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OZET

Amag: Glutamat, merkezi sinir sisteminin temel uyarici ndrotransmitteri olup, normal
sinirsel fizyolojik siire¢lerde hayati bir rol oynar. Ancak, glutamatin agirt birikimi
eksitotoksisite adi verilen bir siire¢ aracilifryla ndronal hasara yol agabilir.
Literatlrde, hidrojen siilfiiriin (H:S) ¢esitli noroprotektif etkiler sergiledigi bildirilmis
olmasma ragmen, glutamat kaynakli toksisite tizerindeki etkileri heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir. Bu ¢alismanin amaci, C6 glial hiicre hattinda sodyum hidrojen
stlfirin (NaHS), glutamat eksitotoksisitesine karst olast koruyucu etkilerini
aragtirmaktir.

Yontem: C6 glioma hiicreleri kiiltiire edildikten sonra, dort farkli grup
olusturulmustur: (1) Kontrol grubu, (2) Glutamat grubu, (3) Sodyum Hidrojen Siilfiir
grubu ve (4) Sodyum Hidrojen Siilfur + Glutamat grubu. Tim gruplarda, uygulanan
tedavilerin C6 hiicre hattinda hiicre canliligi (XTT ydntemi) iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir.

Bulgular: NaHS uygulamasmm, glutamatin hiicre canliligmi azaltici etkisini
onleyemedigi goriilmistiir (p>0.05).

Sonug: Bu bulgular, NaHS'in glutamatin neden oldugu hiicresel hasara karst
ndroprotektif bir etkisinin olmadigini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Glutamat, Eksitotoksite, Sodyum Hidrojen Siilfit, C6 Glioma.

ABSTRACT

Objective: Glutamate, the primary excitatory neurotransmitter in the central nervous
system, plays a vital role in normal neural processes. However, excessive
accumulation of glutamate can lead to neuronal damage through excitotoxicity.
Although hydrogen sulfide (H2S) has been reported to have various neuroprotective
effects, its role in glutamate-induced toxicity remains unclear. This study aimed to
investigate the potential protective effects of sodium hydrogen sulfide (NaHS) against
glutamate excitotoxicity in a C6 glioma cell line.

Methods: C6 glioma cells were cultured and divided into four groups: (1) Control,
(2) Glutamate, (3) Sodium Hydrogen Sulfide, and (4) Sodium Hydrogen Sulfide +
Glutamate. The effects of treatments on cell viability were assessed using the XTT
assay.

Results: NaHS did not prevent the glutamate-induced reduction in cell viability
(p>0.05).

Conclusion: These findings suggest that NaHS does not exert neuroprotective effects
against glutamate-induced cellular damage.

Keywords: Glutamate, Excitotoxicity, Sodium Hydrogen Sulfide, C6 Glioma.
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GIRIS

Glutamat, sinir sisteminde uyaric1 6zellik
gosteren bir amino asit ndrotransmiteridir.
Norotransmiterler,  noronlar  arasinda
iletisimi saglayan molekiillerdir ve bu
iletisim uyaric1 veya baskilayict etkiler
olusturabilir. Glutamat ve aspartat baslica
uyarict amino asit ndrotransmiterler olarak
islev goriirken, GABA, glisin ve taurin gibi

molekuller inhibe edici etkiler
gostermektedirl.  Glutamat,  ozellikle
kortikal piramidal hicrelerde,
serebellumda, striatumda ve hareket
kontroliinde kritik rol oynayan
kortikostriatal alanlarda yuksek

yogunluklarda  bulunmaktadir.  Uyarici
amino asit sistemleri, noronal gelisim
siireglerini tesvik etme veya baskilama
potansiyeline sahiptir ve bu nedenle sinir
sistemi islevlerinde, noroplastisite
stireclerinde, sinaptik etkinligin
modulasyonunda ve sinaptik yapinin
yeniden sekillenmesinde ©nemli bir rol
oynamaktadir 23,

Patolojik durumlar veya beyin hasar1 gibi
durumlarda, glutamatin hiicre dis1 birikimi
artabilir. Bu artis, NMDA reseptor kanallari
araciligiyla kalsiyum iyonlarinin hiicre
igine agir1 girisine yol acar. Hiicre igine asir1
miktarda giren kalsiyum, mitokondriyal
disfonksiyona neden olarak sinir hasarini ve
hiicre 6lumund tetikler. Bu slreg, glutamat
eksitotoksisitesi olarak adlandirilmaktadir.

