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SH-SY5Y HÜCRE CANLILIĞI ÜZERİNE ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

Doktora Tezi 

Ayşe Başak ENGİN 
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SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

Mayıs 2015 

ÖZET 

Dopaminerjik nöronlarda yüksek glukoza maruziyet ve insülin direnci nedeni ile meydana 
gelen ilerleyici nöron hasarında N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptör ve nöronal nitrik 
oksit sentaz aracılı oksidatif stresin azaltılmasının nöron ölümünü önleyip önlemediği 
bilinmemektedir. Bu çalışmanın amacı, Uluslararası Diyabet Federasyonu ölçütlerine göre 
yüksek glukoza maruz kalan dopaminerjik nöronlarda glukotoksisite ve insülin direnci ile 
ortaya çıkan oksidatif stresin sonuçlarını incelemektir. Bu bağlamda nöronal mitokondrial 
disfonksiyona ve bunun kompleman sistemine yansımasına, NMDA reseptör blokajı ve 
nöronal nitrik oksit sentaz inhibisyonunun etkileri araştırılmıştır. Bu çalışmada SH-SY5Y 
insan nöroblastoma dopaminerjik hücreleri 150, 200, 250mg/dL glukoz bulunan ortamda 
insülin, NMDA reseptör antagonisti; kinürenik asit ve nöronal nitrik oksit sentaz 
inhibitörü; Nω-nitro-L-arginin metilester (L-NAME)’e maruz bırakılmıştır. İki hücre 
siklusunda oksidatif stres, total mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılığı (MTT), 
nitrik oksit, glukoz transporter 3 (GLUT3), kompleman bileşeni 1q (C1q) ve kompleman 
düzenleyici protein 59 (CD59) ölçülmüştür. Yüksek glukoza maruz kalan nöronlarda glukoz 
transportunun iki kat arttığı, ikinci hücre siklusunda hücre canlılığında azalmanın, oksidatif 
stres ve mitokondrial fonksiyon kaybı ile birlikte olduğu, insülin direncinin mitokondrial 
disfonksiyon ve nöron ölümünü hızlandırdığı tespit edilmiştir. Yüksek glukozla NMDA 
reseptör-aracılı olarak meydana gelen reaktif nitrojen radikallerine dayalı oksidatif streste, 
SH-SY5Y hücreleri tarafından sentezlenen C1q’nun doğrudan katkısı olduğu, C1q ve CD59 
konsantrasyonlarındaki değişikliğin nitrik oksit düzeyleri ile ilişkili olduğu anlaşılmıştır. Elde 
edilen sonuçlar endojen bir NMDA reseptör antagonisti olan kinürenik asitin oksidatif 
stresin ve mitokondrial disfonksiyonun azaltılması, insülin direncinin düzeltilmesinde L-
NAME’e göre daha başarılı olduğu tespit edilmiştir. 
 
 
 
Bilim Kodu                : 1067 

Anahtar Kelimeler   : Diyabet, dopaminerjik nöron, insülin direnci, oksidatif stress, C1q, 
CD59, L-NAME, kinürenik asit 

Sayfa Adedi              : 181 

Danışman : Doç. Dr. Resul KARAKUŞ 
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF C1Q AND COMPLEMENT REGULATORY PROTEIN CD59 

ON THE SH-SY5Y CELL VIABILITY IN HYPERGLYCEMIC CONDITIONS 

 PH. D. Thesis 

Ayşe Başak ENGİN 

GAZİ UNIVERSITY 

INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES 

May 2015 

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; Nω-
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, C1q 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. C1q was found to directly contribute to the oxidative stress, 
originated from the reactive nitrogen radicals produced by glucose via NMDA receptors. 
Alteration in C1q 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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Key Words              : Diabetes, dopaminergic neuron, insulin resistance, oxidative stress, 
C1q, CD59, L-NAME, kynurenic acid 
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1. GİRİŞ 

 

Uluslararası Diyabet Federasyonu (IDF) tarafından yapılan en son tahminlere göre 

dünyada 2010 yılında 285 milyon olan diyabet hastası sayısı, 2030’da 438 milyona 

yükselecektir (Shaw, Sicree, ve Zimmet, 2010). Diyabetli hastalarda tanıdan sonraki ilk on 

yıl içinde kontrolsüz yüksek kan glukozu ve insulin direncine bağlı diyabetik nöropati 

gelişme riski yaklaşık %50’dir (Callaghan, Little, Feldman ve Hughes, 2012). Epidemiyolojik 

çalışmalar hiperglisemi, glukoz intoleransı ve insülin direncinin Alzheimer hastalığı 

görülme olasılığını 2-4 kat artırdığını göstermektedir. (Kopf ve Frölich, 2009; Cardoso ve 

diğerleri, 2013). Nöronların yüksek glukoza maruz kalmaları reaktif oksijen radikalleri 

(ROS)’nin oluşumunu hızlandırır ve N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptör aktivasyonuna 

sebep olur. Sonuçta ortaya çıkan nitrik oksit sentaz (NOS) uyarısı ile aşırı nitrik oksit (NO) 

sentezi meydana gelir. ROS ve reaktif nitrojen radikalleri (RNS)’ne bağlı olarak gelişen 

oksidatif stres  mitokondrial disfonksiyon ve nöronal apoptoza sebep olur  (Braidy, Grant, 

Adams, Brew ve Guillemin, 2009; Russell ve diğerleri, 2002). Aslında düşük fizyolojik 

konsantrasyonlarda nöron koruyucu olmasına karşın, yüksek patolojik seviyelerde 

proteinlerin nitrozilasyonuna ve toksik peroksinitritlerin üretilmesi neden olan NO 

sentezinin inhibe edilmesinin yüksek glukozla ortaya çıkan nöron hasarını nasıl 

etkileyeceği bilinmemektedir. 

 

Amerikan Diyabet Derneği (“The American Diabetes Association”, ADA) ve IDF kriterlerine 

göre yüksek glukoz düzeylerine maruz kalan dopaminerjik nöronlarda oksidatif stress ve 

nöronal apoptozun meydana gelme mekanizması bilinmemektedir. NMDA reseptörleri 

nöron fonksiyonları için gerekli olduğundan NMDA reseptör aktivitesinin inhibe 

edilmesinin normal fizyolojik fonksiyonları da oradan kaldırma olasılığının bulunduğu ileri 

sürülmektedir (Vandame ve diğerleri, 2013). Bu nedenle tek endojen NMDA reseptör 

antagonisti olan kinürenik asit (KynA)’in yüksek glukoza maruz kalan ve insülin direnci 

meydana gelen dopaminerjik nöronlarda glukoz toksisitesine bağlı oksidatif stres, 

mitokondrial disfonksiyon ve nöronal apoptozu önleyip önleyemediği bilinmemektedir.   
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Son yıllarda diyabetin komplikasyonları ile kompleman sistemi arasında ilişki olduğunu 

düşündüren bulgular gündeme gelmiştir (Ghosh ve diğerleri, 2013). Mitokondrilerden 

kaynaklanan hücre ölümünün başlamasında en önemli nedenlerden biri de, mitokondrial 

porlarda permeabilite artması, adenozin trifosfat (ATP) sentezinin azalması ve ROS’nin 

oluşmasıdır (Halestrap, 2009; Baines, 2009;). Klasik kompleman yolağının ilk komponenti 

olan C1q’nun hücre yüzeyinde bağlandığı C1q bağlayıcı protein (C1qbp)’in porlarda 

permeabilite artışını inhibe ederek hücreyi oksidatif strese karşı koruduğu ileri 

sürülmektedir (McGee ve Baines, 2011). Bu olayda modülatör olarak rol oynayan C1q’nun 

yüksek glukoza karşı redoks-stres kaynaklı mitokondrial hasarı önleyip önleyemediği 

bilinmemektedir.  

 

Bir membran atak kompleks (MAC) inhibitörü olan kompleman düzenleyici protein, 

“complement regulatory protein” 59 (CD59)’un yüksek glukoza bağlı oksidatif stress ile 

inhibe edildiğinde MAC oluşumuna bağlı doku hasarı geliştiği ileri sürülmüştür (Ghosh ve 

diğerleri, 2013). MAC oluşumu için gerekli olan klasik kompleman kaskadının majör 

komponentlerinden biri de C1q’dur. MAC oluşumu uyarıldığında, ortamda CD59 eksikliği 

varsa, nöronların kompleman-aracılı sitotoksisiteye duyarlığının arttığı bulunmuştur (Shen 

ve diğerleri, 1998). Nöronlarda C5b-8 kompleksinin C9’u hücre membranına 

yerleştirmesini inhibe ederek komplemanın sitolitik etkisini engelleyen CD59’un (Meri ve 

diğerleri, 1990) yüksek glukoz ve insülin direncine bağlı şiddetli oksidatif stres karşısında 

glikasyona uğrayıp uğramadığı bilinmemektedir. İnsülin kan-beyin bariyerini geçerek 

santral sinir sistemine girer ve insülin reseptörüne bağlanarak tirozin kinazı aktive eder. 

Nöronlara glukoz transportu insülinden bağımsız olmakla birlikte insülin sinyali nöronal 

fonksiyonlar için önemlidir (Schuh, Rieder, Rizzi, Chaves ve Roriz-Cruz, 2011). İnsülinin, 

nöronlarda primer glukoz taşıyıcısı olarak eksprese edilen glukoz taşıyıcısı 3 (GLUT3)’ün 

nöron plazma membranına translokasyonunu sağlayarak nöronal glukoz alımını 

düzenlediği ileri sürülmektedir (Uemura ve Greenlee, 2006). Ancak yüksek glukoz 

konsatrasyonuna maruz kalan nöronlarda insülinin GLUT3 translokasyon ve füzyonuna 

etkisi konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadır. 

 

Bu çalışmanın amacı, ADA ve IDF ölçütlerine göre yüksek glukoza maruz kalan 

dopaminerjik nöronlarda glukotoksisite ve insülin direnci ile ortaya çıkan oksidatif strese 
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bağlı nöronal mitokondrial disfonksiyona ve bunun kompleman sistemine yansımasına, 

NMDA reseptör blokajı ve nöronal NOS inhibisyonunun etkisini araştırmaktır. Bu 

çalışmada, insan beyninden saf dopaminerjik nöron kültürü elde edilmesi son derece zor 

olduğundan, dopaminerjik nöron araştırmalarında kullanılan SH-SY5Y insan nöroblastoma 

hücre hattı kullanılmıştır (Xie, Hu ve Li, 2010). İnsan nöroblastoma hücrelerinin serumda 

klasik kompleman yolağını spontan olarak aktive etme kapasitesine sahip oldukları ve bu 

hücrelerin, membran kofaktör protein kompleman inhibitörlerini ve CD59’u eksprese 

edebildiği gösterilmiştir (Gasque, Thomas, Fontaine, Morgan, 1996). SH-SY5Y insan 

nöroblastoma hücreleri, 150, 200, 250mg/dL glukoz bulunan ortamda insülin, NMDA 

reseptör antagonisti; KynA ve nöronal NOS inhibitörü; Nω -nitro-L-arginin metil ester (L-

NAME)’e maruz bırakılarak iki hücre siklusunda oksidatif stres, total mitokondrial 

metabolik aktivite/hücre canlılığı (MTT), NO, GLUT3, C1q ve CD59 ölçülmüştür. 

 

Bu çalışmanın amacı; yüksek glukoza maruz kalan nöronlarda glutamaterjik uyarı, 

mitokondrial oksidatif stres, MAC-kompleman düzenleyici protein dengesi ve insülin-

sinyal iletiminde bozulma gibi çeşitli sebeplerle ortaya çıkan hasarda başlatıcı faktör 

olarak düşündüğümüz NMDA reseptör uyarısının, bu reseptörün kompetetif antagonisti 

olan KynA ile engellenip engellenemeyeceğini ortaya koymaktır. Elde edilecek verilerin, 

yüksek glukoz konsantrasyonları karşısında insülin direnci ile meydana gelecek nöronal 

hasarın kontrolunda bir triptofan metaboliti olan KynA’le yapılacak klinik çalışmaların 

planlanmasına ve yeni terapötik yaklaşımların geliştirilmesine katkıda bulunması 

beklenmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

Onsekiz ile 79 yaş arasındaki insanların %7,2’sine diyabet tanısı konulmaktadır 

(Rathmann, Scheidt-Nave, Roden ve Herder, 2013). Diyabetin yaygınlığı, dünyada gittikçe 

büyüyen bir toplumsal sorundur. Yaşam beklentisinin azalmasına, komplikasyonların ise 

artmasına sebep olmaktadır (Colagiuri, Cull ve Holman, 2002). Uluslararası diyabet 

federasyonu tarafından yapılan en son tahminlere göre dünyada 2010 yılında 285 milyon 

olan diyabet hastası sayısı, 2030’da 438 milyona yükselecektir (Shaw, Sicree ve Zimmet, 

2010). Diyabet 21.yüzyılda halk sağlığını tehdit eden en büyük sorunlardan biridir (Dixon, 

Zimmet, Alberti ve Rubino, 2011). Diyabetin ADA tarafından önerilen güncel tanı kriterleri; 

klasik hiperglisemi belirtileri gösteren veya hiperglisemik krizler gelişen ve randomize 

olarak plazma glukoz düzeyi 200 mg/dl (11,1 mM)’dan yüksek olan hastalarda, glikasyona 

uğramış hemoglobinin %6,5’dan fazla, açlık plazma glukoz düzeyinin 126 mg/dl (7,0 

mM)’den yüksek ve oral glukoz tolerans testi esnasında ikinci saattaki plazma glukoz 

düzeyinin ise 200 mg/dl (11,1 mM)’dan yüksek olmasıdır (Alqahtani, Khan, Alhumaidi ve 

Ahmed, 2013). Diyabetik hastalarda kan glukoz düzeyinin sürekli izlenmesi ve hiperglisemi 

tedavi yöntemlerindeki gelişmelere rağmen, diyabet komplikasyonları hala önemli bir 

sorun olmaya devam etmektedir (Ceriello, Ihnat ve Thorpe, 2009). Hiperglisemi krizi ve 

hiperozmolar ketoasidoz, kontrolsüz “diabetes mellitus”un metabolik komplikasyonları 

olup, organizmada ciddi hasara veya mortaliteye sebep olabilmektedir. Hiperglisemi 

prevalansında yükselme ve sağlık harcamalarında sebep olduğu artış, halen bütün 

dünyada önemini ve güncelliğini korumaktadır (Van Ness-Otunnu ve Hack, 2013; 

Steenkamp, Alexanian ve McDonnell, 2013).  

 

Çok sayıda epidemiyolojik çalışma, diyabetli hastada nörodejeneratif hastalıklar, özellikle 

de Alzheimer hastalığının gelişme riskinin yüksek olduğunu göstermektedir (Kopf ve 

Frolich, 2009; Maher ve Schubert, 2009). Rotterdam çalışması, diyabetin demans ve 

Alzheimer hastalığı riskini iki misline çıkardığını ortaya koymuştur. Ancak diyabetin 

Alzheimer hastalığının gelişme riskini artırma mekanizması iyi bilinmemektedir. (Ott ve 

diğerleri, 1999). Japonya’da yapılan bir dizi araştırma içinde yer alan Hisayama çalışması, 

hiperglisemi ve glukoz intoleransının Alzheimer hastalığı görülme olasılığını 2-4 kat 
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artırdığını göstermektedir. Buna ilaveten on dört ayrı çalışmanın gözden geçirildiği bir 

meta-analizde de diyabetin Alzheimer hastalığı riskini artırdığı kanıtlanmıştır (Kopf ve 

Frolich, 2009). Aslında tip 2 diyabetli hastalarda tanıdan sonraki ilk on yıl içinde 

hiperglisemiye bağlı diyabetik nöropati gelişme riski yaklaşık %50’dir (Callaghan ve 

diğerleri, 2012). Nöron hasarında etkili olan çok sayıda faktör ileri sürülmüş, ancak bu 

faktörlerin eş zamanlı olarak ortaya çıkması nedeni ile hangisine karşı alınacak önlemlerin 

nöron hasar kontrolunda öncelikli olduğu bilinmemektedir.    

 

Nörodejeneratif hasarın ilerlemesinde önemli bir faktör olan tip 2 diyabet, aslında kronik 

hiperglisemi ve insülin etkisinin eksikliğine bağlı metabolik sorunlarla karakterize 

heterojen etiyolojili hastalıklar grubudur. Uzun süren kontrolsuz hiperglisemiden sonra 

diyabetin retinopati, nefropati ve nöropati gibi özel komplikasyonları ortaya çıkar ve 

ateroskleroz hızlanır. Diyabet, metabolik bozuklukların şiddetine göre asemptomatik 

olabildiği gibi ketoasidoz ve komaya kadar giden belirtilerle birlikte de görülebilir. 

 

Diyabetin etiyolojik sınıflandırılması ve patofizyolojinin evrelendirilmesi insülin etkisinin 

eksikliği dikkate alınarak yapılır; Tip 1: Pankreatik hücrelerin otoimmün mekanizma veya 

bilinmeyen bir sebeple harabiyete uğraması ile karekterizedir. Tip 2: İnsülin salgısının ve 

insüline duyarlığın azalması (insülin direnci) ile karakterizedir. Tip 3: İki ayrı alt-grubu 

içerir; alt-grup A, genetik yatkınlığa sebep olan özel mutasyonlar sonucu görülür, alt-grup 

B diğer hastalıklarla birlikte görülen diyabet grubudur. 

 

Diyabette glukoz metabolizması; normal, sınır olgular ve diyabetik evre olmak üzere üç 

aşamada değerlendirilir. Diyabetik evreler; 1. Glisemik kontrol için insüline gerek 

göstermeyen, 2. Glisemik kontrol için insüline gerek gösteren ve 3. Yaşam için insülin-

bağımlı olmak üzere üç aşamadır.  

 

2.1. Kan glukozu ve protein glikasyonu 

 

Kronik hipergliseminin kanıtlanması “diabetes mellitus” tanısı için bir ön şarttır. Kan 

glukoz düzeyi üç kategoride dikkate alınır. 1. Diyabetik tip: Açlık glukoz 

konsantrasyonunun 126 mg/dl veya daha yüksek ve/veya 75 g glukoz verilmesinden iki 
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saat sonra serum glukoz düzeyinin 200 mg/dl veya daha yüksek olmasıdır. 2. Herhangi bir 

zamanda elde edilen serum glukoz değerinin 200 mg/dl olması diyabetik tip glukoz 

konsantrasyonunu gösterir. 3. Normal glukoz konsantrasyonu; açlık plazma glukozunun 

110mg/dl’nin altında olması veya 75 g glukoz verilmesinden iki saat sonra 140 mg/dl’nin 

altında olmasıdır (Kuzuya ve diğerleri, 2002). Farklı günlerde iki veya daha fazla diyabetik 

tip hiperglisemi tespit edilmesi “diabetes mellitus” olarak yorumlanır. Ayrıca, “diabetes 

mellitus”un tipik belirtilerinin olması, glikasyona uğramış hemoglobin (HbA1c)’nin %6,5 

veya üzeri olması, diyabetik retinopatinin bulunması gibi koşullardan birinin bulunmasına 

ilaveten bir kez diyabetik tip plazma glukoz değerinin tespiti diyabet olarak değerlendirilir. 

Diyabetin yukarıda belirtilen tipik belirtilerinin veya evvelce HbA1c’nin %6,5 ve üzeri 

olması halinde plazma glukoz değeri “diyabetik tip” düzeyine erişmiş olmasa bile şüpheli 

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

 

 Diyabetik hastanın takibinde ve diyabete bağlı kronik komplikasyonların azaltılması için 

glisemik kontrolün sağlanmasında “altın standart” HbA1c düzeylerinin izlenmesidir 

(Lapolla, Traldi ve Fedele, 2005). Erişkinde hemoglobin (Hb)’nin %97’si HbA’dan oluşur. 

HbA’nın HbA1a, HbA1b ve HbA1c olmak üzere üç alt grubu vardır (Allen, Schroeder ve 

Balog, 1958). Diyabetik hastada bunlardan özellikle HbA1c artar (Rahbar, 1968). 

HbA1c’nin eritrositlerin ortalama ömür sürelerinin üzerinde görülmesi ve HbA1c 

düzeyinin zaman-ilişkili ortalama glukoz konsantrasyonuna bağlı olması nedeni ile erken 

glikasyon ürünü olarak HbA1c ölçümleri, ölçüm yapılmadan önceki 4-6 hafta süresince 

yüksek glukoza maruziyetini yansıtır. HbA1c değerleri önceki 4-8 hafta içindeki glukoz 

düzeyleri ile linear korelasyon gösterir. HbA1c düzeyinin azalması diyabetik hastanın kan 

glukoz değerlerinde düzelmeyi yansıtır (Schwartz, 1995; Larsen, 1997).  

 

Dünyada yaklaşık 24 milyon insan muhtelif demans tiplerinden etkilenmektedir. Gelecek 

beş yıl içinde, demans tanısı alan hasta sayısında ciddi bir artış olması beklenmektedir 

(Kern ve Behl, 2009). Nörodejeneratif hastalıklar hücresel yerleşimi farklı olmasına 

rağmen son derece dinamik ve çok faktörlü patolojik durumlar olduğu için sebepleri çok 

iyi anlaşılamamıştır. Kronik, ilerleyici ve biyokimyasal olarak ilişkili gözükmeyen moleküller 

arasında çoklu sinerjik etkileşim gösteren metabolik ve immünolojik yolakları 

ilgilendirmektedir. Birçok çalışma, demans grubundaki hastalıklarda nöronal hücre 
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dejenerasyonu ve sonuçta hücre ölümüne sebep olan faktörler arasında oksidatif stress, 

inflamasyon ve sellüler proteinlerin glikasyonunda artma gibi muhtelif benzerliklerin 

olduğunu ortaya koymuştur (Williams, Weinberg ve Smith, 2011).   

 

Hb glikasyonunda olduğu gibi diğer serum proteinlerinin glikasyonu da kronik yüksek 

glukoz konsantrasyonu ile orantılıdır (McDonald ve Davis, 1979). Glikasyon ürünlerinin 

serebrospinal sıvıda birikmesine bağlı olarak 111 glikasyon noktasında glikasyona uğrayan 

48 protein nöroinflamasyon ve nörodejenerasyonda önemli rol oynar (Ramírez-Boo ve 

diğerleri, 2012). Proteinlerin non-enzimatik glikasyonu veya “Maillard” reaksiyonu olarak 

isimlendirilen süreç, kronik hiperglisemiye bağlı olarak diyabetin kronik 

komplikasyonlarının gelişmesine sebep olan pato-fizyolojik değişiklikleri yansıtır 

(Brownlee, Cerami ve Vlassara, 1988). “Maillard” reaksiyonu erken evre, ara evre ve geç 

evre olmak üzere üç aşamada meydana gelir. Erken evrede glukoz veya fruktoz, pentoz, 

galaktoz ve mannoz gibi diğer redüktif şekerler; proteinler, nükleik asitler ve lipitlerin 

serbest amino grupları ile reaksiyona girerek “Schiff base” denilen stabil olmayan bir 

aldimin bileşiği meydana getirirler. “Schiff base” daha sonra “Amadori” ürünü denilen 

stabil bir ketoamine dönüşür. Ara evrede oksidasyon ve dehidrasyon reaksiyonları ile  

“Amadori” ürünü, glioksal, metilglioksal (MGO), deoksiglukozon gibi çeşitli karbonil 

bileşiklere parçalanır. Bunlar şekerlerden daha reaktif bileşiklerdir ve proteinlerin amino 

grupları ile tekrar reaksiyona girerler (Lapolla ve diğerleri, 2005).  Diyabetik hastanın 

metabolik kontrolunun değerlendirilmesinde erken evre glikasyon ürünü olan “Amadori” 

ürününün ölçülmesi rutin olarak kullanılan bir yöntemdir. Bu konuda HbA1c ve glikolize 

serum proteinleri en sık kullanılan iki parametredir (Mayer ve Freedman, 1983). Anormal 

protein agregasyonu, MGO ve glioksal gibi aldehitlerin oluşumu nörodejeneratif 

hastalıkların kronik gelişimine katkısı olan ortak olaylardır. MGO son derece reaktif bir 

dikabonildir. Aerobik glikolizis esnasında tirozin fosfatların spontan parçalanması ile 

meydana geldiği gibi pentoz, askorbat ve lipidlerin oksidasyonu ile de oluşur (Degenhardt, 

Thorpe ve Baynes, 1998). Plazma konsantrasyonunun ve reaktivitesinin yüksek olması 

nedeni ile MGO en önemli in-vivo karbonildir. Dolayısı ile glioksal ve MGO’ın ölçülmesi, 

yüksek glukoz konsantrasyonuna bağlı oksidatif stresin değerlendirilmesinde son derece 

önemlidir (Lapolla ve diğerleri, 2003). Geç evrede bu karbonillerin serbest amino grupları 

ile tekrar reaksiyona girmesi ile ileri glikasyon son ürünleri (“Advanced Glycation End-
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Products” (AGE)) denilen suda erimeyen ve geri-dönüşsüz bileşikler meydana gelir (Bkz 

Şekil 2.1.). Bunlar proteinler üzerinde birikir, çapraz bağlar yaparlar ve hücresel 

reseptörlerle etkileşerek veya hücre içi glikasyona sebep olarak hasara yol açarlar (Sing, 

Barden, Mori ve Beilin, 2001). Hiperglisemi, protein glikasyonu ve AGE oluşumu arasında 

son derece kuvvetli korelasyon vardır. Glisemik kontrolla korelasyon gösteren AGE DNA, 

lipid ve proteinler üzerinde meydana gelerek hücresel ve moleküler düzeyde fonksiyon 

bozukluğuna yol açar. Hiperglisemik dönemde oluşan bu reaktif bileşikler daha sonra 

diyabete bağlı komplikasyonların gelişmesinde önemli rol oynar (Stitt, Jenkins ve Cooper, 

2002). Toksik AGE, AGE reseptörleri aracılığı ile hücre içi sinyal iletimini, gen 

ekspresyonunu, proinflamatuvar moleküllerin serbestleşmesini ve ROS’nin üretimini 

etkileyerek diyabetik komplikasyonların meydana gelmesine katkıda bulunur (Sato ve 

diğerleri, 2006). Toksik AGE’nin yapısında yer alan gliseraldehit, oksidatif stresle diyabetik 

vasküler komplikasyonlar ve nöron hasarına yol açar. “Gliser-AGE” epitopuna karşı gelişen 

antikorların diyabetik serumun nöronal hücreler üzerindeki nörotoksik etkisini önlediği 

tespit edilmiştir (Takeuchi ve Yamagishi, 2009). 

 

Glisemik kontrolu yeterli olmayan diyabetli hastalarda plazma glukoz düzeyindeki sürekli 

yükseklik, plazma proteinlerinin geri-dönüşsüz non-enzimatik glikasyonuna sebep olur. 

Özellikle non-enzimatik glikolize apolipoprotein (apo)A-I düzeyi, diyabet ve kronik böbrek 

yetmezliğinde yükselir ve lesitin-kolesterol açiltransferazı inhibe ederek “high-density 

lipoprotein” (HDL)’lerin kardiyovasküler sistemi koruyucu bazı özelliklerinin ortadan 

kalkmasına yol açar  (Rye, 2014).  

 

2.2. Yüksek glukoz ve nöron hasarı 

 

Farklı konsantrasyonlarda glukoza maruz kalan nöron hücre kültürlerinde enerji 

gereksinimini düzenleyen metabolik değişiklikler meydana gelir. Diyabette görülen 

hiperglisemi ile birlikte, hipertrigliseridemi, hiperkolesterolemi, hipoalfalipoproteineminin 

ortaya çıkması, AGE birikimi, glikolize-okside lipoprotein düzeyinde artma mitokondrial 

solunum disfonksiyonuna bağlı olarak ROS’nin artmasına ve nöron hasarına sebep olur 

(Shen, 2012; Chilelli, Burlina ve Lapolla, 2013).  
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Nöronal aktivite ve enerji tüketimi arasında dinamik bir ilişki vardır. Normoglisemik 

koşullarda plazma glukozu 5,5-7,8 mM iken beyin glukoz konsantrasyonu 0,82-2,4 mM 

arasında değişir (Silver ve Erecinska, 1994; Abi-Saab ve diğerleri, 2002). Beyinde 

ekstrasellüler glukoz konsantrasyonu hiperglisemik ve hipoglisemik koşullara göre 4,5 mM 

ile 0,16 mM arasında dramatik değişiklikler gösterir (Silver ve Erecinska, 1994). 25mM 

glukoz içeren nöroblastoma hücre kültürlerinde bazal düzeyde olan adenozin monofosfat 

(AMP) ile aktive protein kinaz (AMPK), glukozun fizyolojik düzeyin altına inmesi ile 

artmaya başlar. Diğer bir deyişle hücrelerin düşük glukozla canlılıklarını sürdürülebilmeleri 

için AMPK fosforilasyonu artar (Lee, Li, Xi, Suh ve Martin, 2005). Hiperglisemi ile glikolitik 

ATP’nin artması AMP/ATP oranını azaltır ve AMPK aktivitesini inhibe eder (Martin ve 

diğerleri, 2006). Akut hiperglisemi ile AMPK aktivitesinin inhibe olması, glukoz ve insülinle 

düzenlenen NO üretiminin azalmasına yol açar  (Canabal, Potian, Duran, McArdle ve 

Routh, 2007). Hipoglisemi sonucu nöron içinde ATP düzeyinin düşmesi ile AMP artışına 

cevap olarak AMPK aktive edilir (Sanders, Grondin, Hegarty, Snowden ve Carling, 2007). 

AMPK aktive olunca, nöronda ATP desteğine gerek gösteren birçok metabolik olay 

baskılanır, yağ asidi oksidasyonu ve glikolizis gibi katabolik olaylar ise hızlanır (Hardie, 

2007). Aslında düşük glukoz düzeyi, NO kullanılmasını belirgin biçimde azaltır. Düşük 

glukoz düzeyi aynı zamanda AMPK’ı hızla aktive eder. Ancak AMPK’ın fizyolojik 

aktivasyonu kullanılabilir NO miktarını uygun düzeye çıkaramaz (Wang ve diğerleri, 2012). 

 

Primer nöronların 45mM düzeyinde yüksek glukoza maruz kalması ROS’nin oluşumunu 

hızlandırarak önce mitokondrial membran hiperpolarizasyonuna sonra mitokondrial 

membran depolarizasyonuna, mitokondrial disfonksiyona, kaspaz 3 ve 9 aktivasyonu ile 

nöronal apoptoza sebep olur.  (Russell ve diğerleri, 2002). SH-SY5Y insan nöroblastoma 

hücrelerinde AGE ile meydana gelen hücre içi oksidatif stres ve hücre ölümü AGE 

reseptörleri’nin blokajı ile önlenebilmektedir (Yin ve diğerleri, 2012). SH-SY5Y hücreleri, 

şeker metabolizmasının bir dikarbonil metaboliti ve AGE’nin majör prekürsörü olan 

MGO’a yüksek miktarda maruz bırakıldığında hücre içi ATP, mitokondrial redoks 

tamponlama, mitokondrial membran potansiyeli ve hücre canlılığı azalır, ROS oluşumu 

artar (Wang, Yu, Pu ve Du, 2014). Reaktif dikarboniller glukoza nazaran 20.000 kat daha 

reaktiftir. MGO gibi reaktif dikarboniller protein, lipid ve nükleik asitleri modifiye ederek 

glikasyon olayına büyük katkıda bulunurlar (Jack ve Wright, 2012). Nitekim SH-SY5Y 
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nöroblastoma hücrelerinin MGO’a maruziyeti 24 saat içinde plazma membranının erken 

depolarizasyonu, aşırı glutamat serbestleşmesi ve oksidatif streste artma ile sonuçlanır. 

Hücre canlılığı ve hücre içi ATP azalır. Bu değişikliklerin NOS inhibitörü L-NAME ve NMDA 

reseptör antagonisti ile önlenebildiği gösterilmiştir  (De Arriba ve diğerleri, 2006). Bu da 

NMDA reseptör aktivasyonunu takiben ortaya çıkan NOS uyarısı ile aşırı NO sentezi ve 

RNS’nin meydana geldiğini düşündürmektedir (Braidy ve diğerleri, 2009).  

 

Yüksek glukoz konsantrasyonu ile meydana gelen hücresel stresin patogenezinde aşırı 

mitokondrial serbest radikal oluşumu ve buna bağlı mitojenle aktive olan protein kinaz 

p38 (p38 MAPK) aktivasyonu önemli rol oynar (Bkz Şekil 2.1.). Yüksek glukozla uyarılmış 

mitokondrial oksidatif stresin antioksidanlarla ortadan kaldırılması, SH-SY5Y hücrelerini 

yüksek glukoza bağlı p38 MAPK yolağının aktive olmasına bağlı istenmeyen etkilerden 

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

 

2.3. Yüksek glukoz düzeyi ve nörodejeneratif hastalıklar  

 

Çok sayıda epidemiyolojik çalışma diyabetli hastada nörodejeneratif hastalıkların özellikle 

de Alzheimer hastalığının gelişme riskinin yüksek olduğunu göstermektedir (Kopf ve 

Frolich, 2009; Maher ve Schubert, 2009). Dünya Alzheimer raporuna göre halen 36 milyon 

insan ilerleyici nörodejeneratif demanstan etkilenmekte ve gelecek yirmi yılda bu sayının 

iki katına çıkması beklenmektedir. İleri yaştaki nüfusun %80’inde demansın çeşitli formları 

ve Alzheimer Hastalığı’nın bulunduğu anlaşılmıştır (Van Himbergen ve diğerleri, 2012).  

 

Glukoz beynin temel enerji kaynağı olup normal beyin fonksiyonlarının devamı için beyin 

glukoz düzeyinin dar sınırlar içinde muhafaza edilmesi gerekir. Kontrolsuz kan glukoz 

düzeyi ise beyin yapı ve fonksiyonunu etkileyerek algılama bozukluklarına yol açar 

(Cardoso ve diğerleri, 2013). Yapılan çalışmalarda tip 2 diyabetli hastaların %50’sinde 

tanıdan sonraki ilk on yıl içinde hiperglisemiye bağlı diyabetik nöropati gelişme riski 

olduğu gözlenmiştir. Düzenli kan glukoz kontrolü ise nöropati gelişme riskini önemli 

oranda azaltmaktadır (Callaghan, Little Feldman ve Hughes, 2012).  
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2.4. Yüksek glukoz ve glutamaterjik uyarı 

 

Hiperglisemi diyabet gelişmesinde primer faktör olarak kabul edilmektedir. Pankreas beta 

hücreleri yüksek glukoz’a (10, 25, 50 mM) maruz kaldıklarında; hücre canlılığında 

azalmanın, glukozun dozuna bağlı olarak hücrelerin glutamat tutmasındaki artma ile 

orantılı olduğu ileri sürülmüştür. Diğer bir deyişle, yüksek glukozla uyarılan oksidatif stres 

ve glutamat hücre canlılığını azaltmaktadır. Yüksek glukozun bu etkisinin 1mM N-asetil-L-

sistein (NAC) ile bloke edildiği gösterilmiştir (Han ve Park, 2011). Oksijen ve glukoz 

yokluğuna bağlı glial nekrotik hücre ölümünden ise hem iyonotropik glutamat 

reseptörlerinin hem de glutamat taşıyıcılarının sorumlu olduğu düşünülmektedir (Bonde, 

Noraberg, Noer ve Zimmer, 2005). Normal koşullarda memeli santral sinir sisteminde 

sabit hızda bir glukoz desteğine gerek vardır. Beyin enerji desteğinde yağ asitleri veya 

keton cisimciklerinin katkısı son derece sınırlıdır. Glukoz kan-beyin bariyerinden ve plazma 

membranından hızla geçer sonra fosforilasyona uğrar. [1-13C]D-glukozla yapılan 

çalışmalarda (Mason, Behar, Rothman ve Shulman, 1992), 6-8 mM normoglisemik plazma 

konsantrasyonunda, ortalama beyin dokusu glukoz içeriğinin 2-4 µmol/g yaş doku olduğu 

gösterilmiştir. Beyin glukoz konsantrasyonu hipoglisemi ile düşer, hiperglisemi ile artar 

(Mason ve diğerleri, 1992). Normal kan glukoz konsantrasyonunda beyin glukoz tutulum 

oranı, glukoz kullanım hızına göre 2,4±0,4 kat daha fazladır. Bu da normal koşullarda kan-

beyin bariyerinden glukoz transportunun, glukoz kullanım hızını kontrol eden bir 

parametre olmadığını göstermektedir (Mason ve diğerleri, 1992).  Glukozun kan-beyin 

bariyerini geçerek nöronlara ulaşmasında, burada bulunan GLUT1, nöron içine 

transportunda ise GLUT3 aracılık yapar (Bkz Şekil 2.1.). Nöron tarafından glukozun 

alınması sinaptik terminal membranlarında yüksek konsantrasyonda GLUT3 bulunmasına 

bağlıdır (Leino, Gerhart, van Bueren, McCall ve Drewes, 1997; Vannucci, Maher ve 

Simpson, 1997). Nöronlarda yaygın olarak eksprese edilen GLUT3, nörona özgü bir glukoz 

taşıyıcısıdır ve santral nöronlarda önemli rol oynar (Nagamatsu ve diğerleri, 1993). 

Serebral glukoz kullanımının artması GLUT3 ekspresyonunu eş zamanlı olarak artırır (Piert, 

Koeppe, Giordani, Berent ve Kuhl, 1996; Vannucci ve diğerleri, 1998). GLUT3’ün glukoza 

afinitesi GLUT1’e nazaran daha yüksektir ve transport kapasitesi de en az 5 kat daha 

fazladır. GLUT3’ün bu özelliği nöronal transport bakımından önemlidir. Serum glukoz 

konsantrasyonu 5-6 mM iken nöron çevresindeki glukoz konsantrasyonu yaklaşık 1-2 
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mM’dir. Dolayısı ile nöronun glukoza erişim kapasitesi diğer nöronal hücrelerden daha 

yüksektir. (Leino ve diğerleri, 1997; Vannucci ve diğerleri, 1997). Yetmiş iki saatlık açlıktan 

sonraki hipoglisemi, GLUT3 mRNA ekspresyonunu iki kat artırır. Hipoglisemi GLUT3 mRNA 

ekspresyonunu doğrudan artırırken, hipergliseminin GLUT3 mRNA ekspresyonunun 

değiştirmediği ileri sürülmektedir (Nagamatsu, Sawa, Inoue, Nakamichi, Takeshima ve 

diğerleri Hoshino, 1994). Diğer taraftan, sinaptik aktivite ile GLUT3’ün ekspresyonundaki 

artış intrasellüler glukoz düzeyini artırır. Bu etkinin NMDA reseptör ve nöronal NOS 

(nNOS) inhibisyonu ile önlendiği tespit edilmiştir. Aslında sinapslarda NMDA 

reseptörlerinin uyarısı nNOS’ın fosforilasyonunu kontrol ederek NO sentezinde etkili 

olmaktadır. nNOS’ın fosforilasyonunun inhibisyonu, GLUT3 artışını engeller. NMDA 

reseptör aracılı NO artışı siklik guanozin monofosfat (cGMP)/ cGMP kinaz (cGK) sinyal 

iletim yolağını uyararak GLUT3’ün plazma membranına translokasyonunu kolaylaştırır. 

Membran GLUT3 miktarındaki bu artış glukoz transportunu hızlandırır. Sonuç olarak; 

nNOS fosforilasyonu üzerinden NMDA reseptörlerinin sinaptik uyarısı NO-aracılı bir 

yolakla GLUT3’ün membran ekspresyonunu uyarır ve glukozun hücre içine girişini 

hızlandırır. Bu olay, NMDA reseptör ve nNOS ihibisyonu ile bloke olur (Ferreira, Burnett ve 

Rameau, 2011). Ancak yüksek glukoz konsantrasyonuna maruziyette glutamaterjik 

nöronal uyarı ile başlayan sürecin NMDA reseptörü düzeyinde nasıl geliştiği ve hücre 

ölümünün asıl sebebi tam olarak bilinmemektedir. 
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Şekil 2.1. SH-SY5Y dopaminerjik nöron hücresinde yüksek glukoza maruziyet ile meydana 
gelen olası glutamaterjik uyarı ve mitokondrial oksidatif stres (Kompleman 1q: 
C1q, C1q bağlayıcı protein: C1qbp, Kompleman düzenleyici protein “complement 
regulatory protein 59”: CD59, Membran atak kompleksi: MAC, “mitochondrial 

permability transition”: MPT porları, N-metil-d-aspartat reseptörü: NMDA-R, NOO-: 

peroksi nitrit, NO: nitrik oksit, nNOS: nöronal nitrik oksit sentaz, Nω -nitro-L-arginin 
metil ester: L-NAME, Alfa7-nikotinik asetilkolin reseptörü: α7nAChR, Glukoz 
taşıyıcısı 3: GLUT3, Insülin reseptör substrat 1: IRS1, İnsülin reseptörü: İnsR, İleri 
glikasyon ürünleri: AGE, Hidrojen peroksit: H2O2, Adenozin trifosfat: ATP) 

 

Aşırı glutamat serbestleşmesi ve bunu takip eden glutamaterjik nöronal uyarının oksidatif 

strese ve nöronal hasara sebep olduğu bilinmektedir. Nöronlarda oksidatif stresi hem 

glutamaterjik hem de kolinerjik reseptör uyarısı başlatmaktadır (Savolainen, Loikkanen, 

Eerikäinen ve Naarala, 1998). Nöronal glutamatın en önemli ön maddesi glutamindir. 

Glutamat ayrıca, trikarboksilik asit (TCA) döngüsünde de sentezlenir (Bak, Schousboe ve 

Waagepetersen, 2006). NMDA reseptör antagonistleri hücre içi glutamin düzeyinin 

artmasına, glutamat düzeyinin ise azalmasına sebep olur (Moghaddam, Adams, Verma ve 

Daly, 1997; Iltis ve diğerleri, 2009). SH-SY5Y insan nöroblastoma hücreleri tarafından 

eksprese edilen fosfatla aktive glutaminaz (PAG) glutamini glutamat ve amonyağa 

dönüştürür (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 

veziküllerde fonksiyonel bir kompleks meydana getirerek presinaptik veziküllerde 

glutamat birikmesini sağlarlar (Ikemoto, Bole ve Ueda, 2003). Eğer nöronlar yüksek 

konsantrasyonda glutamata maruz kalırlarsa, NMDA reseptör kanalları Ca2+ iyonlarına 

geçirgen hale gelirler (Bkz Şekil 2.1.). Burada endojen ekstrasellüler glutamatın kaynağı 

önemlidir (Tapia, 1996). Yapılan çalışmalar nöronlarda glutamat reseptörlerinin aşırı 

eksitotoksik (“excitotoxic”) aktivitesinden endojen glutamatın sorumlu olduğunu 

göstermiştir (Ayala ve Tapia 2008). 10 nM nörotensin 30 dakikada endojen glutamat 

seviyesini yükseltir. Nöronlardan açığa çıkan glutamata bağlı NMDA-aracılı sinyal iletimi 

nöron hasarına yol açar (Antonelli ve diğerleri, 2004). Nöronlarda glutamat 

reseptörlerinin aktive olması ile birlikte glikolizisi düzenleyen 6-fosfofrukto-2-

kinaz/fruktoz-2,6-bifosfataz-3 (PFKFB3) stabilize olur ve glikolizis artar, buna karşılık 

pentoz fosfat yolağı (“pentose phosphate pathway”) (PPP) aktivitesi azalır. Yeteri kadar 

glukozun PPP yolağına girememesi, nöronların antioksidan redükte glutatyon (GSH) 

rejenerasyonunu engelleyerek oksidatif stresi başlatır (Rodriguez-Rodriguez, Almeida ve 

Bolaños, 2013).  Rodriguez-Rodriguez ve diğerleri (2012) nöronlardaki NMDA reseptör 

aktivasyonu ile PFKFB3 proteininin nukleusta eksprese olarak sitozole serbestleştiğini ve 

glikolizisi artırdığını, buna karşılık PPP aktivitesini azalttığını göstermişlerdir. PPP kaynaklı 

antioksidan GSH azalması oksidatif stres ve apoptotik nöron ölümü ile sonuçlanır 

(Rodriguez-Rodriguez, Fernandez, Almeida ve Bolaños, 2012). Normal koşullarda 

nöronlarda glikolizisi hızlandıran PFKFB3, isoform 3 aktivitesi son derece azdır ve 

nöronların glikolitik aktivitelerini artırmaları zordur. Bundan dolayı nöron içine giren 

glukoz büyük ölçüde PPP’e yönelir ve GSH üretilir (Bolaños, Almeida ve Moncada, 2010). 

 

Glikolitik aktivitenin glikolizis yönünde uyarılması nöronlar için sitotoksiktir (Almeida, 

Almeida, Bolanos ve Moncada, 2001). Nöronlarda glukoz kullanımının PPP’den glikolizise 

sapması, kritik antioksidan nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH)-GSH sisteminin 

glukoz desteğini azaltarak oksidatif stresin devam etmesine sebep olur. NMDA reseptör 

uyarısı ile tetiklenen glikolizisle birlikte okside glutatyon (GSSG) redükte olamaz ve GSH 

düzeyi azalır, mitokondrial ROS artar ve apoptotik nöron ölümü gerçekleşir (Rodriguez-

Rodriguez ve diğerleri, 2013). Nöronlar hem zayıf antioksidan sistemleri, hem de enerji 

homeostazını kompanze etme kapasitelerinin düşük olması nedeni ile ROS ve RNS’ne karşı 
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son derece duyarlıdır. RNS üretimi artmaya başlayınca, NADPH ve GSH üreten antioksidan 

PPP’i etkin biçimde uyarır, bu esnada biyoenerjitik glikolizis inhibe olur (Bolaños ve 

Almeida, 2010). 

 

NMDA reseptörlerinin nöronların canlılığının devamında veya ölümündeki rolü 

konusundaki tartışmalar uzun süredir devam etmektedir (Kalia, Kalia ve Salter, 2008). 

Sinaptik NMDA reseptörleri nöron canlılığının sürdürülmesi için önemlidir. Ekstrasinaptik 

NMDA reseptör aktivasyonu ise nöron hasarına sebep olan genlerin ekspresyonunu 

indükler (Zhang ve diğerleri, 2007).  NMDA reseptörlerinin aşırı uyarısı ile hücre içine 

kalsiyum iyonlarının [Ca2+] aşırı girişi hücre ölümüne veya muhtelif nörolojik 

fonksiyonların hasar görmesine sebep olur (Mody ve MacDonald, 1995; Arundine ve 

Tymianski, 2003). Glutamatın hücre hasarına yol açan toksik uyarısı için nöron içine Ca2+ 

girişi gereklidir. NMDA reseptöleri, toksik Ca2+ girişinde primer kaynaktır (Choi, 1987; 

Choi, Maulucci-Gedde ve Kriegstein, 1987; Choi, Koh ve Peters, 1988). Fizyolojik 

miktarlarda NMDA reseptör aktivitesi nöron yaşamı için faydalı iken aşırı NMDA reseptör 

aktivasyonu ve nöron içinde aşırı Ca2+ birikmesi hasara sebebiyet verir. NMDA reseptör 

aktivitesine nöronal cevap bir çan eğrisine benzer; çok fazlası ve çok azı nöron hasarına 

yol açar (Hardingham ve Bading, 2010). Tek başına veya sinaptik NMDA reseptör 

aktivasyonunun varlığında ekstrasinaptik NMDA reseptör aktivasyonu ile nöron içine Ca2+ 

girişi mitokondrial disfonksiyon ve hücre ölümünü ile sonuçlanır (Hardingham, Fukunaga 

ve Bading, 2002).  Ekstrasinaptik sinyal iletiminin etkileri, sinaptik sinyale nazaran daima 

daha fazladır (Hardingham ve diğerleri, 2002; Ivanov ve diğerleri, 2006). NMDA 

reseptörünün kronik uyarısında sinaptik ve ekstrasinaptik aktiviteler arasındaki denge 

önemlidir (Okamoto ve diğerleri, 2009). Düşük konsantrasyonda NMDA daha çok sinaptik 

yolağı aktive eder ve nöron koruyucu etki gösterir, buna karşılık yüksek düzeyde NMDA 

sinaptik uyarıyı baskılar ve ekstrasinaptik yolak etkinlik kazanır (Soriano ve diğerleri, 

2006). Sinaptik NMDA reseptörlerinden giren Ca2+ hücre içi kaynaklardan desteklenir ve 

Ca2+ uyarısı nöron çekirdeğine ulaşır (Hardingham, Arnold ve Bading, 2001). Nükleer Ca2+ 

nöronal gen ekspresyonu için en güçlü uyaranlardan biridir. Siklik AMP cevap elemanı 

bağlayıcı proteini (“cyclic-AMP response element binding protein”, CREB), nükleer Ca2+ 

bağımlı hücre korunmasında en önemli aracıdır (Hardingham ve diğerleri, 2010). 
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Her nekadar NMDA reseptör antagonistleri ile reseptörün sürekli uyarısının bloke edilmesi 

nörolojik hastalıkların tedavisinde rasyonel bir yaklaşım gibi gözükse de, NMDA reseptörü 

normal beyin fonksiyonları için gerekli olduğundan NMDA reseptör aktivitesinin tamamen 

inhibe edilmesi normal fizyolojik fonksiyonları da oradan kaldırdığından istenen sonuca 

ulaşılamaz (Vandame ve diğerleri, 2013). Muhtelif potent selektif NMDA reseptör 

antagonistleri geliştirilmiş, ancak bunların nörotoksisteleri nedeni ile klinik çalışmaları 

mümkün olamamıştır (Low ve Roland, 2004). Son zamanlarda NMDA reseptör 

antagonistlerinin geliştirilmesi için yapılan çalışmalar, NMDA reseptör uyarısı ile meydana 

gelen cevabın reseptörün konumuna bağlı olarak değiştiğini ortaya koymuştur. Sinaptik 

NMDA reseptörlerinin uyarısının primer olarak nükleer Ca2+ sinyal iletimi ile meydana 

geldiği ve nöroprotektif olduğu, buna karşılık ekstrasinaptik NMDA reseptörlerinin 

uyarısının ise hücre ölümüne yol açtığı gösterilmiştir (Hardingham ve Bading, 2010). 

