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OZET

Amag: Etosuksimidin sinir sistemi {izerinde olumlu etkileri oldugu mevcut
aragtirmalar tarafindan ortaya konmustur. Ancak, hidrojen peroksit kaynakli oksidatif
stres iizerindeki etkisi glial hiicrelerde hala belirsizdir. Bu ¢alismada, C6 glial
hiicrelerinde hidrojen peroksit kaynakli oksidatif hasardan sonra etosuksimidin glial
hasar iizerindeki etkisini incelemeyi amagladik.

Yontem: Calismada C6 glioma hiicreleri kullanildi. H.O» uygulanan gruptaki
hiicreler 24 saat boyunca H.O:'ye maruz birakildi. Etosuksimid grubundaki hiicreler
24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda etosuksimid ile inkiibe edildi. Etosuksimid
ve H-0: birlikte uygulanan gruptaki hticreler bir saat boyunca etosuksimid ile inkiibe
edildikten sonra 24 saat boyunca H>O-'ye maruz birakildi. Hiicre canliligt XTT testi
ile degerlendirildi. Apoptoz {iizerindeki etkisi, akis sitometrisi kullanilarak
degerlendirildi.

Bulgular: Etosuksimid ve H20: grubu ile karsilastirildiginda, H-O: uygulanan grupta
etosuksimid, C6 hiicrelerinde hiicre canliligini veya apoptoz profilini degistirmedi
(p>0,05).

Sonug: Etosuksimid, C6 hiicre hattinda H202 ile indUklenen oksidatif stres ve apoptoz
profilini etkilemeyerek anlamli bir koruyucu etki gostermedi. Bu sonug¢ kullanilan
dozun ya da inkiibasyon siiresinin her ikisinin ya da birinin yetersiz olmasindan
kaynaklaniyor olabilir.

Anahtar kelimeler: C6 hucreleri, Etosuksimid, Hidrojen Peroksit, Oksidatif Stres,
Apoptoz.

ABSTRACT

Aim: Current studies have revealed that Etosuksimide has positive effects on the
nervous system. However, its effect on hydrogen peroxide-induced oxidative stress in
glial cells is still unclear. In this study, we aimed to examine the effect of
ethosuximide on glial damage after hydrogen peroxide-induced oxidative damage in
C6 glial cells. C6 glioma cells were employed in the study.

Method: Cells in the H2O--treated group were exposed to H-O- for a 24-hour period.
The ethosuximide group was incubated with different concentrations of ethosuximide
for 24 hours. Cells in the combined ethosuximide and H.O: group underwent a one-
hour incubation with ethosuximide, followed by a 24-hour exposure to H.O.. Cell
viability was evaluated using the XTT assay. Flow cytometry was utilized to assess
the impact on apoptosis.

Results: When comparing the ethosuximide and H-0: group to the H.O»-only group,
it was found that ethosuximide did not alter cell viability or apoptosis patterns in C6
cells.

Conclusion: In summary, ethosuximide did not demonstrate a significant protective
effect against hydrogen peroxide-induced oxidative stress and apoptosis in the C6 cell
line. This result may be attributed to insufficient dosage or incubation time, or a
combination of both.

Keywords: C6 glioma cells, Ethosuximide, Hydrogen peroxide, Oxidative stress,
Apoptosis.
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GIRIS ve AMAC

