasyon yoluyla inhibe eder (Park ve digerleri, 2000). NMDA resptor
aktivasyonu endojen NO dretimini artirir, bu da NMDA-aracili eksitasyonda kullanilir

(Pierrefiche ve Naassila, 2014).

Diger taraftan nNOS inhibisyonu apoptozu artirir, nNOS ekspresyonunda artis ise DNA
hasarini dnleyerek néron 6limiind azaltir (Aquilano ve digerleri, 2007). NMDA reseptori
ile meydana getirilen nNOS aktivasyonu, 6zglin olarak NOS 1 adaptor proteini (NOS1AP)
Uzerinden p38MAPK cevabina baghdir (Cao ve digerleri, 2005; Soriano ve digerleri, 2008;
Li ve digerleri, 2013). Noronal hicrede nitrik oksit sentaz 1 adaptor protein (NOS1AP),
NMDA reseptor uyarisini nNOS’a yonlendirir. NOS1AP, aslinda nNOS fonksiyonunun
kompetitif inhibitori olarak tanimlanmistir (Jaffrey, Snowman, Eliasson, Cohen ve Snyder,
1998). Ancak fonksiyonel g¢alismalar, NOS1AP’nin  néronal  fonksiyonlarin
dizenlenmesinde NMDA reseptor/nNOS kompleksinde nNOS sinyal iletiminin bir
mediyatori oldugunu gostermektedir (Fang ve digerleri, 2000; Cheah ve digerleri, 2006).
NOS1AP ekspresyonunun azalmasi néronlarda NMDA reseptor/nNOS uyarisini inhibe eder

(Li ve digerleri, 2013).
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Eksitotoksisite asiri sinaptik glutamat birikimi ile birlikte néron ig¢i kalsiyum iyonunun
homeostazinda bozulma ile meydana gelen bir olaydir (Choi, 2005). Eksitotoksisitenin en
onemli 6zelligi NMDA reseptér/Caz+—ba§|mI| NO ve ROS iretiminde artmadir (Forder ve
Tymianski, 2009; Szydlowska ve Tymianski, 2010). Mitokondrial fonksiyon, intranéronal
kalsiyum homeostazinin korunmasinda kritiktir (Pizzo, Drago, Filadi ve Pozzan, 2012). Asiri
kalsiyum yiiklenmesi, organellerde serbest radikal iretiminin artmasina ve eksitotoksisite
kaskadinin baslamasina yol acar (Reynolds ve Hastings, 1995; White ve Reynolds, 1995;
Nicholls ve Budd, 2000; Nicholls, 2004; Nicholls, Johnson-Cadwell, Vesce, Jekabsons ve
Yadava, 2007; Reynolds, Malaiyandi, Coash, ve Rintoul, 2004). Hiicre ici Ca®
konsantrasyonu doz-bagimli olarak glukozla artar. Bu durum glukozun hiicre i¢i Ca®*
konsantrasyonunu artirarak nNOS’1 aktive ettigini gostermektedir. Glukozla meydan gelen

néron 6limua 0,1mM L-NAME ile 6nlenir. Bu da glukoz toksisitesinde NO’in etkili oldugunu

distindirmektedir (Koshimura, Tanaka, Murakami ve Kato; 2002).

Noron hiicre kiltiirlerinde NMDA ile uyarilan ROS tretiminde NADPH oksidaz, NO, cGMP
ve protein kinaz-G (PKG) aracilik eder. NADPH oksidaz, postsinaptik néronlarda NMDA
reseptor aktivasyonu esnasinda ROS uretir. NADPH oksidazin alt (initesi NADPH oksidaz 2
(NOX2), NMDA reseptor aktivasyonu sirasinda Uretilen ROS’'un major kaynagidir. NO ise
NMDA reseptdr aktivitesi ve NOX2-bagimli ROS uretimi arasindaki iliskide kritiktir
(Girouard ve digerleri, 2009).

Interferon-gamma (IFN-gamma) ve nNOS, SH-SY5Y hiicrelerinde bir norotoksin olan 1-
metil-4-fenil piridin (MPP)(+) tarafindan oksidatif stres ve hilicre 6limi meydana
getirilmesinde etkilidir (Titze-de-Almeida, Lustosa, Horst, Bel ve Titze-de-Almeida, 2014).
Rekombinant ADI, bir taraftan NO sentezini azaltirken ayni zamanda nNOS aktive olmus

SH-SY5Y hiicrelerinde hiicresel toksisiteye sebep olur (Lin, Wu, Wei ve Shen, 2014).

Asiri NO sitotoksik etki gostererek nérodejenerasyona sebep olur. Néron igine kalsiyum
girmesi ve kalmodiline baglanmasi fosforilasyonu tetikleyerek nNOS aktivitesini etkiler.
Buna karsilik iNOS’'un diizenlenmesi muhtelif sitokinlere cevap olarak yeniden enzim
sentezi yoluyla olur. NOS inhibitorleri 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ile

uyarilan dopaminerjik nérotoksisiteyi 6nler. nNOS gen defekti olan mutant fareler MPTP
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norotoksistesine direnclidir (Ebadi ve Sharma, 2003). Fosforilasyon NO (retiminin
azaltilmasi icin nNOS aktivitesinin diizenlenmesinde temel mekanizmadir. Néronal NOS
asiri  ekspresyonu MPTP’nin norotoksik etkisinde son derece o6nemli rol oynar.
Norodejenerasyonda nNOS inhibitorlerinin néron koruyucu etkisi vardir (Yokoyama,
Takagi, Watanabe, Kato ve Araki, 2008). Aslinda néronlar kendi néronal eksitabilitelerinin
kontrolunda kendileri tarafindan sentez edilen NO’lerini sGC/PKG yolaginda kullanirlar
(Artinian, Zhong, Yang ve Rehder, 2012). Glutamat reseptorlerinin hiperstimilasyonu NO
Urlinleri olan nitrit ve nitrat dizeylerini artirir. Glutamatla ATP diizeyi %30-60 diser.
Ancak glutamat verilirken L-NAME ile nNOS inhibisyonu ATP diizeyini daha az dusurir

(Sorokina, Reutov, Senilova, Khodorov ve Pinelis, 2007).

2.7. Mitokondrial oksidatif stres ve néron hasari

Diyabet ve diyabet komplikasyonlari arasinda kontrol edilmeyen hiperglisemiye bagl bir
sebep-sonucg iliskisi vardir. Hiperglisemiye bagli doku hasarinda lipid yapisinda ikinci-araci
diagil gliserol (DAG) sentezine bagli protein kinaz ¢ (PKC) aktivasyonu, heksozamin
yolaginin hizlanmasi, AGE olusumu ve poliol yolaginin hizlanmasi gibi dort major
molekiiler mekanizma rol oynar. Diyabet tipik olarak, serbest radikal liretiminde artma
veya antioksidan kapasitenin azalmasi ile birliktedir. Oksidatif stresle birlikte mitokondrial

fonksiyonlarda bozulma meydana gelir (Rolo, 2006).

Kronik asiri beslenme ile gelisen kronik hiperglisemiyi insiilin direnci izler. Tip 2 diyabet
ortaya ¢ikmadan hemen 6nce hiperglisemi, dislipidemi ve oksidatif stresle karakterize
instlin direnci gorilir. Cok sayida deneysel calisma sonucunda elde edilen veriler,
mitokondrial disfonksiyon, oksidatif stres ve insilin direnci arasinda kuvvetli korelasyon
oldugunu gostermistir (Abu Bakar ve digerleri, 2014). Asiri ROS olusumu, néron hasari gibi
yuksek glukozla birlikte bulunan patolojilerin mekanizmasinda énemli rol oynar. Yiksek
glukoza maruziyette erken cevap, mitokondrial oksidatif strestir (Herlein, Fink ve Sivitz,
2010.). Oksidatif stres, ROS'nin Uretimi ile biyolojik sistemlerin meydana gelen ROS’'ni
detoksifiye etme kapasitesi arasindaki dengesizlik sonucu meydana gelir. Glukoz
oksidasyonu bir ROS kaynagi oldugundan glisemik kontrolu yeterli olmayan diyabetik

hastada oksidatif stres artar (Giugliano, Ceriello ve Paolisso, 1996). Oksidatif stresin
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kaynagi, mitokondrial elektron transport zincirinden agirt NADH girisi ile meydana gelen
rediiktif strestir. Mitokondrial kompleks-1’de NADH doénglisiniin artmasi, daha fazla
elektron aciga cikmasina ve daha fazla serbest oksijen radikali liretimine sebep olarak
alternatif glukoz yolaklari olan, poliol ve glikasyon yolaklarini baslatir. Bu alternatif
yolaklar daha fazla serbest oksijen radikali Uretir ve sellliler oksidatif stresi siddetlendirir
(Yan, 2014). Sonucta geri donissliz mitokondrial disfonksiyon meydana gelir (Graham ve
Adler, 2014). Diger taraftan AGE olusumu intrasellller ve ekstrasellliler hasar arasinda bir
kopradir. Mitokondrial solunum zinciri proteinlerinin AGE-iliskili intraselliler glikasyonu,
daha fazla reaktif oksijen radikali Greterek AGE olusumunu artiran bir kisir déngi
olusturur (Chilelli, Burlina ve Lapolla, 2013). Tip 2 diyabette mitokondrial redoks-stres,
mitokondrial membran gecirgenligini artirir ve proteinleri modifiye eder (Kartha ve
digerleri, 2008). Yuksek glukoza maruz kalan aortik endoteliyal hiicrelerde 24 saatta ROS
Uretiminin %250 arttigi ve bunun meydana getirdigi lipid peroksidasyonun ise 168 saatte
%330 arttig gosterilmistir (Giardino, Edelstein ve Brownlee, 1996). Glukoz once,
transisyon metal-bagiml reaksiyonla bir enediol radikal anyona okside olur. Bu Urin de
reaktif ketoaldehitlere ve sliperoksit anyon radikallere donusir. Slperoksit anyon
radikaller dismutasyona giderek hidrojen peroksit meydana getirir. Hidrojen peroksit,
katalaz veya GPx’la pargalanmazsa, Fenton reaksiyonu ile son derece reaktif hidroksil
radikallere déniisiir (Hunt, Smith ve Wolff, 1990). ikinci olarak ise sitozolik bir enzim olan
aldoz rediiktaz, yiksek konsantrasyonda intraselliiler glukozu, pentoz fosfat yolagindan
gelen NADPH’1 kullanarak sorbitole gevirir. Hiperglisemi esnasinda bu reaksiyonla
NADPH’nin tliketilmesi GPx aktivitesi icin gerekli olan redikte glutatyonun
rejenerasyonunu inhibe eder (Williamson ve digerleri, 1993). Ugiincii olarak hiperglisemi
yeniden DAG sentezleyerek membranda PKC'yi aktive eder. Sonucta, hiperglisemi PKC-
bagimli NADPH-oksidaz aktivasyonu ile ROS’nin Uretimini uyarir (Inoguchi ve digerleri,
2000). Dordincl olarak hiperglisemide glukoz, proteinlerin amino gruplarina ve reaktif
dikarbonillere baglanarak nonenzimatik glikasyonu artirir. Bu reaksiyon AGE olusumuna
sebep olur. Glikasyon ve oksidatif stress son derece yakin iliskilidir ve bu iki fenomen
birlikte gliko-oksidasyon olarak isimlendirilir. Gliko-oksidasyonun tim basamaklari ROS
uretir. AGE prekursorleri ile modifiye olan plazma proteinleri, makrofajlar tGzerindeki AGE
reseptorlerini aktive eder ve NADPH-oksidaz aracili intraselliiler oksidatif stresi destekler

(Yan ve digerleri, 1994). Slperoksit radikallerinin detoksifikasyonundan sorumlu Cu-Zn-
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stiperoksit dismutaz, glikasyon reaksiyonundan sonra fragmantasyona ugrar (Ookawara,
Kawamura, Kitagawa ve Taniguchi, 1992). Hipergliseminin mitokondrial elektron transport
zinciri araciligl ile mitokondrial ROS urettigi gosterilmistir (Nishikawa ve digerleri, 2000).
Mitokondrial ROS (retiminin diyabetik komplikasyonlarin meydana gelmesinde son
derece onemli oldugu ileri strilmektedir (Brownlee, 2001). Hiicre ici reaktif oksijen
radikalleri DNA hasarina sebep olur ve hicre ici oksidatif stresin belirteci olan 8-
hidroksideoksi guanozin (8-OHdG) dizeyi yukselir. Fizyolojik kosullarda mitokondrinin
ROS’nin major kaynagi olmasi, mitokondrial DNA (mtDNA)’da histon bulunmamasi ve
mtDNA mutasyonlarinin onarim aktivitesinin son derece sinirli olmasi nedeni ile mtDNA
oksidatif strese son derece duyarlidir. idrarla atilan 8-OHdG miktari ile HbAlc arasinda
anlamli pozitif korelasyon bulunmasi, tip 2 diyabetli hastada hipergliseminin mitokondrial

ROS Uretimini artirdigini gostermektedir (Araki ve Nishikawa, 2010).

Diyabetik ndéropatide ndronal hasarin en dnemli sebebi, ylksek glukoz konsantrasyonu ile
ROS’nin Uretiminin artmasi ve apoptozun uyarilmasidir (Hsu, Tseng ve Lo, 2013; Li ve
digerleri, 2013). Spesifik olarak mitokondrileri hedef alan ve mitokondrial ROS’ni slipliren
antioksidanlarin, yiksek glukoza bagh mitokondrial oksidatif stresi, mitokondrial
membran hasarini ve apoptozu oOnledigi gosterilmistir (Cao ve digerleri, 2012).
Mitokondrilerden kaynaklanan hicre 6liminin baslamasinda en 6nemli nedenlerden biri
MPT porlarda Ca®" bagimli permeabilite artmasidir. MPT, ATP sentezinin durmasina,
ROS’nin olusmasina, mitokondri hasarina ve hiicre 6limine sebep olur (Halestrap, 2009;
Baines, 2009). Hicre ici Ca* sinyal iletimi esnasinda mitokondri sitozolden &nemli
miktarda Ca®" alir. Mitokondrial Ca*" birikimi enerji Gretimini, hiicre ici Ca* sinyalinin
bicimini ve hicre 6limintu kontrol eder. Ca®* alinmasi son derece segici iyon
kanallarindan ve mitokondrial ic membran organellerinde bulunan mitokondrial Ca”
tastyicilar araciligr ile yapilir (Kirichok, Krapivinsky ve Clapham, 2004). Ca** giren porda,
ca* transportunu aktive eden i¢ mitokondrial membranin sitozolik tarafinda Ca”
baglanma bolgesi yer alir (Litsky ve Pfeiffer, 1997; Sparagna, Gunter, Sheu ve Gunter,
1995). Mitokondrial Ca®" tasiyicisi iki alt Uniteden meydana gelir. Bunlardan glikoprotein
yapisinda olan membranlar arasi lnite Ca” ile aktive olur (Igbavboa ve Pfeiffer, 1991).

Mitokondride patolojik Ca®* birikiminin belirtisi ic membranda MPT porlar olarak

isimlendirilen genis kanallarin agilimasidir (McGee ve Baines, 2011; Leung ve Halestrap,
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2008). MPT porlarinin agilmasi mitokondrial elektrokimyasal potansiyel kaybina, ATP
sentezinin durmasina, ROS’nin artmasina, mitokondrial sisme ve membran
pargalanmasina ve sonugta hiicre 6liimiine sebep olur (Halestrap, 2009; Baines, 2009;
Zorov ve digerleri, 2009). Bu mekanizma ile hiicre 6limi hem apoptotik hem de nekrotik
olabilir (Schinzel ve digerleri, 2005). MPT porlarin agilmasi néron hasarinda baslatici
faktordir (Du ve digerleri, 2008). Son zamanlarda hiicre yiizeyinde C1g’nun baglandig
Clgbp reseptoér’'niin MPT porlarin ana komponenti oldugu disinilmektedir (Starkov,
2010; Ghebrehiwet, Lim, Kumar, Feng ve Peerschke, 2001). Clgbp’nin, MPT porlarinin
endojen inhibitori oldugu ve Clgbp-Clg sisteminin hicreyi oksidatif strese karsi

korudugu ileri stirilmektedir (McGee ve Baines, 2011).

2.8. Kompleman bileseni 1 q ve néron hasari

Clg 460 kDa agirhginda bir kollajen-benzeri hekzamerik glikoproteindir. 6A, 6B ve 6C
polipeptidlerinden meydana gelen 6ABC iclii heliks bicimindedir (Brodsky-Doyle, Leonard
ve Reid, 1976; Reid, 1989). C1, klasik kompleman aktivasyon yolaginin ilk komponentidir.
C1; Clqg, Cl1r ve Cls olmak Uzere Ui¢ ayri proteinden meydana gelmis kompleks bir yapidir.
Normal kosullarda Clqg, IgG molekillerine baglanarak klasik kompleman yolagini aktive
eder. Klasik kompleman yolaginin aktive edilmesi C1g’nun imminoglobulinin kristalize
olan fragmant (Fc) bolgesine baglanmasi ile baslatilir. Bu olay, C5’i C5b ve C5a’ya ayiran
C5 konvertazin aktive edilmesi ile sonuglanir. izleyen basamaklarda C5b, C6, C7 ve C8'e
baglanarak C5b-8 kompleksini meydana getirir (Shen, Halperin ve Lee, 1995). Clgq,
globiler baslangic bdlgesinde IgG ve IgM baglanma bdlgeleri icerir. Bu bdlgesinden
immin komplekslere baglanarak kompleman-aracili oldiirme ve fagositoz gorevlerini
yiklenir (Leist-Welsh ve Bjornson, 1982; Bobak, Gaither, Frank ve Tenner, 1987). Olen
hiicreler, ekstraselliler matriks proteinleri, pentraksinler, amiloid birikimleri ve DNA gibi
endojen ligandlar hem kompleman aktivatori olan Clqg'ya, hem de bir kompleman
inhibitori olan C4b-baglayici proteine (C4BP) baglanirlar. C4b, C4BP’e baglandiginda klasik
kompleman yolagini inhibe eder. C4BP yoklugu ise total kompleman aktivasyonu ile
sonuglanir (Sjoberg, Trouw ve Blom, 2009). Bu mekanizmada C4BP, Clq ile yarismaya
girerek lokal kompleman aktivasyonunu inhibe eder (Sjoberg, Trouw, McGrath, Hack ve

Blom, 2006). Plazmadaki C1q dizeyi 70-160 pg/ml’dir (Hughes-Jones, 1977; Schuller ve
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Helary, 1983; Dillon, D’Souza, Kurien ve Scofield, 2009). Ancak dogal bagisiklik sisteminin
diger komponentleri gibi, basta makrofajlar ve dendritik hicreler de olmak (izere
inflamasyon bolgesinde daha yiksek konsantrasyonda Uretilir (Bensa, Reboul ve Colomb,
1983; Schwaeble ve digerleri, 1995; Kaul ve Loos, 2001; Vegh, Goyarts, Rozengarten,
Mazumder ve Ghebrehiwet, 2003; Castellano ve digerleri, 2004). Plazmada bulunan
Clg’nun yaklasik %80’i Ca**-bagimli C1r2—C1s2 tetramerlerle birlikte klasik kompleman
sisteminin ilk komponenti olan multimerik C1 kompleksini olusturur (Muller-Eberhard ve
Kunkel, 1961; Lepow, Naff, Todd, Pensky ve Hinz, 1963; Calcott ve Muller-Eberhard, 1972;
Reid ve Porter, 1976; Reid, Gagnon ve Frampton, 1982; Sjoholm, Martensson ve Laurell,
1985; Weiss, Fauser ve Engel, 1986). Clq geleneksel olarak klasik kompleman yolagini
baslatan makromolekiiler kompleks C1’in tanimlama (initesi olarak bilinir. Ayni zamanda
antikor-bagimli adaptif ve antikor-bagimsiz dogal bagisiklik sistemlerinde de 6nemli roli
vardir. insan monositleri C1 kompleks ve bunun diizenleyicisi olan C1 inhibitdriini
sentezlerler (Bensa ve digerleri, 1983; Randazzo, Dattwyler, Kaplan ve Ghebrehiwet,
1985; Tenner ve Volkin, 1986; Drouet ve Reboul, 1989; Gulati, Lemercier, Guc, Lappin ve
Whaley, 1993; Lu, Le, Kon, Chan ve Lee, 1996; Moosig ve digerleri, 2006). Son zamanlarda
periferik kandan izole edilen monositlerin yizeylerinde Clq tasidiklari gosterilmistir
(Hosszu, Santiago-Schwarz, Peerschke ve Ghebrehiwet, 2010). Santral sinir siteminde Clq
mikroglialar yaninda néronlar tarafindan da sentezlenir (Lynch ve digerleri, 2004; Stevens
ve digerleri, 2007) Clgbp, MPT por kompleksinin temel komponentidir. Clgbp diizeyinde
artisin, peroksitlerle indiiklenen MPT por kompleksini inhibe ederek hiicre olimiini
engelledigi ileri strilmektedir (McGee ve Baines, 2011). C1g’nun dogrudan kompleman
sistemini ilgilendirmeyen islevlerinde bir hiicre ylizey reseptéri olan Clgbp, modilator
olarak rol oynar (Eggleton, Reid ve Tenner, 1998). Clgbp, primer olarak mitokondriyal
matrikste yerlesim gosterir ve mitokondrial-bagimli yolak aracihgi ile apoptozu uyardig
dustndlmektedir (Bkz Sekil 2.1.) (Wang ve digerleri, 2014). MPT porlarinin endojen
inhibitori olan Clqbp siklofilin D (CypD)’ye baglanarak hiicreyi oksidatif strese karsi korur
(McGee ve Baines, 2011). CypD, siklofilinlerin mitokondrial izoformudur. MPT porlarinin
olusumunda rol oynayarak hiicre nekrozuna sebep olur. Oksidatif strese maruz kalan
insan noroblastoma SH-SY5Y hiicrelerinde CypD’nin ortamdaki redoks dengesini hedef
proteinlere ileten bir sensor oldugu gosterilmistir (Linard ve digerleri, 2009). Hiicre

kaltirinde asirt mitokondrial Clgbp ekspresyonunun MPT por aktivasyonunu
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disindulrecek bicimde bir mitokondrial sisme ve kristalarda bozulma meydana getirdigi
ileri stirilmektedir (Chowdhury, Ghosh ve Datta, 2008). Bu bulgularin aksine Clgbp’nin
asiri ekspresyonunun MPT porlarini inhibe ederek hiicreyi ROS’ne karsi korudugu ve hiicre
nekrozunu azalttig iddia edilmektedir. Aslinda Clgbp ekspresyonunun azalmasi MPT
porlarinin agilmasina sebep olur (McGee ve Baines, 2011). Bugiin, C1gbp’nin MPT por
olusumu ile ilgisi iyi bilinmekle birlikte MPT por agilmasinda hangi seviyede etkili oldugu
ve (Elrod ve Molkentin, 2013) C1g’nun hiperglisemiye baglh redoks-stres kaynakli

mitokondrial hasari 6nleyip dnleyemedigi bilinmemektedir.

Son vyillarda diyabetin komplikasyonlari ile kompleman sistemi arasinda iliski oldugunu
distindiren bulgular glindeme gelmistir. Bir MAC inhibitori olan CD59’un, hiperglisemi
ile induklenen glikasyon sonucu inhibe edildiginde MAC birikimine bagh doku hasari
gelistigi ileri slrGlmustir. Ghosh ve digerleri (2013) CD59’un diyabetli hastalarda yiksek
oldugunu tespit etmistir (Ghosh ve digerleri, 2013). MAC olusumu icin gerekli olan klasik
kompleman kaskadinin ana bilesenleri Clq, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 mRNA’larinin ve
Clg, C3, C9 proteinlerinin, norotipik SH-SY5Y hicreleri tarafindan sentezlendigi
gosterilmistir. SH-SY5Y hicreleri néronal MAC ekspresyonu ile hiicre 6limu arasindaki
iliskinin incelenmesinde uygun bir model olarak kabul edilmektedir. Bu hicrelerde
noronal kompleman kaskadi ile MAC olusumu uyarildiginda, ortamda endojen
kompleman dizenleyici protein, CD59 eksikligi varsa noéronlarin kompleman-aracili
sitotoksisiteye duyarhginin arttigi  bulunmustur (Shen ve digerleri, 1998). insan
noronlarinda kompleman biyosentezinin analizinde insan beyninden saf noron kiltiri
elde edilmesi son derece zor oldugundan bunun yerine insan neuroblastoma hiicre hatti
kullanilmaktadir. insan neuroblastoma hiicreleri serumda klasik kompleman yolagini
spontan olarak aktive etme kapasitesine sahiptir. Bu hlcreler, membran kofaktér protein
ve CD59’u blyik miktarda eksprese edebilirler (Gasque, Thomas, Fontaine ve Morgan,
1996). Dogal bagisiklik sisteminin énemli bir pargasi olan kompleman bilesenleri, hiicre
olimiinde dogrudan veya C1q ve C3 veya C4 fragmantlari gibi opsoninleri Greterek aracilik
ederler. SH-SY5Y hiicrelerinin IFN-gamma uyarisi altinda daha fazla olmak lzere uyari
yapilmadan da C3, C4, Cl-inhibitér, Clq, C6, C7 ve C9 eksprese ettikleri gosterilmistir
(Thomas, Gasque, Vaudry, Gonzalez ve Fontaine, 2000). Ancak ortamda ylksek

konsantrasyonda glukoz bulundugunda Clg’nun NMDA reseptor-aracili oksidatif stres
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kargisinda koruyucu olarak mi yoksa MAC olusumu yoéninde mi hareket ettigi

bilinmemektedir.

2.9. Kompleman diizenleyici protein 59 ve membran atak kompleksi olusumu

Diyabete bagli komplikasyonlarin gelismesinde kompleman diizenleyici protein CD59’un
glikasyonla inaktivasyonunun onemli oldugu ileri sirilmektedir (Acosta ve digerleri,
2000). Kompleman sistemi; biri digeri ile iliskili olan klasik, alternatif ve lektin yolaklari
olarak isimlendirilen tc¢ farkli enzimatik aktivasyon kaskadinda yer alan 12’den fazla
¢Ozlinebilir proteinden meydana gelir. TUm aktivasyon yolaklari bir araya gelerek MAC'ini
olustururlar. MAC, C9 kompleman bileseninin 12-18 monomerinden olusan sirkiiler bir
polimerdir. ¢ ¢api 5-7 nm olan transmembran porlar olusturur (Mayer, 1984). MAC
porlari hiicre canlihigini etkilemeden membran gecigenliginde gecici ve geri donisli
degisiklikler meydana getirebilir (Halperin, Taratuska, Rynkiewicz ve Nicholson-Weller,
1993). Kompleman diizenleyici protein CD59’un da icinde bulundugu inhibitér proteinler
kompleman aktivasyonunu farkl asamalarda sinirlayarak hiicre hasarini énlerler (Bkz Sekil
2.1.). CD59 yaygin olarak eksprese edilen bir glikan fosfatidilinozitol (GPI) iliskili membran
proteini olup MAC olusumunu engelleyen en énemli inhibitordiir. MAC ve hiperglisemi ile
uyarilan yolaklarin birbirine yakin olmasi, MAC-aracili sinyal iletiminin artmasinin CD59’un
glikasyonla inaktivasyonunun bir sonucu oldugunu gostermektedir (Qin ve digerleri,
2004). MAC olusumunu inhibe eden CD59’un hiperglisemi sonucu gelisen glikasyonla
inhibe edilmesi ile MAC birikimi artar. CD59 fosfolipazlar araciligi ile hiicre membranindan
ayrilarak kanda ve idrarda ¢6ziinir halde gorilir. Glikasyona ugramis CD59 diyabet
komplikasyonlarinin patogenezinde rol oynar ve kan diizeyinin 6lclilmesi ise diyabetin tani
ve tedavisinde o6nemlidir (Ghosh ve digerleri, 2013). CD59’un inaktivasyonu hedef
organlarda kompleman-aracili doku hasarini artirarak diyabetik komplikasyonlara sebep
olur. Glikasyona ugramis CD59 diizeyinin azalmasi, iki hafta icindeki ortalama haftalik
glukoz diizeyindeki azalmayi yansitir. Glikasyona ugramis CD59 diizeyi HbAlc ile kuvvetli
korelasyon gosterir (Ghosh ve digerleri, 2014). Glikasyon, eritrositlerin MAC-aracili

hemolize duyarhgini artirir. (Acosta ve digerleri, 2000).
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MAC'nin endotelyal hiicre membranlari igine yerlesmesi blylime faktorlerinin ve
sitokinlerin serbestlesmesine; hedef organlarda inflamasyon, tromboz ve hiicre
proliferasyonu gorilmesine sebep olur. Bu olay diyabette major vaskiler
komplikasyonlarla karakterizedir. CD59’un glikasyonu, MAC'ni inaktive edici
fonksiyonunun kaybina sebep olur (Acosta ve digerleri, 2000). Normal diizeyde CD59
eksprese eden hiicrelerde MAC olusumu ve hasar gorilmez, ancak ortamda CD59’u
notralize eden antikorlar bulundugunda veya CD59 glikasyona ugradiginda hiicre
ylizeyinde MAC olusumu ve morfolojik hasar meydana gelir (Yang, Li, Meri, Rogers ve
Shen, 2000).

Kompleman sisteminin hiicre ylizeyinde aktivasyonu sonucu MAC ve C5b-8 kompleksi
meydana gelir. Hicre kendisini kompleman saldirisindan korumak icin MAC icine C5b-8'e
ilaveten C9’un girmesini engelleyen CD59’u eksprese eder. CD59 sadece biyik MAC
olusumunu inhibe etmekle kalmaz, ayni zamanda hiicrelerde yeni MAC olusumunu, C5b-8
ve C5b-9 komplekslerinin fonksiyonel kanal olusturmasini da engeller. Bu kosullarda hiicre
hasari meydana getirme kapasitesinde olmayan MAC cesidi bu kez de hiicreyi aktive eder
(Farkas ve digerleri, 2002). Bu modifiye MAC, anti-apoptotik Bcl-2 sentezini artirarak
kaspaz-3 aktivasyonunu ve apoptozu inhibe eder (Soane, Rus, Niculescu ve Shin, 1999).
CD59, hem C8 hem de C9'la etkilesmektedir (Harada, Okada, Fujita ve Okada, 1990).
Membranlarda patolojik porlar; klasik veya alternatif kompleman aktivasyon yolaklar
aracthgl ile C5 konvertazlarin olusumu ve bunu takiben MAC komponentlerinin
polimerizasyonu sonucu meydana gelir (Sonnen ve Henneke, 2014). C5 konvertaz C5’i C5b
ve C5a’ya ayirir. Daha sonra C5b, C6, C7, C8’e baglanarak C5b-8 kompleksini meydana
getirir. C9’un C5b-8’e baglanmasi ile C5b-9 ve sonra da MAC meydana gelir. Kompleksin
icerdigi C9 sayisi arttikca, meydana gelen porun genisligi de artar (Shen, Halperin,
Benzaquen ve Lee, 1997). CD59, C5b-8 kompleksine sikica baglanarak kompleksin igine
cok sayida C9 molekiillerinin girmesini engeller (Morgan, 1999) ve bu durumda genis litik
porlarin meydana gelmesi miimkiin olmaz. Ortamda CD59 bulundugu hallerde, tek bir C9
molekili C5b-8 kompleksine baglanabilir. Ancak CD59, C5b-8 kompleksinin C9’u hiicre
membranina yerlestirmesini inhibe ederek komplemanin sitolitik etkisini de engeller
(Meri ve digerleri, 1990). CD59 dogrudan, hem C5b-8 in por olusturmasina hem de C5b-9

iceren modifiye MAC olusumununa engel olur (Farkas ve digerleri, 2002).
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2.10. insiilin ve néron

instilin periferik dokularda insilin reseptérleri aracihg ile glukoz alimini, kullanimini,
glikojen sentezini enzimlerin fosforilasyon ve defosforilasyonunu diizenler. Santral sinir
sisteminde insulin reseptorlerinin yiiksek konsantrasyonda bulundugu goésterilmis, ancak
fonksiyonel olarak diger dokulardan farkli oldugu ileri siirtilmistiir. insiilin reseptérlerinin
bliylk bolimi noéronlarda bulunur. Sinaptik iletim veya nérotransmitter ve peptid
hormonlarin serbestlesmesinde aracilik ettigi diisiinlilmektedir (Gammeltoft, Staun-Olsen,
Ottesen ve Fahrenkrug, 1984; Unger ve digerleri, 1989). ROS norodejeneratif ve
metabolik hastaliklarda 6nemli rol oynar (Butterfield ve Pocernich, 2003; Maritim,
Sanders ve Watkins, 2003). ROS, insulin reseptoriinin tirozin fosforilasyonuna sebep
olarak insulin sinyal iletimini bloke eder ve fosfatidil inozitol-3-kinaz (PI3K) aktivasyonunu
ve insulin reseptor substrat (IRS) fosforilasyonunu etkiler (Tirosh, Potashnik, Bashan ve
Rudich. 1999). insiilin kan-beyin bariyerini gecerek santral sinir sistemine girer ve insiilin
reseptorine baglanir, tirozin kinazi aktive eder. Bu olay, daha sonraki sinyal iletim
yolaklarini baslatir. Glutamatla uyarilmig SH-SY5Y hiicrelerinde ROS olusumu iki kat artar.
Ancak bu hicrelerde insilinin glutamatla meydana gelen sitotoksisiteyi antagonize
ederek, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum bromid (MTT) ile saptanan hiicre
canliigini artirdig1 tespit edilmistir (Nampoothiri ve digerleri, 2014). Benzer bigimde
Ramalingam ve digerleri (2014) ortama insulin ilave edildiginde 200 puM hidrojen
peroksitle SH-SY5Y ndroblastoma hiicrelerinde meydana gelen oksidatif strese karsi

koruyucu etki elde edildigini géstermislerdir (Ramalingam ve Kim, 2014).

insilinin santral sinir sistemi icindeki bilinen fonksiyonlarinin cogunda PI3K/Protein kinaz
B (Akt) ve Ras/ MAPK yolaklari aracilik eder (Banks, Owen ve Erickson, 2012). Hiicrenin
aktive olmasi icin glukozun metabolize olmasi gerektigi ileri sirtilmektedir. Nitekim hicre
icine alinan fakat metabolize edilemeyen 3-o-metil glukoz veya fosforile edilmesine
ragmen hiicre igine alinamayan veya metabolize edilemeyen 2-deoksi glukoz normal
konsantrasyonlarin {izerinde olsa bile hiicreyi aktive edememektedir (Guha, Bai, Nadler ve
Natarajan, 2000). Bu sebeple glukoz etkisinin gorilebilmesi igin dncelikle glukozun hiicre
icine alinmasi gerekmektedir. insiilin, primer glukoz tasiyicisi olarak eksprese edilen

GLUT3’in n6éron plazma membranina translokasyonunu saglayarak néronal glukoz alimini
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diizenler (Uemura ve Greenlee, 2006). Beyin uzun siire insilin-bagimsiz bir organ olarak
kabul edilmis, ancak sonradan insilin reseptorlerinin néron hiicreleri tarafindan eksprese
edildigi gosterilmistir (Schuh, Rieder, Rizzi ve Chaves, 2011). insiilin sinyalinin olmamasi,
noronal fonksiyonlarin bozulmasina ve néron hasarina neden olur (Stefanelli ve digerleri,
2014). insilin, plazmadan beyne spesifik insiilin reseptorleri araciligi ile tasinir ve bu
transport mekanizmasi yiiksek glukoz konsantrasyonu ile doygunluga ulasir (Schwartz,
Figlewicz, Baskin, Woods ve Porte, 1992). Son zamanlarda ise hipergliseminin insilin
sinyal iletiminde, insiilin reseptori ile IRS1 arasindaki etkilesimi inhibe ettigi ileri
siriilmektedir. Hipergliseminin bu etkisini IRS1’in serin molekillerini fosforile ederek
yaptig gosterilmistir (Ola, 2014). insilin, primer glukoz tasiyicisi olarak eksprese edilen
GLUT3’Un néron plazma membranina translokasyonunu saglayarak noronal glukoz alimini
dizenler (Uemura ve Greenlee, 2006). Ancak hiicre disi yiksek glukoz maruziyetinde
noron ici es zamanl dikarbonil metabolit Gretim hizinin, sadece glukoz konsantrasyonuna
mi, insilin-instlin reseptori-IRS ve GLUT 3 aktivitesine mi yoksa hepsine birden mi bagh

oldugu iyi bilinmemektedir.

Bu calismanin amaci, ADA ve IDF olcitlerine gore vyiksek glukoza maruz kalan
dopaminerjik néronlarda glukotoksisite ve insilin direnci ile ortaya ¢ikan oksidatif strese
bagh noéronal mitokondrial disfonksiyona ve bunun kompleman sistemine yansimasina,

NMDA reseptor blokaji ve néronal NOS inhibisyonunun etkisini arastirmaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kltiirii Sartlari

3.1.1. Deneylerde kullanilan cihazlar

Santrifdj

Derin dondurucu (-80°C)
Derin dondurucu (-20°C)
Sivi azot tanki
Karbondioksitli inktuibator
Steril laminar kabin

Su banyosu

Mikroskop

Vortex

Hassas terazi
Mikropipetler (1000 )
Eppendorf tip (1,5 ml)
Hiicre kiltlru plaklari (48, 96 kuyucuklu)
Hicre kultlra siseleri
Falcon tipler (15 ml, 50 ml)
Stepper pipet
Spektrofotometre

ELISA plak yikayicisi

3.1.2. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Fotal sigir serumu (FBS)
Tripsin:EDTA (03-053-1B)
EMEM medium (FG 0325)

Ham F-12 medium (01-095-1A9

Nuve, Tirkiye

Thermo, A.B.D.

Arcelik, Turkiye
Finemech, A.B.D.

Sanyo, Japonya

Metis, Turkiye

Nuve, Tirkiye

Leica, Almanya

Nuve, Tirkiye

Denver, A.B.D.

Axygen, ingiltere; Socorex, Isveg
Eppendorf, Almanya
Corning, Meksika
Corning, Meksika
Corning, Meksika
Thermo, A.B.D.
Molecular devices, A.B.D.

Techne, ingiltere

Biochrom, Almanya
Biological Industries, israil
Biochrom, Almanya

Biological Industries, israil
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Non-essential amino asit ¢ozeltisi (01-340-1B) Biological Industries, israil
Antibiyotik:antifungal, steril (03-031-1B) Biological Industries, israil
Dimetil stlfoksit (41640) Sigma-Aldrich, Almanya
Fosfat tamponu (PBS) (79382) Sigma-Aldrich, Almanya
Glukoz (0188) Amresco, A.B.D.
Kinlrenik asit (K3375) Sigma-Aldrich, Almanya
L-NAME (N5751) Sigma-Aldrich, Almanya
insilin Humalog, Lilly, A.B.D.

Bu calismada, SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™) dopaminerjik insan néroblastoma hiicre hatti
kullanildi. SH-SY5Y hicre hatti ¢calismalarimizda kullanilmak tzere Dr. Nathalie Herlin-
Boime (CEA-CNRS, Saclay, France) ve Dr. Marie Carriere (CEA, Grenoble, France)
tarafindan armagan edilmistir. Hiicre kaltird icin %15 FBS (Fetal bovine serum), %10
esansiyel olmayan amino asit ¢ozeltisi (Sigma), %0,5 antibiyotik iceren Ham F12 : EMEM

(2:1) besi yeri kullanildi. Hiicreler %5 CO2’li ortamda 37°C’da inkibe edildi.