NMDA reseptörleri sodyum, potasyum ve kalsiyuma geçirgen katyonik kanallardır. NMDA 

reseptörlerinden kalsiyum girişi NMDA reseptörleri ile ilişkili birçok fizyolojik ve patolojik 

koşulda kritik bir faktördür. NMDA reseptör aktivasyonu ve bunu takip eden postsinaptik 

kalsiyum konsantrasyonundaki artış sinaptik etkinliği ve nöral morfolojiyi modifiye eden 

olayları tetikler. Fonksiyonel NMDA reseptörleri; GluN1, GluN2A-D, GluN3A-B gibi farklı alt 

ünitelerden meydana gelmiş bir tetramerdir. Tipik olarak endojen NMDA reseptrörleri iki 

GluN1 alt üniteye ilaveten GluN2 veya GluN3 alt ünitelerden meydana gelen di-

heteromerlerdir. Özgün olarak GluN1/GluN2B/GluN3A veya GluN1/GluN2B/GluN2D 

kompleksleri çocukluk sürecinin erken aşamasında eksprese edilir. GluN1/GluN2A/GluN2B 

veya GluN1/GluN2A/GluN2C ise erişkin dönemde eksprese edilir (Al-Hallaq, Conrads, 

Veenstra ve Wenthold, 2007; Brothwell ve diğerleri, 2008).  

 

Bütün GluN iyonotropik glutamat reseptörlerinde alt ünitelerin M1, M2 ve M3 olmak 

üzere üç adet transmembran segmenti ve bir “re-entrant pore loop”u vardır. Uzun N-

terminal uçları ekstrasellülerdir. C-terminal ise birçok sitozolik proteinle etkileşen hücre içi 

bölümdür. Glutamat, GluN2 alt ünitesine bağlanır. NMDA reseptör alt üniteleri yapısal 

benzerliklerine rağmen fonksiyonel bakımdan çok farklıdırlar. GluN2A ve GluN2B en 

yoğun araştırma konusu olan alt ünitelerdir. GluN2A içeren reseptörler, GluN2B içerenlere 

nazaran daha hızlı bir kinetiğe sahiptir. Buna karşılık GluN2A’ya nazaran GluN2B’ye 

glutamat afinitesi daha yüksektir; ancak, erişkin nöronlarda sinaptik glutamat 
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serbestleşmesi GluN2A içeren NMDA reseptörlerinde GluN2B içerenlere nazaran daha 

fazla aktivasyona sebep olur. GluN2A daha fazla sinaptik bölgede, GluN2B ise daha fazla 

ektrasinaptik bölgede bulunur. Ancak bu subsellüler lokalizasyonlar mutlak değildir 

(Thomas, Miller ve Westbrook, 2006). Sinaptik NMDA reseptörlerinin aktivasyonu hücre 

canlılığını sürdüren intrasellüler olayları tetikler. Ekstarasinaptik NMDA reseptörlerinden 

kalsiyum girişi eksitotoksisite olarak bilinen mitokondrial disfonksiyonla nöronal ölüme yol 

açar (Hardingham and Bading 2010). Sinaptik NMDA reseptör aktivasyonu CREB 

transkripsiyon faktörünün ekspresyonunu uyarır, bu da nöronal canlılık bakımından 

önemlidir. CREB, muhtelif pre-apoptotik ve oksidatif genin transkripsiyonunu bloke eder. 

Ekstrasinaptik NMDA reseptör aktivasyonu ise CREB defosforilasyonu, hücre dışı sinyalle 

düzenlenen kinazlar (“extracellular signal-regulated kinases”, ERK)1/2 inaktivasyonu ve 

pro-apoptotoik genlerin aktivasyonu gibi çeşitli yolaklar aracılığı ile nöronal ölümle 

sonuçlanır (Bengtson, Dick ve Bading, 2008;  Ivanov ve diğerleri, 2006).  

 

GluN2A ve GluN2B’nin sitoplazmik C-uzantıları bu alt ünitelerin hareketini kontrol eden 

özgün bir biçime sahiptir. GluN2B, GluN2A’ya nazaran daha hareketlidir. GluN2B içeren 

NMDA reseptörü 250 kat daha fazla yüzey hareketine sahiptir (Sanz-Clemente, Nicoll ve 

Roche, 2013). Normal fizyolojik NMDA reseptör aktivitesinin hem apoptotik hem de 

eksitotoksik etkilere karşı koruyucu olduğu, buna karşılık oksidatif stresin ise NMDA 

reseptörlerinin hem hipo, hem de hiper aktivitesine cevap olarak nöron ölümünü 

hızlandırıcı rol oynadığı ileri sürülmektedir (Hardingham, 2009). Glutamat gibi eksite edici 

amino asitlerle NMDA reseptörlerinin aşırı uyarılması birçok nörodejeneratif hastalıkta 

nöronal hasara yol açmaktadır. Bu patolojilerde, aşırı NMDA reseptör aktivitesinin, normal 

reseptör fonksiyonlarını bozmadan engellenmesi önerilmektedir (Chen ve Lipton, 2006). 

Eksitotoksisite; nörotransmitter glutamata aşırı maruziyet veya membran glutamat 

reseptörlerinin aşırı uyarılması ile nöronal hasarın veya ölümün meydana gelmesidir. 

Eksitotoksik nöronal ölüm, kısmen reseptör iyon kanallarından aşırı kalsiyum girmesi 

sonucunda NMDA reseptörlerinin aşırı aktivasyonu sureti ile meydana gelir (Lipton, 2005). 

Sinaptik NMDA reseptörlerinin fizyolojik uyarısı nöronal canlılığı aktive eder, buna karşılık 

ekstrasinaptik NMDA reseptörlerinin aşırı uyarısı, mitokondrial membran potansiyelinin 

kaybına, yaşam döngüsünün inhibisyonuna ve hücre ölümü yolağının aktivasyonuna 

sebep olur. Dolayısı ile yan etkisi az olan NMDA reseptör antagonistleri, nisbeten sinaptik 
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aktiviteyi korurken, aşırı ekstrasinaptik uyarıyı bloke eder. Bunlar arasında “Food and 

Drug Administration (FDA)” onaylı tek preparat “Memantine”in tedavi edici 

konsantrasyonlarda ekstrasinaptik NMDA reseptörlerini bloke ederek uyarı dengesini 

koruduğu ve patolojik depolarizasyon şartlarında bile sinaptik iletişimi bozmadığı iddia 

edilmektedir (Lipton, 2006; Lipton, 2007). NMDA reseptörlerinin normal sinaptik sinyal 

iletiminde kritik önemi nedeni ile sinaptik reseptörleri bloke eden NMDA reseptör 

antagonistlerinin zararlı yan etkileri ortaya çıkmaktadır. Bu antagonistlerin tedavi edici 

etkilerinden söz edebilmek için nöron koruyucu normal NMDA reseptör fonksiyonlarının 

sürdürülebildiği bir inhibisyon dengesinin olması gerekir (Olney, Labruyere ve Price, 1989; 

Ikonomidou ve diğerleri, 1999). Ancak bugün kullanılan “memantine” gibi başarılı olduğu 

ileri sürülen antogonistlerin ekstrasinaptik ve sinaptik reseptörlerde aynı etkiyi gösterdiği 

düşünülmektedir (Wroge, Hogins, Eisenman ve Mennerick, 2012). Ekstrasinaptik 

reseptörler NR2B alt üniteden zengin olmasına rağmen, özgün bir substrat olarak önerilen 

“memantine” alt ünite seçiciliği göstermemektedir (Blanpied, Boeckman, Aizenman ve 

Johnson, 1997).  Wroge ve diğerlerinin (2012) çalışmasında sinaptik NMDA reseptör 

inhibisyonunun, glutamat toksisitesini önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir (Wroge ve 

diğerleri, 2012). Bu durum sinaptik reseptörlerin NMDA reseptörlerinin büyük bölümünü 

meydan getirmesi veya eksojen olarak verilen agonistlerin daha çok ektrasinaptik NMDA 

reseptörlerinde etkili olarak ikincil sinaptik glutamat serbestleşmesine sebep olması ile 

açıklanmaktadır (Sinor ve diğerleri, 2000; Hardingham ve diğerleri, 2002; Monyer ve 

diğerleri, 1992). Yani ekstrasinaptik reseptör dolaylı olarak sinaptik NMDA reseptör 

toksisitesine yol açmaktadır. Sinaptik NMDA reseptör aktivasyonunun eksojen 

glutamattan mı yoksa dolaylı sinaptik glutamattan mı olduğuna bakılmaksızın sinaptik 

reseptörlerin nörotoksik olabildiği kanıtlanmıştır (Wroge ve diğerleri, 2012). Ancak yüksek 

glukoz konsantrasyonuna maruziyette sinaptik aktivite, intrasellüler glukoz transportunun 

hızlanmasında önemli bir faktör olarak gözükmektedir.  Temelde eksitotoksisite ve hücre 

ölümüne giden primer basamak aşırı ve uzun süreli NMDA reseptör aktivasyonu ve bunu 

takip eden hücre içi Ca2+ yüklenmesidir. Bu basamaklar; nöronların sürekli 

depolarizasyonu, enerji yetmezliğine yol açan mitokondrial disfonksiyon, ROS’nde artma, 

sitozolik Ca2+ iyon konsantrasyonunda ve mitokondrial Ca2+ tutulmasında artma ve otolitik 

enzimatik mekanizmaların aktive olması gibi olaylarla devam eder. Sinaptik ve 

ekstrasinaptik NMDA reseptörleri, birbirine zıt etki gösteren GluN2A ve GluN2B alt-
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ünitelerinden meydana geldiğinden, NMDA reseptör aktivasyonuna yanıt olarak hücre 

canlılığı veya hücre hasarının mekanizması kısmen Ca2+ iyonu ve bu iyonun giriş yoluna, 

daha büyük oranda da NMDA reseptörlerinin alt-ünite kompozisyonu ve konumuna 

bağlıdır. Sinaptik NMDA reseptör GluN2B alt-ünitesi nöron koruyucu etki gösterirken, 

ekstrasinaptik NMDA reseptörlerinin GluN2B alt-ünitesinin stimülasyonu hücre hasarı 

yolağını harekete geçirerek nöron dejenerasyonunda kritik rol oynayabilir (Vizi, Kisfali ve 

Lőrincz, 2013).  

 

2.5. Kinürenik asit 

 

Besinlerle alınan triptofanının en önemli bölümü kinürenin yolağı ile metabolize edilir. 

Kinürenin iki farklı şekilde parçalanır. Birinci metabolik yolla KynA meydana gelir. İkinci 

yolda ise 3-hidroksikinürenin ve kinolonik asit sentezlenir. KynA bilinen az sayıda endojen 

reseptör bloke edici bileşiklerden biridir. Alfa7-nikotinik asetilkolin reseptörü (α7nAChR) 

ve glutamat için bir non-NMDA tip iyonotropik transmembran reseptör olan sinaptik alfa-

amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit (AMPA) reseptörlere yüksek afinitesi 

vardır (Sas, Robotka, Toldi ve Vécsei, 2007). Kinolonik asit kinürenin yolağında 

sentezlenen endojen bir NMDA reseptör agonistidir. KynA ise bir NMDA reseptör 

antagonisti olarak kinolonik asitin nörotoksik etkisini engeller (Bkz Şekil 2.1.) (Heyes ve 

diğerleri, 1992). KynA, GluN2B alt-ünitesinin özgün bir antagonistidir (Bkz Şekil 2.2.) 

(Zádori ve diğerleri, 2014). Esansiyel bir amino asit olan triptofanın, kinürenin yolağında 

metabolize olması ile diğer nörotoksik metabolitlerin yanında meydana gelen KynA, 

iyonotropik glutamat reseptörlerini bloke eden tek endojen bileşiktir ve α7nAChR’nün 

non-kompetetif antagonisti,  NMDA reseptörünün ise kompetetif antagonistidir (Stone, 

2000). 30mM düzeyinde hiperglisemi, beyin korteksinde KynA sentezini etkilememesine 

rağmen 3-nitropropiyonik asit (3-NPA) ve aminooksiasetik asit (AOAA) gibi mitokondrial 

toksinlerin ve homosisteinin KynA sentezi üzerindeki inhibitör etkilerini artırır. Diğer bir 

deyişle, hiperglisemi esnasında mitokondrial hasar ve homosistein düzeyinin yükselmesi, 

KynA sentezinde güçlü bir inhibisyon yaparak diyabetin santral sinir sistemi 

komplikasyonlarında önemli bir rol oynamaktadır (Chmiel-Perzyńska ve diğerleri, 2007). 

Hem glutamat reseptör aracılı hücre toksisitesinin hem de serbest radikal oluşumunun,  

KynA sentezindeki azalma ile birlikte olduğu düşünülmektedir (Zwilling ve diğerleri, 2011). 
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Bununla beraber, yüksek glukoz maruziyeti esnasında nöronal hasarı başlatan sinyalin 

doğrudan NMDA reseptörleri üzerinden olup olmadığı ve bunda GluN2B alt-ünitesinin 

rolü iyi bilinmemektedir.  

 

 

Şekil 2.2. SH-SY5Y dopaminerjik nöron hücresinde ekstrasinaptik NMDA reseptör-GluN2B 
aracılı olası glukoz uyarısı (NMDAR; N-metil-d-aspartat reseptörü, GluN2A ve 
GluN2B; NMDAR alt üniteleri) 

 

2.6. Nöron ve nitrik oksit 

 

Nöronal NOS beyinde yaygın biçimde eksprese edilir ve sinaptik NMDA reseptörleri 

üzerinden kalsiyum iyonu akımı ile aktive olur (Brenman ve diğerleri, 1996; Garthwaite, 

Charles ve Chess-Williams,1988). nNOS nöronda postsinaptik yapılarda ve sitoplazma 

içinde bulunur. Sinapslarda nNOS ve diğer intrasellüler sinyal iletim molekülleri post 

sinaptik yoğunluk proteini (PSD)-95 protein kompleksleri ile NMDA reseptörlerine bağlanır 

(Sattler ve diğerleri, 1999). NMDA reseptörlerinin uyarılması üzerine Ca2+ reseptör iyon 

kanallarından sitoplazma içine girer ve nNOS aktive olarak endojen L-argininden NO üretir 

(Bredt ve diğerleri, 1991; Sattler ve diğerleri, 1999). Fizyolojik düzeyde NO, normal 

intrasellüler sinyal iletim yolakları için gereklidir. Ancak NMDA reseptörlerinin aşırı 

uyarılmasından kaynaklanan toksik miktarda NO nöron ölümünden sorumlu tutulmaktadır 

(Lipton ve Rosenberg, 1994; Lipton ve diğerleri, 1993). SH-SY5Y de dahil olmak üzere bir 
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çok nöron hücre hattı endojen olarak nNOS eksprese edebilmektedir (Grant, Cuadra ve El-

Fakahany, 2002). NO ve NO ürünleri farklı mekanizmalarla nöronal ölüme sebebiyet 

verebilirler. Yüksek miktarda NO, mitokondrial solunumu ve glikolizisi inhibe ederek ya da 

mitokondrial permeabiliteyi artırarak veya poli-adenozin difosfat-riboz (poli-ADP-riboz) 

polimerazı aktive ederek enerji yokluğuna sebep olur ve nöron nekrozuna yol açar. Eğer 

nöron enerji düzeyi korunabilirse p53, p38 MAPK yolağının veya endoplazmik retikulumun 

oksidatif aktivasyonu ile apoptoza gider. NMDA reseptör aktivasyonuna bağlı nNOS 

ekspresyonunda artma, poli-ADP-riboz polimeraz ve/veya mitokondrial geçirgenlik 

değişiminin (“mitochondrial permeability transition”, MPT) peroksinitritlerle aktivasyon 

yoluyla nöronal toksisiteye sebep olabilir (Brown, 2010.). İndüklenebilen NOS (iNOS) glial 

kaynaklı nöron ölümünden sorumludur (Bkz Şekil 2.1.). Glutamat aracılı nöronal ölüm 

NMDA reseptörü ile nNOS aktivasyonu ve mitokondrial hasar sonucudur (Brown ve Bal-

Price, 2003). nNOS’ı aktive etmek için ortama NMDA ilave edilen SH-SY5Y hücre 

kültüründe ortama rekombinant arginine deiminaz (rADI) konulması, nNOS-aracılı NO 

üretimini inhibe eder ve nörotoksisite meydana gelir. SH-SY5Y hücreleri sitrülini NO ön-

maddesi olan endojen arginine dönüştüremediğinden NO üretimi inhibe olmaktadır  (Lin, 

Wu, Wei ve Shen, 2014). SH-SY5Y hücrelerinde nNOS’un ikili fonksiyonu söz konusudur. 

Normal koşullarda nNOS ekpresyonu nöron koruyucudur (Brzozowski, Alcantara, Iravani, 

Rose ve Jenner, 2011). nNOS inhibe edilirse SH-SY5Y hücre apoptozu artar. Aşırı nNOS 

ekspresyonu, DNA hasarını ve protein oksidasyonunu, c-Jun N-terminal kinaz/c-Jun 

(JNK/c-Jun) apoptotik sinyal iletimini inhibe ederek hücre ölüm oranını önemli ölçüde 

azaltır (Aquilano ve diğerleri, 2007).  

 

Fizyolojik koşullarda aktif NMDA reseptörleri sinaptik NMDA reseptörleridir. Patolojik 

koşullarda sinaptik NMDA reseptörlerinin aktivitesi azalır ve ekstrasinaptik reseptörler 

devreye girer. Ekstrasinaptik reseptör aktivitesi nöron koruyucu yolağı inhibe eder. 

Fizyolojik sinaptik NMDA reseptör aktivitesi ise nöron koruyucu transkripsiyonel ve 

antioksidan yolakları stimüle eder (Hardingham ve Bading, 2010; Wroge ve diğerleri, 

2012). NOS dağılımı ve fizyolojik fonksiyonları, farklı izoformları için farklıdır (Reid, 1998). 

Nöronal NOS izoformu santral sinir sisteminde nöronlarda ve astrositlerde bulunur (Yuan 

ve diğerleri, 2004). iNOS ve endoteliyal NOS (eNOS) ise glial hücrelerde, endoteliyal 

hücrelerde ve astrositlerde bulunur (Lin, Taktakishvili ve Talman, 2007;  Suarez, Bodega, 
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Rubio, Felipo ve Fernandez, 2005). Nörodejeneratif hastalıklarda nNOS ve iNOS’un 

regülasyonu bozulur. Nöronlarda ve astrositlerde glutamatın NMDA reseptörlerine 

bağlanması ile nNOS ekspresyonu başlar (Knowles ve Moncada, 1994). Düşük fizyolojik 

konsantrasyonlarda NO nöron koruyucu olmasına karşın, yüksek patolojik seviyede NO 

proteinlerin aberant S-nitrozilasyonu ve toksik peroksinitritlerin üretilmesi nedeni ile 

nöron hasarı meydana getirir (Lipton ve diğerleri, 1993; Dawson, Dawson, London, Bredt 

ve Snyder, 1991; Choi ve diğerleri, 2000; Hess, Matsumoto, Kim, Marshall ve Stamler, 

2005). Bu NO-aracılı reaksiyonlar, enerji açığı ve protein parçalanma ürünlerinin 

birikmesine bağlı mitokondriyal fonksiyon bozukluğu ile sinaptik hasar ve nörodejeneratif 

hastalıklarla sonuçlanır (Nakamura ve diğerleri, 2013).  Bir kompetetif NOS inhibitörü olan 

L-NAME aşırı miktarda NO ile meydana gelen nöronal apoptozu inhibe eder (Chen ve 

diğerleri, 2008). Nöron hücresinde GSH ile kontrol edilen sellüler redoks tamponlama 

sisteminde yetersizlik, nöronu endojen NO’e duyarlı hale getirir (Aquilano, Baldelli, 

Cardaci, Rotilio ve Ciriolo, 2011). GSH majör sellüler non-enzimatik antioksidandır. Hücre 

içi redoks tamponlama yanında glutatyon peroksidazın (GPx) kofaktörü olarak lipid ve 

organik peroksitlerin detoksifikasyonunda da görev alır. GSH sentezinin inhibisyonu, SH-

SY5Y nöroblastoma hücreleri ve primer kortikal nöronlarda NO-aracılı DNA hasarı ve 

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

 

Nöronal NOS nitrerjik sinyal iletiminin özgün hedefi veya kaynağıdır. Çözünebilir guanilil 

siklaz (“soluble guanylyl cyclase” (sGC)) majör NO reseptörü olduğundan protein kinaz 

G’nin cGMP-aracılı aktivasyonu ve bunu takiben kinase/fosfataz aktivitesindeki denge 

değişiklikleri hedef protein fosforilasyonunu değiştirir (Serulle ve diğerleri, 2007; Park, 

Mohapatra, Misonou ve Trimmer, 2006). Glutamaterjik sinyal iletimi nNOS aktivasyonuna 

sıkı sıkıya bağlıdır (Garthwaite, 2008; Steinert ve diğerleri, 2008). NMDA reseptörleri, 

glutamatın girdiği kalsiyum kanallarını içerdiğinden nöronal fonksiyonda son derece 

önemlidir. Nöronal NOS adaptör protein eksitotoksik sinyal iletiminde NMDA 

reseptör/nNOS kompleksi aracılık yapar. Reseptör fonksiyonunun bozulması birçok 

nörodejeneratif hastalıkta rol oynar (Courtney, Li ve Lai, 2014). Ancak NMDA reseptörü ile 

uyarılan nNOS aktivasyonunun ve NO sentez miktarının nörodejeneratif bozukluklarla 

ilişkisi belirsizdir. Her ne kadar eksitotoksisitede nNOS’un rolünü destekleyen bulgular 

varsa da bunun yanında çelişkili sonuçlar da söz konusudur. Eksojen verilen mikromolar 
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seviyede NO’nun hiçbir hasar verici etkisi olmamasına karşın, eksitotoksik streste endojen 

olarak 1000 kat daha düşük konsantrasyonda NO meydana geldiği gösterilmiştir (Keynes, 

Duport ve Garthwaite, 2004). Nöronlar ancak kendi sentezledikleri NO’i nöronal uyarıda 

bir endojen modülatör olarak kullanabilirler (Artinian, Zhong, Yang ve Rehder, 2012). 

nNOS tarafından üretilen NO, aktif NMDA reseptör/nNOS kompleksi çevresinde yüksek 

konsantrasyonlara erişir. Ancak bu kompleksin biraz uzağında NO düzeyi hemen düşer 

(Keynes ve diğerleri, 2004; Philippides, Ott, Husbands, Lovick ve O’Shea, 2005). 

Nörodejeneratif olaylarda p38MAPK ve JNK gibi nNOS mediyatörleri rol oynar (Ji, Gereau, 

Malcangio ve Strichartz, 2009; Lai, Zhang ve Wang, 2014). Nöronlarda p38MAPK 

aktivasyonu, NMDA reseptör uyarısı ile üretilen NO ile olur (Cao ve diğerleri, 2005; 

Soriano ve diğerleri, 2008; Li ve diğerleri, 2013). JNK aktivasyonunun eksitotoksisitenin 

zorunlu bir komponenti olmadığı ileri sürülmüştür (Cao ve diğerleri, 2005). Ektopik olarak 

eksprese edilen nNOS JNK aktivitesine karşı inhibitör etki gösterir. JNK, nöronal hücre 

ölümü ve canlılığı ile ilgili sinyal iletim yolaklarının önemli bir modülatörüdür. nNOS 

eksprese eden nöronlar JNK aktivitesini önemli ölçüde azaltır (Park ve diğerleri, 2006). 

NO, JNK’ı S-nitrozilasyon yoluyla inhibe eder (Park ve diğerleri, 2000). NMDA resptör 

aktivasyonu endojen NO üretimini artırır, bu da NMDA-aracılı eksitasyonda kullanılır 

(Pierrefiche ve Naassila, 2014). 

 

Diğer taraftan nNOS inhibisyonu apoptozu artırır, nNOS ekspresyonunda artış ise DNA 

hasarını önleyerek nöron ölümünü azaltır (Aquilano ve diğerleri, 2007). NMDA reseptörü 

ile meydana getirilen nNOS aktivasyonu, özgün olarak NOS 1 adaptör proteini (NOS1AP) 

üzerinden p38MAPK cevabına bağlıdır (Cao ve diğerleri, 2005; Soriano ve diğerleri, 2008; 

Li ve diğerleri, 2013). Nöronal hücrede nitrik oksit sentaz 1 adaptör protein (NOS1AP), 

NMDA reseptör uyarısını nNOS’a yönlendirir. NOS1AP, aslında nNOS fonksiyonunun 

kompetitif inhibitörü olarak tanımlanmıştır (Jaffrey, Snowman, Eliasson, Cohen ve Snyder, 

1998). Ancak fonksiyonel çalışmalar, NOS1AP’nin nöronal fonksiyonların 

düzenlenmesinde NMDA reseptör/nNOS kompleksinde nNOS sinyal iletiminin bir 

mediyatörü olduğunu göstermektedir (Fang ve diğerleri, 2000; Cheah ve diğerleri, 2006). 

NOS1AP ekspresyonunun azalması nöronlarda NMDA reseptör/nNOS uyarısını inhibe eder 

(Li ve diğerleri, 2013).    
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Eksitotoksisite aşırı sinaptik glutamat birikimi ile birlikte nöron içi kalsiyum iyonunun 

homeostazında bozulma ile meydana gelen bir olaydır (Choi, 2005). Eksitotoksisitenin en 

önemli özelliği NMDA reseptör/Ca2+-bağımlı NO ve ROS üretiminde artmadır (Forder ve 

Tymianski, 2009; Szydlowska ve Tymianski, 2010). Mitokondrial fonksiyon, intranöronal 

kalsiyum homeostazının korunmasında kritiktir (Pizzo, Drago, Filadi ve Pozzan, 2012). Aşırı 

kalsiyum yüklenmesi, organellerde serbest radikal üretiminin artmasına ve eksitotoksisite 

kaskadının başlamasına yol açar (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). Hücre içi Ca2+ 

konsantrasyonu doz-bağımlı olarak glukozla artar. Bu durum glukozun hücre içi Ca2+ 

konsantrasyonunu artırarak nNOS’ı aktive ettiğini göstermektedir. Glukozla meydan gelen 

nöron ölümü 0,1mM L-NAME ile önlenir. Bu da glukoz toksisitesinde NO’in etkili olduğunu 

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

 

Nöron hücre kültürlerinde NMDA ile uyarılan ROS üretiminde NADPH oksidaz, NO, cGMP 

ve protein kinaz-G (PKG) aracılık eder. NADPH oksidaz, postsinaptik nöronlarda NMDA 

reseptör aktivasyonu esnasında ROS üretir. NADPH oksidazın alt ünitesi NADPH oksidaz 2 

(NOX2), NMDA reseptör aktivasyonu sırasında üretilen ROS’un majör kaynağıdır. NO ise 

NMDA reseptör aktivitesi ve NOX2-bağımlı ROS üretimi arasındaki ilişkide kritiktir 

(Girouard ve diğerleri, 2009).   

 

Interferon-gamma (IFN-gamma) ve nNOS, SH-SY5Y hücrelerinde bir nörotoksin olan 1-

metil-4-fenil piridin (MPP)(+) tarafından oksidatif stres ve hücre ölümü meydana 

getirilmesinde etkilidir (Titze-de-Almeida, Lustosa, Horst, Bel ve Titze-de-Almeida, 2014). 

Rekombinant ADI, bir taraftan NO sentezini azaltırken aynı zamanda nNOS aktive olmuş 

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

 

Aşırı NO sitotoksik etki göstererek nörodejenerasyona sebep olur. Nöron içine kalsiyum 

girmesi ve kalmodülüne bağlanması fosforilasyonu tetikleyerek nNOS aktivitesini etkiler. 

Buna karşılık iNOS’un düzenlenmesi muhtelif sitokinlere cevap olarak yeniden enzim 

sentezi yoluyla olur. NOS inhibitörleri 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ile 

uyarılan dopaminerjik nörotoksisiteyi önler. nNOS gen defekti olan mutant fareler MPTP 
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nörotoksistesine dirençlidir (Ebadi ve Sharma, 2003). Fosforilasyon NO üretiminin 

azaltılması için nNOS aktivitesinin düzenlenmesinde temel mekanizmadır. Nöronal NOS 

aşırı ekspresyonu MPTP’nin nörotoksik etkisinde son derece önemli rol oynar. 

Nörodejenerasyonda nNOS inhibitörlerinin nöron koruyucu etkisi vardır (Yokoyama, 

Takagi, Watanabe, Kato ve Araki, 2008). Aslında nöronlar kendi nöronal eksitabilitelerinin 

kontrolunda kendileri tarafından sentez edilen NO’lerini sGC/PKG yolağında kullanırlar 

(Artinian, Zhong, Yang ve Rehder, 2012). Glutamat reseptörlerinin hiperstimülasyonu NO 

ürünleri olan nitrit ve nitrat düzeylerini artırır. Glutamatla ATP düzeyi %30-60 düşer. 

Ancak glutamat verilirken L-NAME ile nNOS inhibisyonu ATP düzeyini daha az düşürür 

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

 

2.7. Mitokondrial oksidatif stres ve nöron hasarı 

 

Diyabet ve diyabet komplikasyonları arasında kontrol edilmeyen hiperglisemiye bağlı bir 

sebep-sonuç ilişkisi vardır. Hiperglisemiye bağlı doku hasarında lipid yapısında ikinci-aracı 

diaçil gliserol (DAG) sentezine bağlı protein kinaz c (PKC) aktivasyonu, heksozamin 

yolağının hızlanması, AGE oluşumu ve poliol yolağının hızlanması gibi dört major 

moleküler mekanizma rol oynar. Diyabet tipik olarak, serbest radikal üretiminde artma 

veya antioksidan kapasitenin azalması ile birliktedir. Oksidatif stresle birlikte mitokondrial 

fonksiyonlarda bozulma meydana gelir (Rolo, 2006). 

 

Kronik aşırı beslenme ile gelişen kronik hiperglisemiyi insülin direnci izler. Tip 2 diyabet 

ortaya çıkmadan hemen önce hiperglisemi, dislipidemi ve oksidatif stresle karakterize 

insülin direnci görülür. Çok sayıda deneysel çalışma sonucunda elde edilen veriler, 

mitokondrial disfonksiyon, oksidatif stres ve insülin direnci arasında kuvvetli korelasyon 

olduğunu göstermiştir (Abu Bakar ve diğerleri, 2014). Aşırı ROS oluşumu, nöron hasarı gibi 

yüksek glukozla birlikte bulunan patolojilerin mekanizmasında önemli rol oynar. Yüksek 

glukoza maruziyette erken cevap, mitokondrial oksidatif strestir (Herlein, Fink ve Sivitz, 

2010.). Oksidatif stres, ROS’nin üretimi ile biyolojik sistemlerin meydana gelen ROS’ni 

detoksifiye etme kapasitesi arasındaki dengesizlik sonucu meydana gelir. Glukoz 

oksidasyonu bir ROS kaynağı olduğundan glisemik kontrolu yeterli olmayan diyabetik 

hastada oksidatif stres artar (Giugliano, Ceriello ve Paolisso, 1996). Oksidatif stresin 
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kaynağı, mitokondrial elektron transport zincirinden aşırı NADH girişi ile meydana gelen 

redüktif strestir. Mitokondrial kompleks-1’de NADH döngüsünün artması, daha fazla 

elektron açığa çıkmasına ve daha fazla serbest oksijen radikali üretimine sebep olarak 

alternatif glukoz yolakları olan, poliol ve glikasyon yolaklarını başlatır. Bu alternatif 

yolaklar daha fazla serbest oksijen radikali üretir ve sellüler oksidatif stresi şiddetlendirir 

(Yan, 2014). Sonuçta geri dönüşsüz mitokondrial disfonksiyon meydana gelir (Graham ve 

Adler, 2014). Diğer taraftan AGE oluşumu intrasellüler ve ekstrasellüler hasar arasında bir 

köprüdür. Mitokondrial solunum zinciri proteinlerinin AGE-ilişkili intrasellüler glikasyonu, 

daha fazla reaktif oksijen radikali üreterek AGE oluşumunu artıran bir kısır döngü 

oluşturur (Chilelli, Burlina ve Lapolla, 2013). Tip 2 diyabette mitokondrial redoks-stres, 

mitokondrial membran geçirgenliğini artırır ve proteinleri modifiye eder (Kartha ve 

diğerleri, 2008). Yüksek glukoza maruz kalan aortik endoteliyal hücrelerde 24 saatta ROS 

üretiminin %250 arttığı ve bunun meydana getirdiği lipid peroksidasyonun ise 168 saatte 

%330 arttığı gösterilmiştir (Giardino, Edelstein ve Brownlee, 1996). Glukoz önce, 

transisyon metal-bağımlı reaksiyonla bir enediol radikal anyona okside olur. Bu ürün de 

reaktif ketoaldehitlere ve süperoksit anyon radikallere dönüşür. Süperoksit anyon 

radikaller dismutasyona giderek hidrojen peroksit meydana getirir. Hidrojen peroksit, 

katalaz veya GPx’la parçalanmazsa, Fenton reaksiyonu ile son derece reaktif hidroksil 

radikallere dönüşür (Hunt, Smith ve Wolff, 1990). İkinci olarak ise sitozolik bir enzim olan 

aldoz redüktaz, yüksek konsantrasyonda intrasellüler glukozu, pentoz fosfat yolağından 

gelen NADPH’ı kullanarak sorbitole çevirir. Hiperglisemi esnasında bu reaksiyonla 

NADPH’nin tüketilmesi GPx aktivitesi için gerekli olan redükte glutatyonun 

rejenerasyonunu inhibe eder (Williamson ve diğerleri, 1993). Üçüncü olarak hiperglisemi 

yeniden DAG sentezleyerek membranda PKC’yi aktive eder. Sonuçta, hiperglisemi PKC-

bağımlı NADPH-oksidaz aktivasyonu ile ROS’nin üretimini uyarır (Inoguchi ve diğerleri, 

2000). Dördüncü olarak hiperglisemide glukoz, proteinlerin amino gruplarına ve reaktif 

dikarbonillere bağlanarak nonenzimatik glikasyonu artırır. Bu reaksiyon AGE oluşumuna 

sebep olur. Glikasyon ve oksidatif stress son derece yakın ilişkilidir ve bu iki fenomen 

birlikte gliko-oksidasyon olarak isimlendirilir. Gliko-oksidasyonun tüm basamakları ROS 

üretir. AGE prekürsörleri ile modifiye olan plazma proteinleri, makrofajlar üzerindeki AGE 

reseptörlerini aktive eder ve NADPH-oksidaz aracılı intrasellüler oksidatif stresi destekler 

(Yan ve diğerleri, 1994). Süperoksit radikallerinin detoksifikasyonundan sorumlu Cu-Zn-
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süperoksit dismutaz, glikasyon reaksiyonundan sonra fragmantasyona uğrar (Ookawara, 

Kawamura, Kitagawa ve Taniguchi, 1992). Hipergliseminin mitokondrial elektron transport 

zinciri aracılığı ile mitokondrial ROS ürettiği gösterilmiştir (Nishikawa ve diğerleri, 2000). 

Mitokondrial ROS üretiminin diyabetik komplikasyonların meydana gelmesinde son 

derece önemli olduğu ileri sürülmektedir (Brownlee, 2001). Hücre içi reaktif oksijen 

radikalleri DNA hasarına sebep olur ve hücre içi oksidatif stresin belirteci olan 8-

hidroksideoksi guanozin (8-OHdG) düzeyi yükselir. Fizyolojik koşullarda mitokondrinin 

ROS’nin major kaynağı olması, mitokondrial DNA (mtDNA)’da histon bulunmaması ve 

mtDNA mutasyonlarının onarım aktivitesinin son derece sınırlı olması nedeni ile mtDNA 

oksidatif strese son derece duyarlıdır. İdrarla atılan 8-OHdG miktarı ile HbA1c arasında 

anlamlı pozitif korelasyon bulunması, tip 2 diyabetli hastada hipergliseminin mitokondrial 

ROS üretimini artırdığını göstermektedir (Araki ve Nishikawa, 2010).   

 

Diyabetik nöropatide nöronal hasarın en önemli sebebi, yüksek glukoz konsantrasyonu ile 

ROS’nin üretiminin artması ve apoptozun uyarılmasıdır (Hsu, Tseng ve Lo, 2013; Li ve 

diğerleri, 2013). Spesifik olarak mitokondrileri hedef alan ve mitokondrial ROS’ni süpüren 

antioksidanların, yüksek glukoza bağlı mitokondrial oksidatif stresi, mitokondrial 

membran hasarını ve apoptozu önlediği gösterilmiştir (Cao ve diğerleri, 2012). 

Mitokondrilerden kaynaklanan hücre ölümünün başlamasında en önemli nedenlerden biri 

MPT porlarda Ca2+ bağımlı permeabilite artmasıdır. MPT, ATP sentezinin durmasına, 

ROS’nin oluşmasına, mitokondri hasarına ve hücre ölümüne sebep olur (Halestrap, 2009; 

Baines, 2009). Hücre içi Ca2+ sinyal iletimi esnasında mitokondri sitozolden önemli 

miktarda Ca2+ alır. Mitokondrial Ca2+ birikimi enerji üretimini, hücre içi Ca2+ sinyalinin 

biçimini ve hücre ölümünü kontrol eder. Ca2+ alınması son derece seçici iyon 

kanallarından ve mitokondrial iç membran organellerinde bulunan mitokondrial Ca2+ 

taşıyıcıları aracılığı ile yapılır (Kirichok, Krapivinsky ve Clapham, 2004). Ca2+ giren porda, 

Ca2+ transportunu aktive eden iç mitokondrial membranın sitozolik tarafında Ca2+ 

bağlanma bölgesi yer alır (Litsky ve Pfeiffer, 1997; Sparagna, Gunter, Sheu ve Gunter, 

1995). Mitokondrial Ca2+ taşıyıcısı iki alt üniteden meydana gelir. Bunlardan glikoprotein 

yapısında olan membranlar arası ünite Ca2+ ile aktive olur (Igbavboa ve Pfeiffer, 1991). 

Mitokondride patolojik Ca2+ birikiminin belirtisi iç membranda MPT porları olarak 

isimlendirilen geniş kanalların açılmasıdır (McGee ve Baines, 2011; Leung ve Halestrap, 



29 
 

2008). MPT porlarının açılması mitokondrial elektrokimyasal potansiyel kaybına, ATP 

sentezinin durmasına, ROS’nin artmasına, mitokondrial şişme ve membran 

parçalanmasına ve sonuçta hücre ölümüne sebep olur (Halestrap, 2009; Baines, 2009; 

Zorov ve diğerleri, 2009). Bu mekanizma ile hücre ölümü hem apoptotik hem de nekrotik 

olabilir (Schinzel ve diğerleri, 2005). MPT porların açılması nöron hasarında başlatıcı 

faktördür (Du ve diğerleri, 2008). Son zamanlarda hücre yüzeyinde C1q’nun bağlandığı 

C1qbp reseptör’nün MPT porların ana komponenti olduğu düşünülmektedir (Starkov, 

2010; Ghebrehiwet, Lim, Kumar, Feng ve Peerschke, 2001). C1qbp’nin, MPT porlarının 

endojen inhibitörü olduğu ve C1qbp-C1q sisteminin hücreyi oksidatif strese karşı 

koruduğu ileri sürülmektedir (McGee ve Baines, 2011).  

 

2.8. Kompleman bileşeni 1 q ve nöron hasarı 

 

C1q 460 kDa ağırlığında bir kollajen-benzeri hekzamerik glikoproteindir. 6A, 6B ve 6C 

polipeptidlerinden meydana gelen 6ABC üçlü heliks biçimindedir (Brodsky-Doyle, Leonard 

ve Reid, 1976; Reid, 1989). C1, klasik kompleman aktivasyon yolağının ilk komponentidir. 

C1; C1q, C1r ve C1s olmak üzere üç ayrı proteinden meydana gelmiş kompleks bir yapıdır. 

Normal koşullarda C1q, IgG moleküllerine bağlanarak klasik kompleman yolağını aktive 

eder. Klasik kompleman yolağının aktive edilmesi C1q’nun immünoglobulinin kristalize 

olan fragmant (Fc) bölgesine bağlanması ile başlatılır. Bu olay, C5’i C5b ve C5a’ya ayıran 

C5 konvertazın aktive edilmesi ile sonuçlanır. İzleyen basamaklarda C5b, C6, C7 ve C8’e 

bağlanarak C5b-8 kompleksini meydana getirir  (Shen, Halperin ve Lee, 1995). C1q, 

globüler başlangıç bölgesinde IgG ve IgM bağlanma bölgeleri içerir. Bu bölgesinden 

immün komplekslere bağlanarak kompleman-aracılı öldürme ve fagositoz görevlerini 

yüklenir (Leist-Welsh ve Bjornson, 1982; Bobak, Gaither, Frank ve Tenner, 1987). Ölen 

hücreler, ekstrasellüler matriks proteinleri, pentraksinler, amiloid birikimleri ve DNA gibi 

endojen ligandlar hem kompleman aktivatörü olan C1q'ya, hem de bir kompleman 

inhibitörü olan C4b-bağlayıcı proteine (C4BP) bağlanırlar. C4b, C4BP’e bağlandığında klasik 

kompleman yolağını inhibe eder. C4BP yokluğu ise total kompleman aktivasyonu ile 

sonuçlanır (Sjöberg, Trouw ve Blom, 2009). Bu mekanizmada C4BP, C1q ile yarışmaya 

girerek lokal kompleman aktivasyonunu inhibe eder (Sjöberg, Trouw, McGrath, Hack ve 

Blom, 2006). Plazmadaki C1q düzeyi 70-160 µg/ml’dir (Hughes-Jones, 1977; Schuller ve 
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Helary, 1983; Dillon, D’Souza, Kurien ve Scofield, 2009). Ancak doğal bağışıklık sisteminin 

diğer komponentleri gibi, başta makrofajlar ve dendritik hücreler de olmak üzere 

inflamasyon bölgesinde daha yüksek konsantrasyonda üretilir (Bensa, Reboul ve Colomb, 

1983; Schwaeble ve diğerleri, 1995; Kaul ve Loos, 2001; Vegh, Goyarts, Rozengarten, 

Mazumder ve Ghebrehiwet, 2003; Castellano ve diğerleri, 2004). Plazmada bulunan 

C1q’nun yaklaşık %80’i Ca2+-bağımlı C1r2–C1s2 tetramerlerle birlikte klasik kompleman 

sisteminin ilk komponenti olan multimerik C1 kompleksini oluşturur (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). C1q geleneksel olarak klasik kompleman yolağını 

başlatan makromoleküler kompleks C1’in tanımlama ünitesi olarak bilinir. Aynı zamanda 

antikor-bağımlı adaptif ve antikor-bağımsız doğal bağışıklık sistemlerinde de önemli rolü 

vardır. İnsan monositleri C1 kompleks ve bunun düzenleyicisi olan C1 inhibitörünü 

sentezlerler (Bensa ve diğerleri, 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 diğerleri, 2006). Son zamanlarda 

periferik kandan izole edilen monositlerin yüzeylerinde C1q taşıdıkları gösterilmiştir 

(Hosszu, Santiago-Schwarz, Peerschke ve Ghebrehiwet, 2010). Santral sinir siteminde C1q 

mikroglialar yanında nöronlar tarafından da sentezlenir (Lynch ve diğerleri, 2004; Stevens 

ve diğerleri, 2007)  C1qbp, MPT por kompleksinin temel komponentidir.  C1qbp düzeyinde 

artışın, peroksitlerle indüklenen MPT por kompleksini inhibe ederek hücre ölümünü 

engellediği ileri sürülmektedir (McGee ve Baines, 2011). C1q’nun doğrudan kompleman 

sistemini ilgilendirmeyen işlevlerinde bir hücre yüzey reseptörü olan C1qbp, modülatör 

olarak rol oynar  (Eggleton, Reid ve Tenner, 1998). C1qbp, primer olarak mitokondriyal 

matrikste yerleşim gösterir ve mitokondrial-bağımlı yolak aracılığı ile apoptozu uyardığı 

düşünülmektedir (Bkz Şekil 2.1.) (Wang ve diğerleri, 2014). MPT porlarının endojen 

inhibitörü olan C1qbp siklofilin D (CypD)’ye bağlanarak hücreyi oksidatif strese karşı korur 

(McGee ve Baines, 2011). CypD, siklofilinlerin mitokondrial izoformudur. MPT porlarının 

oluşumunda rol oynayarak hücre nekrozuna sebep olur. Oksidatif strese maruz kalan 

insan nöroblastoma SH-SY5Y hücrelerinde CypD’nin ortamdaki redoks dengesini hedef 

proteinlere ileten bir sensör olduğu gösterilmiştir (Linard ve diğerleri, 2009). Hücre 

kültüründe aşırı mitokondrial C1qbp ekspresyonunun MPT por aktivasyonunu 
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düşündürecek biçimde bir mitokondrial şişme ve kristalarda bozulma meydana getirdiği 

ileri sürülmektedir (Chowdhury, Ghosh ve Datta, 2008). Bu bulguların aksine C1qbp’nin 

aşırı ekspresyonunun MPT porlarını inhibe ederek hücreyi ROS’ne karşı koruduğu ve hücre 

nekrozunu azalttığı iddia edilmektedir. Aslında C1qbp ekspresyonunun azalması MPT 

porlarının açılmasına sebep olur (McGee ve Baines, 2011). Bugün, C1qbp’nin MPT por 

oluşumu ile ilgisi iyi bilinmekle birlikte MPT por açılmasında hangi seviyede etkili olduğu 

ve (Elrod ve Molkentin, 2013) C1q’nun hiperglisemiye bağlı redoks-stres kaynaklı 

mitokondrial hasarı önleyip önleyemediği bilinmemektedir. 

 

Son yıllarda diyabetin komplikasyonları ile kompleman sistemi arasında ilişki olduğunu 

düşündüren bulgular gündeme gelmiştir. Bir MAC inhibitörü olan CD59’un, hiperglisemi 

ile indüklenen glikasyon sonucu inhibe edildiğinde MAC birikimine bağlı doku hasarı 

geliştiği ileri sürülmüştür. Ghosh ve diğerleri (2013) CD59’un diyabetli hastalarda yüksek 

olduğunu tespit etmiştir (Ghosh ve diğerleri, 2013). MAC oluşumu için gerekli olan klasik 

kompleman kaskadının ana bileşenleri C1q, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 mRNA’larının ve 

C1q, C3, C9 proteinlerinin, nörotipik SH-SY5Y hücreleri tarafından sentezlendiği 

gösterilmiştir. SH-SY5Y hücreleri nöronal MAC ekspresyonu ile hücre ölümü arasındaki 

ilişkinin incelenmesinde uygun bir model olarak kabul edilmektedir. Bu hücrelerde 

nöronal kompleman kaskadı ile MAC oluşumu uyarıldığında, ortamda endojen 

kompleman düzenleyici protein, CD59 eksikliği varsa nöronların kompleman-aracılı 

sitotoksisiteye duyarlığının arttığı bulunmuştur (Shen ve diğerleri, 1998). İnsan 

nöronlarında kompleman biyosentezinin analizinde insan beyninden saf nöron kültürü 

elde edilmesi son derece zor olduğundan bunun yerine insan neuroblastoma hücre hattı 

kullanılmaktadır. İnsan neuroblastoma hücreleri serumda klasik kompleman yolağını 

spontan olarak aktive etme kapasitesine sahiptir. Bu hücreler, membran kofaktör protein 

ve CD59’u büyük miktarda eksprese edebilirler (Gasque, Thomas, Fontaine ve Morgan, 

1996). Doğal bağışıklık sisteminin önemli bir parçası olan kompleman bileşenleri, hücre 

ölümünde doğrudan veya C1q ve C3 veya C4 fragmantları gibi opsoninleri üreterek aracılık 

ederler. SH-SY5Y hücrelerinin IFN-gamma uyarısı altında daha fazla olmak üzere uyarı 

yapılmadan da C3, C4, C1-inhibitör, C1q, C6, C7 ve C9 eksprese ettikleri gösterilmiştir 

(Thomas, Gasque, Vaudry, Gonzalez ve Fontaine, 2000). Ancak ortamda yüksek 

konsantrasyonda glukoz bulunduğunda C1q’nun NMDA reseptör-aracılı oksidatif stres 
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karşısında koruyucu olarak mı yoksa MAC oluşumu yönünde mi hareket ettiği 

bilinmemektedir.    