Oksidatif stres, hucresel metabolizma
sirasinda  {retilen  hidroksil  radikali,
superoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artis1 ve bu
tirleri detoksifiye eden antioksidanlarin
yetersizligi sonucu oksidatif dengenin
bozulmas: olarak tanimlanir ®. Normal
hlcresel metabolizmada, hidrojen peroksit
(H202) gibi reaktif oksijen turleri (Reaktif
oksijen Turleri) Gretilir. Bu tdrler, sinyal
iletim surecinde hayati roller oynarlar 2.
Ancak, H20: iiretimindeki artis hiicresel
bilesenlere zarar verir ve ayni zamanda
genotoksik etkilere neden olur 3. Ayrica,
asir1 reaktif oksijen tiirleri tiretimi, hiicresel
islev  bozuklugu ve hiicre olimii ile
sonuclanan oksidatif hasara yol agar®. Son
zamanlarda, oksidatif stresin
norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir rol
oynadigina  dair  bulgularin  sayisi
artmaktadir. Oksidatif stresin kritik beyin
bolgelerinde hasara neden oldugu ve
boylece noronal iletisimi diizenleyen
mekanizmalarin bozuldugu
distiniilmektedir.  Klinik  calismalarda,
cesitli norodejeneratif hastaliklara sahip
insanlarda, antioksidan enzim, lipid
peroksidasyonu ve nitrik oksit diizeylerinde
onemli degisiklikler tespit edilmistir.
Mitokondri kompleksindeki elektron akisi
sirasinda bazi elektronlar zincirden kagar,
bunun sonucunda reaktif oksijen radikalleri
olusur  ve fonksiyon
bozuklugu meydana gelir. Mitokondrial
fonksiyon bozuklugu ve oksidatif hasar,
hiicre ici sinyal sistemi, hiicre ici kalsiyum
dengesi ve DNA yapisinda degisikliklere
yol acarak sinir sisteminde kalici
olumsuzluklara neden olabilir 5. Oksidatif
stres, ¢esitli norodejeneratif bozukluklarin

mitokondrial

ortaya ¢ikmasinda ve/veya ilerlemesinde rol
oynayan cesitli hastaliklarla

iliskilendirilmistir. Norodejeneratif
hastaliklar, diinya ¢apinda islev bozuklugu
ve morbiditenin en o6nemli nedenleri
arasindadir ve yaslanan toplum iizerindeki
yiiksek etkileri nedeniyle biyuk ilgi
gormektedir. Bu hastaliklar temel olarak
noronal fonksiyondaki surekli bozulmaya
dayanir ve beyin atrofisine yol agar. Bilinen
en yaygin norodejeneratif hastaliklar
arasinda  asagidakiler  sunulmaktadir:
Alzheimer hastaligt  (AD), Parkinson
hastaligi (PD), Huntington hastaligi (HD)
ve amyotrofik lateral skleroz (ALS)®. Glial
hicreler, merkezi ve ¢evresel sinir
sisteminde yer alan hiicrelerin ¢ogunlugunu
olusturan ve sinir hiicresi olmayan
hicrelerdir. Glial hucreler merkezi sinir
sisteminde  (SSS) Onemli islevlere
sahiptirler. Sinir hiicrelerinin homeostazini
surdurme, destekleme ve koruma gibi
onemli islevlere sahiptirler®. Bu nedenle,
glial  hucrelerdeki  oksidatif  stresin
azaltilmasi norodejeneratif bozukluklar i¢in
kritiktir. Etosuksimid, Absens ndbetlerinin
tedavisinde kullanilan, etkili ve nispeten iyi
tolere edilebilen bir ilag olarak sunulmustur.
Talamus hucrelerindeki diistik esikli T-tipi
kalsiyum akislarinin azalmasi,
etosuksimidin absens nobetlerinin
tedavisindeki temel etki mekanizmasidir®,
Etosuksimidin NMDA reseptor
hipofonksiyonu norotoksisitesine  karsi
koruma sagladigi gosterilmistirt®,
Etosuksimidin frontotemporal demans ve
amiyotrofik lateral skleroz modellerinde
noroprotektif  etkiye  sahip  oldugu
saptanmigtir'!. Etosuksimidin noroprotektif
faydalar1 sadece solucanlarla  smirh
degildir; ayn1 zamanda Huntington hastalig1
icin insan noroblastoma hicre kilturd
modelinde de etkili oldugu bildirilmistir*2,
Ayn1  zamanda etosuksimid, ratlarin
amyloid beta toksinine bagli olarak
olusturulan Alzheimer hastaligi modelinde
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noronal hasar1 ve bilissel bozukluklari
azaltmistir’®,  Bu da, etosuksimidin
noroprotektif etkilerinin insanlara
aktarilabilecegini ve genel bir ndroprotektif
ilag olarak yeniden kullanilabilecegini
gostermektedir 2. Ancak, etosuksimidin C6
glial  hucrelerindeki  oksidatif  stres
iizerindeki etkisi ve altinda yatan
mekanizmalar  hala  belirsizdir.  Bu