Hiicreler hiicre kultiri siselerinde %70 vyogunluga ulastiktan sonra deneyler
gercgeklestirildi. SH-SY5Y hicre hatti yapisan hiicrelerdir. Bu nedenle pasaj yapilmasi igin
hiicreler 1:1 fosfat tamponu (PBS) : tripsin-etilen diamintetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisi ile
kaldirildi. Hiicreler 1500 rpm’de 10 dakika santrifljlenerek pellet olusturuldu ve PBS ile
yikandi. Elde edilen pellet bir miktar besi yeri icerisinde dagitildi ve istenilen

konsantrasyona %15 FBS iceren besi yeri ile tamamlanarak deneylere devam edildi.

3.2. Deney Plani

Tez kapsaminda Oncelikle 6n denemeler yapildi ve yapilan deneylere gore ileri asamada
kullanilacak glukoz, insiilin, KynA ve L-NAME konsantrasyonlarina karar verildi. On
denemeler 6 — 24 — 48 — 72 saat inklibasyon siirelerinde gergeklestirildi. Daha sonraki
deneylere ise 24 ve 48 saat inklibasyon surelerinde devam edildi. Butlin deneyler Uger

ornek halinde, Ug tekrar olarak gerceklestirildi.
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1) Glukoz (120 — 1200 mg/dl)

2) Insilin (10 — 40 - 60 pU/ml)

3) KynA (30— 300 000 nM)

4) Glukoz (120 — 1200 mg/dl) + Instlin (10 — 40 — 60 pU/ml)

5) Glukoz (120 — 250 mg/dl) + KynA (30 — 300 000 nM)

6) Glukoz (120 — 250 mg/dl) + Insilin (40 uU/ml) + KynA (30 — 300 000 nM)
7) L-NAME (25 — 1000 uM)

8) L-NAME (25— 1000 uM) + Glukoz (120 — 250 mg/dl)

9) L-NAME (25 uM) + Glukoz (120 — 250 mg/dl) + Instlin (40 pU/ml)

3.2.1. Glukoz

Hicreleri rutin olarak blyitmek icin kullanilan besi yerinin iceriginde 120 mg/dl glukoz
bulunmaktadir. Diyabetin ADA tarafindan onerilen glincel tani kriterleri; klasik
hiperglisemi belirtileri gosteren veya hiperglisemik krizler gelisen ve randomize olarak
plazma glukoz dizeyi 200 mg/dl (11,1 mmol/l)’den yiksek olan hastalarda, glikasyona
ugramis hemoglobinin %6,5’dan fazla, aglik plazma glukoz duzeyinin 126 mg/dl (7,0
mmol/l) den yliksek ve oral glukoz tolerans testi esnasinda ikinci saattaki plazma glukoz
dlzeyinin ise 200 mg/dl (11,1 mmol/l)’dan yiksek olmasidir (Algahtani ve digerleri, 2013).
Buna bagli olarak bazal besi yeri glukoz konsantrasyonundan baslanilarak artan 11
konsantrasyonda ortama glukoz ilave edilmistir. Elde edilen verilere gore, hiicrelerin 200
mg/dlI'nin Uzerinde glukoza 48 saat maruz kalmalari ile hiicre canlligi azalarak artan

konsantrasyonlarda da bir plato gizmektedir.

Glukoz c¢ozeltisi _hazirlanisi: Besi yeri 120 mg/dl glukoz igerdigi icin hazirlanacak

konsantrasyonlar bu diizey géz 6ninde bulundurularak yapildi. 150 — 1200 mg/dl glukoz
¢ozeltileri hazirlamak igin 30 — 1080 mg/dl ¢ozeltiler hazirlanarak ilave edildi. Hazirlanan

¢Ozeltiler 0,2 um steril filtreden gegirilerek sterilize edildi.
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3.2.2. insiilin

SH-SY5Y insan néroblastoma hiicrelerinde insilin direncinin olusturulabilmesi igin insilin
konsantrasyonu Cersosimo ve ark. (Cersosimo, Solis-Herrera, Trautmann, Malloy ve
Triplitt, 2014) ve Huh ve ark. (Huh ve digerleri, 2014) tarafindan yapilan ¢alismalar da goz
ontnde bulundurularak ortama 10 — 40 — 60 pU/ml insilin ilave edilerek deneyler

gercgeklestirilmistir.

insiilin cozeltisi hazirlanisi: 100 U/ml insiilin ¢6zeltisinden besi yeri icinde 1/1000 diliisyon

ile ara stok ¢ozeltisi hazirlandi (100 mU/ml). Besi yeri ile dilisyon yapilarak 10 pU/ml, 40

uU/ml ve 60 pU/ml konsantrasyonlarda ¢alisma c¢ozeltileri hazirlandi.

3.2.3. Kiniirenik asit

KynA triptofan metabolizmasi sonucunda aciga ¢ikan endojen metabolitlerdendir (Stone,
2000). Ozgiin ve en etkin NMDA reseptér blokaji yapacak dozu belirlemek amaciyla SH-
SY5Y hiicreleri 30 — 300.000 nM arasindaki 11 farkl konsantrasyonda KynA’e maruz

birakilarak total mitokondrial metabolik aktivite/hlicre canhliklar test edildi.

Kinlrenik asit cozeltisi hazirlanisi: 30 — 300.000 nM arasindaki 11 farkl konsantrasyonda

KynA ¢Ozeltisi besi yeri igerisinde ¢ozlilerek hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,2 um steril

filtreden gecirilerek sterilize edildi.

3.2.4. Nw -nitro-L-arginin metil ester

Spesifik olmayan NOS inhibitorididr. SH-SY5Y noroblastoma hicreleri néronal NOS
eksprese ederler ve L-NAME ile inhibe edilerek NO sentezi azalmasi saglanir. Yapilan
galismalarda 25 — 1000 pM konsantrasyonlarda L-NAME kullanilarak NOS inhibisyonu
gozlenmistir. Bu calismada SH-SY5Y hiicreleri icin uygun olan konsantrasyonlarin secilmesi

icin 6n ¢alisma yapildi.
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L-NAME ¢ézeltisi hazirlanisi: 25 — 1000 uM arasindaki konsantrasyonda besi yeri icerisinde

¢Oziilerek hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,2 um steril filtreden gecirilerek sterilize edildi.
3.2.5. Deneyler

Glukoz, instlin ve/veya KynA ve/veya L-NAME c¢ozeltileri birlikte ilave edildikleri durumda
glukoz ¢ozeltisi ilave edildikten 30 dakika sonra insulin ¢ozeltileri, eger ilave edilecekse 30
dakika sonra KynA c¢ozeltisi hiicre kiltliri ortamina eklendi. L-NAME ile inkiibasyonda ise
diger cozeltilerin eklenmesinden 30 dakika ©6nce L-NAME ilavesi ile yapildi. Diger
¢oOzeltilerin ilave edilme siralamasi anlatildigi sekilde gergeklestirildi. Deneylerde ve

bulgularda kontrol olarak ifade edilen grup sadece medium ile inkiibe edildi.

Deney planina gore hiicreler 6 — 24 — 48 ve 72 saat ve 11 ayri konsantrasyonda glukoza
maruz birakilarak hiicre canlihgindaki degisim MTT testi ile tayin edildi.

Sadece glukoz ile inkiibasyonu takiben hiicreler 6 — 24 — 48 ve 72 saat sire ile 11 ayri
konsantrasyondaki glukoz ile birlikte 10 — 40 veya 60 uU/ml inslline maruz birakilarak

hiicre canhliklarindaki degisim MTT testi ile tayin edildi.

MTT testleri sonucunda ileri deneylerde kullanilacak;
1. inkiibasyon siirelerinin 24 ve 48 saat,
2. Glukoz konsantrasyonlarinin 150 — 200 ve 250 mg/dl,
3. insilin dozunun 40 pU/ml,
4. Cahsilacak KynA konsantrasyonunun 30 nM,
5

L-NAME konsantrasyonunun 25 uM olmasina karar verildi.

On deneylerde ve kullanilmasina karar verilmis doz ve inkiibasyon sirelerinde
gercgeklestirilen deneylerde canli hiicre sayisinin tespit edilebilmesi igin hiicreler tripan
mavisi ile boyanarak sayildi. Hicrelerin metabolik akvititesi, % hiicre canliiginin hiicre

sayisina bollinmesi ile elde edildi (%Hucre canhligi/hicre sayisi).
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3.3. Hiicre Canhlig Tayini

Deney planinda belirtilen her konsantrasyonda hiicre canlihgr MTT testi ile tayin edildi.
MTT testi icin her kuyucuga 10.000 hiicre ekildi. Deneyler protokolde anlatildigi sekilde
gerceklestirildi. Deneyin esasi canli hiicrelerin sari renkli MTT bilesigini canli hiicrelerin
mor renkli formazana indirgemelerine, daha sonra ¢6zliniir hale getirilen bu formazan
kristallerinin absorbansinin spektrofotomterik olarak 6lclilmesine dayanmaktadir
(Mosmann, 1983). Hiicre canhligi deneylerinin sonunda ileri asamalarda kullanilacak

inklibasyon sirelerine ve madde konsantrasyonlarina karar verildi.

wTT

U NADH, NADPH
T dehidrogenaz

canlr hiicre NAD*, NADP*

Sekil 3.1. MTT deneyinin esasl (MTT: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum
bromid)

3.3.1. MTT deneyinde kullanilan alet ve geregler

Vorteks Nive, Tlrkiye
Spektrofotometre Molecular Devices, A.B.D.
Mikropipet (0.1-1000 pl) Axygen, ingiltere; Socorex, isveg
Gok kanalli mikropipet (30-300 pl) Thermo, A.B.D.

96 kuyucuklu hiicre kiltlirt plag Corning, Meksika
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3.3.2. MTT deneyinde kullanilan ¢6zeltiler

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) (20395) Serva, Almanya

Hidroklorik asit, %37 (100317) Merck, A.B.D.
Sodyum dodesil silfat (SDS) (71725) Sigma-Aldrich,
Almanya
PBS (79382) Sigma-Aldrich,
Almanya
1. PBS ¢ozeltisi: Ticari olarak hazir bulunan PBS tabletlerinden her biri 100 ml distile

suda c¢ozilerek hazirlandi. Cozeltiler otoklavda sterilize edildi.

MTT ¢ozeltisi: MTT 5mg/ml olacak sekilde PBS icerisinde ¢ozllerek hazirlandi.

0,01 M Hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi: 82,81 ml %37’lik HCl asit ¢Ozeltisinden
alinarak 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi.

%10 sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi: 50 g SDS tartilarak 500 ml 0,01 M HCI

icinde ¢ozilda.

3.3.3. MTT deney protokolii

Deney protokoli asagidaki sekilde gerceklestirildi.

1.
2.

10.000 hiicre/ kuyucuk seklinde hicreler 96 kuyucuklu plaklara ekildi.

Hiicreler plaklarda 24 saat inkibe edildi ve 24. saat sonunda inkiibasyon ¢ozeltileri
ilave edildi.

Hiicrelerin lizerine inkUibasyon c¢ozeltileri ilave edilerek son hacim 100 ul olacak
sekilde ayarlandi.

inkiibasyonu gerceklestirilecek olan c¢ézelti ilave edildikten sonra 6 — 24 — 48 — 72
saat inklibasyon siireleri beklendi.

Her kuyucuga 10 pl PBS icinde 5mg/ml hazirlanan MTT ¢6zeltisi ilave edildi.

4 saat MTT cozeltisi ile inklibasyon sonunda 100 pl 0,01 M hidroklorik asit
icerisindeki %10’luk SDS ¢oziicu ¢ozeltisi ilave edildi.

Bir gece inkiibasyon sonunda orneklerin absorbanslari 550 nm ve 690 nm’de

spektrofotometrik olarak olguldi.
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8. Ornek kuyucuklarindaki hiicrelerin canlliklari kontrol kuyucuklarindan elde edilen

absorbanslarla oranlanarak elde edildi.
Bitlin orneklerin 550 nm’deki absorbanslarindan 690 nm’deki absorbanslari
cikartilarak hesaplamalar yapildi. Hicre icermeyen kuyucuklarla tekrarlanan

ornekler kor olarak kullanildi.

3.4. Tripan Mauvisi ile Hiicre Sayilmasi

100.000 hiicre/ kuyucuk olacak sekilde hiicreler 48 kuyucuklu plaklara ekildi.
Hicreler plaklarda 24 saat inkibe edildi ve 24. saat sonunda inkiibasyon ¢ozeltileri
ilave edildi.

Hicrelerin zerine inkiibasyon ¢ozeltileri ilave edilerek son hacim 500 ul olacak
sekilde ayarlandi.

inkiibasyon siireleri (6 — 24 — 48 — 72 saat) tamamlandiktan sonra siipernatantlar
toplandu.

Hicreler yapisma oOzelligine sahip olduklari igin 1:1 PBS ile dilie edilmis
tripsin:EDTA ¢Ozeltisi ile kaldirildi.

Hicreler PBS ile dagitildiktan sonra tripan mavisi ile 1/10 konsantrasyonda

karistirilarak “Thoma lami” kullanilarak sayildi.

Hicre basina diisen metabolik aktivitenin bulunmasi igcin MTT degerleri hiicre sayisina (Cc)

bolindu.

3.5. Nitrit-Nitrat, Kompleman Bilesenleri ve Glukoz tasiyici 3 Tayinleri

Tripan mavisi ile sayilmak icin ¢ozeltilerle inkiibe edilerek toplanan slipernatanlarda ve

deneyler tekrarlanarak elde edilen hiicre lizatlarinda 6lgiimler yapildi.

3.5.1. Nitrit — nitrat tayini

NO’in biyolojik sistemlerde dogrudan olciimi, ¢ok distik miktarlarda bulunmasi ve aciga

¢tkmasi sonrasinda yari dmriniin 10 saniyeden kisa olmasi, hizla oksijenle reaksiyona
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girmesi nedeniyle oldukga zordur. Bu nedenle NO’in daha stabil Grlinleri olan nitrit (NO;)
ve nitrat (NOs) olclimleri yapilmaktadir. Bu ¢alismada aciga ¢cikan NO diizeyini tayin etmek

icin NO, ve NO3 [NOx] miktarlari diazotiazyon yontemi ile dlglimustdir.

Nitrit — nitrat 6lciminde kullanilan Alet ve gerecler

Vorteks Nive, Tlrkiye
Spektrofotometre Molecular Devices, A.B.D.
Mikropipet (0.1-1000 pl) Axygen, ingiltere; Socorex, isveg
Cok kanalli mikropipet (30-300 pl) Eppendorf, Almanya

96 kuyucuklu hicre kiltlr plag Corning, Meksika

Nitrit — nitrat 6lciminde kullanilan kimyasal maddeler

Fosforik asit, %85 Merck, Almanya
Sulfanilamid (59251) Sigma-Aldrich, Almanya
N-(1-naftil) etildiamin (NED) (N9125) Sigma-Aldrich, A.B.D.
Vanadyum kloriir (208272) Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum NO, (237213) Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum NO; (S550&) Sigma-Aldrich, Almanya

Nitrit — nitrat 6lcimunde kullanilan cozeltiler

% 5’lik fosforik asit (H3PO,) ¢ozeltisi: 1,18 ml %85’lik H3PO,4 ¢ozeltisinden alinarak distile
su ile 20 ml’ye tamamlandi.

% 1 Siilfanilamid: 46 mg silfonamid tartildi, 4600 pl %5’lik H3PO, ¢ozeltisi igerisinde
¢Ozuldi.

% 0,1 N-(1-naftil) etildiamin (NED): 4,6 mg NED tartildi, 4600 pl distile su icerisinde
¢Ozuldi.

0,05 M Vanadyum (lll) kloriir: 160 mg vanadyum (lll) klorir tartilarak 20 ml 1 M HCI
icinde ¢ozilda.

1 M HCI: 3,3 ml %37’lik HCl asit ¢ozeltisinden alinarak 40 ml’ye distile su ile tamamlandi.
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Griess reaktifi: Deneyden hemen o6nce Silfanilamid ve NED cozeltileri 1:1 oranda
karistirilarak hazirlandi.

Stok sodyum NO, ¢6zeltisi: 1 mg sodyum NO, tartildi, 1000 pl distile suda ¢oziilerek ara
stok hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 13,8 I alinarak 1000 pl'ye tamamlandi ve diliisyonlar ile
standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Sodyum NO, standartlarinin hazirlanigi: 200 uM stok sodyum NO, ¢6zeltisinden distile su
ile dilie edilerek 200 uM, 100 uM, 50 UM, 25 pM, 12,5 pM, 6,25 uM, 3,125 pM, 1,5625
MM ve 0,78125 UM konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Stok sodyum NOj; ¢ozeltisi: 1 mg sodyum NOs tartildi, 1000 pl distile suda ¢oziilerek ara
stok hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 17 pl alinarak 1000 pl'ye tamamlandi ve diltsyonlar ile
standart ¢Ozeltiler hazirlandi.

Sodyum NOj; standartlarinin hazirlanisi: 200 uM stok sodyum NOs ¢ozeltisinden distile su
ile dilte edilerek 200 uM, 100 UM, 50 UM, 25 pM, 12,5 pM, 6,25 M, 3,125 pM, 1,5625

UM ve 0,78125 UM konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Yéntemin dayandigi prensip

Yontemde Griess Reaksiyonu kullaniimaktadir. Yontemin esasi, NO‘in asidik ortamda
primer bir aromatik aminle (stlfanilamid) diazotizasyonu ve NED ile mor renkli bir azo
tirevi olusturmasina dayanir. Olusan kompleksin absorbansi 540 nm’de olcalda.
Orneklerdeki NO3 vanadyum (111) kloriir ile NO,‘e indirgenerek tayin edildi (Miranda, Espey
ve Wink, 2001).

Deney yontemi

1. 100 pl 6rnek / standart / kor Gzerine 100 pl etanol ilave edildi ve karistirilarak 30
dakika +4°C’de inkiibe edildi.

2. Ornekler 14000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek siipernatantlar ayrildi.

3. NO; o6lglimu igin 70 pl stipernatant/standart/kor tGzerine 70 W Griess reaktifi ilave

edildi.
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NO; Olgimi icin 70 pl siipernatant/standart/kér Gzerine 70 pl vanadyum (l11)
kloriir ve 70 ul Griess reaktifi ilave edildi.
4. Cozeltiler 45 dakika 37°C'de inklbe edildikten sonra olusan renkli kompleksin

absorbansi 540 nm’de spektrofotometrede okundu.

Hesaplamalar

Absorbanslari okunan NO, ve NO3 [(NO3s+NO,)] standartlar yardimiyla kalibrasyon dogrusu
cizilerek o6rneklerin konsantrasyonlari hesaplandi. NO, ve NOskonsantrasyonlari
toplanarak degerler uM [NOx] sekline verildi. Hesaplanan [(NO3+NO,)] degerleri Cc ile

bollinerek hiicre basina diisen [(NOs+NQO,)] miktari hesaplandi.

Ortamda olgllen [(NO3+NO,)]/Cc’nin meydana getirdigi oksidatif stresin siddeti,
mitokondride [NADPH+-NADP+]-[GSSG-GSH] doéngilsunin fonksiyonu olan MTT/Cc'ye
orani ile belirlenmistir. Bu calismada oksidatif stres Q=[(NOs+NO,)/Cc-MTT/Cc orani

olarak hesaplanmistir.

3.5.2. Kompleman bileseni 1q tayini

Kompleman bileseni Clq, klasik kompleman aktivasyon yolaginda gorevli C1 kompleksinin
tanima alt Unitesidir. Hicre kultliri stpernatantlarindaki Clq dizeyleri sandvi¢ ELISA
teknigi ile tayin edildi (AssayPro, USA). Poliklonal Clq spesifik antikor kapli plaklar ile
siipernatantlardaki Clg dizeyleri immobilize antikor ve biyotinle bagli poliklonal Clq
spesifik antikor ile sandvi¢ teknigi kullanilarak kantitatif olarak tayin edildi. Deneyler
protokolde anlatildigi sekilde gerceklestirildi. Orneklerde &lciilen biitiin Clq dizeyleri,

kitin minimum tayin edebilme limiti olan 0,03 ng/ml’den yiiksek olarak bulundu.

Hicre kiltard sdpernatantlarinin_hazirlanmasi: Galisma ¢ozeltileriyle inkiibe edilmis SH-

SY5Y hiicrelerinin stipernatantlari toplandi. Sipernatantlardaki kalintilarin uzaklastirilmasi

icin 3000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi. Ornekler ¢alisma giiniine kadar -20°C’de saklandh.
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Yontem

1. Kuyucuklara 50 pl 6rnek/standart eklendi ve 2 saat inkiibe edildi.

2. inkiibasyon sonunda 6 defa 300 pl yikama c¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi.

3. Kuyucuklara 50 pl biyotinlenmis insan C1q antikoru ilave edildi ve 1 saat inkibe
edildi.

4. Kuyucuklara 50 pl streptavidin-peroksidaz konjugati ilave edildi ve 30 dakika
inkiibe edildi.

5. Plaklar 6 defa 300 ul yikama ¢ozeltisi ile yikandi.

6. Kuyucuklara 50 pl kromojen substrati ilave edildi ve 15 dakika inklbe edildi.

7. Kuyucuklara 50 yl durdurma ¢ozeltisi ilave edildi ve olusan renk absorbansi 450
nm ve 570 nm’de okundu. Hesaplamalar 450 nm’deki absorbanstan 570 nm’deki

absorbans cikartilarak yapildi.

Hesaplamalar

Absorbanslari okunan standartlar yardimiyla kalibrasyon dogrusu cizilerek orneklerin
konsantrasyonlari ng/ml cinsinden hesaplandi. C1g miktarlari sipernatantlarda olctilmus
olmasi nedeniyle hesaplanan Clq dizeyleri besi yerinden elde edilen degere bdélindu.

Daha sonra bu veriler Cc’'ye boliinerek hiicre basina diisen Clq miktari hesaplandi.

3.5.3. Kompleman diizenleyici protein 59 tayini

CD59, kompleman membran atak kompleksinin potent inhibitoridir. SH-SY5Y hicre
kaltura stipernatantlarinda CD59 glikoproteini ¢ift antikorlu olan sandvig ELISA yéntemi ile
6lciildii (Hangzhou Eastbiopharm, Co. Ltd.). Onceden insan CD59 glikoprotein monoklonal
antikorlari ile kaplanmig ELISA plaklari kullanildi. Biyotinle isaretli CD59 antikorlari ve
streptavidin-HRP kullanilarak immiin kompleks olusumu kromojen ¢ozeltisi araciligiyla
meydana gelen renk degisimi ile olclldi. Deneyler protokolde anlatildigi sekilde
gergeklestirildi. Orneklerde &lciilen biitiin CD59 diizeyleri, kitin minimum tayin edebilme

limiti olan 0,00723 ng/ml’den yiksek olarak bulundu.
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Hicre lizatlarinin hazirlanmasi

Gahsma gozeltileriyle inklibe edilmis SH-SY5Y hiicrelerinin stipernatantlari toplandi.
Plaklarda yapisik kalan hiicreler soguk PBS ¢ozeltisi ile yikandi.

Hicreler bir gece -20°C’de bekletildi.

Hiicrelerin tzerine 250 pl 37°C’ye isitilmis PBS ilave edildi.

Hicreler 3 defa dondurulup ¢ézildiler.

o u kA w Nk

PBS icinde ¢ozllmis hicreler +4°C’'de, 5 dakika 13.000xg’de santrifiijlenerek
kalintilar uzaklastirildi.

7. Sipernatantlar calisma giiniine kadar -20°C’'de saklandi.

Yontem

1. Kuyucuklara 40 ul 6rnek, 10 pl CD59 antikoru ve 50 pl Streptavidin-HRP eklendi ve
1 saat 37°C’'de inkUbe edildi.

2. inkiibasyon sonunda 6 defa 300 pl yikama ¢6zeltisi ile kuyucuklar yikandh.

3. Kuyucuklara 50 pl kromojen ¢ozeltisi A ve 50 pl kromojen ¢ozeltisi B ilave edilerek
10 dakika 37°C’de inklbe edildi.

4. Kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi ilave edildi ve olusan renk absorbansi 450

nm’de okundu.

Hesaplamalar

Absorbanslari okunan standartlar yardimiyla kalibrasyon dogrusu cizilerek 6rneklerin
konsantrasyonlari ng/ml cinsinden hesaplandi. Elde edilen CD59 miktarlari Cc ile

bollinerek hiicre basina tretilen CD59 konsantrasyonu hesaplandi.

3.5.4. Glukoz tasiyici 3 tayini

Glukoz tasiyicist 3 [(GLUT3) ayni zamanda “soltt tasiyici ailesi 2, 3. Uyesi” veya

“kolaylastiriimis glukoz tasiyicisi 3 (SLC2A3)” olarak da adlandirilir] proteini SLC2A3

geninde kodlanir (Kayano ve digerleri, 1988). GLUT3 memeli hicrelerinde glukozun
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plazma membranlarindan tasinmasini kolaylastirir. GLUT3 cgesitli dokularda eksprese
edilse de temel olarak néronlarda eksprese olur (Vannucci, Maher ve Simpson, 1997).
GLUT3’Un glukoza afinitesi GLUT1, GLUT2 ve GLUT4’den 5 kat daha ylksektir, ancak
noronal glukoz dizeyleri serumdan 5 kat daha disiktir (Simpson ve digerleri, 2008).
GLUT3 kiti ile tayinde ¢ift-antikor sandvi¢ ELISA ydntemin kullanildi (Hangzhou
Eastbiopharm, Co. Ltd.). Onceden GLUT3 monoklonal antikoru ile kaplanmis plak
kuyucuklarina érnekler ilave edilerek inkiibasyona birakildi. Daha sonra Streptavidin-HRP
ile kombine biyotinle isaretli GLUT3 antikorlari immin kompleks yapmak (izere ilave
edildi. Kromojen c¢o6zeltisi araciligiyla meydana gelen renk degisimi ile ol¢lildii. Deneyler

protokolde anlatildigi sekilde gergeklestirildi.

Hicre lizatlarinin hazirlanmasi

Gahsma gozeltileriyle inkiibe edilmis SH-SY5Y hiicrelerinin stipernatantlari toplandi.
Plaklarda yapisik kalan hiicreler soguk PBS ¢ozeltisi ile yikandi.

Hicreler bir gece -20°C’de bekletildi.

Hiicrelerin tzerine 250 pl 37°C’ye isitilmis PBS ilave edildi.

Hiicreler 3 defa dondurulup ¢ozildiler.

o v A w Nk

PBS icinde ¢oOzllmis hiicreler +4°C’'de, 5 dakika 13000xg’'de santrifiijlenerek
kalintilar uzaklastirildi.

7. Sipernatantlar calisma giiniine kadar -20°C’'de saklandi.

Yontem

1. Kuyucuklara 40 pl 6rnek, 10 pl GLUT3 antikoru ve 50 ul Streptavidin-HRP eklendi
ve 1 saat 37°C’'de inkibe edildi.

2. inkiibasyon sonunda 6 defa 300 pl yikama ¢6zeltisi ile kuyucuklar yikandh.

3. Kuyucuklara 50 pl kromojen ¢ozeltisi A ve 50 pl kromojen ¢ozeltisi B ilave edilerek
10 dakika 37°C’de inklbe edildi.

4. Kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi ilave edildi ve olusan renk absorbansi 450

nm okundu.
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Hesaplamalar

Absorbanslari  okunan standartlar yardimiyla kalibrasyon dogrusu ¢izilerek
orneklerin konsantrasyonlari ng/ml cinsinden hesaplandi. Elde edilen GLUT3 miktarlari Cc

ile boélliinerek hiicre basina Gretilen GLUT3 konsantrasyonu hesaplandi.

3.6. istatistiksel Analiz

istatiksel analizler icin SPSS, versiyon 13.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA)
programi kullanildi. Sonuglar ortalama * standart hata (Ort + SH) olarak gosterildi. Hiicre
sayisina (Cc) bolinerek gosterilen butin veriler 10.000 hiicre basina disen
konsantrasyonu ifade etmektedir. Gruplardaki degisimler non-parametrik Mann-Whitney
U testi ile degerlendirildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Korelasyon

analizleri igin “Spearman’s rank” korelasyon testi kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hiicre Canlihgindaki Degisimlerin Degerlendirilmesi

4.1.1. Glukoz

SH-SY5Y dopaminerjik hiicreler 150 — 1200 mg/dl arasinda 11 farkli konsantrasyonda

glukoza 6 — 24 — 48 ve 72 saat sliresince maruz birakilarak total mitokondrial metabolik

aktivite/htcre canliliklari MTT testi ile degerlendirildi (Bkz Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Farkli glukoz konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerin farkh inkiibasyon
streleri sonunda canliliklarindaki degisim

Hicrelerin bir yasam dongiilerini saglamak icin gecirdikleri bollinme siiresi 24 saattir. Elde
edilen verilere gore 6 saat inkiibasyonun hicre canlliginda degisiklik meydana
getirmezken hicre canliliginin 72 saat sonunda %10 ve altindaki diizeylere distigu tespit
edildi. Bu verilere gore, hicrelerin bolinme hizi da go6zoniinde bulundurularak ileri
deneylerde calisiilmak lzere 24 ve 48 saat inklibasyon siirelerinin uygun olduguna karar

verildi.
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4.1.2. Glukoz ve insiilin

Bu calismada, 10 — 40 — 60 pU/ml insilin ve 150 — 1200 mg/dl arasindaki 11 farkh
konsantrasyonda glukoza 6 — 24 — 48 ve 72 saat silresince maruz birakilan SH-SY5Y

hicrelerininin canliliklarindaki degisimler MTT testi ile degerlendirildi.
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Sekil 4.2. Farkli dozlarda insiline maruz birakilan hicrelerin farkh inkiibasyon siireleri
sonunda canliliklarindaki degisim

Elde edilen verilere gore farkli instlin dozlarinin farkh inkiibasyon sireleri sonunda hiicre
canlihginda azalmaya neden olmadigi tespit edildi (Bkz Sekil 4.2.).

Daha sonra hiicreler farkh dozlarda insdlin ile birlikte farkl konsantrasyonlarda glukoza
dort ayri inkibasyon siresinde maruz birakildi. Ancak glukoz ve insiiline tek basina maruz
kalmalarindan farkh olarak ikinci 24 saat inkibasyon suresinde 150 mg/dl glukoza
maruziyette bile hiicre canliiginin %50’nin altina distligu, Uclincl 24 saatte ise ortamda
150 mg/dl’den fazla glukoz ve insilinin birlikte bulundugu kosullarda hiicrelerin tamamen

oldugi tespit edildi (Bkz Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5., Resim 4.1.).
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Sekil 4.3. 10 pU/ml instlin ve farkli glukoz konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerin
farkl inkbasyon siireleri sonunda canliliklarindaki degisim

120
Glukoz + 40 uU/ml Insulin
100 - =
E
o
< 80
=
-}
'E 60 \ —4#— b saat
0
t_Eu 40 =i 24 saat
: \ —f— 48 saat
0
N O
o&& K S (S . S P »@Q &
¥ Glukoz (mg/dl)

Sekil 4.4. 40 pU/ml insilin ve farkli glukoz konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerin
farkl inkGibasyon siireleri sonunda canliliklarindaki degisim
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Sekil 4.5. 60 pU/ml instlin ve farkli glukoz konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerin
farkli inkGbasyon siireleri sonunda canliliklarindaki degisim

Elde edilen bulgulara gére 250 mg/dlI'nin tzerindeki konsantrasyonlarda glukozun hiicre
canliigina benzer etkileri oldugu gozlendi. Bu nedenle ADA ve IDF kriterleri de dikkate

alinarak ileri deneylerin yapilmasi icin 150 — 200 — 250 mg/dl glukoz konsantrasyonlarinin

secilmesine karar verildi.

Bizim bulgularimiz ile Cersosimo ve ark. (Cersosimo ve digerleri, 2014) ve Huh ve ark. (Huh
ve digerleri, 2014) tarafindan yapilan ¢alismalar da gézoniinde bulundurularak belirlenen
yliksek glukoz konsantrasyonlarina insulin direncinin meydana geldigi 40 pU/ml insulinin

ilave edilmesine karar verildi.
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AB Engin

C

Resim 4.1. (a) 120 mg/dl Glukoz (kontrol — medium), (b) 250 mg/dl Glukoz, (c) 250 mg/dlI
Glukoz + 40 pU/ml Insulin iceren besi yerlerinde 48 saat inkibe edilen SH-
SYS5Y hiicreleri. (invert mikroskop, 100x)

4.1.3. Glukoz ve kiniirenik asit

Hucreler 150 — 200 — 250 mg/dl glukoz varliginda 30 — 300.000 nM arasinda 9 farkh
konsantrasyonda KynA’e maruz birakilarak MTT ile total mitokondrial metabolik

aktivite/hicre canliligi degisimleri tespit edildi (Bkz Sekil 4.6., Sekil 4.7.).
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Sekil 4.6. Farkh konsantrasyonlarda kinirenik asit ve glukoza maruz birakilan hiicrelerin 24
saat inklibasyon sliresi sonunda canliliklarindaki degisim
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Sekil 4.7. Farkh konsantrasyonlarda kinirenik asit ve glukoza maruz birakilan hiicrelerin 48
saat inklibasyon sliresi sonunda canliliklarindaki degisim

Daha sonra hiicreler 150 — 200 — 250 mg/dl glukoz ve daha 6nceden tespit edildigi tizere
40 pU/ml dozlarda insulin varliginda 30 — 300 000 nM arasinda 9 farkli konsantrasyonda
KynA’e maruz birakilarak MTT ile total mitokondrial metabolik aktivite/hiicre canlilig

degisimleri tespit edildi (Bkz Sekil 4.8., Sekil 4.9.).
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Sekil 4.8. Farkh konsantrasyonlarda kinlrenik asit, glukoz ve 40 pU/ml insiiline maruz
birakilan hicrelerin 24 saat inkiibasyon siresi sonunda canhliliklarindaki

degisim
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_; 100 —f% =
2 _ ~ —=—KynA + 200 mg/d|
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= 1L ] Insulin
]
£ 60
ﬁ KynA + 250 mg/dl
Glukoz + 40 uU/ml
a0 Inzulin

20

Blank 30nM 100nM 300nM 1000nM 10000 15000 30000 100000 300000
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda kindrenik asit, glukoz ve 40 pU/ml insiiline maruz
birakilan hiicrelerin 48 saat inklibasyon siiresi sonunda canhlliklarindaki
degisim

Luccini ve ark. NMDA reseptorlerinde glutamaterjik uyarinin  submikromolar
konsantrasyonda (0,01-1 uM) KynA ile etkin bicimde antagonize edildigini gostermislerdir
(Luccini, Musante, Neri, Raiteri ve Pittaluga, 2007). NMDA -aracili oksidatif stres
mitokondrial disfonksiyona sebep olur. Spesifik NMDA reseptdr antagonisti KynA, ayni
zamanda a7nAChR ve AMPA reseptorlere de baglanmaktadir (Sas, Robotka, Toldi ve

Vécsei, 2007). KynA’in a7nAChR inhibisyonu yapma dozu ortalama 7 uM oldugu ileri
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strtlmustir. Gamma aminobdtrik asit (GABA)erjik etkiyi azaltma dozu ise 20-200 puM
olarak bildirilmektedir (Albuguerque ve Schwarcz, 2013). Bazi arastiricilar, KynA’in yliksek
mM  konsantrasyonlarda bile a7nAChR {zerinde inhibitéor etkisi oldugunu
gosterememislerdir (Mok, Fricker, Weil ve Kew, 2009; Dobelis, Staley ve Cooper, 2012).
Aslinda SH-SY5Y hicrelerinin erigskin kolinerjik fenotipi, retinoik asit ile farklilasma
gosteren hicrelerdir. Bunlar yiiksek miktarda kolin asetil transferaz eksprese ederler
(Pahlman, Ruusala, Abrahamsson, Mattsson ve Esscher, 1984). Ayrica farkllasmis SH-SY5Y
hiicrelerinin antioksidan kapasitesi de yiksektir (Schneider ve digerleri, 2011). Buna gore,

NMDA reseptor blokaji icin 6nerilen doz nM diizeyde olacaktir.

KynA’in presinaptik glutamaterjik noronlar ve postsinaptik noronlarda G-protein ile
birlesik reseptér 35 (GPR35) ile etkilesimi glutamat ve pro-inflamatuvar sitokin
serbestlesmesini azaltir (Moroni, Cozzi, Sili ve Mannaioni, 2012). GPR35 aktivasyonu igin
gerekli KynA miktari 300 nM’in Gzerindedir (Forrest, Gould, Darlington ve Stone, 2003;
Jenkins ve digerleri, 2011; Barth ve digerleri, 2009). inflamatuvar cevap ve sitokin
serbestlesmesi igin GPR35 uyarisi sézkonusu oldugunda, bildirilen KynA dizeyi 39,2
uM’dir (Wang ve digerleri, 2006). Yukarida belirtilen bilgiler cercevesinde KynA-NMDA,
GPR35 ve a7nAChR iliskisi giderek artan doz-bagimli olup, NMDA reseptor blokaji icin
kullanilacak doz, normal kosullarda insan fizyolojik KynA konsantrasyonuna en yakin
olanidir. Bu bilgilerin ve yaptigimiz 6n ¢calismalarimizin 1sig1 altinda NMDA reseptor blokaiji

icin 30 nM KynA kullanilmasina karar verildi.

4.1.4. Glukoz ve Nw -nitro-L-arginin metil ester

Tim glukoz konsantrasyonlarinda ylksek glukoza maruz kalan SH-SY5Y hiicrelerine
ortama ilave edilen glukoz konsantrasyonunun artmasi ile birlikte noronal glikolizisi
hizlandirarak oksidatif stresi artirmaktadir. SH-SY5Y hiicrelerinde meydana gelen oksidatif
stresin temel sebebi nNOS aktivitesi ile olusan NO dizeyidir. Ortamda olgllen
[(NO3+NO;)]/Cc’in meydana getirdigi oksidatif stresin siddeti, mitokondride [NADPH+-
NADP+]-[GSSG-GSH] dénglistiniin fonksiyonu olan MTT/Cc’ye orani ile belirlenmistir. Bu
calismada oksidatif stres Q=[(NO3+NO,)]/Cc-MTT/Cc orani olarak hesaplanmistir. Oksidatif

stresin artmasi her glukoz konsantrasyonu igin ikinci hiicre siklusunda ve glukoz
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konsantrasyonu ile dogru orantili olarak hiicre canlligi-total mitokondrial metabolik

aktiviteyi belirgin olarak azaltmaktadir.

25 — 100 ve 1000 uM konsantrasyonlarda L-NAME 40 pU/ml insulin varliginda ya da tek
basina 150 — 200 — 250 mg/dl glukoz ile 24 ve 48 saat inklibe edildi ve hiicre
canhliklarindaki degisimler tespit edildi (Bkz Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13.).