 

2.9. Kompleman düzenleyici protein 59 ve membran atak kompleksi oluşumu 

 

Diyabete bağlı komplikasyonların gelişmesinde kompleman düzenleyici protein CD59’un 

glikasyonla inaktivasyonunun önemli olduğu ileri sürülmektedir (Acosta ve diğerleri, 

2000). Kompleman sistemi; biri diğeri ile ilişkili olan klasik, alternatif ve lektin yolakları 

olarak isimlendirilen üç farklı enzimatik aktivasyon kaskadında yer alan 12’den fazla 

çözünebilir proteinden meydana gelir. Tüm aktivasyon yolakları bir araya gelerek MAC’ini 

oluştururlar. MAC, C9 kompleman bileşeninin 12-18 monomerinden oluşan sirküler bir 

polimerdir.  İç çapı 5-7 nm olan transmembran porlar oluşturur (Mayer, 1984). MAC 

porları hücre canlılığını etkilemeden membran geçigenliğinde geçici ve geri dönüşlü 

değişiklikler meydana getirebilir (Halperin, Taratuska, Rynkiewicz ve Nicholson-Weller, 

1993). Kompleman düzenleyici protein CD59’un da içinde bulunduğu inhibitör proteinler 

kompleman aktivasyonunu farklı aşamalarda sınırlayarak hücre hasarını önlerler (Bkz Şekil 

2.1.). CD59 yaygın olarak eksprese edilen bir glikan fosfatidilinozitol (GPI) ilişkili membran 

proteini olup MAC oluşumunu engelleyen en önemli inhibitördür. MAC ve hiperglisemi ile 

uyarılan yolakların birbirine yakın olması, MAC-aracılı sinyal iletiminin artmasının CD59’un 

glikasyonla inaktivasyonunun bir sonucu olduğunu göstermektedir (Qin ve diğerleri, 

2004). MAC oluşumunu inhibe eden CD59’un hiperglisemi sonucu gelişen glikasyonla 

inhibe edilmesi ile MAC birikimi artar. CD59 fosfolipazlar aracılığı ile hücre membranından 

ayrılarak kanda ve idrarda çözünür halde görülür. Glikasyona uğramış CD59 diyabet 

komplikasyonlarının patogenezinde rol oynar ve kan düzeyinin ölçülmesi ise diyabetin tanı 

ve tedavisinde önemlidir (Ghosh ve diğerleri, 2013). CD59’un inaktivasyonu hedef 

organlarda kompleman-aracılı doku hasarını artırarak diyabetik komplikasyonlara sebep 

olur. Glikasyona uğramış CD59 düzeyinin azalması, iki hafta içindeki ortalama haftalık 

glukoz düzeyindeki azalmayı yansıtır. Glikasyona uğramış CD59 düzeyi HbA1c ile kuvvetli 

korelasyon gösterir (Ghosh ve diğerleri, 2014). Glikasyon, eritrositlerin MAC-aracılı 

hemolize duyarlığını artırır.  (Acosta ve diğerleri, 2000). 
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MAC’nin endotelyal hücre membranları içine yerleşmesi büyüme faktörlerinin ve 

sitokinlerin serbestleşmesine; hedef organlarda inflamasyon, tromboz ve hücre 

proliferasyonu görülmesine sebep olur. Bu olay diyabette majör vasküler 

komplikasyonlarla karakterizedir. CD59’un glikasyonu, MAC’ni inaktive edici 

fonksiyonunun kaybına sebep olur (Acosta ve diğerleri, 2000). Normal düzeyde CD59 

eksprese eden hücrelerde MAC oluşumu ve hasar görülmez, ancak ortamda CD59’u 

nötralize eden antikorlar bulunduğunda veya CD59 glikasyona uğradığında hücre 

yüzeyinde MAC oluşumu ve morfolojik hasar meydana gelir (Yang, Li, Meri, Rogers ve 

Shen, 2000).  

Kompleman sisteminin hücre yüzeyinde aktivasyonu sonucu MAC ve C5b-8 kompleksi 

meydana gelir. Hücre kendisini kompleman saldırısından korumak için MAC içine C5b-8’e 

ilaveten C9’un girmesini engelleyen CD59’u eksprese eder. CD59 sadece büyük MAC 

oluşumunu inhibe etmekle kalmaz, aynı zamanda hücrelerde yeni MAC oluşumunu, C5b-8 

ve C5b-9 komplekslerinin fonksiyonel kanal oluşturmasını da engeller. Bu koşullarda hücre 

hasarı meydana getirme kapasitesinde olmayan MAC çeşidi bu kez de hücreyi aktive eder 

(Farkas ve diğerleri, 2002). Bu modifiye MAC, anti-apoptotik Bcl-2 sentezini artırarak 

kaspaz-3 aktivasyonunu ve apoptozu inhibe eder (Soane, Rus, Niculescu ve Shin, 1999). 

CD59, hem C8 hem de C9’la etkileşmektedir (Harada, Okada, Fujita ve Okada, 1990). 

Membranlarda patolojik porlar; klasik veya alternatif kompleman aktivasyon yolakları 

aracılığı ile C5 konvertazların oluşumu ve bunu takiben MAC komponentlerinin 

polimerizasyonu sonucu meydana gelir (Sonnen ve Henneke, 2014). C5 konvertaz C5’i C5b 

ve C5a’ya ayırır. Daha sonra C5b, C6, C7, C8’e bağlanarak C5b-8 kompleksini meydana 

getirir. C9’un C5b-8’e bağlanması ile C5b-9 ve sonra da MAC meydana gelir. Kompleksin 

içerdiği C9 sayısı arttıkça, meydana gelen porun genişliği de artar (Shen, Halperin, 

Benzaquen ve Lee, 1997). CD59, C5b-8 kompleksine sıkıca bağlanarak kompleksin içine 

çok sayıda C9 moleküllerinin girmesini engeller (Morgan, 1999) ve bu durumda geniş litik 

porların meydana gelmesi mümkün olmaz. Ortamda CD59 bulunduğu hallerde, tek bir C9 

molekülü C5b-8 kompleksine bağlanabilir. Ancak CD59, C5b-8 kompleksinin C9’u hücre 

membranına yerleştirmesini inhibe ederek komplemanın sitolitik etkisini de engeller 

(Meri ve diğerleri, 1990). CD59 doğrudan, hem C5b-8 in por oluşturmasına hem de C5b-9 

içeren modifiye MAC oluşumununa engel olur (Farkas ve diğerleri, 2002).   
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2.10. İnsülin ve nöron  

 

İnsülin periferik dokularda insülin reseptörleri aracılığı ile glukoz alımını, kullanımını, 

glikojen sentezini enzimlerin fosforilasyon ve defosforilasyonunu düzenler. Santral sinir 

sisteminde insulin reseptörlerinin yüksek konsantrasyonda bulunduğu gösterilmiş, ancak 

fonksiyonel olarak diğer dokulardan farklı olduğu ileri sürülmüştür. İnsülin reseptörlerinin 

büyük bölümü nöronlarda bulunur. Sinaptik iletim veya nörotransmitter ve peptid 

hormonların serbestleşmesinde aracılık ettiği düşünülmektedir (Gammeltoft, Staun-Olsen, 

Ottesen ve Fahrenkrug, 1984; Unger ve diğerleri, 1989). ROS nörodejeneratif ve 

metabolik hastalıklarda önemli rol oynar (Butterfield ve Pocernich, 2003; Maritim, 

Sanders ve Watkins, 2003). ROS, insulin reseptörünün tirozin fosforilasyonuna sebep 

olarak insulin sinyal iletimini bloke eder ve fosfatidil inozitol-3-kinaz (PI3K) aktivasyonunu 

ve insulin reseptör substrat (IRS) fosforilasyonunu etkiler (Tirosh, Potashnik, Bashan ve 

Rudich. 1999). İnsülin kan-beyin bariyerini geçerek santral sinir sistemine girer ve insülin 

reseptörüne bağlanır, tirozin kinazı aktive eder. Bu olay, daha sonraki sinyal iletim 

yolaklarını başlatır. Glutamatla uyarılmış SH-SY5Y hücrelerinde ROS oluşumu iki kat artar. 

Ancak bu hücrelerde insülinin glutamatla meydana gelen sitotoksisiteyi antagonize 

ederek, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum bromid (MTT) ile saptanan hücre 

canlılığını artırdığı tespit edilmiştir (Nampoothiri ve diğerleri, 2014).  Benzer biçimde 

Ramalingam ve diğerleri (2014) ortama insulin ilave edildiğinde 200 µM hidrojen 

peroksitle SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerinde meydana gelen oksidatif strese karşı 

koruyucu etki elde edildiğini göstermişlerdir (Ramalingam ve Kim, 2014). 

 

İnsülinin santral sinir sistemi içindeki bilinen fonksiyonlarının çoğunda PI3K/Protein kinaz 

B (Akt) ve Ras/ MAPK yolakları aracılık eder (Banks, Owen ve Erickson, 2012). Hücrenin 

aktive olması için glukozun metabolize olması gerektiği ileri sürülmektedir. Nitekim hücre 

içine alınan fakat metabolize edilemeyen 3-o-metil glukoz veya fosforile edilmesine 

rağmen hücre içine alınamayan veya metabolize edilemeyen 2-deoksi glukoz normal 

konsantrasyonların üzerinde olsa bile hücreyi aktive edememektedir (Guha, Bai, Nadler ve 

Natarajan, 2000). Bu sebeple glukoz etkisinin görülebilmesi için öncelikle glukozun hücre 

içine alınması gerekmektedir. İnsülin, primer glukoz taşıyıcısı olarak eksprese edilen 

GLUT3’ün nöron plazma membranına translokasyonunu sağlayarak nöronal glukoz alımını 
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düzenler (Uemura ve Greenlee, 2006). Beyin uzun süre insülin-bağımsız bir organ olarak 

kabul edilmiş, ancak sonradan insülin reseptörlerinin nöron hücreleri tarafından eksprese 

edildiği gösterilmiştir (Schuh, Rieder, Rizzi ve Chaves, 2011). İnsülin sinyalinin olmaması, 

nöronal fonksiyonların bozulmasına ve nöron hasarına neden olur (Stefanelli ve diğerleri, 

2014). İnsülin, plazmadan beyne spesifik insülin reseptörleri aracılığı ile taşınır ve bu 

transport mekanizması yüksek glukoz konsantrasyonu ile doygunluğa ulaşır (Schwartz, 

Figlewicz, Baskin, Woods ve Porte, 1992). Son zamanlarda ise hipergliseminin insülin 

sinyal iletiminde, insülin reseptörü ile IRS1 arasındaki etkileşimi inhibe ettiği ileri 

sürülmektedir. Hipergliseminin bu etkisini IRS1’in serin moleküllerini fosforile ederek 

yaptığı gösterilmiştir (Ola, 2014). İnsülin, primer glukoz taşıyıcısı olarak eksprese edilen 

GLUT3’ün nöron plazma membranına translokasyonunu sağlayarak nöronal glukoz alımını 

düzenler (Uemura ve Greenlee, 2006). Ancak hücre dışı yüksek glukoz maruziyetinde 

nöron içi eş zamanlı dikarbonil metabolit üretim hızının, sadece glukoz konsantrasyonuna 

mı, insülin-insülin reseptörü-IRS ve GLUT 3 aktivitesine mi yoksa hepsine birden mi bağlı 

olduğu iyi bilinmemektedir. 

 

Bu çalışmanın amacı, ADA ve IDF ölçütlerine göre yüksek glukoza maruz kalan 

dopaminerjik nöronlarda glukotoksisite ve insülin direnci ile ortaya çıkan oksidatif strese 

bağlı nöronal mitokondrial disfonksiyona ve bunun kompleman sistemine yansımasına, 

NMDA reseptör blokajı ve nöronal NOS inhibisyonunun etkisini araştırmaktır. 

 



36 
 



37 
 

3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1. Hücre Kültürü Şartları 

 

3.1.1. Deneylerde kullanılan cihazlar 

 

Santrifüj Nüve, Türkiye 

Derin dondurucu (-80°C)  Thermo, A.B.D. 

Derin dondurucu (-20°C)  Arçelik, Türkiye 

Sıvı azot tankı Finemech, A.B.D. 

Karbondioksitli inkübatör Sanyo, Japonya 

Steril laminar kabin Metis, Türkiye 

Su banyosu Nüve, Türkiye 

Mikroskop Leica, Almanya 

Vortex Nüve, Türkiye 

Hassas terazi Denver, A.B.D. 

Mikropipetler (1000 µl) Axygen, İngiltere; Socorex, İsveç 

Eppendorf tüp (1,5 ml) Eppendorf, Almanya 

Hücre kültürü plakları (48, 96 kuyucuklu) Corning, Meksika 

Hücre kültürü şişeleri Corning, Meksika 

Falcon tüpler (15 ml, 50 ml) Corning, Meksika 

Stepper pipet Thermo, A.B.D. 

Spektrofotometre Molecular devices, A.B.D. 

ELISA plak yıkayıcısı Techne, İngiltere 

 

3.1.2. Deneylerde kullanılan kimyasallar 

 

Fötal sığır serumu (FBS) Biochrom, Almanya 

Tripsin:EDTA (03-053-1B) Biological Industries, İsrail 

EMEM medium (FG 0325) Biochrom, Almanya 

Ham F-12 medium (01-095-1A9 Biological Industries, İsrail 



38 
 

Non-essential amino asit çözeltisi (01-340-1B) Biological Industries, İsrail 

Antibiyotik:antifungal, steril (03-031-1B) Biological Industries, İsrail 

Dimetil sülfoksit (41640) Sigma-Aldrich, Almanya 

Fosfat tamponu (PBS) (79382) Sigma-Aldrich, Almanya 

Glukoz (0188) Amresco, A.B.D. 

Kinürenik asit (K3375) Sigma-Aldrich, Almanya 

L-NAME (N5751) Sigma-Aldrich, Almanya 

İnsülin Humalog, Lilly, A.B.D. 

 

Bu çalışmada, SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™) dopaminerjik insan nöroblastoma hücre hattı 

kullanıldı. SH-SY5Y hücre hattı çalışmalarımızda kullanılmak üzere Dr. Nathalie Herlin-

Boime (CEA-CNRS, Saclay, France) ve Dr. Marie Carriere (CEA, Grenoble, France) 

tarafından armağan edilmiştir. Hücre kültürü için %15 FBS (Fetal bovine serum), %10 

esansiyel olmayan amino asit çözeltisi (Sigma), %0,5 antibiyotik içeren Ham F12 : EMEM 

(1:1) besi yeri kullanıldı. Hücreler %5 CO2’li ortamda 37°C’da inkübe edildi. 

 

Hücreler hücre kültürü şişelerinde %70 yoğunluğa ulaştıktan sonra deneyler 

gerçekleştirildi. SH-SY5Y hücre hattı yapışan hücrelerdir. Bu nedenle pasaj yapılması için 

hücreler 1:1 fosfat tamponu (PBS) : tripsin-etilen diamintetraasetik asit (EDTA) çözeltisi ile 

kaldırıldı. Hücreler 1500 rpm’de 10 dakika santrifüjlenerek pellet oluşturuldu ve PBS ile 

yıkandı. Elde edilen pellet bir miktar besi yeri içerisinde dağıtıldı ve istenilen 

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

 

3.2. Deney Planı 

 

Tez kapsamında öncelikle ön denemeler yapıldı ve yapılan deneylere göre ileri aşamada 

kullanılacak glukoz, insülin, KynA ve L-NAME konsantrasyonlarına karar verildi. Ön 

denemeler 6 – 24 – 48 – 72 saat inkübasyon sürelerinde gerçekleştirildi. Daha sonraki 

deneylere ise 24 ve 48 saat inkübasyon sürelerinde devam edildi. Bütün deneyler üçer 

örnek halinde, üç tekrar olarak gerçekleştirildi.  

 

 



39 
 

1) Glukoz (120 – 1200 mg/dl) 

2) Insülin (10 – 40 – 60 µU/ml) 

3) KynA (30 – 300 000 nM) 

4) Glukoz (120 – 1200 mg/dl) + Insülin (10 – 40 – 60 µU/ml) 

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

6) Glukoz (120 – 250 mg/dl) + Insülin (40 µU/ml) + KynA (30 – 300 000 nM) 

7) L-NAME (25 – 1000 µM) 

8) L-NAME (25 – 1000 µM) + Glukoz (120 – 250 mg/dl)  

9) L-NAME (25 µM) + Glukoz (120 – 250 mg/dl) + Insülin (40 µU/ml) 

 

3.2.1. Glukoz 

 

Hücreleri rutin olarak büyütmek için kullanılan besi yerinin içeriğinde 120 mg/dl glukoz 

bulunmaktadır. Diyabetin ADA tarafından önerilen güncel tanı kriterleri; klasik 

hiperglisemi belirtileri gösteren veya hiperglisemik krizler gelişen ve randomize olarak 

plazma glukoz düzeyi 200 mg/dl (11,1 mmol/l)’den yüksek olan hastalarda, glikasyona 

uğramış  hemoglobinin %6,5’dan fazla, açlık plazma glukoz düzeyinin 126 mg/dl (7,0 

mmol/l) den yüksek ve oral glukoz tolerans testi esnasında ikinci saattaki plazma glukoz 

düzeyinin ise 200 mg/dl (11,1 mmol/l)’dan yüksek olmasıdır (Alqahtani ve diğerleri, 2013). 

Buna bağlı olarak bazal besi yeri glukoz konsantrasyonundan başlanılarak artan 11 

konsantrasyonda ortama glukoz ilave edilmiştir. Elde edilen verilere göre, hücrelerin 200 

mg/dl’nin üzerinde glukoza 48 saat maruz kalmaları ile hücre canlılığı azalarak artan 

konsantrasyonlarda da bir plato çizmektedir. 

 

Glukoz çözeltisi hazırlanışı: Besi yeri 120 mg/dl glukoz içerdiği için hazırlanacak 

konsantrasyonlar bu düzey göz önünde bulundurularak yapıldı. 150 – 1200 mg/dl glukoz 

çözeltileri hazırlamak için 30 – 1080 mg/dl çözeltiler hazırlanarak ilave edildi. Hazırlanan 

çözeltiler 0,2 µm steril filtreden geçirilerek sterilize edildi. 
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3.2.2. İnsülin 

 

SH-SY5Y insan nöroblastoma hücrelerinde insülin direncinin oluşturulabilmesi için insülin 

konsantrasyonu Cersosimo ve ark. (Cersosimo, Solis-Herrera, Trautmann, Malloy ve 

Triplitt, 2014) ve Huh ve ark. (Huh ve diğerleri, 2014) tarafından yapılan çalışmalar da göz 

önünde bulundurularak ortama 10 – 40 – 60 µU/ml insülin ilave edilerek deneyler 

gerçekleştirilmiştir. 

 

İnsülin çözeltisi hazırlanışı: 100 U/ml insülin çözeltisinden besi yeri içinde 1/1000 dilüsyon 

ile ara stok çözeltisi hazırlandı (100 mU/ml). Besi yeri ile dilüsyon yapılarak 10 µU/ml, 40 

µU/ml ve 60 µU/ml konsantrasyonlarda çalışma çözeltileri hazırlandı.  

 

3.2.3. Kinürenik asit 

 

KynA triptofan metabolizması sonucunda açığa çıkan endojen metabolitlerdendir (Stone, 

2000). Özgün ve en etkin NMDA reseptör blokajı yapacak dozu belirlemek amacıyla SH-

SY5Y hücreleri 30 – 300.000 nM arasındaki 11 farklı konsantrasyonda KynA’e maruz 

bırakılarak total mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılıkları test edildi. 

 

Kinürenik asit çözeltisi hazırlanışı: 30 – 300.000 nM arasındaki 11 farklı konsantrasyonda 

KynA çözeltisi besi yeri içerisinde çözülerek hazırlandı. Hazırlanan çözeltiler 0,2 µm steril 

filtreden geçirilerek sterilize edildi. 

 

3.2.4. Nω -nitro-L-arginin metil ester 

 

Spesifik olmayan NOS inhibitörüdür. SH-SY5Y nöroblastoma hücreleri nöronal NOS 

eksprese ederler ve L-NAME ile inhibe edilerek NO sentezi azalması sağlanır. Yapılan 

çalışmalarda 25 – 1000 µM konsantrasyonlarda L-NAME kullanılarak NOS inhibisyonu 

gözlenmiştir. Bu çalışmada SH-SY5Y hücreleri için uygun olan konsantrasyonların seçilmesi 

için ön çalışma yapıldı. 
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L-NAME çözeltisi hazırlanışı: 25 – 1000 µM arasındaki konsantrasyonda besi yeri içerisinde 

çözülerek hazırlandı. Hazırlanan çözeltiler 0,2 µm steril filtreden geçirilerek sterilize edildi. 

 

3.2.5. Deneyler 

 

Glukoz, insülin ve/veya KynA ve/veya L-NAME çözeltileri birlikte ilave edildikleri durumda 

glukoz çözeltisi ilave edildikten 30 dakika sonra insülin çözeltileri, eğer ilave edilecekse 30 

dakika sonra KynA çözeltisi hücre kültürü ortamına eklendi. L-NAME ile inkübasyonda ise 

diğer çözeltilerin eklenmesinden 30 dakika önce L-NAME ilavesi ile yapıldı. Diğer 

çözeltilerin ilave edilme sıralaması anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. Deneylerde ve 

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

 

Deney planına göre hücreler 6 – 24 – 48 ve 72 saat ve 11 ayrı konsantrasyonda glukoza 

maruz bırakılarak hücre canlılığındaki değişim MTT testi ile tayin edildi. 

Sadece glukoz ile inkübasyonu takiben hücreler 6 – 24 – 48 ve 72 saat süre ile 11 ayrı 

konsantrasyondaki glukoz ile birlikte 10 – 40 veya 60 µU/ml insüline maruz bırakılarak 

hücre canlılıklarındaki değişim MTT testi ile tayin edildi.  

 

MTT testleri sonucunda ileri deneylerde kullanılacak; 

1. İnkübasyon sürelerinin 24 ve 48 saat, 

2. Glukoz konsantrasyonlarının 150 – 200 ve 250 mg/dl, 

3. İnsülin dozunun 40 µU/ml, 

4. Çalışılacak KynA konsantrasyonunun 30 nM, 

5. L-NAME konsantrasyonunun 25 µM olmasına karar verildi. 

 

Ön deneylerde ve kullanılmasına karar verilmiş doz ve inkübasyon sürelerinde 

gerçekleştirilen deneylerde canlı hücre sayısının tespit edilebilmesi için hücreler tripan 

mavisi ile boyanarak sayıldı. Hücrelerin metabolik akvititesi, % hücre canlılığının hücre 

sayısına bölünmesi ile elde edildi (%Hücre canlılığı/hücre sayısı). 
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3.3. Hücre Canlılığı Tayini 

 

Deney planında belirtilen her konsantrasyonda hücre canlılığı MTT testi ile tayin edildi. 

MTT testi için her kuyucuğa 10.000 hücre ekildi. Deneyler protokolde anlatıldığı şekilde 

gerçekleştirildi. Deneyin esası canlı hücrelerin sarı renkli MTT bileşiğini canlı hücrelerin 

mor renkli formazana indirgemelerine, daha sonra çözünür hale getirilen bu formazan 

kristallerinin absorbansının spektrofotomterik olarak ölçülmesine dayanmaktadır  

(Mosmann, 1983). Hücre canlılığı deneylerinin sonunda ileri aşamalarda kullanılacak 

inkübasyon sürelerine ve madde konsantrasyonlarına karar verildi.  

 

 

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

 

3.3.1. MTT deneyinde kullanılan alet ve gereçler 

 

Vorteks Nüve, Türkiye 

Spektrofotometre Molecular Devices, A.B.D.  

Mikropipet (0.1-1000 µl) Axygen, İngiltere; Socorex, İsveç 

Çok kanallı mikropipet (30-300 µl) Thermo, A.B.D. 

96 kuyucuklu hücre kültürü plağı Corning, Meksika 
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3.3.2. MTT deneyinde kullanılan çözeltiler 

 

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

Hidroklorik asit, %37 (100317) Merck, A.B.D. 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) (71725) Sigma-Aldrich, 

Almanya 

PBS (79382) Sigma-Aldrich, 

Almanya 

 

1. PBS çözeltisi: Ticari olarak hazır bulunan PBS tabletlerinden her biri 100 ml distile 

suda çözülerek hazırlandı. Çözeltiler otoklavda sterilize edildi. 

2. MTT çözeltisi: MTT 5mg/ml olacak şekilde PBS içerisinde çözülerek hazırlandı. 

3. 0,01 M Hidroklorik asit (HCl) çözeltisi: 82,81 ml %37’lik HCl asit çözeltisinden 

alınarak 1000 ml’ye distile su ile tamamlandı. 

4. %10 sodyum dodesil sülfat (SDS) çözeltisi: 50 g SDS tartılarak 500 ml 0,01 M HCl 

içinde çözüldü. 

 

3.3.3. MTT deney protokolü 

 

 Deney protokolü aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi.  

1. 10.000 hücre/ kuyucuk şeklinde hücreler 96 kuyucuklu plaklara ekildi. 

2. Hücreler plaklarda 24 saat inkübe edildi ve 24. saat sonunda inkübasyon çözeltileri 

ilave edildi. 

3. Hücrelerin üzerine inkübasyon çözeltileri ilave edilerek son hacim 100 µl olacak 

şekilde ayarlandı. 

4. İnkübasyonu gerçekleştirilecek olan çözelti ilave edildikten sonra 6 – 24 – 48 – 72 

saat inkübasyon süreleri beklendi. 

5. Her kuyucuğa 10 µl PBS içinde 5mg/ml hazırlanan MTT çözeltisi ilave edildi. 

6. 4 saat MTT çözeltisi ile inkübasyon sonunda 100 µl 0,01 M hidroklorik asit 

içerisindeki %10’luk SDS çözücü çözeltisi ilave edildi. 

7. Bir gece inkübasyon sonunda örneklerin absorbansları 550 nm ve 690 nm’de 

spektrofotometrik olarak ölçüldü. 
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8. Örnek kuyucuklarındaki hücrelerin canlılıkları kontrol kuyucuklarından elde edilen 

absorbanslarla oranlanarak elde edildi. 

9. Bütün örneklerin 550 nm’deki absorbanslarından 690 nm’deki absorbansları 

çıkartılarak hesaplamalar yapıldı. Hücre içermeyen kuyucuklarla tekrarlanan 

örnekler kör olarak kullanıldı. 

 

3.4. Tripan Mavisi ile Hücre Sayılması 

 

1. 100.000 hücre/ kuyucuk olacak şekilde hücreler 48 kuyucuklu plaklara ekildi. 

2. Hücreler plaklarda 24 saat inkübe edildi ve 24. saat sonunda inkübasyon çözeltileri 

ilave edildi. 

3. Hücrelerin üzerine inkübasyon çözeltileri ilave edilerek son hacim 500 µl olacak 

şekilde ayarlandı. 

4. İnkübasyon süreleri (6 – 24 – 48 – 72 saat) tamamlandıktan sonra süpernatantlar 

toplandı. 

5. Hücreler yapışma özelliğine sahip oldukları için 1:1 PBS ile dilüe edilmiş 

tripsin:EDTA çözeltisi ile kaldırıldı. 

6. Hücreler PBS ile dağıtıldıktan sonra tripan mavisi ile 1/10 konsantrasyonda 

karıştırılarak “Thoma lamı” kullanılarak sayıldı. 

 

Hücre başına düşen metabolik aktivitenin bulunması için MTT değerleri hücre sayısına (Cc) 

bölündü.  

 

3.5. Nitrit-Nitrat, Kompleman Bileşenleri ve Glukoz taşıyıcı 3 Tayinleri 

 

Tripan mavisi ile sayılmak için çözeltilerle inkübe edilerek toplanan süpernatanlarda ve 

deneyler tekrarlanarak elde edilen hücre lizatlarında ölçümler yapıldı.  

 

3.5.1. Nitrit – nitrat tayini 

 

NO’in biyolojik sistemlerde doğrudan ölçümü, çok düşük miktarlarda bulunması ve açığa 

çıkması sonrasında yarı ömrünün 10 saniyeden kısa olması, hızla oksijenle reaksiyona 
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girmesi nedeniyle oldukça zordur. Bu nedenle NO’in daha stabil ürünleri olan nitrit (NO2) 

ve nitrat (NO3) ölçümleri yapılmaktadır. Bu çalışmada açığa çıkan NO düzeyini tayin etmek 

için NO2 ve NO3 [NOx] miktarları diazotiazyon yöntemi ile ölçülmüştür. 

 

Nitrit – nitrat ölçümünde kullanılan Alet ve gereçler 

 

Vorteks Nüve, Türkiye 

Spektrofotometre Molecular Devices, A.B.D. 

Mikropipet (0.1-1000 µl) Axygen, İngiltere; Socorex, İsveç 

Çok kanallı mikropipet (30-300 µl) Eppendorf, Almanya 

96 kuyucuklu hücre kültür plağı Corning, Meksika 

 

Nitrit – nitrat ölçümünde kullanılan kimyasal maddeler 

 

Fosforik asit, %85 Merck, Almanya 

Sülfanilamid (S9251) Sigma-Aldrich, Almanya 

N-(1-naftil) etildiamin (NED) (N9125) Sigma-Aldrich, A.B.D. 

Vanadyum klorür (208272) Sigma-Aldrich, Almanya 

Sodyum NO2 (237213) Sigma-Aldrich, Almanya 

Sodyum NO3 (S550&) Sigma-Aldrich, Almanya 

 

Nitrit – nitrat ölçümünde kullanılan çözeltiler 

 

% 5’lik fosforik asit (H3PO4) çözeltisi: 1,18 ml %85’lik H3PO4 çözeltisinden alınarak distile 

su ile 20 ml’ye tamamlandı. 

% 1 Sülfanilamid: 46 mg sülfonamid tartıldı, 4600 µl %5’lik H3PO4 çözeltisi içerisinde 

çözüldü. 

% 0,1 N-(1-naftil) etildiamin (NED): 4,6 mg NED tartıldı, 4600 µl distile su içerisinde 

çözüldü. 

0,05 M Vanadyum (III) klorür: 160 mg vanadyum (III) klorür tartılarak 20 ml 1 M HCl 

içinde çözüldü. 

1 M HCl: 3,3 ml %37’lik HCl asit çözeltisinden alınarak 40 ml’ye distile su ile tamamlandı. 
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Griess reaktifi: Deneyden hemen önce Sülfanilamid ve NED çözeltileri 1:1 oranda 

karıştırılarak hazırlandı. 

Stok sodyum NO2 çözeltisi: 1 mg sodyum NO2 tartıldı, 1000 µl distile suda çözülerek ara 

stok hazırlandı. Bu çözeltiden 13,8 µl alınarak 1000 µl’ye tamamlandı ve dilüsyonlar ile 

standart çözeltiler hazırlandı. 

Sodyum NO2 standartlarının hazırlanışı: 200 µM stok sodyum NO2 çözeltisinden distile su 

ile dilüe edilerek 200 µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM, 6,25 µM, 3,125 µM, 1,5625 

µM ve 0,78125 µM konsantrasyonlarda standart çözeltiler hazırlandı. 

Stok sodyum NO3 çözeltisi: 1 mg sodyum NO3 tartıldı, 1000 µl distile suda çözülerek ara 

stok hazırlandı. Bu çözeltiden 17 µl alınarak 1000 µl’ye tamamlandı ve dilüsyonlar ile 

standart çözeltiler hazırlandı. 

Sodyum NO3 standartlarının hazırlanışı: 200 µM stok sodyum NO3 çözeltisinden distile su 

ile dilüe edilerek 200 µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM, 6,25 µM, 3,125 µM, 1,5625 

µM ve 0,78125 µM konsantrasyonlarda standart çözeltiler hazırlandı. 

 

Yöntemin dayandığı prensip  

 

Yöntemde Griess Reaksiyonu kullanılmaktadır. Yöntemin esası, NO2‘in asidik ortamda 

primer bir aromatik aminle (sülfanilamid) diazotizasyonu ve NED ile mor renkli bir azo 

türevi oluşturmasına dayanır. Oluşan kompleksin absorbansı 540 nm’de ölçüldü. 

Örneklerdeki NO3 vanadyum (III) klorür ile NO2‘e indirgenerek tayin edildi (Miranda, Espey 

ve Wink, 2001). 

 

Deney yöntemi 

 

1. 100 µl örnek / standart / kör üzerine 100 µl etanol ilave edildi ve karıştırılarak 30 

dakika +4°C’de inkübe edildi. 

2. Örnekler 14000 rpm’de 5 dakika santrifüjlenerek süpernatantlar ayrıldı. 

3. NO2 ölçümü için 70 µl süpernatant/standart/kör üzerine 70 µl Griess reaktifi ilave 

edildi. 
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NO3 ölçümü için 70 µl süpernatant/standart/kör üzerine 70 µl vanadyum (III) 

klorür ve 70 µl Griess reaktifi ilave edildi. 

4. Çözeltiler 45 dakika 37°C’de inkübe edildikten sonra oluşan renkli kompleksin 

absorbansı 540 nm’de spektrofotometrede okundu. 

 

Hesaplamalar 

 

Absorbansları okunan NO2 ve NO3 [(NO3+NO2)] standartlar yardımıyla kalibrasyon doğrusu 

çizilerek örneklerin konsantrasyonları hesaplandı. NO2 ve NO3konsantrasyonları 

toplanarak değerler µM [NOx] şekline verildi. Hesaplanan [(NO3+NO2)] değerleri Cc ile 

bölünerek hücre başına düşen [(NO3+NO2)] miktarı hesaplandı.  

 

Ortamda ölçülen [(NO3+NO2)]/Cc’nin meydana getirdiği oksidatif stresin şiddeti, 

mitokondride [NADPH+-NADP+]-[GSSG-GSH] döngüsünün fonksiyonu olan MTT/Cc’ye 

oranı ile belirlenmiştir. Bu çalışmada oksidatif stres Q=[(NO3+NO2)/Cc-MTT/Cc oranı 

olarak hesaplanmıştır. 

 

3.5.2. Kompleman bileşeni 1q tayini 

 

Kompleman bileşeni C1q, klasik kompleman aktivasyon yolağında görevli C1 kompleksinin 

tanıma alt ünitesidir. Hücre kültürü süpernatantlarındaki C1q düzeyleri sandviç ELISA 

tekniği ile tayin edildi (AssayPro, USA). Poliklonal C1q spesifik antikor kaplı plaklar ile 

süpernatantlardaki C1q düzeyleri immobilize antikor ve biyotinle bağlı poliklonal C1q 

spesifik antikor ile sandviç tekniği kullanılarak kantitatif olarak tayin edildi. Deneyler 

protokolde anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. Örneklerde ölçülen bütün C1q düzeyleri, 

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

 

Hücre kültürü süpernatantlarının hazırlanması: Çalışma çözeltileriyle inkübe edilmiş SH-

SY5Y hücrelerinin süpernatantları toplandı. Süpernatantlardaki kalıntıların uzaklaştırılması 

için 3000 x g’de 10 dakika santrifüjlendi. Örnekler çalışma gününe kadar -20°C’de saklandı.  
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Yöntem 

 

1. Kuyucuklara 50 µl örnek/standart eklendi ve 2 saat inkübe edildi.  

2. İnkübasyon sonunda 6 defa 300 µl yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı. 

3. Kuyucuklara 50 µl biyotinlenmiş insan C1q antikoru ilave edildi ve 1 saat inkübe 

edildi. 

4. Kuyucuklara 50 µl streptavidin-peroksidaz konjugatı ilave edildi ve 30 dakika 

inkübe edildi.  

5. Plaklar 6 defa 300 µl yıkama çözeltisi ile yıkandı. 

6. Kuyucuklara 50 µl kromojen substratı ilave edildi ve 15 dakika inkübe edildi. 

7. Kuyucuklara 50 µl durdurma çözeltisi ilave edildi ve oluşan renk absorbansı 450 

nm ve 570 nm’de okundu. Hesaplamalar 450 nm’deki absorbanstan 570 nm’deki 

absorbans çıkartılarak yapıldı. 

 

Hesaplamalar 

 

Absorbansları okunan standartlar yardımıyla kalibrasyon doğrusu çizilerek örneklerin 

konsantrasyonları ng/ml cinsinden hesaplandı. C1q miktarları süpernatantlarda ölçülmüş 

olması nedeniyle hesaplanan C1q düzeyleri besi yerinden elde edilen değere bölündü. 

Daha sonra bu veriler Cc’ye bölünerek hücre başına düşen C1q miktarı hesaplandı. 

 

3.5.3. Kompleman düzenleyici protein 59 tayini 

 

CD59, kompleman membran atak kompleksinin potent inhibitörüdür. SH-SY5Y hücre 

kültürü süpernatantlarında CD59 glikoproteini çift antikorlu olan sandviç ELISA yöntemi ile 

ölçüldü (Hangzhou Eastbiopharm, Co. Ltd.). Önceden insan CD59 glikoprotein monoklonal 

antikorları ile kaplanmış ELISA plakları kullanıldı. Biyotinle işaretli CD59 antikorları ve 

streptavidin-HRP kullanılarak immün kompleks oluşumu kromojen çözeltisi aracılığıyla 

meydana gelen renk değişimi ile ölçüldü. Deneyler protokolde anlatıldığı şekilde 

gerçekleştirildi. Örneklerde ölçülen bütün CD59 düzeyleri, kitin minimum tayin edebilme 

limiti olan 0,00723 ng/ml’den yüksek olarak bulundu. 
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Hücre lizatlarının hazırlanması  

 

1. Çalışma çözeltileriyle inkübe edilmiş SH-SY5Y hücrelerinin süpernatantları toplandı. 

2. Plaklarda yapışık kalan hücreler soğuk PBS çözeltisi ile yıkandı.  

3. Hücreler bir gece -20°C’de bekletildi. 

4. Hücrelerin üzerine 250 µl 37°C’ye ısıtılmış PBS ilave edildi. 

5. Hücreler 3 defa dondurulup çözüldüler. 

6. PBS içinde çözülmüş hücreler +4°C’de, 5 dakika 13.000xg’de santrifüjlenerek 

kalıntılar uzaklaştırıldı. 

7. Süpernatantlar çalışma gününe kadar -20°C’de saklandı.  

 

Yöntem 

 

1. Kuyucuklara 40 µl örnek, 10 µl CD59 antikoru ve 50 µl Streptavidin-HRP eklendi ve 

1 saat 37°C’de inkübe edildi.  

2. İnkübasyon sonunda 6 defa 300 µl yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı. 

3. Kuyucuklara 50 µl kromojen çözeltisi A ve 50 µl kromojen çözeltisi B ilave edilerek 

10 dakika 37°C’de inkübe edildi. 

4. Kuyucuklara 50 µl durdurma çözeltisi ilave edildi ve oluşan renk absorbansı 450 

nm’de okundu.  

 

Hesaplamalar 

 

Absorbansları okunan standartlar yardımıyla kalibrasyon doğrusu çizilerek örneklerin 

konsantrasyonları ng/ml cinsinden hesaplandı. Elde edilen CD59 miktarları Cc ile 

bölünerek hücre başına üretilen CD59 konsantrasyonu hesaplandı. 

 

3.5.4. Glukoz taşıyıcı 3 tayini 

 

Glukoz taşıyıcısı 3 [(GLUT3) aynı zamanda “solüt taşıyıcı ailesi 2, 3. üyesi” veya 

“kolaylaştırılmış glukoz taşıyıcısı 3 (SLC2A3)” olarak da adlandırılır] proteini SLC2A3 

geninde kodlanır (Kayano ve diğerleri, 1988). GLUT3 memeli hücrelerinde glukozun 
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plazma membranlarından taşınmasını kolaylaştırır. GLUT3 çeşitli dokularda eksprese 

edilse de temel olarak nöronlarda eksprese olur (Vannucci, Maher ve Simpson, 1997). 

GLUT3’ün glukoza afinitesi GLUT1, GLUT2 ve GLUT4’den 5 kat daha yüksektir, ancak 

nöronal glukoz düzeyleri serumdan 5 kat daha düşüktür (Simpson ve diğerleri, 2008). 

GLUT3 kiti ile tayinde çift-antikor sandviç ELISA yöntemin kullanıldı (Hangzhou 

Eastbiopharm, Co. Ltd.). Önceden GLUT3 monoklonal antikoru ile kaplanmış plak 

kuyucuklarına örnekler ilave edilerek inkübasyona bırakıldı. Daha sonra Streptavidin-HRP 

ile kombine biyotinle işaretli GLUT3 antikorları immün kompleks yapmak üzere ilave 

edildi. Kromojen çözeltisi aracılığıyla meydana gelen renk değişimi ile ölçüldü. Deneyler 

protokolde anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. 

 

Hücre lizatlarının hazırlanması 

 

1. Çalışma çözeltileriyle inkübe edilmiş SH-SY5Y hücrelerinin süpernatantları toplandı. 

2. Plaklarda yapışık kalan hücreler soğuk PBS çözeltisi ile yıkandı.  

3. Hücreler bir gece -20°C’de bekletildi. 

4. Hücrelerin üzerine 250 µl 37°C’ye ısıtılmış PBS ilave edildi. 

5. Hücreler 3 defa dondurulup çözüldüler. 

6. PBS içinde çözülmüş hücreler +4°C’de, 5 dakika 13000xg’de santrifüjlenerek 

kalıntılar uzaklaştırıldı. 

7. Süpernatantlar çalışma gününe kadar -20°C’de saklandı.  

 

Yöntem 

 

1. Kuyucuklara 40 µl örnek, 10 µl GLUT3 antikoru ve 50 µl Streptavidin-HRP eklendi 

ve 1 saat 37°C’de inkübe edildi.  

2. İnkübasyon sonunda 6 defa 300 µl yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı. 

3. Kuyucuklara 50 µl kromojen çözeltisi A ve 50 µl kromojen çözeltisi B ilave edilerek 

10 dakika 37°C’de inkübe edildi. 

4. Kuyucuklara 50 µl durdurma çözeltisi ilave edildi ve oluşan renk absorbansı 450 

nm okundu.  
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Hesaplamalar 

 

Absorbansları okunan standartlar yardımıyla kalibrasyon doğrusu çizilerek 

örneklerin konsantrasyonları ng/ml cinsinden hesaplandı. Elde edilen GLUT3 miktarları Cc 

ile bölünerek hücre başına üretilen GLUT3 konsantrasyonu hesaplandı. 

 

3.6. İstatistiksel Analiz 

 

İstatiksel analizler için SPSS, versiyon 13.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) 

programı kullanıldı. Sonuçlar ortalama ± standart hata (Ort ± SH) olarak gösterildi. Hücre 

sayısına (Cc) bölünerek gösterilen bütün veriler 10.000 hücre başına düşen 

konsantrasyonu ifade etmektedir. Gruplardaki değişimler non-parametrik Mann-Whitney 

U testi ile değerlendirildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Korelasyon 

analizleri için “Spearman’s rank” korelasyon testi kullanıldı. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

4.1. Hücre Canlılığındaki Değişimlerin Değerlendirilmesi 

 

4.1.1. Glukoz  

 

SH-SY5Y dopaminerjik hücreler 150 – 1200 mg/dl arasında 11 farklı konsantrasyonda 

glukoza 6 – 24 – 48 ve 72 saat süresince maruz bırakılarak total mitokondrial metabolik 

aktivite/hücre canlılıkları MTT testi ile değerlendirildi (Bkz Şekil 4.1.). 

 

 

Şekil 4.1. Farklı glukoz konsantrasyonlarına maruz bırakılan hücrelerin farklı inkübasyon 
süreleri sonunda canlılıklarındaki değişim 

 

Hücrelerin bir yaşam döngülerini sağlamak için geçirdikleri bölünme süresi 24 saattir. Elde 

edilen verilere göre 6 saat inkübasyonun hücre canlılığında değişiklik meydana 

getirmezken hücre canlılığının 72 saat sonunda %10 ve altındaki düzeylere düştüğü tespit 

edildi. Bu verilere göre, hücrelerin bölünme hızı da gözönünde bulundurularak ileri 

deneylerde çalışılmak üzere 24 ve 48 saat inkübasyon sürelerinin uygun olduğuna karar 

verildi. 
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4.1.2. Glukoz ve insülin 

 

Bu çalışmada, 10 – 40 – 60 µU/ml insülin ve 150 – 1200 mg/dl arasındaki 11 farklı 

konsantrasyonda glukoza 6 – 24 – 48 ve 72 saat süresince maruz bırakılan SH-SY5Y 

hücrelerininin canlılıklarındaki değişimler MTT testi ile değerlendirildi. 

 

 

Şekil 4.2. Farklı dozlarda insüline maruz bırakılan hücrelerin farklı inkübasyon süreleri 
sonunda canlılıklarındaki değişim 

 

Elde edilen verilere göre farklı insülin dozlarının farklı inkübasyon süreleri sonunda hücre 

canlılığında azalmaya neden olmadığı tespit edildi (Bkz Şekil 4.2.). 

Daha sonra hücreler farklı dozlarda insülin ile birlikte farklı konsantrasyonlarda glukoza 

dört ayrı inkübasyon süresinde maruz bırakıldı. Ancak glukoz ve insüline tek başına maruz 

kalmalarından farklı olarak ikinci 24 saat inkübasyon süresinde 150 mg/dl glukoza 

maruziyette bile hücre canlılığının %50’nin altına düştüğü, üçüncü 24 saatte ise ortamda 

150 mg/dl’den fazla glukoz ve insülinin birlikte bulunduğu koşullarda hücrelerin tamamen 

öldüğü tespit edildi (Bkz Şekil 4.3., Şekil 4.4., Şekil 4.5., Resim 4.1.). 
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Şekil 4.3. 10 µU/ml insülin ve farklı glukoz konsantrasyonlarına maruz bırakılan hücrelerin 
farklı inkübasyon süreleri sonunda canlılıklarındaki değişim 

 

 

Şekil 4.4. 40 µU/ml insülin ve farklı glukoz konsantrasyonlarına maruz bırakılan hücrelerin 
farklı inkübasyon süreleri sonunda canlılıklarındaki değişim 
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Şekil 4.5. 60 µU/ml insülin ve farklı glukoz konsantrasyonlarına maruz bırakılan hücrelerin 
farklı inkübasyon süreleri sonunda canlılıklarındaki değişim 

 

Elde edilen bulgulara göre 250 mg/dl’nin üzerindeki konsantrasyonlarda glukozun hücre 

canlılığına benzer etkileri olduğu gözlendi. Bu nedenle ADA ve IDF kriterleri de dikkate 

alınarak ileri deneylerin yapılması için 150 – 200 – 250 mg/dl glukoz konsantrasyonlarının 

seçilmesine karar verildi.  

 

Bizim bulgularımız ile Cersosimo ve ark. (Cersosimo ve diğerleri, 2014) ve Huh ve ark. (Huh 

ve diğerleri, 2014) tarafından yapılan çalışmalar da gözönünde bulundurularak belirlenen 

yüksek glukoz konsantrasyonlarına insulin direncinin meydana geldiği 40 µU/ml insulinin 

ilave edilmesine karar verildi.  
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a b 

 

c 

Resim 4.1. (a) 120 mg/dl Glukoz (kontrol – medium), (b) 250 mg/dl Glukoz, (c) 250 mg/dl 
Glukoz + 40 µU/ml Insulin içeren besi yerlerinde 48 saat inkübe edilen SH-
SY5Y hücreleri. (İnvert mikroskop, 100x) 

 

4.1.3. Glukoz ve kinürenik asit 

 

Hücreler 150 – 200 – 250 mg/dl glukoz varlığında 30 – 300.000 nM arasında 9 farklı 

konsantrasyonda KynA’e maruz bırakılarak MTT ile total mitokondrial metabolik 

aktivite/hücre canlılığı değişimleri tespit edildi (Bkz Şekil 4.6., Şekil 4.7.).  