Glutamat ve kalsiyum
konsantrasyonlarindaki bu artis,
proapoptotik  genlerin  transkripsiyon

faktorlerini aktive ederken, antiapoptotik
genlerin transkripsiyonunu baskilayarak
hiicresel 6liim siireclerini hizlandirir 45,

Asirt glutamat salinimi sonucunda hiicreler
apoptoza  sdriklenir 8. Glutamat
eksitotoksisitesi, asagidaki hastaliklarin
patogenezinde dnemli bir rol oynamaktadir:

o Amiyotrofik lateral skleroz
o Multipl skleroz

e Alzheimer hastalig1

o Parkinson hastalig1

o Huntington hastaligi

o Epilepsi "1°.

Glutamat  salinimimin  kontrol  altina
alimmasi, birgok norodejeneratif hastaligin
standart tedavisine yonelik yeni bir
yaklasim  sunabilir. ~ Merkezi  sinir
sisteminde astrositler, ndérogenez, sinaps
gelisimi ve kan akiginin diizenlenmesi gibi
kritik iglevleri yerine getirmektedir. Ayrica,
astrositler, c¢evrelerindeki ¢esitli hiicrelerle
etkilesim kurar ve uyarilmis ndronlardan
salman glutamatin baglandig1 glutamat
reseptorlerini eksprese eder. Bu 0zellik,
astrositlerin noéronal aktivitelere yanit
verebilmesini saglar 14 Ancak, asir
glutamat salimimi astroglial hiicrelerin
islevlerini bozarak bu hiicrelerin fizyolojik
rollerini olumsuz etkiler °. Bu nedenle

astrositler, glutamat kaynakl
eksitotoksisiteye yonelik tedaviler igin
potansiyel bir hedef olarak

degerlendirilmektedir.

Hidrojen siilfiir (H=S), beyinde bir sinaptik
modiilatdr ve noroprotektan olarak islev
gormektedir 16, H.S, astrositlerde hiicre igi
kalsiyum  (Ca*)  konsantrasyonlarini
duzenleyerek 6nemli bir sinyal molekdli
olarak rol oynar . H.S’in biyolojik
etkilerini incelemek amaciyla sodyum
hidrosiilfit (NaHS) ve sodyum siilfiir (NazS)
gibi siilfiir tuzlar1 siklikla kullanilmaktadir.
Bu donorler, kisa siirede biiylik miktarda
H.S f{ireterek hiicresel ve hayvan deney
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eksitotoksisiteye karst NaHS’in koruyucu
etkileri arastirilmustir. Literatiirde, H2S’in
noroprotektan etkileri iizerine yapilan
calismalar, bu molekiiliin mitokondriyal
fonksiyonlar1  koruyarak  miyokardiyal
iskemi/reperfiizyon hasarina karst kalp
kasini korudugunu ortaya koymaktadir 819,
Kimura ve arkadaslarinin ¢aligmalar1 ise
H.S’in noronlar1 oksidatif strese karsi
korudugunu, hiicre i¢i Onemli bir
antioksidan olan glutatyon seviyelerini
artirarak hiicre canliligini  gelistirdigini
gostermistir’®.  Ancak, H.S’in glutamat
toksisitesine kars1 koruyucu etkileri tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu caligsmada,
glutamat toksisitesi olusturulmus C6 glial
hiicrelerinde NaHS’in koruyucu etkileri
deneysel olarak degerlendirilmistir.

YONTEM VE BULGULAR

Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Bu c¢alismada kullanilan malzemeler
sunlardir:  C6  glioma hiicre  hatti
(CRL107™), penisilin/streptomisin
(10,000 U/mL), DMEM/Besleyici Karisimi
F-12 Ham (1:1), fetal sigir serumu (FBS),
tripsin-EDTA ¢0zeltisi ve NaHS asit. Hiicre
kiiltiirii islemleri i¢in gerekli olan tiim sarf
malzemeleri steril kosullarda kullanilmistir.

Hicre Kultdru

C6 glioma hucreleri, Amerikan Tip Kaltar
Koleksiyonu'ndan (ATCC) temin
edilmistir. Hiicreler, steril kosullar altinda,
37 °C ve %5 COq igeren inkiibatorde, %1 L-
glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10
fetal sigir serumu eklenmis DMEM:F12
(1:1) besi yerinde, 25 cm?lik Kkultir
flasklarinda kiiltiire edilmistir. Hiicreler,
%80 yogunluga ulastiklarinda tripsin-
EDTA ¢ozeltisi kullanilarak pasajlanmig ve
iclincii pasaj sonrast deneysel caligmalara
baslanmustir.