baglamda  c¢alijmamizda, C6  glial
hicrelerinde  hidrojen  peroksit ile
indiiklenen  oksidatif  strese  karsi
etosuksimidin etkisini arastirmayi
planladik.

MATERYAL & METOT

Hicre Kaltiru

ATCC’den temin edilmis olan C6 Glioma
(CRL107™) hiicreleri steril kosullar altinda
37°C ve %5 CO2’li ortamda, 25 cm2’lik
flasklarda, %1 L-glutamin, %1 penisilin-
streptomisin ve %10 fetal sigir serumu
iceren DMEM (Sigma-Aldrich, USA) hiicre
kiiltiir besi yerinde ¢ogaltildi. Hiicreler %80
yogunluga ulastiklarinda pasaj yapildi ve
liclinci  pasajin ardindan calismalara
baslandi.  Etosuksimid (Sigma-Aldrich,
ABD) ve glutamat (Sigma-Aldrich, ABD)
DMEM igerisinde ¢oziildii ve islemden
once stok ¢ozeltiler hazirlandi.

XTT Hiicre Canlilik Testi

Hiicre canlilig, XTT testi (Roche
Diagnostic, MA, USA) kullanilarak
degerlendirildi. C6 Gliom hiicreleri, 96-
kuyu plakalarda 100-u. DMEM iginde
1 x 10 hiicre/kuyu yogunlugunda ekildi ve
etosuksimid uygulamasindan once bir gece
boyunca bayatuldu. Ertesi gin,
etosuksimidin noroprotektif  etkisini
degerlendirmek i¢in dort hiicre grubu
hazirlandi. Kontrol grubu herhangi bir
tedavi gormedi. H202 grubu hiicreleri, 24
saat boyunca 0.5 mM H20:le tedavi edildi.
Etosuksimid grubu hcreleri, 24 saat

boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda (5, 10,
20, 40 uM) etosuksimid ile tedavi edildi.
Etosuksimid + H202 grubu hicreleri, 1 saat
boyunca cesitli konsantrasyonlarda (5, 10,
20, 40 uM) etosuksimid ile 6n tedavi edildi
ve ardindan 24 saat boyunca 0.5 mM
H202'ye maruz birakildi**. Inkiibasyondan
sonra, ortam uzaklastirildi ve kuyular iki
kez fosfat tamponlu salin ile yikanildi. Son
adimda, tiim kuyulara 100 pL fenol kirmizi
icermeyen DMEM ve 50 upL XTT
etiketleme ¢ozeltisi karisimi eklendi ve
ardindan plakalar 4 saat boyunca 37°C'de
tutuldu. Plakalar calkalandi ve absorbans,
bir ELISA mikroplaka okuyucusu (Thermo
Fisher Scientific, Altrincham, Ingiltere)
kullanilarak 450 nm'de tespit edildi. Tiim
deneyler ii¢c kez gerceklestirildi ve hiicre
canliligl, kontrol grubuna gore canli hiicre
miktar1 yiizdesi olarak 6l¢tildit>7,