 

AB Engin 
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Şekil 4.6. Farklı konsantrasyonlarda kinürenik asit ve glukoza maruz bırakılan hücrelerin 24 
saat inkübasyon süresi sonunda canlılıklarındaki değişim 

 

 

Şekil 4.7. Farklı konsantrasyonlarda kinürenik asit ve glukoza maruz bırakılan hücrelerin 48 
saat inkübasyon süresi sonunda canlılıklarındaki değişim 

 

Daha sonra hücreler 150 – 200 – 250 mg/dl glukoz ve daha önceden tespit edildiği üzere 

40 µU/ml dozlarda insulin varlığında 30 – 300 000 nM arasında 9 farklı konsantrasyonda 

KynA’e maruz bırakılarak MTT ile total mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılığı 

değişimleri tespit edildi (Bkz Şekil 4.8., Şekil 4.9.).  
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Şekil 4.8. Farklı konsantrasyonlarda kinürenik asit, glukoz ve 40 µU/ml insüline maruz 
bırakılan hücrelerin 24 saat inkübasyon süresi sonunda canlılıklarındaki 
değişim 

 

 

Şekil 4.9. Farklı konsantrasyonlarda kinürenik asit, glukoz ve 40 µU/ml insüline maruz 
bırakılan hücrelerin 48 saat inkübasyon süresi sonunda canlılıklarındaki 
değişim 

 

Luccini ve ark. NMDA reseptörlerinde glutamaterjik uyarının submikromolar 

konsantrasyonda  (0,01-1 µM) KynA ile etkin biçimde antagonize edildiğini göstermişlerdir 

(Luccini, Musante, Neri, Raiteri ve Pittaluga, 2007). NMDA –aracılı oksidatif stres 

mitokondrial disfonksiyona sebep olur. Spesifik NMDA reseptör antagonisti KynA, aynı 

zamanda α7nAChR ve AMPA reseptörlere de bağlanmaktadır (Sas, Robotka, Toldi ve 

Vécsei, 2007). KynA’in α7nAChR inhibisyonu yapma dozu ortalama 7 µM olduğu ileri 
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sürülmüştür. Gamma aminobütrik asit (GABA)erjik etkiyi azaltma dozu ise 20-200 µM 

olarak bildirilmektedir (Albuquerque ve Schwarcz, 2013). Bazı araştırıcılar, KynA’in yüksek 

mM konsantrasyonlarda bile α7nAChR üzerinde inhibitör etkisi olduğunu 

gösterememişlerdir (Mok, Fricker, Weil ve Kew, 2009; Dobelis, Staley ve Cooper, 2012). 

Aslında SH-SY5Y hücrelerinin erişkin kolinerjik fenotipi, retinoik asit ile farklılaşma 

gösteren hücrelerdir. Bunlar yüksek miktarda kolin asetil transferaz eksprese ederler 

(Påhlman, Ruusala, Abrahamsson, Mattsson ve Esscher, 1984). Ayrıca farklılaşmış SH-SY5Y 

hücrelerinin antioksidan kapasitesi de yüksektir (Schneider ve diğerleri, 2011). Buna göre, 

NMDA reseptör blokajı için önerilen doz nM düzeyde olacaktır.  

 

KynA’in presinaptik glutamaterjik nöronlar ve postsinaptik nöronlarda G-protein ile 

birleşik reseptör 35 (GPR35) ile etkileşimi glutamat ve pro-inflamatuvar sitokin 

serbestleşmesini azaltır (Moroni, Cozzi, Sili ve Mannaioni, 2012). GPR35 aktivasyonu için 

gerekli KynA miktarı 300 nM’ın üzerindedir (Forrest, Gould, Darlington ve Stone, 2003; 

Jenkins ve diğerleri, 2011; Barth ve diğerleri, 2009). İnflamatuvar cevap ve sitokin 

serbestleşmesi için GPR35 uyarısı sözkonusu olduğunda, bildirilen KynA düzeyi 39,2 

µM’dır (Wang ve diğerleri, 2006). Yukarıda belirtilen bilgiler çerçevesinde KynA-NMDA, 

GPR35 ve  α7nAChR ilişkisi giderek artan doz-bağımlı olup, NMDA reseptör blokajı için 

kullanılacak doz, normal koşullarda insan fizyolojik KynA konsantrasyonuna en yakın 

olanıdır. Bu bilgilerin ve yaptığımız ön çalışmalarımızın ışığı altında NMDA reseptör blokajı 

için 30 nM KynA kullanılmasına karar verildi. 

 

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

 

Tüm glukoz konsantrasyonlarında yüksek glukoza maruz kalan SH-SY5Y hücrelerine 

ortama ilave edilen glukoz konsantrasyonunun artması ile birlikte nöronal glikolizisi 

hızlandırarak oksidatif stresi artırmaktadır. SH-SY5Y hücrelerinde meydana gelen oksidatif 

stresin temel sebebi nNOS aktivitesi ile oluşan NO düzeyidir. Ortamda ölçülen 

[(NO3+NO2)]/Cc’in meydana getirdiği oksidatif stresin şiddeti, mitokondride [NADPH+-

NADP+]-[GSSG-GSH] döngüsünün fonksiyonu olan MTT/Cc’ye oranı ile belirlenmiştir. Bu 

çalışmada oksidatif stres Q=[(NO3+NO2)]/Cc-MTT/Cc oranı olarak hesaplanmıştır. Oksidatif 

stresin artması her glukoz konsantrasyonu için ikinci hücre siklusunda ve glukoz 
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konsantrasyonu ile doğru orantılı olarak hücre canlılığı-total mitokondrial metabolik 

aktiviteyi belirgin olarak azaltmaktadır.  

 

25 – 100 ve 1000 µM konsantrasyonlarda L-NAME 40 µU/ml insulin varlığında ya da tek 

başına 150 – 200 – 250 mg/dl glukoz ile 24 ve 48 saat inkübe edildi ve hücre 

canlılıklarındaki değişimler tespit edildi (Bkz Şekil 4.10., Şekil 4.11., Şekil 4.12., Şekil 4.13.).  

 

 

Şekil 4.10. Farklı konsantrasyonlarına L-NAME ve glukoza maruz bırakılan hücrelerin 24 
saat inkübasyon süresi sonunda canlılıklarındaki değişim 

 

 

Şekil 4.11. Farklı konsantrasyonlarına L-NAME ve glukoza maruz bırakılan hücrelerin 48 
saat inkübasyon süresi sonunda canlılıklarındaki değişim 
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Şekil 4.12. Farklı konsantrasyonlarına L-NAME, glukoz ve 40 µU/ml insüline maruz 
bırakılan hücrelerin 24 saat inkübasyon süresi sonunda canlılıklarındaki değişim 

 

 

Şekil 4.13. Farklı konsantrasyonlarına L-NAME ve glukoz ve 40 µU/ml insüline maruz 
bırakılan hücrelerin 48 saat inkübasyon süresi sonunda canlılıklarındaki 
değişim 

 

Tek başına glukoza maruz bırakıldığında hücre canlılığındaki azalmayı daha az miktarda 

düzeltmekle birlikte insülin varlığında 25 µM L-NAME’in hücre canlılığını en etkin şekilde 

artıran doz olduğu tespit edildi. NO sinaptik nöron fonksiyonlarının devamı ve antioksidan 

kapasitenin desteklenmesi bakımından son derece önemlidir. Bir non spesifik NOS 

inhibitörü olan L-NAME yüksek dozlarda kullanıldığında antioksidan kapasitenin ve 
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sinaptik nöronal fonksiyonların bozulması tehlikesi dikkate alındığında 25 µM L-NAME’in 

en uygun doz olduğuna karar verilmiştir.  

 

Karar verilen dozlara göre yeni deney planı yapılarak tek başına 150 – 200 – 250 mg/dl 

glukoz veya 40 µU/ml varlığında ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 µM L-NAME varlığında 

NOx, GLUT3, C1q, CD59 ve oksidatif stress düzeyleri tayin edildi. Diğer taraftan hücre 

başına düşen metabolik aktivite MTT değerlerinin tripan mavisi ile hücrelerin sayılması 

sonucunda MTT/ hücre sayısı (MTT/Cc) ile değerlendirildi.  

 

4.2. Yüksek Konsantrasyonda Glukoza Maruziyet ve Nitrik Oksit 

 

Bu çalışmada, insan nöroblastoma SH-SY5Y hücre hattı ADA ve IDF’nin tanı kriterleri 

dikkate alınarak 150 mg/dL (8,3mM), 200 mg/dL (11,1 mM) ve 250 mg/dL (13,9 mM) 

glukoza maruz bırakılmış ve ortamda tek başına glukoz bulunduğunda ilk 24 saatta giderek 

artan konsantrasyonlarda glukozla hücre canlılığı %114±5,4’den %122±6,2’ye kadar 

yükselmiştir. İkinci 24 saatta ise total metabolik aktiviteyi gösteren hücre canlılığı artan 

glukoz konsantrasyonu ile orantılı olarak %74,8±2,07’den giderek %41,9±3,9’a kadar 

düşmüştür (Çizelge 4.1.). 

 

Çizelge 4.1. SH-SY5Y hücrelerinin bulunduğu ortama 150, 200 ve 250mg/dL yüksek 
konsantrasyonda glukoza ilaveten 40μU/ml insülin, 30nM KynA veya 25μM 
L-NAME ilave edildiğinde ilk ve ikinci 24 saatta MTT, Q, NO ve GLUT3/Cc 
düzeylerinin karşılaştırılması 

ORTAMA EKLENEN MADDE 
Süre 

(saat) 

MTT(%) 

 

MTT/Cc 

(%/hücre 

sayısı) 

Q 

GLUT3/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

(NO3+NO2)/Cc 

(µM/hücre 

sayısı) 

Kontrol 
24 100±0,92 1,38±0,01 0,41±0,01 0,0006±0,0001 0,57±0,01 

48 100±2,10 1,73±0,04 0,39±0,01 0,0010±0,0001 0,68±0,01 

Glukoz 150mg/dL 
24 114,0±5,40 3,82±0,18 0,36±0,01 0,0011±0,0001 1,39±0,02 

48 74,8±2,07 2,74±0,07 0,48±0,01 0,0014±0,0001 1,32±0,03 

Glukoz 200mg/dL 
24 122,2±6,20 3,22±0,16 0,34±0,02 0,0007±0,0000 1,09±0,06 

48 47,9±4,09 1,88±0,16 0,79±0,02 0,0016±0,0001 1,50±0,04 

Glukoz 250mg/dL 
24 121,5±4,00 3,42±0,11 0,32±0,01 0,0009±0,0000 1,11±0,03 

48 41,9±3,90 2,43±0,22 0,95±0,02 0,0025±0,0004 2,30±0,04 
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Çizelge 4.1. (devam) SH-SY5Y hücrelerinin bulunduğu ortama 150, 200 ve 250mg/dL 
yüksek konsantrasyonda glukoza ilaveten 40μU/ml insülin, 30nM KynA 
veya 25μM L-NAME ilave edildiğinde ilk ve ikinci 24 saatta MTT, Q, NO ve 
GLUT3/Cc düzeylerinin karşılaştırılması 

 
150 mg/dL Glukoz +40μU/ml insülin  

 

24 86,6±1,68* 2,20±0,04* 0,45±0,003* 0,0010±0,0001 1,01±0,01* 

48 40,9±1,78* 0,58±0,02* 0,97±0,05* 0,0007±0,0001* 0,57±0,03* 

200 mg/dL Glukoz +40μU/ml insülin   
24 83,1±0,97* 1,50±0,01* 0,52±0,3* 0,0006±0,0000* 0,77±0,04* 

48 13,5±0,79* 0,25±0,01* 3,05±0,07* 0,0007±0,0000* 0,76±0,02* 

250 mg/dL Glukoz +40μU/ml insülin   

 

24 86,0±0,90* 1,51±0,01* 0,48±0,01* 0,0006±0,0000* 0,72±0,01* 

48 14,4±0,56* 0,24±0,00* 2,87±0,12* 0,0008±0,0000* 0.69±0,03* 

150 mg/dL Glukoz +30nM KynA   
24 99,3±0,28* 1,96±0,00* 0,39±0,01 0,0006±0,0001* 0,77±0,02* 

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

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

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

250 mg/dL Glukoz +30nM KynA   
24 91,4±1,00* 1,07±0,01* 0,43±0,00* 0,0003±0,0000* 0,46±0,003* 

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 +40μU/ml 

insülin+30nM KynA  

24 93,9±3,20* 1,65±0,05* 0,42±0,01 0,0006±0,0001* 0,71±0,01* 

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 +40μU/ml 

insülin+30nM KynA 

24 99,8±7,60* 2,26±0,17* 0,39±0,01 0,0009±0,0001* 0,88±0,01* 

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 +40μU/ml 

insülin+30nM KynA 

24 120.7±15,20 1,97±0,25* 0,31±0,01 0,0006±0,0001 0,62±0,02* 

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 μM 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* 

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

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 μM 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+40μU/ml insülin  

+25μM L-NAME  

24 96,3±2,79* 1,32±0,08* 0,51±0,11 0,0008±0,0000 1,27±0,27 

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+40μU/ml insülin  

+25μM L-NAME 

24 101,1±1,71* 1,15±0,05* 0.40±0.006* 0,0007±0,0001* 0,73±0,012* 

48 100,3±5,28* 1,28±0,06* 0.35±0.011* 0,0008±0,0000* 0,51±0,02* 

250 mg/dL Glukoz+40μU/ml insülin  

+25μM L-NAME 

24 97,9±4,57* 1,02±0,03* 0.40±0.01* 0,0012±0,0001* 1,14±0,03 

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 + (insülin, KynA veya L-NAME) veya (KynA + insülin veya L-
NAME + insülin) ile aynı konsantrasyon ve aynı inkübasyon süresindeki grupların karşılaştırılması. (Total 
mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılılğı (MTT), oksidatif stress  (Q), nitrik oksit [(NO3+NO2)/Cc], 
glukoz taşıyıcı 3 (GLUT3/Cc)) 

 

150 mg/dl glukozla NMDA reseptör uyarısı sonucu meydana gelen [(NO3+NO2)]/Cc 

(1,39±0,02), kontrollara (0,57±0,01) göre ilk 24 saatta %143,8 artmıştır (p<0.05). Bu sırada 

hücre canlılığı %114±5,4’dür. İkinci 24 saatta [(NO3+NO2)]/Cc değeri 1,32±0,02 olup 

kontrollara (0,68±0,01) göre artış %94 (p<0,05) olmasına rağmen hücre canlılığı 

%74,8±2,07’e düşmüştür. 200 mg/dl glukozla ilk 24 saatta [(NO3+NO2)]/Cc düzeyinde artış 
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%91,2 (p<0,05), bu süreçte hücre canlılığı %122±6,2 olarak elde edilmiştir. İkinci 24 saatta, 

[(NO3+NO2)]/Cc’de 1,50±0,04’dür. Birinci 24 saata göre NO düzeyinde %27 artış meydana 

gelmesi ile hücre canlılığı %47,89±4,09’a düşmüştür (p<0,05). 250 mg/dl glukozla ise 

birinci 24 saatta hücre canlılığı %121,5±4’iken, [(NO3+NO2)]/Cc değerinin 2,30±0,04’e ilk 

24 saata göre %107,2 yükselmesi (p<0,05) hücre canlılığını %41,93±3,9’a düşürmüştür 

(Çizelge 4.1.). Tüm glukoz konsantrasyonlarında ilk 24 saatta NO konsantrasyonları ile 

hücre canlılığı değerleri karşılaştırıldığında sonuç çelişkili gözükmektedir. Yüksek glukoza 

maruz bırakılan SH-SY5Y hücrelerine ortama ilave edilen glukoz konsantrasyonunun 

artması ile birlikte her konsantrasyon için ikinci hücre siklusunda artan GLUT3/Cc ile 

nöron içine giren glukoz miktarının artması nöronal glikolizisi hızlandırarak oksidatif stresi 

artırmaktadır. Oksidatif stresin artması her glukoz konsantrasyonu için ikinci hücre 

siklusunda ve glukoz konsantrasyonu ile orantılı olarak hücre canlılığı/total mitokondrial 

metabolik aktiviteyi belirgin olarak azaltmaktadır (Çizelge 4.2.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

Çizelge 4.2. SH-SY5Y hücre kültürü ortamında 150, 200, 250 mg/dl yüksek 
konsantrasyonda glukoz bulunduğunda insülin, KynA, L-NAME) ilavesi ile 
ölçülen Q, GLUT3/Cc, MTT ve NO düzeylerinin ortalama değerlerinin, 
ortalama Q (glukoz), GLUT3 (glukoz), MTT (glukoz) ve (NO) glukoz 
değerlerine göre değişimi 

Ortama 

eklenen 

madde 

Süre 

(saat) 
Q 

Q 

%artış 

GLUT3/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

GLUT3/

Cc 

% artış 

MTT (%) 
MTT 

%artış 

NO3+NO2/Cc 

(µM/ 

hücresayısı) 

NO 

%artış 

Glukoz 

(mg/dL) 

24 0,34±0,01 (100) 0,0009±0,000 (100) 119,2±5,2 (100) 1,196±0,04 (100) 

48 0,74±0,001 (100) 0,0018±0,0002 (100) 54,9±3,35 (100) 1,706±0,04 (100) 

Glukoz 

(mg/dL)+ 

40μU/ml 

insülin 

24 0,48±0,01* +41,0 0,0007±0,0000* -22,2 85,2±1,20* -29,5 0,832±0,02* -30,4 

48 2,29±0,08* +209,0 0,0007±0,0000* -61,0 22,9±1,04* -58,2 0,673±0,026* -60,5 

Glukoz 

(mg/dL) + 

30nM 

KynA 

24 0,42±0,02* +23,5 0,0004±0,0001* -55,5 93,9±3,39* -21,2 0,630±0,014* -47,3 

48 0,37±0,01* -50,0 0,0012±0,0001* -33,0 97,3±2,85* +77,3 0,663±0,026* -61,1 

Glukoz 

(mg/dL) + 

25μM 

L-NAME 

24 0,65±0,02* +91,0 0,0009±0,0001 0 93,4±4,46* -21,6 0,796±0,03* -33,4 

48 0,46±0,04* -37,8 0,0008±0,0000* -55,5 98,7±3,94* +79,9 0,730±0,07* -57,2 

Glukoz 

(mg/dL)+ 

30nM 

KynA+ 

40μU/ml 

insülin 

24 0,37±0,01 +8,8 0,0007±0,0001* -22,0 104,8±8,6* -12,0 0.736±0.01* -38,5 

48 0,36±0,01* -51,3 0,0009±0,0001* -50,0 103,9±6,55* +89,3 0,660±0,02* -61,3 

Glukoz 

(mg/dL)+ 

25μM 

L-NAME + 

40μU/ml 

insülin 

24 0,43±0,04* +26,4 0,0009±0,0001 0 98,4±3* -17,4 1,044±0,10 -12,7 

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 

*p<0,05; 150 – 200 – 250 mg/dL ortalama glukoz – ortalama glukoz + (insülin, KynA veya L-NAME) veya 
(KynA + insülin veya L-NAME + insülin) ile aynı inkübasyon süresindeki grupların istatistiksel karşılaştırılması. 
(Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME), oksidatif stres (Q), glukoz taşıyıcı-3 
(GLUT3/Cc), total mitokondrial metabolik aktivite (MTT), nitrik oksit [(NO3+NO2)/Cc]) 

 

Oksidatif stres şiddetinin değişimleri incelendiğinde 150mg/dl glukoz bulunan ortamda 

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

hücre canlılığı %34,3 azaldığını (p<0,05), 200mg/dl glukoz bulunan ortamda 48 saatta 

oksidatif stresin birinci 24 saata nazaran %132,3 artışına (p<0,05) karşın hücre canlılığı 

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

oksidatif stresin %196,8 artmasına (p<0,05) karşın hücre canlılığı %65,4 azaldığını (p<0,05) 
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göstermektedir (Bkz Şekil 4.14.). Tüm glukoz konsantrasyonlarında ilk 24 saatta ortalama 

hücre canlılığı yüksek (119,1±5,2), oksidatif stres şiddeti [Q(ortalama)=0,34±0,015)] 

düşükken (p<0,05), ikinci 24 saatta en yüksek oksidatif stres şiddeti, 250 mg/dl glukoz 

konsantrasyonunda (Q=0,95±0,02) (p<0,05) görülmüştür. Hücre canlılığı ise giderek 

düşmüş 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) olmuştur (Bkz Çizelge 4.1.). İlk 24 saatta 

oksidatif stresin şiddetinin kontrollara göre ortalama %17 azalmasına karşın total 

metabolik aktivite (MTT) %16 artmış, ikinci 24 saatta ortalama Q=%89,7 artmasına karşın 

MTT %45 azalmıştır. İlk 24 saatta hücre içine glukoz taşınmasında kontrollara nazaran %50 

artış olurken, ikinci 24 saatta %80’e çıkmıştır. NO sentezinin hücre içine giren glukozla 

doğru orantılı olarak ilk 24 saatta %109,9, ikinci 24 saatta %149,3 arttığı gözlenmiştir 

(Çizelge 4.3.). 

 

 

Şekil 4.14. 150 mg/dl (a) – 200 mg/dl (b)  – 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 µU/ml insülin 
ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 µM L-NAME ile MTT/Cc ve Q değişimleri 
(Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME), total 
mitokondrial metabolik aktivite/Hücre sayısı (MTT/Cc), oksidatif stres (Q)) 
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Şekil 4.14. (devam) 150 mg/dl (a) – 200 mg/dl (b)  – 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 
µU/ml insülin ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 µM L-NAME ile MTT/Cc ve Q 
değişimleri (Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME), 
total mitokondrial metabolik aktivite/Hücre sayısı (MTT/Cc), oksidatif stres 
(Q)) 
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Çizelge 4.3. SH-SY5Y hücre kültürü ortamına 150, 200 ve 250 mg/dL yüksek 
konsantrasyonda glukoz ilavesi ile ilk ve ikinci hücre siklusunda ölçülen 
ortalama MTT, Q, GLUT3/Cc ve NO düzeylerinin, kontrol grubu değerlerine 
göre değişim oranları 

Ortama eklenen 

madde 

Süre 

(saat) 

MTT 

%artış 

Q 

%artış 

GLUT3/Cc (ng/ml/hücre 

sayısı) 

GLUT3/Cc 

% artış 

(NO3+NO2)/Cc 

(µM/hücresayısı) 

(NO3+NO2)/Cc % 

artış 

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

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

Glukoz (mg/dL) 
24 +16,0* -17,0* 0,0009±0,0000 +50,0 1,196±0,04* +109,9 

48 -45,0* +89,7* 0,0018±0,0002* +80,0 1,706±0,03* +149,3 

*p<0,05; Kontrol - 150 – 200 – 250 mg/dL ortalama glukoz gruplarının karşılaştırılması (Total mitokondrial 
metabolik aktivite (MTT), oksidatif stres (Q), glukoz taşıyıcı-3 (GLUT3/Cc) ve nitrik oksit [(NO3+NO2)/Cc]) 

 

4.2.1. Yüksek glukoz uyarısına SH-SY5Y hücrelerin glukoz taşıyıcı 3 ve nitrik oksit 

cevabına insülin ve kinürenik asitin etkisi 

 

SH-SY5Y hücreleri 150 - 250 mg/dl arasında değişen seviyelerde yüksek glukoz 

konsantrasyonuna maruz bırakıldıklarında elde edilen hücre canlılığı, ortama 40 µU/ml 

sabit insülin ilave edilmesi ile hem ilk 24 saattaki (%86,6±1,68-83±0,97), (p<0,05), hem de 

ikinci 24 saattaki değerlerine nazaran (%40,9±1,78-13,55±0,79) istatistiksel olarak anlamlı 

miktarda azalmaktadır (p<0,05) (Bkz Çizelge 4.1.).   

 

Glukoz+insülinle hücre canlılığında ilk 24 saatta görülen %29,5 (Q=%41 artmış) ve ikinci 24 

saatta görülen %58,1 (Q=%209 artmış) azalmanın, yüksek glukoz ve 40μU/ml insülin 

konsantrasyonunda insüline direnç gelişerek oksidatif stresin artması sonucu olduğu 

düşünülmektedir (Bkz Çizelge 4.2.). İlk 24 saatta 150 mg/dl, 200 mg/dl ve 250 mg/dl 

glukozla elde edilen ortalama hücre canlılığı %119,1±5,2 (ortalama MMT/Cc=3,48±0,15) 

iken, ikinci 24 saatta ortalama hücre canlılığı, %54,87±3,35’e (MTT/Cc=2,35±0,15) 

düşmüştür (p<0,05). Ortama insülin ilave edildiğinde bu değerler 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) 

düşmüştür (p<0,05) (Bkz Çizelge 4.1.). Ortama sadece glukoz ilave edildiğinde SH-SY5Y 

hücrelerinin maruz bulunduğu ortalama [NO3+NO2/Cc] ilk 24 saatta 1,197±0,04 µM/hücre 

sayısı iken, ikinci 24 saatta 1,706±0,04 µM/hücre sayısına yükselmiş (p<0,05) ve hücre 

canlılığı %54,87’ye (p<0,05) düşmüştür (Bkz Çizelge 4.2.).    
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Ortama glukoz+insülin ilave edildiğinde SH-SY5Y hücrelerinin maruz bulunduğu 

[(NO3+NO2)/Cc] ilk 24 saatta ortalama 0,832±0,02 µM/hücre sayısı iken, ikinci 24 saatta 

ortalama 0,673±0,014 µM/hücre sayısı olmuştur. Sentezlenen [(NO3+NO2)/Cc],  

mitokondrial aktivite (MTT/Cc)’ye oranlandığında; her hücre aktivitesi ile ortama salınan 

RNS ile oksidatif stresin şiddeti; ortalama MTT (yüksek glukoz)=%119,1±5,2 hücre canlılığı 

için; ortalama Q=0,34±0,01, MTT=%54,87±3,35 hücre canlılığı için; ortalama Q (yüksek 

glukoz)=0,74±0,001’dır. Ortamda insülin bulunan grupta ilk 24 saatta %85,2±1,20 

ortalama hücre canlılığı için oksidatif stresin şiddeti, ortalama Q=0,48±0,01, %22,95±1,04 

ortalama hücre canlılığı için ise Q=2,29±0,08’dir. Görüldüğü üzere oksidatif stresin düzeyi 

artarken hücre canlılığı azalmaktadır (Bkz Şekil 4.15.). (Glukoz+insülin)-aracılı NO 

üretiminin sadece yüksek glukoz konsantrasyonu ile üretilen NO’e oranla azalmıştır 

(p<0,05). Ancak, ilk 24 saatta ölçülen ortalama Q(glukoz)=0,34±0,01 iken, 

Q(glukoz+insülin)= 0,48±0,01’e yükselmiş (p<0.05), ikinci 24 saatta ise ortalama 

Q(glukoz)=0,74±0,001 iken, ortalama Q(glukoz+insülin)=2,29±0,08’e yükselmiştir (p<0,05). 

Buna karşılık hücre canlılık değerleri ilk 24 saatta %29,5, ikinci 24 saatta %58,2 azalmıştır 

(p<0,05) (Bkz Çizelge 4.2.).  

 

Bu çalışmada ortama yüksek konsantrasyonda glukoz ilavesi ile ilk 24 saatta ortalama 

0,0009±0,000 ng/ml/hücre sayısı olan GLUT3/Cc düzeyinde, kontrollara (0,0006±0,0001 

ng/ml/hücre sayısı) göre de istatistiksel olarak önemli bir artma olmuştur (p<0,05). İkinci 

24 saatta ise ortalama GLUT3 (0,0018±00002 ng/ml/hücre sayısı) hem kontrollara göre 

hem de ilk 24 saata göre anlamlı bir artış göstermiştir (p<0,05). Glukoz ilave edilen 

ortamda ortalama NO değerlerinde hem ilk 24 saatta [(NO3+NO2)/Cc=1,1966±0,036 

µM/hücre sayısı], hem de ikinci 24 saatta  [(NO3+NO2)/Cc=1,7066±0,036 µM/hücre sayısı], 

kontrollara göre istatistiksel olarak anlamlı bir yükselme tespit edilmiştir (p<0,05). Ancak 

oksidatif stresin Q=0,34±01’den ikinci 24 saatta 0,74±0,016’ya çıkması ile total 

mitokondrial metabolik aktivite MTT=%119,16±5,2’den, % 54,87±3,5’e düşmüştür. 

 

Sadece glukoz bulunan ortamda, kontrollara göre GLUT3/Cc artışı ilk 24 saatta ortalama 

%50, ikinci 24 saatta ise %80’dir. Ortalama [(NO3+NO2)/Cc] değerleri ise kontrollarla 

karşılaştırıldığında ilk 24 saattaki %109,9 artış, ikinci 24 saatta %149,3’e ulaşmıştır. NO 

düzeyinde ölçülen bu değerlerle, SH-SY5Y hücre lizatlarında ölçülen GLUT3/Cc artışı, 
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GLUT3 membran translokasyonunun ve füzyonununun NO-aracılı bir mekanizma ile 

olduğunu ortaya koymaktadır (Bkz Çizelge 4.3.).   

 

 

Şekil 4.15. 150 mg/dl (a) – 200 mg/dl (b) – 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 µU/ml insülin 
ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 µM L-NAME ile GLUT3/Cc ve NO  değişimleri 
(Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME), glukoz taşıyıcısı 
3/hücre sayısı (GLUT3/Cc), Nitrik oksit [(NO3+NO2)/Cc]) 
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Şekil 4.15. (devam) 150 mg/dl (a) – 200 mg/dl (b) – 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 µU/ml 
insülin ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 µM L-NAME ile GLUT3/Cc ve NO  
değişimleri (Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME), 
glukoz taşıyıcısı 3/hücre sayısı (GLUT3/Cc), Nitrik oksit [(NO3+NO2)/Cc]) 
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Ortama insülin ilave edilmesi ile hem ilk 24 saatta, hem de ikinci 24 saattaki ortalama 

GLUT3 düzeylerinde sadece glukoz ilave edilen ortamdaki ortalama GLUT3/Cc değerlerine 

göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalma meydana gelmiştir (p<0,05). Yüksek glukoz 

bulunan ortama insülin eklenmesi ile hücrelerde, sadece yüksek glukoza maruz kalanlara 

göre ortalama GLUT3/Cc miktarı ilk 24 saatta %22,2 azalırken ikinci 24 saatta %61 

azalmıştır. Bu sırada hesaplanan oksidatif stresin şiddeti 200 mg/dl glukoz+insülin için 

3,05±0,07, 250 mg/dl glukoz+insülin için 2,87±0,12’dir. İlk 24 saatta ortalama 

Q=0,48±0,014 olan oksidatif stres, İkinci 24 saatta ortalama 2,29±0,08’a çıkarak %377 

artmıştır (p<0,05) (Bkz Çizelge 4.2.). 

 

Yüksek glukozla meydana gelen ortalama [(NO3+NO2)/Cc] ye göre, yüksek glukoz+insülinle 

meydana gelen NO ilk 24 saatta [(NO3+NO2)/Cc]=0,832±0,018 µM/hücre sayısı olup %30,4 

azalmış, ikinci 24 saatta ise [(NO3+NO2)/Cc] =0.673±0.026 µM/hücre sayısı olup  %60,5 

azalmıştır. Hem ilk 24 saatta ortalama GLUT3/Cc=0,0007 ng/ml/hücre sayısı, hem de ikinci 

24 saatta GLUT3/Cc=0,0007 ng/ml/hücre sayısı’dir. İkinci 24 saatta GLUT3/Cc’de beklenen 

artışın görülmemesinin bir taraftan oksidatif streste meydana gelen artış, diğer taraftan 

NO üretiminde görülen azalmaya bağlı olduğu düşünülmektedir. Glukoz+insülin grubunda 

200 mg/dl ve 250 mg/dl glukoz konsantrasyonlarında GLUT3/Cc’de 24 ile 48 saat 

arasındaki değerler arasındaki istatistiksel fark önemli bulunmuştur (p<0,05).  

 

Glukoz+KynA ile ikinci 24 saatta birinci 24 saata nazaran ortalama GLUT3/Cc’de görülen 

%150 artış, NO’de %5,23 artış ve oksidatif streste %11,9 azalma ile birliktedir. Ortama 150 

mg/dl, 200 mg/dl ve 250 mg/dl glukoz+30nM KynA ilave edildiğinde ilk 24 saatta ortalama 

Q=0,42±0,01, GLUT3/Cc=0,0004±0,0001 ng/ml/hücre sayısıdır. İkinci 24 saatta ortalama 

Q=0,37±0,011, ortalama GLUT3/Cc=0,0009±0,0001 ng/ml/hücre sayısıdır. Glukoz+KynA ile 

ortalama GLUT3/Cc, sadece yüksek glukoz varlığındaki GLUT3/Cc’ye göre ilk 24 saatta 

%55,5 azalmış, [(NO3+NO2)/Cc] ise (0,630±0,014 µM/hücre sayısı) %47,3 azalmıştır, ikinci 

24 saatta ise GLUT3/Cc %33 azalırken [(NO3+NO2)/Cc] (0,663±0,026 µM/hücre sayısı) 

%61,1 azalmıştır (Bkz Çizelge 4.2.).  

 

Ortamdaki glukoz+40 μU/ml insüline 30nM KynA ilave edildiğinde ilk 24 saatta ortalama 

Q=0,37±0,008 ve ortalama GLUT3/Cc=0,0007±0,0001 ng/ml/hücre sayısı, ortalama 
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[(NO3+NO2)/Cc]=0,736±0,01 µM/hücre sayısı’dir. İkinci 24 saatta ise ortalama 

Q=0,36±0,01 ve ortalama GLUT3/Cc=0,0009±0,0001 ng/ml/hücre sayısı ve ortalama 

[(NO3+NO2)/Cc]=0,660±0,02 µM/hücre sayısı olmuştur. Ancak 24 ile 48 saat arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktur. Glukoz+KynA ile ortalama hücre canlılığı ilk 24 

saatta %93,9±3,39, ikinci 24 saatta ise %97,28±2,85’dir. Glukoz+ İnsülin+ KynA’le ilk 24 

saatta ortalama hücre canlılığı %104,8±8,6, ikinci 24 saatta %103,9±6,5’dir. Hem 

Glukoz+KynA grubunda hem de Glukoz+İnsülin+KynA grubunda ilk ve ikinci 24 saatlar 

arasında hücre canlılığı bakımından istatistiksel farkın 150 mg/dl ve 250 mg/dl glukoz 

konsantrasyonlarında anlamlı olduğu anlaşılmıştır (p<0,05). İkinci 24 saatta oksidatif 

streste %2,70 azalma, [(NO3+NO2)/Cc]’de %10,3 azalma olmakla birlikte, ortalama 

GLUT3/Cc değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktur (Bkz Çizelge 4.1., Çizelge 

4.2., Çizelge 4.4.).   

 

Çizelge 4.4. SH-SY5Y hücre kültürü ortamında glukoz+insülin, glukoz+KynA ve glukoz+ L-
NAME ilavesi ile ölçülen Q, GLUT3/Cc ve NO ortalama değerlerinin, ikinci 24 
saatta ilk 24 saata göre değişim oranları 

Ortama eklenen 

madde 

Süre 

(saat) 
Q 

 Q 

%artış 

GLUT3/Cc 

(ng/ml/hücre sayısı) 

GLUT3/ 

Cc % artış 

[(NO3+NO2)/Cc]  

(µM/hücre sayısı) 

(NO3+NO2)/

Cc %artış 

Kontrol 
24 0,41±0,007 

-4,87 
0,0006±0,0001* 

+66,0 
0,5700±0,01* 

+20,0 
48 0,39±0,007 0,0010±0,0001 0,6844±0,01 

Glukoz (mg/dL) 
24 0,34±0,01* 

+117,6 
0,0009±0,0000* 

+100,0 
1,196±0,04 

+42,6 
48 0,74±0,001 0,0018±0,0002 1,706±0,03 

Glukoz (mg/dL) 

+40μU/ml insülin 

24 0,48±0,01* 
+377,0 

0,0007±0,0000 
0 

0,832±0,02 
-19,1 

48 2,29±0,08 0,0007±0,0000 0,673±0,026 

Glukoz (mg/dL) 

+30nM KynA 

24 0,42±0,02* 
-11,9 

0,0004±0,0001* 
+150,0 

0,630±0,014 
+5,2 

48 0,37±0,01 0,0010±0,0001 0,663±0,026 

Glukoz (mg/dL) 

+25μM L-NAME 

24 0,65±0,02* 
-27,7 

0,0009±0,0001 
-11,1 

0,796±0,036 
-8,3 

48 0,47±0,04 0,0008±0,0000 0,730±0,032 

Glukoz (mg/dL) 

+30nM KynA+  

40μU/ml insülin 

24 0,37±0,01 

-2,7 

0,0007±0,0001 

+28,5 

0,736±0,01 

-10,3 
48 0,36±0,01 0,0009±0,0001 0,660±0,02 

Glukoz (mg/dL) 

+25μM L-NAME  + 

40μU/ml insülin 

24 0,43±0,04* 

-13,9 

0,0009±0,0001 

-11,1 

1,044±0,10* 

-49,6 
48 0,37±0,014 0,0008±0,0001 0,526±0,02 

*p<0,05; 150 – 200 – 250 mg/dL ortalama glukoz – ortalama glukoz + (insülin, KynA veya L-NAME) veya 
(KynA + insülin veya L-NAME + insülin) gruplarında ilk 24 saatta elde edilen değerlerin ikinci 24 saata göre 
istatistiksel karşılaştırılması ((KynA) ve glukoz+ N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME) ilavesi ile ölçülen 
oksidatif stresin şiddeti (Q), glukoz taşıyıcı 3/hücre sayısı (GLUT3/Cc) ve nitrik oksit/hücre sayısı 

[(NO3+NO2)/Cc] ortalama değerlerinin, ikinci 24 saatta ilk 24 saata göre değişim oranları ((-) değerler açık 

sarı ile işaretlenmiştir) 
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İlk 24 saatta, sadece ortamda yüksek glukoza maruz kalan hücrelere göre Glukoz+İnsülinle 

[(NO3+NO2)/Cc]’de %30,4 olan azalma meydana gelmiştir. İlk 24 saatta NO düzeyinde 

azalma glukoz+KynA’le %47,3’tür. Glukoz+İnsülinle NO sentezinde ikinci 24 saatta ise 

%60,5 olan azalma ortama KynA ilave edilmesine rağmen istatistiksel olarak önemli bir 

değişiklik meydana getirmez. Oksidatif stresteki bifazik değişiklik aynen devam eder. 

KynA’in yüksek glukoz konsantrasyonuna ilaveten insülinle artan oksidatif stresi de %84,3 

azaltması; NMDA reseptörü aktive olduğunda NO ve ROS/RNS üretimlerinin aynı sinyal 

iletim yolağından meydana gelebileceğini göstermektedir. Sonuçta KynA, insülinle ilk 24 

saatta meydana gelen %41 oksidatif stresi %8,8’e, ikinci 24 saatta ise sadece yüksek 

glukoza göre %260,3 azaltarak 2,29±0,08’e yükselen oksidatif stresi 0,36±0,01’e düşürür. 

GLUT3’ün membran füzyonunu da azaltır. Glukoz+İnsülinle ortalama total mitokondrial 

metabolik aktivite ilk 24 saatta MTT=%85,2±1,2, ikinci 24 saatta ise MTT=%22,95±1,04 

iken Glukoz+İnsülin+KynA’le ilk 24 saatta (MTT=%104,8±8,66) %18,7 artmış, ikinci 24 

saatta ise (MTT=%103,9±6,49) %77,9 artmıştır (Bkz Çizelge 4.2.). 

 

4.2.2. Yüksek glukoz uyarısı ve Nω -nitro-L-arginin metil ester 

 

Bu çalışmada öncelikle yüksek glukoz konsantrasyonu ile devam eden NMDA reseptör 

uyarısı ve nNOS aktivasyonu karşısında nöron hasarını en az düzeye indirmek için ortama 

ilave edilecek L-NAME’in optimal dozu belirlenmiştir. Ortamdaki 150 mg/dL, 200 mg/dL ve 

250 mg/dL glukoza 25 μM sabit dozda L-NAME ilavesi ile birinci 24 saatla ikinci 24 saat 

arasında MTT oranı ortalama %5,35 artmış, oksidatif stres şiddeti %29,2 azalmıştır. Ancak 

aynı glukoz konsantrasyonlarında ortama 100 μM L-NAME ilave edildiğinde, bu kez birinci 

ve ikinci 24 saatlar arasında oksidatif stres şiddeti %15,8 azaldığında MTT %13,5 arttığı 

görülmüştür. 1000 μM L-NAME ilave edildiğinde ise MTT’nin %13,5 artmasına karşın 

oksidatif stres şiddeti %28,3 azalmıştır. Oksidatif stresin şiddetini en etkin biçimde 

azaltarak, MTT’yi artıran optimal L-NAME dozu 25 μM olarak belirlenmiştir (Bkz Çizelge 

4.5., Çizelge 4.6.). Yüksek glukoz ve 40 µU/ml insülin bulunan ortamda ikinci 24 saatta SH-

SY5Y hücrelerinin maruz bulunduğu oksidatif stres L-NAME ile sadece glukoz bulunan 

ortama nazaran 2,29±0,08’den 0,37±0,01’e düşerek %259 azalmıştır. Hücrelerin ürettiği 

NO miktarı ise 0,673±0,026’dan 0,526±0,02’ye düşerek %8,7 oranında azalmıştır. Bu 

sırada glukoz + 40 µU/ml insülin ile meydana gelen insülin direncinin total mitokondrial 
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metabolik aktivitede meydana getirdiği azalma ortadan kalkmıştır. 25 µM L-NAME ile 100 

µM ve 1000 µM L-NAME karşılaştırıldığında ikinci 24 saatta nNOS inhibisyonunda ve 

insülin direncinin düzeltilmesinde en başarılı L-NAME dozunun 25 µM olduğu tespit 

edilmiştir. Sadece yüksek glukoz bulunan ortama 25 -100 ve 1000 µM L-NAME ilave 

edilmesinin ikinci hücre siklusunda meydana getirdiği nNOS inhibisyonunun birbirinden 

farklı olmadığı gözlenmiştir. Bu bulgular, 25 µM L-NAME’in aşırı NO sentezini önleyerek 

NO’in antioksidan etkisini öne çıkardığını ortaya koymuştur (Bkz Çizelge 4.6., Çizelge 4.7.). 

Belirlenen 25μM L-NAME’in ortama ilavesinin nNOS inhibisyonu yaptığı, yüksek glukoz 

uyarısı ile aşırı NO sentezi ve RNS’nin oluşumuna bağlı oksidatif stres meydana gelmesini 

engellediği, total mitokondrial metabolik aktivite ve hücre canlılığını artırdığını 

göstermiştir. 

 

Çizelge 4.5. SH-SY5Y hücrelerinin bulunduğu ortama 25μM, 100μM,  1000μM L-NAME’e 
150, 200 ve 250mg/dL yüksek konsantrasyonda glukoz ve 40μU/ml insülin 
ilave edildikten 24. ve 48. saatta MTT ve Q düzeyleri 

ORTAMA EKLENEN 

MADDE 

Süre 

(saat) 

MTT (%) Q 

150 (mg/dL 

glukoz) 

200 (mg/dL 

glukoz) 

250 (mg/dL 

glukoz) 

150 (mg/dL 

glukoz) 

200 (mg/dL 

glukoz) 

250 (mg/dL 

glukoz) 

Glukoz (mg/dL) 
24 114,0±5,45 122,2±6,24 121,5±4,06 0,36±0,01 0,34±0,02 0,32±0,01 

48 74,8±2,07 47,9±4,09 41,9±3,90 0,48±0,01 0,79±0,02 0,95±0,02 

Glukoz (mg/dL)+40μU/ml 

İnsülin  

24 86,6±1,68 83,1±0,97 86,0±0,98 0,45±0,003 0,52±0,03 0,48±0,01 

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 

25μM L-NAME 
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 

48 98,4±5,62 95,0±4,85 101,8±1,36 0,51±0,08 0,45±0,02 0,44±0,04 

25μM L-NAME+40μU/ml 

İnsülin 

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 

48 97,9±3,47 100,3±5,28 99,6±4,27 0,35±0,003 0,35±0,01 0,42±0,03 

100μM L-NAME 
24 92,7±3,80 96,0±9,0 94,5±1,20 0,61±0,01 0,64±0,07 0,65±0,04 

48 107,6±0,60 106,3±1,40 107,7±1,60 0,64±0,02 0,51±0,02 0,44±0,03 

100μM L-NAME+40μU/ml 

İnsülin 

24 100,0±7,70 95,0±1,40 95,7±3,30 0,57±0,06 0,57±0,05 0,67±0,06 

48 123±17,80 119,0±12,30 107,9±8,50 0,44±0,03 0,46±0,04 0,46±0,04 

1000μM L-NAME 
24 98,6±0,80 98,0±8,80 97,0±7,30 0,55±0,02 0,60±0,08 0,64±0,06 

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 

1000μM L-

NAME+40μU/ml İnsülin 

24 95,0±6,50 82,7±1,40 81,5±7,50 0,81±0,05 0,80±0,11 0,90±0,05 

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/hücre canlılığı (MTT) ve 
oksidatif stress (Q=[(NO3+NO2)/Cc]/[MTT/Cc])) 
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Çizelge 4.6. SH-SY5Y hücrelerinin bulunduğu ortama 25μM, 100μM, 1000μM L-NAME’e 
150, 200 ve 250mg/dL yüksek konsantrasyonda glukoz ve 40 μU/ml insülin 
ilave edildikten 24. ve 48. saatta ortalama MTT ile ortalama Q ve NO değişim 
oranları 

ORTAMA EKLENEN 

MADDE 

Süre 

(saat) 
MTT (%) 

% MTT 

artma 
Q 

% Q 

artma 

[NO3+NO2/Cc] 

(µM/hücre 

sayısı) 

% [NO3+NO2/ 

Cc] artma 

Glukoz (mg/dL) 
24 119,2±5,25 

-53,9 
0,34±0,01 

+117,6 
1,196±0,04 

+42,6 
48 54,87±3,35 0,74±0,02 1,706±0,03 

Glukoz 

(mg/dL)+40μU/ml 

İnsülin  

24 85,6±1,21 

-73,2 

0,48±0,01 

+377 

0,832±0,02 

-19,0 
48 22,9±1,04 2,29±0,08 0,673±0,026 

Glukoz (mg/dL)+25μM L-

NAME 

24 93,4±4,5 
+5,35 

0,65±0,03 
-29,2 

0,796±0,03 
-8,29 

48 98,4±3,94 0,46±0,04 0,730±0,07 

Glukoz (mg/dL)+25μM L-

NAME+40μU/ml İnsülin 

24 98,4±3,02 
+0,8 

0,43±0,04 
-13,9 

1,044±0,10 
-49,6 

48 99,2±4,34 0,37±0,01 0,526±0,02 

Glukoz (mg/dL)+100μM 

L-NAME 

24 94,4±1,97 
+13,5 

0,63±0,04 
-15,8 

1,256±0,43 
-47,4 

48 107,2±1,2 0,53±0,02 0,66±0,15 

Glukoz (mg/dL)+100μM 

L-NAME+40μU/ml 

İnsülin 

24 96,9±4,13 

+20,3 

0,60±0,06 

-25 

0,923±0,32 

-6,5 
48 116,6±12,87 0,45±0,04 0,863±0,49 

Glukoz (mg/dL)+1000μM 

L-NAME 

24 97,9±5,63 
+13,5 

0,60±0,05 
-28,3 

1,06±0,29 
-32,0 

48 111,2±1,83 0,43±0,08 0,72±0,28 

Glukoz (mg/dL)+1000μM 

L-NAME+40μU/ml 

İnsülin 

24 86,4±5,13 

+19,5 

0,84±0,07 

-27,3 

1,31±0,42 

-6,8 
48 103,3±4,83 0,61±0,05 1,22±0,46 

(N-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME), ortalama total mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılığı 
(MTT), oksidatif stress (Q=[NO3+NO2/Cc]/[MTT/Cc]), nitrik oksit (NO=[NO3+NO2/Cc])) 
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Çizelge 4.7. SH-SY5Y hücrelerinin bulunduğu ortama 25μM, 100μM, 1000μM L-NAME’e 
150, 200 ve 250mg/dL yüksek konsantrasyonda glukoz ve 40μU/ml insülin 
ilave edildikten sonra ortalama yüksek glukoz konsantrasyonuna göre 
ortalama MTT, ile ortalama Q ve NO değişim oranları 

ORTAMA EKLENEN 

MADDE 

Süre 

(saat) 
MTT (%) 

% MTT 

artma 
Q 

% Q 

artma 

[NO3+NO2/Cc] 

(µM/hücre 

sayısı) 

% 

[NO3+NO2/Cc] 

artma 

Glukoz (mg/dL) 
24 119,2±5,25 100 0,34±0,01 100 1,196±0,04 100 

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

Glukoz 

(mg/dL)+40μU/ml 

İnsülin  

24 85,6±1,21 -28,2 0,48±0,01 +41,0 0,832±0,02 -30,4 

48 22,9±1,04 -58,3 2,29±0,08 +209,0 0,673±0,026 -60,5 

Glukoz (mg/dL)+25μM 

L-NAME 

24 93,4±4,46 -21,6 0,65±0,03 +91,2 0,796±0,03 -33,4 

48 98,4±3,94 +79,3 0,46±0,04 -37,8 0,730±0,07 -57,2 

Glukoz (mg/dL)+25μM 

L-NAME+40μU/ml 

İnsülin 

24 98,4±3,02 -17,4 0,43±0,04 +26,5 1,044±0,10 -12,7 

48 99,2±4,34 +80,8 0,37±0,01 -50,0 0,526±0,02 -69,0 

Glukoz (mg/dL)+100μM 

L-NAME 

24 94,4±1,97 -20,8 0,63±0,04 +85,3 1,256±0,43 +5,0 

48 107,2±1,2 +95,3 0,53±0,02 -28,4 0,66±0,15 -61,3 

Glukoz (mg/dL)+100μM 

L-NAME+40μU/ml 

İnsülin 

24 96,9±4,13 -18,7 0,60±0,06 +76,5 0,923±0,32 -22,8 

48 116,6±12,87 +112,5 0,45±0,04 -39,2 0,863±0,49 -49,4 

Glukoz 

(mg/dL)+1000μM L-

NAME 

24 97,9±5,63 -17,8 0,60±0,05 +76,5 1,06±0,29 -11,3 

48 111,2±1,83 +102,6 0,43±0,08 -41,9 0,72±0,28 -57,7 

Glukoz 

(mg/dL)+1000μM L-

NAME+40μU/ml İnsülin 

24 86,4±5,13 -27,5 0,84±0,07 +147,0 1,31±0,42 +9,5 

48 103,3±4,83 +88,2 0,61±0,05 -17,6 1,22±0,46 -28,4 

(N-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME), ortalama total mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılığı 
(MTT), oksidatif stress (Q=[NO3+NO2/Cc]/[MTT/Cc]), nitrik oksit (NO=[NO3+NO2/Cc])) 

 

25μM L-NAME ortamdaki glukoza ilave edildiğinde ilk 24 saatta ortalama hücre canlılığı 

%93,4±4,46, ortalama Q(Glukoz+L-NAME) =0,65±0,03’dir. İkinci 24 saatta ise sadece 

yüksek glukoz konsantrasyonu varlığında ölçülen ortalama hücre canlılığı %54,87±3,35 ve 

Q(Glukoz)= 0,74±0,02’dir. Glukoza, 25μM L-NAME ilave edildiğinde ise ikinci 24 saatta 

ortalama hücre canlılığı %98,4±3,94’e yükselmiş ve Q(Glukoz+L-NAME)= 0,46±0,04’e 

düşmüştür. Ortalama [(NO3+NO2)/Cc] ikinci 24 saatta 0,796±0,03 µM/hücre sayısı’ndan 

0,730±0,07 µM/hücre sayısına düşerek oksidatif strese katkıda bulunan NO miktarı %8,29 

azalmış ve total mitokondrial metabolik aktivite kontrol grubu düzeyine çıkmıştır. L-

NAME, yüksek konsantrasyonda glukozla karşı karşıya bulunan nöronlarda kontrol 

grubuna nazaran %50 artan GLUT3 düzeyinin aynen kalmasını sağlamış, ikinci 24 saatta ise 

%55,5 oranında azaltmıştır. İlk 24 saatta %33,4 azalan NO düzeyi ikinci 24 saatta %57,2 



79 
 

azalmıştır. Ortamda sadece glukoza maruz bulunan nöronlarda ortama L-NAME ilavesi ile 

ilk 24 saatta NO %33,4 azalırken oksidatif stres %91 artmıştır. İkinci 24 saatta NO’in  %57,2 

azalması ile oksidatif stres %91 den yaklaşık %129 oranında düşmüştür. Bu esnada MTT 

oksidatif stresin artması ile %21,6 azalmış, oksidatif stresin azalması ile %79,9 artmıştır. 