120 24 saat
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uM L-NAME + Glukoz

Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonlarina L-NAME ve glukoza maruz birakilan hiicrelerin 24
saat inklibasyon siresi sonunda canliliklarindaki degisim
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L-NAME + Glukoz

Sekil 4.11. Farkh konsantrasyonlarina L-NAME ve glukoza maruz birakilan hiicrelerin 48
saat inklibasyon siresi sonunda canliliklarindaki degisim
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Hiicre canhlifinda % degisim
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ul/ml insiilin + mg/dl Glukoz

Sekil 4.12. Farkh konsantrasyonlarina L-NAME, glukoz ve 40 pU/ml insliline maruz

birakilan hiicrelerin 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda canliliklarindaki degisim

Hiiere canliliginda % degisim
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarina L-NAME ve glukoz ve 40 pU/ml insiline maruz

birakilan hiicrelerin 48 saat inklibasyon siiresi sonunda canhlliklarindaki
degisim

Tek basina glukoza maruz birakildiginda hiicre canliigindaki azalmayi daha az miktarda

dizeltmekle birlikte instlin varhiginda 25 uM L-NAME’in hiicre canhligini en etkin sekilde

artiran doz oldugu tespit edildi. NO sinaptik néron fonksiyonlarinin devami ve antioksidan

kapasitenin desteklenmesi bakimindan son derece 6nemlidir. Bir non spesifik NOS

inhibitori olan L-NAME vyiksek dozlarda kullanildiginda antioksidan kapasitenin ve
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sinaptik néronal fonksiyonlarin bozulmasi tehlikesi dikkate alindiginda 25 uM L-NAME’in

en uygun doz olduguna karar verilmistir.

Karar verilen dozlara goére yeni deney plani yapilarak tek basina 150 — 200 — 250 mg/dlI
glukoz veya 40 pU/ml varliginda ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 uM L-NAME varliginda
NOx, GLUT3, Clqg, CD59 ve oksidatif stress diizeyleri tayin edildi. Diger taraftan hiicre
basina disen metabolik aktivite MTT degerlerinin tripan mavisi ile hiicrelerin sayilmasi

sonucunda MTT/ hiicre sayisi (MTT/Cc) ile degerlendirildi.

4.2. Yiiksek Konsantrasyonda Glukoza Maruziyet ve Nitrik Oksit

Bu calismada, insan noroblastoma SH-SY5Y hiicre hatti ADA ve IDF'nin tani kriterleri
dikkate alinarak 150 mg/dL (8,3mM), 200 mg/dL (11,1 mM) ve 250 mg/dL (13,9 mM)
glukoza maruz birakilmig ve ortamda tek basina glukoz bulundugunda ilk 24 saatta giderek
artan konsantrasyonlarda glukozla hicre canlihgi %114+5,4'den %122+6,2'ye kadar
yikselmistir. ikinci 24 saatta ise total metabolik aktiviteyi gésteren hiicre canlihg artan
glukoz konsantrasyonu ile orantili olarak %74,8%+2,07'den giderek %41,9+3,9'a kadar

dismustir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. SH-SY5Y hiicrelerinin bulundugu ortama 150, 200 ve 250mg/dL yuksek
konsantrasyonda glukoza ilaveten 40pU/ml instlin, 30nM KynA veya 25uM
L-NAME ilave edildiginde ilk ve ikinci 24 saatta MTT, Q, NO ve GLUT3/Cc
dizeylerinin karsilastiriimasi

MTT/Cc GLUT3/Cc (NO3+NO,)/Cc
Sure MTT(%)
ORTAMA EKLENEN MADDE ( ) (%/hiicre Q (ng/ml/hiicre (uM/hiicre
saat
sayisi) sayisi) sayisi)
24 100+0,92 1,38+0,01 0,41+0,01 0,0006+0,0001 0,5710,01
Kontrol
48 100+2,10 1,73+0,04 0,39+0,01 0,0010+0,0001 0,6810,01
24 114,045,40 3,82+0,18 0,36x0,01 0,0011+0,0001 1,39+0,02
Glukoz 150mg/dL
48 74,8+2,07 2,74+0,07 0,48+0,01 0,0014+0,0001 1,32+0,03
24 122,246,220 3,22+0,16 0,34+0,02 0,0007+0,0000 1,09+0,06
Glukoz 200mg/dL
48 47,914,09 1,88+0,16 0,79+0,02 0,0016+0,0001 1,50+0,04
24 121,5+4,00 3,42+0,11 0,32+0,01 0,0009+0,0000 1,11+0,03
Glukoz 250mg/dL
48 41,943,90 2,43+0,22 0,95+0,02 0,0025+0,0004 2,30+0,04
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Cizelge 4.1. (devam) SH-SY5Y hicrelerinin bulundugu ortama 150, 200 ve 250mg/dL
yuksek konsantrasyonda glukoza ilaveten 40uU/ml insilin, 30nM KynA
veya 25uM L-NAME ilave edildiginde ilk ve ikinci 24 saatta MTT, Q, NO ve
GLUT3/Cc diizeylerinin karsilastiriimasi

24 99,3+0,28* 1,96+0,00* 0,39+0,01 0,0006+0,0001* 0,77+0,02*

150 mg/dL Glukoz +30nM KynA

48 94,2+1,71* 1,38+0,02* 0,38+0,01* 0,0008+0,0001* 0,53+0,01*

24 91,0+8,90* 1,43+0,14* 0,45+0,01* 0,0004+0,0001* 0,66+0,02*
200 mg/dL Glukoz +30nM KynA

48 98,75+3,35* 2,07+0,07 0,37+0,02* 0,0011+0,0002 0,79+0,04*

24 91,4+1,00* 1,070,01* 0,43+0,00* 0,0003+0,0000* 0,46+0,003*
250 mg/dL Glukoz +30nM KynA

48 98,9+3,50* 1,83+0,06* 0,36+0,01* 0,0010+0,0001 0,67+0,03*

150 mg/dL Glukoz +40pU/ml 24 93,9+3,20* 1,65+0,05* 0,42+0,01 0,0006+0,0001* 0,71+0,01*
instlin+30nM KynA 48 99,2+13,50 1,79+0,00* 0,39+0,01* 0,0009+0,0001* 0,71+0,03*
200 mg/dL Glukoz +40pU/ml 24 99,8+7,60* 2,26+0,17* 0,39+0,01 0,0009+0,0001* 0,88+0,01*
instilin+30nM KynA 48 103,7+5,08* 1,66+0,08 0,36+0,01* 0,0008+0,0001* 0,60+0,01*
250 mg/dL Glukoz +40pU/ml 24 120.7£15,20 1,97+0,25* 0,31+0,01 0,0006+0,0001 0,62+0,02*
instilin+30nM KynA 48 108,8+0,90* 1,99+0,00* 0,33+0,01* 0,0010+0,0001* 0,67+0,02*
150 mg/dL Glukoz +25 uM L-NAME 24 94,2+5,77* 1,32+0,08* 0,69+0,003* | 0,0008+0,0000* 0,94+0,01*

48 98,4+5,62* 1,19+0,06* 0,51+0,08 0,0009+0,0000* 0,62+0,01*

24 92,9+4,61* 1,15+0,05* 0,69+0,02* 0,0007+0,0001 0,80+0,02*
200 mg/dL Glukoz +25 pM L-NAME

48 95,0+4,85* 1,28+0,06* 0,45+0,02* | 0,0008+0,0000* 0,63+0,03*

250 mg/dL Glukoz+25 uM L-NAME 24 93,1#3,12* 1,02+0,03* 0,58+0,06* 0,0012+0,0001 0,65+0,07*

48 101,8+1,36 1,40+0,02 0,44+0,04* 0,0007+0,0001* 0,94+0,10*

150 mg/dL Glukoz+40pU/ml inslin 24 96,3+2,79* 1,32+0,08* 0,51+0,11 0,0008+0,0000 1,27+0,27
+25uM L-NAME 48 97,9+3,47* 1,19+0,06* 0,35+0,003* | 0,0009+0,0000* 0,55+0,01*
200 mg/dL Glukoz+40uU/ml insulin 24 101,1+1,71* 1,15+0,05* 0.40+0.006* | 0,0007+0,0001* 0,73+0,012*
+25uM L-NAME 48 100,345,28* 1,28+0,06* 0.35+0.011* | 0,0008+0,0000* 0,51+0,02*
250 mg/dL Glukoz+40uU/ml insulin 24 97,94,57* 1,02+0,03* 0.40+0.01* 0,0012+0,0001* 1,14+0,03
+25uM L-NAME 48 99,7+4,27* 1,40+0,018* 0.42+0.03* 0,0007+0,0001* 0,52+0,04*

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL glukoz — glukoz + (insilin, KynA veya L-NAME) veya (KynA + insiilin veya L-
NAME + insilin) ile ayni konsantrasyon ve ayni inkiibasyon silresindeki gruplarin karsilastirilmasi. (Total
mitokondrial metabolik aktivite/hlicre canlillg (MTT), oksidatif stress (Q), nitrik oksit [(NO3+NO,)/Cc],
glukoz tasiyici 3 (GLUT3/Cc))

150 mg/dl glukozla NMDA reseptor uyarisi sonucu meydana gelen [(NOs+NO,)]/Cc
(1,39+0,02), kontrollara (0,57+0,01) gore ilk 24 saatta %143,8 artmistir (p<0.05). Bu sirada
hiicre canhhg %114+5,4’dir. ikinci 24 saatta [(NOs;+NO,)]/Cc degeri 1,32+0,02 olup
kontrollara (0,68+0,01) goére artis %94 (p<0,05) olmasina ragmen hicre canhhg

%74,8+2,07’e dismustir. 200 mg/dl glukozla ilk 24 saatta [(NOs+NO,)]/Cc dizeyinde artis
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%91,2 (p<0,05), bu siirecte hiicre canliligi %122+6,2 olarak elde edilmistir. ikinci 24 saatta,
[(NO3+NO;)]/Cc’de 1,50+0,04’diir. Birinci 24 saata gore NO diizeyinde %27 artis meydana
gelmesi ile hicre canliigl %47,89+4,09’a diismistir (p<0,05). 250 mg/dl glukozla ise
birinci 24 saatta hilicre canlihg %121,5+4’iken, [(NO3+NO;)]/Cc degerinin 2,30+0,04’e ilk
24 saata gore %107,2 yikselmesi (p<0,05) hiicre canlihgini %41,93+3,9’a distUrmustur
(Cizelge 4.1.). Tim glukoz konsantrasyonlarinda ilk 24 saatta NO konsantrasyonlari ile
hiicre canliligi degerleri karsilastirildiginda sonug geliskili géziikmektedir. Yiksek glukoza
maruz birakilan SH-SY5Y hiicrelerine ortama ilave edilen glukoz konsantrasyonunun
artmasi ile birlikte her konsantrasyon icin ikinci hiicre siklusunda artan GLUT3/Cc ile
noron igine giren glukoz miktarinin artmasi néronal glikolizisi hizlandirarak oksidatif stresi
artirmaktadir. Oksidatif stresin artmasi her glukoz konsantrasyonu icin ikinci hicre
siklusunda ve glukoz konsantrasyonu ile orantili olarak hlcre canhhgi/total mitokondrial

metabolik aktiviteyi belirgin olarak azaltmaktadir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. SH-SY5Y hiicre kalturi ortaminda 150, 200, 250 mg/dl yiksek
konsantrasyonda glukoz bulundugunda insilin, KynA, L-NAME) ilavesi ile
Olcilen Q, GLUT3/Cc, MTT ve NO duzeylerinin ortalama degerlerinin,
ortalama Q (glukoz), GLUT3 (glukoz), MTT (glukoz) ve (NO) glukoz
degerlerine gore degisimi
Ortama GLUT3/Cc GLUT3/ NO3+NO,/Cc
Sure Q MTT NO
eklenen Q (ng/ml/hticre Cc MTT (%) (um/
(saat) Y%artis %artis %artis
madde sayisl) % artis hucresayisi)
Glukoz 24 0,34+0,01 (100) 0,0009+0,000 (100) 119,245,2 (100) 1,196+0,04 (100)
(mg/dL) 48 0,740,001 (100) 0,0018+0,0002 (100) 54,943,35 (100) 1,706+0,04 (100)
gliles 24 0,0007+0,0000* -22,2 85,2+1,20* -29,5 0,83210,02* -30,4
(mg/dL)+
40uU/ml
48 0,0007+0,0000* -61,0 22,9+1,04* -58,2 0,67310,026* -60,5
instlin
Glukoz
24 0,0004+0,0001* -55,5 93,9+3,39* -21,2 0,630£0,014* -47,3
(mg/dL) +
30nM
48 0,0012+0,0001* -33,0 97,3+2,85* +77,3 0,663+0,026* -61,1
KynA
Glukoz
24 0,0009+0,0001 0 93,4+4,46* -21,6 0,796+0,03* -334
(mg/dL) +
25uM
48 0,0008+0,0000* -55,5 98,7+3,94* +79,9 0,73040,07* -57,2
L-NAME
Glukoz
24 0,0007+0,0001* -22,0 104,818,6* -12,0 0.736+0.01* -38,5
(mg/dL)+
30nM
KynA+
48 0,0009+0,0001* -50,0 103,9+6,55* +89,3 0,660+0,02* -61,3
40puU/ml
instlin
Glukoz
(mg/dL)+ 24 0,0009+0,0001 0 98,4+3* -17,4 1,044+0,10 -12,7
25uM
L-NAME +
40uU/ml 48 0,0008+0,0001* -55,5 99,3+4,34* +80,9 0,52610,02* -69,2
instlin

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL ortalama glukoz — ortalama glukoz + (insilin, KynA veya L-NAME) veya
(KynA + inslin veya L-NAME + insilin) ile ayni inkiibasyon siiresindeki gruplarin istatistiksel karsilastiriimasi.
(Kindrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME), oksidatif stres (Q), glukoz tasiyici-3
(GLUT3/Cc), total mitokondrial metabolik aktivite (MTT), nitrik oksit [(NO3+NO,)/Cc])

Oksidatif stres siddetinin degisimleri incelendiginde 150mg/dl glukoz bulunan ortamda

ikinci 24 saatta, birinci 24 saata nazaran oksidatif stresin %33,3 artisina (p<0,05) karsin

hicre canliigi %34,3 azaldigini (p<0,05), 200mg/dl glukoz bulunan ortamda 48 saatta

oksidatif stresin birinci 24 saata nazaran %132,3 artisina (p<0,05) karsin hiicre canlilig

%60,7 azaldigini (p<0,05), 250mg/dl glukozla ise 48 saatta birinci 24 saata nazaran

oksidatif stresin %196,8 artmasina (p<0,05) karsin hiicre canliligi %65,4 azaldigini (p<0,05)




67

gostermektedir (Bkz Sekil 4.14.). Tim glukoz konsantrasyonlarinda ilk 24 saatta ortalama
hicre canhhgl yiksek (119,145,2), oksidatif stres siddeti [Q(ortalama)=0,34+0,015)]
disukken (p<0,05), ikinci 24 saatta en yliksek oksidatif stres siddeti, 250 mg/dl glukoz
konsantrasyonunda (Q=0,95+0,02) (p<0,05) gorilmustiir. Hiicre canhhgl ise giderek
dusmis 150 mg/dl ile %74,8+2,07 (p<0,05), 200mg/dl (11,1mM) ile %47,89+4,09 (p<0,05)
ve 250mg/dl (13,9mM) ile %41,93+3,9 (p<0,05) olmustur (Bkz Cizelge 4.1.). ilk 24 saatta
oksidatif stresin siddetinin kontrollara gore ortalama %17 azalmasina karsin total
metabolik aktivite (MTT) %16 artmis, ikinci 24 saatta ortalama Q=%89,7 artmasina karsin
MTT %45 azalmistir. ilk 24 saatta hiicre icine glukoz tasinmasinda kontrollara nazaran %50
artis olurken, ikinci 24 saatta %80’e ¢ikmistir. NO sentezinin hiicre igine giren glukozla
dogru orantili olarak ilk 24 saatta %109,9, ikinci 24 saatta %149,3 arttig1 gozlenmistir
(Cizelge 4.3.).
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Sekil 4.14. 150 mg/dI (a) — 200 mg/dl (b) — 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 pU/ml insilin
ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 uM L-NAME ile MTT/Cc ve Q degisimleri
(KinGirenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME), total
mitokondrial metabolik aktivite/Hlicre sayisi (MTT/Cc), oksidatif stres (Q))
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Sekil 4.14. (devam) 150 mg/dl (a) — 200 mg/dl (b) — 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40
uU/ml instlin ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 uM L-NAME ile MTT/Cc ve Q
degisimleri (Kinlrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME),
total mitokondrial metabolik aktivite/Hlicre sayisi (MTT/Cc), oksidatif stres
(Q))
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Cizelge 4.3. SH-SY5Y hiicre kiltiri ortamina 150, 200 ve 250 mg/dL yiksek
konsantrasyonda glukoz ilavesi ile ilk ve ikinci hicre siklusunda olgllen
ortalama MTT, Q, GLUT3/Cc ve NO duzeylerinin, kontrol grubu degerlerine
gore degisim oranlari

Ortama eklenen Sure MTT Q GLUT3/Cc (ng/ml/hiicre | GLUT3/Cc (NOs+NO,)/Cc (NO3s+NO,)/Cc %
madde (saat) %artis | %artis sayisl) % artis (uM/hiicresayisi) artis

24 (100) (100) 0,0006+0,0001 (100) 0,570+0,01 (100)
Kontrol

48 (100) (100) 0,0010+0,0001 (100) 0,684+0,01 (100)

24 +16,0* | -17,0* 0,0009+0,0000 +50,0 1,19610,04* +109,9
Glukoz (mg/dL)

48 -45,0* | +89,7* 0,0018+0,0002* +80,0 1,70610,03* +149,3

*p<0,05; Kontrol - 150 — 200 — 250 mg/dL ortalama glukoz gruplarinin karsilastiriimasi (Total mitokondrial
metabolik aktivite (MTT), oksidatif stres (Q), glukoz tasiyici-3 (GLUT3/Cc) ve nitrik oksit [(NO3+NO,)/Cc])

4.2.1. Yiiksek glukoz uyarisina SH-SY5Y hiicrelerin glukoz tasiyici 3 ve nitrik oksit

cevabina insiilin ve kiniirenik asitin etkisi

SH-SY5Y hiicreleri 150 - 250 mg/dl arasinda degisen seviyelerde yiliksek glukoz
konsantrasyonuna maruz birakildiklarinda elde edilen hiicre canliligi, ortama 40 pU/ml
sabit insilin ilave edilmesi ile hem ilk 24 saattaki (%86,6+1,68-83+0,97), (p<0,05), hem de
ikinci 24 saattaki degerlerine nazaran (%40,9+1,78-13,55+0,79) istatistiksel olarak anlaml

miktarda azalmaktadir (p<0,05) (Bkz Cizelge 4.1.).

Glukoz+insilinle hiicre canliiginda ilk 24 saatta goriilen %29,5 (Q=%41 artmis) ve ikinci 24
saatta gorilen %58,1 (Q=%209 artmis) azalmanin, yuksek glukoz ve 40pU/ml insilin
konsantrasyonunda insuline direng geliserek oksidatif stresin artmasi sonucu oldugu
dustinilmektedir (Bkz Cizelge 4.2.). ilk 24 saatta 150 mg/dl, 200 mg/dl ve 250 mg/dl
glukozla elde edilen ortalama hicre canlihgl %119,145,2 (ortalama MMT/Cc=3,48%0,15)
iken, ikinci 24 saatta ortalama hicre canhligi, %54,87+3,35’e (MTT/Cc=2,35+0,15)
dismistir (p<0,05). Ortama insiilin ilave edildiginde bu degerler ilk 24 saatta ortalama
%85,2 (MTT/Cc=1,73+0,02), ikinci 24 saatta ise %22,95+1,04’e (MTT/Cc=0,36+0,01)
dismistir (p<0,05) (Bkz Cizelge 4.1.). Ortama sadece glukoz ilave edildiginde SH-SY5Y
hicrelerinin maruz bulundugu ortalama [NOs+NO,/Cc] ilk 24 saatta 1,197+0,04 uM/hiicre
sayisi iken, ikinci 24 saatta 1,706+0,04 uM/hlicre sayisina ylikselmis (p<0,05) ve hiicre
canlihg %54,87’ye (p<0,05) diismustir (Bkz Cizelge 4.2.).
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Ortama glukoz+insilin ilave edildiginde SH-SY5Y hiicrelerinin  maruz bulundugu
[(NO3+NO;)/Cc] ilk 24 saatta ortalama 0,832+0,02 uM/hiicre sayisi iken, ikinci 24 saatta
ortalama 0,673+0,014 uM/hilicre sayisi olmustur. Sentezlenen [(NO3+NO,)/Cc],
mitokondrial aktivite (MTT/Cc)’ye oranlandiginda; her hiicre aktivitesi ile ortama salinan
RNS ile oksidatif stresin siddeti; ortalama MTT (yliksek glukoz)=%119,1+5,2 hiicre canhhgi
icin; ortalama Q=0,34+0,01, MTT=%54,87+3,35 hiicre canliligi icin; ortalama Q (yliksek
glukoz)=0,74+0,001’dir. Ortamda insidlin bulunan grupta ilk 24 saatta %85,2+1,20
ortalama hiicre canlilhgi icin oksidatif stresin siddeti, ortalama Q=0,48+0,01, %22,95+1,04
ortalama hiicre canliligi icin ise Q=2,29+0,08'dir. Gorildugl Gzere oksidatif stresin diizeyi
artarken hicre canlihg azalmaktadir (Bkz Sekil 4.15.). (Glukoz+insulin)-aracih NO
Uretiminin sadece yliksek glukoz konsantrasyonu ile Uretilen NO’e oranla azalmistir
(p<0,05). Ancak, ilk 24 saatta Olculen ortalama Q(glukoz)=0,34+0,01 iken,
Q(glukoz+insulin)= 0,48+0,01’e yiukselmis (p<0.05), ikinci 24 saatta ise ortalama
Q(glukoz)=0,74+0,001 iken, ortalama Q(glukoz+insiilin)=2,29+0,08’e yikselmistir (p<0,05).
Buna karsilik hiicre canlilik degerleri ilk 24 saatta %29,5, ikinci 24 saatta %58,2 azalmistir
(p<0,05) (Bkz Cizelge 4.2.).

Bu calismada ortama yiksek konsantrasyonda glukoz ilavesi ile ilk 24 saatta ortalama
0,0009+0,000 ng/ml/hiicre sayisi olan GLUT3/Cc duzeyinde, kontrollara (0,0006+0,0001
ng/ml/hiicre sayisi) gére de istatistiksel olarak énemli bir artma olmustur (p<0,05). ikinci
24 saatta ise ortalama GLUT3 (0,0018+00002 ng/ml/hiicre sayisi) hem kontrollara gére
hem de ilk 24 saata gore anlamli bir artis gostermistir (p<0,05). Glukoz ilave edilen
ortamda ortalama NO degerlerinde hem ilk 24 saatta [(NOs+NO,)/Cc=1,1966+0,036
uM/hicre sayisi], hem de ikinci 24 saatta [(NOs+NO;)/Cc=1,7066+0,036 uM/hlicre sayisi],
kontrollara gore istatistiksel olarak anlamli bir ylkselme tespit edilmistir (p<0,05). Ancak
oksidatif stresin Q=0,34+01’den ikinci 24 saatta 0,74+0,016’ya c¢ikmasi ile total
mitokondrial metabolik aktivite MTT=%119,16+5,2’den, % 54,87+3,5’e dismustdr.

Sadece glukoz bulunan ortamda, kontrollara gore GLUT3/Cc artisi ilk 24 saatta ortalama
%50, ikinci 24 saatta ise %80’dir. Ortalama [(NOs+NO;)/Cc] degerleri ise kontrollarla
karsilastirildiginda ilk 24 saattaki %109,9 artis, ikinci 24 saatta %149,3’e ulasmistir. NO

dlzeyinde Olglilen bu degerlerle, SH-SY5Y hiicre lizatlarinda 6lgilen GLUT3/Cc artisi,
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GLUT3 membran translokasyonunun ve flizyonununun NO-aracili bir mekanizma ile

oldugunu ortaya koymaktadir (Bkz Cizelge 4.3.).
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Sekil 4.15. 150 mg/dl (a) — 200 mg/dI (b) — 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 pU/ml insilin

ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 uM L-NAME ile GLUT3/Cc ve NO degisimleri
(Kindrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME), glukoz tasiyicisi
3/hiicre sayisi (GLUT3/Cc), Nitrik oksit [(NO3+NO;)/Cc])
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Sekil 4.15. (devam) 150 mg/dl (a) — 200 mg/dl (b) — 250 mg/dI (c) glukoz ve/veya 40 pU/ml

instlin ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 uM L-NAME ile GLUT3/Cc ve NO
degisimleri (Kinlrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME),
glukoz tastyicisi 3/hticre sayisi (GLUT3/Cc), Nitrik oksit [[NO3+NO,)/Cc])
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Ortama insilin ilave edilmesi ile hem ilk 24 saatta, hem de ikinci 24 saattaki ortalama
GLUT3 diizeylerinde sadece glukoz ilave edilen ortamdaki ortalama GLUT3/Cc degerlerine
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir (p<0,05). Yiksek glukoz
bulunan ortama insilin eklenmesi ile hiicrelerde, sadece yiiksek glukoza maruz kalanlara
gore ortalama GLUT3/Cc miktar ilk 24 saatta %22,2 azalirken ikinci 24 saatta %61
azalmistir. Bu sirada hesaplanan oksidatif stresin siddeti 200 mg/dl glukoz+insilin igin
3,05+0,07, 250 mg/dl glukoz+insilin icin 2,87+0,12’dir. ilk 24 saatta ortalama
Q=0,48+0,014 olan oksidatif stres, ikinci 24 saatta ortalama 2,29+0,08’a cikarak %377
artmistir (p<0,05) (Bkz Cizelge 4.2.).

Yiksek glukozla meydana gelen ortalama [(NO3+NQO,)/Cc] ye gore, yiiksek glukoz+insilinle
meydana gelen NO ilk 24 saatta [(NO3+NO,)/Cc]=0,832+0,018 uM/hiicre sayisi olup %30,4
azalmis, ikinci 24 saatta ise [(NO3+NO,)/Cc] =0.673+0.026 uM/hicre sayisi olup %60,5
azalmistir. Hem ilk 24 saatta ortalama GLUT3/Cc=0,0007 ng/ml/hlicre sayisi, hem de ikinci
24 saatta GLUT3/Cc=0,0007 ng/ml/hiicre sayis’dir. ikinci 24 saatta GLUT3/Cc’de beklenen
artisin gorilmemesinin bir taraftan oksidatif streste meydana gelen artis, diger taraftan
NO lretiminde goriilen azalmaya bagh oldugu disintlmektedir. Glukoz+insiilin grubunda
200 mg/dl ve 250 mg/dl glukoz konsantrasyonlarinda GLUT3/Cc’de 24 ile 48 saat

arasindaki degerler arasindaki istatistiksel fark Gnemli bulunmustur (p<0,05).

Glukoz+KynA ile ikinci 24 saatta birinci 24 saata nazaran ortalama GLUT3/Cc’de goriilen
%150 artis, NO'de %5,23 artis ve oksidatif streste %11,9 azalma ile birliktedir. Ortama 150
mg/dl, 200 mg/dl ve 250 mg/dl glukoz+30nM KynA ilave edildiginde ilk 24 saatta ortalama
Q=0,42+0,01, GLUT3/Cc=0,0004+0,0001 ng/ml/hiicre sayisidir. ikinci 24 saatta ortalama
Q=0,37%0,011, ortalama GLUT3/Cc=0,0009+0,0001 ng/ml/hicre sayisidir. Glukoz+KynA ile
ortalama GLUT3/Cc, sadece yiksek glukoz varligindaki GLUT3/Cc’ye gore ilk 24 saatta
%55,5 azalmis, [(NO3+NO,)/Cc] ise (0,630+0,014 uM/hticre sayisi) %47,3 azalmistir, ikinci
24 saatta ise GLUT3/Cc %33 azalirken [(NO3+NO,)/Cc] (0,66310,026 puM/hiicre sayisi)
%61,1 azalmistir (Bkz Cizelge 4.2.).

Ortamdaki glukoz+40 pU/ml instline 30nM KynA ilave edildiginde ilk 24 saatta ortalama
Q=0,3740,008 ve ortalama GLUT3/Cc=0,0007+0,0001 ng/ml/hiicre sayisi, ortalama
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[(NO3+NO,)/Cc]=0,736+0,01 pM/hiicre sayis’’dir. ikinci 24 saatta ise ortalama
Q=0,36+0,01 ve ortalama GLUT3/Cc=0,0009+0,0001 ng/ml/hiicre sayisi ve ortalama
[(NO3+NO;)/Cc]=0,660+0,02 uM/hiicre sayisi olmustur. Ancak 24 ile 48 saat arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Glukoz+KynA ile ortalama hiicre canhligi ilk 24
saatta %93,9+3,39, ikinci 24 saatta ise %97,28+2,85’dir. Glukoz+ insilin+ KynA’le ilk 24
saatta ortalama hiicre canlihg %104,8+8,6, ikinci 24 saatta %103,946,5'dir. Hem
Glukoz+KynA grubunda hem de Glukoz+insiilin+KynA grubunda ilk ve ikinci 24 saatlar
arasinda hiicre canlihg bakimindan istatistiksel farkin 150 mg/dl ve 250 mg/dl glukoz
konsantrasyonlarinda anlamli oldugu anlasiimistir (p<0,05). ikinci 24 saatta oksidatif
streste %2,70 azalma, [(NOs+NO,)/Ccl’de %10,3 azalma olmakla birlikte, ortalama
GLUT3/Cc degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (Bkz Cizelge 4.1., Cizelge
4.2., Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. SH-SY5Y hiicre kaltiri ortaminda glukoz+insilin, glukoz+KynA ve glukoz+ L-
NAME ilavesi ile 6lglilen Q, GLUT3/Cc ve NO ortalama degerlerinin, ikinci 24
saatta ilk 24 saata gore degisim oranlari

Ortama eklenen Stire Q GLUT3/Cc GLUT3/ [(NO3+NO2)/Cc] (NOs+NO,)/
Q
madde (saat) %artig (ng/ml/hiicre sayisi) | Cc % artig (uM/hiicre sayisi) Cc %artis
24 0,410,007 0,000610,0001* 0,5700+0,01*
Kontrol -4,87 +66,0 +20,0
48 0,390,007 0,0010+0,0001 0,6844+0,01
24 0,3440,01* 0,0009+0,0000* 1,196+0,04
Glukoz (mg/dL) +117,6 +100,0 +42,6
48 0,740,001 0,0018+0,0002 1,706+0,03
Glukoz (mg/dL) 24 0,48+0,01* 0,0007+0,0000 0,832+0,02
+377,0 0 -19,1
+40pU/ml instlin 48 2,29+0,08 0,0007+0,0000 0,673+0,026
Glukoz (mg/dL) 24 0,42+0,02* 0,0004+0,0001* 0,630+0,014
-11,9 +150,0 +5,2
+30nM KynA 48 0,37+0,01 0,0010+0,0001 0,663+0,026
Glukoz (mg/dL) 24 0,65+0,02* 0,0009+0,0001 0,796+0,036
27,7 11,1 -8,3
+25uM L-NAME 48 0,47+0,04 0,0008+0,0000 0,730+0,032
Glukoz (mg/dL) 24 0,3710,01 0,0007+0,0001 0,736+0,01
+30nM KynA+ -2,7 +28,5 -10,3
48 0,3610,01 0,0009+0,0001 0,660+0,02
40uU/ml inslin
Glukoz (mg/dL) 24 0,43+0,04* 0,0009+0,0001 1,04440,10*
+25uM L-NAME + -13,9 11,1 -49,6
48 0,370,014 0,0008+0,0001 0,526+0,02
40pU/ml instlin

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL ortalama glukoz — ortalama glukoz + (insiilin, KynA veya L-NAME) veya
(KynA + instlin veya L-NAME + insulin) gruplarinda ilk 24 saatta elde edilen degerlerin ikinci 24 saata gore
istatistiksel karsilastiriimasi ((KynA) ve glukoz+ N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME) ilavesi ile Olgilen
oksidatif stresin siddeti (Q), glukoz tasiyici 3/hlcre sayisi (GLUT3/Cc) ve nitrik oksit/hlcre sayisi
[(NO3+NO;)/Cc] ortalama degerlerinin, ikinci 24 saatta ilk 24 saata gore degisim oranlari ((-) degerler agik
sari ile isaretlenmistir)
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ilk 24 saatta, sadece ortamda yiiksek glukoza maruz kalan hiicrelere gére Glukoz+insiilinle
[(NO3+NO,)/Cc]’de %30,4 olan azalma meydana gelmistir. ilk 24 saatta NO diizeyinde
azalma glukoz+KynA’le %47,3’tiir. Glukoz+insiilinle NO sentezinde ikinci 24 saatta ise
%60,5 olan azalma ortama KynA ilave edilmesine ragmen istatistiksel olarak énemli bir
degisiklik meydana getirmez. Oksidatif stresteki bifazik degisiklik aynen devam eder.
KynA’in yiksek glukoz konsantrasyonuna ilaveten insilinle artan oksidatif stresi de %84,3
azaltmasi; NMDA reseptoru aktive oldugunda NO ve ROS/RNS dretimlerinin ayni sinyal
iletim yolagindan meydana gelebilecegini gostermektedir. Sonugta KynA, insilinle ilk 24
saatta meydana gelen %41 oksidatif stresi %8,8’e, ikinci 24 saatta ise sadece yiksek
glukoza gore %260,3 azaltarak 2,29+0,08’e yiikselen oksidatif stresi 0,36+0,01’e disurdr.
GLUT3’lin membran fiizyonunu da azaltir. Glukoz+insiilinle ortalama total mitokondrial
metabolik aktivite ilk 24 saatta MTT=%85,2+1,2, ikinci 24 saatta ise MTT=%22,95+1,04
iken Glukoz+insiilin+KynA’le ilk 24 saatta (MTT=%104,8+8,66) %18,7 artmis, ikinci 24
saatta ise (MTT=%103,9+6,49) %77,9 artmistir (Bkz Cizelge 4.2.).

4.2.2. Yiiksek glukoz uyarisi ve Nw -nitro-L-arginin metil ester

Bu calismada oncelikle yiliksek glukoz konsantrasyonu ile devam eden NMDA reseptor
uyarisi ve nNOS aktivasyonu karsisinda néron hasarini en az dizeye indirmek icin ortama
ilave edilecek L-NAME’in optimal dozu belirlenmistir. Ortamdaki 150 mg/dL, 200 mg/dL ve
250 mg/dL glukoza 25 uM sabit dozda L-NAME ilavesi ile birinci 24 saatla ikinci 24 saat
arasinda MTT orani ortalama %5,35 artmis, oksidatif stres siddeti %29,2 azalmistir. Ancak
ayni glukoz konsantrasyonlarinda ortama 100 uM L-NAME ilave edildiginde, bu kez birinci
ve ikinci 24 saatlar arasinda oksidatif stres siddeti %15,8 azaldiginda MTT %13,5 arttig
gorilmastir. 1000 uM L-NAME ilave edildiginde ise MTT’nin %13,5 artmasina karsin
oksidatif stres siddeti %28,3 azalmistir. Oksidatif stresin siddetini en etkin bicimde
azaltarak, MTT'yi artiran optimal L-NAME dozu 25 uM olarak belirlenmistir (Bkz Cizelge
4.5., Cizelge 4.6.). Yiksek glukoz ve 40 pU/ml insilin bulunan ortamda ikinci 24 saatta SH-
SY5Y hiicrelerinin maruz bulundugu oksidatif stres L-NAME ile sadece glukoz bulunan
ortama nazaran 2,29+0,08’den 0,37+0,01’e diiserek %259 azalmistir. Hlicrelerin Urettigi
NO miktar ise 0,67310,026’dan 0,526%0,02'ye diserek %8,7 oraninda azalmistir. Bu

sirada glukoz + 40 pU/ml insilin ile meydana gelen insilin direncinin total mitokondrial
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metabolik aktivitede meydana getirdigi azalma ortadan kalkmistir. 25 uM L-NAME ile 100
UM ve 1000 puM L-NAME Kkarsilastirildiginda ikinci 24 saatta nNOS inhibisyonunda ve
insllin direncinin dizeltilmesinde en basarili L-NAME dozunun 25 pM oldugu tespit
edilmistir. Sadece yiiksek glukoz bulunan ortama 25 -100 ve 1000 uM L-NAME ilave
edilmesinin ikinci hiicre siklusunda meydana getirdigi nNOS inhibisyonunun birbirinden
farkli olmadigi gézlenmistir. Bu bulgular, 25 uM L-NAME’in asiri NO sentezini dnleyerek
NO’in antioksidan etkisini 6ne gikardigini ortaya koymustur (Bkz Cizelge 4.6., Cizelge 4.7.).
Belirlenen 25uM L-NAME’in ortama ilavesinin nNOS inhibisyonu yaptigi, yiksek glukoz
uyarisi ile asirit NO sentezi ve RNS’nin olusumuna bagh oksidatif stres meydana gelmesini
engelledigi, total mitokondrial metabolik aktivite ve hicre canhligini artirdigini

gostermistir.