Deneysel Model

C6 glioma hiicre hatti, NMDA aracili
glutamat toksisitesi modellerinde
kullanilmaya uygunlugu literatiirde
belirlenmis bir modeldir 2. Glutamat
toksisitesini indiiklemek amaciyla, onceki
calismalarda etkinligi gosterilen 10 mM
glutamat dozu ve 24 saatlik inkiibasyon
siiresi bu galismada da uygulanmistir 22,

NaHS Dozlart
NaHS asit, calismada farkl
konsantrasyonlarda test edilmistir.

Belirlenen dozlar sirasiyla 20, 10, 5, 2.5 ve
1.25 uM olarak uygulanmistir. Bu dozlar,
H.S’in  C6  hiicrelerinde  glutamat
toksisitesine kars1 etkilerini degerlendirmek
icin optimize edilmistir.

XTT Hiicre Canlilik Testi

NaHS'in glutamat toksisitesi sonrasit C6
glioma hiicrelerindeki canlilik iizerine
etkisi, XTT testi kullanilarak
degerlendirildi. Bu yontem, metabolik
olarak aktif hcrelerin, tetrazolyum tuzu
olan XTT’yi suda ¢dziinebilen turuncu
formazan bilesenlerine indirgeyebilme
kapasitesine ~ dayanmaktadir. Olusan
turuncu renkli boya, metabolik olarak aktif
hiicrelerin sayis1 ile dogru orantilidir ve
spektrofotometre ile belirli dalga boylarinda
olcgllebilir.

Deney Proseduri

Her kuyucukta 10 x 10% hicre olacak
sekilde steril 96 kuyucuklu mikro plakaya
hiicreler eklendi. Hiicrelerin yapismasi igin
plaka bir gece inkubattrde bekletildi. Ertesi
gun, hicreler Gzerindeki besi  yeri
uzaklastirilarak ~ kuyucuklar PBS ile
yikandi. Hiicrelere farkl
konsantrasyonlarda NaHS uygulandiktan 1
saat sonra 10 mM glutamat eklendi.
Uygulama sonrast hiicreler 24 saat boyunca
%S5 CO-'li 37 °C'de inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan, hiicreler tizerindeki
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besi yeri uzaklastirilarak kuyucuklar {i¢ kez
PBS ile yikandi. Her kuyucuga 100 uL
renksiz DMEM ve 50 pL XTT ¢ozeltisi
eklendi. Plaka, CO:'li etiivde 4 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, olusan
boyanin optik dansitesi 450 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucu kullanilarak
Olcildli. Hiicre canlilik orani, kontrol
grubunun canlilik oran1 %100 kabul edilip
% hicre canlilik = (Konsantrasyon O.D. /
Kontrol 0O.D.) X 100 formullinden
yararlanarak hesaplandi.

[statiksel Analiz

Veriler, SPSS 23.0 ile analiz edilmistir.
Normal dagilim gosteren veriler icin tek
yonlii ANOVA testi kullanilmustir. p <0.05
anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

NaHS’in, C6 glioma hiicrelerinde glutamat
tarafindan indiiklenen sitotoksisiteye karsi
koruyucu etkisi XTT hiicre canlilik testi ile
incelenmistir. Farkli  dozlarda NaHS
uygulanip glutamat toksisitesine maruz
birakildiktan sonra yapilan XTT testi
sonuclary, NaHS uygulanan gruplarda canli
hiicre  oranlarinin glutamat
uygulanan grupla kiyasla anlamli bir artis
gostermedigini ortaya koymustur.

yalnizca

XTr

Kontrol
] Glutamat
& | NaHS

I’ {=~ ey e

0
NaHS
(uM)

20 | 10 5| 25(125| 20 | 10 5 |25 |1.25

Glutamat | -

(10mM)

Sekil 1. NaHS'in glutamat kaynakli sitotoksisite
sonras1 C6 hiicrelerinde sag kalim iizerindeki etkisi.
Veriler, ortalama + standart hata olarak sunulmustur.
*p<0.05, kontrol grubu ile
anlaml farki gostermektedir.

karsilastirildiginda

] NaHS+Glutamat

TARTISMA
Bu ¢alismada, NaHS nin glutamat kaynakl

norotoksisiteye karst  koruyucu  etkisi
incelenmistir. Sonuglar, NaHS’nin
glutamatin neden oldugu hiicre Gliimiini
engellemedigini gostermektedir.

Glutamatin asir1 salinimi, hiicre 6liimiine
yol acarken, NaHS tedavisi herhangi bir etki
gostermemistir.