Bu bulgular, NO sentezinde azalma sonucu nöron içine giren glukozun azaldığını ve 

oksidatif stresin azalması ile ters orantılı olarak hücre canlılığının arttığını ortaya 

koymaktadır (Bkz Çizelge 4.8.).  
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Çizelge 4.8. SH-SY5Y hücre kültürü ortamında 150, 200, 250mg/dL yüksek 
konsantrasyonda glukoz bulunduğunda insülin, KynA ve L-NAME ilavesi ile 
ölçülen Q, GLUT3/Cc, MTT ve NO düzeylerinin ortalama değerlerinin, 
ortalama Q (glukoz), GLUT3 (glukoz), MTT (glukoz) ve NO glukoz 
değerlerine göre değişimi   

Ortama 

eklenen 

madde 

Süre 

(saat) 
Q 

Q 

%artış 

GLUT3/Cc 

(ng/ml /hücre 

sayısı) 

GLUT3 

/Cc 

% artış 

MTT (%) 
MTT 

%artış 

NO3+NO2/Cc 

(µM/hücre 

sayısı) 

NO 

%artış 

Kontrol 
24 0,41±0,01 -- 0,0006±0,0001 -- 100±0,92 -- 0,5700±0,01 -- 

48 0,39±0,01 -- 0,0010±0,0001 -- 100±2,11 -- 0,6844±0,01 -- 

Glukoz 

(mg/dL) 

24 0,34±0,01 (100) 0,0009±0,0000 (100) 119,2±5,2 (100) 1,196±0,04 (100) 

48 0,74±0,001 (100) 0,0018±0,0002 (100) 54,9±3,35 (100) 1,706±0,04 (100) 

Glukoz 

(mg/dL) + 

40μU/ml 

insülin 

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 

48 2,29±0,08* +209,0 0,0007±0,0000* -61,0 22,95±1,4* -58,2 0,673±0,026* -60,5 

Glukoz 

(mg/dL)+ 

30nM 

KynA 

24 0,42±0,02* +23,5 0,0004±0,0001* -55,5 93,9±3,39* -21,2 0,630±0,014* -47,3 

48 0,37±0,01* -50,0 0,0010±0,0001 -33,0 97,3±2,85* +77,3 0,663±0,026* -61,1 

Glukoz 

(mg/dL)+ 

25μM  L-

NAME 

24 0,65±0,02* +91 0,0009±0,0001 0 93,4±4,46* -21,6 0,796±0,03* -33,4 

48 0,46±0,04* -37,8 0,0008±0,0000* -55,5 98,7±3,94* +79,9 0,730±0,07* -57,2 

Glukoz 

(mg/dL) + 

30nM 

KynA + 

40μU/ml 

insülin 

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 

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 

Glukoz 

(mg/dL) + 

25μM L-

NAME + 

40μU/ml 

insülin 

24 0,43±0,04* +26,4 0,0009±0,0001* 0 98,4±3,00* -17,4 1,044±0,10 -12,7 

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 

*p<0,05; 150 – 200 – 250 mg/dL ortalama glukoz – ortalama glukoz + (insülin, KynA veya L-NAME) veya 
(KynA + insülin veya L-NAME + insülin) ile aynı inkübasyon süresindeki grupların istatistiksel karşılaştırılması 
(Kinürenik asit (KynA) ve N-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME), oksidatif stres (Q), glukoz taşıyıcı-3 
(GLUT3/Cc), total mitokondrial metabolik aktivite (MTT), nitrik oksit (NO; [(NO3+NO2)/Cc])) 

 

Glukoz+İnsülin+L-NAME bulunan ortamdaki hücre lizatlarından elde edilen GLUT3 ile 

glukoz+insülin bulunan ortamdaki hücrelerin GLUT3/Cc değerleri karşılaştırıldığında 

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

(p<0,05) bulunmuştur. Aslında L-NAME’in nNOS blokajının ancak ikinci 24 saatta etkili 
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olduğu bilinmektedir (Bkz Çizelge 4.1.). Nitekim ilk 24 saatta mevcut antioksidan 

kapasitede yüksek glukozla meydana gelen ortalama [(NO3+NO2)/Cc] miktarı 1,196±0,036 

µM/hücre sayısı’ndan L-NAME ilavesi ile 0,796±0,003 µM/hücre sayısı’na düşmüştür. 

Ancak GLUT3/Cc düzeyinde istatistiksel olarak önemli bir fark meydana gelmemiştir. İkinci 

24 saatta ise L-NAME ile [(NO3+NO2)/Cc] miktarı %57,2 azalırken oksidatif stresin 

şiddetinde %37,8 azalma meydana gelmiştir. NO’de %57,2 azalma, GLUT3/Cc de %55,5 

azalmanın sonucudur. Ortama glukoz+L-NAME+İnsülin ilave edildiğinde ilk 24 saatta 

[(NO3+NO2)/Cc]= 1,044±0,10 µM/hücre sayısı,  GLUT3/Cc=0,0009±0,0001 ng/ml/hücre 

sayısı, ikinci 24 saatta [(NO3+NO2)/Cc]=0,5266±0,02 µM/hücre sayısı, 

GLUT3/Cc=0,0008±0,0001 ng/ml/hücre sayısı’dır. Birinci 24 saata göre ikinci 24 saatta 

[(NO3+NO2)/Cc]’de %49,6 azalma olurken,  GLUT3/Cc’de %11,1 azalma meydana gelmiştir. 

Glukoz+L-NAME ile oksidatif stres ilk 24 saatta %91 artarken, ikinci 24 saatta %37,8 

azalmıştır. Glukoz+L-NAME+İnsülinle oksidatif stres ilk 24 saatta %26,4 artmış, ikinci 24 

saatta ise %50 azalmıştır. Yüksek glukoz bulunan ortamda KynA, GLUT3/Cc’yi tek başına ilk 

24 saatta %55,5, ikinci 24 saatta %33, insülinle birlikte ilk 24 saatta %22, ikinci 24 saatta 

%50 azaltmaktadır. Buna karşılık, yüksek glukoz bulunan ortamda L-NAME ilk 24 saatta, 

insülinden bağımsız olarak kontrollara göre glukozla artan ortalama GLUT3/Cc miktarında 

bir değişiklik yapmamakta, ancak ikinci 24 saatta GLUT3/Cc’yi %55,5 azaltmaktadır (Bkz 

Çizelge 4.2.). 

 

Yüksek konsantrasyonda glukoz varlığında, mitokondrial [NADPH+-NADP+] –[GSSG-GSH] 

döngüsüne bağlı serbest radikal üretiminde rol oynayan NO’in 

Q(Glukoz+İnsülin)=0,48±0,014 ortalama değerine karşı Q (glukoz+insülin+L-

NAME)=0,43±0,04 değeri istatistiksel olarak anlamlı düşüktür (200 mg/dl ve 250 mg/dl 

için p<0,05). Hücre canlılık oranı NADP-NADPH+’ye bağlı total mitokondrial metabolik 

aktiviteyi gösterdiğinden, ilk 24 saatta oksidatif streste %26,4 artış, ilk hücre siklusu 

sırasında ortamda bulunan NO kaynaklı radikallerin, nNOS’tan bağımsız olarak mevcut 

bulunduğunu göstermektedir. İkinci 24 saatta 150, 200 veya 250 mg/dl glukoz+insülinle 

meydana gelen ortalama [(NO3+NO2)/Cc] birikimi 0,673±0,03 µM/hücre sayısı iken, 

ortama L-NAME ilave edildikten sonra [(NO3+NO2)/Cc] birikimi ortalama 0,526±0,02 

µM/hücre sayısı’na düşmüştür. İkinci 24 saatta L-NAME ile NO sentezinde azalma  %21,8 

olarak bulunmuştur. L-NAME ile ikinci 24 saatta elde edilen [(NO3+NO2)/Cc] miktarı ise ilk 
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24 saatta elde edilen değere (1,044±0,10 µM/hücre sayısı) nazaran %49,6 oranında 

düşmüştür. Bu bulgular, glukoz+insülin bulunan ortamda 25μM L-NAME’in ancak ikinci 24 

saatta SH-SY5Y hücrelerinde önemli ölçüde nNOS inhibisyonu yaptığını, ilk hücre siklusu 

sırasında mevcut NO’in SH-SY5Y hücrelerin nNOS aktivitesinden bağımsız olduğunu 

göstermektedir (Bkz Çizelge 4.2., Çizelge 4.4.). 

 

Nitekim ikinci 24 saatta hem Q(Glukoz+L-NAME) hem de Q(Glukoz+İnsülin+L-NAME) ile 

meydana gelen oksidatif stresin şiddeti, ilk 24 saatta elde edilen değerlerden istatistiksel 

olarak düşük bulunmuştur (p<0,05). Buna ilaveten L-NAME’in ikinci 24 saat içinde, 

ortamda sadece glukozla karşı karşıya bulunan nöronlara nazaran oksidatif stresin 

şiddetini tek başına %37,8, insülinle birlikte olduğunda %50 azaltarak SH-SY5Y hücre 

canlılığını %79,9 ve %80,9 artırmıştır. Ortamda Glukoz+İnsülin+L-NAME varken ilk 24 

saatta hücre canlılığı ortalama %98,4±3 (MTT/Cc=2,35±0,07 %/hücre sayısı), ikinci 24 

saatta ise ortalama %99,29±4,34 (MTT/Cc=1,41±0,06 %/hücre sayısı) bulunmuştur. 

Oksidatif stres şiddeti; ilk 24 saatta %98,4±3,02 hücre canlılığı için Q=0,43±0,04 ve ikinci 

24saatta %99,29±4,3 hücre canlılığı için Q=0,37±0,014 bulunmuştur. Birinci ve ikinci 24 

saatlar arasında tüm glukoz konsantrasyonlarında GLUT3/Cc değerleri arasında 

istatistiksel bir fark saptanmamıştır (p>0,05). Oksidatif stres sadece glukoz ilave edilen 

ortama göre ilk 24 saatta %26,4 artmış, ikinci 24 saatta ise %50 azalmıştır. Birinci 24 saata 

göre,  ikinci 24 saatta ortalama oksidatif streste azalma %76,4,  [(NO3+NO2)/Cc]’de azalma 

ise %56,5’dir. Bu sırada GLUT3/Cc’de azalma ortalama %11,1 bulunmuştur. Bu bulgular L-

NAME ile nNOS inhibisyonunun NO ve oksidatif stres düzeylerini etkilediğini 

göstermektedir.  

 

Ortamda glukoz+insülin varken oksidatif stres glukoza maruz bulunan nöronlara göre ilk 

24 saatta %41, ikinci 24 saatta %209 artmıştır. Aynı ortama L-NAME ilave edilmesiyle 

oksidatif stres ilk 24 saatta %26,4 artmış, ikinci 24 saatta ise %50 azalmıştır. Bu da L-NAME 

ile Glukoz+İnsülin bulunan ortama göre ikinci 24 saatta nNOS inhibisyonunun meydana 

gelmesi ile [(NO3+NO2)/Cc]’deki %49,6 azalmadan kaynaklanmaktadır. Hem 

Glukoz+İnsülin bulunan ortamla, Glukoz+İnsülin+L-NAME bulunan ortam arasında, hem 

de Glukoz+L-NAME ile Glukoz+İnsülin+L-NAME bulunan ortam arasında GLUT3/Cc 

düzeyleri bakımından istatistiksel bir fark yoktur. Bu bulgular ortamda insülin ve glukoz 
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varken ikinci 24 saatte meydana gelen oksidatif stresin, ortama L-NAME ilave edildiğinde 

%83,8 oranında azaldığını göstermektedir. Ancak ortamda yüksek konsantrasyonda glukoz 

bulunmasına rağmen insülin ilave edildiğinde GLUT3/Cc ekspresyonu bazal düzeyde 

kalmaktadır. Ortamdaki glukoza L-NAME ilave edildiğinde ikinci 24 saatta NO’de azalma 

%57,2, insülin ve L-NAME birlikte ilave edildiğinde ikinci 24 saatta NO’de azalma 

%69,2’dir. Bu azalma GLUT3’de ortama hem L-NAME, hem de L-NAME+insülin ilavesi ile 

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

 

4.2.3. Yüksek glukoz uyarısı ve kinürenik asit 

 

Bu çalışmada erişkin kolinerjik fenotip olmayan farklılaşmamış SH-SY5Y hücreleri 

kullanılmıştır. Bu nedenle nM konsantrasyonalarda KynA’in, α7nAChR inhibisyonu 

yapması beklenmemektedir (Luccini ve diğerleri, 2007; Påhlman ve diğerleri, 1984). Ön 

çalışmalarda, NMDA reseptör blokajı için test edilen 30nM ve 300nM KynA dozları, SH-

SY5Y hücre kültürü ortamında 150 mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoza ilave edilerek 

MTT, [(NO3+NO2)/Cc] ve Q değerleri bakımından karşılaştırılmıştır. Literatürde KynA-C1q-

CD59 ilişkisi konusunda bir bilgiye ulaşılamamakla birlikte ortama 30nM KynA veya 

300nM KynA ilave edilmesi arasında total mitokondrial metabolik aktivitenin-nöron 

canlılığının ve hücrelerin maruz bulundukları oksidatif stresin şiddetinin istatistiksel 

değerlendirmede farklı olmadığı görülmektedir. Sinaptik NMDA reseptör aktivitesinin 

fizyolojik düzeyde devamı bakımından 30nM KynA dozu tercih edilmiştir. 30nM KynA, 

yeterli ekstrasinaptik NMDA reseptör-GluN2B alt ünite blokajı yaptığı düşünülen kritik doz 

olarak kabul edilmiştir (Bkz Çizelge 4.9., Çizelge 4.10.).  
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Çizelge 4.9. NMDA reseptör blokajı için KynA dozlarının karşılaştırılması 
Ortama eklenen 

madde 

Süre 

(saat) 

(NO3+NO2)/Cc 

(µM/hücre sayısı) 
Q MTT (%) 

C1q/med/Cc 

(ng/ml/hücre sayısı) 

CD59/Cc 

(ng/ml/hücre sayısı) 

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

48 0,684±0,01 0,39±0,01 100±2,11 0,0175±0,0004 0,0166±0,0013 

150 mg/dl Glukoz+  

300nM KynA 

24 0,780±0,01 0,36±0,003 103,5±6,71 0,0205±0,0001 0,0115±0,0006 

48 0,536±0,01 0,42±0,01 91,4±1,18 0,0140±0,0001 0,0100±0,0006 

200 mg/dl Glukoz+  

300nM KynA 

24 0,823±0,03 0,39±0,012 98,4±4,68 0,0212±0,0009 0,0125±0,0009 

48 0,626±0,01 0,39±0,003 97,3±5,52 0,0171±0,0000 0,0109±0,0002 

250 mg/dl Glukoz+  

300nM KynA 

24 0,676±0,03 0,42±0,02 89,04±0,84 0,0179±0,0001 0,0108±0,0011 

48 0,593±0,03 0,36±0,02 101,5±5,68 0,0161±0,0000 0,0109±0,0007 

150 mg/dl 

Glukoz+40μU/ml 

İnsülin+300nM KynA 

24 0,526±0,02 0,40±0,01 93.7±7,00 0,0143±0,0002 0,0074±0,0010 

48 0,706±0,03 0,39±0,02 99,3±13,50 0,0184±0,0002 0,0178±0,0008 

200 mg/dl 

Glukoz+40μU/ml 

İnsülin+300nM KynA 

24 0,660±0,02 0,36±0.01 103,0±8,31 0,0175±0,0002 0,0102±0,0005 

48 0,600±0,02 0,36±0,01 103,7±5,00 0,0160±0,0002 0,0146±0,0015 

250 mg/dl 

Glukoz+40μU/ml 

İnsülin+300 nM KynA 

24 0,746±0,04 0,27±0,01 132,9±13,90 0,0216±0,0004 0,0107±0,0007 

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 reseptör (NMDAR), kinürenik asit (KynA), total mitokondrial metabolik 
aktivite-hücre canlılığı (MTT), oksidatif stress (Q=[(NO3+NO2)/Cc]/[MTT/Cc]), nitrik oksit ((NO3+NO2)/Cc), 
kompleman düzenleyici protein (CD59/Cc)) 

 

Çizelge 4.10. NMDA reseptör blokajı için 30 ve 300 nM KynA dozlarının istatistiksel olarak 
karşılaştırılması 

1 2 
Süre 

(saat) 

(NO3+NO2)/Cc 

(µM/hücre sayısı) 
Q 

MTT 

(%) 

C1q/med/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

CD59/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

150 mg/dl Glukoz+ 

300 nM KynA 

150 mg/dl Glukoz 

+30nM KynA 

24 NS NS NS S 1>2 NS 

48 NS S 1>2 NS S1<2 S 1<2 

200 mg/dl Glukoz+ 

300 nM KynA 

200 mg/dl Glukoz 

+30nM KynA 

24 S 1>2 S 1<2 NS S 1>2 S 1>2 

48 S 1<2 NS NS S 1<2 S 1<2 

250 mg/dl Glukoz+ 

300 nM KynA 

250 mg/dl Glukoz 

+30nM KynA 

24 S 1>2 NS NS S 1>2 S 1>2 

48 NS NS NS S 1<2 S 1<2 

150 mg/dl Glukoz 

+40μU/ml İnsülin+ 

300nM KynA 

150 mg/dl Glukoz 

+40μU/ml insülin 

+30nM KynA 

24 S 1<2 NS NS S 1<2 S 1<2 

48 S 1>2 S 1>2 NS S 1>2 NS 

200 mg/dl Glukoz 

+40μU/ml İnsülin+ 

300nM KynA 

200 mg/dl Glukoz 

+40μU/ml insülin 

+30nM KynA 

24 S 1<2 NS NS S 1<2 S 1<2 

48 S1>2 NS NS S 1>2 NS 

250 mg/dl Glukoz 

+40μU/ml İnsülin+ 

300nM KynA 

250 mg/dl Glukoz 

+40μU/ml insülin 

+30nM 30 KynA 

24 S 1>2 NS NS S 1>2 NS 

48 NS NS NS S 1>2 S 1<2 

(N-metil-D-aspartat ila aktive reseptör (NMDAR), kinürenik asit (KynA), total mitokondrial metabolik 
aktivite-hücre canlılığı (MTT), oksidatif stress (Q=[(NO3+NO2)/Cc]/[MTT/Cc]), nitrik oksit ((NO3+NO2)/Cc), 
kompleman düzenleyici protein (CD59/Cc), S=p<0.05, NS=p>0.05 (Pembe ile taranmış alanlar)) 
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SH-SY5Y hücreleri bir siklus geçirdikten sonra ikinci 24 saatta 150 mg/ml, 200 mg/dl, 250 

mg/dl glukoz konsantrasyonlarına maruz kaldıklarında oksidatif stresin 0,95±0,02’ye kadar 

yükselmesi ile canlılık oranları %41,93±3,9’a kadar düşmüş, 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 çıkmıştır. İlk 24 saatta 150 ve 250 mg/dl glukoz + KynA ile elde edilen 

değerler ikinci 24 saatla farklı bulunmuştur (p<0,05).  

 

Glukoz+40 μU/ml insülin ile ilk 24 saatta MTT(Glukoz+insülin)=% 85,2±1,18 ve ikinci 24 

saatta MTT(Glukoz+insülin)=%22,95±1,04’e kadar düşen canlılık oranları, KynA ilavesi ile 

ilk 24 saatta MTT (Glukoz+insülin+KynA)=%104,8±8,66, ikinci 24 saatta 

MTT(Glukoz+insülin+KynA)=%103,92±6,49 (p<0,05) olmuş ve kontrollarla istatistiksel 

bakımdan farksız bulunmuştur. Hem 150 mg/dl glukoz hem de 150 mg/dl glukoz+ 40 

μU/ml insülinle aşırı miktarda NO üretilirken ortama KynA ilavesi hücre başına üretilen 

[(NO3+NO2)/Cc] miktarını azaltmıştır. Buna karşılık hücre yaşamı kontrollarla aynı düzeyde 

korunmuştur (Bkz Çizelge 4.1.). Sonuçta; yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz bırakılan 

SH-SY5Y hücrelerinde kontrollara göre birinci 24 saatta %109,9, ikinci 24 saatta ise %149,3 

artan NO üretimi (Jimenez-Feltstrom, Lundquist ve Salehi, 2005), ortama KynA ilave 

edildiğinde ikinci hücre siklusunda %61,1 azalmış ve oksidatif stres de %50 düşmüştür (Bkz 

Çizelge 4.2.).   

 

Yüksek glukoz uyarısı-insülin direnci ve kinürenik asit 

 

Yüksek Glukoz+İnsülin bulunan ortamda NO üretiminin sadece glukoz bulunan ortama 

göre ilk 24 saatta %30,4, ikinci 24 saatta ise %60,5 azaldığı tespit edildi. İlk 24 saatta 

oksidatif stres %41 artarken GLUT3 %22,2, total mitokondrial metabolik aktivite %29,5 

azalmıştır. İkinci 24 saatta oksidatif stres %209’a ulaşmış, GLUT3 %61, NO sentezi %60,5 

ve total mitokondrial metabolik aktivite %58,2 azalmıştır. Elde edilen bu sonuçlar 

40μU/ml insülinle “insülin direnci”nin meydana geldiğini göstermektedir (Bkz Şekil 4.16.). 

Yüksek glukoz+insüline KynA ilave edildiğinde mitokondrial oksidatif stres ilk 24 saatta 

%32,2, ikinci 24 saatta 2,29±0,08’den 0,36±0,01’e düşerek sadece yüksek glukoza göre 

%260,3 azalmıştır. Buna karşılık hücre canlılığı ilk 24 saatta %23 artmış, ikinci 24 saatta ise 

%22,95±1,04’ten %103,9±6,49’a çıkarak %352,7 artmıştır. Ortama KynA ilavesi ile insülin 
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direnci sorunu ortadan kalkmış ve dopaminerjik nöron hasarı görülmemiştir  (Bkz Çizelge 

4.1., Çizelge 4.2.).  

 

 

1 Glukoz - 24 saat  5 
 

Glukoz+30nM KynA –  
24 saat 

 9 
 

Glukoz+30nM KynA+ 40μU/ml 
insülin - 24 saat 

2 Glukoz - 48 saat  6 Glukoz+30nM KynA –  
48 saat 

 10 Glukoz+30nM KynA+ 40μU/ml 
insülin - 48 saat 

3 Glukoz + 40μU/ml 
insülin - 24 saat 

 7 
 

Glukoz+25μM L-NAME - 
24 saat 

 11 
 

Glukoz+25μM L-NAME+ 
40μU/ml insülin - 24 saat 

4 Glukoz + 40μU/ml 
insülin - 48 saat 

 8 Glukoz+25μM L-NAME - 
48 saat 

 12 Glukoz+25μM L-NAME+ 
40μU/ml insülin - 48 saat 

Şekil 4.16. Yüksek glukoza maruz kalan SH-SY5Y hücrelerinde 40 µU/ml insüline direnç 
(Glukoz= 150 mg/dl + 200 mg/dl + 250 mg/dl ortalama değerleri, MTT: total 
mitokondrial metabolik aktivite-hücre canlılığı, Q= [(NO3+NO2)/Cc]/[MTT/Cc]: 
oksidatif stress, nitrik oksit: [(NO3+NO2)/Cc], CD59/Cc: kompleman düzenleyici 
protein, C1q/medium/Cc) 

 

Goldstein ve ark. nöronlardaki insülin reseptörlerinin aktive olmasının mitokondrilerde 

reaktif radikaller ürettiğini göstermişlerdir (Goldstein, Mahadev ve Wu, 2005). 

Mitokondrial fonksiyonla insülin reseptör sinyal iletimi arasında doğrudan ilişki olması 

nedeni ile insülin direncinin mitokondrial disfonksiyonla sonuçlandığı ileri sürülmektedir 
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(Pomytkin, 2012). Glukoz+insülin’le meydana gelen oksidatif stresin kaynağı NADPH 

oksidaz’ın alt ünitesi NOX2’dir (Girouard ve diğerleri, 2009). nNOS ve NADPH oksidaz-

NOX2, NMDA reseptörü ile aynı lokalizasyonda bulunur. NMDA reseptörü aktive 

olduğunda NO ve ROS/RNS üretimi aynı sinyal iletim yolağında meydana gelir. Ortama 

KynA ilave edilmesi ile meydana gelen NMDA reseptör blokajı NO üretimini azaltırken aynı 

lokalizasyondan kaynaklanan oksidatif stresi %84,2 oranında engellemektedir.  

 

Kinürenik asit ve oksidatif stres 

 

Sadece yüksek konsantrasyonda glukoz ilave edilen ortamda ikinci 24 saatta ortalama 

0,74±0,016 olan oksidatif stresi, KynA ilavesi Q=0,37±0,011’e düşürmüştür. Ortalama 

Q(glukoz+insülin)=2,29±0,08’den, ortama KynA ilavesi ile Q=0,36±0,01’e düşmüştür. Yani 

oksidatif stresin şiddeti sadece glukoz ilave edilen ortama göre KynA ile ilk 24 saatta 

%23,5 artmışken ikinci 24 saatta %50 azalmıştır. Birinci 24 saattaki %23,5 artış ilk hücre 

siklusunda NMDA reseptör blokajı tamamlanmadan glikolizise bağlı ve ortamdan 

kaynaklanan serbest radikaller nedeni ile ortaya çıkmaktadır. Yüksek glukozla ilk 24 saatta 

kontrollara göre GLUT3/Cc artışı %33,3 olup, nöron içine glukoz transportu artmıştır. 

Glukoz uyarısı ile NO serbestleşmesi artmış [(NO3+NO2)/Cc]=1,196±0,04 µM/hücre 

sayısına yükselmiştir; antioksidan kapasite kullanımı nedeniyle oksidatif stres %17 

azalmıştır. Ortama KynA ilavesi ile NO düzeyi %47,3 düşerken, yüksek glukoz 

konsantrasyonu nedeni ile yeni antioksidan kapasite rejenere edilemediğinden oksidatif 

stres %23,5 artmaktadır. SH-SY5Y hücrelerinin ikinci siklusunda KynA etkisi ile NMDA 

reseptör blokajı sonucu GLUT3/Cc ilk 24 saata nazaran %150 artar, oksidatif stres ilk 24 

saata göre %11,9, sadece glukoz bulunan ortama göre ise %50 oranında azalır. İkinci 24 

saatta ortalama MTT(glukoz)= %54,9±3,35’ten MTT(glukoz+KynA)=%97,3±2,85’e 

yükselmiştir. KynA ilave edildiğinde total metabolik aktivite ilk 24 saatta %21,2 azalırken 

ikinci 24 saatta %77,3 artar. Yüksek glukoza maruz bulunan nöronlara göre KynA ile bir 

taraftan GLUT3 füzyonu ilk 24 saatta %55,5 azaltılır, ikinci 24 saatta ise %33,3 azaltılır. 

Diğer taraftan ekstrasinaptik NMDA reseptör blokajı ile ilk 24 saatta NO sentezi %47,3 

azaltılarak, ikinci 24 saatta %61,1 azaltılarak aşırı NO sentezinin inhibe edilir ve NADPH 

oksidaz inhibisyonu ile nöron içine aşırı glukoz transportu ve serbest radikal üreten 

glikolitik yolağın hızı azalır (Bkz Çizelge 4.2.).  Glukoz+KynA’le ikinci 24 saatta birinci 24 
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saata nazaran GLUT3 artışı %150 olmasına rağmen oksidatif stres ve NO sentezi 

azalmaktadır. Sadece yüksek glukoz ilave edilen ortamda NMDA reseptör blokajı yokken 

ikinci 24 saatta GLUT3 %100 artar, buna karşılık NO sentezi %42,6 artar ve oksidatif stres 

%117,6 artar. Bu bulgular KynA’le NMDA reseptör blokajının, nöron içine glukoz 

transportunun yüksek olmasına rağmen oksidatif stresi engellediğini göstermektedir (Bkz 

Çizelge 4.4.).  

 

Glukoz+KynA ile ilk 24 saatta ortalama total metabolik aktivite MTT/Cc=1,48±0,05 

(%/hücre sayısı)olup, bu değer ikinci 24 saatta MTT/Cc=1,76±0,05’dir. Bu değerler 

ortamda sadece glukoz bulunduğunda ilk 24 saattaki hücre metabolik aktivitesine 

(3,48±0,15 %/hücre sayısı) nazaran  %57,47, ikinci 24 saattaki değerden (2,35±0,15 

%/hücre sayısı) ise %25 düşüktür (p<0,05) (Bkz Çizelge 4.11.).  

 

Çizelge 4.11. Kontrol grubu ve 150mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoz ilave edildikten 
sonra 40μU/ml insulin ve 30nM KynA ile 24 ve 48 saatta MTT, Q,  NO, CD59 
ve C1q cevabı 

ORTAMA EKLENEN 

MADDE 

Süre 

(saat) 
MTT(%) 

MTT/Cc 

(%/hücre sayısı) 
Q 

CD59/Cc 

(ng/ml/hücre sayısı) 

GLUT3/Cc 

(ng/ml/hücre sayısı) 

Kontrol 
24 100±0,92 1,38±0,01 0,41±0,01 0,0102±0,0013 0,0006±0,0001 

48 100±2,10 1,73±0,04 0,39±0,01 0,0166±0,0013 0,0010±0,0001 

Glukoz 150mg/dL 
24 114,0±5,40 3,82±0,18 0,36±0,01 0,0187±0,0024 0,0011±0,0001 

48 74,8±2,07 2,74±0,07 0,48±0,01 0,0294±0,002 0,0014±0,0001 

Glukoz 200mg/dL 
24 122,2±6,20 3,22±0,16 0,34±0,02 0,0129±0,0015 0,0007±0,0000 

48 47,9±4,09 1,88±0,16 0,79±0,02 0,0276±0,0009 0,0016±0,0001 

Glukoz 250mg/dL 
24 121,5±4,00 3,42±0,11 0,32±0,01 0,0134±0,0008 0,0009±0,0000 

48 41,9±3,90 2,43±0,22 0,95±0,02 0,0496±0,0014 0,0025±0,0004 

150 mg/dL Glukoz 

+40μU/ml insülin  

24 86,6±1,68* 2,20±0,04* 0,45±0,003* 0,0149±0,0001* 0,0010±0,0001 

48 40,9±1,78* 0,58±0,02* 0,97±0,05* 0,0122±0,0002* 0,0007±0,0001* 

200 mg/dL Glukoz 

+40μU/ml insülin   

24 83,1±0,97* 1,50±0,01* 0,52±0,3* 0,0086±0,0005* 0,0006±0,0000* 

48 13,5±0,79* 0,25±0,01* 3,05±0,07* 0,0128±0,0006* 0,0007±0,0000* 

250 mg/dL Glukoz 

+40μU/ml insülin   

24 86,0±0,90* 1,51±0,01* 0,48±0,01* 0,0089±0,0004* 0,0006±0,0000* 

48 14,4±0,56* 0,24±0,00* 2,87±0,12* 0,0103±0,0004* 0,0008±0,0000* 

150 mg/dL Glukoz 

+30nM KynA   

24 99,3±0,28* 1,96±0,00* 0,39±0,01 0,0103±0,0001* 0,0006±0,0001* 

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 

+30nM KynA   

24 91,0±8,90* 1,43±0,14* 0,45±0,01* 0,0084±0,0005* 0,0004±0,0001* 

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 

+30nM KynA   

24 91,4±1,00* 1,07±0,01* 0,43±0,00* 0,0059±0,0004* 0,0003±0,0000* 

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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Çizelge 4.11. (devam) Kontrol grubu ve 150mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoz ilave 
edildikten sonra 40μU/ml insulin ve 30nM KynA ile 24 ve 48 saatta MTT, 
Q,  NO, CD59 ve C1q cevabı 

150 mg/dL Glukoz 

+40μU/ml 

insülin+30nM KynA  

24 93,9±3,20* 1,65±0,05* 0,42±0,01 0,0117±0,0005 0,0006±0,0001* 

48 99,2±13,50 1,79±0,00* 0,39±0,01* 0,0178±0,0008* 0,0009±0,0001* 

200 mg/dL Glukoz 

+40μU/ml 

insülin+30nM KynA 

24 99,8±7,60* 2,26±0,17* 0,39±0,01 0,0144±0,0009* 0,0009±0,0001* 

48 103,7±5,08* 1,66±0,08 0,36±0,01* 0,0146±0,0015* 0,0008±0,0001* 

250 mg/dL Glukoz 

+40μU/ml 

insülin+30nM KynA 

24 120.7±15,20 1,97±0,25* 0,31±0,01 0,0116±0,0024* 0,0006±0,0001 

48 108,8±0,90* 1,99±0,00* 0,33±0,01* 0,0172±0,0009* 0,0010±0,0001* 

150 mg/dL Glukoz 

+25 μM L-NAME  

24 94,2±5,77* 1,32±0,08* 0,69±0,003* 0,0126±0,0012* 0,0008±0,0000* 

48 98,4±5,62* 1,19±0,06* 0,51±0,08 0,0139±0,0011* 0,0009±0,0000* 

200 mg/dL Glukoz 

+25 μM L-NAME 

24 92,9±4,61* 1,15±0,05* 0,69±0,02* 0,0100±.0004 0,0007±0,0001 

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+ 

25 μM L-NAME 

24 93,1±3,12* 1,02±0,03* 0,58±0,06* 0,0101±0,0007* 0,0012±0,0001 

48 101,8±1,36 1,40±0,02 0,44±0,04* 0,0130±0,0009* 0,0007±0,0001* 

150 mg/dL 

Glukoz+40μU/ml 

insülin  +25μM L-

NAME  

24 96,3±2,79* 1,32±0,08* 0,51±0,11 0,0132±0,0006* 0,0008±0,0000 

48 97,9±3,47* 1,19±0,06* 0,35±0,003* 0,0139±0,0019* 0,0009±0,0000* 

200 mg/dL 

Glukoz+40μU/ml 

insülin  +25μM        

L-NAME 

24 101,1±1,71* 1,15±0,05* 0.40±0.006* 0,0113±0,0018 0,0007±0,0001* 

48 100,3±5,28* 1,28±0,06* 0.35±0.011* 0,0096±0,0004* 0,0008±0,0000* 

250 mg/dL 

Glukoz+40μU/ml 

insülin  +25μM L-

NAME 

24 97,9±4,57* 1,02±0,03* 0.40±0.01* 0,0225±0,0017* 0,0012±0,0001* 

48 99,7±4,27* 1,40±0,018* 0.42±0.03* 0,0096±0,0009* 0,0007±0,0001* 

*p<0,05; 150 – 200 – 250 mg/dL glukoz – glukoz + (insülin, KynA veya L-NAME) veya (KynA + insülin veya L-
NAME + insülin) ile aynı konsantrasyon ve aynı inkübasyon süresindeki grupların karşılaştırılması (Kinürenik 
asite (KynA), total mitokondrial metabolik aktivite-hücre canlılığı (MTT), oksidatif stres (Q),  nitrik oksit (NO; 
NO3+NO2)/Cc), kompleman düzenleyici protein (CD59), komplemanproteini C1q) 

 

İkinci 24 saatta glukoz+insülin ilave edilen ortamda ortalama oksidatif stresin şiddeti 

sadece glukoz bulunan ortamdaki hücrelere nazaran %209 artmışken, KynA ilavesi ile 

ortalama total metabolik aktivite MTT(glukoz+insülin)= %22,95±1,04’ten 

MTT(glukoz+insülin+KynA)= %103,9±6,49’a yükselmiş, buna karşılık oksidatif stresin 

şiddeti %84,27 azalmıştır. Yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y 

hücrelerinde glukoz transportu ilk 24 saata göre ikinci 24 saatta %50 artar. Ortama KynA 

ilave edildikten sonra GLUT3/Cc düzeyi ilk 24 saatta %55,5, ikinci 24 saatta %33 düşer, 

ancak yine ilk 24 saata göre ikinci 24 saatta glukoz transportu yine %150’dir. Buna rağmen 
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glukoz+insülin ile meydana gelen şiddetli oksidatif stresin KynA ilavesi ile büyük oranda 

düzelmesi ve insülin direncinin ortadan kalkması, nöron içine alınan glukozun bir 

bölümünün antioksidan sistemin rejenerasyonunda kullanıldığını düşündürmektedir. Bu 

çalışmada, NMDA reseptörü-GluN2B’nin 30nM KynA ile blokajının, yüksek glukoz 

konsantrasyonunun ekstrasinaptik NMDA reseptör- ve yüksek glukoz+insülin-aracılı 

şiddetli oksidatif stresi azalttığı gösterilmiştir. Ancak glukoz+KynA bulunan ortamdaki SH-

SY5Y hücrelerinde GLUT3 düzeyi birinci 24 saata göre ikinci 24 saatta %150 artarken, 

ortama insülin ilavesi ile bu artış %28,57 olmuştur. Ortamda glukoz+L-NAME varlığında 

elde edilen GLUT3 değerleri insülin ilavesi ile aynı düzeylerde kalmıştır. Glukoz+L-

NAME+insülinle ilk 24 saattaki GLUT3 düzeyi ikinci 24 satta %11 oranında azalmıştır. Tüm 

bu gruplarda ilk 24 saatta oksidatif streste yükselme olurken ikinci 24 saatta 

glukoz+insüline maruz bulunan nöronlar dışında diğerlerinde istatistiksel olarak anlamlı 

düşme meydana gelmiştir. Sadece glukoz+insülin grubunda ikinci 24 saatta ilk 24 saata 

nazaran %377 artış meydana gelmiştir (Bkz Çizelge 4.4.).  

 

Hem KynA, hem de L-NAME’le elde edilen ortak sonuç, farklı mekanizmalarla olmakla 

birlikte dört grupta da NO üretiminde benzer düzeyde düşmeler görülmesidir. nNOS ve 

NADPH oksidaz-NOX2 alt ünitesi, NMDA reseptörü ile aynı lokalizasyonda bulunur. NMDA 

reseptörü aktive olduğunda NO ve ROS/RNS üretimi aynı sinyal iletim yolağında meydana 

gelir. Ortama KynA ilave edilmesi ile meydana gelen NMDA reseptör blokajı NO üretimini 

azaltırken aynı lokalizasyondan kaynaklanan oksidatif stresi de engellemektedir. 

 

4.2.4. Yüksek glukoz uyarısı ve kompleman bileşeni 1q 

 

Bu çalışmada SH-SY5Y hücrelerinde 150 mg/dl, 200 mg/dl ve 250 mg/dl glukozla ilk 24 

saatta hücre canlılığında kontrollara göre istatistiksel olarak anlamlı bir artış (p<0,05) 

meydana gelirken, C1q değerleri de kontrollara göre artmıştır (p<0,05) (Bkz Çizelge 4.12.). 

Ortamda sadece glukoz bulunduğunda ilk 24 saattaki oksidatif stresin şiddeti 

(Q=0,34±0,01), hem kontrollara (Q=0,41±0,01) göre hem de ikinci 24 saata (Q=0,74±0,01) 

göre düşüktür. C1q/Med/Cc ise kontrollara (0,0151±0,0006 ng/ml/hücre sayısı) göre ilk 24 

saatta ortalama (0,0312±0,0003) %106,6, ikinci 24 saatta (0,0456±0,0003) %160,6 

artmıştır (p<0,05). [(NO3+NO2)/Cc] düzeylerinde artış ise ilk 24 saatta %109,9, ikinci 24 
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saatta ise %149,3’dür (Bkz Çizelge 4.13.). C1q’da ilk ve ikinci 24 saattaki artışlar, 

[(NO3+NO2)/Cc]  düzeyleri ile uyumlu gözükmektedir.  