Cizelge 4.5. SH-SY5Y hicrelerinin bulundugu ortama 25uM, 100puM, 1000uM L-NAME'e
150, 200 ve 250mg/dL yuksek konsantrasyonda glukoz ve 40uU/ml insilin
ilave edildikten 24. ve 48. saatta MTT ve Q diizeyleri

MTT (%) Q
ORTAMA EKLENEN Sure
150 (mg/dL 200 (mg/dL 250 (mg/dL 150 (mg/dL 200 (mg/dL 250 (mg/dL
MADDE (saat)
glukoz) glukoz) glukoz) glukoz) glukoz) glukoz)

24 114,045,45 122,246,24 121,5+4,06 0,3610,01 0,3440,02 0,3210,01
Glukoz (mg/dL)

48 74,8+2,07 47,9+4,09 41,943,90 0,4810,01 0,7910,02 0,9510,02
Glukoz (mg/dL)+40uU/ml 24 86,6x1,68 83,1+0,97 86,00,98 0,450,003 0,52+0,03 0,48%0,01
insilin 48 40,9+1,78 13,5+0,79 14,4+0,56 0,97+0,05 3,05+0,07 2,87+0,12

24 94,2+5,77 92,9+4,61 93,1%3,12 0,69+0,03 0,69+0,02 0,58+0,06
25uM L-NAME

48 98,415,62 95,0+4,85 101,8+1,36 0,51+0,08 0,45+0,02 0,44%0,04
25uM L-NAME+40pU/ml 24 96,3+2,79 101,1£1,71 97,9%4,57 0,51+0,1 0,40+0,01 0,40+0,01
insilin 48 97,943,47 100,315,28 99,614,27 0,3540,003 0,3540,01 0,4210,03

24 92,743,80 96,019,0 94,5+1,20 0,6110,01 0,64+0,07 0,6510,04
100pM L-NAME

48 107,610,60 106,3+1,40 107,7+1,60 0,6410,02 0,51+0,02 0,4410,03
100puM L-NAME+40pU/ml 24 100,0+7,70 95,0+1,40 95,743,30 0,57+0,06 0,5740,05 0,67+0,06
insilin 48 123+17,80 119,0+12,30 107,948,50 0,44+0,03 0,4610,04 0,46x0,04

24 98,610,80 98,048,80 97,0+7,30 0,55+0,02 0,60+0,08 0,64+0,06
1000uM L-NAME

48 120,06+2,5 106,3+1,40 107,7+1,60 0,51+0,11 0,40+0,04 0,39+0,08
1000uM L- 24 95,046,50 82,7+1,40 81,57,50 0,81+0,05 0,80+0,11 0,90+0,05
NAME+40pU/ml insiilin 48 102,0+1,50 | 102,0+10,70 106,0+2,30 0,63+0,01 0,55+0,05 0,65%0,10

(N-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME), total mitokondrial metabolik aktivite/hiicre canhhg (MTT) ve
oksidatif stress (Q=[(NO3+NO,)/Cc]/[MTT/Cc]))
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Cizelge 4.6. SH-SY5Y hiicrelerinin bulundugu ortama 25uM, 100uM, 1000uM L-NAME'e
150, 200 ve 250mg/dL yuksek konsantrasyonda glukoz ve 40 pU/ml insulin
saatta ortalama MTT ile ortalama Q ve NO degisim

ilave edildikten 24. ve 48.

oranlari
[NO3+NO,/Cc]
ORTAMA EKLENEN Sure % MTT % Q % [NO3+NO,/
MTT (%) Q (uM/hicre
MADDE (saat) artma artma Cc] artma
sayisl)

24 119,245,25 0,3410,01 1,19610,04
Glukoz (mg/dL) -53,9 +117,6 +42,6

48 54,87+3,35 0,74+0,02 1,706%0,03

Glukoz (mg/dL)+25uM L- | 24 93,4+4,5 0,6520,03 0,796+0,03
+5,35 -29,2 -8,29
NAME 48 98,413,94 0,4610,04 0,730+0,07
Glukoz (mg/dL)+25uM L- | 24 98,4+3,02 0,43+0,04 1,044+0,10
) +0,8 -13,9 49,6
NAME+40uU/ml instlin 48 99,2+4,34 0,3740,01 0,526+0,02
Glukoz (mg/dL)+100uM 24 94,4+1,97 0,63+0,04 1,256+0,43
+13,5 -15,8 -47,4
L-NAME 48 107,2+1,2 0,53+0,02 0,66+0,15
Glukoz (mg/dL)+100uM 24 96,914,13 0,60+0,06 0,923+0,32
L-NAME+40pU/ml +20,3 -25 -6,5
. 48 116,6+12,87 0,4510,04 0,863+0,49
Instlin
Glukoz (mg/dL)+1000uM 24 97,945,63 0,60+0,05 1,06+0,29
+13,5 -28,3 -32,0
L-NAME 48 111,241,83 0,43+0,08 0,7240,28
Glukoz (mg/dL)+1000uM 24 86,415,13 0,8410,07 1,31+0,42
L-NAME+40pU/ml +19,5 -27,3 -6,8
insiil 48 103,3%4,83 0,61+0,05 1,22+0,46
nsilin

(N-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME), ortalama total mitokondrial metabolik aktivite/hiicre canhhgi
(MTT), oksidatif stress (Q=[NO3+NO,/Cc]/[MTT/Cc]), nitrik oksit (NO=[NO5+NO,/Cc]))
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Cizelge 4.7. SH-SY5Y hdcrelerinin bulundugu ortama 25uM, 100uM, 1000uM L-NAME’e
150, 200 ve 250mg/dL yiiksek konsantrasyonda glukoz ve 40uU/ml insilin
ilave edildikten sonra ortalama vyiksek glukoz konsantrasyonuna goére
ortalama MTT, ile ortalama Q ve NO degisim oranlari

[NO3+NO,/Cc] %
ORTAMA EKLENEN Sure % MTT % Q
MTT (%) Q (uM/hicre [NO3+N0O2/Cc]
MADDE (saat) artma artma
sayisl) artma

24 119,245,25 100 0,34+0,01 100 1,196+0,04 100
Glukoz (mg/dL)

48 54,87+3,35 100 0,74+0,02 100 1,706+0,03 100

Glukoz (mg/dL)+25uM 24 93,414,46 -21,6 0,6510,03 +91,2 0,796+0,03 -33,4
L-NAME 48 98,413,94 +79,3 0,4610,04 -37,8 0,730+£0,07 -57,2
Glukoz (mg/dL)+25uM 24 98,413,02 -17,4 0,43+0,04 +26,5 1,044+0,10 -12,7
L-NAME+40uU/ml
. 48 99,244,34 +80,8 0,3710,01 -50,0 0,526+0,02 -69,0
Insilin
Glukoz (mg/dL)+100uM 24 94,4+1,97 -20,8 0,63+0,04 +85,3 1,25610,43 +5,0
L-NAME 48 107,241,2 +95,3 0,5310,02 -28,4 0,6610,15 -61,3
Glukoz (mg/dL)+100uM 24 96,9%4,13 -18,7 0,60+0,06 +76,5 0,923+0,32 -22,8
L-NAME+40uU/ml
. 48 116,6112,87 +112,5 0,4510,04 -39,2 0,86310,49 -49,4
Insilin
Glukoz 24 97,945,63 -17,8 0,60£0,05 +76,5 1,0610,29 -11,3
(mg/dL)+1000uM L-
48 111,2+1,83 +102,6 0,4310,08 -41,9 0,7210,28 -57,7

NAME
Glukoz 24 86,415,13 -27,5 0,84+0,07 +147,0 1,31+0,42 +9,5
(mg/dL)+1000uM L-

i 48 103,3+4,83 +88,2 0,61+0,05 -17,6 1,22+0,46 -28,4
NAME+40pU/ml insilin

(N-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME), ortalama total mitokondrial metabolik aktivite/hiicre canhhgi
(MTT), oksidatif stress (Q=[NO3+NO,/Cc]/[MTT/Cc]), nitrik oksit (NO=[NO3+NO,/Cc]))

25uM L-NAME ortamdaki glukoza ilave edildiginde ilk 24 saatta ortalama hiicre canhhgi
%93,4+4,46, ortalama Q(Glukoz+L-NAME) =0,65+0,03’dir. ikinci 24 saatta ise sadece
ylksek glukoz konsantrasyonu varliginda dlcililen ortalama hiicre canlihgl %54,87+3,35 ve
Q(Glukoz)= 0,74+0,02’dir. Glukoza, 25uM L-NAME ilave edildiginde ise ikinci 24 saatta
ortalama hiicre canliigl %98,4+3,94’e yikselmis ve Q(Glukoz+L-NAME)= 0,46+0,04’e
diismustir. Ortalama [(NOs+NO,)/Cc] ikinci 24 saatta 0,796+0,03 puM/hicre sayisi’ndan
0,730%0,07 uM/hiicre sayisina diiserek oksidatif strese katkida bulunan NO miktari %8,29
azalmig ve total mitokondrial metabolik aktivite kontrol grubu dlzeyine g¢ikmistir. L-
NAME, ylksek konsantrasyonda glukozla karsi karsiya bulunan néronlarda kontrol
grubuna nazaran %50 artan GLUT3 diizeyinin aynen kalmasini saglamis, ikinci 24 saatta ise

%55,5 oraninda azaltmistir. ilk 24 saatta %33,4 azalan NO diizeyi ikinci 24 saatta %57,2
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azalmigtir. Ortamda sadece glukoza maruz bulunan néronlarda ortama L-NAME ilavesi ile
ilk 24 saatta NO %33,4 azalirken oksidatif stres %91 artmustir. ikinci 24 saatta NO’in %57,2
azalmasi ile oksidatif stres %91 den yaklasik %129 oraninda dismustir. Bu esnada MTT
oksidatif stresin artmasi ile %21,6 azalmis, oksidatif stresin azalmasi ile %79,9 artmistir.
Bu bulgular, NO sentezinde azalma sonucu ndéron igine giren glukozun azaldigini ve
oksidatif stresin azalmasi ile ters orantili olarak hiicre canliiginin arttigini ortaya

koymaktadir (Bkz Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. SH-SY5Y hicre kaltiri ortaminda 150, 200, 250mg/dL yiksek
konsantrasyonda glukoz bulundugunda insilin, KynA ve L-NAME ilavesi ile
Olctilen Q, GLUT3/Cc, MTT ve NO duzeylerinin ortalama degerlerinin,
ortalama Q (glukoz), GLUT3 (glukoz), MTT (glukoz) ve NO glukoz
degerlerine gore degisimi
Ortama GLUT3/Cc GLUT3 NO;+NO,/Cc
Sure Q MTT NO
eklenen Q (ng/ml /hicre /Cc MTT (%) (uM/hicre
(saat) %artis %artis %artig
madde sayist) % artis sayisi)
24 0,41#0,01 = 0,0006+0,0001 - 100+0,92 = 0,57000,01 =
Kontrol
48 0,39+0,01 = 0,0010+0,0001 - 100+2,11 = 0,6844+0,01 =
Glukoz 24 0,34+0,01 (100) | 0,0009+0,0000 | (100) 119,245,2 (100) 1,1960,04 (100)
(mg/dL) 48 0,740,001 | (100) | 0,0018+0,0002 | (100) 54,9+3,35 (100) 1,706+0,04 (100)
Glukoz
24 0,48+0,01* | +41,0 | 0,0007+0,0000% | -22.2 85,2+1,20* 29,5 0,832+0,2* -30,4
(mg/dL) +
40pU/ml
48 2,2940,08* | +209,0 | 0,0007+0,0000* | -61,0 22,95+1,4* 58,2 | 0,673+0,026* | -60,5
insllin
Glukoz
24 0,4240,02* | +23,5 | 0,0004+0,0001* | -555 93,9+3,39* 21,2 | 0,630£0,014* | -47,3
(mg/dL)+
30nM
oA 48 0,37+0,01* | -50,0 | 0,0010+0,0001 | -33,0 97,3+2,85* +77,3 | 0,6630,026* | -61,1
yn
Glukoz
24 0,65+0,02* +91 0,0009+0,0001 0 93,4+4,46* 21,6 0,796+0,03* | -33,4
(mg/dL)+
25uM L-
48 0,460,04* | -37,8 | 0,0008+0,0000* | -55,5 98,7+3,94* +79,9 | 0,730£0,07* | -57,2
NAME
Glukoz
(mg/dL) + 24 0,37+0,01 +8,8 | 0,0007+0,0001* | -22,0 104,8+8,60 -12,0 0,736%0,01* | -38,5
30nM
KynA +
40uU/ml 48 0,36:0,01* | -51,3 | 0,0009+0,0001* | -50,0 103,9+6,49* +89,3 0,660+0,02* -61,3
insilin
Glukoz
(mg/dL) + 24 0,43+0,04* | +26,4 | 0,0009+0,0001* 0 98,4+3,00* -17,4 1,0440,10 -12,7
25uM L-
NAME +
40pU/ml 48 0,37+0,01* | -50,0 | 0,0008+0,0001* | -55,5 99,3+4,34* +80,9 | 0,526+0,02* | -69,2
insllin

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL ortalama glukoz — ortalama glukoz + (insilin, KynA veya L-NAME) veya
(KynA + insulin veya L-NAME + insilin) ile ayni inkiibasyon stiresindeki gruplarin istatistiksel karsilastirilmasi
(Kintrenik asit (KynA) ve N-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME), oksidatif stres (Q), glukoz tasiyici-3
(GLUT3/Cc), total mitokondrial metabolik aktivite (MTT), nitrik oksit (NO; [(NO3+NO,)/Cc]))

Glukoz+insiilin+L-NAME bulunan ortamdaki hiicre lizatlarindan elde edilen GLUT3 ile

glukoz+insilin  bulunan ortamdaki hticrelerin GLUT3/Cc degerleri karsilastirildiginda

sadece 250 mg/dl glukoz igin ilk 24 saatta artma (p<0,05), ikinci 24 saatta ise azalma

(p<0,05) bulunmustur. Aslinda L-NAME’in nNOS blokajinin ancak ikinci 24 saatta etkili
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oldugu bilinmektedir (Bkz Cizelge 4.1.). Nitekim ilk 24 saatta mevcut antioksidan
kapasitede yuksek glukozla meydana gelen ortalama [(NOs+NO,)/Cc] miktari 1,196+0,036
uM/hicre sayisi’'ndan L-NAME ilavesi ile 0,796+0,003 uM/hiicre sayis’'na dusmustur.
Ancak GLUT3/Cc diizeyinde istatistiksel olarak dnemli bir fark meydana gelmemistir. ikinci
24 saatta ise L-NAME ile [(NOs+NO;)/Cc] miktari %57,2 azalirken oksidatif stresin
siddetinde %37,8 azalma meydana gelmistir. NO’de %57,2 azalma, GLUT3/Cc de %55,5
azalmanin sonucudur. Ortama glukoz+L-NAME+insilin ilave edildiginde ilk 24 saatta
[(NO3+NO;)/Cc]= 1,044+0,10 uM/hiicre sayisi, GLUT3/Cc=0,0009+0,0001 ng/ml/hiicre
sayisl, ikinci 24 saatta [(NO3+NO;)/Cc]=0,5266+0,02 uM/htcre sayisl,
GLUT3/Cc=0,0008+0,0001 ng/mli/hiicre sayisi’dir. Birinci 24 saata goére ikinci 24 saatta
[(NO3+NO;)/Cc]’de %49,6 azalma olurken, GLUT3/Cc’de %11,1 azalma meydana gelmistir.
Glukoz+L-NAME ile oksidatif stres ilk 24 saatta %91 artarken, ikinci 24 saatta %37,8
azalmistir. Glukoz+L-NAME+insiilinle oksidatif stres ilk 24 saatta %26,4 artmis, ikinci 24
saatta ise %50 azalmistir. Yiiksek glukoz bulunan ortamda KynA, GLUT3/Cc’yi tek basina ilk
24 saatta %55,5, ikinci 24 saatta %33, insiilinle birlikte ilk 24 saatta %22, ikinci 24 saatta
%50 azaltmaktadir. Buna karsilik, yiksek glukoz bulunan ortamda L-NAME ilk 24 saatta,
inslilinden bagimsiz olarak kontrollara gore glukozla artan ortalama GLUT3/Cc miktarinda
bir degisiklik yapmamakta, ancak ikinci 24 saatta GLUT3/Cc’yi %55,5 azaltmaktadir (Bkz
Cizelge 4.2.).

Yiksek konsantrasyonda glukoz varliginda, mitokondrial [NADPH+-NADP+] —[GSSG-GSH]
donguisline bagli serbest radikal Uretiminde rol oynayan NO’in
Q(Glukoz+insiilin)=0,48+0,014 ortalama degerine karsi Q  (glukoz+insilin+L-
NAME)=0,43+0,04 degeri istatistiksel olarak anlaml duslktir (200 mg/dl ve 250 mg/dl
icin p<0,05). Hiicre canliik orani NADP-NADPH"”ye bagli total mitokondrial metabolik
aktiviteyi gosterdiginden, ilk 24 saatta oksidatif streste %26,4 artis, ilk hicre siklusu
sirasinda ortamda bulunan NO kaynakl radikallerin, nNOS’tan bagimsiz olarak mevcut
bulundugunu gdstermektedir. ikinci 24 saatta 150, 200 veya 250 mg/d| glukoz+insiilinle
meydana gelen ortalama [(NOs+NO,)/Cc] birikimi 0,673+0,03 pM/hicre sayisi iken,
ortama L-NAME ilave edildikten sonra [(NOs+NO;)/Cc] birikimi ortalama 0,526+0,02
uM/hiicre sayisi’na diismustir. ikinci 24 saatta L-NAME ile NO sentezinde azalma %21,8
olarak bulunmustur. L-NAME ile ikinci 24 saatta elde edilen [(NO3+NO,)/Cc] miktari ise ilk
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24 saatta elde edilen degere (1,044+0,10 uM/hicre sayisi) nazaran %49,6 oraninda
dismdstir. Bu bulgular, glukoz+insilin bulunan ortamda 25uM L-NAME’in ancak ikinci 24
saatta SH-SY5Y hiicrelerinde 6nemli 6lgiide nNOS inhibisyonu yaptigini, ilk hicre siklusu
sirasinda mevcut NO’in SH-SY5Y hiicrelerin nNOS aktivitesinden bagimsiz oldugunu

gostermektedir (Bkz Cizelge 4.2., Cizelge 4.4.).

Nitekim ikinci 24 saatta hem Q(Glukoz+L-NAME) hem de Q(Glukoz+insiilin+L-NAME) ile
meydana gelen oksidatif stresin siddeti, ilk 24 saatta elde edilen degerlerden istatistiksel
olarak disuk bulunmustur (p<0,05). Buna ilaveten L-NAME’in ikinci 24 saat icinde,
ortamda sadece glukozla karsi karsiya bulunan néronlara nazaran oksidatif stresin
siddetini tek basina %37,8, insilinle birlikte oldugunda %50 azaltarak SH-SY5Y hiicre
canhligini %79,9 ve %80,9 artirmistir. Ortamda Glukoz+insiilin+L-NAME varken ilk 24
saatta hicre canlihg ortalama %98,4+3 (MTT/Cc=2,35+0,07 %/hiicre sayisi), ikinci 24
saatta ise ortalama %99,29+4,34 (MTT/Cc=1,411£0,06 %/hiicre sayisi) bulunmustur.
Oksidatif stres siddeti; ilk 24 saatta %98,4+3,02 hiicre canlihgi icin Q=0,43+0,04 ve ikinci
24saatta %99,29+4,3 hiicre canhligl icin Q=0,37+0,014 bulunmustur. Birinci ve ikinci 24
saatlar arasinda tim glukoz konsantrasyonlarinda GLUT3/Cc degerleri arasinda
istatistiksel bir fark saptanmamistir (p>0,05). Oksidatif stres sadece glukoz ilave edilen
ortama gore ilk 24 saatta %26,4 artmis, ikinci 24 saatta ise %50 azalmistir. Birinci 24 saata
gore, ikinci 24 saatta ortalama oksidatif streste azalma %76,4, [(NOs+NO,)/Cc]’de azalma
ise %56,5'dir. Bu sirada GLUT3/Cc’de azalma ortalama %11,1 bulunmustur. Bu bulgular L-
NAME ile nNOS inhibisyonunun NO ve oksidatif stres diizeylerini etkiledigini

gostermektedir.

Ortamda glukoz+insilin varken oksidatif stres glukoza maruz bulunan néronlara gore ilk
24 saatta %41, ikinci 24 saatta %209 artmistir. Ayni ortama L-NAME ilave edilmesiyle
oksidatif stres ilk 24 saatta %26,4 artmis, ikinci 24 saatta ise %50 azalmistir. Bu da L-NAME
ile Glukoz+insiilin bulunan ortama gore ikinci 24 saatta nNOS inhibisyonunun meydana
gelmesi ile  [(NO3+NO,)/Ccl’'deki %49,6 azalmadan kaynaklanmaktadir. Hem
Glukoz+insiilin bulunan ortamla, Glukoz+insiilin+L-NAME bulunan ortam arasinda, hem
de Glukoz+L-NAME ile Glukoz+insiilin+L-NAME bulunan ortam arasinda GLUT3/Cc

dizeyleri bakimindan istatistiksel bir fark yoktur. Bu bulgular ortamda insilin ve glukoz
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varken ikinci 24 saatte meydana gelen oksidatif stresin, ortama L-NAME ilave edildiginde
%83,8 oraninda azaldigini gostermektedir. Ancak ortamda yliksek konsantrasyonda glukoz
bulunmasina ragmen insulin ilave edildiginde GLUT3/Cc ekspresyonu bazal diizeyde
kalmaktadir. Ortamdaki glukoza L-NAME ilave edildiginde ikinci 24 saatta NO’de azalma
%57,2, insllin ve L-NAME birlikte ilave edildiginde ikinci 24 saatta NO’de azalma
%69,2’dir. Bu azalma GLUT3’de ortama hem L-NAME, hem de L-NAME+insiilin ilavesi ile

ikinci 24 saatta meydana gelen %55,5 azalma ile agiklanabilir.

4.2.3. Yiiksek glukoz uyarisi ve kiniirenik asit

Bu calismada eriskin kolinerjik fenotip olmayan farklilasmamis SH-SY5Y hicreleri
kullanilmistir. Bu nedenle nM konsantrasyonalarda KynA’in, a7nAChR inhibisyonu
yapmasi beklenmemektedir (Luccini ve digerleri, 2007; Pahlman ve digerleri, 1984). On
¢alismalarda, NMDA reseptor blokaji icin test edilen 30nM ve 300nM KynA dozlari, SH-
SY5Y hiicre kultliri ortaminda 150 mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoza ilave edilerek
MTT, [(NO3+NO,)/Cc] ve Q degerleri bakimindan karsilastirilmistir. Literatiirde KynA-Clg-
CD59 liskisi konusunda bir bilgiye ulasilamamakla birlikte ortama 30nM KynA veya
300nM KynA ilave edilmesi arasinda total mitokondrial metabolik aktivitenin-ndron
canhhiginin ve hicrelerin maruz bulunduklari oksidatif stresin siddetinin istatistiksel
degerlendirmede farkh olmadigi gorilmektedir. Sinaptik NMDA reseptor aktivitesinin
fizyolojik diizeyde devami bakimindan 30nM KynA dozu tercih edilmistir. 30nM KynA,
yeterli ekstrasinaptik NMDA reseptor-GIuN2B alt (inite blokaji yaptigi diisiintilen kritik doz
olarak kabul edilmistir (Bkz Cizelge 4.9., Cizelge 4.10.).
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Cizelge 4.9. NMDA reseptor blokaji igin KynA dozlarinin karsilagtiriimasi

Ortama eklenen Sure (NOs+NO,)/Cc Clg/med/Cc CD59/Cc
Q MTT (%)

madde (saat) | (uM/hiicre sayisi) (ng/ml/hiicre sayisi) | (ng/ml/hiicre sayisi)

24 0,570+0,01 0,41+0,01 100+0,92 0,0151+0,0006 0,0102+0,0013
Kontrol

48 0,684+0,01 0,39+0,01 100+2,11 0,0175+0,0004 0,0166+0,0013
150 mg/dI Glukoz+ 24 0,780%0,01 0,360,003 103,546,71 0,0205+0,0001 0,0115+0,0006
300nM KynA 48 0,536+0,01 0,42+0,01 91,4+1,18 0,0140+0,0001 0,0100+0,0006
200 mg/d| Glukoz+ 24 0,823+0,03 0,390,012 98,4+4,68 0,0212+0,0009 0,0125+0,0009
300nM KynA 48 0,626+0,01 0,39+0,003 97,345,52 0,0171+0,0000 0,0109+0,0002
250 mg/d| Glukoz+ 24 0,676%0,03 0,42+0,02 89,04+0,84 0,0179+0,0001 0,0108+0,0011
300nM KynA 48 0,593+0,03 0,36+0,02 101,545,68 0,0161+0,0000 0,0109+0,0007
150 mg/dl 24 0,526+0,02 0,40+0,01 93.7+7,00 0,0143+0,0002 0,0074+0,0010
Glukoz+40pU/ml
o 48 0,706+0,03 0,39+0,02 99,3+13,50 0,0184+0,0002 0,0178+0,0008
Instilin+300nM KynA
200 mg/dl 24 0,6600,02 0,360.01 103,0+8,31 0,0175+0,0002 0,0102+0,0005
Glukoz+40uU/ml
S 48 0,600£0,02 0,36+0,01 103,7+5,00 0,0160+0,0002 0,0146+0,0015
Insiilin+300nM KynA
250 mg/dl 24 0,746£0,04 0,27£0,01 | 132,9+13,90 0,0216£0,0004 0,0107+0,0007
Glukoz+40uU/ml
inslin+300 nM KynA 48 0,666+0,02 0,33+0,01 108,8+0,90 0,0179+0,0001 0,0172+0,0009

(N-metil-D-aspartat ila aktive reseptér (NMDAR), kindrenik asit (KynA), total mitokondrial metabolik
aktivite-hicre canhhg (MTT), oksidatif stress (Q=[(NOs+NO,)/Cc]/[MTT/Cc]), nitrik oksit ((NO3+NO,)/Cc),
kompleman diizenleyici protein (CD59/Cc))

Gizelge 4.10. NMDA reseptor blokaji igin 30 ve 300 nM KynA dozlarinin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi

Clg/med/Cc CD59/Cc
Siire (NO3+NO,)/Cc MTT
1 2 Q (ng/ml/hiicre (ng/ml/hiicre
(saat) (uM/hiicre sayisi) (%)
sayisl) sayisl)
150 mg/dl Glukoz+ 150 mg/dl Glukoz 24 NS NS NS S1>2 NS
300 nM KynA +30nM KynA 48 NS S1>2 | NS s1<2 S 1<2
200 mg/dl Glukoz+ 200 mg/dl Glukoz 24 S1>2 S1<2 NS S1>2 S1>2
300 nM KynA +30nM KynA 48 S 1<2 NS NS S 1<2 S1<2
250 mg/dl Glukoz+ 250 mg/dl Glukoz 24 S1>2 NS NS S1>2 S1>2
300 nM KynA +30nM KynA 48 NS NS NS S1<2 S 1<2
150 mg/dl Glukoz 150 mg/dl Glukoz 24 S 1<2 NS NS S 1<2 S 1<2
+40pU/ml instilin+ +40pU/ml insiilin
3000M KynA +30nM KynA 48 S1>2 S1>2 | NS S1>2 NS
200 mg/dl Glukoz 200 mg/dl Glukoz 2 S 1<2 NS NS S 1<2 S 1<2
+40pU/ml instilin+ +40pU/ml insiilin
300nM KynA +30nM KynA 48 S1>2 NS NS S1>2 NS
250 mg/dI Glukoz 250 mg/dI Glukoz 24 S1>2 NS NS S1>2 NS
+40pU/ml instilin+ +40pU/ml insiilin
48 NS NS NS S1>2 S1<2
300nM KynA +30nM 30 KynA > <

(N-metil-D-aspartat ila aktive reseptér (NMDAR), kindrenik asit (KynA), total mitokondrial metabolik
aktivite-hicre canhhg (MTT), oksidatif stress (Q=[(NO3+NO,)/Cc]/[MTT/Cc]), nitrik oksit ((NO3+NO,)/Cc),
kompleman diizenleyici protein (CD59/Cc), S=p<0.05, NS=p>0.05 (Pembe ile taranmis alanlar))
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SH-SY5Y hiicreleri bir siklus gecirdikten sonra ikinci 24 saatta 150 mg/ml, 200 mg/dl, 250
mg/dl glukoz konsantrasyonlarina maruz kaldiklarinda oksidatif stresin 0,95+0,02’ye kadar
yukselmesi ile canhlik oranlari %41,931£3,9’a kadar dismus, 30nM KynA ilavesi ile ilk 24
saatta ortalama MTT(Glukoz+KynA)= % 93,9+3,39, ikinci 24 saatta MTT(Glukoz+KynA)=
%97,28+2,85’e ¢ikmistir. ilk 24 saatta 150 ve 250 mg/dl glukoz + KynA ile elde edilen

degerler ikinci 24 saatla farkli bulunmustur (p<0,05).

Glukoz+40 pU/ml insilin ile ilk 24 saatta MTT(Glukoz+insilin)=% 85,2+1,18 ve ikinci 24
saatta MTT(Glukoz+insilin)=%22,95+1,04’e kadar diisen canlilik oranlari, KynA ilavesi ile
ilk 24 saatta MTT (Glukoz+insiilin+tKynA)=%104,8+8,66, ikinci 24 saatta
MTT(Glukoz+inslilin+KynA)=%103,92+6,49 (p<0,05) olmus ve kontrollarla istatistiksel
bakimdan farksiz bulunmustur. Hem 150 mg/dl glukoz hem de 150 mg/dl glukoz+ 40
uU/ml instlinle asin miktarda NO Uretilirken ortama KynA ilavesi hiicre basina Uretilen
[(NO3+NO,)/Cc] miktarini azaltmistir. Buna karsilik hiicre yasami kontrollarla ayni dizeyde
korunmustur (Bkz Cizelge 4.1.). Sonucta; yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz birakilan
SH-SY5Y hiicrelerinde kontrollara gore birinci 24 saatta %109,9, ikinci 24 saatta ise %149,3
artan NO (retimi (Jimenez-Feltstrom, Lundquist ve Salehi, 2005), ortama KynA ilave
edildiginde ikinci hiicre siklusunda %61,1 azalmis ve oksidatif stres de %50 dlismustiir (Bkz
Cizelge 4.2.).

Yiksek glukoz uyarisi-insiilin direnci ve kintirenik asit

Yiiksek Glukoz+insiilin bulunan ortamda NO (iretiminin sadece glukoz bulunan ortama
gore ilk 24 saatta %30,4, ikinci 24 saatta ise %60,5 azaldigi tespit edildi. ilk 24 saatta
oksidatif stres %41 artarken GLUT3 %22,2, total mitokondrial metabolik aktivite %29,5
azalmustir. ikinci 24 saatta oksidatif stres %209’a ulasmis, GLUT3 %61, NO sentezi %60,5
ve total mitokondrial metabolik aktivite %58,2 azalmistir. Elde edilen bu sonuglar
40uU/ml instlinle “insilin direnci”nin meydana geldigini gostermektedir (Bkz Sekil 4.16.).
Yiksek glukoz+insiiline KynA ilave edildiginde mitokondrial oksidatif stres ilk 24 saatta
%32,2, ikinci 24 saatta 2,29+0,08’den 0,36+0,01’e diiserek sadece yiksek glukoza gore
%260,3 azalmistir. Buna karsilik hiicre canliligi ilk 24 saatta %23 artmis, ikinci 24 saatta ise
%22,95+1,04'ten %103,9+6,49’a cikarak %352,7 artmistir. Ortama KynA ilavesi ile insilin
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direnci sorunu ortadan kalkmis ve dopaminerjik néron hasari gérilmemistir (Bkz Cizelge

4.1., Cizelge 4.2.).

Yiiksek glukoza gore % degisim
250
200
150
mQ
g 100 7 B MTT
iy
80 I I NOx/Cc
=
=X 50 +— | | CD59,!CC
H Clg/Med/Cc
0 -
P B BIARIE RS R
-50 a
insiilin
direnci
-100
1 Glukoz - 24 saat 5  Glukoz+30nM KynA - 9  Glukoz+30nM KynA+ 40pU/ml
24 saat insllin - 24 saat
2 Glukoz - 48 saat 6  Glukoz+30nM KynA - 10 Glukoz+30nM KynA+ 40pU/ml
48 saat insllin - 48 saat
3 Glukoz + 40pU/ml 7  Glukoz+25uM L-NAME - 11 Glukoz+25uM L-NAME+
insilin - 24 saat 24 saat 40uU/ml insalin - 24 saat
4 Glukoz + 40pU/ml 8  Glukoz+25uM L-NAME - 12  Glukoz+25uM L-NAME+
insilin - 48 saat 48 saat 40uU/ml insalin - 48 saat

Sekil 4.16. Yiuksek glukoza maruz kalan SH-SY5Y hiicrelerinde 40 pU/ml insiline direng
(Glukoz= 150 mg/dl + 200 mg/dl + 250 mg/dl ortalama degerleri, MTT: total
mitokondrial metabolik aktivite-hlicre canliigl, Q= [(NOs+NO;)/Cc]/[MTT/Cc]:
oksidatif stress, nitrik oksit: [(NO3+NQO,)/Cc], CD59/Cc: kompleman dizenleyici
protein, C1g/medium/Cc)

Goldstein ve ark. noronlardaki insiilin reseptorlerinin aktive olmasinin mitokondrilerde
reaktif radikaller Urettigini gostermislerdir (Goldstein, Mahadev ve Wu, 2005).
Mitokondrial fonksiyonla insilin reseptor sinyal iletimi arasinda dogrudan iliski olmasi

nedeni ile insilin direncinin mitokondrial disfonksiyonla sonuglandigi ileri strilmektedir
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(Pomytkin, 2012). Glukoz+insilin’le meydana gelen oksidatif stresin kaynagi NADPH
oksidaz’in alt Unitesi NOX2'dir (Girouard ve digerleri, 2009). nNOS ve NADPH oksidaz-
NOX2, NMDA reseptoriu ile ayni lokalizasyonda bulunur. NMDA reseptori aktive
oldugunda NO ve ROS/RNS uretimi ayni sinyal iletim yolaginda meydana gelir. Ortama
KynA ilave edilmesi ile meydana gelen NMDA reseptér blokaji NO Uretimini azaltirken ayni

lokalizasyondan kaynaklanan oksidatif stresi %84,2 oraninda engellemektedir.

KinUrenik asit ve oksidatif stres

Sadece yuksek konsantrasyonda glukoz ilave edilen ortamda ikinci 24 saatta ortalama
0,74+0,016 olan oksidatif stresi, KynA ilavesi Q=0,37+0,011’e distrmdistir. Ortalama
Q(glukoz+insiilin)=2,294+0,08’den, ortama KynA ilavesi ile Q=0,36+0,01’e dismustir. Yani
oksidatif stresin siddeti sadece glukoz ilave edilen ortama gore KynA ile ilk 24 saatta
%23,5 artmigken ikinci 24 saatta %50 azalmistir. Birinci 24 saattaki %23,5 artis ilk hicre
siklusunda NMDA reseptor blokaji tamamlanmadan glikolizise bagli ve ortamdan
kaynaklanan serbest radikaller nedeni ile ortaya ¢cikmaktadir. Yiksek glukozla ilk 24 saatta
kontrollara gére GLUT3/Cc artisi %33,3 olup, noron igine glukoz transportu artmistir.
Glukoz uyarisi ile NO serbestlesmesi artmis [(NOs+NO,)/Cc]=1,196+0,04 uM/hicre
sayisina yukselmistir; antioksidan kapasite kullanimi nedeniyle oksidatif stres %17
azalmistir. Ortama KynA ilavesi ile NO dizeyi %47,3 diserken, vyiksek glukoz
konsantrasyonu nedeni ile yeni antioksidan kapasite rejenere edilemediginden oksidatif
stres %23,5 artmaktadir. SH-SY5Y hiicrelerinin ikinci siklusunda KynA etkisi ile NMDA
reseptor blokaji sonucu GLUT3/Cc ilk 24 saata nazaran %150 artar, oksidatif stres ilk 24
saata gore %11,9, sadece glukoz bulunan ortama gére ise %50 oraninda azalir. ikinci 24
saatta ortalama MTT(glukoz)= %54,9+43,35'ten MTT(glukoz+KynA)=%97,3+2,85’e
yikselmistir. KynA ilave edildiginde total metabolik aktivite ilk 24 saatta %21,2 azalirken
ikinci 24 saatta %77,3 artar. Yuksek glukoza maruz bulunan néronlara gére KynA ile bir
taraftan GLUT3 flizyonu ilk 24 saatta %55,5 azaltilir, ikinci 24 saatta ise %33,3 azaltilir.
Diger taraftan ekstrasinaptik NMDA reseptor blokaji ile ilk 24 saatta NO sentezi %47,3
azaltilarak, ikinci 24 saatta %61,1 azaltilarak asiri NO sentezinin inhibe edilir ve NADPH
oksidaz inhibisyonu ile noron icine asiri glukoz transportu ve serbest radikal Ureten

glikolitik yolagin hizi azalir (Bkz Cizelge 4.2.). Glukoz+KynA'le ikinci 24 saatta birinci 24
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saata nazaran GLUT3 artisi %150 olmasina ragmen oksidatif stres ve NO sentezi
azalmaktadir. Sadece yuksek glukoz ilave edilen ortamda NMDA reseptor blokaji yokken
ikinci 24 saatta GLUT3 %100 artar, buna karsilik NO sentezi %42,6 artar ve oksidatif stres
%117,6 artar. Bu bulgular KynA’le NMDA reseptor blokajinin, néron igine glukoz
transportunun yiksek olmasina ragmen oksidatif stresi engelledigini gdstermektedir (Bkz

Cizelge 4.4.).