Anneksin V' Boyasi ile Apoptozisin
Degerlendirilmesi

Yaklasik 5 x10° C6 hiicresi, 6 oyuklu
plakalara ekildi ve gece boyunca plakaya
yapismast  beklendi. Ertesi giin, C6
hicreleri, 20 puM etosuksimid, 0.5 mM
H202 veya 20 uM etosuksimid + 0.5 mM
H202 ile 24 saat inkiibe edildi. 24 saat
sonunda hiicreler tripsinize edilerek toplanir
ve en az % 1 FBS igeren PBS iginde
siispanse edilerek {ireticinin talimatlar
izlenerek islem tamamlandi. Protokol,
kaltir icindeki erken apoptotik hiicrelerin
direkt olarak tespit edilmesi esasinda
dayanmaktadir. Optimal sonu¢ igin
hicrelerin final konsantrasyonu 2x10* -
1x10° hiicre/kuyucuk (ya da 1x10° ila 5x10°
hiicre/mL) olacak sekilde ayarlandi.
Hazirlanan hiicrelere esit hacimde Annexin
V & Dead Cell reaktifi ile karistirildi.
Hiicreler yaklasik olarak 20 dakika sonra
Muse Cell Analyzer (Millipore) ile
okutuldu®,
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Istatiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatiksel
degerlendirilmesi SPSS paket programi
dahilinde, normal dagilim gosteren veriler
icin tek yonli ANOVA Varyans Analizi
Testi uygulanarak yapildi. Sonuglardan
P<0.05 olan degerler anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR

H202 Kaynakl Oksidatif Stres Sonrast C6
Hiicre Canhiligi  Uzerine Etosuksimidin

Etkisi

Bu c¢alismada,  Etosuksimidin = C6
hicrelerinde H20z2 ile indliklenen oksidatif
hasara  kars1  koruyucu etkilerini
degerlendirmek i¢in XTT hiicre canlilik
testi yapildi. Artan dozlarda (10-40 pM)
etosuksimidin hem kontrol grubu hem de
H20:2 ile tedavi edilen gruptaki hicre
canliligina etkisi test edildi. C6 hiicrelerinin
24 saat boyunca H20: ile inkibasyonu,
kontrol hiicrelerine kiyasla hiicre canliligin
onemli Olciide azaltt1 (P<0,05; Sekil 1).
Etosuksimidin tek bagina herhangi bir
konsantrasyonda kontrol grubuna gore,
hiicre canhlgim1 etkilemedigi gorildi
(P>0,05; Sekil 1). Ek olarak 10, 20 ve 40
MM etosuksimidin, H20: ile tedavi edilen
C6 hucrelerinde H202 tek bagia ile tedavi
edilen gruba gore hiicre canliligini anlaml
bir sekilde degistirmedi (P>0,05; Sekil 1).
Dolayisiyla etosuksimidin (10-20-40 puM)
dozlarinda C6 glial hiicre hattinda hidrojen
peroksit ile indiklenen oksidatif hasara

kars1 noroprotektif etkisini
gozlemlenmemistir.

B8 Kontrol

= H,0,

40 20 10 5 10 5

"
H.0,

(0.5 mM)

+ 1 - -1 -1+|+|+]+]*

* * *
B3 Etosiiksimid
ll mm H,0,+ Etosiiksimid
2

Sekil 1. C6 hiicre hattinda H202 ile indiiklenen
sitotoksisite Uzerine etosuksimidin etkisi. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. *P<0,05,
kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda; #P<0,05,
H202 grubu karsilastirildiginda.

Flow Sitometri Testi Uygulamast ile
Etosuksimidin  H202 ile Induklenen
Oksidatif Hasar Sonrast Apoptoz Uzerine
Etkisinin Incelenmesi