 

Çizelge 4.12. Kontrol grubu ve 150mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoz ilave edildikten 
sonra, 40μU/ml insülin ve 30nM Kyn ile 24 ve 48 saatta C1q, nitrik oksit ve 
total mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılığı cevabı 

ORTAMA EKLENEN MADDE 
Süre 

(saat) 

(NO3+NO2)/Cc 

(µM/hücresayısı) 

C1q/med/Cc 

(ng/ml/hücre sayısı) 
MTT (%) Q 

Kontrol 
24 0,57±0,01 0,0151±0,0006 100±0,92 0,41±0,01 

48 0,68±0,01 0,0175±0,0004 100±2,10 0,39±0,01 

Glukoz 150mg/dL 
24 1,39±0,02 0,0356±0,0003 114,0±5,40 0,36±0,01 

48 1,32±0,03 0,0370±0,0001 74,8±2,07 0,48±0,01 

Glukoz 200mg/dL 
24 1,09±0,06 0,0284±0,0005 122,2±6,20 0,34±0,02 

48 1,50±0,04 0,0416±0,0006 47,9±4,09 0,79±0,02 

Glukoz 250mg/dL 
24 1,11±0,03 0,0298±0,0002 121,5±4,00 0,32±0,01 

48 2,30±0,04 0,0584±0,0002 41,9±3,90 0,95±0,02 

150 mg/dL Glukoz +40μU/ml insülin  

 

24 1,01±0,01* 0,0259±0,0002* 86,6±1,68* 0,45±0,003* 

48 0,57±0,03* 0,0142±0,0003* 40,9±1,78* 0,97±0,05* 

200 mg/dL Glukoz +40μU/ml insülin   
24 0,77±0,04* 0,0183±0,0002* 83,1±0,97* 0,52±0,3* 

48 0,76±0,02* 0,0189±0,0004* 13,5±0,79* 3,05±0,07* 

250 mg/dL Glukoz +40μU/ml insülin   

 

24 0,72±0,01* 0,0181±0,0004 86,0±0,90* 0,48±0,01* 

48 0.69±0,03* 0,0168±0,0002* 14,4±0,56* 2,87±0,12* 

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

48 0,53±0,01* 0,0146±0,0001* 94,2±1,71* 0,38±0,01* 

200 mg/dL Glukoz +30nM KynA   
24 0,66±0,02* 0,0160±0,0001* 91,0±8,90* 0,45±0,01* 

48 0,79±0,04* 0,0211±0,0001* 98,75±3,35* 0,37±0,02* 

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

48 0,67±0,03* 0,0190±0,0002* 98,9±3,50* 0,36±0,01* 

150 mg/dL Glukoz +40μU/ml 

insülin+30nM KynA  

24 0,71±0,01* 0,0181±0,0001* 93,9±3,20* 0,42±0,01 

48 0,71±0,03* 0,0184±0,0002* 99,2±13,50 0,39±0,01* 

200 mg/dL Glukoz +40μU/ml 

insülin+30nM KynA 

24 0,88±0,01* 0,0234±0,0005* 99,8±7,60* 0,39±0,01 

48 0,60±0,01* 0,0160±0,0002* 103,7±5,08* 0,36±0,01* 

250 mg/dL Glukoz +40μU/ml 

insülin+30nM KynA 

24 0,62±0,02* 0,0164±0,0001* 120.7±15,20 0,31±0,01 

48 0,67±0,02* 0,0179±0,0001* 108,8±0,90* 0,33±0,01* 

150 mg/dL Glukoz +25 μM 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* 98,4±5,62* 0,51±0,08 

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

48 0.63±0.03* 0,0158±0,0004* 95,0±4,85* 0,45±0,02* 

250 mg/dL Glukoz+25 μM L-NAME 

 

24 0.65±0.07* 0,0112±0,0003* 93,1±3,12* 0,58±0,06* 

48 0.94±0.10* 0,0170±0,0008* 101,8±1,36 0,44±0,04* 
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Çizelge 4.12. (devam) Kontrol grubu ve 150mg/dL, 200mg/dL ve 250mg/dL glukoz ilave 
edildikten sonra, 40μU/ml insülin ve 30nM Kyn ile 24 ve 48 saatta C1q, 
nitrik oksit ve total mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılığı cevabı 

150 mg/dL Glukoz+40μU/ml insülin  

+25μM L-NAME  

24 1.2667±0.27 0,0273±0,0012* 96,3±2,79* 0,51±0,11 

48 0.5533±0.008* 0,0162±0,0002* 97,9±3,47* 0,35±0,003* 

200 mg/dL Glukoz+40μU/ml insülin  

+25μM L-NAME 

24 0.7267±0.012* 0,0184±0,0002* 101,1±1,71* 0.40±0.006* 

48 0.5100±0.017* 0,0143±0,0000* 100,3±5,28* 0.35±0.011* 

250 mg/dL Glukoz+40μU/ml insülin  

+25μM L-NAME 

24 1.14±0.026 0,0294±0,0001 97,9±4,57* 0.40±0.01* 

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 + (insülin, KynA veya L-NAME) veya (KynA + insülin veya L-
NAME + insülin) ile aynı konsantrasyon ve aynı inkübasyon süresindeki grupların karşılaştırılması ( (KynA: 
kinürenik asid, L-NAME: N-nitro-L-arginin metilester, Q: [NO3+NO2/Cc]/ (MTT/Cc), oksidatif stresin şiddeti, 
C1q/med/Cc: ortamda hücre başına düşen C1q miktarı, MTT: Total mitokondrial metabolik aktivite/hücre 
canlılılğı, (NO3+NO2)/Cc: ortamda hücre başına düşen nitrat+nitrat miktarı)  

 

Çizelge 4.13. SH-SY5Y hücre kültürü ortamına 150, 200 ve 250mg/dL yüksek 
konsantrasyonda glukoz ilavesi ile ilk ve ikinci hücre siklusunda ölçülen 
ortalama Q, CD59/Cc, C1q/Med/Cc ve NO düzeylerinin kontrollara göre 
değişimi 

Ortama 

eklenen 

madde 

Süre 

saat 
Q % artış 

CD59/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

% artış 

C1q/Med/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

% artış 

(NO3+NO2)/Cc 

(µM/hücre 

sayısı) 

% artış 

Kontrol 
24 0,41±0,01 (100) 0,0102±0,0013 (100) 0,0151±0,0006 (100) 0,5700±0,01 (100) 

48 0,39±0,01 (100) 0,0166±0,0013 (100) 0,0175±0,0004 (100) 0,6844±0,01 (100) 

Glukoz 

(mg/dL) 

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 

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 gruplarında ilk 24 saatta elde edilen değerlerin 
ikinci 24 saata göre istatistiksel karşılaştırılması (oksidatif stres (Q), kompleman düzenleyici protein 
(CD59/Cc), kompleman bileşeni (C1q/Med/Cc) ve nitrik oksit (NO; [(NO3+NO2)/Cc])) 
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Şekil 4.17. 150 mg/dl (a) – 200 mg/dl (b) – 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 µU/ml insülin 
ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 µM L-NAME ile C1q ve NO değişimleri 
(Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), kompleman 
bileşeni (C1q), nitrik oksit [(NO3+NO2)/Cc]) 
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Şekil 4.17. (devam) 150 mg/dl (a) – 200 mg/dl (b) – 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 µU/ml 
insülin ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 µM L-NAME ile C1q ve NO değişimleri 
(Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), kompleman 
bileşeni (C1q), nitrik oksit [(NO3+NO2)/Cc]) 

 

Yüksek glukoz konsantrasyonu ile ikinci 24 saatta oksidatif streste %117,6 artışla total 

mitokondrial aktivite %53,9 azalmıştır. Hücre canlılığı hem kontrollara göre hem de ilk 24 

saata göre de istatistiksel olarak anlamlı biçimde azalmıştır (p<0,05). İlk 24 saatta 

ortalama Q değeri kontrollara göre %17 azalırken C1q’nun %106,6 artması ve daha sonra 

ikinci 48 saatta oksidatif stresin şiddetinin %117,6’ya yükselmesi ile birlikte C1q’nun ilk 24 

saatta göre ikinci 24 saatta %46 kadar artmaya devam etmesi, C1q üretiminin yüksek 

glukoza bağlı oksidatif stresin başlamasını önceden algılayan bir biyosensör olduğunu 

düşündürmektedir. Ortama yüksek konsantrasyonda glukoz ilave edildiğinde C1q, NO 

düzeyinin artması ile birlikte fakat oksidatif stresin şiddetinden bağımsız olarak artar (Bkz 

Çizelge 4.3., Çizelge 4.12., Çizelge 4.14.). 
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Çizelge 4.14. SH-SY5Y hücre kültürü ortamında glukoz+insülin, glukoz+ KynA ve glukoz+ L-
NAME ilavesi ile ölçülen Q, MTT, C1q ve NO ortalama değerlerinin, ikinci 24 
saatta ilk 24 saata göre değişim oranları  

Ortama 

eklenen 

madde 

Süre 

(saat) 

Q % 

artış 
MTT (%) 

MTT 

%artış 

C1q/Med/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

C1q/ 

Medium 

/Cc  % 

artış 

(NO3+NO2)/ Cc 

(µM/hücre sayısı) 

(NO3+ 

NO2) / Cc % 

artış 

Kontrol 
24 

-4,87 
100±0,92 

+0.1 
0,0151±0,0006 

+15,9 
0,5700±0,01* 

+20,0 
48 100±2,11 0,0175±0,0004 0,6844±0,01 

Glukoz 

(mg/dL) 

24 
+117,6 

119,16±5,20* 
-50.6 

0,0312±0,0003* 
+46,0 

1,196±0,04 
+42,6 

48 54,87±3,35 0,0456±0,0003 1,706±0,03 

Glukoz 

(mg/dL) 

+40μU 

insülin 

24 

+377,0 

85,20±1,20* 

-73 

0,0207±0,0002 

-19,8 

0,832±0,02 

-19,1 

48 22,95±1,04 0,0166±0,0003 0,673±0,03 

Glukoz 

(mg/dL) 

+30nM 

KynA 

24 

-11,9 

93,90±3,39 

+3.6 

0,0159±0,0002 

+14,4 

0,630±0,01 

+5,23 

48 97,28±2,85 0,0182±0,0008 0,663±0,03 

Glukoz 

(mg/dL) 

+25μM L-

NAME 

24 

-27,7 

93,39±4,46* 

+5.7 

0,0129±0,0002 

+19,4 

0,796±0,04 

-8,3 

48 98,73±3,94 0,0154±0,0004 0,730±0,03 

Glukoz 

(mg/dL) + 

30nMKynA 

+ 40μU/ml 

insülin 

24 

-2,7 

104,80±8,60 

-0.8 

0,0193±0,0003 

-9,84 

0,736±0,01 

-10,3 

48 103,90±6,49 0,0174±0,0001 0,660±0,02 

Glukoz 

(mg/dL) + 

25μM 

L-NAME 

+40μU/ml 

insülin 

24 

-13,9 

98,40±3,00 

+0.9 

0,0250±0,0005* 

-42,8 

1,044±0,10* 

-49,6 

48 99,29±4,34 0,0143±0,0001 0,526±0,02 

*p<0,05; 150 – 200 – 250 mg/dL ortalama glukoz – ortalama glukoz + (insülin, KynA veya L-NAME) veya 
(KynA + insülin veya L-NAME + insülin) gruplarında ilk 24 saatta elde edilen değerlerin ikinci 24 saata göre 
istatistiksel karşılaştırılması (Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine methylester (L-NAME), oksidatif stres 
(Q), total mitokondrial metabolik aktivite (MTT), kompleman bileşeni 1q (C1q), nitrik oksit (NO; 
[(NO3+NO2)/Cc]). (-) değerler açık sarı ile işaretlenmiştir)  

 

Ortama sadece glukoz ilavesi ile ilk 24 saatta ölçülen ortalama 

C1q/Med/Cc=0,0312±0,0003 ng/ml/hücre sayısı ve ortalama [(NO3+NO2)/Cc]= 

1,1966±0,036 µM/hücre sayısı’dır. Ortama glukoz+KynA ilave edildikten sonra ilk 24 

saatta ölçülen ortalama C1q/Med/Cc= 0,0159±0,0002 ng/ml/hücre sayısı ve 

(NO3+NO2)/Cc=0,630±0,014 µM/hücre sayısı düzeyleri yalnızca glukoz içeren ortama göre 
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istatistiksel olarak anlamlı bir azalma göstermiştir (p<0,05). İkinci 24 saatta yüksek 

konsantrasyonda glukoz bulunan ortamda, ortalama C1q/Med/Cc= 0,0456±0,0003 

ng/ml/hücre sayısı, [(NO3+NO2)/Cc]=1,706±0,036 µM/hücre sayısı, glukoza 30nM KynA 

ilave edildikten sonra ikinci 24 saatta ortalama C1q/Med/Cc=0,0182±0,0001 ng/ml/hücre 

sayısı ve [(NO3+NO2)/Cc]=0,663±0,026 µM/hücre sayısı olarak elde edilmiştir (p<0.05).  

Yüksek glukoz bulunan ortama ilave edilen KynA’in ilk 24 saatta, NMDA reseptör blokajı 

yapmasına rağmen mitokondrial oksidatif stres %23,5 artmıştır. [(NO3+NO2)/Cc] µM 

/hücre sayısı düzeyleri ise sadece glukoz bulunan ortama göre %47,3 düşmüştür. SH-SY5Y 

hücre canlılığı oksidatif stresin artması ile birlikte %21,2 azalırken, bu sırada C1q 

düzeyinde %49 azalma meydana gelmiştir. İkinci 24 saatta sadece yüksek glukoz bulunan 

ortama göre glukoz+KynA ile C1q/Med/Cc’de azalma %60 olmuş, [(NO3+NO2)/Cc] ise 

%61,1 azalmıştır (Çizelge 4.15.).  
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Çizelge 4.15. SH-SY5Y hücre kültürü ortamında glukoz+insülin, glukoz+kinürenik asit KynA 
ve glukoz+ L-NAME ilavesi ile ölçülen Q ve C1q ortalama değerlerinin, 
ortamda yüksek konsantrasyonda glukoz bulunduğunda elde edilen 
ortalama Q(glukoz), ve C1q (glukoz) değerlerine göre değişimi  

Ortama 

eklenen 

madde 

Süre Q 
Q 

%artış 

NO3+NO2/Cc 

(µM/ hücre 

sayısı) 

NO3+ 

NO2/Cc 

%artış 

C1q/Med/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

C1q/ 

Med/ 

Cc 

%artış 

MTT (%) 
MTT 

%artış 

Kontrol 
24 0,41±0,01 -- 0,5700±0,01 -- 0,0151±0,0006 -- 100±0,92 -- 

48 0,39±0,01 -- 0,6844±0,01 -- 0,0175±0,0004 -- 100±2,11 -- 

Glukoz 

(mg/dl) 

24 0,34±0,01 (100) 1,196±0,04 (100) 0,0312±0,0003 (100) 119,16±5,2 (100) 

48 0,74±0,001 (100) 1,706±0,04 (100) 0,0456±0,0003 (100) 54,87±3,35 (100) 

Glukoz 

(mg/dl) 

+40μU/ml 

insülin 

24 0,48±0,01* +41,0 0,832±0,02* -30,4 
0,0207±0,0002

* 
-33,6 

85,20±1,20

* 
-29,5 

48 2,29±0,08* +209,0 0,673±0,03* -60,5 
0,0166±0,0003

* 
-63,6 

22,95±1,04

* 
-58,2 

Glukoz 

(mg/dl) 

+30nM 

KynA 

24 0,42±0,02* +23,5 0,630±0,01* -47,3 
0,0159±0,0002

* 
-49,0 

93,90±3,39

* 
-21,2 

48 0,37±0,01* -50,0 0,663±0,03* -61,1 
0,0182±0,0008

* 
-60,0 

97,28±2,85

* 
+77,4 

Glukoz 

(mg/dl)+ 

25μM        

L-NAME 

24 0,65±0,02* +91,0 0,796±0,03* -33,4 
0,0129±0,0002

* 
-58,6 

93,39±4,46

* 
-21,6 

48 0,46±0,04* -37,8 0,730±0,07* -57,3 
0,0154±0,0004

* 
-66,2 

98,73±3,94

* 
+79,9 

Glukoz 

(mg/dl) + 

30nM 

KynA + 

40μU/ml 

insülin 

24 0,37±0,01 +8,8 0,736±0,01* -38,5 
0,0193±0,0003

* 
-38,1 104,80±8,6 -12,0 

48 0,36±0,01* -51,3 0,660±0,02* -61,3 
0,0174±0,0001

* 
-61,8 

103,9±6,49

* 
+89,3 

Glukoz 

(mg/dl) 

+25μM 

L-NAME 

+40μU/ml 

insülin 

24 0,43±0,04* +26,4 1,044±0,10 -12,7 0,0250±0,0005 -19,8 
98,40±3,00

* 
-17,4 

48 
0,37±0,014

* 
-50,0 0,526±0,02* -69,2 

0,0143±0,0001

* 
-68,6 

99,29±4,34

* 
+80,9 

*p<0,05; 150 – 200 – 250 mg/dL ortalama glukoz – ortalama glukoz + (insülin, KynA veya L-NAME) veya 
(KynA + insülin veya L-NAME + insülin) ile aynı inkübasyon süresindeki grupların istatistiksel karşılaştırılması 
(Süre (saat), Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginine methylester (L-NAME), oksidatif stres (Q: 
[(NO3+NO2)/Cc]/ (MTT/Cc), kompleman bileşeni (C1q)) 

 

Glukozla ortalama Q değeri ilk 24 saata göre ikinci 24 saatta %117,6 artarken, 

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

C1q/Med/Cc düzeyi %46 artmış, glukoz+KynA bulunan ortamda ise  %14,4 artmıştır. Bu 

sırada [(NO3+NO2)/Cc]’daki artma yüksek glukoz bulunan ortamda %42,6, glukoz+KynA 
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bulunan ortamda %5,23’dür. SH-SY5Y hücrelerinin [(NO3+NO2)/Cc] ile ifade edilen bireysel 

NO üretimlerinin kontrollara göre ve C1q/Cc düzeylerindeki değişikliklerle birlikte değişim 

göstermesi; [(NO3+NO2)/Cc] düzeylerinin C1q ile doğrudan ilişkili olduğunu ve NO 

konsantrasyonundaki değişiklikleri C1q sentezinin önceden algıladığını ortaya koymaktadır 

(Çizelge 4.14.). 

 

Bizim çalışmamızda ortama glukoz+KynA ilavesi ile ortaya çıkan C1q-NO ilişkisinin 

kanıtlanması için ortama yüksek glukoz+25μM L-NAME ilave edilerek SH-SY5Y insan 

nöroblastoma hücrelerinde ikinci 24 saatta C1q, oksidatif stres ve [(NO3+NO2)/Cc] 

düzeyleri incelenmiştir.  

 

Sadece yüksek glukoz bulunan ortamda ikinci 24 saatta ortalama C1q/med/Cc düzeyi= 

0,0456±0,0003 ng/ml/hücre sayısı, Q= 0,74±0,016 ve [(NO3+NO2)/Cc] = 1,706±0,036 

µM/hücre sayısı olmasına karşın, Glukoz+L-NAME bulunan ortamda ikinci 24 saatta 

ortalama C1q/med/Cc düzeyi=0,0154±0,0004 ng/ml/hücre sayısı, Q=0,47±0,04 ve 

[(NO3+NO2)/Cc] =0,730±0,032 µM/hücre sayısı olarak ölçülmüştür. İkinci 24 saatta 

C1q/med/Cc düzeyindeki düşüş oksidatif stresin şiddetinde azalma ile pozitif korelasyon 

göstermektedir. Yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz bulunan SH-SY5Y hücrelerinde L-

NAME, ikinci 24 saatta C1q/med/Cc (%66,2 azalma), NO sentezi (%57,3 azalma) ve 

oksidatif streste (%37,8 azalma) azalmaya sebep olmaktadır. Glukoz+L-NAME bulunan 

ortamda ise L-NAME’in nNOS’u ikinci 24 saatta inhibe ettiği dikkate alınırsa; ilk 24 saatta 

[(NO3+NO2)/Cc] =0,796±0,03 µM/hücre sayısı oksidatif stresin şiddeti Q=0,65±0,027 ve 

C1q=0,0129±0,0002 ng/ml/hücre sayısı olarak bulunmuştur. İkinci 24 saatta ise 

[(NO3+NO2)/Cc]=0,730±0,032 µM/hücre sayısı Q=0,46±0,046 ve C1q=0,0154±0,0004 

ng/ml/hücre sayısı ölçülmüştür. İkinci 24 saatta NO sentezi %8,29 ve oksidatif stres %27,7 

azalırken, C1q %19,4 artmıştır. Ortama glukoz+L-NAME ilave edildiğinde C1q düzeyinin 

oksidatif stres ve NO düzeyi ile ters orantılı olarak arttığı gözlenmiştir (Bkz Çizelge 4.14., 

Çizelge 4.15.).     

 

İkinci 24 saatta glukoz+insülin’le ortalama C1q/med/Cc düzeyi=0,0166±0,0003 ve 

istatistiksel olarak kontrol grubundan farksızdır. Buna karşılık ortalama 

Q(Glukoz+insülin)=2,29±0,08’dir. Yine ikinci 24 saatta glukoz+insülin+L-NAME ile ortalama 
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C1q/med/Cc düzeyi=0,0143±0,0001 ng/ml/hücre ve ortalama Q=0.37±0.014 olarak 

bulunmuştur (Çizelge 4.15.). L-NAME ilavesi ile yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz 

kalan nöronlarda uyarılan nNOS aktivitesi baskılanmış ve C1q düzeyi tüm glukoz 

konsantrasyonlarında ikinci 24 saatta istatistiksel olarak anlamlı bir düşüş göstermiştir 

(p<0.05). Bu düşüş insülin+L-NAME ilavesi ile daha belirgin hale gelmiştir. L-NAME ile 

oksidatif stres bifazik değişiklik göstererek ikinci 24 saatta düşer. Burada glukoz+40 μU/ml 

insülin uyarısı ile ikinci 24 saatta artan oksidatif stres, L-NAME ile nNOS aktivitesinin 

%69,2 baskılanması sonucu %83,8 azalmıştır (Çizelge 4.14.). NO düzeyindeki düşüş C1q 

düzeyine aynen yansımış ve yüksek glukoz bulunan ortama göre glukoz+insülin+L-NAME 

ile C1q düzeyinde %68,6 azalma gözlenmiştir. KynA ile NMDA reseptör blokajı eşzamanlı 

NO ve C1q azalması ile sonuçlanmaktadır. Ortamda insülin bulunması ve %209 oksidatif 

stres artışı, C1q’nun ilk 24 saatta %33,6 azalmasına, ikinci hücre siklusunda ise %63,6 

düşmesine sebep olmaktadır. Eş zamanlı NO azalması %30,4 ve %60,5’tir (Bkz Çizelge 

4.15.). Yüksek konsantrasyonda glukoz ve 40 μU/ml insülinle C1q ekspresyonunda 

meydana gelen değişiklikler, şiddetli oksidatif stres ve insülin direnci ile açıklanmaktadır 

(Hillian ve diğerleri, 2013). İnsülin direncinin gelişmesi ile birlikte oksidatif stres ikinci 24 

saatta ilk 24 saata nazaran %377 artarken NO’de %19,1, C1q’da %19,8 azalma ile birlikte 

total mitokondrial metabolik aktivite-hücre canlılığı %73,06 azalmıştır. Glukoz+insülin 

bulunan ortamda KynA ile ikinci 24 saatta NO, C1q ve MTT kontrol değerlerine 

yaklaşırken, L-NAME etkisi ile NO, C1q düzeyi ve oksidatif stres istatistiksel olarak önemli 

oranda azalır (p<0,05) (Bkz Çizelge 4.14., Çizelge 4.15.). 

 

4.2.5. Yüksek glukoz uyarısı ve kompleman düzenleyici protein 59 

 

Bizim çalışmamızda, kontrol, yüksek glukoz, yüksek glukoz+insülin, yüksek glukoz+KynA, 

yüksek glukoz+insülin+KynA ve yüksek glukoz+L-NAME bulunan SH-SY5Y hücrelerinde 

CD59/Cc sentezi ikinci 24 saatta ilk 24 saata oranla artmıştır. Ortama yalnızca yüksek 

glukoz+insülin+L-NAME ilave edildiğinde SH-SY5Y hücrelerinin CD59 düzeyi %29,5 

oranında azalmıştır (Bkz Çizelge 4.16.). Ortama glukoz+insülin ilave edildiğine oksidatif 

stresin aşırı yükselmesi pek muhtemelen ortamdaki CD59 ve C1q’nun okside olmasına ve 

total mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılığının %73,06 azalmasına sebep 

olmaktadır. 
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Çizelge 4.16. SH-SY5Y hücre kültürü ortamında glukoz+insülin, glukoz+ KynA ve glukoz+L-
NAME ilavesi ile ölçülen Q, CD59, C1q ve NO ortalama değerlerinin, ikinci 
24 saatta ilk 24 saata göre değişim oranları  

Ortama 

eklenen 

madde 

Süre Q 
Q % 

artış 

CD59/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

CD59/ 

Cc % 

artış 

C1q/Med/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

C1q/ 

Med/ 

Cc % 

artış 

(NO3+NO2)/ 

Cc 

(µM/hücre 

sayısı) 

(NO3 + 

NO2)/ 

Cc 

%artış 

Kontrol 
24 0,41±0,01* 

-4,87 
0,0102±0,0013* 

+62,7 
0,0151±0,0006 

+15,9 
0,570±0,1 

+20,0 

48 0,39±0,01 0,0166±0,0013 0,0175±0,0004 0,684±0,01 

Glukoz 

(mg/dL) 

24 0,34±0,01* 
+117,6 

0,0150±0,001* 
+136,6 

0,0312±0,0003* 
+46,0 

1,196±0,04 
+42,6 

48 0,74±0,001 0,0355±0,0008 0,0456±0,0003 1,706±0,03 

Glukoz 

(mg/dL)+ 

40μU/ml 

insülin 

24 0,48±0,01* 

+377,0 

0,0108±0,0003 

+8,3 

0,0207±0,0002 

-19,8 

0,832±0,02 

-19,1 
48 2,29±0,08 0,0117±0,0004 0,0166±0,0003 0,673±0,03 

Glukoz 

(mg/dL) + 

30nM 

KynA 

24 0,42±0,02* 

-11,9 

0,0082±0,0003* 

+92,7 

0,0159±0,0002 

+14,4 

0,630±0,01 

+5,23 

48 0,37±0,01 0,0158±0,0013 0,0182±0,0008 0,663±0,03 

Glukoz 

(mg/dL)+ 

25μM L-

NAME 

24 0,65±0,02* 

-27,7 

0,0109±0,0007* 

+22,9 

0,0129±0,0002 

+19,4 

0,796±0,04 

-8,3 

48 0,47±0,04 0,0134±0,0008 0,0154±0,0004 0,730±0,03 

Glukoz 

(mg/dL) + 

30nM 

KynA + 

40μU/ml 

insülin 

24 0,37±0,008 

-2,70 

0,0125±0,0012 

+32,0 

0,0193±0,0003 

-9,84 

0,736±0,01 

-10,3 

48 0,36±0,01 0,0165±0,0010 0,0174±0,0001 0,660±0,02 

Glukoz 

(mg/dL) + 

25μM 

L-NAME+ 

40μU/ml 

insülin 

24 0,43±0,04* 

-13,9 

0,0156±0,0013* 

-29,5 

0,0250±0,0005* 

-42,8 

1,044±0,10

* 

-49,6 

48 0,37±0,014 0,0110±0,0010 0,0143±0,0001 0,526±0,02 

*p<0,05; 150 – 200 – 250 mg/dL ortalama glukoz – ortalama glukoz + (insülin, KynA veya L-NAME) veya 
(KynA + insülin veya L-NAME + insülin) gruplarında ilk 24 saatta elde edilen değerlerin ikinci 24 saata göre 
istatistiksel karşılaştırılması (Süre (saat), Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), 
oksidatif stresin şiddeti (Q), kompleman düzenleyici protein (CD59), kompleman beileşeni (C1q), nitrik oksit 
(NO; [(NO3+NO2)/Cc]), (-) değerler açık sarı ile işaretlenmiştir) 
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Şekil 4.18. 150 mg/dl (a) – 200 mg/dl (b) – 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 µU/ml insülin 
ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 µM L-NAME ile C1q ve CD59 değişimleri 
(Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), kompleman 
bileşeni (C1q), kompleman düzenleyici protein (CD59))  
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Şekil 4.18. (devam) 150 mg/dl (a) – 200 mg/dl (b) – 250 mg/dl (c) glukoz ve/veya 40 µU/ml 
insülin ve/veya 30 nM KynA ve/veya 25 µM L-NAME ile C1q ve CD59 
değişimleri (Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), 
kompleman bileşeni (C1q), kompleman düzenleyici protein (CD59))  

 

NMDA reseptör blokajı olduğunda oksidatif stresin azalması CD59/Cc düzeyini %92,7 

artırmaktadır. Gerek C1q gerekse CD59 değerleri metabolik aktiviteden etkilenen net 

sonuçları yansıtmaktadır. SH-SY5Y dopaminerjik hücrelerinin yüksek glukoz 

konsantrasyonu karşısında ürettikleri oksidatif stresle protein glikasyonu C1q/Med/Cc ve 

CD59/Cc sonuçlarını ciddi biçimde etkilediğinden ölçtüğümüz düzeyler oksidatif stresle 

ilişkili gözükmektedir (Bkz Çizelge 4.11., Çizelge 4.16.). Ortama yüksek glukoz+insülin+L-

NAME ilave edildiğinde oksidatif stres, glukoz+insüline maruz kalan nöronlara nazaran 

ikinci 24 saatta %83,8 azalmıştır. Oksidatif stresin azalması ile CD59 %29,5, C1q ise %42,8 

azalmıştır.   

 

Bizim çalışmamızda yüksek glukoza maruz kalan SH-SY5Y hücreleri tarafından ilk 24 saatta 

ortalama CD59 düzeyi 0,0150±0,001 ng/ml/hücre sayısı, Q(glukoz)=0,34±0,01 ve hücre 

canlılığı %119,16’dır. İkinci 24 saatta CD59 0,0355±0,0014 ng/ml/hücre sayısı olup 

kontrollara göre %113,8, ilk 24 saata göre ise %136,6 artmış ve Q(glukoz)=0,74±0,016’ye 
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yükselirken, hücre canlılığı ise ortalama %54,87±3,35’e düşmüştür. Ortamda 150 mg/dl, 

200 mg/dl ve 250 mg/dl glukoz varlığında CD59 ve Q değerleri, ilk 24 saattaki değerlere 

nazaran istatistiksel olarak anlamlı bir artış gösterirken (p<0,05), MTT anlamlı bir düşüş 

göstermiştir (p<0,05). C1q değeri ise %46 artmıştır (p<0.05) (Bkz Çizelge 4.15., Çizelge 

4.16.).  

 

Ortama glukoz+insülin ilave edildiğinde ilk 24 saatta ortalama MTT=%85,2±1,18, Q 

(Glukoz+insülin)=0,48±0,01, CD59 ise 0,0108±0,0003 ng/ml/hücre sayısı’dır. İkinci 24 

saatta oksidatif stresin şiddeti 5 kat artmış (p<0,05), buna karşılık MTT 3,7 kat azalmıştır 

(p<0.05). CD59=0.0118±0.0004’e yükselmiştir. Bu yükselme, 200 mg/dl ve 250 mg/dl 

glukoz konsantrasyonlarında istatistiksel olarak anlamlı gözükmektedir.  

 

Ortama NMDA reseptörü-GluN2B antagonisti olan KynA ilave edildiğinde; ilk 24 saatta 

ortalama MTT=%93,9±3,39, Q(glukoz+KynA)=0,42±0,02, C1q=0,0159±0,0002 ng/ml/hücre 

sayısı, CD59 ise 0,0082±0,0003 ng/ml/hücre sayısı olarak elde edilmiştir. İkinci 24 saatta 

MTT=%97,28±2,85’e yükselirken, oksidatif stresin şiddeti %11,9 azalmış, buna karşılık 

CD59 %92,7, C1q ise %14,46 artmıştır. Ortamda sadece glukoz bulunması halindeki 

oksidatif strese nazaran 30nM KynA ile ikinci 24 saatta elde edilen Q değeri %50 azalmış, 

CD59 değeri %55,5, C1q değeri ise %60 azalmıştır. Buna karşılık 30nM KynA ile hücre 

canlılığında artma ortalama %77,3’dür. KynA ile NMDA reseptör blokajı sonucunda 

oksidatif streste ikinci 24 saatta meydana gelen %50 azalma C1q’da daha fazla olmak 

üzere hem C1q hem de CD59’da azalma meydana getirmektedir (Bkz Çizelge 4.15., Çizelge 

4.16.). 

 

SH-SY5Y dopaminerjik hücreler yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz kaldıklarında 

ikinci 24 saatta %54,87±3,35 olan hücre canlılığı hem NMDA reseptör blokajı hem de 

nNOS inhibisyonu ile etkin biçimde artmaktadır (Glukoz+KynA: %97±2,85, Glukoz+L-

NAME: %98,37±3,9). KynA ile oksidatif stresin şiddeti yalnız glukoz içeren ortama nazaran 

%50 azalırken, L-NAME oksidatif stresin şiddetini %37,8 azaltmaktadır. L-NAME ile nNOS 

inhibisyonu sonucu Q değerinin %37,8 azalması, CD59’un %62,2 azalmasına, C1q’nun ise 

%66,2 azalmasına yol açmaktadır. Reaktif nitrojen/oksijen radikallerinin meydana getirdiği 

oksidatif stres, hem NMDA reseptörünün blokajı hem de nNOS’un L-NAME ile inhibisyonu 
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ile azaltılmakta ve sonuçta hem klasik kompleman yolağı inhibe edilmekte hem de ikinci 

hücre siklusunda total mitokondrial metabolik aktivite artmaktadır. Ancak yüksek glukoz 

konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y hücreleri, ortama KynA ilave edildiğinde oksidatif 

stresin baskılanması ilk 24 saatta başlamakta ve C1q düzeyinin azalması ilk 24 saatta %49, 

ikinci 24 saatta %60 olmaktadır. L-NAME etkisi ikinci 24 saatta ortaya çıktığından, ilk 24 

saatta oksidatif stres %91 artmakta ve C1q azalması ise ikinci 24 saatta en fazla %66,2 

olmaktadır. Ayrıca 30nM KynA, yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan nöronlarda 

meydana gelen insülin direncininin aşılmasında total mitokondrial metabolik aktivitenin 

artırılmasında daha başarılı gözükmektedir (Bkz Çizelge 4.17.).  
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Çizelge 4.17. SH-SY5Y hücre kültürü ortamında glukoz+insülin, glukoz+ KynA ve glukoz+ L-
NAME ilavesi ile ölçülen Q, CD59 ve C1q ortalama değerlerinin, ortamda 
yüksek konsantrasyonda glukoz bulunduğunda elde edilen ortalama 
Q(glukoz), CD59(glukoz) ve C1q(glukoz) değerlerine göre değişimi 

Ortama 

eklenen 

madde 

Süre  Q 
Q 

%artış 

CD59/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

CD59/ 

Cc % 

artış 

C1q/Med/Cc 

(ng/ml/hücre 

sayısı) 

C1q/M

ed/ Cc 

% artış 

MTT (%) 
MTT % 

artı ş 

Kontrol 
24 0,41±0,01 -- 0,0102±0,0013 -- 0,0151±0,0006 -- 100±0,92 -- 

48 0,39±0,01 -- 0,0166±0,0013 -- 0,0175±0,0004 -- 100±2,11 -- 

Glukoz 

(mg/dl) 

24 0,34±0,01 (100) 0,0150±0,001 (100) 0,0312±0,0003 (100) 119,16±5,2 (100) 

48 0,74±0,001 (100) 0,0355±0,0008 (100) 0,0456±0,0003 (100) 54,87±3,35 (100) 

Glukoz 

(mg/dl) + 

40μU/ml 

insülin 

24 0,48±0,01* +41,0 0,0108±0,0003 -28,0 0,0207±0,0002* -33,6 
85,20±1,20

* 
-29,5 

48 2,29±0,08* +209,0 0,0117±0,0004* -67,0 0,0166±0,0003* -63,6 
22,95±1,04

* 
-58,2 

Glukoz 

(mg/dl) 

+30nM 

KynA 

24 0,42±0,02* +23,5 0,0082±0,0003* -45,3 0,0159±0,0002* -49,0 
93,90±3,39

* 
-21,2 

48 0,37±0,01* -50,0 0,0158±0,0013* -55,5 0,0182±0,0008* -60,0 
97,28±2,85

* 
+77,4 

Glukoz 

(mg/dl) 

+25μM 

L-NAME 

24 0,65±0,02* +91,0 0,0109±0,0007* -27,3 0,0129±0,0002* -58,6 
93,39±4,46

* 
-21,6 

48 0,46±0,04* -37,8 0,0134±0,0008* -62,2 0,0154±0,0004* -66,2 
98,73±3,94

* 
+79,9 

Glukoz 

(mg/dl) 

+30nM 

KynA+ 

40μU/ml 

insülin 

24 0,37±0,01 +8,8 0,0125±0,0012 -16,6 0,0193±0,0003* -38,1 104,80±8,6 -12,0 

48 0,36±0,01* -51,3 0,0165±0,0010* -53,5 0,0174±0,0001* -61,8 
103,9±6,49

* 
+89,3 

Glukoz 

(mg/dl) 

+25μM 

L-NAME+ 

40μU/ml 

insülin 

24 0,43±0,04* +26,4 0,0156±0,0013 +4,0 0,0250±0,0005 -19,8 
98,40±3,00

* 
-17,4 

48 0,37±0,01* -50,0 0,0110±0,0010* -69,0 0,0143±0,0001* -68,6 
99,29±4,34

* 
+80,9 

*p<0,05; 150 – 200 – 250 mg/dL ortalama glukoz – ortalama glukoz + (insülin, KynA veya L-NAME) veya 
(KynA + insülin veya L-NAME + insülin) ile aynı inkübasyon süresindeki grupların istatistiksel karşılaştırılması 
(Süre (saat), Kinürenik asit (KynA), N-nitro-L-arginin metilester (L-NAME), oksidatis stres şiddeti (Q), 
kompleman düzenleyici protein (CD59), kompleman bileşeni (C1q)) 
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5. TARTIŞMA 

 

Yüksek glukoz konsantrasyonu ile meydana gelen hücresel stresin patogenezinde aşırı 

mitokondrial serbest radikal oluşumu son derece önemli rol oynamaktadır (Cao ve 

diğerleri, 2012). Rotterdam ve Hisayama çalışması gibi birçok çalışma, demans grubundaki 

nörodejeneratif hastaklık riskinin, yüksek glukoza maruziyet sonucu meydana gelen 

mitokondrial oksidatif strese bağlı nöron hasarı ile arttığını göstermiştir (Ott ve diğerleri, 

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

 

“The American Diabetes Association (ADA)” tarafından önerilen güncel tanı kriterleri 

arasında belirtilen klasik hiperglisemi tanımı plazma glukoz düzeyinin 200 mg/dl (11,1 

mM) den yüksek olması, açlık plazma glukoz düzeyinin 126 mg/dl (7,0 mM) den yüksek ve 

oral glukoz tolerans testi esnasında ikinci saattaki plazma glukoz düzeyinin ise 200 mg/dl 

(11,1 mM)’den yüksek olmasıdır (Alqahtani, Khan, Alhumaidi ve Ahmed, 2013). 

Normoglisemik koşullarda sıçanlarda plazma glukozu 7,6±0,3 mM iken beyin glukoz 

konsantrasyonu 2,4±0,13 mM, hiperglisemik koşullarda ise plazma glukozu 15,2±2,4 mM, 

beyin glukoz konsantrasyonu 4,5±0,35 mM’dır (Silver ve Erecinska, 1994). İnsanda 5,64 ± 

0,39 mM olan plazma glukozu 11,5±1,27 mM’a yükselerek %209 artış gösterdiğinde, beyin 

diyalizatında glukoz artışı %190 olmaktadır (Abi-Saab ve diğerleri, 2002). Hiperglisemiye 

bağlı doku hasarına sebep olan dört ana mekanizma ileri sürülmektedir. Bunlar DAG 

aracılığı ile protein kinase C (PKC) izoformlarının aktivasyonu, AGE oluşumu, heksozamin 

yolağının hızlanması ve poliol yolağının hızlanmasıdır. Yüksek glukoza maruziyetin farklı 

aşamalarında aktive olan bu mekanizmalarla yüksek glukoza bağlı doku hasarı arasındaki 

ilişki, mitokondrial ROS üretimindeki artmadır. ROS üretimindeki bu artma “glukoz 

toksisitesi” olarak tanımlanmaktadır (Rolo ve Palmeira, 2006). Ancak incelenen 

kaynaklarda; ADA tarafından hiperglisemi için ileri sürülen güncel tanı kriterlerine uygun 

glukoz konsantrasyonlarında glukoza maruz kalan dopaminerjik hücrelerin davranışı 

konusunda bir bilgiye rastlanamamıştır. 
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İnsan kaynaklı nöroblastoma hücreleri dopaminerjik özellikleri ve NMDA reseptör 

ekspresyon kapasiteleri bakımından normal nöronlara benzediğinden (Kulikov, 

Rzhaninova, Goldshtein ve Boldyrev, 2007) ve in vitro nöron çalışmalarında yaygın 

biçimde kullanıldığından (Xie, Hu ve Li, 2010) bizim çalışmamızda da SH-SY5Y insan 

nöroblastoma hücre hattı kullanılmıştır. Birçok çalışmada insan SH-SY5Y nöroblastoma 

hücre kültürleri için fizyolojik glukoz düzeyi olarak kabul edilen 25mM’da bazal düzeyde 

ölçülen AMPK, glukozun bu düzeyin altına inmesi ile artmaya başladığı, yani hücrelerin 

düşük glukozla canlılıklarını sürdürülebilmeleri için AMPK fosforilasyonunun arttığı ileri 

sürülmüştür (Lee, Li, Xi, Suh ve Martin, 2005). Bundan dolayı SH-SY5Y insan nöroblastoma 

hücre kültürlerinde yapılan çalışmalarda ADA kriterleri dikkate alınmadan 25mM’ın üstü 

yüksek, altı ise düşük glukoz konsantrasyonu olarak kullanılmıştır (Dodson ve diğerleri, 

2013; Li ve diğerleri, 2013). Ancak insanlarda görülen diyabet gibi metabolik hastalıklarda 

25mM glukoz konsantrasyonuna ulaşılması sık görülmemektedir. Ortalama plazma glukoz 

düzeyinin, 9 mM‘in üzerinde her 1 mM artışı için ölüm riski %10 artmaktadır (tehlike oranı 

(“hazard ratio” HR )1,10; 95% güvenlik sınırı (“confidence interval” CI) 1,07–1,13). Bu risk 

9,8 mM’ın üzerinde %16,8 olarak hesaplanmıştır. Evvelce diyabet olduğu bilinen 

hastaların %33,8’inde ortalama glukoz konsantrasyonu 11,7mM (10-14,8 mM)’dır (Lipton 

ve diğerleri, 2013). Kan glukoz konsantrasyonu 11,1 mM’ın üzerinde bulunan diyabetik ve 

acil cerrahi girişim yapılan hastalarda post-operatif ilk 30 gün içinde mortalite %24,1, 

kardiyak sorunu olanlarda ise %13,7 bulunmuştur. Kaplan-Meier sağkalım eğrisi 11,1mM 

glukoz konsantrasyonunun kritik bir sınır olduğunu ortaya koymuştur. (Ma ve diğerleri, 

2015). 

 

Bizim çalışmamızda ADA ve IDF kriterleri dikkate alınarak insan nöroblastoma SH-SY5Y 

hücre hattı 150 mg/dL (8,3mM), 200 mg/dL (11,1 mM) ve 250 mg/dL (13,9 mM) glukoza 

maruz bırakılmış ve hücre canlılığını gösteren total metabolik aktivitenin özellikle ikinci 24 

saatta artan glukoz konsantrasyonu ile orantılı olarak %41,93’e kadar düştüğü 

görülmüştür. Yüksek glukoz konsantrasyonu ile meydana gelen hücresel stresin 

patogenezinde aşırı mitokondrial serbest radikal oluşumu ve buna bağlı p38 MAPK 

aktivasyonunun önemli rol oynadığı ileri sürülmektedir (Cao ve diğerleri, 2012). Total 

metabolik aktivite/hücre canlılığını gösteren MTT yönteminde, tetrazolium boya 

redüksiyonu sitozolik kompartmanda yer alan NADPH-bağımlı oksido-redüktazlar ile 
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meydana gelir. Bundan dolayı hücre canlılık oranları [NADPH+-NADP+]-[GSSG-GSH]’ye 

bağlı hücresel metabolik aktiviteyi gösterir ve hücre membranlarında redoks kapasitesini 

kontrol eden bir yöntemdir (Berridge, Herst ve Tan, 2005; Berridge ve Tan, 1993). Memeli 

hücreleri oksidatif stresle karşı karşıya olduğundan sitozolik NADH’den diğer elektron alan 

moleküllere elektron geçişi, hücresel redoks kontrolunu sağlar (Berridge ve Tan, 2000). 

Ortamdaki canlı hücrelerin hücre başına ürettikleri redoks-aktif moleküllerin düzeyi, 

oksidatif stresin kontrolu ve hücre canlılığının bir ölçüsüdür. Russo ve diğerlerinin (2012) 

çalışmasında, SH-SY5Y hücreleri sabit yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz 

bırakıldığında MTT ile ifade edilen hücre mitokondrial aktivitesinin önce orta derecede 

azaldığı, ikinci 24 saatta ise belirgin biçimde azaldığı gösterilmiştir (Russo, Higgins, 

Werther ve Cameron, 2012).  

 

Glikolitik aktivitenin sadece glikoliz yönünde uyarılmasının nöronlar için sitotoksik olduğu 

bilinmektedir (Almeida, Almeida, Bolanos ve Moncada, 2001). Fizyolojik koşullarda 

mevcut glikozun %80-90’ı glikolitik yolakta metabolize edilirken, %10-20’si anti-oksidan 

kapasiteyi destekleyen PPP’nda kullanılır (Abdul-Ghani ve DeFronzo, 2010; Wamelink, 

Struys ve Jakobs, 2008). Ancak, yüksek glukoz konsantrasyonlarında daha fazla glukoz, 

glikolitik yolağa girer, daha fazla piruvat, asetil-koenzimA (asetil-CoA) ve  “redükte NADH”, 

NADH üretilir. NADH bir elektron taşıyıcısıdır. Yüksek glukoz varlığında NADH’in aşırı artışı, 

mitokondrial elektron transport zincirinde “mitokondrial kompleks-1; NADH-ubiquinone 

oxidoreductase”dan elektron kaçışına yol açar ve serbest radikal üretimi başlar (Thomas, 

Keeney ve Bennett, 2012; Keeney, Xie, Capaldi ve Bennett, 2006). Oksidatif strese bağlı 

olarak GSH ve mitokondrial kompleks-1’in aktivitesinde azalma mitokondrial 

disfonksiyona sebep olur. (Bharath ve Andersen, 2005). Bizim çalışmamızda glukoza 

maruziyetle ilk 24 saatta yüksek glukozla nöronda NMDA reseptör uyarısı sonucu 

meydana gelen ve oksidatif stresin temel sebebi olan NO ile hücre canlılığı değerleri 

karşılaştırıldığında bazı [(NO3+NO2)]/Cc sonuçları çelişkili gözükmektedir. Ancak, yüksek 

glukoza maruziyetin [(NADPH+-NADP+)-(GSSG-GSH)] sisteminde meydana getirdiği 

oksidatif stresin şiddeti Q=[(NO3+NO2)]/Cc-MTT/Cc oranı ile yani ortamda hücre başına 

üretilen NO’in hücre başına düşen metabolik aktivitede payı hesaplandığında, hücre 

canlılığının tüm glukoz konsantrasyonlarında oksidatif stresle istatistiksel bakımdan 

anlamlı negatif korelasyon gösterdiği tespit edilmiştir. Yüksek glukoza maruz kalan her 
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hücrenin glikolitik yolaktaki metabolik aktivitesi kadar serbest radikal meydana gelmekte 

ve bununla orantılı bir antioksidan kapasite kaybedilmektedir. Q=[(NO3+NO2)/Cc-MTT/Cc] 

oranı ile ortaya çıkan oksidatif stres şiddetinin, hücre yaşamını belirleyici bir faktör olduğu 

görülmektedir. Bizim çalışmamızda hücre canlılığında azalma, oksidatif stresin şiddeti ve 

mitokondrial fonksiyon kaybında artma ile birliktedir.  

 

Elde ettiğimiz sonuçlar, SH-SY5Y insan nöroblastoma hücrelerinde yüksek 

konsantrasyonda glukoz ile sürekli NMDA reseptör uyarısı sonucu meydana gelen cevabın 

uyarı süresi ile doğru orantılı ve bifazik olduğunu, oksidatif stresin şiddeti ile total 

mitokondrial metabolik aktivitenin ise ters orantılı olduğunu göstermektedir. Glukoz 

uyarısını izleyen ilk 24 saat içinde SH-SY5Y hücrelerinin antioksidan kapasitesi %109,9 

artan NO kaynaklı serbest radikalleri karşılayarak oksidatif stresi %17 düşürür. İkinci 24 

saatta yüksek glukoz uyarısının devam etmesi ile bunu karşılaması gereken antioksidan 

kapasitenin yeteri kadar rejenere edilememesi, NO’de %149,3 artış, oksidatif streste ise 

%89,7 artışla sonuçlanır. İlk 24 saatta oksidatif stresin düşmesi ile kontrollara göre %19,3 

artan total mitokondrial metabolik aktivite/hücre canlılığı ikinci 24 saatta oksidatif stresin 

%89,7 şiddetlenmesi ile ilk 24 saata göre %53,95 düşer. Nöronlarda yüksek glukoz 

konsantrasyonunun mitokondrial membran depolarizasyonu, ROS’nin birikmesi, GSH 

düzeyinin azalması ve apoptoza sebep olduğu gösterilmiştir (Berent-Spillson ve Russell, 

2007). 

 

Bizim çalışmamızda olduğu gibi diğer bazı çalışmalarda NMDA reseptör uyarısına 

süperoksit radikal üretimi cevabının bifazik olduğu gösterilmiştir (Dugan ve diğerleri, 

1995; Reynolds ve Hastings, 1995; Sengpiel, Preis, Krieglstein ve Prehn, 1998). NMDA 

reseptör uyarısını takiben, önce serbest radikal üretiminde artma olur. Oksidatif stresteki 

bu erken artış hücrelerdeki mevcut antioksidan kapasite ile karşılanmaya çalışılır. Daha 

sonra uyarının süresinin uzaması ile nöronda Ca2+ yüklenmesinin devam etmesi, 

mitokondrial depolarizasyon, sitokrom c serbestleşmesi ve mitokondrial solunum zinciri 

aracılığı ile serbest radikal üretimini hızlandırır. Nitekim Peng ve diğerleri (1998) 

dopaminerjik nöronlarda uzun süreli ve aşırı NMDA reseptör aktivasyonundan sonra 

mitokondrial Ca2+ yüklenmesinde sürekliliğin zamanla doğru orantılı olarak mitokondrial 

disfonksiyona, mitokondrial depolarizasyona ve sitokrom c serbestleşmesine yol açtığını 
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göstermişlerdir (Peng ve Greenamyre, 1998; Greenamyre, MacKenzie, Peng ve Stephans, 

1999).  

 

Bizim çalışmamızda yüksek konsantrasyonda glukoz bulunan ortama insülin ilavesi SH-

SY5Y hücrelerinin total metabolik aktivitesini ve canlı hücre oranını hem kontrollara hem 

de sadece glukoza maruz bulunan hücrelere nazaran azalttığı tespit edilmiştir. Santral sinir 

sisteminde insülin reseptörlerinin nöron hücreleri tarafından eksprese edilmesine 

rağmen, nöronların glukoz transportu ve kullanımı bakımından insülinden bağımsız olduğu 

kabul edilmektedir (Schuh ve diğerleri, 2011). Ancak, nöronlar insüline bağımlı 

olmamalarına rağmen insüline yanıt verirler (Xu ve diğerleri, 2004; Toth ve diğerleri, 

2006). İnsülin-bağımlı dokularda olduğu gibi nöronlarda da insülin direnci gelişebilmekte 

ve mitokondrial biyogenezis bozulmaktadır (Kim, McLean, Philip ve Feldman, 2011). Bizim 

çalışmamızda oksidatif stres ilk 24 saatta %41, ikinci 24 saatta ise %209 artmış, buna 

karşın hücre canlılığı birinci 24 saatta ortalama %29,5 ve ikinci 24 saatta ise ortalama 

%58,26 azalmıştır. Yüksek glukoza 40 μU/ml insülin ilavesi ortamda sadece glukoz 

varlığına oranla ilk 24 saatta NO üretimini 1,4 kat, GLUT3 membran füzyonunu %22,2 

azaltmıştır. Glukoz+insülin uyarısının ikinci 24 saatta uzaması ise hem NO üretimini hem 

de GLUT3 membran füzyonunu yaklaşık 2,5 kat azaltmıştır. Bu bulgular ortama insülin 

ilavesi ile nöron içine glukoz transportunda azalma olduğunu göstermektedir. De la Monte 

ve diğerlerinin (2012) bulgularından farklı olarak SH-SY5Y hücrelerinde membran 

depolarizasyonunun azalması ile GLUT3’ün membran translokasyonunun azalması ve 

bunu izleyen glukoz transportunda ve kullanımında azalmaya bağlı mitokondrial oksidatif 

streste artmanın, insüline direnç gelişmesinin sonucu olduğu düşünülmektedir (De la 

Monte, 2012). İnsülinle uyarılan NO üretiminin inhibe edilmesinin insülin direncine sebep 

olduğu gösterilmiştir (Bergandi ve diğerleri, 2003). Bizim çalışmamızda ilk 24 saatta NO 

azalması %30,4, ikinci 24 saatta %60,5’dir. Santral sinir siteminde insülin direnci, periferik 

dokularda olduğu gibi nöron tarafından klasik glukoz tutulumunu etkilemez, ancak 

membran depolarizasyonu ile uyarılan glukoz tutulumunu engeller (Talbot ve diğerleri, 

2012). Uemura ve ark. insülinin, GLUT3’ün nöron hücre membranına füzyonunda 

herhangi bir rolü olmadığını, ancak nöron hücre membranının depolarizasyonuna yol 

açarak nöron içine glukoz girmesinde etkili olduğunu göstermişlerdir (Uemura ve 

Greenlee, 2006). 
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Yüksek glukoza maruz kalan SH-SY5Y hücrelerinde ilk 24 sattaki total metabolik 

aktivite/hücre canlılığı, glukoza maruziyetin devam etmesiyle ikinci 24 saatta %53,9 azalır. 