Glukoz+KynA ile ilk 24 saatta ortalama total metabolik aktivite MTT/Cc=1,48%0,05
(%/hiicre sayisi)olup, bu deger ikinci 24 saatta MTT/Cc=1,76+0,05’dir. Bu degerler
ortamda sadece glukoz bulundugunda ilk 24 saattaki hlicre metabolik aktivitesine
(3,48+0,15 %/hlicre sayisi) nazaran %57,47, ikinci 24 saattaki degerden (2,35%0,15

%/hucre sayisi) ise %25 disuktir (p<0,05) (Bkz Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Kontrol grubu ve 150mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoz ilave edildikten
sonra 40pU/ml insulin ve 30nM KynA ile 24 ve 48 saatta MTT, Q, NO, CD59
ve Clq cevabi

ORTAMA EKLENEN Sire MTT/Cc CD59/Cc GLUT3/Cc
MTT(%) Q
MADDE (saat) (%/hiicre sayisi) (ng/ml/hiicre sayisi) | (ng/ml/hiicre sayisi)
24 100+0,92 1,38+0,01 0,41+0,01 0,0102+0,0013 0,0006+0,0001
Kontrol
48 100+2,10 1,73+0,04 0,3910,01 0,0166+0,0013 0,0010+0,0001
24 114,045,40 3,82+0,18 0,3610,01 0,0187+0,0024 0,0011+0,0001
Glukoz 150mg/dL
48 74,8+2,07 2,74+0,07 0,48+0,01 0,0294+0,002 0,0014+0,0001
24 122,246,20 3,2210,16 0,34+0,02 0,0129+0,0015 0,0007+0,0000
Glukoz 200mg/dL
48 47,914,09 1,88+0,16 0,79+0,02 0,0276+0,0009 0,0016+0,0001
24 121,5+4,00 3,4210,11 0,32+0,01 0,0134+0,0008 0,0009+0,0000
Glukoz 250mg/dL
48 41,943,90 2,43+0,22 0,95+0,02 0,0496+0,0014 0,0025+0,0004

150 mg/dL Glukoz 99,3+0,28* 1,96+0,00* 0,39+0,01 0,0103+0,0001* 0,0006+0,0001*
+30nM KynA 48 94,2+1,71* 1,38+0,02* 0,38+0,01* 0,0126+0,0009* 0,0008+0,0001*
200 mg/dL Glukoz 24 91,0+8,90* 1,43+0,14* 0,45+0,01* 0,0084+0,0005* 0,0004+0,0001*
+30nM KynA 48 98,75+3,35* 2,07+0,07 0,37+0,02* 0,0175£0,0010* 0,0011+0,0002
250 mg/dL Glukoz 24 91,441,00* 1,07+0,01* 0,43+0,00* 0,0059+0,0004* 0,0003+0,0000*
+30nM KynA 48 98,9+3,50* 1,83+0,06* 0,36+0,01* 0,0174+0,0020* 0,0010+0,0001
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Cizelge 4.11. (devam) Kontrol grubu ve 150mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoz ilave
edildikten sonra 40puU/ml insulin ve 30nM KynA ile 24 ve 48 saatta MTT,
Q, NO, CD59 ve Clq cevabi

150 mg/dL Glukoz 24 93,9+3,20* 1,65+0,05* 0,42+0,01 0,0117+0,0005 0,0006+0,0001*
+40uU/ml

48 99,2+13,50 1,79+0,00* 0,39+0,01* 0,01780,0008* 0,00090,0001*
instilin+30nM KynA
200 mg/dL Glukoz 24 99,8+7,60* 2,26+0,17* 0,39+0,01 0,0144+0,0009* 0,0009+0,0001*
+40pU/ml

48 | 103,7+5,08* 1,66+0,08 0,36+0,01* 0,01460,0015* 0,00080,0001*
instilin+30nM KynA
250 mg/dL Glukoz 24 | 120.7+15,20 1,9740,25* 0,31+0,01 0,01160,0024* 0,0006+0,0001
+40pU/ml
o 48 | 108,8+0,90* 1,99+0,00* 0,330,01* 0,0172+0,0009* 0,0010£0,0001*
instilin+30nM KynA
150 mg/dL Glukoz 24 94,245 77* 1,3240,08* 0,69+0,003* 0,0126+0,0012* 0,0008+0,0000*
+25 M L-NAME 48 98,445 62* 1,19+0,06* 0,51+0,08 0,0139£0,0011* 0,0009:0,0000*
200 mg/dL Glukoz 24 92,9%4,61* 1,15%0,05* 0,69+0,02* 0,0100+.0004 0,0007+0,0001
+25 uM L-NAME 48 95,0+4,85* 1,28+0,06* 0,45+0,02* 0,0135+0,0005* 0,0008+0,0000*
250 mg/dL Glukoz+ 24 93,143,12* 1,0240,03* 0,58+0,06* 0,01010,0007* 0,0012+0,0001
25 UM L-NAME 48 101,8+1,36 1,40+0,02 0,44+0,04* 0,0130+0,0009* 0,0007+0,0001*
LED el 24 96,3+2,79* 1,3240,08* 0,51+0,11 0,0132+0,0006* 0,0008+0,0000
Glukoz+40uU/ml
LET Sl 48 97,943,47* 1,1940,06* 0,35+0,003* 0,01390,0019* 0,0009+0,0000*
NAME
200 mg/dL 24 | 101,1¢1,71* 1,1540,05* 0.40+0.006* 0,0113+0,0018 0,0007+0,0001*
Glukoz+40uU/ml
instilin +25uM 48 | 100,3%5,28* 1,28+0,06* 0.35:0.011* 0,0096+0,0004* 0,0008+0,0000*
L-NAME
250 mg/dL

24 97,9+4,57* 1,0240,03* 0.400.01* 0,0225+0,0017* 0,0012+0,0001*
Glukoz+40pU/ml
instlin +25uM L-
NAME 48 99,7+4,27* 1,400,018* 0.42+0.03* 0,0096£0,0009* 0,0007+0,0001*

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL glukoz — glukoz + (insilin, KynA veya L-NAME) veya (KynA + insiilin veya L-
NAME + insilin) ile ayni konsantrasyon ve ayni inkiibasyon siiresindeki gruplarin karsilastiriimasi (Kintirenik
asite (KynA), total mitokondrial metabolik aktivite-hiicre canlihgi (MTT), oksidatif stres (Q), nitrik oksit (NO;
NO;+NQO,)/Cc), kompleman dizenleyici protein (CD59), komplemanproteini C1q)

ikinci 24 saatta glukoz+insiilin ilave edilen ortamda ortalama oksidatif stresin siddeti
sadece glukoz bulunan ortamdaki hiicrelere nazaran %209 artmisken, KynA ilavesi ile
ortalama total metabolik  aktivite MTT(glukoz+insilin)= %22,95+1,04’ten
MTT(glukoz+insilin+KynA)= %103,9+6,49’a ylikselmis, buna karsilik oksidatif stresin
siddeti %84,27 azalmistir. Yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y
hiicrelerinde glukoz transportu ilk 24 saata goére ikinci 24 saatta %50 artar. Ortama KynA
ilave edildikten sonra GLUT3/Cc dizeyi ilk 24 saatta %55,5, ikinci 24 saatta %33 duser,

ancak yine ilk 24 saata gore ikinci 24 saatta glukoz transportu yine %150’dir. Buna ragmen
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glukoz+insilin ile meydana gelen siddetli oksidatif stresin KynA ilavesi ile blylk oranda
dizelmesi ve insilin direncinin ortadan kalkmasi, noron icine alinan glukozun bir
bolimindn antioksidan sistemin rejenerasyonunda kullanildigini distindiirmektedir. Bu
calismada, NMDA reseptori-GIluN2B’nin 30nM KynA ile blokajinin, yiksek glukoz
konsantrasyonunun ekstrasinaptik NMDA reseptor- ve yiiksek glukoz+insilin-aracih
siddetli oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir. Ancak glukoz+KynA bulunan ortamdaki SH-
SY5Y hiicrelerinde GLUT3 dlzeyi birinci 24 saata gore ikinci 24 saatta %150 artarken,
ortama insilin ilavesi ile bu artis %28,57 olmustur. Ortamda glukoz+L-NAME varliginda
elde edilen GLUT3 degerleri insilin ilavesi ile ayni diizeylerde kalmistir. Glukoz+L-
NAME+insilinle ilk 24 saattaki GLUT3 dizeyi ikinci 24 satta %11 oraninda azalmistir. Tim
bu gruplarda ilk 24 saatta oksidatif streste yilikselme olurken ikinci 24 saatta
glukoz+insiline maruz bulunan néronlar disinda digerlerinde istatistiksel olarak anlamli
diisme meydana gelmistir. Sadece glukoz+insiilin grubunda ikinci 24 saatta ilk 24 saata

nazaran %377 artis meydana gelmistir (Bkz Cizelge 4.4.).

Hem KynA, hem de L-NAME'le elde edilen ortak sonug, farkli mekanizmalarla olmakla
birlikte dort grupta da NO Ulretiminde benzer diizeyde dismeler gorilmesidir. nNOS ve
NADPH oksidaz-NOX2 alt tinitesi, NMDA reseptori ile ayni lokalizasyonda bulunur. NMDA
reseptori aktive oldugunda NO ve ROS/RNS Ulretimi ayni sinyal iletim yolaginda meydana
gelir. Ortama KynA ilave edilmesi ile meydana gelen NMDA reseptor blokaji NO Uretimini

azaltirken ayni lokalizasyondan kaynaklanan oksidatif stresi de engellemektedir.

4.2.4. Yiiksek glukoz uyarisi ve kompleman bileseni 1q

Bu ¢alismada SH-SY5Y hiicrelerinde 150 mg/dl, 200 mg/dl ve 250 mg/dl glukozla ilk 24
saatta hiicre canlliginda kontrollara gore istatistiksel olarak anlaml bir artis (p<0,05)
meydana gelirken, C1q degerleri de kontrollara gére artmistir (p<0,05) (Bkz Cizelge 4.12.).
Ortamda sadece glukoz bulundugunda ilk 24 saattaki oksidatif stresin siddeti
(Q=0,3440,01), hem kontrollara (Q=0,41+0,01) gore hem de ikinci 24 saata (Q=0,74+0,01)
gore dustktir. Clg/Med/Cc ise kontrollara (0,0151+0,0006 ng/ml/hiicre sayisi) gore ilk 24
saatta ortalama (0,0312+0,0003) %106,6, ikinci 24 saatta (0,0456+0,0003) %160,6
artmistir (p<0,05). [(NO3+NO,)/Cc] duzeylerinde artis ise ilk 24 saatta %109,9, ikinci 24
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saatta ise %149,3'diir (Bkz Cizelge 4.13.). Clg’da ilk ve ikinci 24 saattaki artislar,

[(NOs+NO,)/Cc] duzeyleriile uyumlu gozikmektedir.

Cizelge 4.12. Kontrol grubu ve 150mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoz ilave edildikten
sonra, 40uU/ml insilin ve 30nM Kyn ile 24 ve 48 saatta C1q, nitrik oksit ve

total mitokondrial metabolik aktivite/hlcre canliligi cevabi

Siire (NO3+NO,)/Cc Clg/med/Cc
ORTAMA EKLENEN MADDE MTT (%) Q
(saat) (uM/hiicresayisi) (ng/ml/hticre sayisi)
24 0,57+0,01 0,0151+0,0006 100+0,92 0,41+0,01
Kontrol
48 0,68+0,01 0,0175+0,0004 100+2,10 0,39+0,01
24 1,39+0,02 0,0356+0,0003 114,045,40 0,360,01
Glukoz 150mg/dL
48 1,32+0,03 0,0370+0,0001 74,82,07 0,48+0,01
24 1,09+0,06 0,0284+0,0005 122,246,20 0,34+0,02
Glukoz 200mg/dL
48 1,50+0,04 0,0416+0,0006 47,9%4,09 0,79+0,02
24 1,11+0,03 0,0298+0,0002 121,5+4,00 0,32+0,01
Glukoz 250mg/dL
48 2,30+0,04 0,0584+0,0002 41,943,90 0,95+0,02

24 0,77+0,02* 0,0196+0,0004* 99,3+0,28* 0,39+0,01
150 mg/dL Glukoz +30nM KynA

48 0,53+0,01* 0,0146+0,0001* 94,2+1,71* 0,3810,01*

24 0,6610,02* 0,0160+0,0001* 91,0+8,90* 0,45+0,01*
200 mg/dL Glukoz +30nM KynA

48 0,7910,04* 0,0211+0,0001* 98,75+3,35* 0,37+0,02*

24 0,46+0,003* 0,0122+0,0001* 91,4+1,00* 0,43+0,00*
250 mg/dL Glukoz +30nM KynA

48 0,67+0,03* 0,0190+0,0002* 98,913,50* 0,36+0,01*
150 mg/dL Glukoz +40pU/ml 24 0,71%0,01* 0,0181+0,0001* 93,943,20* 0,42+0,01
instlin+30nM KynA 48 0,71+0,03* 0,0184+0,0002* 99,2+13,50 0,3940,01*
200 mg/dL Glukoz +40uU/ml 24 0,88+0,01* 0,0234+0,0005* 99,8+7,60* 0,3910,01
instlin+30nM KynA 48 0,60+0,01* 0,0160+0,0002* 103,7+5,08* 0,3610,01*
250 mg/dL Glukoz +40uU/ml 24 0,62+0,02* 0,0164+0,0001* 120.7£15,20 0,31+0,01
insiilin+30nM KynA 48 0,67+0,02* 0,0179+0,0001* 108,810,90* 0,33+0,01*
150 mg/dL Glukoz +25 pM L-NAME 24 0,94+0,01* 0,0144+0,0002* 94,2+5,77* 0,69+0,003*

48 0.620+0.009* 0,0136+0,0001* 98,415,62* 0,51+0,08

24 0.80+0.02* 0,0131+0,0002* 92,9+4,61* 0,69+0,02*
200 mg/dL Glukoz +25 uM L-NAME

48 0.6310.03* 0,0158+0,0004* 95,0+4,85* 0,45+0,02*
250 mg/dL Glukoz+25 pM L-NAME 24 0.65+0.07* 0,0112+0,0003* 93,143,12* 0,5810,06*

48 0.9440.10* 0,0170+0,0008* 101,8+1,36 0,44+0,04*
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Cizelge 4.12. (devam) Kontrol grubu ve 150mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoz ilave

edildikten sonra, 40uU/ml instlin ve 30nM Kyn ile 24 ve 48 saatta Clq,

nitrik oksit ve total mitokondrial metabolik aktivite/hiicre canliligi cevabi

150 mg/dL Glukoz+40pU/ml insulin 24 1.2667+0.27 0,0273+0,0012* 96,3+2,79* 0,51+0,11

+25uM L-NAME 48 0.5533+0.008* 0,0162+0,0002* 97,9+3,47* 0,350,003*
200 mg/dL Glukoz+40pU/ml insilin 24 0.7267+0.012* 0,0184+0,0002* 101,11,71* 0.40+0.006*
+25uM L-NAME 48 0.5100+0.017* 0,0143+0,0000* 100,3#5,28* 0.35+0.011*
250 mg/dL Glukoz+40pU/ml insilin 24 1.14+0.026 0,0294+0,0001 97,9+4,57* 0.40+0.01*
+25uM L-NAME 48 0.5167+0.04* 0,0124+0,0000* 99,7+4,27* 0.42+0.03*

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL glukoz — glukoz + (insilin, KynA veya L-NAME) veya (KynA + insiilin veya L-
NAME + insilin) ile ayni konsantrasyon ve ayni inkiibasyon siresindeki gruplarin karsilastiriimasi ( (KynA:
kintrenik asid, L-NAME: N-nitro-L-arginin metilester, Q: [NO3+NO,/Cc]/ (MTT/Cc), oksidatif stresin siddeti,
Clg/med/Cc: ortamda hiicre basina disen Clq miktari, MTT: Total mitokondrial metabolik aktivite/hlcre
canlhililgl, (NO3+NO,)/Cc: ortamda hiicre basina diisen nitrat+nitrat miktari)

Cizelge 4.13. SH-SY5Y hucre kalturd ortamina 150, 200 ve 250mg/dL vyuksek

konsantrasyonda glukoz ilavesi ile ilk ve ikinci hiicre siklusunda olgiilen
ortalama Q, CD59/Cc, C1lg/Med/Cc ve NO diizeylerinin kontrollara gore
degisimi

Ortama ) CD59/Cc Clg/Med/Cc (NO3+NO,)/Cc
eklenen sure Q % artis (ng/ml/hticre % artis (ng/ml/hticre % artis (uM/htcre % artis
madde saat sayisl) sayisl) sayisl)

24 0,41+0,01 (100) 0,0102+0,0013 (100) 0,0151+0,0006 (100) 0,5700+0,01 (100)
ontrol 48 0,39+0,01 (100) 0,0166+0,0013 (100) 0,0175+0,0004 (100) 0,6844+0,01 (100)
Glukoz 24 0,34+0,01* -17,0 0,0150+0,001* +47,0 0,0312+0,0003* | +106,6 1,1966+0,04* +109,9
(mg/dL) 48 0,74+0,00* +89,7 0,0355+0,0008* | +113,8 | 0,0456+0,0003* | +160,6 1,7066%0,03* +149,3

*p<0,05; Kontrol ile 150 — 200 — 250 mg/dL ortalama glukoz gruplarinda ilk 24 saatta elde edilen degerlerin
ikinci 24 saata gore istatistiksel karsilastirimasi (oksidatif stres (Q), kompleman dizenleyici protein
(CD59/Cc), kompleman bileseni (C1g/Med/Cc) ve nitrik oksit (NO; [(NO3+NO,)/Cc]))
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Sekil 4.17. 150 mg/dl (a) — 200 mg/dI (b) -

250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 pU/ml insilin
ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 uM L-NAME ile C1q ve NO degisimleri
(KinGrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), kompleman
bileseni (C1q), nitrik oksit [(NO3+NO,)/Cc])
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Clg_Medium_Cc mNOx_Cc NOx/Hiicre sayisi
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Sekil 4.17. (devam) 150 mg/dIl (a) — 200 mg/dl (b) — 250 mg/dI (c) glukoz ve/veya 40 pU/ml
insilin ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 uM L-NAME ile C1q ve NO degisimleri
(Kintrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), kompleman
bileseni (C1q), nitrik oksit [(NO3+NO,)/Cc])

Yiksek glukoz konsantrasyonu ile ikinci 24 saatta oksidatif streste %117,6 artisla total
mitokondrial aktivite %53,9 azalmistir. Hiicre canhligi hem kontrollara gore hem de ilk 24
saata gore de istatistiksel olarak anlamli bicimde azalmistir (p<0,05). ilk 24 saatta
ortalama Q degeri kontrollara gore %17 azalirken Clg’'nun %106,6 artmasi ve daha sonra
ikinci 48 saatta oksidatif stresin siddetinin %117,6’ya ylkselmesi ile birlikte C1g’nun ilk 24
saatta gore ikinci 24 saatta %46 kadar artmaya devam etmesi, C1q Uretiminin yiksek
glukoza bagh oksidatif stresin baslamasini 6nceden algilayan bir biyosensor oldugunu
distndidrmektedir. Ortama yiksek konsantrasyonda glukoz ilave edildiginde Clg, NO
diizeyinin artmasi ile birlikte fakat oksidatif stresin siddetinden bagimsiz olarak artar (Bkz

Cizelge 4.3., Cizelge 4.12., Cizelge 4.14.).
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Cizelge 4.14. SH-SYS5Y hiicre kalturd ortaminda glukoz+insilin, glukoz+ KynA ve glukoz+ L-
NAME ilavesi ile 6lgllen Q, MTT, C1g ve NO ortalama degerlerinin, ikinci 24
saatta ilk 24 saata gore degisim oranlari

Cla/
Ortama Clg/Med/Cc (NOs+
Sure Q% MTT Medium (NOs+NO,)/ Cc
eklenen MTT (%) (ng/ml/hiicre NO,) / Cc %
(saat) artig %artis /Cc % (uM/hicre sayisi)
madde sayisi) artis
artis
24 100+0,92 0,0151+0,0006 0,5700+0,01*
Kontrol -4,87 +0.1 +15,9 +20,0
48 100+2,11 0,0175+0,0004 0,6844+0,01
Glukoz 24 119,1645,20* 0,0312+0,0003* 1,196+0,04
+117,6 -50.6 +46,0 +42,6
(mg/dL) 48 54,87+3,35 0,0456+0,0003 1,706+0,03
Glukoz
24 85,20+1,20* 0,0207+0,0002 0,832+0,02
(mg/dL)
+377,0 -73 -19,8 -19,1
+40pU
48 22,95+1,04 0,0166+0,0003 0,673+0,03
insulin
Glukoz
24 93,90+3,39 0,0159+0,0002 0,630+0,01
(mg/dL)
-11,9 +3.6 +14,4 +5,23
+30nM
48 97,28+2,85 0,0182+0,0008 0,663+0,03
KynA
Glukoz
24 93,3944,46* 0,0129+0,0002 0,796+0,04
(mg/dL)
27,7 +5.7 +19,4 8,3
+25uM L-
48 98,73+3,94 0,0154+0,0004 0,730+0,03
NAME
Glukoz
24 104,80+8,60 0,0193+0,0003 0,736+0,01
(mg/dL) +
30nMKynA -2,7 -0.8 -9,84 -10,3
+40pU/ml 48 103,90+6,49 0,0174+0,0001 0,660+0,02
insilin
Glukoz
(mg/dL) + 24 98,40+3,00 0,0250+0,0005* 1,044+0,10*
25uM
-13,9 +0.9 -42,8 -49,6
L-NAME
+40uU/m| 48 99,29:4,34 0,0143+0,0001 0,52610,02
insulin

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL ortalama glukoz — ortalama glukoz + (insilin, KynA veya L-NAME) veya
(KynA + instlin veya L-NAME + insulin) gruplarinda ilk 24 saatta elde edilen degerlerin ikinci 24 saata gore
istatistiksel karsilastiriimasi (Kindrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine methylester (L-NAME), oksidatif stres
(Q), total mitokondrial metabolik aktivite (MTT), kompleman bileseni 1q (Clq), nitrik oksit (NO;
[(NO3+NO,)/Ccl). (-) degerler agik sari ile isaretlenmistir)

Ortama

Clg/Med/Cc=0,0312+0,0003
1,1966+0,036 puM/hicre sayisi’dir. Ortama

saatta

sadece

Olglilen

glukoz

ortalama

ilavesi

ng/ml/hiicre

Clg/Med/Cc=

ilk 24

sayisl

saatta

ortalama

Olgllen

ortalama

[(NO3+NO,)/Cc]=

glukoz+KynA ilave edildikten sonra ilk 24

0,0159+0,0002

ng/ml/hiicre

sayisi ve

(NO3+N02)/Cc=0,630+0,014 uM/hiicre sayisi diizeyleri yalnizca glukoz igeren ortama gore
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istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir (p<0,05). ikinci 24 saatta yiiksek
konsantrasyonda glukoz bulunan ortamda, ortalama Clg/Med/Cc= 0,0456+0,0003
ng/ml/hiicre sayisi, [(NO3+NO,)/Cc]=1,706+0,036 uM/hicre sayisi, glukoza 30nM KynA
ilave edildikten sonra ikinci 24 saatta ortalama C1q/Med/Cc=0,0182+0,0001 ng/ml/hicre
sayisi ve [(NOs+NO;)/Cc]=0,663+0,026 uM/hiicre sayisi olarak elde edilmistir (p<0.05).
Yiiksek glukoz bulunan ortama ilave edilen KynA'in ilk 24 saatta, NMDA reseptor blokaj
yapmasina ragmen mitokondrial oksidatif stres %23,5 artmistir. [(NOs+NO;)/Cc] uM
/hiicre sayisi diizeyleri ise sadece glukoz bulunan ortama gore %47,3 diismustur. SH-SY5Y
hiicre canlihgl oksidatif stresin artmasi ile birlikte %21,2 azalirken, bu sirada Clq
diizeyinde %49 azalma meydana gelmistir. ikinci 24 saatta sadece yiiksek glukoz bulunan
ortama gore glukoz+KynA ile Clg/Med/Cc’de azalma %60 olmus, [(NO3+NO;)/Cc] ise
%61,1 azalmistir (Cizelge 4.15.).



97

Gizelge 4.15. SH-SY5Y hiicre kiltliri ortaminda glukoz+insilin, glukoz+kintrenik asit KynA
ve glukoz+ L-NAME ilavesi ile 6lglilen Q ve Clqg ortalama degerlerinin,
ortamda vyuksek konsantrasyonda glukoz bulundugunda elde edilen
ortalama Q(glukoz), ve Clq (glukoz) degerlerine gore degisimi

Cla/
Ortama NO;+NO,/Cc NO+ Clg/Med/Cc
Q Med/ MTT
eklenen Siire Q (uM/ hiicre NO,/Cc (ng/ml/hiicre MTT (%)
%artig Cc %artis
madde sayisi) %artis sayisi)
%artis
24 0,41+0,01 - 0,5700+0,01 -- 0,0151+0,0006 -- 100+0,92 --
Kontrol
48 0,3940,01 - 0,6844+0,01 -- 0,0175+0,0004 -- 100+2,11 --
Glukoz 24 0,34+0,01 (100) 1,196%0,04 (100) 0,0312+0,0003 (100) 119,1615,2 (100)
(mg/dl) 48 0,740,001 (100) 1,706+0,04 (100) 0,0456+0,0003 (100) 54,87+3,35 (100)
Glukoz 0,0207+0,0002 85,20+1,20
24 0,4840,01* +41,0 0,832+0,02* -30,4 -33,6 -29,5
(mg/dl) * *
+40pU/ml 0,0166+0,0003 22,95+1,04
48 2,29+0,08* +209,0 0,673+0,03* -60,5 -63,6 -58,2
insulin @ <
Glukoz 0,0159+0,0002 93,90+3,39
24 0,42+0,02* +23,5 0,630£0,01* -47,3 -49,0 -21,2
(mg/dl) * *
+30nM 0,0182+0,0008 97,28+2,85
48 0,37+0,01* -50,0 0,663+0,03* -61,1 -60,0 +77,4
KynA * *
Glukoz 0,0129+0,0002 93,39+4,46
24 0,65+0,02* +91,0 0,796+0,03* -33,4 -58,6 -21,6
(mg/di)+ * "
25uM 0,0154+0,0004 98,73+3,94
48 0,46+0,04* -37,8 0,730£0,07* -57,3 -66,2 +79,9
L-NAME * &
Glukoz 0,0193+0,0003
24 0,37+0,01 +8,8 0,736+0,01* -38,5 -38,1 104,80+8,6 -12,0
(mg/dl) + *
30nM
KynA + 0,0174+0,0001 103,946,49
48 0,3610,01* -51,3 0,660+0,02* -61,3 -61,8 +89,3
40uU/ml & ©
insulin
Glukoz 98,40+3,00
24 0,4310,04* +26,4 1,044+0,10 -12,7 0,0250+0,0005 -19,8 -17,4
(mg/dl) *
+25uM
L-NAME 0,370,014 0,0143+0,0001 99,29+4,34
48 -50,0 0,52610,02* -69,2 -68,6 +80,9
+40pU/ml b & &
insulin

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL ortalama glukoz — ortalama glukoz + (insulin, KynA veya L-NAME) veya
(KynA + insilin veya L-NAME + insilin) ile ayni inkibasyon siiresindeki gruplarin istatistiksel karsilastiriimasi
(Sure (saat), Kinurenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine methylester (L-NAME), oksidatif stres (Q:

[(NO3+NO,)/Cc]/ (MTT/Cc), kompleman bileseni (C1q))

Glukozla ortalama Q degeri ilk 24 saata gore ikinci 24 saatta %117,6 artarken,

Glukoz+KynA’le %11,9 azalmistir. Buna karsilik sadece glukoz bulunan ortamda ortalama

Clg/Med/Cc duzeyi %46 artmis, glukoz+KynA bulunan ortamda ise %14,4 artmistir. Bu

sirada [(NO3+NO;)/Cc]’daki artma yuksek glukoz bulunan ortamda %42,6, glukoz+KynA
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bulunan ortamda %5,23’dlir. SH-SY5Y hiicrelerinin [(NOs+NO,)/Cc] ile ifade edilen bireysel
NO uretimlerinin kontrollara gére ve Cl1qg/Cc dizeylerindeki degisikliklerle birlikte degisim
gostermesi; [(NOs+NO;)/Cc] duzeylerinin Clq ile dogrudan iliskili oldugunu ve NO
konsantrasyonundaki degisiklikleri C1q sentezinin 6nceden algiladigini ortaya koymaktadir

(Cizelge 4.14.).

Bizim c¢alismamizda ortama glukoz+KynA ilavesi ile ortaya c¢ikan C1g-NO iliskisinin
kanitlanmasi icin ortama yliksek glukoz+25uM L-NAME ilave edilerek SH-SY5Y insan
noroblastoma hucrelerinde ikinci 24 saatta Clq, oksidatif stres ve [(NOs+NO,)/Cc]

dizeyleri incelenmistir.

Sadece yuksek glukoz bulunan ortamda ikinci 24 saatta ortalama Clg/med/Cc dizeyi=
0,0456+0,0003 ng/ml/hicre sayisi, Q= 0,74+0,016 ve [(NO3+NO,)/Cc] = 1,706+0,036
uM/hicre sayisi olmasina karsin, Glukoz+L-NAME bulunan ortamda ikinci 24 saatta
ortalama Clg/med/Cc duzeyi=0,0154+0,0004 ng/ml/hiicre sayisi, Q=0,47+0,04 ve
[(NO3+NO,)/Cc] =0,730+0,032 puM/hiicre sayisi olarak &lciilmustir. ikinci 24 saatta
Clg/med/Cc diizeyindeki dusus oksidatif stresin siddetinde azalma ile pozitif korelasyon
gostermektedir. Yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz bulunan SH-SY5Y hiicrelerinde L-
NAME, ikinci 24 saatta Clg/med/Cc (%66,2 azalma), NO sentezi (%57,3 azalma) ve
oksidatif streste (%37,8 azalma) azalmaya sebep olmaktadir. Glukoz+L-NAME bulunan
ortamda ise L-NAME’in nNOS’u ikinci 24 saatta inhibe ettigi dikkate alinirsa; ilk 24 saatta
[(NO3+NO;)/Cc] =0,796+0,03 uM/hiicre sayisi oksidatif stresin siddeti Q=0,65+0,027 ve
C1g=0,0129+0,0002 ng/ml/hiicre sayisi olarak bulunmustur. ikinci 24 saatta ise
[(NO3+NO,)/Cc]=0,730£0,032 pM/hiicre sayisi Q=0,46+0,046 ve Clq=0,0154+0,0004
ng/ml/hiicre sayisi 8lgiilmiistiir. ikinci 24 saatta NO sentezi %8,29 ve oksidatif stres %27,7
azalirken, C1lg %19,4 artmistir. Ortama glukoz+L-NAME ilave edildiginde Clqg diizeyinin
oksidatif stres ve NO duizeyi ile ters orantili olarak arttig1 gézlenmistir (Bkz Cizelge 4.14.,

Cizelge 4.15.).

ikinci 24 saatta glukoz+insiilin’le ortalama Clg/med/Cc diizeyi=0,0166+0,0003 ve
istatistiksel olarak  kontrol grubundan farksizdir. Buna karsilik  ortalama

Q(Glukoz+insiilin)=2,2940,08'dir. Yine ikinci 24 saatta glukoz+insilin+L-NAME ile ortalama
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Clg/med/Cc dlzeyi=0,0143+0,0001 ng/ml/hiicre ve ortalama Q=0.37+0.014 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.15.). L-NAME ilavesi ile yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz
kalan noéronlarda uyarilan nNOS aktivitesi baskilanmis ve Clq dizeyi tim glukoz
konsantrasyonlarinda ikinci 24 saatta istatistiksel olarak anlamh bir diisiis gostermistir
(p<0.05). Bu disus insulin+L-NAME ilavesi ile daha belirgin hale gelmistir. L-NAME ile
oksidatif stres bifazik degisiklik gostererek ikinci 24 saatta duser. Burada glukoz+40 pU/ml
insllin uyarisi ile ikinci 24 saatta artan oksidatif stres, L-NAME ile nNOS aktivitesinin
%69,2 baskilanmasi sonucu %83,8 azalmistir (Cizelge 4.14.). NO dizeyindeki diislis Clq
diizeyine aynen yansimis ve yiiksek glukoz bulunan ortama gore glukoz+insulin+L-NAME
ile Clq diizeyinde %68,6 azalma gozlenmistir. KynA ile NMDA reseptér blokaji eszamanl
NO ve Clqg azalmasi ile sonuglanmaktadir. Ortamda insilin bulunmasi ve %209 oksidatif
stres artisl, C1g’nun ilk 24 saatta %33,6 azalmasina, ikinci hlicre siklusunda ise %63,6
dismesine sebep olmaktadir. Es zamanli NO azalmasi %30,4 ve %60,5’tir (Bkz Cizelge
4.15.). Yuksek konsantrasyonda glukoz ve 40 puU/ml insilinle Clg ekspresyonunda
meydana gelen degisiklikler, siddetli oksidatif stres ve insilin direnci ile aciklanmaktadir
(Hillian ve digerleri, 2013). insiilin direncinin gelismesi ile birlikte oksidatif stres ikinci 24
saatta ilk 24 saata nazaran %377 artarken NO’de %19,1, Clq'da %19,8 azalma ile birlikte
total mitokondrial metabolik aktivite-hiicre canliigi %73,06 azalmistir. Glukoz+insilin
bulunan ortamda KynA ile ikinci 24 saatta NO, Clq ve MTT kontrol degerlerine
yaklasirken, L-NAME etkisi ile NO, Clq diizeyi ve oksidatif stres istatistiksel olarak 6nemli
oranda azalr (p<0,05) (Bkz Cizelge 4.14., Cizelge 4.15.).

4.2.5. Yiiksek glukoz uyarisi ve kompleman diizenleyici protein 59

Bizim galismamizda, kontrol, yiksek glukoz, yiksek glukoz+insilin, yiksek glukoz+KynA,
yiksek glukoz+insiilin+KynA ve yiksek glukoz+L-NAME bulunan SH-SY5Y hiicrelerinde
CD59/Cc sentezi ikinci 24 saatta ilk 24 saata oranla artmistir. Ortama yalnizca yiksek
glukoz+insilin+L-NAME ilave edildiginde SH-SY5Y hicrelerinin CD59 dizeyi %29,5
oraninda azalmistir (Bkz Cizelge 4.16.). Ortama glukoz+insilin ilave edildigine oksidatif
stresin asiri ylikselmesi pek muhtemelen ortamdaki CD59 ve C1g’nun okside olmasina ve
total mitokondrial metabolik aktivite/hicre canliliginin %73,06 azalmasina sebep

olmaktadir.
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Cizelge 4.16. SH-SY5Y hiicre kiltiri ortaminda glukoz+insilin, glukoz+ KynA ve glukoz+L-
NAME ilavesi ile 6lglilen Q, CD59, Clq ve NO ortalama degerlerinin, ikinci
24 saatta ilk 24 saata gore degisim oranlari

Cla/ | (NOs+NO,)/ | (NOs+
Ortama CD59/Cc CD59/ Clqg/Med/Cc
Q% Med/ Cc NO,)/
eklenen Siire Q (ng/ml/hticre Cc% (ng/ml/hiicre
artis Cc% (uM/hiicre Cc
madde sayisi) artis sayist)
artig sayisl) %artis
24 0,41+0,01* 0,0102+0,0013* 0,0151+0,0006 0,570+0,1
Kontrol -4,87 +62,7 +15,9 +20,0
48 0,39+0,01 0,0166+0,0013 0,0175+0,0004 0,684+0,01
Glukoz 24 0,34+0,01* 0,0150+0,001* 0,0312+0,0003* 1,196+0,04
+117,6 +136,6 +46,0 +42,6
(mg/dL) 48 0,74+0,001 0,0355+0,0008 0,0456+0,0003 1,706£0,03
Glukoz 24 0,48+0,01* 0,0108+0,0003 0,0207+0,0002 0,832+0,02
(mg/dL)+
+377,0 +8,3 -19,8 -19,1
40pU/ml 48 2,29+0,08 0,0117+0,0004 0,0166+0,0003 0,673+0,03
insulin
Glukoz
24 0,42+0,02* 0,0082+0,0003* 0,0159+0,0002 0,630+0,01
(mg/dL) +
-11,9 +92,7 +14,4 +5,23
30nM
48 0,37+0,01 0,0158+0,0013 0,0182+0,0008 0,663+0,03
KynA
Glukoz o *
24 0,6510,02 0,0109+0,0007 0,0129+0,0002 0,796+0,04
(mg/dL)+
-27,7 +22,9 +19,4 -8,3
25uM L- 48 0,47+0,04 0,0134+0,0008 0,0154:0,0004 0,730+0,03
NAME
Glukoz
(mg/dL) + 24 0,37+0,008 0,0125+0,0012 0,0193+0,0003 0,736+0,01
30nM
-2,70 +32,0 -9,84 -10,3
KynA +
40uU/ml 48 0,3610,01 0,0165+0,0010 0,0174+0,0001 0,660+0,02
insulin
Glukoz
1,044+0,10
(mg/dL) + 24 0,43+0,04* 0,0156+0,0013* 0,0250+0,0005* .
25uM
-13,9 -29,5 -42,8 -49,6
L-NAME+
40uU/ml 48 0,37+0,014 0,0110+0,0010 0,0143+0,0001 0,526+0,02
insulin

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL ortalama glukoz — ortalama glukoz + (insilin, KynA veya L-NAME) veya
(KynA + instlin veya L-NAME + insulin) gruplarinda ilk 24 saatta elde edilen degerlerin ikinci 24 saata gore
istatistiksel karsilastirilmasi (Stire (saat), Kinlirenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME),
oksidatif stresin siddeti (Q), kompleman dizenleyici protein (CD59), kompleman beileseni (C1q), nitrik oksit
(NO; [(NO3+NO,)/Cc]), (-) degerler agik sari ile isaretlenmistir)
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Sekil 4.18. 150 mg/dl (a) — 200 mg/dl (b) — 250 mg/dI (c) glukoz ve/veya 40 pU/ml insilin

ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 uM L-NAME ile Clg ve CD59 degisimleri
(Kintrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), kompleman
bileseni (C1qg), kompleman diizenleyici protein (CD59))
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Sekil 4.18. (devam) 150 mg/dl (a) — 200 mg/dI (b) — 250 mg/dI (c) glukoz ve/veya 40 pU/ml
insiilin ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 uM L-NAME ile Clqg ve CD59
degisimleri (Kindrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME),
kompleman bileseni (C1q), kompleman dizenleyici protein (CD59))

NMDA reseptor blokaji oldugunda oksidatif stresin azalmasi CD59/Cc dlzeyini %92,7
artirmaktadir. Gerek Clq gerekse CD59 degerleri metabolik aktiviteden etkilenen net
sonuglari  yansitmaktadir.  SH-SY5Y  dopaminerjik  hiicrelerinin  yliksek  glukoz
konsantrasyonu karsisinda Urettikleri oksidatif stresle protein glikasyonu C1g/Med/Cc ve
CD59/Cc sonuglarini ciddi bicimde etkilediginden olctiglimiiz dizeyler oksidatif stresle
iliskili goziikmektedir (Bkz Cizelge 4.11., Cizelge 4.16.). Ortama yuksek glukoz+insilin+L-
NAME ilave edildiginde oksidatif stres, glukoz+insiline maruz kalan néronlara nazaran
ikinci 24 saatta %83,8 azalmistir. Oksidatif stresin azalmasi ile CD59 %29,5, Clq ise %42,8

azalmistir.

Bizim calismamizda yiiksek glukoza maruz kalan SH-SY5Y hiicreleri tarafindan ilk 24 saatta
ortalama CD59 dizeyi 0,0150+0,001 ng/ml/hicre sayisi, Q(glukoz)=0,34+0,01 ve hiicre
canlihgl %119,16’dir. ikinci 24 saatta CD59 0,0355+0,0014 ng/ml/hiicre sayisi olup
kontrollara gore %113,8, ilk 24 saata gore ise %136,6 artmis ve Q(glukoz)=0,74+0,016"ye
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ylkselirken, hiicre canhhgl ise ortalama %54,87+3,35’e diismustir. Ortamda 150 mg/dl,
200 mg/dl ve 250 mg/dl glukoz varliginda CD59 ve Q degerleri, ilk 24 saattaki degerlere
nazaran istatistiksel olarak anlamh bir artis gosterirken (p<0,05), MTT anlamli bir diisis
gostermistir (p<0,05). Clq degeri ise %46 artmistir (p<0.05) (Bkz Cizelge 4.15., Cizelge
4.16.).

Ortama glukoz+insilin ilave edildiginde ilk 24 saatta ortalama MTT=%85,2+1,18, Q
(Glukoz+insiilin)=0,48+0,01, CD59 ise 0,0108+0,0003 ng/ml/hiicre sayis’’dir. ikinci 24
saatta oksidatif stresin siddeti 5 kat artmis (p<0,05), buna karsilik MTT 3,7 kat azalmistir
(p<0.05). CD59=0.0118+0.0004’e yukselmistir. Bu yukselme, 200 mg/dl ve 250 mg/dI

glukoz konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlaml goziikmektedir.

Ortama NMDA reseptori-GIuN2B antagonisti olan KynA ilave edildiginde; ilk 24 saatta
ortalama MTT=%93,943,39, Q(glukoz+KynA)=0,42+0,02, C19=0,0159+0,0002 ng/ml/hiicre
sayisi, CD59 ise 0,0082+0,0003 ng/ml/hiicre sayisi olarak elde edilmistir. ikinci 24 saatta
MTT=%97,28+2,85’e ylikselirken, oksidatif stresin siddeti %11,9 azalmis, buna karsilik
CD59 %92,7, Clq ise %14,46 artmistir. Ortamda sadece glukoz bulunmasi halindeki
oksidatif strese nazaran 30nM KynA ile ikinci 24 saatta elde edilen Q degeri %50 azalmis,
CD59 degeri %55,5, Clq degeri ise %60 azalmistir. Buna karsilik 30nM KynA ile hiicre
canliiginda artma ortalama %77,3’dir. KynA ile NMDA reseptor blokaji sonucunda
oksidatif streste ikinci 24 saatta meydana gelen %50 azalma Clq’'da daha fazla olmak
Uzere hem Clg hem de CD59’da azalma meydana getirmektedir (Bkz Cizelge 4.15., Cizelge
4.16.).