C6 glial hicrelerinde etosuksimidin
apoptoz profili, uygun Kkitlerle birlikte bir
flow  sitometri  cihaz1  kullanilarak
degerlendirildi. Kontrol grubunda erken
apoptotik hiicre, ge¢ apoptotik hticre, 6li
hiicre ve canli hiicre oranlar1 sirasiyla %
0.37, %0.96, %0.64 ve %98.04 olarak
belirlendi. H202 grubunda erken apoptotik
hlicre, ge¢ apoptotik hiicre, 6l hicre ve
canli hiicre oranlar1 sirasiyla %18.76,
%30.19, %1.42 ve %49.63 olarak gozlendi.
Etosuksimid grubunda erken apoptotik
hlicre, ge¢ apoptotik hicre, 6li hilcre ve
canlt hiicre oranlari sirasiyla %1.02, %0.20,
%1.02 ve % 97.75 olarak saptandi. H202 +
Etosuksimid grubunda ise erken apoptotik
hiicre, ge¢ apoptotik hiicre, 6l hicre ve
canli hiicre oranlar1 sirasiyla %16.93,
%34.02, %3.47 ve %45.57 olarak bulundu.
Kontrol grubuna goére H202’nin erken
apoptotik hlicre ve gec¢ apoptotik hicre
oraninlarinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
artisa ve canli hiicre oraninda anlmli bir
azalmaya neden oldugu tespit edildi
(P<0,05; Sekil 2). Kontrol grubuna gore
etosuksimidin tek basma erken apoptotik
hiicre, ge¢ apoptotik hiicre ve canli hiicre
oraninlarinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
degisiklige neden olmadig1 gosterildi
(P>0,05; Sekil 2). H202 grubuna gore
etosuksimidin  H202 ile uygulandiginda
erken apoptotik hticre, ge¢ apoptotik hicre
ve canli hiicre oraninlarinda istatistiksel
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olarak anlamli bir degisiklige neden
olmadig1 gosterildi (P>0,05;Sekil2).
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Oksidatif Hasar Sonrasi Apoptoz Uzerine Etkisi.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.
&p<0,05, kontrol grubu ile karsilastinldiginda;
P>0,05, H202 grubu karsilastirildiginda

TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda, H202 ile
indlklenen C6 hucrelerinde oksidatif stress
kaynakl apoptosis artisina  karst
etosuksimidin koruyucu etkisi ilk kez
arastirlldi. Mitoz ve apoptoz c¢ok benzer
morfolojik  Ozellikler  gosterdiginden
apoptoz hiicre donglisii  arasinda
dogrudan bir baglanti oldugu
diistiniilmektedir. Calismalar, hiicre
dongiisii durmasi ve apoptozun hiicrelerde
p53 aktivasyonunun en dikkat cekici
biyolojik sonuglari oldugunu ve p53'iin hem
hiicre dongiisii durmasimm1 hem de hiicre
sahip

ile

Olimiinii  indiikleme yetenegine

oldugunu gostermistir®. Oksidatif stres,
organizmada oksidan  maddeler ile
antioksidan savunma sistemleri arasinda bir
dengesizligi ifade eder. Bu dengesizlik,
reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimine yol
acar, bu da dokularin hasar gérmesine ve
organizmanin normal fizyolojik islevinin
bozulmasina  neden Ayrica,
kanitlanmig  bulgular, oksidatif stresin,
merkezi sinir sistemindeki noérodejeneratif
hastaliklarin baslangici ve ilerlemesi ile
karmasik bir sekilde baglantili oldugunu
gostermektedirl. Norotoksisite, Alzheimer,
Parkinson ve Huntington hastaliklari, beyin
travmast, AIDS demans kompleksi, inme ve
omurilik lezyonu dahil olmak Gzere bir dizi

olur.

kronik ve akut norolojik hasarla
iliskilendirilmistir?®®. Ayrica arastirmalar,
oksidatif stresin norodejeneratif
hastaliklarn  ve SSS  bozukluklarinin

gelisiminde anahtar bir faktor oldugunu
ileri strmektedir. Bu bilgilerle uyumlu
olarak arastirmamizda H202 'nin hiicre
canliligint azalttigi ve oksidatif stresi
arttirdig1 goriildii. Serbest radikal fazlasinin
cesitli  norolojik  bozukluklarda hiicre
oliimiine neden olduguna dair yaygin inang,
norotoksisiteyi azaltabilen veya ortadan
kaldirabilen  ilaglara  yonelik  yogun
aragtirmalara yol agmustir.