Ortama insülin ilave edildiğinde ilk 24 saattaki azalma %29,5, ikinci 24 saatta ise 

%58,26’dır. Ortamda glukoza maruziyet süresinin uzamasıyla oksidatif stres %117,6 

artmış, ortama insülin ilavesi ile oksidatif stres ilk 24 saatta %41, ikinci 24 saatta ise %209 

artmıştır. Nörodejeneratif hastalıklarda dopaminerjik nöronların hem yüksek glukoz 

konsantrasyonuna maruziyeti, hem de insülin direncine bağlı oksidatif stresin artması 

mitokondrial disfonksiyona ve apoptoza sebep olmaktadır (Mattson ve diğerleri, 1999). 

Nitekim yüksek glukozla ikinci 24 saatta apoptoz oranı %45’den yüksek glukoz+insülinle 

%77’ye çıkmıştır. Kim ve diğerleri (2011) nöronlarda 25mM glukozla 20nM insülin 

konsantrasyonunun 48 saat içinde protein kinaz B (Akt)’nin insülinle fosforilasyonunu 

azalttığını insülin direncine sebep olduğunu göstermişlerdir  (Kim ve diğerleri, 2011). Son 

ve diğerleri (2012) ortama 5 nM-1 µM arasında farklı dozlarda insülin ilave etmişler ve 

yüksek dozda insülinin bizim çalışmamızda olduğu gibi 48 saat içinde SH-SY5Y 

hücrelerinde insülin direnci meydana getirdiğini tespit etmişlerdir (Son ve diğerleri, 2012).  

 

Nöronlara glukoz transportu ve metabolik aktivite insülinden bağımsızdır. İnsülin kan-

beyin bariyerini özgün bir transport sistemi ile geçer ve birçok metabolik olmayan işlevleri 

vardır (Banks ve diğerleri, 2012). Banks ve diğerlerine göre insülin transport sisteminin 

ortalama saturasyonu 0,5–0,6 µl/g-dakika olup, birçok çalışmada 0,2 - 1,7 µl/g-dakika 

arasında değiştiği ileri sürülmektedir. Bu değişiklikler, NO düzeyi gibi faktörlerle doğal 

bağışıklık sisteminin aktivasyonuna bağlanmıştır (Banks ve diğerleri, 2008). Ancak serum 

insülin düzeyi çok yükseldiğinde santral sinir sisteminde de insülin düzeyi yükselir. Birçok 

çalışmada santral sinir sisteminde insülininin, serum insülininin serum glukozu üzerinde 

gösterdiği etkilerin tersine bir etki gösterdiği gözlenmiştir (Schwartz, Figlewicz, Baskin, 

Woods ve Porte, 1992). Periferik insülin direnci meydana geldiğinde kan insülin düzeyinde 

görülen yükselme, santral sinir sisteminde de insülin düzeyinin artmasına sebep olur ve 

nöronlarda serbest radikal üretimine katkıda bulunur. GLUT1 glukozun kan-beyin 

bariyerini geçmesinde etkilidir. GLUT3 ise primer olarak nöronlar tarafından eksprese 

edilir ve nöron içine glukoz transportunda membran depolarizasyonu ile birlikte sinerjitik 

etki gösterir (Watson ve Pessin, 2001). GLUT3’ün membran füzyonu ve glukoz transportu 

insülinden bağımsızdır (Uemura ve Greenlee, 2006). Bizim çalışmamızda ortama yüksek 
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konsantrasyonda glukoz ilavesi ile ilk 24 saatta kontrollara göre ortalama GLUT3’de 

istatistiksel olarak önemli bir artma olmuştur. İkinci 24 saatta bu artış yaklaşık 2 katına 

çıkmıştır. Yüksek glukoz konsantrasyonu ile uyarılan NMDA reseptör aracılı NO artışı, 

cGMP/cGK sinyal iletim yolağını uyararak GLUT3’ün plazma membranına 

translokasyonunu kolaylaştırır. Membran GLUT3 füzyonundaki artış ise, glukoz 

transportunu hızlandırır. Sinaptik NMDA reseptör uyarısı nNOS’ın bifazik fosforilasyonuna 

sebep olarak nöron içinde NO üretimini sağlar. Sonuç olarak; nNOS fosforilasyonu 

üzerinden NMDA reseptörlerinin sinaptik stimülasyonu NO-aracılı bir yolakla GLUT3’ün 

membran füzyonunu uyararak glukozun hücre içine girişini hızlandırır (Ferreira, Burnett, 

ve Rameau, 2011). Bizim çalışmamızda da gösterildiği gibi glukozla kronik NMDA uyarısı 

GLUT3 düzeyini yükseltir (Maher, Davies-Hill, Lysko, Henneberry ve Simpson, 1991). 

Yüksek glukoz bulunan ortamda SH-SY5Y hücrelerinin ürettikleri NO’in kontrollara göre 

hem ilk, hem de ikinci 24 saatta artması, beraberinde oksidatif stresin de artmasına sebep 

olur. Buna karşılık total metabolik aktivite ve hücre canlılığının %54,87’ye düşmesi, 

hücreye giren yüksek konsantrasyonda glukozun glikolitik yolda metabolize edildiğinin, 

PPP’na yeteri kadar giremediğinden antioksidan kapasitenin rejenere edilemediğinin 

göstergesidir.  

 

Yüksek glukoz bulunan ortamda SH-SY5Y dopaminerjik hücrelerin ürettiği NO ve GLUT3 

miktarları, maruziyet süresi ikinci 24 saata uzayınca istatistiksel bakımdan önemli artma 

göstermektedir. Oksidatif stresin %117,6 artmasına rağmen GLUT3’ün 2 kat artması, 

GLUT3’ün membran translokasyonunun ve füzyonununun oksidatif stresten 

etkilenmediğini ve NO-aracılı bir mekanizma ile gerçekleştiğini düşündürmektedir.          

 

Ortama insülin ilavesi ile ölçülen GLUT3, sadece yüksek glukoz bulunan ortamdaki 

hücrelerin ürettiği GLUT3 değerlerine göre hem ilk hem de ikinci 24 saatta istatistiksel 

olarak anlamlı bir azalma meydana getirmiştir (p<0,05). Bu sırada oksidatif stres artmıştır. 

İnsülin nöronlarda peroksit üretim ve serbestleşmesine sebep olarak oksidatif stresi artırır 

(Storozhevykh, Senilova, Persiyantseva, Pinelis ve Pomytkin, 2007; Pomytkin ve Kolesova, 

2002). Bu bulgular öncelikle insülinin GLUT3 üzerinde doğrudan etkisinin olmadığını 

ortaya koymaktadır. İkinci olarak, GLUT3’ün hücre lizatlarında ölçüldüğü dikkate alınırsa, 

SH-SY5Y hücrelerinde yüksek glukozla ilk 24 saatta kontrollara göre %50, ikinci 24 saatta 
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%80 artan GLUT3 miktarının glukoz+insülinle önemli oranda azaldığını ve bu azalmanın 

NO sentezi ile doğrudan ilişkili olduğunu göstermektedir. 

 

Ortama glukoz+KynA ilave edildiğinde ikinci 24 saatta, ilk 24 saata göre SH-SY5Y 

hücrelerinin GLUT3 ve NO sentezinde artma buna karşılık oksidatif streste bifazik azalma 

meydana gelmiştir. Yüksek glukoz+KynA’e maruz kalan hücrelerde, sadece yüksek glukoza 

maruz kalanlara nazaran ilk 24 saatta GLUT3 %55,5 azalırken NO %47,3 azalmış, ikinci 24 

saatta ise GLUT3 %33 azalırken NO %61,1 azalmıştır. Bu bulgular ortama KynA ilave 

edildiğinde, SH-SY5Y hücreleri içine glukoz transportunun ilk 24 saatta kontrol altına 

alındığını ve böylece glikoliz-aracılı oksidatif stresin azaltıldığını ortaya koymaktadır.  İkinci 

24 saatta GLUT3 ekspresyonu birinci 24 saata göre 3 kat artmasına rağmen oksidatif 

stresin %11,9 azalması ve hücre canlılığının kontrolların düzeyine gelmesi, nöron içine 

giren glukozun antioksidan kapasitenin rejenerasyonunda kullanıldığını 

düşündürmektedir. NMDA reseptör GluN2B blokajı yapan KynA, glukoz transportu ve 

oksidatif stresi kontrol altına alarak total mitokondrial metabolik aktiviteyi ve hücre 

canlılığını korumaktadır.   

 

NMDA reseptör aktivasyonu esnasında ROS’nin kaynağı postsinaptik NADPH-oksidazdır. 

NO, NMDA reseptörü ile ROS rejenerasyonu arasında kritik bir köprüdür (Girouard ve 

diğerleri, 2009). Ortamdaki yüksek konsantrasyondaki glukoz ve 40μU/ml insüline NMDA 

reseptör blokajı yapan KynA ilavesi, bir redoks paradoks olarak insülinle artan oksidatif 

stresin (Goldstein, Mahadev ve Wu, 2005) %84,3 azalmasına sebep olur. Glukoz+insülin’e 

KynA ilavesi ile ilk 24 saatta NO üretiminde %11,5 olan azalma görülmesine rağmen, bu 

miktar glukoz+KynA bulunan ortamda hücrelerin ürettiği NO ile karşılaştırıldığında %16,8 

oranında yüksektir. İkinci 24 saatta ise glukoz+insülinle %60,5 olan NO azalması, KynA 

ilave edilince çok az gerilemiştir. Sonuçta KynA, insülinle meydana gelen oksidatif stresi 

önlediği gibi SH-SY5Y hücrelerde GLUT3’ün membran füzyonunu %28,5 artırır. Yüksek 

glukoz+insülinle ilk 24 saatta MTT=%85,2±1,18 olan ortalama total metabolik aktivite, 

ikinci 24 saatta %22,95±1,04’e kadar azalmıştır. Ortama KynA ilavesi ile ilk 24 saatta 

%104,8’e çıkmış, ikinci 24 saatta ise %89,3 artarak 103,9±6,49 olmuştur. KynA, ikinci hücre 

siklusunda yüksek glukoz+insülinle sadece yüksek glukoza göre %209 artan oksidatif stresi 

%260,3 azaltarak 0,36±0,01’e düşürmüştür. Ortama KynA ilavesi ile insülin direncinin 
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oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon ve glukoz transportunda azalma gibi bulguları 

tamamen ortadan kalkmıştır (Bkz Çizelge 4.2., Çizelge 4.8., Çizelge 4.15., Çizelge 4.17.).  

 

Yüksek glukoza bağlı aşırı miktarda süperoksitler, peroksinitritler ve hidroksil radikalleri 

gibi ROS’nin mitokondride birikmesi nöronda antioksidan kapasiteyi azaltır. Aşırı NADPH 

oksidasyonu, nöronal depolarizasyon ve apoptozla sonuçlanır (Malkov ve diğerleri, 2014; 

Greene, Stevens, Obrosova ve Feldman, 1999). KynA, glukotoksisiteyi aşırı reaktif oksijen 

radikali oluşumu ve mitokondrial membranın hiperpolarizasyonunu izleyen 

depolarizasyonu inhibe ederek önler (Russell ve diğerleri, 2002). Nitekim diyabette 

hipergliseminin oksidatif stresle birlikte olduğu ve mitokondrial membran 

hiperpolarizasyonunu izleyen depolarizasyonla nöronal apoptoz meydana geldiği 

gösterilmiştir (Vincent, Brownlee ve Russell, 2002). Bizim çalışmamızda KynA, hem yüksek 

glukoza bağlı, hem de yüksek glukoz+insüline bağlı oksidatif stresi başarılı bir biçimde 

inhibe ederek, total mitokondrial metabolik aktiviteyi ve hücre canlılığını kontrolların 

düzeyine çıkarmış, insülin direncini önlemiştir (Bkz Çizelge 4.2., Çizelge 4.8., Çizelge 4.15., 

Çizelge 4.17.).  

 

NMDA reseptörü üzerinden nNOS’un aktivasyonu ile NO sentezinde artmaya sebep olur. 

Nöronlar sadece kendi ürettikleri NO’i kullanabilirler (Girouard ve diğerleri, 2009). nNOS 

kaynaklı NO, NMDA reseptör aracılı ROS’nin üretiminde mutlak bir gereksinim olmasına 

rağmen, bir antioksidan olarak da serbest oksijen radikalleri ile reaksiyona girer ve 

antioksidan kapasite içinde yer alır (Pacher, Beckman ve Liaudet, 2007).   

 

Yapılan çalışmalar, aşırı üretilen NO’le meydana gelen toksisitenin süperoksit anyonları ile 

peroksinitrit oluşumuna bağlı olduğunu göstermiştir (Lipton ve Rosenberg, 1994). Önce 

akut dönemde NO ve Ca2+ iyonlarının birikimine bağlı mitokondrial disfonksiyon ortaya 

çıkar, sonra süperoksitlerin tek başına veya NO ile birlikte peroksinitrit meydana 

getirmesinden sonra ROS ve RNS kaynaklı nörotoksisite görülür (Brorson ve Zhang, 1997; 

Hughes, 2008). Primer antioksidan kapasiteyi oluşturan GSH nöronlarda ROS/RNS’ne bağlı 

oksidatif stresi önleyen en önemli bileşiktir. GSH’un azalması nöronal hücreleri NO 

toksisitesine duyarlı hale getirir (Aquilano, Baldelli, Cardaci, Rotilio ve Ciriolo, 2011). 

Ancak nöronda GSH düzeyinin artması için önce nNOS ekspresyonunun ve NO üretiminin 
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gerekli olduğu gösterilmiştir. Ancak bundan sonra NO toksisitesi tamponlanabilmektedir 

(Baldelli, Aquilano, Rotilio ve Ciriolo, 2008). Hücresel ve mitokondrial GSH seviyesinde 

akut azalma, NO-aracılı bir mekanizma ile mitokondrial kompleks-1’in azalmasına sebep 

olur (Chinta ve Andersen, 2006). Nitekim nöron ölümüne sebep olan mitokondrial 

kompleks-1 inhibisyonunda primer sebebin GSH azalmasını takiben NO üretiminde artma 

olduğu anlaşılmıştır (Hsu, Srinivas, Kumar, Subramanian ve Andersen, 2005). Nöronlarda 

süperoksitler, aşırı NMDA uyarısı sonucu fazladan üretilen NO ile reaksiyona girerek, ROS 

ve peroksinitritleri meydana getirirler. Bunlar da proteinlerin, lipidlerin ve DNA’nın 

oksidasyonuna yol açar (Sabens Liedhegner, Gao ve Mieyal, 2012). Bizim çalışmamızda 

kullanılan ve yüksek glukozla meydana gelen oksidatif stres sonucu NADPH’ye bağlı 

hücresel total metabolik aktiviteyi gösteren MTT redoks kontrol yönteminde, ortamdaki 

canlı hücreler tarafından üretilen NO’in meydana getirdiği oksidatif stresin şiddeti, NO’in 

canlı hücrelerde [NADPH+-NADP+]-[GSSG-GSH] döngüsünün fonksiyonu olan MTT/Cc’ye 

oranı ile belirlenmiştir.  

 

SH-SY5Y insan nöroblastoma hücreleri nNOS(+) nöron hücreleri olup NMDA reseptör 

uyarısı ile nNOS eksprese ederler ve NO üretirler (Lin, Wu, Wei ve Shen, 2014). 

Dopaminerjik hücre kültürlerinde bazal endojen nNOS ekspresyonu toksik etkilere karşı 

antioksidan ve koruyucu iken aşırı eksprese edildiğinde hızla serbest radikal meydana 

gelmesine ve hücre ölümüne yol açar (Brzozowski, Alcantara, Iravani, Rose ve Jenner, 

2011). nNOS ekspresyonu, NMDA reseptör uyarısı ve nörotoksisite arasında önemli bir 

bağlantı meydana getirir ve nöron hücre kültürlerinde nörotoksisite, nNOS inhibitörleri ile 

büyük ölçüde azaltılabilmektedir (Dawson ve Dawson, 1996). Düşük nNOS aktivitesiyle 

meydana gelen düşük konsantrasyonlarda NO’in peroksit-aracılı hücre hasarını engellediği 

dikkate alınarak (Wen, Perez, Green, Sarkar ve Simpkins, 2004) bizim çalışmamızda 

öncelikle yüksek glukoz konsantrasyonu ile devam eden NMDA reseptör uyarısı ve nNOS 

aktivasyonu karşısında nöron hasarını en az düzeye indirmek için ortama ilave edilecek 

nonspesifik bir nNOS inhibitörü olan L-NAME’in optimal dozu 25μM olarak belirlenmiştir.   

 

Ortamdaki yüksek glukoza 25μM L-NAME ilave edildiğinde, sadece yüksek glukoza maruz 

bulunan hücrelere göre ilk 24 saatta NO üretiminde %33,4 azalma olmasına rağmen 

oksidatif stres %91 artmış, hücre canlılığı ise %21,6 azalmıştır. Ancak ikinci 24 saatta 
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ortama sadece glukoz ilave edilen SH-SY5Y hücreleri ile glukoz+L-NAME ilave edilen 

hücreler karşılaştırıldığında; L-NAME ilavesi ile NO sentezi %57,2 düşerken GLUT3 düzeyi 

%55,5, oksidatif stresin şiddeti ise %37,8 azalmıştır. L-NAME ile ikinci hücre siklusunda 

oksidatif stresin azalması total metabolik aktivitede %79,9 artış meydana getirmiştir. Bu 

bulgular, nöron içine glukoz transportunda azalma ile NO sentezi ve oksidatif stresin 

azaldığını ve hücre canlılığının ters orantılı olarak arttığını ortaya koymaktadır.   

 

NO düzeyinin azalmasına rağmen artan oksidatif stres NO toksisitesinin en önemli 

antioksidanı olan GSH’in rejenere edilemediğini ve nöronal hücrelerin endojen NO 

sentezine karşı duyarlılığını artırdığını göstermektedir. Aquilano ve diğerleri (2011) de 

bizim çalışmamız da olduğu gibi, ilk 24 saatta ortamda L-NAME olmasına rağmen NO 

düzeyinde yükselme tesbit etmişler ancak, bu yükselmenin sebebi olabilecek düzeyde bir 

nNOS ekspresyonu bulamadıklarını bildirmişlerdir (Aquilano ve diğerleri, 2011). Sadece 

glukoz bulunan ortamdaki GLUT3 düzeyinin L-NAME ilavesi ile azalmasının, nöron içine 

glukoz transportunun azalması ve nNOS inhibisyonu ile birlikte NMDA reseptör 

aktivitesinde azalma meydana geldiğini düşündürmektedir. 

 

İlk 24 saatta glukoz+insülinle meydana gelen NO birikimi ortama L-NAME ilave edilmesi ile 

daha da yükselmiştir. NO birikimindeki bu artış GLUT3 düzeyindeki artışla uyumlu olup, 

öncelikle glukoza bağlı oksidatif stresin antioksidan kapasiteyi tüketmesi sonucu yeterli 

NO tamponlaması yapılamadığını, ikinci olarak da ortamda biriken NO’in ilk hücre 

siklusunda nNOS aktivitesinde artma ile ilgisi olmadığını ortaya koymaktadır. Paradoks 

olarak gözüken bu durum, ortamda bulunan NO’in ilk 24 saatta yani birinci hücre 

siklusunda hücre canlılığını fazla etkilemediğini göstermektedir.  

 

Bulgularımız L-NAME ile nNOS blokajının ancak ikinci 24 saatta etkili olduğunu 

göstermiştir. Bu bulgu Aquilano ve diğerlerinin (2011) bulgularını desteklemektedir 

(Aquilano ve diğerleri, 2011). Bizim çalışmamızda L-NAME ile ikinci 24 saatta NO miktarı 

%57,2 azalırken oksidatif stresin şiddeti de bununla uyumlu olarak %37,8 azalmış 

(Girouard ve diğerleri, 2009), GLUT3 ise  %55,5 oranında düşmüştür. Ortama glukoz+L-

NAME+insülin ilave edildiğinde ilk 24 saata göre ikinci 24 saatta NO’de %49,6 azalma 

olurken, GLUT3’de %11,1 azalma meydana gelmiştir. Bu bulgular SH-SY5Y hücrelerinde 
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yüksek glukoz uyarısı ile meydana gelen NMDA reseptör aktivasyonu aracılı nNOS 

aktivasyonunun L-NAME ile azaltılmasının nöron içine glukoz transportunu da azalttığını 

göstermektedir. GLUT3 nöronlarda glukoz transportunu kolaylaştıran bir taşıyıcıdır. Ancak 

nöronal aktivitenin GLUT3 ile nöron içine glukoz taşınmasında nasıl etkili olduğu 

bilinmemektedir. Sinaptik aktivite membrana GLUT3 translokasyonunu artırarak 

intranöronal glukoz transportunun artmasını sağlar. Bu etkinin NMDA reseptör blokajı 

veya nNOS inhibisyonu ile bloke edildiği, NMDA reseptör uyarısı ile arttığı bilinmektedir 

(Ferreira ve diğerleri, 2011). NMDA reseptör-aracılı NO sentezinin KynA etkisi ile tüm 

glukoz konsantrasyonlarında, ortamda sadece glukoz bulunan SH-SY5Y hücre kültürlerine 

nazaran ikinci 24 saatta GLUT3 düzeyini ortalama %33 azalttığı gösterilmiştir (p<0,05). 

KynA ile elde edilen hem ilk 24 saattaki GLUT3 değerleri, hem de ikinci 24 saattaki GLUT3 

değerleri istatistiksel bakımdan farklı bulunmuştur.  

 

Bu bulgular, yüksek glukoz konsantrasyonunda GLUT3 düzeylerinin insülinden bağımsız 

olduğunu ancak glukoz+insülin kombinasyonunda artan oksidatif stresin şiddetinden 

etkilendiğini düşündürmektedir. Aslında nöron dejenerasyonunun GLUT3 düzeyini 

azalttığı ileri sürülmekle birlikte erişkin nöronlarda metabolik aktivite ile GLUT3 

ekspresyonunun ilişkili olup olmadığı tartışmalıdır. Ortamda 1-2 mM gibi düşük 

konsantrasyonlarda glukoz bulunduğunda GLUT3 nöron transport sisteminin glukoza 

yüksek afinite göstermesi ve enerji açığını kapatmaya çalışması önemlidir. Nöronal 

farklılaşma ve düşük glukoz düzeyi GLUT3 ekspresyon kapasitesini de artırır (Maher, 

Vannucci ve Simpson, 1994). GLUT3, aynı zamanda nöronlarda yüksek enerji gereksinimi 

olduğu zaman ekspresyonu artan bir glukoz taşıyıcısı olduğundan, özellikle düşük glukoz 

konsantrasyonlarında nöronlarda glukoz kullanımı GLUT3 ekspresyonunu etkiler (Simpson 

ve diğerleri, 2008). GLUT3’ün, hem glukoza afinitesi GLUT1, 2, 4’den daha fazla hem de 

GLUT1 ve 4’den beş kat daha fazla transport kapasitesine sahip olduğu gösterilmiştir. Bu 

özellikleri nedeniyle sinaptik terminal membranlardaki GLUT3 özellikle nöronal glukoz 

transportunda önemlidir. Çünkü serum glukoz konsantrasyonu 5-6 mM iken nöron 

çevresindeki glukoz konsantrasyonu sadece 1-2 mM gibi düşük bir düzeydedir (Simpson 

ve diğerleri, 2008; Leino, Gerhart, Van Bueren, McCall ve Drewes, 1997).  
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Bizim çalışmamızda ortama ilave edilen glukoz konsantrasyonları 8,3 mM-13,9 mM gibi 

oldukça yüksek düzeylerde olmasına ve kullanılan SH-SY5Y hücrelerinin nöronal 

farklılaşma göstermeyen hücreler olmasına rağmen ikinci 24 saatta ortamdaki glukoz 

konsantrasyonu ve NO düzeyinde kontrollara göre %149,3 artma ile birlikte GLUT3 de 

%80 gibi oldukça yüksek düzeye çıkmıştır. Bu nedenlerle Simpson ve diğerlerinin (2007) 

çalışmasında olduğu gibi (Simpson, Carruthers ve Vannucci, 2007), bizim çalışmamızda da 

SH-SY5Y hücrelerinde GLUT3’ün glukoz transport kapasitesini artıran sistemin, insülinden 

bağımsız ve NO düzeylerine duyarlı olduğunu düşünmekteyiz. Yüksek konsantrasyonda 

NO, nöronlarda sitokrom c oksidaz aktivitesini inhibe ederek mitokondrial enerji üretimini 

azaltır. AMP düzeyinde artma, glikolitik yolağın düzenleyicisi olan 6-fosfofrukto-1-kinaz ile 

birlikte GLUT3’ü aktive eder. Nöron NO ve peroksinitritlere son derece duyarlıdır. Bu 

uyarıya rağmen nöronlar, peroksinitritlerle mitokondrial inhibisyondan sonra glikolitik 

aktivitelerini artıramazlarsa enerji yokluğu ile ölürler (Bolaños, Heales, Land ve Clark, 

1995). Bizim çalışmamızda yüksek glukoz konsantrasyonları ile karşı karşıya bulunan SH-

SY5Y hücre lizatlarında ölçülen GLUT3 değerleri, bu hücrelerin ortamdaki glukoz 

konsantrasyonunda artma ile birlikte GLUT3 ürettiklerini göstermektedir. Ortama 

40μU/ml insülin ilavesi ile GLUT3 %61’e kadar düşmüştür. Bu bulgu, GLUT3’ün membran 

füzyonunun insülinden bağımsız olduğunu ortaya koymaktadır. Aslında GLUT3’ün nöron 

plazma membranına translokasyonunun membran hiperpolarizasyonu ile beraber olduğu 

ve GLUT3 ekspresyonunun olmamasının, hiperpolarizasyonu önlediği ve nöron ölümü ile 

sonuçlandığı gösterilmiştir (Weisová, Concannon, Devocelle, Prehn ve Ward, 2009). 

Glukoz+insülin’e maruz kalan hücrelerde GLUT3 %61 azalırken hücre canlılık oranı %58,2 

azalarak %22,95±1,04’e düşmüştür. Nöronda insülin reseptör otofosforilasyonu için 

mitokondride insülin-aracılı peroksit üretimine gerek vardır. Nöronda peroksit üretiminin 

engellenmesi, hem insülinle uyarılan peroksit serbestleşmesini hem de insülin 

reseptörünün insülinle otofosforilasyonunu inhibe etmektedir (Storozhevykh ve diğerleri, 

2007; Pomytkin ve diğerleri, 2002). Bizim çalışmamızda da ortama glukoz+insülin 

ilavesinin oksidatif stresi artırdığı gösterilmiştir. Mitokondrial ROS üretiminin inhibisyonu, 

insülinle indüklenen peroksit serbestleşmesini ve insülin reseptör otofosforilasyonunu 

engeller. Ancak fonksiyonel mitokondri, bir insülin-duyarlı peroksit kaynağıdır ve insulin 

reseptör aktivasyonunu destekler. İnsülin direncinin gelişmesinde asıl önemli faktörün 
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mitokondrial disfonksiyon olduğu gösterilmiştir (Pomytkin, 2012; Chance, Sies ve Boveris, 

1979).  

 

Canabal ve ark. 2,5 mM glukoz + 5 nM insülinle NO üretiminin %40 artarken sadece 5 mM 

glukozla %1,3 arttığını göstermişlerdir. Ortama memeli rapamisin hedefi (“mamalian 

target of rapamycin”, mTOR) inhibitörü veya AMPK aktivatörü ilave edilmesi, ortamda 

yüksek glukozun varlığında insüline cevap olarak NO üretimini artırmıştır. Canabal ve 

diğerlerinin (2007) çalışmasında yüksek glukoz konsantrasyonunun, mTOR’u aktive etmek 

sureti ile insülinle uyarılan NO üretimini bloke ettiği anlaşılmıştır (Canabal ve diğerleri, 

2007). Bu mekanizma ile insülin-aracılı NO sinyal iletiminin durduğu ve insülin-aracılı NO 

üretiminin azalmasının insülin direncine sebep olduğu ileri sürülmektedir. Bizim 

çalışmamızda da glukoz+insülin ile ikinci 24 saatta NO %60,5 azalırken, oksidatif stres 

%209 artmıştır. Ortamda yüksek konsantrasyonda glukoz varlığı, bir enerji sensörü olan 

AMPK’nın inhibisyonu ile mTOR aktivitesini artırmaktadır (Harrington, Findlay ve Lamb, 

2005; Tzatsos ve Kandror, 2006). mTOR aktivasyonu, insülin reseptör alt ünitesinin 

fosforilasyonunu önleyerek PI3K’ı aktive eder (Tzatsos ve Kandror, 2006). mTOR inhibe 

edilmeden insülin direncinin önlenemediği ileri sürülmektedir (Ueno ve diğerleri, 2005). 

Bizim çalışmamızda, mTOR aktivitesine bakılmadı ancak ortama sadece yüksek glukoz 

ilave edilmesi ile elde edilen ortalama NO düzeyi, ortama glukoz+insülin ilavesi ile ilk 24 

saatta %30,4 azalmış, ikinci 24 saatta ise ortalama NO düzeyindeki bu azalma %60,5 

olmuştur.  Bu bulgular Canabal ve diğerlerinin (2007) bulgularını desteklemektedir.  

 

Hidroksil ve peroksinitrit gibi radikallerin üretiminde artma ile meydana gelen NO aracılı 

dopaminerjik nöron hasarı sitokrom oksidaz, mitokondrial kompleks- 1’e ek olarak, 

GAPDH inhibisyonu; DNA hasarı, poli(ADP-riboz) sentaz, lipid peroksidasyon ve protein 

oksidasyonunun aktive olması ile birliktedir (Ebadi ve Sharma, 2003). GAPDH, SH-SY5Y 

hücrelerinde yaygın olarak bulunan klasik bir glikolitik enzimdir (Nakajima ve diğerleri, 

2009). Aşırı NADH+ oluşumu, mitokondrial süperoksitlerin aşırı üretimine ve daha fazla 

ROS ve RNS meydana gelmesine sebep olur. Özellikle NO, başta sitoplazmik proteinler 

olmak üzere plazma ve ekstrasellüler proteinlerle etkileşime girerek sitoplazmik bir 

protein olan GAPDH’ın aktif merkezindeki redoks-duyarlı sistein (Cys)-149 ve 152 

moleküllerini okside etmek sureti ile GAPDH’ı inaktive eder (Rivera-Nieves, Thompson, 
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Levine ve Moss, 1999; Mohr, Stamler, Brüne, 1994). nNOS’un uyarılması ve NO 

sentezinde artma GAPDH’ın S-nitrozilasyonuna sebep olarak, enzimin nükleer 

translokasyonunu sağlar. Burada nükleer proteinlerin yıkılması sitotoksisite ve apoptozla 

sonuçlanır (Hara, Cascio ve Sawa, 2006). Sonuçta glikolizis ve “Krebs” siklusu ile glukoz 

metabolize edilemez ve gliseraldehit-3-fosfat (G3P) birikir. GAPDH’ın inaktive olması ile 

yüksek glukoz konsantrasyonuna yanıt olarak geç dönemde poliol yolağı aktive olur (Tang, 

Martin ve Hwa, 2012). Hücre membranları redoks sistemi, redoks dengeyi sağlayabilmek 

için NAD+/NADH oranını yüksek düzeyde tutmaya çalışır (Merker, Bongard, Kettenhofen, 

Okamoto ve Dawson, 2002). Ortama 50 mM glukoz ilave edildiğinde poliol yolağında 

glukoz, aldoz redüktazın katalitik etkisi altında NADPH ile birleşmekte ve sorbitol ile 

NADP+ meydana gelmektedir. Sorbitol ve NAD, sorbitol dehidrogenazın etkisi ile d-fruktoz, 

NADH ve H+ olur. Sonuçta [NADP+/NADPH] oranı artar (Travis, Morrison, Clements, 

Winegrad ve Oski, 1971).  Aslında poliol yolağı kendi başına bir oksidatif stres kaynağıdır. 

Poliol yolağında aldoz redüktaz, NADP+-aracılı bir reaksiyonla glukozu sorbitole redükte 

eder ve ROS birikimi meydana gelir (Tang ve diğerleri, 2012). Poliol yolağında NADPH’nin 

iki basamaklı bir reaksiyonla NADH’ye dönüşmesi, NADH ile NAD+ arasında redoks 

dengesizlik meydana getirir. NADH içeriğinin artmasına bağlı olarak NAD+/NADH oranı 

azalır ve redüktif stres gelişir. Nöronal ölüm, hücresel NAD+ düzeyine bağlıdır. NAD+ 

düzeyinde düşme glikolizisde ve ATP sentezinde yetersizlik sonucudur (Liu, Pitta ve 

Mattson, 2008). Poliol yolağının ilk basamağında NADPH’ın harcanmasına bağlı olarak 

okside glutatyondan, GSH rejenerasyonu azalır. Buna paralel olarak nöron antioksidan 

kapasitesi azalır ve ROS artması ile de oksidatif hasar meydana getirir.  Aslında oksidatif 

stres esnasında glikolizis inhibe edilerek, glukoz antioksidan PPP yolağında kullanılır ve 

glutatyon disülfidin redükte edilmesi için gerekli NADPH üretilir. Sonuçta antioksidan 

kapasitesi son derece sınırlı olan nöronda enerji üretimi yerine antioksidan PPP yolağında 

GSH rejenerasyonu olur (Bolaños ve Almeida, 2010). Düşük düzeyde NO, nöronda 

glikolizis ve PPP yolağında glukoz kullanımı arasında dengenin kurulması ve antioksidan 

kapasitenin artırılmasında rol oynar (Bolaños, Delgado-Esteban, Herrero-Mendez, 

Fernandez-Fernandez ve Almeida, 2008).  

 

NO’in nöronlarda oksidatif hücre hasarına katkısı ayrıntılı olarak bilinmektedir. NMDA 

reseptör aktivasyonu ile ortaya çıkan nNOS aktivasyonu, peroksinitritlerle MPTP’ların 
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açılması veya poli-ADP-riboz polimeraz aktivasyonuna bağlı olarak toksik etki meydana 

getirir (Brown, 2010). nNOS’un mitokondrial hasar meydana getirerek nöronal apoptoz 

veya nöronal nekroza sebep olmasında, NO’in peroksinitrit, NO2, N2O3 ve nitrozotiyol gibi 

birçok reaktif maddeye dönüşmesinin rolü büyüktür (Brown ve Bal-Price, 2003). Diğer 

taraftan NO ve S-nitrozoglutatyon (GSNO), antioksidan özellikleri nedeni ile dopaminerjik 

nöronları, hidroksil radikallerinin meydana getirdiği oksidatif stresten başlıca 3 

mekanizma ile korur; 1. Fenton reaksiyonunu yani demirle uyarılan hidroksil radikal 

oluşumunu inhibe ederek, 2. Lipid peroksidasyonu inhibe ederek, 3. GSH’un antioksidan 

etkisini artırarak, oksidatif stresi önler (Chiueh ve Rauhala, 1999). [GSH-GS-

GSNO/NO+GSSG-GSH] yolağı nöronun antioksidatif direnç sisteminde son derece 

önemlidir (Chiueh, 1999).  Peroksinitritlerin oksidatif etkisi GSNO ile tam olarak, GSH ile 

ise kısmen önlenir (Rauhala, Lin ve Chiueh, 1998). Ayrıca, nNOS ile meydana getirilen 

düşük konsantrasyonlarda NO, antioksidan etki göstererek peroksit-aracılı hücre hasarını 

da engeller (Wen, Perez, Green, Sarkar ve Simpkins, 2004). Bizim çalışmamızda ilk 24 

saatta yüksek glukozla üretilen NO miktarı yüksek olmasına rağmen oksidatif stres şiddeti 

düşük (ortalama Q/Glukoz=0,34±0,03) ve ortalama hücre canlılığı yüksektir ( %119±5,6). 

İlk 24 saatta ortamda bulunan NO ve GSH antioksidan özelliği nedeni ile glukozla meydana 

gelen oksidatif hasara karşı, doğrudan nöron koruyucu etki gösterir ve bu süreçte mevcut 

GLUT3 düzeyi ile nöron içine glukoz transportu ve glikolizis ile SH-SY5Y hücrelerinin 

antioksidan kapasitesi tüketilir (Fernández-Tomé, Lizasoain, Leza, Lorenzo ve Moro, 

1999). Ancak ikinci 24 saatta nNOS’un da aktive olması ile NO üretimi artar ve oksidatif 

stres de yaklaşık 2 kat artar. NO’in 1,4 kat artması ile GLUT3 2 kat artar. Buna karşılık total 

metabolik aktivite ve hücre canlılığı 2 kat azalır. Yüksek glukozla NMDA reseptör uyarısı 

ikinci 24 saatta aşırı NO üretimi ve RNS oluşumunu hızlandırarak mitokondrial hasara ve 

nöronal apoptoza sebep olur (Nomura, 2004). İkinci 24 saatta üretilen NO ve ortalama 

oksidatif stres anlamlı biçimde artarken, hücre canlılığı düşmüştür. Nöron içi antioksidan 

kapasitenin tüketilmesi ile meydana gelen GSH düzeyi değişikliklerinin, NO’in nörotrofik 

etkisinin nörotoksik hale gelmesine yol açarak aşırı serbest radikal oluşumu ile birlikte 

apoptoza yol açtığı daha önce gösterilmiştir (Canals, Casarejos, De Bernardo, Rodríguez-

Martín ve Mena, 2001). Buna karşılık düşük konsantrasyonlarda NO’in ise mitokondrial 

depolarizasyona yol açarak mitokondrial Ca2+ tutulumunu ve ATP üretimini azalttığı ileri 

sürülmektedir (Keelan, Vergun ve Duchen, 1999). 
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Nöronal NOS(-) farelerin insüline dirençli olduğu görülmüştür (Shankar, Wu, Shen, Zhu ve 

Baron, 2000). Yüksek glukoz varlığında meydana gelen yüksek konsantrasyonda NO, 

mitokondrial [NADPH+-NADP+] –[GSSG-GSH] döngüsüne bağlı serbest radikal üretiminde 

rol oynayarak oksidatif stresi artırır. Ortamdaki glukoza insülin ilave edildiğinde NO’in 

meydana getirdiği oksidatif stres, L-NAME ilavesi ile %81 azalmıştır.  NADPH+’ye bağlı total 

mitokondrial metabolik aktivite, oksidatif stresle ters orantılı bir değişim göstermektedir. 

İlk 24 saatta ortamda sadece glukoz olduğunda meydana gelen oksidatif stres, insülin 

ilavesi ile %41 artarken total metabolik aktivite %29,5 azalmıştır. Glukoz+insüline maruz 

bulunan hücrelerde meydana gelen oksidatif stres, ortamda glukoz+insülin’e L-NAME 

ilave edildiğinde görülen oksidatif stresle karşılaştırıldığında ilk 24 saatta sadece %10,4 

azalmıştır. Buna karşılık total metabolik aktivite %15,49 artmıştır. Oksidatif streste ölçülen 

%14,6 fark, ilk hücre siklusu sırasında ortamda bulunan NO kaynaklı radikallerin, nNOS’tan 

bağımsız olduğunu göstermektedir.  

 

Bizim çalışmamızda ortama glukoz+insülin+L-NAME ilave edildiğinde, hem ilk ve ikinci 24 

saatta MTT ile ölçülen total mitokondrial metabolik aktiviteler arasında hem de birinci ve 

ikinci hücre siklusu ile kontrol grubu hücrelerinin total metabolik aktiviteleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı saptanmıştır.   

 

Ortama glukoz+insülin’e L-NAME ilave edildiğinde İkinci 24 saatta NO sentezinde azalma  

%21,8 olarak bulunmuştur. Bu sırada glukoz+insülin+L-NAME’e maruz bulunan hücrelerin 

ilk 24 saatta ürettikleri NO miktarı ikinci 24 saatta %49,6 oranında düşmüştür. Bu bulgular, 

Glukoz+insülin bulunan ortamda 25μM L-NAME’in ancak ikinci 24 saatta SH-SY5Y 

hücrelerinde önemli ölçüde nNOS inhibisyonu yaptığını göstermektedir. Ortamda 

glukoz+insülin varken oksidatif stres ilk 24 saatta ortama sadece yüksek glukoz ilave 

edilen hücrelere göre %41, ikinci 24 saatta ise %209 artmıştır. Aynı ortama L-NAME ilave 

edilmesiyle oksidatif stres ortamda glukoz+insülin bulunan hücrelere göre ilk 24 saatta 

daha az artmış, ikinci 24 saatta ise sadece yüksek glukoza göre %259 azaltarak 2,29±0,08’e 

yükselen oksidatif stresi 0,37±0,01’e düşürmüştür. Bu durum ikinci 24 saatta L-NAME ile 

nNOS inhibisyonunun meydana gelmesinden kaynaklanmaktadır. Lin ve diğerleri bizim 

çalışmamızda olduğu gibi, NMDA reseptör uyarısı ile meydana gelen NO’in nNOS kaynaklı 

olduğunu göstermişlerdir (Lin ve diğerleri 2014). Yüksek glukoz uyarısı ile SH-SY5Y 
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hücreleri tarafından üretilen NMDA reseptör aracılı NO ancak ikinci 24 saatta büyük 

ölçüde doğrudan nNOS aktivitesine bağlıdır. Aşırı NO üretiminin nonspesifik nNOS 

inhibitörü L-NAME ile azaltılması total metabolik aktiviteyi ve hücre canlılığını 

(MTT=%99,29±4,34), hem sadece yüksek glukoza maruz bulunan (MTT=%54,87±3,35), 

hem de yüksek glukoz+insüline maruz bulunan (MTT=%22,95±1,04) hücrelere nazaran 

büyük oranda artırmaktadır. Bu bulgular, SH-SY5Y hücrelerinin yüksek glukoza maruziyeti 

sonucu NMDA reseptör aktivasyonu ile meydana gelen NO ve ROS/RNS üretiminin aynı 

sinyal iletim yolağında yer aldıklarını ortaya koymaktadır. Ortamda GSH’un tüketilmesi ile 

artan oksidatif stres, erken evrede başlayan glikolizisin inhibe edilerek nitrozatif strese 

karşı PPP yolağında GSH’un yeniden rejenere edilmesini sağlar (Bolaños ve Almeida, 

2010). Nitekim Aquilano ve diğerlerine (2011) göre hücre kültürü ortamına GSH düzeyini 

azaltan bütiyonin sülfoksimin ilave ettikten sonra NO ölçümleri ile nNOS aktivitesi 

analizlerini yapmışlar ve GSH azalmasının bazal düzeyde nNOS ile önemli miktarda NO 

birikimine sebep olduğunu göstermişlerdir (Aquilano ve diğerleri, 2011).  

 

Hem glukoz+insülin bulunan ortamla, glukoz+insülin+L-NAME bulunan ortam arasında, 

hem de glukoz+L-NAME ile glukoz+insülin+L-NAME bulunan ortam arasında SH-SY5Y 

hücrelerinin GLUT3 ekspresyonları bakımından istatistiksel bakımdan bir fark yoktur. Bu 

bulgular NO sentezi baskılandığında insülinin, yüksek glukoz konsantrasyonu ile meydana 

gelen oksidatif strese ve NO üretimine bir katkısının olmadığını ve NO ile GLUT3 arasındaki 

regülasyonunun bozulduğunu göstermektedir.   

 

Aslında NMDA reseptör aracılı NO artışı, cGMP/cGK sinyal iletim yolağını uyararak 

GLUT3’ün plazma membranına translokasyonunu kolaylaştırır. Membran GLUT3 

miktarındaki bu artış, glukoz transportunu hızlandırır. Sinaptik NMDA reseptör uyarısı 

nNOS’ın bifazik fosforilasyonuna sebep olur ve nöron içinde NO üretimini sağlar. nNOS 

fosforilasyonu üzerinden NMDA reseptörlerinin sinaptik stimülasyonu NO-aracılı bir 

yolakla GLUT3’ün membran ekspresyonunu uyarır ve glukozun hücre içine girişini 

hızlandırır (Ferreira ve diğerleri, 2011). Bizim çalışmamızda elde edilen bulgulara göre, 

yüksek glukoz konsantrasyonuna bağlı NMDA reseptör aktivasyonunun sebep olduğu NO-

aracılı GLUT3 membran translokasyonu, nöron içine glukoz girmesinde önemli bir 



125 
 

mekanizmadır. Ancak nNOS inhibisyonu NO’in, GLUT3’ün membran füzyonu üzerindeki 

kontrolunu azaltmaktadır. 

 

NMDA reseptörleri hem sinaptik hem de ekstrasinaptik yerleşim gösterirler (Harris ve 

Pettit, 2007; Thomas, Miller ve Westbrook, 2006). Sinaptik NMDA reseptör aktivitesi 

nöron yaşamının sürdürülmesi için önemlidir. Ekstrasinaptik NMDA reseptör aktivasyonu 

ise daha çok nöron hasarına sebep olur (Zhang ve diğerleri, 2007). Nöron hasarına sebep 

olan uyarının derecesi sinaptik ve ekstrasinaptik NMDA reseptörlerinin aktivasyon 

süresine ve büyüklüğüne bağlıdır (Zhou, Hollern, Liao, Andrechek ve Wang, 2013). Tek 

başına veya sinaptik NMDA reseptör aktivasyonunun varlığında, ekstrasinaptik NMDA 

reseptör aktivasyonu ile nöron içine aşırı Ca2+ girişi, mitokondrial disfonksiyon ve hücre 

ölümü ile sonuçlanır  (Hardingham ve diğerleri, 2002). Fonksiyonel NMDA reseptörleri; 

GluN1, GluN2A-D, GluN3A-B gibi farklı alt ünitelerden meydana gelmiş bir tetramerdir (Al-

Hallaq ve diğerleri, 2007). Esansiyel bir amino asit olan triptofanın, kinürenin yolağında 

metabolize olması ile diğer nörotoksik metabolitlerin yanında meydana gelen KynA, 

NMDA reseptörlerini bloke eden tek endojen bileşiktir ve NMDA reseptörünün kompetetif 

antagonistidir (Bkz Şekil 5.1.) (Stone, 2000; Luccini ve diğerleri (2007) NMDA 

reseptörlerinde glutamaterjik uyarının submikromolar konsantrasyonda  (0.01-1 µM) 

KynA ile etkin biçimde antagonize edildiğini göstermişlerdir (Luccini ve diğerleri, 2007). 

NMDA reseptör-aracılı oksidatif stres mitokondrial disfonksiyona sebep olmaktadır. 

Spesifik NMDA reseptör antagonisti KynA, aynı zamanda α7nAChR reseptör ve AMPA 

reseptörlere de bağlanmaktadır (Sas ve diğerleri, 2007). KynA’in, α7nAChR inhibisyonu 

yapma dozunun ortalama 7 µM olduğu gösterilmiştir. GABAerjik etkiyi azaltma dozu ise 

20-200 µM olarak bildirilmektedir (Albuquerque ve Schwarcz, 2013). Bazı araştırıcılar 

KynA’in yüksek milimolar konsantrasyonlarda bile α7nAChR üzerinde inhibitör etkisi 

olduğunu gösterememişlerdir (Mok ve diğerleri, 2009; Dobelis ve diğerleri, 2012.). Aslında 

SH-SY5Y hücrelerinin erişkin kolinerjik fenotipi, retinoik asit ile diferansiye olmuş 

hücrelerdir. Bunlar yüksek miktarda kolin asetil transferaz eksprese ederler (Påhlman ve 

diğerleri, 1984; Adem, Mattsson, Nordberg ve Påhlman, 1987). Ayrıca diferansiye SH-SY5Y 

hücrelerinin antioksidan kapasitesi de yüksektir (Schneider ve diğerleri, 2011). İnsanlarda 

30 mM’a kadar yüksek konsantrasyonda glukoz varlığında santral sinir sistemi KynA 

sentezinin baskılanmadığı ileri sürülmektedir. Aşırı glukoz, ROS üretimini artırarak 
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mitokondrial oksidatif fosforilasyonu engeller. Aşırı miktarda serbest oksijen radikali 

üretimi, non-enzimatik protein glikasyonuna, kaspaz aktivasyonuna ve intranöronal enerji 

metabolizmasının bozulmasına sebep olarak glikotoksisiteye bağlı nörotoksisitenin 

gelişmesi ile sonuçlanır  (Brownlee, 2001; Russell ve diğerleri, 2002). KynA iyonotropik 

glutamat reseptörlerini bloke edebilen bilinen tek endojen bileşiktir (Stone, 2000). Diğer 

nöron reseptörleri dikkate alındığında sadece NMDA reseptörlerinin, nanomolar 

konsantrasyonda KynA ile inhibe edildiği bilinmektedir (Stone, 2000; Luccini ve diğerleri, 

2007). Bizim çalışmamızda yüksek glukoz konsantrasyonu ile nöron hasarı ve apoptoz 

dikkate alınarak daha çok ekstrasinaptik NMDA reseptör-GluN2B alt ünite blokajı yaptığı 

düşünülen KynA’in, 30nM NMDA reseptör inhibisyon dozu seçilmiştir (Zádori ve diğerleri, 

2014).  