SH-SY5Y dopaminerjik hiicreler yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz kaldiklarinda
ikinci 24 saatta %54,87+3,35 olan hicre canhligi hem NMDA reseptor blokaji hem de
nNNOS inhibisyonu ile etkin bigimde artmaktadir (Glukoz+KynA: %97+2,85, Glukoz+L-
NAME: %98,37+3,9). KynA ile oksidatif stresin siddeti yalniz glukoz iceren ortama nazaran
%50 azalirken, L-NAME oksidatif stresin siddetini %37,8 azaltmaktadir. L-NAME ile nNOS
inhibisyonu sonucu Q degerinin %37,8 azalmasi, CD59’un %62,2 azalmasina, C1g’nun ise
%66,2 azalmasina yol agmaktadir. Reaktif nitrojen/oksijen radikallerinin meydana getirdigi

oksidatif stres, hem NMDA reseptérinin blokaji hem de nNOS’un L-NAME ile inhibisyonu
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ile azaltilmakta ve sonugta hem klasik kompleman yolagi inhibe edilmekte hem de ikinci
hiicre siklusunda total mitokondrial metabolik aktivite artmaktadir. Ancak yiksek glukoz
konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y hicreleri, ortama KynA ilave edildiginde oksidatif
stresin baskilanmasi ilk 24 saatta baslamakta ve Cl1q diizeyinin azalmasi ilk 24 saatta %49,
ikinci 24 saatta %60 olmaktadir. L-NAME etkisi ikinci 24 saatta ortaya ¢iktigindan, ilk 24
saatta oksidatif stres %91 artmakta ve Clqg azalmasi ise ikinci 24 saatta en fazla %66,2
olmaktadir. Ayrica 30nM KynA, ylksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan néronlarda
meydana gelen insiilin direncininin asilmasinda total mitokondrial metabolik aktivitenin

artirilmasinda daha basarili gézikmektedir (Bkz Cizelge 4.17.).
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Cizelge 4.17. SH-SY5Y hiicre kalturi ortaminda glukoz+insilin, glukoz+ KynA ve glukoz+ L-
NAME ilavesi ile Olgllen Q, CD59 ve Clqg ortalama degerlerinin, ortamda
yliksek konsantrasyonda glukoz bulundugunda elde edilen ortalama
Q(glukoz), CD59(glukoz) ve C1lq(glukoz) degerlerine gore degisimi

Ortama CD59/Cc CD59/ Clg/Med/Cc Clg/M
Q MTT %
eklenen Stre Q (ng/ml/hucre Cc% (ng/ml/hiicre ed/ Cc MTT (%)
Yoartis arti g
madde sayisi) artis sayisl) % artig
24 0,41+0,01 - 0,0102+0,0013 - 0,0151+0,0006 - 100+0,92 -
Kontrol
48 0,39+0,01 - 0,0166+0,0013 - 0,0175+0,0004 - 100+2,11 -
Glukoz 24 0,34+0,01 (100) 0,0150+0,001 (100) 0,0312+0,0003 (100) 119,1645,2 (100)
(mg/dl) 48 0,74+0,001 (100) 0,0355+0,0008 (100) 0,0456+0,0003 (100) 54,87+3,35 (100)
Glukoz 85,20+1,20
24 0,48+0,01* +41,0 0,0108+0,0003 -28,0 0,0207+0,0002* -33,6 -29,5
(mg/dl) + *
40uU/ml 22,95+1,04
il 48 2,29+0,08* | +209,0 | 0,0117+0,0004* -67,0 0,0166+0,0003* -63,6 . -58,2
insulin
Glukoz 93,90+3,39
24 0,42+0,02* +23,5 0,0082+0,0003* -45,3 0,0159+0,0002* -49,0 -21,2
(mg/dl) *
+30nM 97,28+2,85
48 0,37+0,01* -50,0 0,0158+0,0013* -55,5 0,0182+0,0008* -60,0 . +77,4
KynA
Glukoz 93,39+4,46
24 0,65+0,02* +91,0 | 0,0109+0,0007* -27,3 0,0129+0,0002* -58,6 -21,6
(mg/dl) o
+25uM 98,73+3,94
48 0,460,04* -37,8 0,0134+0,0008* -62,2 0,0154+0,0004* -66,2 +79,9
L-NAME <
Glukoz
(mg/dl) 24 0,37+0,01 +8,8 0,0125+0,0012 -16,6 0,0193+0,0003* -38,1 104,8048,6 -12,0
+30nM
KynA+
103,946,49
40pU/ml 48 0,36+0,01* -51,3 0,0165+0,0010* -53,5 0,0174+0,0001* -61,8 . +89,3
insilin
Glukoz 98,40+3,00
24 0,43+0,04* +26,4 0,0156+0,0013 +4,0 0,0250+0,0005 -19,8 -17,4
(mg/dl) *
+25uM
L-NAME+ 99,29+4,34
48 0,37+0,01* -50,0 0,0110+0,0010* -69,0 0,0143+0,0001* -68,6 +80,9
40uU/ml ©
insilin

*p<0,05; 150 — 200 — 250 mg/dL ortalama glukoz — ortalama glukoz + (insiilin, KynA veya L-NAME) veya
(KynA + insulin veya L-NAME + insilin) ile ayni inkiibasyon stiresindeki gruplarin istatistiksel karsilastirilmasi
(Sure (saat), Kinlrenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), oksidatis stres siddeti (Q),
kompleman diizenleyici protein (CD59), kompleman bileseni (C1q))



106



107

5. TARTISMA

Yiksek glukoz konsantrasyonu ile meydana gelen hiicresel stresin patogenezinde asiri
mitokondrial serbest radikal olusumu son derece 6nemli rol oynamaktadir (Cao ve
digerleri, 2012). Rotterdam ve Hisayama galismasi gibi bir¢ok ¢alisma, demans grubundaki
norodejeneratif hastaklik riskinin, yiksek glukoza maruziyet sonucu meydana gelen
mitokondrial oksidatif strese bagli néron hasari ile arttigini géstermistir (Ott ve digerleri,

1999; Kopf ve Frolich, 2009; Williams, WM, Weinberg ve Smith, 2011).

“The American Diabetes Association (ADA)” tarafindan Onerilen glincel tani kriterleri
arasinda belirtilen klasik hiperglisemi tanimi plazma glukoz diizeyinin 200 mg/dl (11,1
mM) den yliksek olmasi, aglk plazma glukoz dlizeyinin 126 mg/dl (7,0 mM) den ylksek ve
oral glukoz tolerans testi esnasinda ikinci saattaki plazma glukoz dizeyinin ise 200 mg/d|
(11,1 mM)'den vyiksek olmasidir (Algahtani, Khan, Alhumaidi ve Ahmed, 2013).
Normoglisemik kosullarda sicanlarda plazma glukozu 7,6%20,3 mM iken beyin glukoz
konsantrasyonu 2,4+0,13 mM, hiperglisemik kosullarda ise plazma glukozu 15,2+2,4 mM,
beyin glukoz konsantrasyonu 4,5+0,35 mM’dir (Silver ve Erecinska, 1994). insanda 5,64 +
0,39 mM olan plazma glukozu 11,5+1,27 mM’a ylkselerek %209 artis gosterdiginde, beyin
diyalizatinda glukoz artisi %190 olmaktadir (Abi-Saab ve digerleri, 2002). Hiperglisemiye
bagh doku hasarina sebep olan doért ana mekanizma ileri siirilmektedir. Bunlar DAG
aracihg ile protein kinase C (PKC) izoformlarinin aktivasyonu, AGE olusumu, heksozamin
yolaginin hizlanmasi ve poliol yolaginin hizlanmasidir. Yiksek glukoza maruziyetin farkh
asamalarinda aktive olan bu mekanizmalarla yiiksek glukoza bagli doku hasari arasindaki
iliski, mitokondrial ROS retimindeki artmadir. ROS iretimindeki bu artma “glukoz
toksisitesi” olarak tanimlanmaktadir (Rolo ve Palmeira, 2006). Ancak incelenen
kaynaklarda; ADA tarafindan hiperglisemi icin ileri strilen gilincel tani kriterlerine uygun
glukoz konsantrasyonlarinda glukoza maruz kalan dopaminerjik hcrelerin davranisi

konusunda bir bilgiye rastlanamamistir.
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insan kaynakli néroblastoma hiicreleri dopaminerjik 6zellikleri ve NMDA reseptér
ekspresyon kapasiteleri bakimindan normal noéronlara benzediginden (Kulikov,
Rzhaninova, Goldshtein ve Boldyrev, 2007) ve in vitro néron galismalarinda yaygin
bicimde kullanildigindan (Xie, Hu ve Li, 2010) bizim c¢alismamizda da SH-SY5Y insan
néroblastoma hiicre hatti kullaniimistir. Birgok ¢alismada insan SH-SY5Y néroblastoma
hiicre kultirleri icin fizyolojik glukoz diizeyi olarak kabul edilen 25mM’da bazal diizeyde
Olgilen AMPK, glukozun bu diizeyin altina inmesi ile artmaya basladigi, yani hiicrelerin
dustk glukozla canliliklarini siirdirilebilmeleri icin AMPK fosforilasyonunun arttigi ileri
sirlmustlr (Lee, Li, Xi, Suh ve Martin, 2005). Bundan dolayi SH-SY5Y insan noroblastoma
hiicre kultirlerinde yapilan g¢alismalarda ADA kriterleri dikkate alinmadan 25mM’in Usti
yiksek, alti ise disilik glukoz konsantrasyonu olarak kullaniimistir (Dodson ve digerleri,
2013; Li ve digerleri, 2013). Ancak insanlarda goriilen diyabet gibi metabolik hastaliklarda
25mM glukoz konsantrasyonuna ulasiimasi sik gériilmemektedir. Ortalama plazma glukoz
diizeyinin, 9 mM‘in lizerinde her 1 mM artisl igin 6lUm riski %10 artmaktadir (tehlike orani
(“hazard ratio” HR )1,10; 95% giivenlik siniri (“confidence interval” Cl) 1,07-1,13). Bu risk
9,8 mM’In Uzerinde %16,8 olarak hesaplanmistir. Evvelce diyabet oldugu bilinen
hastalarin %33,8’inde ortalama glukoz konsantrasyonu 11,7mM (10-14,8 mM)’dir (Lipton
ve digerleri, 2013). Kan glukoz konsantrasyonu 11,1 mM’in (izerinde bulunan diyabetik ve
acil cerrahi girisim yapilan hastalarda post-operatif ilk 30 gilin icinde mortalite %24,1,
kardiyak sorunu olanlarda ise %13,7 bulunmustur. Kaplan-Meier sagkalim egrisi 11,1mM
glukoz konsantrasyonunun kritik bir sinir oldugunu ortaya koymustur. (Ma ve digerleri,

2015).

Bizim calismamizda ADA ve IDF kriterleri dikkate alinarak insan noéroblastoma SH-SY5Y
hicre hatti 150 mg/dL (8,3mM), 200 mg/dL (11,1 mM) ve 250 mg/dL (13,9 mM) glukoza
maruz birakilmis ve hiicre canliigini gosteren total metabolik aktivitenin 6zellikle ikinci 24
saatta artan glukoz konsantrasyonu ile orantili olarak %41,93’e kadar dustiugi
gorulmastir. Yiksek glukoz konsantrasyonu ile meydana gelen hiicresel stresin
patogenezinde asiri mitokondrial serbest radikal olusumu ve buna bagl p38 MAPK
aktivasyonunun onemli rol oynadig ileri striilmektedir (Cao ve digerleri, 2012). Total
metabolik aktivite/hlicre canliigini goésteren MTT yonteminde, tetrazolium boya

reduksiyonu sitozolik kompartmanda yer alan NADPH-bagiml oksido-rediiktazlar ile
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meydana gelir. Bundan dolayi hiicre canlilik oranlari [NADPH*-NADP*]-[GSSG-GSH]’ye
bagli hiicresel metabolik aktiviteyi gosterir ve hiicre membranlarinda redoks kapasitesini
kontrol eden bir ydontemdir (Berridge, Herst ve Tan, 2005; Berridge ve Tan, 1993). Memeli
hiicreleri oksidatif stresle karsi karsiya oldugundan sitozolik NADH’den diger elektron alan
molekdllere elektron gecisi, hiicresel redoks kontrolunu saglar (Berridge ve Tan, 2000).
Ortamdaki canli hiicrelerin hiicre basina Urettikleri redoks-aktif molekillerin dizeyi,
oksidatif stresin kontrolu ve hiicre canliliginin bir 6lgtsidir. Russo ve digerlerinin (2012)
calismasinda, SH-SY5Y hicreleri sabit vyiiksek glukoz konsantrasyonuna maruz
birakildiginda MTT ile ifade edilen hiicre mitokondrial aktivitesinin 6dnce orta derecede
azaldigi, ikinci 24 saatta ise belirgin bicimde azaldig gosterilmistir (Russo, Higgins,

Werther ve Cameron, 2012).

Glikolitik aktivitenin sadece glikoliz yoniinde uyarilmasinin néronlar icin sitotoksik oldugu
bilinmektedir (Almeida, Almeida, Bolanos ve Moncada, 2001). Fizyolojik kosullarda
mevcut glikozun %80-90"1 glikolitik yolakta metabolize edilirken, %10-20’si anti-oksidan
kapasiteyi destekleyen PPP’'nda kullanilir (Abdul-Ghani ve DeFronzo, 2010; Wamelink,
Struys ve Jakobs, 2008). Ancak, yiksek glukoz konsantrasyonlarinda daha fazla glukoz,
glikolitik yolaga girer, daha fazla piruvat, asetil-koenzimA (asetil-CoA) ve “rediikte NADH”,
NADH uretilir. NADH bir elektron tasiyicisidir. Yiksek glukoz varliginda NADH’in agiri artisi,
mitokondrial elektron transport zincirinde “mitokondrial kompleks-1; NADH-ubiquinone
oxidoreductase”dan elektron kagisina yol agar ve serbest radikal tGretimi baslar (Thomas,
Keeney ve Bennett, 2012; Keeney, Xie, Capaldi ve Bennett, 2006). Oksidatif strese bagli
olarak GSH ve mitokondrial kompleks-1’in aktivitesinde azalma mitokondrial
disfonksiyona sebep olur. (Bharath ve Andersen, 2005). Bizim c¢alismamizda glukoza
maruziyetle ilk 24 saatta yilksek glukozla néronda NMDA reseptdr uyarisi sonucu
meydana gelen ve oksidatif stresin temel sebebi olan NO ile hiicre canliig degerleri
karsilastirildiginda bazi [(NO3+NO,)]/Cc sonuglari geliskili gozikmektedir. Ancak, yliksek
glukoza maruziyetin [(NADPH'-NADP*)-(GSSG-GSH)] sisteminde meydana getirdigi
oksidatif stresin siddeti Q=[(NO3+NO,)]/Cc-MTT/Cc orani ile yani ortamda hiicre basina
uretilen NO’in hiicre basina diigen metabolik aktivitede payl hesaplandiginda, hiicre
canlihiginin tim glukoz konsantrasyonlarinda oksidatif stresle istatistiksel bakimdan

anlamli negatif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Yiksek glukoza maruz kalan her
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hicrenin glikolitik yolaktaki metabolik aktivitesi kadar serbest radikal meydana gelmekte
ve bununla orantili bir antioksidan kapasite kaybedilmektedir. Q=[(NO3+NO,)/Cc-MTT/Cc]
orani ile ortaya ¢ikan oksidatif stres siddetinin, hiicre yasamini belirleyici bir faktor oldugu
gorulmektedir. Bizim calismamizda hiicre canhliginda azalma, oksidatif stresin siddeti ve

mitokondrial fonksiyon kaybinda artma ile birliktedir.

Elde ettigimiz sonuglar, SH-SY5Y insan noéroblastoma hiicrelerinde yiksek
konsantrasyonda glukoz ile slirekli NMDA reseptor uyarisi sonucu meydana gelen cevabin
uyari siresi ile dogru orantili ve bifazik oldugunu, oksidatif stresin siddeti ile total
mitokondrial metabolik aktivitenin ise ters orantih oldugunu gostermektedir. Glukoz
uyarisini izleyen ilk 24 saat icinde SH-SY5Y hiicrelerinin antioksidan kapasitesi %109,9
artan NO kaynakl serbest radikalleri karsilayarak oksidatif stresi %17 disurir. ikinci 24
saatta ylksek glukoz uyarisinin devam etmesi ile bunu karsilamasi gereken antioksidan
kapasitenin yeteri kadar rejenere edilememesi, NO’de %149,3 artis, oksidatif streste ise
%89,7 artisla sonuclanir. ilk 24 saatta oksidatif stresin diismesi ile kontrollara gére %19,3
artan total mitokondrial metabolik aktivite/hlcre canhhg ikinci 24 saatta oksidatif stresin
%89,7 siddetlenmesi ile ilk 24 saata gore %53,95 dliser. Noronlarda yiksek glukoz
konsantrasyonunun mitokondrial membran depolarizasyonu, ROS’nin birikmesi, GSH
diizeyinin azalmasi ve apoptoza sebep oldugu gosterilmistir (Berent-Spillson ve Russell,

2007).

Bizim calismamizda oldugu gibi diger bazi calismalarda NMDA reseptor uyarisina
stiperoksit radikal Uretimi cevabinin bifazik oldugu gosterilmistir (Dugan ve digerleri,
1995; Reynolds ve Hastings, 1995; Sengpiel, Preis, Krieglstein ve Prehn, 1998). NMDA
reseptor uyarisini takiben, 6nce serbest radikal Gretiminde artma olur. Oksidatif stresteki
bu erken artis hiicrelerdeki mevcut antioksidan kapasite ile karsilanmaya calisilir. Daha
sonra uyarinin siresinin uzamasi ile néronda ca* yuklenmesinin devam etmesi,
mitokondrial depolarizasyon, sitokrom c serbestlesmesi ve mitokondrial solunum zinciri
aracithigl ile serbest radikal Gretimini hizlandirir. Nitekim Peng ve digerleri (1998)
dopaminerjik noronlarda uzun suireli ve asirt NMDA reseptor aktivasyonundan sonra
mitokondrial Ca** yiiklenmesinde surekliligin zamanla dogru orantili olarak mitokondrial

disfonksiyona, mitokondrial depolarizasyona ve sitokrom c serbestlesmesine yol agtigini
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gostermislerdir (Peng ve Greenamyre, 1998; Greenamyre, MacKenzie, Peng ve Stephans,

1999).

Bizim calismamizda yiksek konsantrasyonda glukoz bulunan ortama insilin ilavesi SH-
SY5Y hicrelerinin total metabolik aktivitesini ve canh hiicre oranini hem kontrollara hem
de sadece glukoza maruz bulunan hiicrelere nazaran azalttigi tespit edilmistir. Santral sinir
sisteminde insulin reseptoérlerinin néron hicreleri tarafindan eksprese edilmesine
ragmen, néronlarin glukoz transportu ve kullanimi bakimindan insilinden bagimsiz oldugu
kabul edilmektedir (Schuh ve digerleri, 2011). Ancak, noéronlar insiline bagimli
olmamalarina ragmen insiline yanit verirler (Xu ve digerleri, 2004; Toth ve digerleri,
2006). insiilin-bagimh dokularda oldugu gibi néronlarda da insiilin direnci gelisebilmekte
ve mitokondrial biyogenezis bozulmaktadir (Kim, McLean, Philip ve Feldman, 2011). Bizim
calismamizda oksidatif stres ilk 24 saatta %41, ikinci 24 saatta ise %209 artmis, buna
karsin hiicre canlihg birinci 24 saatta ortalama %29,5 ve ikinci 24 saatta ise ortalama
%58,26 azalmistir. Yliksek glukoza 40 pU/ml insllin ilavesi ortamda sadece glukoz
varligina oranla ilk 24 saatta NO Uretimini 1,4 kat, GLUT3 membran flizyonunu %22,2
azaltmistir. Glukoz+insilin uyarisinin ikinci 24 saatta uzamasi ise hem NO Uretimini hem
de GLUT3 membran flizyonunu yaklasik 2,5 kat azaltmistir. Bu bulgular ortama insiilin
ilavesi ile ndéron igine glukoz transportunda azalma oldugunu gostermektedir. De la Monte
ve digerlerinin (2012) bulgularindan farkh olarak SH-SY5Y hiicrelerinde membran
depolarizasyonunun azalmasi ile GLUT3’Un membran translokasyonunun azalmasi ve
bunu izleyen glukoz transportunda ve kullaniminda azalmaya bagli mitokondrial oksidatif
streste artmanin, insiline direng gelismesinin sonucu oldugu distntlmektedir (De la
Monte, 2012). insiilinle uyarilan NO {retiminin inhibe edilmesinin insiilin direncine sebep
oldugu gosterilmistir (Bergandi ve digerleri, 2003). Bizim ¢alismamizda ilk 24 saatta NO
azalmasi %30,4, ikinci 24 saatta %60,5'dir. Santral sinir siteminde insilin direnci, periferik
dokularda oldugu gibi néron tarafindan klasik glukoz tutulumunu etkilemez, ancak
membran depolarizasyonu ile uyarilan glukoz tutulumunu engeller (Talbot ve digerleri,
2012). Uemura ve ark. insilinin, GLUT3’ln noron hicre membranina flizyonunda
herhangi bir roli olmadigini, ancak ndéron hiicre membraninin depolarizasyonuna vyol
acarak noron icine glukoz girmesinde etkili oldugunu gostermislerdir (Uemura ve

Greenlee, 2006).
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Yiksek glukoza maruz kalan SH-SY5Y hicrelerinde ilk 24 sattaki total metabolik
aktivite/htcre canlhgi, glukoza maruziyetin devam etmesiyle ikinci 24 saatta %53,9 azalir.
Ortama insillin ilave edildiginde ilk 24 saattaki azalma %29,5, ikinci 24 saatta ise
%58,26'dir. Ortamda glukoza maruziyet sliresinin uzamasiyla oksidatif stres %117,6
artmis, ortama inslilin ilavesi ile oksidatif stres ilk 24 saatta %41, ikinci 24 saatta ise %209
artmistir. Norodejeneratif hastaliklarda dopaminerjik néronlarin hem vyiksek glukoz
konsantrasyonuna maruziyeti, hem de insilin direncine bagl oksidatif stresin artmasi
mitokondrial disfonksiyona ve apoptoza sebep olmaktadir (Mattson ve digerleri, 1999).
Nitekim yiksek glukozla ikinci 24 saatta apoptoz orani %45’den yiksek glukoz+insilinle
%77'ye cikmistir. Kim ve digerleri (2011) noéronlarda 25mM glukozla 20nM insdlin
konsantrasyonunun 48 saat icinde protein kinaz B (Akt)'nin insilinle fosforilasyonunu
azalttigini insdlin direncine sebep oldugunu gostermiglerdir (Kim ve digerleri, 2011). Son
ve digerleri (2012) ortama 5 nM-1 uM arasinda farkli dozlarda insiilin ilave etmisler ve
yuksek dozda insulinin bizim ¢alismamizda oldugu gibi 48 saat iginde SH-SY5Y

hiicrelerinde insilin direnci meydana getirdigini tespit etmislerdir (Son ve digerleri, 2012).

Néronlara glukoz transportu ve metabolik aktivite insilinden bagimsizdir. insilin kan-
beyin bariyerini 6zgin bir transport sistemi ile gecer ve bircok metabolik olmayan islevleri
vardir (Banks ve digerleri, 2012). Banks ve digerlerine gore insilin transport sisteminin
ortalama saturasyonu 0,5-0,6 pl/g-dakika olup, bircok calismada 0,2 - 1,7 pl/g-dakika
arasinda degistigi ileri sirilmektedir. Bu degisiklikler, NO dizeyi gibi faktorlerle dogal
bagisiklik sisteminin aktivasyonuna baglanmistir (Banks ve digerleri, 2008). Ancak serum
insllin dlzeyi ¢ok yiikseldiginde santral sinir sisteminde de insilin dlzeyi yukselir. Birgok
calismada santral sinir sisteminde insilininin, serum insilininin serum glukozu (izerinde
gosterdigi etkilerin tersine bir etki gosterdigi gdzlenmistir (Schwartz, Figlewicz, Baskin,
Woods ve Porte, 1992). Periferik insulin direnci meydana geldiginde kan insiilin diizeyinde
gorulen yukselme, santral sinir sisteminde de insulin diizeyinin artmasina sebep olur ve
noronlarda serbest radikal Uretimine katkida bulunur. GLUT1 glukozun kan-beyin
bariyerini gegmesinde etkilidir. GLUT3 ise primer olarak noronlar tarafindan eksprese
edilir ve néron igine glukoz transportunda membran depolarizasyonu ile birlikte sinerjitik
etki gosterir (Watson ve Pessin, 2001). GLUT3’lin membran flizyonu ve glukoz transportu

inslilinden bagimsizdir (Uemura ve Greenlee, 2006). Bizim calismamizda ortama yuksek
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konsantrasyonda glukoz ilavesi ile ilk 24 saatta kontrollara gore ortalama GLUT3’de
istatistiksel olarak ®nemli bir artma olmustur. ikinci 24 saatta bu artis yaklasik 2 katina
cikmistir. Yuksek glukoz konsantrasyonu ile uyarilan NMDA reseptor aracili NO artisi,
cGMP/cGK sinyal iletim yolagini uyararak GLUT3’Un plazma membranina
translokasyonunu kolaylastirir.  Membran GLUT3 flzyonundaki artis ise, glukoz
transportunu hizlandirir. Sinaptik NMDA reseptor uyarisi nNOS’in bifazik fosforilasyonuna
sebep olarak néron iginde NO (Uretimini saglar. Sonug¢ olarak; nNOS fosforilasyonu
Uzerinden NMDA reseptorlerinin sinaptik stimilasyonu NO-aracili bir yolakla GLUT3’lin
membran flizyonunu uyararak glukozun hiicre icine girisini hizlandirir (Ferreira, Burnett,
ve Rameau, 2011). Bizim galismamizda da gosterildigi gibi glukozla kronik NMDA uyarisi
GLUT3 diizeyini ylkseltir (Maher, Davies-Hill, Lysko, Henneberry ve Simpson, 1991).
Yiksek glukoz bulunan ortamda SH-SY5Y hiicrelerinin Urettikleri NO’in kontrollara gore
hem ilk, hem de ikinci 24 saatta artmasi, beraberinde oksidatif stresin de artmasina sebep
olur. Buna karsilik total metabolik aktivite ve hicre canhliginin %54,87’ye dismesi,
hiicreye giren yiksek konsantrasyonda glukozun glikolitik yolda metabolize edildiginin,
PPP’na yeteri kadar giremediginden antioksidan kapasitenin rejenere edilemediginin

gOstergesidir.

Yiksek glukoz bulunan ortamda SH-SY5Y dopaminerjik hiicrelerin Grettigi NO ve GLUT3
miktarlari, maruziyet siresi ikinci 24 saata uzayinca istatistiksel bakimdan 6nemli artma
gostermektedir. Oksidatif stresin %117,6 artmasina ragmen GLUT3’lGn 2 kat artmasi,
GLUT3’Gn  membran translokasyonunun ve flzyonununun oksidatif stresten

etkilenmedigini ve NO-aracili bir mekanizma ile gergeklestigini disindirmektedir.

Ortama insilin ilavesi ile Olgllen GLUT3, sadece yuksek glukoz bulunan ortamdaki
hiicrelerin Urettigi GLUT3 degerlerine gore hem ilk hem de ikinci 24 saatta istatistiksel
olarak anlamli bir azalma meydana getirmistir (p<0,05). Bu sirada oksidatif stres artmistir.
insiilin néronlarda peroksit Giretim ve serbestlesmesine sebep olarak oksidatif stresi artirir
(Storozhevykh, Senilova, Persiyantseva, Pinelis ve Pomytkin, 2007; Pomytkin ve Kolesova,
2002). Bu bulgular o6ncelikle insilinin GLUT3 (zerinde dogrudan etkisinin olmadigini
ortaya koymaktadir. ikinci olarak, GLUT3’lin hiicre lizatlarinda 6lciildiigii dikkate alinirsa,

SH-SY5Y hiicrelerinde yuksek glukozla ilk 24 saatta kontrollara gore %50, ikinci 24 saatta
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%80 artan GLUT3 miktarinin glukoz+insilinle énemli oranda azaldigini ve bu azalmanin

NO sentezi ile dogrudan iliskili oldugunu goéstermektedir.

Ortama glukoz+KynA ilave edildiginde ikinci 24 saatta, ilk 24 saata gore SH-SY5Y
hiicrelerinin GLUT3 ve NO sentezinde artma buna karsilik oksidatif streste bifazik azalma
meydana gelmistir. Yiiksek glukoz+KynA’e maruz kalan hiicrelerde, sadece yiiksek glukoza
maruz kalanlara nazaran ilk 24 saatta GLUT3 %55,5 azalirken NO %47,3 azalmis, ikinci 24
saatta ise GLUT3 %33 azalirken NO %61,1 azalmistir. Bu bulgular ortama KynA ilave
edildiginde, SH-SY5Y hicreleri icine glukoz transportunun ilk 24 saatta kontrol altina
alindigini ve béylece glikoliz-aracili oksidatif stresin azaltildigini ortaya koymaktadir. ikinci
24 saatta GLUT3 ekspresyonu birinci 24 saata gore 3 kat artmasina ragmen oksidatif
stresin %11,9 azalmasi ve hicre canhliginin kontrollarin dizeyine gelmesi, néron igine
giren glukozun antioksidan kapasitenin rejenerasyonunda kullanildigini
disindirmektedir. NMDA reseptor GIuN2B blokaji yapan KynA, glukoz transportu ve
oksidatif stresi kontrol altina alarak total mitokondrial metabolik aktiviteyi ve hiicre

canhhigini korumaktadir.

NMDA reseptor aktivasyonu esnasinda ROS’nin kaynagi postsinaptik NADPH-oksidazdir.
NO, NMDA reseptori ile ROS rejenerasyonu arasinda kritik bir kdpriudir (Girouard ve
digerleri, 2009). Ortamdaki yuksek konsantrasyondaki glukoz ve 40pU/ml insiline NMDA
reseptor blokaji yapan KynA ilavesi, bir redoks paradoks olarak insiilinle artan oksidatif
stresin (Goldstein, Mahadev ve Wu, 2005) %84,3 azalmasina sebep olur. Glukoz+insiilin’e
KynA ilavesi ile ilk 24 saatta NO lretiminde %11,5 olan azalma goriilmesine ragmen, bu
miktar glukoz+KynA bulunan ortamda hiicrelerin rettigi NO ile karsilastirildiginda %16,8
oraninda yiiksektir. ikinci 24 saatta ise glukoz+insiilinle %60,5 olan NO azalmasi, KynA
ilave edilince ¢ok az gerilemistir. Sonucta KynA, insiilinle meydana gelen oksidatif stresi
onledigi gibi SH-SY5Y hiicrelerde GLUT3’lin membran flizyonunu %28,5 artirir. Yiksek
glukoz+insilinle ilk 24 saatta MTT=%85,2+1,18 olan ortalama total metabolik aktivite,
ikinci 24 saatta %22,95+1,04’e kadar azalmistir. Ortama KynA ilavesi ile ilk 24 saatta
%104,8’e ¢cikmis, ikinci 24 saatta ise %89,3 artarak 103,9+6,49 olmustur. KynA, ikinci hiicre
siklusunda yiksek glukoz+insiilinle sadece yiksek glukoza gore %209 artan oksidatif stresi

%260,3 azaltarak 0,36+0,01’e dlisirmustiir. Ortama KynA ilavesi ile insilin direncinin
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oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon ve glukoz transportunda azalma gibi bulgular

tamamen ortadan kalkmistir (Bkz Cizelge 4.2., Cizelge 4.8., Cizelge 4.15., Cizelge 4.17.).

Yiksek glukoza bagli asiri miktarda stperoksitler, peroksinitritler ve hidroksil radikalleri
gibi ROS’nin mitokondride birikmesi néronda antioksidan kapasiteyi azaltir. Asirt NADPH
oksidasyonu, noronal depolarizasyon ve apoptozla sonuglanir (Malkov ve digerleri, 2014;
Greene, Stevens, Obrosova ve Feldman, 1999). KynA, glukotoksisiteyi asiri reaktif oksijen
radikali olusumu ve mitokondrial membranin hiperpolarizasyonunu izleyen
depolarizasyonu inhibe ederek onler (Russell ve digerleri, 2002). Nitekim diyabette
hipergliseminin  oksidatif stresle birlikte oldugu ve mitokondrial membran
hiperpolarizasyonunu izleyen depolarizasyonla noronal apoptoz meydana geldigi
gosterilmistir (Vincent, Brownlee ve Russell, 2002). Bizim ¢alismamizda KynA, hem yiiksek
glukoza bagli, hem de yiksek glukoz+insiiline bagli oksidatif stresi basarili bir bicimde
inhibe ederek, total mitokondrial metabolik aktiviteyi ve hicre canhligini kontrollarin
diizeyine cikarmis, instlin direncini onlemistir (Bkz Cizelge 4.2., Cizelge 4.8., Cizelge 4.15.,

Cizelge 4.17.).

NMDA reseptori Gzerinden nNOS’un aktivasyonu ile NO sentezinde artmaya sebep olur.
Noronlar sadece kendi Urettikleri NO’i kullanabilirler (Girouard ve digerleri, 2009). nNOS
kaynakli NO, NMDA reseptor aracili ROS’nin Uretiminde mutlak bir gereksinim olmasina
ragmen, bir antioksidan olarak da serbest oksijen radikalleri ile reaksiyona girer ve

antioksidan kapasite icinde yer alir (Pacher, Beckman ve Liaudet, 2007).

Yapilan c¢alismalar, asiri Giretilen NO’le meydana gelen toksisitenin sliperoksit anyonlari ile
peroksinitrit olusumuna bagh oldugunu géstermistir (Lipton ve Rosenberg, 1994). Once
akut dénemde NO ve Ca®* iyonlarinin birikimine bagli mitokondrial disfonksiyon ortaya
¢ikar, sonra silperoksitlerin tek basina veya NO ile birlikte peroksinitrit meydana
getirmesinden sonra ROS ve RNS kaynakli nérotoksisite goruliir (Brorson ve Zhang, 1997;
Hughes, 2008). Primer antioksidan kapasiteyi olusturan GSH noéronlarda ROS/RNS’ne bagh
oksidatif stresi onleyen en 6nemli bilesiktir. GSH’un azalmasi ndronal hicreleri NO
toksisitesine duyarli hale getirir (Aquilano, Baldelli, Cardaci, Rotilio ve Ciriolo, 2011).

Ancak néronda GSH diizeyinin artmasi igin 6nce nNOS ekspresyonunun ve NO Uretiminin
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gerekli oldugu gosterilmistir. Ancak bundan sonra NO toksisitesi tamponlanabilmektedir
(Baldelli, Aquilano, Rotilio ve Ciriolo, 2008). Hiicresel ve mitokondrial GSH seviyesinde
akut azalma, NO-aracili bir mekanizma ile mitokondrial kompleks-1’in azalmasina sebep
olur (Chinta ve Andersen, 2006). Nitekim noron o6limine sebep olan mitokondrial
kompleks-1 inhibisyonunda primer sebebin GSH azalmasini takiben NO Uretiminde artma
oldugu anlasilmistir (Hsu, Srinivas, Kumar, Subramanian ve Andersen, 2005). Néronlarda
superoksitler, asirt NMDA uyarisi sonucu fazladan uretilen NO ile reaksiyona girerek, ROS
ve peroksinitritleri meydana getirirler. Bunlar da proteinlerin, lipidlerin ve DNA’nin
oksidasyonuna yol acar (Sabens Liedhegner, Gao ve Mieyal, 2012). Bizim ¢alismamizda
kullanilan ve ylksek glukozla meydana gelen oksidatif stres sonucu NADPH’ye bagh
hiicresel total metabolik aktiviteyi gosteren MTT redoks kontrol yonteminde, ortamdaki
canh hucreler tarafindan iretilen NO’in meydana getirdigi oksidatif stresin siddeti, NO’in
canh hticrelerde [NADPH+-NADP+]-[GSSG-GSH] donglisiiniin fonksiyonu olan MTT/Cc’ye

orani ile belirlenmistir.

SH-SY5Y insan noéroblastoma hicreleri nNOS(+) ndéron hicreleri olup NMDA reseptor
uyarisi ile nNOS eksprese ederler ve NO dretirler (Lin, Wu, Wei ve Shen, 2014).
Dopaminerjik hiicre kiltiirlerinde bazal endojen nNOS ekspresyonu toksik etkilere karsi
antioksidan ve koruyucu iken asiri eksprese edildiginde hizla serbest radikal meydana
gelmesine ve hiicre olimine yol acar (Brzozowski, Alcantara, Iravani, Rose ve Jenner,
2011). nNOS ekspresyonu, NMDA reseptor uyarisi ve norotoksisite arasinda énemli bir
baglanti meydana getirir ve néron hiicre kiltirlerinde norotoksisite, nNOS inhibitorleri ile
blylk oOlcide azaltilabilmektedir (Dawson ve Dawson, 1996). Distik nNOS aktivitesiyle
meydana gelen disik konsantrasyonlarda NO’in peroksit-aracili hiicre hasarini engelledigi
dikkate alinarak (Wen, Perez, Green, Sarkar ve Simpkins, 2004) bizim c¢alismamizda
oncelikle yiksek glukoz konsantrasyonu ile devam eden NMDA reseptor uyarisi ve nNOS
aktivasyonu karsisinda ndron hasarini en az diizeye indirmek igin ortama ilave edilecek

nonspesifik bir NNOS inhibitori olan L-NAME’in optimal dozu 25uM olarak belirlenmistir.

Ortamdaki yuksek glukoza 25uM L-NAME ilave edildiginde, sadece yiiksek glukoza maruz
bulunan hiicrelere goére ilk 24 saatta NO Uretiminde %33,4 azalma olmasina ragmen

oksidatif stres %91 artmis, hiicre canhligl ise %21,6 azalmistir. Ancak ikinci 24 saatta
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ortama sadece glukoz ilave edilen SH-SY5Y hiicreleri ile glukoz+L-NAME ilave edilen
hiicreler karsilastirildiginda; L-NAME ilavesi ile NO sentezi %57,2 diiserken GLUT3 dizeyi
%55,5, oksidatif stresin siddeti ise %37,8 azalmistir. L-NAME ile ikinci hicre siklusunda
oksidatif stresin azalmasi total metabolik aktivitede %79,9 artis meydana getirmistir. Bu
bulgular, noéron icine glukoz transportunda azalma ile NO sentezi ve oksidatif stresin

azaldigini ve hiicre canlihiginin ters orantili olarak arttigini ortaya koymaktadir.