Hidrojen sulfir (Hz2S), en bol bulunan
iiclincii dogal gazdir ve hiicre dongiisi,
timor progresyonu ve cesitli fizyolojik
siireclerle  iligkilidir®®.  Aynica  H2S,
anjiyogenez, timor buyimesi, hicresel ve
mitokondriyal biyogenez, tumdr kan akist,
gbc ve invazyon, metastaz, protein
stlfhidrasyonu, epitelyal-mezenkimal
gecis, DNA onarimi ve kemoterapi direnci
dahil olmak Uzere hiicre dongusu ve timor
progresyonu ile baglantil gesitli fizyolojik
stireclerde rol oynar 2426, H»S, normalde
viicutta  bircok  biyolojik  fonksiyonu
desteklerken, cevresel Kirletici olarak toksik
etkiler de gosterebilir. Hucre 6limuni
tetikleme konusunda H2S'nin hem pro-
apoptoz hem de anti-apoptoz etkiler
yaratabilecegi gosterilmistir?’. Ornegin,
kolon kanseri hiicrelerinde H2S, apoptozu
koruyabilirken, baz1 hiicrelerde
proliferasyonu artirabilir?® 2°, Lee ve ark.,
farkl hiicre hatlarinda kiiciik ve yiiksek doz
NaHS uygulayarak anlamhi bir fark
bulamadilar 3°. Hooi ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada, hizli H2S dondrii olan
NaHS ile yapilan kronik tedavi, diyabetle
iligkili oksidatif stresin azalmasina yol
acmistir. Bu etki, muhtemelen NADPH
oksidazin NOX2 izoformunun inhibisyonu
araciligiyla gerceklesmektedir. Bu
mekanizma, damar sisteminde nitrik oksit
(NO) iiretiminin ve etkisinin korunmasina
yardimc1 olmaktadir. Bu bulgular, H2S ve
H2S dondrlerinin antioksidan etkilerinin,
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diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin
tedavisinde potansiyel bir terapotik secenek
olabilecegini 6ne siirmektedir 3.
Calismalar, NaHS’in ¢esitli noronal
modellerde noroprotektif rollerini
vurgulamistir. Ornegin, NaHS'nin
Alzheimer hastaligi (AD) modellerinde
oksidatif stresi azalttig ve
ndroinflamasyonu Onledigi gosterilmistir.
Ozellikle, NaHS tedavisinin TNF-a, IL-1pB
ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin
salmmmin1  baskiladigi ve mitokondriyal
fonksiyonu  korudugu ve mikroglial
kaltirlerde amiloid-B kaynakli toksisiteyi
azaltid1 bulunmustur 32, Ayrica NaHS,
iskemik beyin hasarini incelemek ig¢in
kullanilan bir model olan oksijen-glikoz
yoksunlugu (OGD) sirasinda  birincil
hipokampal ndéronlarda oksidatif strese
karst noroprotektif etkiler gostermistir.
Reaktif  oksijen tarlerinin (ROS)
seviyelerinin azalmas1 ve siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon gibi
antioksidan ~ savunmalarin  artmasiyla
gosterilen oksidatif hasar1 hafifletir 3. Bu
bulgular, NaHS'nin sadece Alzheimer'da
degil, oksidatif stres ve ndroinflamasyonu
modiille ederek diger norodejeneratif
durumlarda da faydali olabilecegini ve daha
fazla kesif i¢in potansiyel bir terapotik yol
sundugunu gostermektedir.

Calismamizda C6 glioma hiicre hattina
NaHS uygulandiginda, glutamat
toksisitesine kars1 hiicre sagkalimi iizerinde
anlaml bir noroprotektif etki
gozlemlenmemistir; bu, H2S'nin farkh
dozlar1 ve mekanizmalarmin, hiicre tiiriine
veya uygulama kosullarina bagli olarak
degisken etkiler gdOsterebilecegini ve
NaHS'in etkisinin, modelin 06zelliklerine
gore smirli olabilecegini diisiindiirmektedir.

SONUC

Sonuglarimiz, hidrojen siilfiir (H2S) dondri
olan  NaHS'in  glutamat  kaynakl
eksitotoksisiteye karst ndoroprotektif bir
etkisi olmadigini gostermektedir. H2S'in ¢ift
yonlu etkisi g6z oniinde
bulunduruldugunda, farkl
konsantrasyonlar ~ ve  mekanizmalarla
degisik  etkiler ortaya koyabilecegi
diistiniilmektedir. Bu sonuclar, H>S'in daha
az bilinen ozelliklerinin kesfedilmesi i¢in
daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini
ve noroproteksiyon gibi  alanlardaki
potansiyel terapotik kullaniminin daha iy1
anlagilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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