 

SH-SY5Y hücrelerinin bir siklus geçirdikten sonra ikinci 24 saatta 150 mg/dl, 200 mg/dl, 

250 mg/dl glukoz konsantrasyonları ile %41,93±3,9’a kadar düşen, ortama glukoz+ 

40μU/ml insülin ilavesiyle ise % 22,95±1,04’e kadar düşen canlılık oranları 30 nM KynA 

ilavesi ile kontrol hücrelerinin düzeyine çıkmıştır. KynA, sadece yüksek glukoz bulunan 

ortamda kontrollara oranla ikinci 24 saatta %149,3 artan NO düzeyini %61,1 azaltarak, 

%89,7 artan oksidatif stresin şiddetini %50 oranında baskılamıştır. Oksidatif stresin şiddeti 

sadece glukoz ilave edilen ortama göre KynA’le ilk 24 saatta %23,5 artmışken ikinci 24 

saatta %50 azalmıştır. Birinci 24 saattaki %23,5 artışın ilk hücre siklusunda NMDA reseptör 

blokajı tamamlanmadan glikolizise bağlı ve ortamdan kaynaklanan serbest radikaller 

nedeni ile ortaya çıktığı düşünülmektedir (Bkz Çizelge 4.2., Çizelge 4.3., Çizelge 4.8.).  

 

Yüksek glukozla ikinci 24 saatta kontrollara göre GLUT3/Cc artışı %80 olup, nöron içine 

glukoz transportu SH-SY5Y hücrelerinin ikinci siklusunda KynA etkisi ile NMDA reseptör 

blokajı sonucu GLUT3 ekspresyonu %33 azalmıştır. KynA ilave edildiğinde total metabolik 

aktivite ikinci 24 saatta %77,3 artar. KynA ile bir taraftan GLUT3 ekspresyonunun 

azaltılması, diğer taraftan ekstrasinaptik NMDA reseptör blokajı ile aşırı NO sentezinin 

%61,1 inhibe edilmesi, nöron içine aşırı glukoz transportunu ve serbest radikal üreten 

glikolitik yolağın hızını azaltır. Glukoz+KynA ile ikinci 24 saatta birinci 24 saata nazaran 

GLUT3 artışı %150 olmasına rağmen oksidatif stres ve NO sentezi azalmaktadır. Sadece 

yüksek glukoz ilave edilen ortamda NMDA reseptör blokajı 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 reseptör blokajının, nöron içine alınan glukozun 

antioksidan kapasitenin rejenere edilmesinde kullanılarak oksidatif stresi engellediğini 

göstermektedir.   

 

Ortama KynA ilavesi ile ilk 24 saatta hücre başına düşen ortalama total metabolik aktivite 

MTT/Cc=1,48±0,05 %/hücre sayısı, ikinci 24 saatta ölçülen MTT/Cc=1,76±0,05 %/hücre 

sayısıdır (p<0.05). Hücre başına düşen metabolik aktivite ile glukoz transportu uyumludur. 

Ancak ilk 24 saatta metabolik aktivitenin düşük olması sonucu [NADPH+-NADP+]-[GSSG-

GSH] döngüsü ile glukozla tüketilen antioksidan kapasitenin yeteri kadar rejenere 

edilemediğini göstermektedir. Peroksinitritlerin oksidatif etkisini önlemesi beklenen 

GSNO, GSH (Rauhala ve diğerleri, 1998) ve nNOS aktivitesi ile sentezlenmesi beklenen NO, 

(Wen ve diğerleri, 2004) hem ilk 24 saatta nNOS aktivitesinin yeterli olmaması, hem de 

nöron başına düşen metabolik aktivitenin düşük olması nedeniyle yeteri kadar rejenere 

olamamaktadır. Sonuçta ilk 24 saattaki oksidatif stres yüksek glukoza maruz nöronlara 

nazaran daha fazladır. Ancak ikinci 24 saatta KynA ilavesi oksidatif streste birinci 24 saata 

nazaran %73,5 azalma meydana getirmektedir.  

 

İkinci 24 saatta kontrol grubuna göre yüksek glukozla ortalama NO miktarında %149,3 

artış, aşırı NMDA uyarısı ve buna bağlı nNOS aktivitesinde artma ile meydana gelmekte ve 

oksidatif stres %89,7 artmaktadır. Ortama KynA ilave edildiğinde hücrelerde 

ekstrasinaptik NMDA reseptör uyarısı bloke olur ve NO miktarı ortamda sadece glukoz 

bulunan hücrelere göre %61,1 azalır. Oksidatif stresin şiddeti ise %50 düşer. Hücre 

canlılığında artış %77,3’tür. Bu değer yüksek glukoz konsantrasyonu ile ikinci 24 saatta 

total metabolik aktivitenin kontrollara göre %45 azaldığı dikkate alınırsa, ortama KynA 

ilavesinin, SH-SY5Y hücrelerinin mitokondrial aktivitesini normal düzeye getirdiği 

söylenebilir. KynA, yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan dopaminerjik SH-SY5Y 

hücrelerinde, NMDA reseptör-GluN2B blokajı ile nNOS aktivitesini azaltır ve oksidatif 

stresi nöron membranındaki ekstrasinaptik reseptör seviyesinde engelleyerek 

mitokondrial disfonksiyonu azaltmaktadır (Bkz Şekil 5.1.). 
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Şekil 5.1. SH-SY5Y dopaminerjik nöron hücresinde yüksek glukoza maruziyet ile meydana 
gelen mitokondrial oksidatif stresin KynA ve L-NAME ile kontrolü (Kompleman 
1q: C1q, Kompleman bileşenleri: C5b-9, Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 
oksidaz: NOX2, nNOS: nöronal nitrik oksit sentaz, Nω -nitro-L-arginin metil ester: 
L-NAME, NO: nitrik oksit, reaktif nitrojen radikalleri: RNS, reaktif oksijen 
radikalleri: ROS, kompleman düzenleyici protein “complement regulatory protein 
59”: CD59, N-metil-d-aspartat reseptörü: NMDA-R, Nikotinamid adenin 
dinükleotid fosfat: NADP+, indirgenmiş Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat: 
NADPH, okside glutatyon: GSSG, redükte glutatyon: GSH, Kinürenik asit: KynA) 

 

İkinci 24 saatta glukoz+insülin ilave edilen ortamda oksidatif stresin şiddeti sadece glukoz 

bulunan ortamdaki hücrelere nazaran artmış ve KynA ilavesi ile ortalama total metabolik 

aktivite %22,95±1,04’ten %103,9±6.49’a yükselmiştir. Buna karşılık oksidatif stresin 

şiddeti azalmıştır. Glukoz+insülin bulunan ortama KynA ilavesi GLUT3 düzeyini ikinci 24 

saatta artırırken, total mitokondrial metabolik aktivitenin normal glukoz konsantrasyonu 

bulunan ortamdaki hücrelerle aynı düzeye gelmesini sağlamıştır. Bu bulgular, yüksek 

glukoz toksisitesinin NMDA reseptör-GluN2B aracılı bir mekanizma ile meydana geldiğini 

göstermektedir (Bkz Şekil 2.2.). Ayrıca bu çalışmada NMDA reseptör-GluN2B’nin 30nM 

KynA ile blokajının, yüksek glukoz konsantrasyonunun ekstrasinaptik NMDA reseptör- ve 
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yüksek glukoz ve nNOS-aracılı oksidatif stresi azalttığı gösterilmiştir. Ancak Glukoz+ 

insülin’e KynA ilavesi GLUT3 miktarının ilk ve ikinci 24 saatlar arasındaki farkını %28,6 

artırırken, bu iki grup arasında hem ilk hem de ikinci 24 saatta NO düzeyinde azalmanın 

aynı düzeyde olması, 30nM KynA’le nöron içine giren glukozun glikolizisten daha çok 

pentoz fosfat yolağında antioksidan kapasitenin rejenerasyonu için kullanıldığını ve 

oksidatif stresin %260,3 inhibe edildiğini göstermektedir.  

 

Diyabet 21.yüzyılda halk sağlığını tehdit eden en büyük sorunlardan biridir. Bulgularımız 

yüksek glukoza bağlı dopaminerjik nöron hasarının azaltılmasında, triptofan 

metabolizmasının kinürenin yolağında endojen olarak meydana gelen NMDA 

reseptörünün kompetetif antagonisti ve toksisitesi az bir bileşik olan KynA’in dikkate 

alınması gereken seçenekler içinde olduğunu ortaya koymaktadır. 

 

Kompleman düzenleyici protein CD59, C1q ile aynı lokalizasyonda bulunan C5b-9’un hücre 

membranında ekspresyonunu inhibe ederek nöron hasarını engeller. Mortalite riski 

taşıyan bir komplikasyon olan diyabetik ketoasidoziste nöronlarda CD59 ekpresyonunun 

azaldığı tespit edilmiştir (Hoffman, Cudrici, Zafranskaia ve Rus, 2006). Kompleman 

aktivasyonu ve membran C1q-CD59 sistemi nöron canlılığı veya hasarında önemli rol 

oynar (Rus, Cudrici, David ve Niculescu, 2006). Adaptif bağışıklık elementlerinin santral 

sinir sistemine girişi kan-beyin bariyeri tarafından engellendiğinden özellikle 

nörodejeneratif olaylarda kompleman biyosentez ve aktivasyonu nöronlar için son derece 

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

 

C1q klasik kompleman yolağının ilk komponenti olduğu gibi, apoptotik hücrelerin 

tanınması ve fagosite edilmesinde de önemlidir. C1q erken apoptotik hücrelerden daha 

çok geç apoptotik hücrelere bağlanır (Fraser, Laust, Nelson ve Tenner, 2009). C1q 

bulunmayan nöron mitokondrilerinin, C1q eksprese edenlere nazaran son derece az 

miktarda ROS ürettikleri gösterilmiştir. C1q ile mitokondrial oksidatif stresin düzenlenme 

mekanizması tam olarak bilinmemekle birlikte, C1q’nun, mitokondrial kaynaklı oksidatif 

streste önemli bir aracı olduğu düşünülmektedir (Bkz Şekil 5.1.) (Ten ve diğerleri, 2010).  
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C1q, C1r ve C1s olmak üzere 3 glikoproteinden meydana gelen C1 ile IgG kompleksi 

arasındaki bağlanma yeri C1q-IgG’nin Fc bölgesinde bulunur (Marqués ve diğerleri, 1993; 

Reid, 1989). Nöronlar, beyinde astrosit ve mikroglialarla birlikte, önemli bir yerel 

kompleman kaynağıdır. İnsan nöroblastoma hücre hatları ise insan nöronlarının 

kompleman biyosentezinin araştırılmasında yaygın bir model olarak kullanılmaktadır 

(Thomas, Gasque, Vaudry, Gonzalez ve Fontaine, 2000). Yapılan çalışmalar SH-SY5Y insan 

nöroblastoma hücrelerinin C1-inhibitör, C1q, C5, C6, C7 ve C9 ile C4, C9 ve C1q aktivatör 

proteinlerini eksprese ettikleri gösterilmiştir  (Thomas ve diğerleri, 2000). Ancak SH-SY5Y 

insan nöroblastoma hücrelerinde yüksek glukoz maruziyetinde, C1q ve kompleman 

yolağının oksidatif stresle ilişkisi konusunda bir veriye ulaşılamamıştır.  

 

Bizim çalışmamızda öncelikle IDF ölçütlerine göre yüksek glukoza maruz bulunan SH-SY5Y 

hücrelerinde NMDA reseptörü ve nNOS aktivasyonu ile meydana gelen oksidatif stres 

koşulları tartışılmıştır.  

 

Çalışmamızın sonraki bölümünde SH-SY5Y hücre hattı tarafından üretilen NO, oksidatif 

stres, C1q ve kompleman düzenleyici protein CD59’un total metabolik aktivite ve hücre 

canlılığına etkisi araştırılmıştır.  

 

Nöronlar tarafından C1q sentezinin uyarılması nöron hasarına erken bir cevaptır. Nöronal 

C1q üretiminin hücre canlılığını nasıl etkilediği bilinmemektedir. Nöronlar C1q’yu sentez 

ve sekrete ederler, daha sonraki aşamada ölü hücrelerin fagositozu ve kompleman 

aktivasyonu dışında ortamdaki C1q ile canlı nöronlar arasındaki etkileşim mekanizması 

açık değildir (Fan ve Tenner, 2005). Bizim çalışmamızda ortamda hücre başına sentez 

edilen C1q düzeyi ölçülmüş ve yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y 

dopaminerjik hücrelerde C1q ile oksidatif stres, NO sentezi ve total mitokondrial aktivite-

hücre canlılığı arasındaki ilişki tartışılmıştır.      

   

Ortama yüksek konsantrasyonda glukoz ilave edildiğinde ilk 24 saatta total metabolik 

aktivite ve hücre canlılığında kontrollara ve ikinci 24 saata göre istatistiksel olarak anlamlı 

bir artış meydana gelmiştir (p<0,05). Bu sırada C1q ve NO değerleri uyumlu biçimde 

kontrollara göre artarken (p<0,05), oksidatif stresin azaldığı gözlenmiştir. 
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[(NO3+NO2)/Cc]/C1q/Med/Cc oranlarının ilk ve ikinci 24 saatlarda istatistiksel olarak farklı 

olmaması C1q ve NO’in doğru orantılı olarak değiştiğini göstermektedir. Nitekim SH-SY5Y 

hücreleri tarafından sentezlenen C1q düzeyi ilk 24 saata göre, ikinci 24 saatta 1,5 kat 

artarken NO sentezi 1,35 kat artmıştır. Buna karşılık total mitokondrial metabolik 

aktivite/hücre canlılığı ikinci 24 saatta ilk 24 saata göre 2,2 kat azalır (p<0,05). Hücre 

canlılığı ile ters orantılı olarak, oksidatif stres ise 2,2 kat artmıştır. Ortama yüksek 

konsantrasyonda glukoz ilave edilmesi C1q ve NO düzeyini birlikte artırırken, hücre 

canlılığı oksidatif stresle ters orantılı olarak azalır. C1q, NO serbestleşmesini ve ROS’nin 

üretimini artırmaktadır. Farber ve diğerleri (2009) C1q’nun Ca2+ sinyal iletimi ile ilişkili 

reseptörleri aktive ettiğini ileri sürmüşlerdir (Färber ve diğerleri, 2009). C1q eksikliği 

bulunan deneklerde nöron kaybının daha yavaş olduğu ve C1q’nun nöron hasarını artırıcı 

etkisi bulunduğu anlaşılmıştır (Fonseca, Zhou, Botto ve Tenner, 2004). C1q ve NO, 

oksidatif stresten önce artar. Benoit ve diğerleri (2013) santral sinir sisteminde tehlike 

sinyali karşısında C1q sentezinin diğer kompleman komponentleri ile koordine olmadığını 

ve hepsinden daha önce artmaya başladığını göstermişlerdir (Benoit ve diğerleri, 2013).  

 

Ortama sadece glukoz ilavesi ile ilk 24 saatta ölçülen ortalama C1q ve NO düzeyleri, 

ortama glukoz+KynA ilave edildikten sonra istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

göstermiştir (p<0,05).  Ortama glukoz+ 30nM KynA ilave edildikten sonra ikinci 24 saatta 

SH-SY5Y hücrelerinin C1q ve NO düzeyleri ortamda sadece glukoza maruz bulunan 

hücrelere göre 2,5 kat azalmıştır (p<0,05). SH-SY5Y hücrelerinin NO üretimlerinin C1q 

düzeylerindeki değişikliklerle birlikte aynı oranda değişim göstermesi; NO düzeylerinin 

C1q ile doğrudan ilişkili olduğunu ve NO konsantrasyonundaki değişiklikleri kompleman 

sistemine yansıdığını ortaya koymaktadır. Sadece yüksek glukoza maruz kalan 

dopaminerjik nöronlarda ikinci 24 saatta canlılık oranı, ortama KynA ilave edildikten 

sonraki ikinci 24 saatta %77,45 artmıştır. Bu sırada C1q, %60 azalmıştır. Bu bulgularımız 

Ten ve diğerleri (2010), ile Fonseca ve diğerlerinin (2004) sonuçlarını desteklemektedir 

(Ten ve diğerleri, 2010; Fonseca ve diğerleri, 2004). Tüm glukoz konsantrasyonlarında C1q 

düzeylerinin, kontrol grubunda, ortama sadece yüksek konsantrasyonda glukoz ve 

glukoz+KynA ilave edilen hücrelerde ikinci 24 saatta eşzamanlı NO miktarlarındaki artışla 

doğru orantılı olarak arttığı tespit edilmiştir. Ortama glukoz+insülin, glukoz+insülin+KynA 

ve glukoz+insülin+L-NAME ilave edilen hücrelerde NO miktarlarındaki azalma ile doğru 
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orantılı olarak azalır. En fazla azalma,  ortama glukoz+insülin+L-NAME ilave edilen grupta 

görülmüştür (p<0.05). Sadece glukoz+L-NAME grubunda bu algoritm bozulmuş, ikinci 24 

saatta NO sentezi baskılandığından, C1q düzeylerindeki artış, NO ile ters orantılıdır.   

1. Kontrol grubundaki SH-SY5Y hücrelerinde C1q sentezi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata 

göre NO (%20) ile doğru orantılı, oksidatif stresle ters orantılı artar (%15,9 artar).  

2. Ortama yüksek konsantrasyonda glukoz ilavesi ile C1q düzeyi ikinci 24 saatta, ilk 24 

saata göre NO sentezi (%42,6) ve oksidatif stresle ile doğru orantılı artar (%46 

artar).  

3. Ortama yüksek konsantrasyonda glukoz+40μU/ml insülin ilave edildiğinde, C1q 

düzeyi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata göre NO sentezi (%19,1) ile doğru orantılı ve 

oksidatif stresle ters orantılı olarak azalır (%19,8 azalır).  

4. Ortama yüksek konsantrasyonda glukoza, 40μU/ml insülin ilave edilmesi ile ikinci 

24 saatta belirgin insülin direnci meydana gelir ve oksidatif stres %209 artar. Bu 

sırada sadece glukoza maruz kalan nöronlara nazaran, SH-SY5Y hücrelerinin C1q 

sentezi %63,6 azalır, NO sentezi ise %58,2 azalır.   

5. Ortama yüksek konsantrasyonda glukoz+30nM KynA ilave edildiğinde, C1q düzeyi 

ikinci 24 saatta, ilk 24 saata göre NO sentezi (%5,23) ile doğru orantılı, oksidatif 

stresle ters orantılı olarak artar (%14,4 artar).  

6. Ortama yüksek konsantrasyonda glukoz+25 μM L-NAME ilave edildiğinde, C1q 

düzeyi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata göre hem NO sentezi (%7,9) ile hem de 

oksidatif stresle ters orantılı olarak artar (%19,4 artar).  

7. Ortama yüksek konsantrasyonda glukoz+30 nM KynA+40 μU/ml insülin ilave 

edildiğinde, C1q düzeyi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata göre NO sentezi (%10,3) ve 

oksidatif stresle ile doğru orantılı olarak azalır (%9,84 azalır).  

8. Ortama yüksek konsantrasyonda glukoz+25 μM L-NAME +40μU/ml insülin ilave 

edildiğinde, C1q düzeyi ikinci 24 saatta, ilk 24 saata göre NO sentezi (%49,6) ve 

oksidatif stresle ile doğru orantılı olarak azalır (%42,8 azalır) (Bkz Çizelge 4.4., 

Çizelge 4.14., Çizelge 4.15., Çizelge 4.16., Çizelge 4.17.). 

 

KynA, oksidatif stresi ve hücre canlılığını kontrol eder. Ortamda yüksek glukoz+KynA 

bulunan SH-SY5Y hücrelerinde, sadece yüksek glukoza maruz bulunanlara göre hem C1q, 

hem de NO sentezinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma meydana gelir (p<0,05). 
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NMDA reseptör blokajı veya nNOS blokajı ile birlikte ortama insülin ilavesi ilk 24 saata 

nazaran ikinci 24 saatta NO sentezini azaltmaktadır. L-NAME ile hem C1q, hem de NO 

sentezinde meydana gelen azalma daha belirgindir (p<0,05). Glukoz+L-NAME ile NO’de 

%7,9 azalma olurken C1q %19,4 artar. Yüksek glukozla meydana gelen NMDA reseptör-

aracılı uyarı, klasik kompleman yolağında öncelikle C1q düzeylerini, sonra da NO sentezini 

etkilemektedir. Esasen nöronlarda C1q’nun uyarılması ile hangi reseptörün ilgili olduğu 

bilinmemektedir (Fan ve Tenner, 2005). Yüksek glukoz konsantrasyonu ile uyarılan 

mitokondrial oksidatif stresin KynA’le anlamlı biçimde azaltılması ve C1q düzeylerinin, NO 

değerlerinden önce artması ve sonra NO ile birlikte düşmesi (p<0,05), SH-SY5Y insan 

dopaminerjik hücre hattında glukotoksisitenin, NMDA reseptör üzerinden klasik 

kompleman yolağını ve MAC oluşumunu etkilediğini düşündürmektedir.  

 

Aslında klasik kompleman yolağının aktivasyonu, klasik yolağın tanımlama molekülü olan 

C1q’nun immün kompleks gibi bir hedefe bağlanması ile başlamaktadır (Bkz Şekil 5.1.). 

C1q’nun santral sinir sisteminde mikroglia aktivasyonunda da güvenilir bir belirteç olduğu 

ve mikroglia kaynaklı NO salınımını ve oksidatif stresi uyardığı bildirilmektedir (Färber ve 

diğerleri, 2009). Ancak C1q’nun nöronlarda sentez, sekresyon, reseptörleri ve fonksiyonu 

konusundaki bilgiler son derece kısıtlıdır. Ten ve diğerleri (2010) C1q’nun, nöron 

hücresinde terminal kompleman aktivasyonundan daha önce mitokondrial oksidatif 

streste etkili olduğunu göstermişlerdir (Ten ve diğerleri, 2010).  

 

Bizim çalışmamızda ortama glukoz+KynA ilavesi ile ortaya çıkan C1q-NO ilişkisinin 

kanıtlanması için ortama yüksek glukoz+L-NAME ilave edilerek SH-SY5Y insan 

nöroblastoma hücrelerinde ikinci 24 saatta C1q, oksidatif stres ve NO düzeyleri 

incelenmiştir. Yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz bulunan SH-SY5Y hücrelerinde L-

NAME ile ikinci 24 saatta C1q %66,2 azalırken, NO sentezi %57,2 azalır ve oksidatif streste 

%37,8 azalma meydana gelir. L-NAME ile ikinci 24 saatta C1q’da azalmanın NO ve 

oksidatif stresteki azalma ile pozitif korelasyon gösterdiği tespit edilmiştir.  

 

Klasik kompleman yolak aktivasyonu immünoglubulinin Fc bölgesine kompleman 

kaskadının ilk faktörü olan C1q’nun bağlanması ile başlar. Proteolitik olayların başlaması 

ile C5’i C5b ve C5a parçalayan konvertaz aktivasyonu olur. Daha sonra C5b-8 kompleks 
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meydana gelir ve buna C9’un bağlanması ile C5b-9, MAC oluşur. Bu komplekste C9 sayısı 

arttıkça por genişlikleri artar ve kontrol edilemeyen iyon girişi ile hücreler şişer ve lizise 

gider. Endojen kompleman inhibitörleri kompleman sisteminin aktivitesini sınırlayarak 

kompleman-aracılı nöron hasarını önler (Shen ve diğerleri, 1997). SH-SY5Y insan 

nöroblastoma hücrelerinin MAC oluşumu için gerekli proteinleri sentezlediği 

gösterilmiştir. CD59 eksikliği olduğunda nöronların kompleman-aracılı sitotoksisiteye 

duyarlılığı artar (Shen ve diğerleri, 1998). Bizim çalışmamızda, kontrol, ortamda yüksek 

glukoz, yüksek glukoz+insülin, yüksek glukoz+KynA, yüksek glukoz+insülin+KynA ve yüksek 

glukoz+L-NAME’e maruz bulunan SH-SY5Y hücrelerinde CD59 sentezi ikinci 24 saatta ilk 24 

saata oranla artmıştır. Yani SH-SY5Y hücreleri yüksek glukoz uyarısına CD59 cevabı 

vermektedir. CD59, bir terminal kompleman yolak inhibitörü olup plazma membranında 

MAC’in oluştuğu yere bağlanarak terminal hücre hasarını önler (Zhang, Yu, Bajwa, 

Morrison ve Tomlinson, 1999). Ortama yüksek glukoz+insülin+L-NAME ilave edildiğinde 

SH-SY5Y hücrelerinin ortalama C1q sentez düzeyi ikinci 24 saatta sadece yüksek glukoza 

maruz kalan nöronlara göre %68,6 azalırken, CD59 düzeyi %69 azalmıştır. Oksidatif streste 

%50 azalmaya karşı total mitokondrial metabolik aktivitede artış %80,9’dur (Bkz Çizelge 

4.15., Çizelge 4.17.). Aslında nöronlarda CD59 ekspresyonunun düşük düzeyde olması 

nedeniyle kompleman aktivasyonunu kontrol kapasitesi sınırlıdır (Singhrao, Neal, 

Rushmere, Morgan ve Gasque, 1999). Bu durum nöronları, kompleman aktivasyonu ile 

MAC-aracılı hasara duyarlı hale getirir (Singhrao, Neal, Rushmere, Morgan ve Gasque, 

2000). Yüksek glukoz+insülin+L-NAME’e maruz bulunan hücrelerde ilk ve ikinci 24 saat 

içinde CD59, C1q ve NO düzeyleri, oksidatif stresle birlikte azalmıştır. Oksidatif stresin 

%2,7 azalmasına rağmen yüksek glukoz+insülin+KynA grubundaki hücrelerde CD59 

üretimi yüksekliğini muhafaza eder. Ancak yüksek glukoz+insülin+L-NAME ve yüksek 

glukoz+insülin+KynA grupları arasında SH-SY5Y hücrelerinin canlılık oranlarında hem ilk 24 

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

 

Oksidatif stresin şiddetinin en yüksek olduğu, yüksek glukoza ve yüksek glukoz+40μU/ml 

insüline maruz bulunan SH-SY5Y hücrelerinde oksidatif stresin şiddetinin CD59 ve C1q 

düzeylerini etkilediği gözlenmiştir. Ortamda sadece yüksek glukoza maruz bulunan 

hücrelerin ilk ve ikinci 24 saatta ürettikleri NO, C1q ve CD59 düzeyleri diğer gruplardaki 

hücrelerin ilk ve ikinci 24 saatta ürettikleri NO, C1q ve CD59 düzeyleri ile 
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karşılaştırıldığında yüksek glukozun NMDA reseptör uyarısının kompleman sistemine 

yansıdığı görülmektedir. Elde edilen sonuçlar C1q-CD59 ilişkisinin NO ekspresyonu 

üzerinden karşılıklı bir denge içinde olduğunu ortaya koymaktadır. Bizim çalışmamızda 

kompleman düzenleyici protein CD59 cevabının ve kompleman aktivatörü C1q 

değişikliklerinin, NMDA reseptör uyarısı ile üretilen NO’le ilişkili olduğu gösterilmiştir. SH-

SY5Y hücrelerinin CD59 cevabı, kompleman aracılı sitotoksisiteye duyarlığı kontrol 

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

 

Glukoz+insüline maruz bulunan hücreler, sadece yüksek glukoza maruz bulunan SH-SY5Y 

hücreleri ile karşılaştırıldığında, oksidatif stres ikinci 24 saatta %209 artmıştır. Total 

metabolik aktivitenin ve hücre canlılığının %58,2 azalmasına karşın CD59 %67, C1q %63,6 

düşmüştür. Glukoz+KynA’e maruz bulunan hücrelerde ikinci 24 saatta oksidatif stresin 

sadece glukoza maruz kalanlara göre %50 azalmasına karşın total metabolik aktivite ve 

hücre canlılığı %77,4 artmıştır. NO’in %61,1 azalması sonucu, NO’le bağlantılı olarak CD59 

%55,5, C1q ise %60 azalmıştır. Ortama glukoz+L-NAME ilavesi ile ikinci 24 saatta oksidatif 

stres %37,8 azalmış, total metabolik aktivite ve hücre canlılığı %79,9 artarken, CD59 ve 

C1q %62,2 azalmıştır. CD59 ve C1q daki azalma NO üretimindeki azalma ile uyumludur.   

 

İnsan hücreleri normal koşullarda birçok membran-ilişkili kompleman inhibitörleri ile 

kompleman aktivasyonunun sonuçlarından korunur (Liszewski, Farries, Lublin, Rooney ve 

Atkinson, 1996). Bunlardan CD59, bir terminal kompleman yolak inhibitörü olup plazma 

membranında MAC’in oluştuğu yere bağlanarak terminal hücre hasarını önler (Zhang ve 

diğerleri, 1999). Hücrenin kendi membranında kompleman aktivasyonunu CD59’la etkin 

biçimde sınırlaması hücre dış yüzeyine CD59’u bağlayan glikozil fosfatidil inozitolün fokal 

MAC oluşumu bulunan bölgeye membran lipid tabakası arasında lateral hareketle 

ulaşması ile mümkün olur (Qin ve diğerleri, 2009). 

 

CD59’un diyabette kompleman düzenleyici foksiyonunun azaldığı gösterilmiştir. Bu 

durum, CD59 molekülünün glikasyonu sonucu fonksiyonel olarak inaktif glikolize CD59 

meydana gelmesinden kaynaklanır (Acosta ve diğerleri, 2000; Davies, Harris ve Morgan, 

2005). CD59, kompleman sisteminin aktivasyonundan sonra nöronu otolog hücre 

hasarından korur (Stahel, Morganti-Kossmann ve Kossmann, 1998; Singhrao ve diğerleri, 
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1999). Nöronal CD59 ekspresyonunun düşük düzeyde olması nedeniyle kompleman 

aktivasyonunun kontrol kapasitesi sınırlıdır (Singhrao ve diğerleri, 1999). Bu durum 

nöronları, kompleman aktivasyonu ve MAC-aracılı hasara duyarlı hale getirir (Singhrao ve 

diğerleri, 2000; Mead, Singhrao, Neal, Lassmann ve Morgan, 2002; Cole, Hughes, Gasque 

ve Morgan, 2006). SH-SY5Y hücrelerinde CD59’un eksprese edilebilmesi, nöronun 

hasardan korunmasında bu proteinin kompleman aktivasyonunu düzenlemesinin etkili 

olduğunu göstermektedir (Vedeler ve diğerleri, 1994). Yükek glukoza maruziyet, nöronları 

kompleman aktivasyonu ve MAC oluşumuna daha duyarlı hale getirmektedir (Accardo-

Palumbo ve diğerleri, 2000). CD59 sadece MAC oluşumunu engellemekle kalmaz aynı 

zamanda yeniden meydana gelecek MAC’leri de bloke eder (Farkas ve diğerleri, 2002). 

CD59’un glukoza maruziyeti giderek aktivitesini azaltır (Acosta ve diğerleri, 2000). SH-SY5Y 

dopaminerjik hücrelerin yüksek glukoz konsantrasyonu karşısında oksidatif stresin şiddeti 

ikinci 24 saatta, ilk 24 saata göre %117,6 artmış, CD59’da %136,6, C1q’da ise %46 artış 

meydana gelmiştir. Oksidatif stresteki artışın, C1q ve CD59 düzeylerini ciddi biçimde 

etkilemesinin yanında hücrelerin ortalama total metabolik aktivitesi %119,16±5,2’den 

%54,8’e düşmüştür. CD59 düzeyindeki artmanın hücre canlılığını etkilemediği 

gözlenmiştir. Ortama insülin ilavesi ikinci 24 saatta ilk 24 saata göre, oksidatif stresin 

şiddetini %377 artırdığında, CD59 ve C1q’da daha fazla artış beklenirken; CD59’daki artış 

%8,3’e düşmüş, C1q düzeyi ise ilk 24 saattaki değerin %19,8 altına düşmüştür. Bu 

sonuçlar, insülin direncine bağlı aşırı oksidatif stresin protein glikasyonuna sebep olarak 

CD59 ve C1q azalttığını göstermektedir. Bu grupta ortalama total mitokondrial metabolik 

aktivite/hücre canlılığı ilk 24 saattaki düzeyinden 3,7 kat azalarak %22,95±1,04’e 

düşmüştür. Yani insülin direncinin önemli bulgularından biri olan belirgin mitokondrial 

disfonksiyon ortaya çıkmıştır. Glukoz+KynA’e maruz bulunan hücrelerde oksidatif stresin 

ilk 24 saattaki değerin %11,9 altına düşmesi, CD59 ve C1q değerlerini kontrol grubu 

değerlerine yaklaştırmıştır (Bkz Çizelge 4.4., Çizelge 4.14., Çizelge 4.16.).   

 

NMDA reseptör-aracılı mitokondrial oksidatif stres, C1q(+) nöronlarda terminal klasik 

kompleman yolağını aktive eder, ancak MAC oluşumunu inhibe eden CD59 oksidatif 

stresin şiddeti ile orantılı biçimde artarak nöron koruyucu etki meydana getirir. İnsan 

nöroblastoma hücreleri yüksek glukoz konsantrasyonu karşısında MAC oluşumu için tüm 

gerekli proteinleri sentezler (Thomas ve diğerleri, 2000), ancak CD59’da artma, MAC 
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oluşumunu engeller ve nöronu oksidatif strese karşı korur. SH-SY5Y hücreleri tarafından 

üretilen optimal konsantrasyonda NO’in, CD59’un nöron koruyucu fonksiyonu üzerinde 

etkisi olup olmadığını ve NO ile kompleman aktivasyonu arasında doğrudan bir ilişki 

bulunup bulunmadığını saptamak için ortama L-NAME ilave edildi. İlk 24 saatta ortalama 

Q(Glukoz+L-NAME)=0,65±0,03, CD59=0,109±0,001 ng/ml/hücre sayısı ve 

C1q=0,0129±0,0002 ng/ml/hücre sayısı’dır. Yüksek glukoz konsantrasyonu ile yapılan 

çalışmalar bizim çalışmamızda da olduğu gibi L-NAME’in ancak ikinci 24 saatta inhibitör 

etkisinin olduğunu göstermiştir. Nitekim 25μM L-NAME ile ikinci 24 saatta, birinci 24 saata 

nazaran oksidatif stresin şiddeti %27,7 azalırken, CD59 %22,9, C1q ise %19,4 artmıştır. 

Yani oksidatif stres CD59 ve C1q’yu azaltmakta, oksidatif stres azalınca CD59 ve C1q 

yükselmektedir (Bkz Çizelge 4.4., Çizelge 4.14., Çizelge 4.16.).   

 

Ortamda sadece glukoz bulunan SH-SY5Y hücrelerinin ikinci 24 saattaki değerleri ile 

Glukoz+L-NAME’e maruz bulunan hücrelerin değerleri karşılaştırıldığında; oksidatif stresin 

şiddetinin L-NAME ilave edilen grupta %37,8 azalması ile CD59’un %62,2, C1q’nun ise 

%66,2 azaldığı görülmüştür. Buna karşılık hücre canlılığı % 79,9 artmıştır (Bkz Çizelge 4.15., 

Çizelge 4.17.). Bu sonuçlar glukozla NMDA reseptör-aracılı olarak meydana gelen RNS’ne 

dayalı oksidatif streste SH-SY5Y hücreleri tarafından eksprese edilen C1q’nun doğrudan 

katkısı olduğunu düşündürmektedir (Färber ve diğerleri, 2009). 

 

Yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y hücrelerinde ilk 24 saata nazaran 

ikinci 24 saatta NO %42,6, oksidatif stres ise  %117,6 artmıştır. Oksidatif stresin yüksek 

olduğu ortamda C1q’daki %46 artmaya karşı, CD59’da %136,6 artma görülmesi, hücre 

canlılığında ilk 24 saata göre ikinci 24 saatta %53,9 azalmanın sonucudur. Buna bağlı 

olarak C1q’nun ortamdaki oksidatif stresin sensörü olarak davrandığı, CD59 

düzeylerindeki değişikliğin ise canlı hücreler tarafından sağlandığı düşünülmektedir. 

Nitekim, ortama glukoz+insülin ilave edildiğinde ikinci 24 saatta ilk 24 saata göre oksidatif 

stres %377 artarken NO ilk 24 saattaki değerin %19,1 altına düşmüştür. Böyle yüksek 

seviyede ve NO azalmasına sebep olan oksidatif stres karşısında protein glikasyonu 

başlamış ve C1q ve CD59 büyük ölçüde azalmıştır. Ortama glukoz+KynA ilave edildiğinde 

ikinci 24 saatta oksidatif stresin şiddeti ilk 24 saata göre azalırken CD59 ve C1q 
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düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı artma meydana gelmiştir (Bkz Çizelge 4.4., Çizelge 

4.14., Çizelge 4.16).  

 

Ortama glukoz+L-NAME ilave edildiğinde ikinci 24 saatta oksidatif stresin şiddeti ilk 24 

saata göre %27,7 azalırken NO %8,3 azalma göstermiş, buna karşılık CD59’da %22,9, 

C1q’da ise %19,4 artma meydana gelmiştir. Bu sonuç, L-NAME ile nNOS inhibisyonuna 

bağlı NO sentezinde azalmaya bağlanmıştır. Ortama glukoza KynA veya L-NAME ilavesi ile 

ortaya çıkan bifazik oksidatif stres cevabı C1q ve CD59’da yine bifazik fakat ters orantılı bir 

değişiklik meydana getirmektedir.   

 

Ortama glukoz+KynA veya Glukoz+L-NAME ile birlikte insülin ilave edildiğinde ikinci 24 

saat ilk 24 saatla karşılaştırıldığında önce artan, sonra azalan bifazik oksidatif stres cevabı 

gözlenmiştir. Oksidatif stres 5 kat azalırken C1q ve NO yaklaşık 4,5 kat azalmaktadır (Bkz 

Çizelge 4.4., Çizelge 4.14., Çizelge 4.16.).  

 

Sonuç olarak; ortamda yüksek konsantrasyonda glukoz bulunduğunda C1q düzeyi, NO 

sentezi ve oksidatif stresin artması ile birlikte artmaktadır. Yüksek glukoz bulunan ortama 

30nM KynA ilave edildiğinde oksidatif stresin azalması ile birlikte SH-SY5Y nöronların C1q 

sentezi, yüksek glukoza maruz kalan nöronlara nazaran ilk 24 saatta %49, ikinci 24 saatta 

%60 azalmıştır. Bu esnada CD59 düzeyi, yüksek glukoza maruz kalan nöronlara nazaran 

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

 

Glukoz+40μU/ml insüline maruz kalan dopaminerjik nöronlarda insülin direnci gelişir ve 

oksidatif stres 3 kat artar. Ortama KynA ilavesi nöronlardaki oksidatif stresi normal 

düzeylere indirirken azalmış olan CD59 düzeyi artar, C1q ise kontrollarla aynı düzeye gelir.  

Hücre canlılık oranları ise %22,9’dan %103,9’a çıkar. KynA, Trp’ın metabolize edildiği Kyn 

yolağının temel ürünlerinden biri olup nöron koruyucudur. KynA’in bu etkisi nanomolar 

konsantrasyonlarda NMDA reseptör antagonisti olmasına bağlanmaktadır (Klein ve 

diğerleri, 2013). Bu çalışmada elde edilen bulgular, yüksek glukozun nörotoksik etkisinin 

NMDA reseptör-aracılı olduğunu ve KynA’in NMDA reseptör bloke edici etkisinin yüksek 

glukoza bağlı dopaminerjik nöron hasarını önemli oranda engellediğini göstermektedir. 

KynA, glukoz toksisitesinde klasik kompleman aktivasyon yolağının primer komponenti 
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olan C1q düzeyini  %60’a kadar azalttığı gibi kompleman düzenleyici protein CD59 ile C1q 

etkileşimini de olumlu yönde etkilemektedir. Mortalite riski taşıyan bir komplikasyon olan 

diyabetik ketoasidoziste nöronlarda CD59 ekpresyonunun azaldığı (Hoffman ve diğerleri, 

2006) dikkate alınırsa, nöronların yüksek glukoza maruziyeti esnasında KynA’in C1q 

düzeyini azaltması ve CD59 miktarını normal düzeyde korumasının dopaminerjik nöron 

hasarının önlenmesinde önemli olduğunu düşündürmektedir. Literatürde KynA-C1q ve 

CD59 ilişkisi bakımından bir bilgiye ulaşılamamıştır.  

 

RNS’nin meydana getirdiği oksidatif stresin NMDA reseptörünün blokajı ya da nNOS’un L-

NAME ile inhibisyonu ile azaltılmasının, hem mitokondrial disfonksiyon hem de 

kompleman aktivasyonu bakımından çok farklı olmadığı düşünülmektedir. Ancak, yüksek 

glukoz konsantrasyonuna maruz kalan nöronlarda oksidatif stresin KynA ile azaltılması 

birinci hücre siklusunda başlarken, L-NAME ancak ikinci hücre siklusunda etkili 

olabilmektedir. İnsülin direncine bağlı oksidatif stres ilk 24 saatta KynA’le %22,9 azalır, L-

NAME ile %10,4 azalır. İnsülin direncinin önemli bir komponenti olan mitokondrial 

disfonksiyon ilk 24 saatta KynA’le  %23, L-NAME ile %15,4 düzeltilirken, ikinci 24 saatta 

KynA’in mitokondrial disfonksiyonu düzeltme oranı %352,7, L-NAME’in %332,6 olarak 

bulunmuştur. Bu bulgular, yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz nöronlarda KynA’in 

önemli koruyucu özellikleri olduğunu ortaya koymaktadır.   

 

Ancak bu çalışmanın sonuçları, KynA’in yüksek glukoza bağlı dopaminerjik nöron hasarının 

önlenmesinde hem kompleman-aracılı, hem de NMDA reseptör-aracılı bifazik dual bir 

mekanizma ile etkili olduğunu göstermiştir. Bu mekanizmanın yüksek glukozla birlikte 

gelişen ilerleyici nöron hasarında gündeme gelebilmesi için KynA ve analoglarının in-vivo 

etkisini araştıran daha ileri çalışmaların yapılması gerekmektedir.  
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan SH-SY5Y dopaminerjik nöronlarda ikinci 

hücre döngüsünde hücre canlılığında azalma, oksidatif stres ve mitokondrial fonksiyon 

kaybında artma ile birliktedir. Ortamdaki hücreler tarafından üretilen NO’in meydana 

getirdiği oksidatif stresin şiddetini, hücre başına üretilen NO’in hücrelerde [NADPH+-

NADP+]-[GSSG-GSH] döngüsünün fonksiyonu olan MTT/Cc’ye oranı belirler. Yüksek 

konsantrasyonda glukoz ortalama GLUT3 düzeyini kontrollara oranla 2 kat artırır. Yüksek 

glukoz konsantrasyonuna bağlı NMDA reseptör aktivasyonu sonucu NO sentezinde 

meydana gelen %149,3 artış ve NO-aracılı GLUT3 membran translokasyonu nöron içine 

glukoz transportunda önemli bir mekanizmadır. Tek başına oksidatif stresin orta derecede 

artması, GLUT3’ün membran translokasyonunu etkilememektedir. Yüksek glukoza maruz 

bulunan dopaminerjik hücrelerde GLUT3 düzeyinin artması ile nöron içine glukoz 

transportunun ve glikolizisin hızlanması SH-SY5Y hücrelerinde antioksidan kapasiteyi 

tüketir. Oksidatif stres artarken total metabolik aktivite ve hücre canlılık oranları azalır. 

Yüksek konsantrasyonda glukoz bulunan ortama 40 μU/ml insülin ilavesi, SH-SY5Y 

hücrelerinde NO sentezini %60,5 azaltırken, membran depolarizasyonu yaparak, 

GLUT3’ün membran translokasyonu ve füzyonunu %61 oranında azaltır. Nöron içine 

glukoz transportunun azalması ile antioksidan kapasite rejenere edilemez ve mitokondrial 

oksidatif stres %209 artar. Mitokondrial metabolik aktivite %58,2 azalır ve insülin direnci 

meydana gelir. Yüksek glukoz+insülin’e KynA ilave edildiğinde mitokondrial oksidatif stres 

ilk 24 saatta %32,2, ikinci 24 saatta %260,3 azalır, buna karşılık hücre canlılığı ilk 24 saatta 

%17,5 artar, ikinci 24 saatta ise %22,95±1,04’ten 103,9±6,49’a çıkarak %147,5 artar. 

Ortama KynA ilavesi ile insülin direnci ve dopaminerjik nöron hasarı ortadan kalkar. 

Yüksek glukoz konsantrasyonu ile NMDA reseptörü aktive olduğunda NO ve ROS/RNS 

üretimi aynı sinyal iletim yolağını kullanır. Ortama KynA ilave edilmesi ile meydana gelen 

NMDA reseptör blokajı NO üretimini azaltırken aynı lokalizasyondan kaynaklanan oksidatif 

stresi engeller. Yüksek konsantrasyonda glukoz bulunan ortama NMDA reseptör GluN2B 

blokajı yapan 30nM KynA ilavesi, GLUT3 düzeyi aracılığı ile glukoz transportu ve oksidatif 

stresi kontrol altına alarak total mitokondrial metabolik aktiviteyi ve hücre canlılığını 

normal düzeye getirir. KynA, yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan dopaminerjik 

SH-SY5Y hücrelerinde, NMDA reseptör-GluN2B blokajı ile nNOS aktivitesini azaltır ve 
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oksidatif stresi nöron membranındaki ekstrasinaptik reseptör seviyesinde engelleyerek 

mitokondrial disfonksiyonu azaltır. KynA’le NMDA reseptör blokajı, nöron içine aşırı 

glukoz girişini engeller ve NO üretimini %61,1 azalırken, alınan glukozun bir bölümü 

antioksidan kapasitenin rejenerasyonunda kullanılır ve oksidatif stres engellenir. Ortama 

yüksek konsantrasyonda glukoz ilave edilmesi C1q ve NO düzeyini birlikte artırır. C1q, NO 

serbestleşmesini ve ROS’nin üretimini artırarak nöron hasarına yol açar. Total 

mitokondrial metabolik aktivite-hücre canlılığı oksidatif stresle ters orantılı olarak azalır. 

Glukozla NMDA reseptör-aracılı olarak meydana gelen RNS’ne dayalı oksidatif streste, SH-

SY5Y hücreleri tarafından eksprese edilen C1q’nun doğrudan katkısı olduğu 

düşünülmektedir. NO konsantrasyonundaki değişiklikler kompleman sistemine yansır. 

Yüksek glukoz konsantrasyonu ile uyarılan mitokondrial oksidatif stresin KynA’le anlamlı 

biçimde azaltılması ve C1q düzeylerinin, NO değerlerinden önce artması ve sonra NO ile 

birlikte düşmesi,  SH-SY5Y insan dopaminerjik hücre hattında glukotoksisitenin, NMDA 

reseptörü üzerinden klasik kompleman yolağını ve MAC oluşumunu etkilediğini 

düşündürmektedir. Yüksek glukoz uyarısı ile SH-SY5Y hücrelerinde CD59 sentezini artar. 

C1q-CD59 ilişkisi NO ekspresyonu üzerinden karşılıklı bir denge içindedir. C1q’nun 

oksidatif streste bir sensör olabileceği düşünülmektedir. CD59 düzeyleri NO düzeyi ve 

oksidatif stresin şiddetine göre değişmektedir. Yüksek konsantrasyonda glukoz bulunan 

ortama 40μU/ml insülin ilavesi ile meydana gelen insülin direnci ve aşırı oksidatif stres 

protein glikasyonuna sebep olarak CD59 ve C1q düzeylerini azaltır. Ortalama total 

metabolik aktivite ve hücre canlılığı ise ilk 24 saattaki düzeyine nazaran 3,7 kat azalır. 

Yüksek glukoz konsantrasyonuna maruz bulunan SH-SY5Y hücrelerinde ortama L-NAME 

ilavesi ikinci hücre siklusunda NO sentezinde  %57,2 azalma meydana getirirken C1q 

sentezi %66,2, oksidatif stres ise %37,8 azalır. C1q’da azalma, NO ve oksidatif stresteki 

azalma ile pozitif korelasyon gösterir. Ortama glukoza KynA veya L-NAME ilavesi ile 

gözlenen bifazik oksidatif stres cevabı C1q ve CD59’da yine bifazik fakat ters orantılı bir 

değişiklik meydana getirir. Ancak bu çalışmanın sonuçları, KynA’in yüksek glukoza bağlı 

dopaminerjik nöron hasarının önlenmesinde hem kompleman-aracılı, hem de NMDA 

reseptör-aracılı bifazik dual bir mekanizma ile etkili olduğunu göstermiştir. Bu 

mekanizmanın yüksek glukozla birlikte gelişen ilerleyici nöron hasarındaki etkilerinin 

incelenmesi için KynA ve analoglarının in vivo etkisini araştıran daha ileri çalışmalar 

planlanarak yeni terapötik yaklaşımları araştırılabilir. 
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