NO diizeyinin azalmasina ragmen artan oksidatif stres NO toksisitesinin en onemli
antioksidani olan GSH’in rejenere edilemedigini ve noéronal hicrelerin endojen NO
sentezine karsi duyarliigini artirdigini gostermektedir. Aquilano ve digerleri (2011) de
bizim calismamiz da oldugu gibi, ilk 24 saatta ortamda L-NAME olmasina ragmen NO
dizeyinde ylikselme tesbit etmisler ancak, bu yikselmenin sebebi olabilecek diizeyde bir
nNNOS ekspresyonu bulamadiklarini bildirmislerdir (Aquilano ve digerleri, 2011). Sadece
glukoz bulunan ortamdaki GLUT3 diizeyinin L-NAME ilavesi ile azalmasinin, néron igine
glukoz transportunun azalmasi ve nNOS inhibisyonu ile birlikte NMDA reseptor

aktivitesinde azalma meydana geldigini disindlirmektedir.

ilk 24 saatta glukoz+insiilinle meydana gelen NO birikimi ortama L-NAME ilave edilmesi ile
daha da yikselmistir. NO birikimindeki bu artis GLUT3 diizeyindeki artisla uyumlu olup,
oncelikle glukoza bagh oksidatif stresin antioksidan kapasiteyi tiiketmesi sonucu yeterli
NO tamponlamasi yapilamadigini, ikinci olarak da ortamda biriken NO’in ilk hicre
siklusunda nNOS aktivitesinde artma ile ilgisi olmadigini ortaya koymaktadir. Paradoks
olarak goziuken bu durum, ortamda bulunan NO’in ilk 24 saatta yani birinci hicre

siklusunda hiticre canliligini fazla etkilemedigini gostermektedir.

Bulgularimiz L-NAME ile nNOS blokajinin ancak ikinci 24 saatta etkili oldugunu
gostermistir. Bu bulgu Aquilano ve digerlerinin (2011) bulgularini desteklemektedir
(Aquilano ve digerleri, 2011). Bizim ¢alismamizda L-NAME ile ikinci 24 saatta NO miktari
%57,2 azalirken oksidatif stresin siddeti de bununla uyumlu olarak %37,8 azalmis
(Girouard ve digerleri, 2009), GLUT3 ise %55,5 oraninda diismustir. Ortama glukoz+L-
NAME+insilin ilave edildiginde ilk 24 saata gore ikinci 24 saatta NO'de %49,6 azalma

olurken, GLUT3'de %11,1 azalma meydana gelmistir. Bu bulgular SH-SY5Y hiicrelerinde
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yuksek glukoz uyarisi ile meydana gelen NMDA reseptor aktivasyonu aracili nNOS
aktivasyonunun L-NAME ile azaltilmasinin néron icine glukoz transportunu da azalttigini
gostermektedir. GLUT3 noronlarda glukoz transportunu kolaylastiran bir tastyicidir. Ancak
noronal aktivitenin GLUT3 ile noron icine glukoz tasinmasinda nasil etkili oldugu
bilinmemektedir. Sinaptik aktivite membrana GLUT3 translokasyonunu artirarak
intrandronal glukoz transportunun artmasini saglar. Bu etkinin NMDA reseptor blokaji
veya nNOS inhibisyonu ile bloke edildigi, NMDA reseptor uyarisi ile arttigi bilinmektedir
(Ferreira ve digerleri, 2011). NMDA reseptor-aracili NO sentezinin KynA etkisi ile tim
glukoz konsantrasyonlarinda, ortamda sadece glukoz bulunan SH-SY5Y hiicre kiltirlerine
nazaran ikinci 24 saatta GLUT3 diizeyini ortalama %33 azalttig1 gosterilmistir (p<0,05).
KynA ile elde edilen hem ilk 24 saattaki GLUT3 degerleri, hem de ikinci 24 saattaki GLUT3

degerleri istatistiksel bakimdan farkli bulunmustur.

Bu bulgular, yliksek glukoz konsantrasyonunda GLUT3 diizeylerinin insiilinden bagimsiz
oldugunu ancak glukoz+insilin kombinasyonunda artan oksidatif stresin siddetinden
etkilendigini dustndirmektedir. Aslinda noéron dejenerasyonunun GLUT3 dizeyini
azalttig1 ileri sidrilmekle birlikte eriskin noronlarda metabolik aktivite ile GLUT3
ekspresyonunun iliskili olup olmadigi tartismalidir. Ortamda 1-2 mM gibi dislk
konsantrasyonlarda glukoz bulundugunda GLUT3 néron transport sisteminin glukoza
yiksek afinite gostermesi ve enerji acigini kapatmaya calismasi 6nemlidir. Noronal
farkhlasma ve distk glukoz diizeyi GLUT3 ekspresyon kapasitesini de artirir (Maher,
Vannucci ve Simpson, 1994). GLUT3, ayni zamanda néronlarda yliksek enerji gereksinimi
oldugu zaman ekspresyonu artan bir glukoz tasiyicisi oldugundan, 6zellikle disiik glukoz
konsantrasyonlarinda noronlarda glukoz kullanimi GLUT3 ekspresyonunu etkiler (Simpson
ve digerleri, 2008). GLUT3’ln, hem glukoza afinitesi GLUT1, 2, 4'den daha fazla hem de
GLUT1 ve 4’den bes kat daha fazla transport kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu
Ozellikleri nedeniyle sinaptik terminal membranlardaki GLUT3 6zellikle néronal glukoz
transportunda o6nemlidir. Cunki serum glukoz konsantrasyonu 5-6 mM iken néron
cevresindeki glukoz konsantrasyonu sadece 1-2 mM gibi diisiik bir diizeydedir (Simpson

ve digerleri, 2008; Leino, Gerhart, Van Bueren, McCall ve Drewes, 1997).
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Bizim ¢alismamizda ortama ilave edilen glukoz konsantrasyonlari 8,3 mM-13,9 mM gibi
oldukca vyiiksek dizeylerde olmasina ve kullanilan SH-SY5Y hicrelerinin ndronal
farklilasma gostermeyen hicreler olmasina ragmen ikinci 24 saatta ortamdaki glukoz
konsantrasyonu ve NO diizeyinde kontrollara gére %149,3 artma ile birlikte GLUT3 de
%80 gibi oldukca yiiksek diizeye cikmistir. Bu nedenlerle Simpson ve digerlerinin (2007)
calismasinda oldugu gibi (Simpson, Carruthers ve Vannucci, 2007), bizim ¢alismamizda da
SH-SY5Y hiicrelerinde GLUT3’lin glukoz transport kapasitesini artiran sistemin, insilinden
bagimsiz ve NO diizeylerine duyarli oldugunu distinmekteyiz. Yiksek konsantrasyonda
NO, noronlarda sitokrom c oksidaz aktivitesini inhibe ederek mitokondrial enerji Gretimini
azaltir. AMP diizeyinde artma, glikolitik yolagin diizenleyicisi olan 6-fosfofrukto-1-kinaz ile
birlikte GLUT3’i aktive eder. Néron NO ve peroksinitritlere son derece duyarlidir. Bu
uyariya ragmen noronlar, peroksinitritlerle mitokondrial inhibisyondan sonra glikolitik
aktivitelerini artiramazlarsa enerji yoklugu ile olurler (Bolafios, Heales, Land ve Clark,
1995). Bizim ¢alismamizda yilksek glukoz konsantrasyonlari ile karsi karsiya bulunan SH-
SY5Y hiicre lizatlarinda olclilen GLUT3 degerleri, bu hicrelerin ortamdaki glukoz
konsantrasyonunda artma ile birlikte GLUT3 Urettiklerini gostermektedir. Ortama
40pU/ml insilin ilavesi ile GLUT3 %61’e kadar dismiustir. Bu bulgu, GLUT3’lin membran
fiizyonunun insiilinden bagimsiz oldugunu ortaya koymaktadir. Aslinda GLUT3’lUn néron
plazma membranina translokasyonunun membran hiperpolarizasyonu ile beraber oldugu
ve GLUT3 ekspresyonunun olmamasinin, hiperpolarizasyonu onledigi ve néron 6limii ile
sonuglandigl gosterilmistir (Weisova, Concannon, Devocelle, Prehn ve Ward, 2009).
Glukoz+insiilin’e maruz kalan hiicrelerde GLUT3 %61 azalirken hiicre canhlik orani %58,2
azalarak %22,95+1,04’e dusmustir. Noronda insulin reseptdr otofosforilasyonu igin
mitokondride insilin-aracili peroksit tiretimine gerek vardir. Noronda peroksit tiretiminin
engellenmesi, hem insilinle uyarilan peroksit serbestlesmesini hem de insdlin
reseptoriniin insiilinle otofosforilasyonunu inhibe etmektedir (Storozhevykh ve digerleri,
2007; Pomytkin ve digerleri, 2002). Bizim g¢alismamizda da ortama glukoz+insiilin
ilavesinin oksidatif stresi artirdigi gosterilmistir. Mitokondrial ROS Gretiminin inhibisyonu,
insilinle indiklenen peroksit serbestlesmesini ve insiilin reseptor otofosforilasyonunu
engeller. Ancak fonksiyonel mitokondri, bir insulin-duyarl peroksit kaynagidir ve insulin

reseptdr aktivasyonunu destekler. insilin direncinin gelismesinde asil dnemli faktoriin
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mitokondrial disfonksiyon oldugu goésterilmistir (Pomytkin, 2012; Chance, Sies ve Boveris,

1979).

Canabal ve ark. 2,5 mM glukoz + 5 nM insilinle NO Gretiminin %40 artarken sadece 5 mM
glukozla %1,3 arttigini gostermislerdir. Ortama memeli rapamisin hedefi (“mamalian
target of rapamycin”, mTOR) inhibitorii veya AMPK aktivatori ilave edilmesi, ortamda
yuksek glukozun varliginda insiline cevap olarak NO Uretimini artirmistir. Canabal ve
digerlerinin (2007) calismasinda yiksek glukoz konsantrasyonunun, mTOR’u aktive etmek
sureti ile insulinle uyarilan NO Uretimini bloke ettigi anlasiimistir (Canabal ve digerleri,
2007). Bu mekanizma ile insilin-aracili NO sinyal iletiminin durdugu ve insilin-aracili NO
Uretiminin azalmasinin insilin direncine sebep oldugu ileri sirilmektedir. Bizim
¢alismamizda da glukoz+insilin ile ikinci 24 saatta NO %60,5 azalirken, oksidatif stres
%209 artmistir. Ortamda yliksek konsantrasyonda glukoz varhgi, bir enerji senséri olan
AMPK’nin inhibisyonu ile mTOR aktivitesini artirmaktadir (Harrington, Findlay ve Lamb,
2005; Tzatsos ve Kandror, 2006). mTOR aktivasyonu, insiilin reseptor alt Unitesinin
fosforilasyonunu onleyerek PI3K’I aktive eder (Tzatsos ve Kandror, 2006). mTOR inhibe
edilmeden insilin direncinin 6nlenemedigi ileri stiriimektedir (Ueno ve digerleri, 2005).
Bizim calismamizda, mTOR aktivitesine bakilmadi ancak ortama sadece yiiksek glukoz
ilave edilmesi ile elde edilen ortalama NO diizeyi, ortama glukoz+insilin ilavesi ile ilk 24
saatta %30,4 azalmis, ikinci 24 saatta ise ortalama NO dizeyindeki bu azalma %60,5

olmustur. Bu bulgular Canabal ve digerlerinin (2007) bulgularini desteklemektedir.

Hidroksil ve peroksinitrit gibi radikallerin Gretiminde artma ile meydana gelen NO aracih
dopaminerjik néron hasari sitokrom oksidaz, mitokondrial kompleks- 1’e ek olarak,
GAPDH inhibisyonu; DNA hasari, poli(ADP-riboz) sentaz, lipid peroksidasyon ve protein
oksidasyonunun aktive olmasi ile birliktedir (Ebadi ve Sharma, 2003). GAPDH, SH-SY5Y
hiicrelerinde yaygin olarak bulunan klasik bir glikolitik enzimdir (Nakajima ve digerleri,
2009). Asirt NADH" olusumu, mitokondrial siiperoksitlerin asiri tiretimine ve daha fazla
ROS ve RNS meydana gelmesine sebep olur. Ozellikle NO, basta sitoplazmik proteinler
olmak Uzere plazma ve ekstraselliler proteinlerle etkilesime girerek sitoplazmik bir
protein olan GAPDH’In aktif merkezindeki redoks-duyarl sistein (Cys)-149 ve 152

molekdllerini okside etmek sureti ile GAPDH'1 inaktive eder (Rivera-Nieves, Thompson,
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Levine ve Moss, 1999; Mohr, Stamler, Brine, 1994). nNOS’un uyarilmasi ve NO
sentezinde artma GAPDH’In S-nitrozilasyonuna sebep olarak, enzimin nikleer
translokasyonunu saglar. Burada niikleer proteinlerin yikilmasi sitotoksisite ve apoptozla
sonuclanir (Hara, Cascio ve Sawa, 2006). Sonucta glikolizis ve “Krebs” siklusu ile glukoz
metabolize edilemez ve gliseraldehit-3-fosfat (G3P) birikir. GAPDH’In inaktive olmasi ile
yiksek glukoz konsantrasyonuna yanit olarak ge¢c donemde poliol yolagi aktive olur (Tang,
Martin ve Hwa, 2012). Hiicre membranlari redoks sistemi, redoks dengeyi saglayabilmek
icin NAD*/NADH oranini yiiksek diizeyde tutmaya calisir (Merker, Bongard, Kettenhofen,
Okamoto ve Dawson, 2002). Ortama 50 mM glukoz ilave edildiginde poliol yolaginda
glukoz, aldoz rediiktazin katalitik etkisi altinda NADPH ile birlesmekte ve sorbitol ile
NADP" meydana gelmektedir. Sorbitol ve NAD, sorbitol dehidrogenazin etkisi ile d-fruktoz,
NADH ve H® olur. Sonucta [NADP*/NADPH] orani artar (Travis, Morrison, Clements,
Winegrad ve Oski, 1971). Aslinda poliol yolagi kendi basina bir oksidatif stres kaynagidir.
Poliol yolaginda aldoz rediiktaz, NADP™-aracili bir reaksiyonla glukozu sorbitole rediikte
eder ve ROS birikimi meydana gelir (Tang ve digerleri, 2012). Poliol yolaginda NADPH’nin
iki basamakli bir reaksiyonla NADH’ye déniismesi, NADH ile NAD® arasinda redoks
dengesizlik meydana getirir. NADH iceriginin artmasina bagli olarak NAD*/NADH orani
azalir ve rediiktif stres gelisir. Néronal 6lim, hiicresel NAD" diizeyine baglidir. NAD*
diizeyinde disme glikolizisde ve ATP sentezinde yetersizlik sonucudur (Liu, Pitta ve
Mattson, 2008). Poliol yolaginin ilk basamaginda NADPH’in harcanmasina bagli olarak
okside glutatyondan, GSH rejenerasyonu azalir. Buna paralel olarak néron antioksidan
kapasitesi azalir ve ROS artmasi ile de oksidatif hasar meydana getirir. Aslinda oksidatif
stres esnasinda glikolizis inhibe edilerek, glukoz antioksidan PPP yolaginda kullanilir ve
glutatyon disllfidin rediikte edilmesi icin gerekli NADPH dretilir. Sonucta antioksidan
kapasitesi son derece sinirli olan néronda eneriji tretimi yerine antioksidan PPP yolaginda
GSH rejenerasyonu olur (Bolafios ve Almeida, 2010). Disuk diizeyde NO, noronda
glikolizis ve PPP yolaginda glukoz kullanimi arasinda dengenin kurulmasi ve antioksidan
kapasitenin artiriilmasinda rol oynar (Bolafos, Delgado-Esteban, Herrero-Mendez,

Fernandez-Fernandez ve Almeida, 2008).

NO’in noronlarda oksidatif hiicre hasarina katkisi ayrintili olarak bilinmektedir. NMDA

reseptdr aktivasyonu ile ortaya c¢ikan nNOS aktivasyonu, peroksinitritlerle MPTP’larin
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acilmasi veya poli-ADP-riboz polimeraz aktivasyonuna bagli olarak toksik etki meydana
getirir (Brown, 2010). nNOS’un mitokondrial hasar meydana getirerek noéronal apoptoz
veya noronal nekroza sebep olmasinda, NO’in peroksinitrit, NO,, N,O3 ve nitrozotiyol gibi
bircok reaktif maddeye doniismesinin rolli bilyliktir (Brown ve Bal-Price, 2003). Diger
taraftan NO ve S-nitrozoglutatyon (GSNO), antioksidan &zellikleri nedeni ile dopaminerjik
noronlari, hidroksil radikallerinin meydana getirdigi oksidatif stresten baslica 3
mekanizma ile korur; 1. Fenton reaksiyonunu yani demirle uyarilan hidroksil radikal
olusumunu inhibe ederek, 2. Lipid peroksidasyonu inhibe ederek, 3. GSH'un antioksidan
etkisini artirarak, oksidatif stresi oOnler (Chiueh ve Rauhala, 1999). [GSH-GS-
GSNO/NO+GSSG-GSH] yolagi néronun antioksidatif direng sisteminde son derece
onemlidir (Chiueh, 1999). Peroksinitritlerin oksidatif etkisi GSNO ile tam olarak, GSH ile
ise kismen onlenir (Rauhala, Lin ve Chiueh, 1998). Ayrica, nNOS ile meydana getirilen
distk konsantrasyonlarda NO, antioksidan etki gostererek peroksit-aracili hiicre hasarini
da engeller (Wen, Perez, Green, Sarkar ve Simpkins, 2004). Bizim ¢alismamizda ilk 24
saatta ylksek glukozla tretilen NO miktari yiiksek olmasina ragmen oksidatif stres siddeti
disuk (ortalama Q/Glukoz=0,34+0,03) ve ortalama hiicre canliligi yiiksektir ( %119+5,6).
ilk 24 saatta ortamda bulunan NO ve GSH antioksidan &zelligi nedeni ile glukozla meydana
gelen oksidatif hasara karsi, dogrudan néron koruyucu etki gosterir ve bu slirecte mevcut
GLUT3 diizeyi ile néron icine glukoz transportu ve glikolizis ile SH-SY5Y hiicrelerinin
antioksidan kapasitesi tliketilir (Fernandez-Tomé, Lizasoain, Leza, Lorenzo ve Moro,
1999). Ancak ikinci 24 saatta nNOS’un da aktive olmasi ile NO Uretimi artar ve oksidatif
stres de yaklasik 2 kat artar. NO’in 1,4 kat artmasi ile GLUT3 2 kat artar. Buna karsilik total
metabolik aktivite ve hiicre canlihgl 2 kat azalir. Yiksek glukozla NMDA reseptdr uyarisi
ikinci 24 saatta asiri NO Uretimi ve RNS olusumunu hizlandirarak mitokondrial hasara ve
ndronal apoptoza sebep olur (Nomura, 2004). ikinci 24 saatta liretilen NO ve ortalama
oksidatif stres anlamli bicimde artarken, hiicre canlligi dismistir. Noron ici antioksidan
kapasitenin tuketilmesi ile meydana gelen GSH dizeyi degisikliklerinin, NO’in nérotrofik
etkisinin norotoksik hale gelmesine yol agarak asiri serbest radikal olusumu ile birlikte
apoptoza yol actigl daha 6nce gosterilmistir (Canals, Casarejos, De Bernardo, Rodriguez-
Martin ve Mena, 2001). Buna karsilik diisik konsantrasyonlarda NO’in ise mitokondrial
depolarizasyona yol acarak mitokondrial Ca®* tutulumunu ve ATP Gretimini azalttig: ileri

surilmektedir (Keelan, Vergun ve Duchen, 1999).
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Noronal NOS(-) farelerin insiline direncli oldugu gorilmistir (Shankar, Wu, Shen, Zhu ve
Baron, 2000). Yiksek glukoz varliginda meydana gelen yiiksek konsantrasyonda NO,
mitokondrial [NADPH*-NADP"] —[GSSG-GSH] déngiisiine bagh serbest radikal {iretiminde
rol oynayarak oksidatif stresi artirir. Ortamdaki glukoza insilin ilave edildiginde NO’in
meydana getirdigi oksidatif stres, L-NAME ilavesi ile %81 azalmistir. NADPH"ye bagl total
mitokondrial metabolik aktivite, oksidatif stresle ters orantili bir degisim goéstermektedir.
ilk 24 saatta ortamda sadece glukoz oldugunda meydana gelen oksidatif stres, insiilin
ilavesi ile %41 artarken total metabolik aktivite %29,5 azalmistir. Glukoz+insiiline maruz
bulunan hiicrelerde meydana gelen oksidatif stres, ortamda glukoz+insiilin’e L-NAME
ilave edildiginde gorilen oksidatif stresle karsilastirildiginda ilk 24 saatta sadece %10,4
azalmistir. Buna karsilik total metabolik aktivite %15,49 artmistir. Oksidatif streste olcllen
%14,6 fark, ilk hiicre siklusu sirasinda ortamda bulunan NO kaynakl radikallerin, nNOS’tan

bagimsiz oldugunu goéstermektedir.

Bizim calismamizda ortama glukoz+insiilin+L-NAME ilave edildiginde, hem ilk ve ikinci 24
saatta MTT ile Olglilen total mitokondrial metabolik aktiviteler arasinda hem de birinci ve
ikinci hiicre siklusu ile kontrol grubu hiicrelerinin total metabolik aktiviteleri arasinda

istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadigi saptanmistir.

Ortama glukoz+insiilin’e L-NAME ilave edildiginde ikinci 24 saatta NO sentezinde azalma
%21,8 olarak bulunmustur. Bu sirada glukoz+insilin+L-NAME’e maruz bulunan hiicrelerin
ilk 24 saatta lrettikleri NO miktari ikinci 24 saatta %49,6 oraninda dlismustiir. Bu bulgular,
Glukoz+insilin bulunan ortamda 25uM L-NAME’in ancak ikinci 24 saatta SH-SY5Y
hiicrelerinde 6nemli o6lciide nNOS inhibisyonu yaptigini gostermektedir. Ortamda
glukoz+insilin varken oksidatif stres ilk 24 saatta ortama sadece yiksek glukoz ilave
edilen hiicrelere gore %41, ikinci 24 saatta ise %209 artmistir. Ayni ortama L-NAME ilave
edilmesiyle oksidatif stres ortamda glukoz+insilin bulunan hicrelere gore ilk 24 saatta
daha az artmis, ikinci 24 saatta ise sadece yiiksek glukoza gére %259 azaltarak 2,29+0,08’e
ylkselen oksidatif stresi 0,37+0,01’e distirmistir. Bu durum ikinci 24 saatta L-NAME ile
nNNOS inhibisyonunun meydana gelmesinden kaynaklanmaktadir. Lin ve digerleri bizim
calismamizda oldugu gibi, NMDA reseptor uyarisi ile meydana gelen NO’in nNOS kaynakli
oldugunu gostermislerdir (Lin ve digerleri 2014). Yiksek glukoz uyarisi ile SH-SY5Y
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hiicreleri tarafindan Uretilen NMDA reseptor aracili NO ancak ikinci 24 saatta buyuk
Olclide dogrudan nNOS aktivitesine baghdir. Asiri NO Uretiminin nonspesifik nNOS
inhibitori L-NAME ile azaltilmasi total metabolik aktiviteyi ve hiicre canliligini
(MTT=%99,29+4,34), hem sadece yliksek glukoza maruz bulunan (MTT=%54,87+3,35),
hem de ylksek glukoz+insiiline maruz bulunan (MTT=%22,95+1,04) hiicrelere nazaran
blyik oranda artirmaktadir. Bu bulgular, SH-SY5Y hiicrelerinin yiksek glukoza maruziyeti
sonucu NMDA reseptor aktivasyonu ile meydana gelen NO ve ROS/RNS dretiminin ayni
sinyal iletim yolaginda yer aldiklarini ortaya koymaktadir. Ortamda GSH’un tiiketilmesi ile
artan oksidatif stres, erken evrede baslayan glikolizisin inhibe edilerek nitrozatif strese
karsi PPP yolaginda GSH’un yeniden rejenere edilmesini saglar (Bolafios ve Almeida,
2010). Nitekim Aquilano ve digerlerine (2011) gore hiicre kiltiri ortamina GSH diizeyini
azaltan bdtiyonin sulfoksimin ilave ettikten sonra NO o&l¢uimleri ile nNOS aktivitesi
analizlerini yapmislar ve GSH azalmasinin bazal diizeyde nNOS ile énemli miktarda NO

birikimine sebep oldugunu gostermislerdir (Aquilano ve digerleri, 2011).

Hem glukoz+insilin bulunan ortamla, glukoz+insiilin+L-NAME bulunan ortam arasinda,
hem de glukoz+L-NAME ile glukoz+insilin+L-NAME bulunan ortam arasinda SH-SY5Y
hiicrelerinin GLUT3 ekspresyonlari bakimindan istatistiksel bakimdan bir fark yoktur. Bu
bulgular NO sentezi baskilandiginda instlinin, ylksek glukoz konsantrasyonu ile meydana
gelen oksidatif strese ve NO Uretimine bir katkisinin olmadigini ve NO ile GLUT3 arasindaki

regllasyonunun bozuldugunu gostermektedir.

Aslinda NMDA reseptor aracii NO artisi, cGMP/cGK sinyal iletim yolagini uyararak
GLUT3’Gn plazma membranina translokasyonunu kolaylastirir.  Membran GLUT3
miktarindaki bu artis, glukoz transportunu hizlandirir. Sinaptik NMDA reseptdr uyarisi
nNOS’In bifazik fosforilasyonuna sebep olur ve néron icinde NO Uretimini saglar. nNOS
fosforilasyonu Uzerinden NMDA reseptorlerinin sinaptik stimilasyonu NO-aracih bir
yolakla GLUT3’G4n membran ekspresyonunu uyarir ve glukozun hicre igine girisini
hizlandirir (Ferreira ve digerleri, 2011). Bizim ¢alismamizda elde edilen bulgulara gore,
yuksek glukoz konsantrasyonuna bagli NMDA reseptor aktivasyonunun sebep oldugu NO-

aracth GLUT3 membran translokasyonu, néron icine glukoz girmesinde o6nemli bir
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mekanizmadir. Ancak nNOS inhibisyonu NO’in, GLUT3’lin membran flizyonu Uzerindeki

kontrolunu azaltmaktadir.

NMDA reseptorleri hem sinaptik hem de ekstrasinaptik yerlesim gosterirler (Harris ve
Pettit, 2007; Thomas, Miller ve Westbrook, 2006). Sinaptik NMDA reseptor aktivitesi
noron yasaminin sirdiridlmesi icin 6nemlidir. Ekstrasinaptik NMDA reseptor aktivasyonu
ise daha ¢ok néron hasarina sebep olur (Zhang ve digerleri, 2007). Néron hasarina sebep
olan uyarinin derecesi sinaptik ve ekstrasinaptik NMDA reseptorlerinin aktivasyon
siresine ve buyukligiine baghdir (Zhou, Hollern, Liao, Andrechek ve Wang, 2013). Tek
basina veya sinaptik NMDA reseptor aktivasyonunun varliginda, ekstrasinaptik NMDA
reseptdr aktivasyonu ile néron icine asiri Ca®" girisi, mitokondrial disfonksiyon ve hiicre
olimd ile sonuglanir (Hardingham ve digerleri, 2002). Fonksiyonel NMDA reseptoérleri;
GluN1, GIuN2A-D, GIuN3A-B gibi farkli alt Gnitelerden meydana gelmis bir tetramerdir (Al-
Hallag ve digerleri, 2007). Esansiyel bir amino asit olan triptofanin, kintirenin yolaginda
metabolize olmasi ile diger norotoksik metabolitlerin yaninda meydana gelen KynA,
NMDA reseptérlerini bloke eden tek endojen bilesiktir ve NMDA reseptoriiniin kompetetif
antagonistidir (Bkz Sekil 5.1.) (Stone, 2000; Luccini ve digerleri (2007) NMDA
reseptorlerinde glutamaterjik uyarinin submikromolar konsantrasyonda (0.01-1 pM)
KynA ile etkin bicimde antagonize edildigini gbstermislerdir (Luccini ve digerleri, 2007).
NMDA reseptor-aracili oksidatif stres mitokondrial disfonksiyona sebep olmaktadir.
Spesifik NMDA reseptdr antagonisti KynA, ayni zamanda a7nAChR reseptor ve AMPA
reseptorlere de baglanmaktadir (Sas ve digerleri, 2007). KynA’in, a7nAChR inhibisyonu
yapma dozunun ortalama 7 puM oldugu gosterilmistir. GABAerjik etkiyi azaltma dozu ise
20-200 uM olarak bildirilmektedir (Albuquerque ve Schwarcz, 2013). Bazi arastiricilar
KynA’in ylksek milimolar konsantrasyonlarda bile a7nAChR uzerinde inhibitor etkisi
oldugunu gosterememislerdir (Mok ve digerleri, 2009; Dobelis ve digerleri, 2012.). Aslinda
SH-SY5Y hicrelerinin eriskin kolinerjik fenotipi, retinoik asit ile diferansiye olmus
hicrelerdir. Bunlar ylksek miktarda kolin asetil transferaz eksprese ederler (Pahlman ve
digerleri, 1984; Adem, Mattsson, Nordberg ve Pahlman, 1987). Ayrica diferansiye SH-SY5Y
hiicrelerinin antioksidan kapasitesi de yiiksektir (Schneider ve digerleri, 2011). insanlarda
30 mM’a kadar yiksek konsantrasyonda glukoz varliginda santral sinir sistemi KynA

sentezinin baskilanmadigi ileri sirilmektedir. Asiri glukoz, ROS dUretimini artirarak
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mitokondrial oksidatif fosforilasyonu engeller. Asiri miktarda serbest oksijen radikali
Uretimi, non-enzimatik protein glikasyonuna, kaspaz aktivasyonuna ve intranéronal enerji
metabolizmasinin bozulmasina sebep olarak glikotoksisiteye bagli ndrotoksisitenin
gelismesi ile sonuglanir (Brownlee, 2001; Russell ve digerleri, 2002). KynA iyonotropik
glutamat reseptorlerini bloke edebilen bilinen tek endojen bilesiktir (Stone, 2000). Diger
noron reseptorleri dikkate alindiginda sadece NMDA reseptorlerinin, nanomolar
konsantrasyonda KynA ile inhibe edildigi bilinmektedir (Stone, 2000; Luccini ve digerleri,
2007). Bizim calismamizda yiiksek glukoz konsantrasyonu ile néron hasari ve apoptoz
dikkate alinarak daha ¢ok ekstrasinaptik NMDA reseptor-GluN2B alt Gnite blokaji yaptigi
distnilen KynA’in, 30nM NMDA reseptor inhibisyon dozu segilmistir (Zadori ve digerleri,
2014).

SH-SY5Y hcrelerinin bir siklus gegirdikten sonra ikinci 24 saatta 150 mg/dl, 200 mg/dl,
250 mg/dl glukoz konsantrasyonlari ile %41,93+3,9'a kadar dusen, ortama glukoz+
40pU/ml insulin ilavesiyle ise % 22,95+1,04’e kadar diisen canlilik oranlari 30 nM KynA
ilavesi ile kontrol hiicrelerinin diizeyine ¢ikmistir. KynA, sadece yuksek glukoz bulunan
ortamda kontrollara oranla ikinci 24 saatta %149,3 artan NO dizeyini %61,1 azaltarak,
%89,7 artan oksidatif stresin siddetini %50 oraninda baskilamistir. Oksidatif stresin siddeti
sadece glukoz ilave edilen ortama gore KynA’le ilk 24 saatta %23,5 artmigken ikinci 24
saatta %50 azalmistir. Birinci 24 saattaki %23,5 artisin ilk hiicre siklusunda NMDA reseptor
blokaji tamamlanmadan glikolizise bagli ve ortamdan kaynaklanan serbest radikaller

nedeni ile ortaya ciktigi distiniimektedir (Bkz Cizelge 4.2., Cizelge 4.3., Cizelge 4.8.).

Yiksek glukozla ikinci 24 saatta kontrollara gore GLUT3/Cc artisi %80 olup, néron icine
glukoz transportu SH-SY5Y hcrelerinin ikinci siklusunda KynA etkisi ile NMDA reseptor
blokaji sonucu GLUT3 ekspresyonu %33 azalmistir. KynA ilave edildiginde total metabolik
aktivite ikinci 24 saatta %77,3 artar. KynA ile bir taraftan GLUT3 ekspresyonunun
azaltilmasi, diger taraftan ekstrasinaptik NMDA reseptor blokaji ile asirt NO sentezinin
%61,1 inhibe edilmesi, néron icine asiri glukoz transportunu ve serbest radikal Greten
glikolitik yolagin hizini azaltir. Glukoz+KynA ile ikinci 24 saatta birinci 24 saata nazaran
GLUT3 artisi %150 olmasina ragmen oksidatif stres ve NO sentezi azalmaktadir. Sadece

yuksek glukoz ilave edilen ortamda NMDA reseptér blokaji yokken ikinci 24 saatta birinci
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24 saata nazaran GLUT3 %100 artar, NO sentezi %42,6 artar ve oksidatif stres %117,6
artar. Bu bulgular KynA’le NMDA reseptor blokajinin, néron icine alinan glukozun
antioksidan kapasitenin rejenere edilmesinde kullanilarak oksidatif stresi engelledigini

gostermektedir.

Ortama KynA ilavesi ile ilk 24 saatta hiicre basina diisen ortalama total metabolik aktivite
MTT/Cc=1,48+0,05 %/hlicre sayisi, ikinci 24 saatta Olclilen MTT/Cc=1,76+0,05 %/hiicre
sayisidir (p<0.05). Hiicre basina diisen metabolik aktivite ile glukoz transportu uyumludur.
Ancak ilk 24 saatta metabolik aktivitenin diisiik olmasi sonucu [NADPH*-NADP*]-[GSSG-
GSH] dongusi ile glukozla tiiketilen antioksidan kapasitenin yeteri kadar rejenere
edilemedigini gostermektedir. Peroksinitritlerin oksidatif etkisini 6nlemesi beklenen
GSNO, GSH (Rauhala ve digerleri, 1998) ve nNOS aktivitesi ile sentezlenmesi beklenen NO,
(Wen ve digerleri, 2004) hem ilk 24 saatta nNOS aktivitesinin yeterli olmamasi, hem de
néron basina disen metabolik aktivitenin disik olmasi nedeniyle yeteri kadar rejenere
olamamaktadir. Sonucta ilk 24 saattaki oksidatif stres yiiksek glukoza maruz noéronlara
nazaran daha fazladir. Ancak ikinci 24 saatta KynA ilavesi oksidatif streste birinci 24 saata

nazaran %73,5 azalma meydana getirmektedir.

ikinci 24 saatta kontrol grubuna goére yiiksek glukozla ortalama NO miktarinda %149,3
artis, asirt NMDA uyarisi ve buna baglh nNOS aktivitesinde artma ile meydana gelmekte ve
oksidatif stres %89,7 artmaktadir. Ortama KynA ilave edildiginde hiicrelerde
ekstrasinaptik NMDA reseptor uyarisi bloke olur ve NO miktari ortamda sadece glukoz
bulunan hiicrelere gére %61,1 azalir. Oksidatif stresin siddeti ise %50 diser. Hiicre
canlihiginda artis %77,3'tlir. Bu deger yiksek glukoz konsantrasyonu ile ikinci 24 saatta
total metabolik aktivitenin kontrollara gére %45 azaldigi dikkate alinirsa, ortama KynA
ilavesinin, SH-SY5Y hicrelerinin mitokondrial aktivitesini normal dizeye getirdigi
soylenebilir. KynA, ylksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan dopaminerjik SH-SY5Y
hiicrelerinde, NMDA reseptor-GluN2B blokaji ile nNOS aktivitesini azaltir ve oksidatif
stresi noron membranindaki ekstrasinaptik reseptdr seviyesinde engelleyerek

mitokondrial disfonksiyonu azaltmaktadir (Bkz Sekil 5.1.).
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Sekil 5.1. SH-SY5Y dopaminerjik néron hiicresinde yiiksek glukoza maruziyet ile meydana
gelen mitokondrial oksidatif stresin KynA ve L-NAME ile kontroli (Kompleman
1qg: C1lg, Kompleman bilesenleri: C5b-9, Nikotinamid adenin dinlikleotid fosfat
oksidaz: NOX2, nNOS: noronal nitrik oksit sentaz, Nw -nitro-L-arginin metil ester:
L-NAME, NO: nitrik oksit, reaktif nitrojen radikalleri: RNS, reaktif oksijen
radikalleri: ROS, kompleman diizenleyici protein “complement regulatory protein
59”: CD59, N-metil-d-aspartat reseptori: NMDA-R, Nikotinamid adenin
dinlkleotid fosfat: NADP+, indirgenmis Nikotinamid adenin dinikleotid fosfat:
NADPH, okside glutatyon: GSSG, rediikte glutatyon: GSH, Kinlrenik asit: KynA)

ikinci 24 saatta glukoz+insiilin ilave edilen ortamda oksidatif stresin siddeti sadece glukoz
bulunan ortamdaki hiicrelere nazaran artmis ve KynA ilavesi ile ortalama total metabolik
aktivite %22,95+1,04'ten %103,9+6.49’a yiikselmistir. Buna karsilik oksidatif stresin
siddeti azalmistir. Glukoz+insilin bulunan ortama KynA ilavesi GLUT3 dizeyini ikinci 24
saatta artirirken, total mitokondrial metabolik aktivitenin normal glukoz konsantrasyonu
bulunan ortamdaki hiicrelerle ayni dizeye gelmesini saglamistir. Bu bulgular, yiiksek
glukoz toksisitesinin NMDA reseptoér-GluN2B aracili bir mekanizma ile meydana geldigini
gostermektedir (Bkz Sekil 2.2.). Ayrica bu calismada NMDA reseptor-GluN2B’nin 30nM

KynA ile blokajinin, yiksek glukoz konsantrasyonunun ekstrasinaptik NMDA reseptor- ve
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yuksek glukoz ve nNOS-aracili oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir. Ancak Glukoz+
instlin’e KynA ilavesi GLUT3 miktarinin ilk ve ikinci 24 saatlar arasindaki farkini %28,6
artirirken, bu iki grup arasinda hem ilk hem de ikinci 24 saatta NO diizeyinde azalmanin
ayni dizeyde olmasi, 30nM KynA’le noron icine giren glukozun glikolizisten daha ¢ok
pentoz fosfat yolaginda antioksidan kapasitenin rejenerasyonu igin kullanildigini ve

oksidatif stresin %260,3 inhibe edildigini gostermektedir.

Diyabet 21.ylzyilda halk saghgini tehdit eden en bliyik sorunlardan biridir. Bulgularimiz
yiksek glukoza bagll dopaminerjik noéron hasarinin azaltiimasinda, triptofan
metabolizmasinin  kinlirenin yolaginda endojen olarak meydana gelen NMDA
reseptoriniin kompetetif antagonisti ve toksisitesi az bir bilesik olan KynA’in dikkate

alinmasi gereken segenekler icinde oldugunu ortaya koymaktadir.

Kompleman dizenleyici protein CD59, Clq ile ayni lokalizasyonda bulunan C5b-9’un hiicre
membraninda ekspresyonunu inhibe ederek néron hasarini engeller. Mortalite riski
tastyan bir komplikasyon olan diyabetik ketoasidoziste néronlarda CD59 ekpresyonunun
azaldig1 tespit edilmistir (Hoffman, Cudrici, Zafranskaia ve Rus, 2006). Kompleman
aktivasyonu ve membran C1g-CD59 sistemi noron canliigi veya hasarinda 6nemli rol
oynar (Rus, Cudrici, David ve Niculescu, 2006). Adaptif bagisiklik elementlerinin santral
sinir sistemine girisi  kan-beyin bariyeri tarafindan engellendiginden o0zellikle
norodejeneratif olaylarda kompleman biyosentez ve aktivasyonu ndronlar igin son derece

onemlidir (Francis, Van Beek, Canova, Neal ve Gasque, 2003).