Etosuksimid absans epilepsisini tedavi
etmek i¢in kullanilan antiepileptik bir
ilagtir. Diger noropsikiyatrik hastaliklar
tedavi fayda
gorebilir. Etosiiksimidin sican
hipokampusundan in vitro olarak elde
edilen noral kok hicrelerin  (NSC'ler)
cogalmasim1 ve noronal farklilasmasini
uyardigi, yetiskin siganlarda hipokampal

olarak kullanilmasindan

norojenezi arttirdigt ve Alzheimer sigan
modelinde hipokampal NSC kaybinin yani
sira 6grenme ve hafiza sorunlarini tersine
cevirdigi ~ gosterilmigtir’®, Ek  olarak
etosuksimidin  PI3K/AKT/Wnt/-katenin
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sinyal yolu ile ndrojenezi uyarabilecegi
gosterilmistir’®. Diger calismalar, hiicre dist
ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarinin,
ya ethosuksimid ya da diger ilaglar yoluyla
distiriilmesinin, beyin sagligi {izerinde
olumlu bir etkiye sahip olabilecegini
gostermigtir??. T tipi Ca2+ kanal,
hicrelerdeki Ca2+ seviyelerini kontrol eden
voltaj kapili Ca2+ kanallarindan biridir. T-
tipi kalsiyum kanal blokeri ethosuksimidin,
NOD/Lt] farelerinde yasa bagl isitme
diisiisiinii, isitsel uyarilmig beyin sap1
yanitlart ile Olgildiigii lizere, ve dis sag
hiicreleri ile spiral ganglion ndronlarinin
kaybini Oonemli olgiide azalttig1
bulunmustur . Bu etkiler, apoptotik yolun
inhibisyonu ile iliskiliydi??>. Etosuksimide
kullanilarak T tipi Ca2+ kanallariin inhibe
edilmesinin epileptogenezi baskilayabildigi
bulunmustur?®.  T-tipi  kalsiyum kanal
blokerlerinin, kalsiyum seviyelerini
dizenlemeye ve hicreleri, Parkinson
hastalig1 ile baglantili bir toksin olan
rotenonun  neden  oldugu  hasardan
korumaya yardimci oldugu gosterilmigtir?4,
Bu ilaclarin ayrica oksidatif stresi azalttigi
da gosterilmistir?®. T tipi bir kalsiyum kanal
blokeri olan efonidipinin, Nrf2'yi ve
ardindan gelen antioksidan enzimleri aktive
ederek  renal interstisyel  fibrozisi
iyilestirdigi gosterilmistir?®®. Sahin ve ark.
Ile yapilan ¢alismaya gore, etosuksimidin,
C6 glia hicrelerinde glutamat ile
indiiklenen sitotoksisiteye karsi koruyucu
bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ek
olarak, bu etkide yer alan potansiyel
mekanizmalardan biri oksidatif stresin
engellenmesidir?’.  Onceki ¢alismalarla
celiskili olarak, bu ¢alisma kapsaminda, C6
hlcrelerinde H202 kaynakli oksidatif stres
sonrast etosuksimidin  (10-20-40 pM)
dozlarinda herhangi bir anlaml
noroprotektif etki gdstermedi. Bu sonug
kullanilan dozun ya da inkiibasyon

suresinin her ikisinin ya da birinin yetersiz
olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Sonug olarak, etosuksimidin, H202 kaynakli
oksidatif stres sonrasinda C6 glial
hiicrelerinde hiicre Sliimiinii azaltmadigini
gosterdi. Ancak, ilgili potansiyel streglerle
ilgili sorunlar1 yanitlamak i¢in daha fazla
arastirmaya ihtiyag vardir.
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