Clq klasik kompleman yolaginin ilk komponenti oldugu gibi, apoptotik hiicrelerin
taninmasi ve fagosite edilmesinde de dnemlidir. C1q erken apoptotik hiicrelerden daha
cok gec apoptotik hiicrelere baglanir (Fraser, Laust, Nelson ve Tenner, 2009). Clq
bulunmayan ndéron mitokondrilerinin, C1lq eksprese edenlere nazaran son derece az
miktarda ROS Urettikleri gosterilmistir. C1q ile mitokondrial oksidatif stresin diizenlenme
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, C1g’nun, mitokondrial kaynakl oksidatif

streste 6nemli bir araci oldugu disliniimektedir (Bkz Sekil 5.1.) (Ten ve digerleri, 2010).
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Clq, Clr ve Cls olmak Ulzere 3 glikoproteinden meydana gelen C1 ile IgG kompleksi
arasindaki baglanma yeri C1g-1gG’nin Fc bolgesinde bulunur (Marqués ve digerleri, 1993;
Reid, 1989). Noronlar, beyinde astrosit ve mikroglialarla birlikte, 6nemli bir yerel
kompleman kaynagidir. insan noroblastoma hiicre hatlari ise insan néronlarinin
kompleman biyosentezinin arastirilmasinda yaygin bir model olarak kullaniimaktadir
(Thomas, Gasque, Vaudry, Gonzalez ve Fontaine, 2000). Yapilan ¢alismalar SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicrelerinin C1-inhibitér, Clq, C5, C6, C7 ve C9 ile C4, C9 ve Clq aktivator
proteinlerini eksprese ettikleri gdsterilmistir (Thomas ve digerleri, 2000). Ancak SH-SY5Y
insan noroblastoma hiicrelerinde yiksek glukoz maruziyetinde, Clg ve kompleman

yolaginin oksidatif stresle iliskisi konusunda bir veriye ulagilamamistir.

Bizim ¢alismamizda oncelikle IDF 6lgltlerine gore yiksek glukoza maruz bulunan SH-SY5Y
hiicrelerinde NMDA reseptorii ve nNOS aktivasyonu ile meydana gelen oksidatif stres

kosullari tartisiimistir.

Calismamizin sonraki boliiminde SH-SY5Y hiicre hatti tarafindan Uretilen NO, oksidatif
stres, C1q ve kompleman diizenleyici protein CD59’un total metabolik aktivite ve hiicre

canlihgina etkisi arastirilmistir.

Noronlar tarafindan Clg sentezinin uyarilmasi néron hasarina erken bir cevaptir. Néronal
Clq Uretiminin hiicre canliigini nasil etkiledigi bilinmemektedir. Néronlar C1q’'yu sentez
ve sekrete ederler, daha sonraki asamada o6li hiicrelerin fagositozu ve kompleman
aktivasyonu disinda ortamdaki Clq ile canli néronlar arasindaki etkilesim mekanizmasi
acik degildir (Fan ve Tenner, 2005). Bizim calismamizda ortamda hiicre basina sentez
edilen Clqg dizeyi o6lcllmis ve yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y
dopaminerjik hiicrelerde Clq ile oksidatif stres, NO sentezi ve total mitokondrial aktivite-

hiicre canhhgr arasindaki iligki tartigilmistir.

Ortama yiiksek konsantrasyonda glukoz ilave edildiginde ilk 24 saatta total metabolik
aktivite ve hiicre canlihginda kontrollara ve ikinci 24 saata gore istatistiksel olarak anlamli
bir artis meydana gelmistir (p<0,05). Bu sirada Clqg ve NO degerleri uyumlu bigcimde

kontrollara gore artarken (p<0,05), oksidatif stresin azaldigi gdzlenmistir.
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[(NO3+NO;)/Cc]/Clg/Med/Cc oranlarinin ilk ve ikinci 24 saatlarda istatistiksel olarak farkli
olmamasi C1g ve NO’in dogru orantili olarak degistigini gostermektedir. Nitekim SH-SY5Y
hicreleri tarafindan sentezlenen Clq diizeyi ilk 24 saata gore, ikinci 24 saatta 1,5 kat
artarken NO sentezi 1,35 kat artmustir. Buna karsilik total mitokondrial metabolik
aktivite/hucre canhligr ikinci 24 saatta ilk 24 saata gore 2,2 kat azalir (p<0,05). Hiicre
canlihg ile ters orantili olarak, oksidatif stres ise 2,2 kat artmistir. Ortama vyiksek
konsantrasyonda glukoz ilave edilmesi Clq ve NO dizeyini birlikte artirirken, hiicre
canlihg! oksidatif stresle ters orantili olarak azalir. C1g, NO serbestlesmesini ve ROS’nin
iretimini artirmaktadir. Farber ve digerleri (2009) C1g’nun Ca®* sinyal iletimi ile iliskili
reseptorleri aktive ettigini ileri sirmuslerdir (Farber ve digerleri, 2009). Clq eksikligi
bulunan deneklerde néron kaybinin daha yavas oldugu ve C1g’nun néron hasarini artirici
etkisi bulundugu anlasilmistir (Fonseca, Zhou, Botto ve Tenner, 2004). Clq ve NO,
oksidatif stresten 6nce artar. Benoit ve digerleri (2013) santral sinir sisteminde tehlike
sinyali kargisinda C1q sentezinin diger kompleman komponentleri ile koordine olmadigini

ve hepsinden daha 6nce artmaya basladigini géstermislerdir (Benoit ve digerleri, 2013).

Ortama sadece glukoz ilavesi ile ilk 24 saatta Olclilen ortalama Clg ve NO dizeyleri,
ortama glukoz+KynA ilave edildikten sonra istatistiksel olarak anlamh bir azalma
gostermistir (p<0,05). Ortama glukoz+ 30nM KynA ilave edildikten sonra ikinci 24 saatta
SH-SY5Y hiicrelerinin Clqg ve NO diizeyleri ortamda sadece glukoza maruz bulunan
hiicrelere gore 2,5 kat azalmistir (p<0,05). SH-SY5Y hiicrelerinin NO Uretimlerinin Clq
dizeylerindeki degisikliklerle birlikte ayni oranda degisim gostermesi; NO diizeylerinin
Clq ile dogrudan iliskili oldugunu ve NO konsantrasyonundaki degisiklikleri kompleman
sistemine vyansidigini ortaya koymaktadir. Sadece vyiksek glukoza maruz kalan
dopaminerjik noronlarda ikinci 24 saatta canliik orani, ortama KynA ilave edildikten
sonraki ikinci 24 saatta %77,45 artmistir. Bu sirada Clq, %60 azalmistir. Bu bulgularimiz
Ten ve digerleri (2010), ile Fonseca ve digerlerinin (2004) sonuglarini desteklemektedir
(Ten ve digerleri, 2010; Fonseca ve digerleri, 2004). Tiim glukoz konsantrasyonlarinda Clq
dizeylerinin, kontrol grubunda, ortama sadece yiksek konsantrasyonda glukoz ve
glukoz+KynA ilave edilen hiicrelerde ikinci 24 saatta eszamanli NO miktarlarindaki artigla
dogru orantili olarak arttig tespit edilmistir. Ortama glukoz+insiilin, glukoz+insilin+KynA

ve glukoz+insllin+L-NAME ilave edilen hiicrelerde NO miktarlarindaki azalma ile dogru
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orantili olarak azalir. En fazla azalma, ortama glukoz+insilin+L-NAME ilave edilen grupta
gorulmustir (p<0.05). Sadece glukoz+L-NAME grubunda bu algoritm bozulmus, ikinci 24
saatta NO sentezi baskilandigindan, C1q dizeylerindeki artig, NO ile ters orantilidir.

1. Kontrol grubundaki SH-SY5Y hiicrelerinde Clqg sentezi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata
gore NO (%20) ile dogru orantil, oksidatif stresle ters orantili artar (%15,9 artar).

2. Ortama yuksek konsantrasyonda glukoz ilavesi ile C1qg diizeyi ikinci 24 saatta, ilk 24
saata gore NO sentezi (%42,6) ve oksidatif stresle ile dogru orantili artar (%46
artar).

3. Ortama yliksek konsantrasyonda glukoz+40uU/ml insilin ilave edildiginde, Clq
dizeyi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata gore NO sentezi (%19,1) ile dogru orantil ve
oksidatif stresle ters orantili olarak azalir (%19,8 azalir).

4. Ortama yuksek konsantrasyonda glukoza, 40puU/ml insilin ilave edilmesi ile ikinci
24 saatta belirgin insilin direnci meydana gelir ve oksidatif stres %209 artar. Bu
sirada sadece glukoza maruz kalan néronlara nazaran, SH-SY5Y hicrelerinin Clq
sentezi %63,6 azalir, NO sentezi ise %58,2 azalir.

5. Ortama yuksek konsantrasyonda glukoz+30nM KynA ilave edildiginde, C1q dlzeyi
ikinci 24 saatta, ilk 24 saata gore NO sentezi (%5,23) ile dogru orantili, oksidatif
stresle ters orantili olarak artar (%14,4 artar).

6. Ortama ylksek konsantrasyonda glukoz+25 uM L-NAME ilave edildiginde, Clq
dizeyi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata gore hem NO sentezi (%7,9) ile hem de
oksidatif stresle ters orantili olarak artar (%19,4 artar).

7. Ortama yuksek konsantrasyonda glukoz+30 nM KynA+40 pU/ml insilin ilave
edildiginde, C1q dlizeyi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata gére NO sentezi (%10,3) ve
oksidatif stresle ile dogru orantili olarak azalir (%9,84 azalir).

8. Ortama yuksek konsantrasyonda glukoz+25 puM L-NAME +40pU/ml insilin ilave
edildiginde, Clq diizeyi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata gore NO sentezi (%49,6) ve
oksidatif stresle ile dogru orantili olarak azalir (%42,8 azalir) (Bkz Cizelge 4.4.,

Cizelge 4.14., Cizelge 4.15., Cizelge 4.16., Cizelge 4.17.).

KynA, oksidatif stresi ve hiicre canliigini kontrol eder. Ortamda yiksek glukoz+KynA
bulunan SH-SY5Y hiicrelerinde, sadece yliksek glukoza maruz bulunanlara gére hem Clgq,

hem de NO sentezinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelir (p<0,05).
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NMDA reseptor blokaji veya nNOS blokaji ile birlikte ortama insilin ilavesi ilk 24 saata
nazaran ikinci 24 saatta NO sentezini azaltmaktadir. L-NAME ile hem Clg, hem de NO
sentezinde meydana gelen azalma daha belirgindir (p<0,05). Glukoz+L-NAME ile NO’de
%7,9 azalma olurken C1lg %19,4 artar. Yiksek glukozla meydana gelen NMDA reseptor-
aracili uyari, klasik kompleman yolaginda dncelikle C1q dizeylerini, sonra da NO sentezini
etkilemektedir. Esasen noronlarda Clg’nun uyarilmasi ile hangi reseptorin ilgili oldugu
bilinmemektedir (Fan ve Tenner, 2005). Yiksek glukoz konsantrasyonu ile uyarilan
mitokondrial oksidatif stresin KynA’le anlamli bicimde azaltilmasi ve C1q diizeylerinin, NO
degerlerinden once artmasi ve sonra NO ile birlikte diismesi (p<0,05), SH-SY5Y insan
dopaminerjik hicre hattinda glukotoksisitenin, NMDA reseptor Uzerinden klasik

kompleman yolagini ve MAC olusumunu etkiledigini diistindirmektedir.

Aslinda klasik kompleman yolaginin aktivasyonu, klasik yolagin tanimlama molekli olan
C1lg’nun immin kompleks gibi bir hedefe baglanmasi ile baslamaktadir (Bkz Sekil 5.1.).
C1qg’nun santral sinir sisteminde mikroglia aktivasyonunda da glivenilir bir belirte¢c oldugu
ve mikroglia kaynakli NO salinimini ve oksidatif stresi uyardigi bildirilmektedir (Farber ve
digerleri, 2009). Ancak C1g’'nun noronlarda sentez, sekresyon, reseptorleri ve fonksiyonu
konusundaki bilgiler son derece kisithdir. Ten ve digerleri (2010) Clg’nun, ndron
hicresinde terminal kompleman aktivasyonundan daha 6nce mitokondrial oksidatif

streste etkili oldugunu gostermislerdir (Ten ve digerleri, 2010).

Bizim calismamizda ortama glukoz+KynA ilavesi ile ortaya ¢ikan C1g-NO iliskisinin
kanitlanmasi igin ortama yiksek glukoz+L-NAME ilave edilerek SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicrelerinde ikinci 24 saatta Clq, oksidatif stres ve NO dizeyleri
incelenmistir. Yuksek glukoz konsantrasyonuna maruz bulunan SH-SY5Y hicrelerinde L-
NAME ile ikinci 24 saatta C1g %66,2 azalirken, NO sentezi %57,2 azalir ve oksidatif streste
%37,8 azalma meydana gelir. L-NAME ile ikinci 24 saatta Clg’da azalmanin NO ve

oksidatif stresteki azalma ile pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir.

Klasik kompleman yolak aktivasyonu imminoglubulinin Fc bolgesine kompleman
kaskadinin ilk faktori olan Clg’'nun baglanmasi ile baslar. Proteolitik olaylarin baslamasi

ile C5’i C5b ve C5a pargalayan konvertaz aktivasyonu olur. Daha sonra C5b-8 kompleks
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meydana gelir ve buna C9’un baglanmasi ile C5b-9, MAC olusur. Bu komplekste C9 sayisi
arttikca por genislikleri artar ve kontrol edilemeyen iyon girisi ile hiicreler siser ve lizise
gider. Endojen kompleman inhibitérleri kompleman sisteminin aktivitesini sinirlayarak
kompleman-aracili néron hasarini onler (Shen ve digerleri, 1997). SH-SY5Y insan
noroblastoma hicrelerinin  MAC olusumu igin gerekli proteinleri sentezledigi
gosterilmistir. CD59 eksikligi oldugunda noronlarin kompleman-aracili sitotoksisiteye
duyarlihg artar (Shen ve digerleri, 1998). Bizim c¢alismamizda, kontrol, ortamda yuksek
glukoz, yuksek glukoz+insulin, yiiksek glukoz+KynA, yiksek glukoz+insiilin+KynA ve ylksek
glukoz+L-NAME’e maruz bulunan SH-SY5Y hiicrelerinde CD59 sentezi ikinci 24 saatta ilk 24
saata oranla artmistir. Yani SH-SY5Y hicreleri yiksek glukoz uyarisina CD59 cevabi
vermektedir. CD59, bir terminal kompleman yolak inhibitori olup plazma membraninda
MAC’in olustugu yere baglanarak terminal hiicre hasarini onler (Zhang, Yu, Bajwa,
Morrison ve Tomlinson, 1999). Ortama yiksek glukoz+insilin+L-NAME ilave edildiginde
SH-SY5Y hiicrelerinin ortalama Clq sentez dlzeyi ikinci 24 saatta sadece yliksek glukoza
maruz kalan néronlara gore %68,6 azalirken, CD59 diizeyi %69 azalmistir. Oksidatif streste
%50 azalmaya karsi total mitokondrial metabolik aktivitede artis %80,9’dur (Bkz Cizelge
4.15., Cizelge 4.17.). Aslinda néronlarda CD59 ekspresyonunun disik dizeyde olmasi
nedeniyle kompleman aktivasyonunu kontrol kapasitesi sinirhdir (Singhrao, Neal,
Rushmere, Morgan ve Gasque, 1999). Bu durum noéronlari, kompleman aktivasyonu ile
MAC-aracili hasara duyarli hale getirir (Singhrao, Neal, Rushmere, Morgan ve Gasque,
2000). Yiiksek glukoz+insilin+L-NAME’e maruz bulunan hicrelerde ilk ve ikinci 24 saat
icinde CD59, Clg ve NO dizeyleri, oksidatif stresle birlikte azalmistir. Oksidatif stresin
%2,7 azalmasina ragmen vyiksek glukoz+insilin+KynA grubundaki hicrelerde CD59
Uretimi yiksekligini muhafaza eder. Ancak yiksek glukoz+insilin+L-NAME ve yiiksek
glukoz+insilin+KynA gruplari arasinda SH-SY5Y hiicrelerinin canlilik oranlarinda hem ilk 24

saatta hem de ikinci 24 saatta istatistiksel bakimindan bir fark yoktur.

Oksidatif stresin siddetinin en ylksek oldugu, yiksek glukoza ve yiksek glukoz+40uU/ml
instline maruz bulunan SH-SY5Y hiicrelerinde oksidatif stresin siddetinin CD59 ve Clq
dizeylerini etkiledigi gozlenmistir. Ortamda sadece yiksek glukoza maruz bulunan
hiicrelerin ilk ve ikinci 24 saatta Urettikleri NO, C1q ve CD59 dizeyleri diger gruplardaki

hicrelerin ilk ve ikinci 24 saatta Urettikleri NO, Clqg ve CD59 dizeyleri ile
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karsilastirildiginda yiksek glukozun NMDA reseptdr uyarisinin kompleman sistemine
yansidigi gorilmektedir. Elde edilen sonuglar C1g-CD59 iliskisinin NO ekspresyonu
uzerinden karsilikli bir denge iginde oldugunu ortaya koymaktadir. Bizim galismamizda
kompleman dizenleyici protein CD59 cevabinin ve kompleman aktivatéri Clqg
degisikliklerinin, NMDA reseptor uyarisi ile tretilen NO’le iliskili oldugu gosterilmigtir. SH-
SY5Y hiicrelerinin CD59 cevabi, kompleman aracili sitotoksisiteye duyarligi kontrol

etmektedir (Bkz Cizelge 4.11., Cizelge 4.12., Cizelge 4.15., Cizelge 4.17.).

Glukoz+insiiline maruz bulunan hiicreler, sadece yiiksek glukoza maruz bulunan SH-SY5Y
hicreleri ile karsilastirildiginda, oksidatif stres ikinci 24 saatta %209 artmistir. Total
metabolik aktivitenin ve hiicre canhliginin %58,2 azalmasina karsin CD59 %67, C1q %63,6
dismustir. Glukoz+KynA’e maruz bulunan hiicrelerde ikinci 24 saatta oksidatif stresin
sadece glukoza maruz kalanlara gore %50 azalmasina karsin total metabolik aktivite ve
hiicre canliligi %77,4 artmistir. NO’in %61,1 azalmasi sonucu, NO’le baglantili olarak CD59
%55,5, C1q ise %60 azalmistir. Ortama glukoz+L-NAME ilavesi ile ikinci 24 saatta oksidatif
stres %37,8 azalmis, total metabolik aktivite ve hiicre canhligi %79,9 artarken, CD59 ve

Clq %62,2 azalmistir. CD59 ve Clqg daki azalma NO lretimindeki azalma ile uyumludur.

insan hiicreleri normal kosullarda bircok membran-iliskili kompleman inhibitérleri ile
kompleman aktivasyonunun sonuclarindan korunur (Liszewski, Farries, Lublin, Rooney ve
Atkinson, 1996). Bunlardan CD59, bir terminal kompleman yolak inhibitéri olup plazma
membraninda MAC'in olustugu yere baglanarak terminal hilicre hasarini 6nler (Zhang ve
digerleri, 1999). Hicrenin kendi membraninda kompleman aktivasyonunu CD59’la etkin
bicimde sinirlamasi hiicre dis ylizeyine CD59’u baglayan glikozil fosfatidil inozitollin fokal
MAC olusumu bulunan bdlgeye membran lipid tabakasi arasinda lateral hareketle

ulasmasi ile miimkiin olur (Qin ve digerleri, 2009).

CD59’un diyabette kompleman dizenleyici foksiyonunun azaldigi gosterilmistir. Bu
durum, CD59 molekiliniin glikasyonu sonucu fonksiyonel olarak inaktif glikolize CD59
meydana gelmesinden kaynaklanir (Acosta ve digerleri, 2000; Davies, Harris ve Morgan,
2005). CD59, kompleman sisteminin aktivasyonundan sonra néronu otolog hiicre

hasarindan korur (Stahel, Morganti-Kossmann ve Kossmann, 1998; Singhrao ve digerleri,
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1999). Noéronal CD59 ekspresyonunun diisik diizeyde olmasi nedeniyle kompleman
aktivasyonunun kontrol kapasitesi sinirlidir (Singhrao ve digerleri, 1999). Bu durum
noéronlari, kompleman aktivasyonu ve MAC-aracili hasara duyarli hale getirir (Singhrao ve
digerleri, 2000; Mead, Singhrao, Neal, Lassmann ve Morgan, 2002; Cole, Hughes, Gasque
ve Morgan, 2006). SH-SY5Y hiicrelerinde CD59’un eksprese edilebilmesi, néronun
hasardan korunmasinda bu proteinin kompleman aktivasyonunu dizenlemesinin etkili
oldugunu gostermektedir (Vedeler ve digerleri, 1994). Yikek glukoza maruziyet, néronlari
kompleman aktivasyonu ve MAC olusumuna daha duyarl hale getirmektedir (Accardo-
Palumbo ve digerleri, 2000). CD59 sadece MAC olusumunu engellemekle kalmaz ayni
zamanda yeniden meydana gelecek MAC'leri de bloke eder (Farkas ve digerleri, 2002).
CD59’un glukoza maruziyeti giderek aktivitesini azaltir (Acosta ve digerleri, 2000). SH-SY5Y
dopaminerjik hiicrelerin yliksek glukoz konsantrasyonu karsisinda oksidatif stresin siddeti
ikinci 24 saatta, ilk 24 saata gore %117,6 artmis, CD59’da %136,6, C1g’'da ise %46 artis
meydana gelmigstir. Oksidatif stresteki artisin, C1q ve CD59 duzeylerini ciddi bigimde
etkilemesinin yaninda hicrelerin ortalama total metabolik aktivitesi %119,16+5,2’den
%54,8’'e dusmustiir. CD59 dlzeyindeki artmanin hiicre canliigini  etkilemedigi
gozlenmistir. Ortama insilin ilavesi ikinci 24 saatta ilk 24 saata gore, oksidatif stresin
siddetini %377 artirdiginda, CD59 ve Cl1qg’da daha fazla artis beklenirken; CD59’daki artis
%8,3’e dismis, Clq dizeyi ise ilk 24 saattaki degerin %19,8 altina dusmustir. Bu
sonuglar, insllin direncine bagli asir oksidatif stresin protein glikasyonuna sebep olarak
CD59 ve Clq azalttigini gostermektedir. Bu grupta ortalama total mitokondrial metabolik
aktivite/hticre canhhgr ilk 24 saattaki dizeyinden 3,7 kat azalarak %22,95+1,04’e
digmistir. Yani insllin direncinin dnemli bulgularindan biri olan belirgin mitokondrial
disfonksiyon ortaya cikmistir. Glukoz+KynA’e maruz bulunan hiicrelerde oksidatif stresin
ilk 24 saattaki degerin %11,9 altina dismesi, CD59 ve Clq degerlerini kontrol grubu

degerlerine yaklastirmistir (Bkz Cizelge 4.4., Cizelge 4.14., Cizelge 4.16.).

NMDA reseptor-aracili mitokondrial oksidatif stres, Clq(+) noronlarda terminal klasik
kompleman yolagini aktive eder, ancak MAC olusumunu inhibe eden CD59 oksidatif
stresin siddeti ile orantili bicimde artarak néron koruyucu etki meydana getirir. insan
noroblastoma hicreleri yliksek glukoz konsantrasyonu karsisinda MAC olusumu icin tim

gerekli proteinleri sentezler (Thomas ve digerleri, 2000), ancak CD59’da artma, MAC
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olusumunu engeller ve néronu oksidatif strese karsi korur. SH-SY5Y hiicreleri tarafindan
Uretilen optimal konsantrasyonda NO’in, CD59’un néron koruyucu fonksiyonu Uzerinde
etkisi olup olmadigini ve NO ile kompleman aktivasyonu arasinda dogrudan bir iliski
bulunup bulunmadigini saptamak icin ortama L-NAME ilave edildi. ilk 24 saatta ortalama
Q(Glukoz+L-NAME)=0,65+0,03, CD59=0,109+0,001 ng/ml/hiicre sayisl ve
C19=0,0129+0,0002 ng/ml/hicre sayisi’dir. Yiksek glukoz konsantrasyonu ile yapilan
¢alismalar bizim ¢alismamizda da oldugu gibi L-NAME’in ancak ikinci 24 saatta inhibitor
etkisinin oldugunu goéstermistir. Nitekim 25uM L-NAME ile ikinci 24 saatta, birinci 24 saata
nazaran oksidatif stresin siddeti %27,7 azalirken, CD59 %22,9, Clq ise %19,4 artmistir.
Yani oksidatif stres CD59 ve Clq’'yu azaltmakta, oksidatif stres azalinca CD59 ve Clq
yikselmektedir (Bkz Cizelge 4.4., Cizelge 4.14., Cizelge 4.16.).

Ortamda sadece glukoz bulunan SH-SY5Y hiicrelerinin ikinci 24 saattaki degerleri ile
Glukoz+L-NAME’e maruz bulunan hiicrelerin degerleri karsilastirildiginda; oksidatif stresin
siddetinin L-NAME ilave edilen grupta %37,8 azalmasi ile CD59’un %62,2, C1g’'nun ise
%66,2 azaldigl gorilmustir. Buna karsihk hiicre canhhgr % 79,9 artmistir (Bkz Cizelge 4.15.,
Cizelge 4.17.). Bu sonuclar glukozla NMDA reseptor-aracili olarak meydana gelen RNS’ne
dayali oksidatif streste SH-SY5Y hiicreleri tarafindan eksprese edilen C1g’'nun dogrudan

katkisi oldugunu disiindiirmektedir (Farber ve digerleri, 2009).

Yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y hiicrelerinde ilk 24 saata nazaran
ikinci 24 saatta NO %42,6, oksidatif stres ise %117,6 artmistir. Oksidatif stresin yiiksek
oldugu ortamda Clqg’daki %46 artmaya karsi, CD59’da %136,6 artma gorilmesi, hicre
canliiginda ilk 24 saata gore ikinci 24 saatta %53,9 azalmanin sonucudur. Buna bagl
olarak Clg’'nun ortamdaki oksidatif stresin sensori olarak davrandigi, CD59
dizeylerindeki degisikligin ise canh hiicreler tarafindan saglandigi disilintlmektedir.
Nitekim, ortama glukoz+insulin ilave edildiginde ikinci 24 saatta ilk 24 saata gore oksidatif
stres %377 artarken NO ilk 24 saattaki degerin %19,1 altina dlismustir. Boyle yilksek
seviyede ve NO azalmasina sebep olan oksidatif stres karsisinda protein glikasyonu
baglamis ve Clq ve CD59 biyik 6lglide azalmistir. Ortama glukoz+KynA ilave edildiginde
ikinci 24 saatta oksidatif stresin siddeti ilk 24 saata gore azalirken CD59 ve Clq
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diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artma meydana gelmistir (Bkz Cizelge 4.4., Cizelge

4.14., Cizelge 4.16).

Ortama glukoz+L-NAME ilave edildiginde ikinci 24 saatta oksidatif stresin siddeti ilk 24
saata gore %27,7 azalirken NO %8,3 azalma goOstermis, buna karsilik CD59’da %22,9,
Clqg'da ise %19,4 artma meydana gelmistir. Bu sonug, L-NAME ile nNOS inhibisyonuna
baglh NO sentezinde azalmaya baglanmistir. Ortama glukoza KynA veya L-NAME ilavesi ile
ortaya cikan bifazik oksidatif stres cevabi C1g ve CD59’da yine bifazik fakat ters orantil bir

degisiklik meydana getirmektedir.

Ortama glukoz+KynA veya Glukoz+L-NAME ile birlikte insiilin ilave edildiginde ikinci 24
saat ilk 24 saatla karsilastirildiginda 6nce artan, sonra azalan bifazik oksidatif stres cevabi
gozlenmistir. Oksidatif stres 5 kat azalirken C1q ve NO vyaklasik 4,5 kat azalmaktadir (Bkz
Cizelge 4.4., Cizelge 4.14., Cizelge 4.16.).

Sonug olarak; ortamda ylksek konsantrasyonda glukoz bulundugunda Clq dizeyi, NO
sentezi ve oksidatif stresin artmasi ile birlikte artmaktadir. Yiiksek glukoz bulunan ortama
30nM KynA ilave edildiginde oksidatif stresin azalmasi ile birlikte SH-SY5Y néronlarin Clqg
sentezi, yuksek glukoza maruz kalan néronlara nazaran ilk 24 saatta %49, ikinci 24 saatta
%60 azalmistir. Bu esnada CD59 dizeyi, yiksek glukoza maruz kalan néronlara nazaran

KynA’le ilk 24 saatta %45,3 azalmakta, ikinci 24 saatta azalma ise %55,5’i bulmaktadir.

Glukoz+40uU/ml insilline maruz kalan dopaminerjik néronlarda insilin direnci gelisir ve
oksidatif stres 3 kat artar. Ortama KynA ilavesi noronlardaki oksidatif stresi normal
dizeylere indirirken azalmis olan CD59 dlizeyi artar, C1q ise kontrollarla ayni diizeye gelir.
Hiicre canhlik oranlari ise %22,9’dan %103,9’a cikar. KynA, Trp’in metabolize edildigi Kyn
yolaginin temel Grlinlerinden biri olup néron koruyucudur. KynA’in bu etkisi nanomolar
konsantrasyonlarda NMDA reseptor antagonisti olmasina baglanmaktadir (Klein ve
digerleri, 2013). Bu calismada elde edilen bulgular, yiksek glukozun nérotoksik etkisinin
NMDA reseptor-aracili oldugunu ve KynA’in NMDA reseptor bloke edici etkisinin yliksek
glukoza bagl dopaminerjik néron hasarini 6nemli oranda engelledigini gostermektedir.

KynA, glukoz toksisitesinde klasik kompleman aktivasyon yolaginin primer komponenti
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olan Clq diizeyini %60’a kadar azalttigi gibi kompleman diizenleyici protein CD59 ile Clq
etkilesimini de olumlu yonde etkilemektedir. Mortalite riski tasiyan bir komplikasyon olan
diyabetik ketoasidoziste néronlarda CD59 ekpresyonunun azaldigi (Hoffman ve digerleri,
2006) dikkate alinirsa, noronlarin yiksek glukoza maruziyeti esnasinda KynA’in Clqg
diizeyini azaltmasi ve CD59 miktarini normal diizeyde korumasinin dopaminerjik néron
hasarinin 6nlenmesinde 6nemli oldugunu disiindirmektedir. Literatirde KynA-Clqg ve

CD59 iliskisi bakimindan bir bilgiye ulasilamamistir.

RNS’nin meydana getirdigi oksidatif stresin NMDA reseptoriiniin blokaji ya da nNOS’un L-
NAME ile inhibisyonu ile azaltilmasinin, hem mitokondrial disfonksiyon hem de
kompleman aktivasyonu bakimindan cok farkli olmadigi distiniilmektedir. Ancak, yiksek
glukoz konsantrasyonuna maruz kalan noéronlarda oksidatif stresin KynA ile azaltilmasi
birinci hicre siklusunda baslarken, L-NAME ancak ikinci hiicre siklusunda etkili
olabilmektedir. insiilin direncine bagh oksidatif stres ilk 24 saatta KynA’le %22,9 azalir, L-
NAME ile %10,4 azalir. insilin direncinin 6nemli bir komponenti olan mitokondrial
disfonksiyon ilk 24 saatta KynA’le %23, L-NAME ile %15,4 dlzeltilirken, ikinci 24 saatta
KynA’in mitokondrial disfonksiyonu diizeltme orani %352,7, L-NAME’in %332,6 olarak
bulunmustur. Bu bulgular, yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz noronlarda KynA’in

onemli koruyucu 6zellikleri oldugunu ortaya koymaktadir.

Ancak bu g¢alismanin sonuglari, KynA’in yiksek glukoza bagh dopaminerjik néron hasarinin
onlenmesinde hem kompleman-aracili, hem de NMDA reseptér-aracili bifazik dual bir
mekanizma ile etkili oldugunu goéstermistir. Bu mekanizmanin yulksek glukozla birlikte
gelisen ilerleyici néron hasarinda glindeme gelebilmesi icin KynA ve analoglarinin in-vivo

etkisini arastiran daha ileri galismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y dopaminerjik ndronlarda ikinci
hiicre dongusiinde hiicre canliiginda azalma, oksidatif stres ve mitokondrial fonksiyon
kaybinda artma ile birliktedir. Ortamdaki hiicreler tarafindan uretilen NO’in meydana
getirdigi oksidatif stresin siddetini, hicre basina Uretilen NO’in hicrelerde [NADPH+-
NADP+]-[GSSG-GSH] dongusiiniin fonksiyonu olan MTT/Cc’ye orani belirler. Yiiksek
konsantrasyonda glukoz ortalama GLUT3 dizeyini kontrollara oranla 2 kat artirir. Yiiksek
glukoz konsantrasyonuna bagli NMDA reseptor aktivasyonu sonucu NO sentezinde
meydana gelen %149,3 artis ve NO-aracili GLUT3 membran translokasyonu ndéron igine
glukoz transportunda 6nemli bir mekanizmadir. Tek basina oksidatif stresin orta derecede
artmasi, GLUT3’Un membran translokasyonunu etkilememektedir. Yiksek glukoza maruz
bulunan dopaminerjik hiicrelerde GLUT3 diizeyinin artmasi ile néron igine glukoz
transportunun ve glikolizisin hizlanmasi SH-SY5Y hicrelerinde antioksidan kapasiteyi
tiketir. Oksidatif stres artarken total metabolik aktivite ve hiicre canhlik oranlari azalir.
Yiksek konsantrasyonda glukoz bulunan ortama 40 pU/ml insilin ilavesi, SH-SY5Y
hicrelerinde NO sentezini %60,5 azaltirken, membran depolarizasyonu yaparak,
GLUT3’Gn membran translokasyonu ve flizyonunu %61 oraninda azaltir. Noéron icine
glukoz transportunun azalmasi ile antioksidan kapasite rejenere edilemez ve mitokondrial
oksidatif stres %209 artar. Mitokondrial metabolik aktivite %58,2 azalir ve insilin direnci
meydana gelir. Yiksek glukoz+insiilin’e KynA ilave edildiginde mitokondrial oksidatif stres
ilk 24 saatta %32,2, ikinci 24 saatta %260,3 azalir, buna karsilik hiicre canhiligi ilk 24 saatta
%17,5 artar, ikinci 24 saatta ise %22,95+1,04’ten 103,9+6,49'a cikarak %147,5 artar.
Ortama KynA ilavesi ile insilin direnci ve dopaminerjik néron hasari ortadan kalkar.
Yiksek glukoz konsantrasyonu ile NMDA reseptori aktive oldugunda NO ve ROS/RNS
uretimi ayni sinyal iletim yolagini kullanir. Ortama KynA ilave edilmesi ile meydana gelen
NMDA reseptor blokaji NO Gretimini azaltirken ayni lokalizasyondan kaynaklanan oksidatif
stresi engeller. Yuksek konsantrasyonda glukoz bulunan ortama NMDA reseptor GIuN2B
blokaji yapan 30nM KynA ilavesi, GLUT3 dizeyi aracihgi ile glukoz transportu ve oksidatif
stresi kontrol altina alarak total mitokondrial metabolik aktiviteyi ve hiicre canliligini
normal dizeye getirir. KynA, yiiksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan dopaminerjik

SH-SY5Y hicrelerinde, NMDA reseptor-GluN2B blokaji ile nNOS aktivitesini azaltir ve
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oksidatif stresi néron membranindaki ekstrasinaptik reseptor seviyesinde engelleyerek
mitokondrial disfonksiyonu azaltir. KynA’le NMDA reseptor blokaji, ndéron icine asir
glukoz girisini engeller ve NO Uretimini %61,1 azalirken, alinan glukozun bir b&limu
antioksidan kapasitenin rejenerasyonunda kullanilir ve oksidatif stres engellenir. Ortama
yuksek konsantrasyonda glukoz ilave edilmesi C1q ve NO dizeyini birlikte artirir. C1q, NO
serbestlesmesini ve ROS’nin Uretimini artirarak néron hasarina yol acar. Total
mitokondrial metabolik aktivite-hlicre canliligi oksidatif stresle ters orantili olarak azalir.
Glukozla NMDA reseptor-aracili olarak meydana gelen RNS’ne dayal oksidatif streste, SH-
SY5Y hiicreleri tarafindan eksprese edilen Clg’'nun dogrudan katkisi oldugu
disinidlmektedir. NO konsantrasyonundaki degisiklikler kompleman sistemine yansir.
Yiiksek glukoz konsantrasyonu ile uyarilan mitokondrial oksidatif stresin KynA’le anlamh
bicimde azaltilmasi ve Clq dizeylerinin, NO degerlerinden dnce artmasi ve sonra NO ile
birlikte diismesi, SH-SY5Y insan dopaminerjik hiicre hattinda glukotoksisitenin, NMDA
reseptori Uzerinden klasik kompleman vyolagini ve MAC olusumunu etkiledigini
distindirmektedir. Yiksek glukoz uyarisi ile SH-SY5Y hiicrelerinde CD59 sentezini artar.
C1g-CD59 iliskisi NO ekspresyonu Uzerinden karsilikh bir denge igindedir. Clg’nun
oksidatif streste bir sensor olabilecegi disinililmektedir. CD59 diizeyleri NO diizeyi ve
oksidatif stresin siddetine gore degismektedir. Yiiksek konsantrasyonda glukoz bulunan
ortama 40uU/ml insilin ilavesi ile meydana gelen insilin direnci ve asiri oksidatif stres
protein glikasyonuna sebep olarak CD59 ve Clqg diizeylerini azaltir. Ortalama total
metabolik aktivite ve hiicre canliigi ise ilk 24 saattaki diizeyine nazaran 3,7 kat azalr.
Yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz bulunan SH-SY5Y hiicrelerinde ortama L-NAME
ilavesi ikinci hicre siklusunda NO sentezinde %57,2 azalma meydana getirirken Clq
sentezi %66,2, oksidatif stres ise %37,8 azalir. Cl1q’da azalma, NO ve oksidatif stresteki
azalma ile pozitif korelasyon gosterir. Ortama glukoza KynA veya L-NAME ilavesi ile
gozlenen bifazik oksidatif stres cevabi C1g ve CD59’da yine bifazik fakat ters orantili bir
degisiklik meydana getirir. Ancak bu galismanin sonuglari, KynA’in yiksek glukoza bagli
dopaminerjik néron hasarinin 6énlenmesinde hem kompleman-aracili, hem de NMDA
reseptor-aracili bifazik dual bir mekanizma ile etkili oldugunu gostermistir. Bu
mekanizmanin yuksek glukozla birlikte gelisen ilerleyici néron hasarindaki etkilerinin
incelenmesi icin KynA ve analoglarinin in vivo etkisini arastiran daha ileri calismalar

planlanarak yeni terapoétik yaklagimlari arastirilabilir.
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