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OZET

Glutamat merkezi sinir sisteminin en 6nemli eksitatér ndrotransmitter maddesi olup
sinaptik plastisite, 6grenme, hafiza ve diger bilissel islevleri igeren ¢esitli fizyolojik
stireglerde onemli rol oynamaktadir. Glutamat beyin fonksiyonlarinda 6nemli rol
oynamasina ragmen merkezi sinir sistemindeki yiliksek konsantrasyona ulagmasi
norotoksik etkisinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Alzheimer, Parkinson,
Huntington, Epilepsi ve Multiple Skleroz gibi ¢esitli norolojik hastaliklarm
patogenezinde glutamat eksitotoksisitesi Onemli rol oynamaktadir. Bir 3. kusak
sefalosporin grubu beta laktam antibiyotik olan seftriaksonun sinir sistemi iizerine olumlu
etkileri ¢esitli aragtirmalarda gosterilmistir. Fakat glutamat eksitotoksisitesi {izerine etkisi
heniiz aydinlatilmamisgtir. Bizim bu ¢aligmadaki amacimiz C6 glioma hiicre hattinda
seftriaksonun glutamat eksitotoksisitesi tizerine etkisinin incelenmesi olacaktir.

C6 glioma hiicre kiiltiiriinde kontrol grubu, glutamat grubu, seftriakson grubu ve
seftriakson+glutamat grubu olmak {izere 4 grup planlanmistir. Kontrol grubuna herhangi
bir uygulama yapilmazken seftriakson+glutamat grubuna ¢esitli konsantrasyonlarda (200,
100, 50, 25, 12,5 uM) seftriakson uygulanip 24 saat sonra glutamat uygulanmigtir. XTT
hiicre canliligi testi ile ilacimizin toksisite tizerine etkisi belirlenmigtir. Hiicre
stipernatantlarindaki TAS ve TOS konsantrasyonlar: ticari kit protokolii takip edilerek
belirlendi. Sonuglar TAS ve TOS i¢in sirasiyla mmol Trolox Equiv./L ve umolH202
esdeger/L olarak sunuldu.

XTT hiicre canlilig: testi sonuglarina gore, seftriakson, eksitotoksisite olusturulan C6
glioma hiicrelerinde hiicre canliligini etkilememistir ve TAS ve TOS seviyeleri {izerinde
de anlamli bir etki gostermemistir (P>0,05).

Caligmamizdan elde ettigimiz verilerde seftriaksonun glial hiicreleri glutamatin toksik
etkisinden koruyamadigi sonucu elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: C6 glioma, Eksitotoksisite, Glutamat, Sefalosporin, Seftriakson.

ABSTRACT

Glutamate is the most important excitatory neurotransmitter substance of the central
nervous system and plays an important role in various physiological processes including
synaptic plasticity, learning, memory and other cognitive functions. Although glutamate
plays an important role in brain functions, its high concentration in the central nervous
system causes its neurotoxic effect. Glutamate excitotoxicity plays an important role in

the pathogenesis of various neurological diseases such as Alzheimer's, Parkinson's, Huntington's, epilepsy and multiple
sclerosis. The positive effects of ceftriaxone, a 3rd generation cephalosporin group beta-lactam antibiotic, on the nervous
system have been shown in various studies. However, its effect on glutamate excitotoxicity has not been clarified yet. Our aim
in this study will be to examine the effect of ceftriaxone on glutamate excitotoxicity in C6 glioma cell line.

In C6 glioma cell culture, 4 groups were planned as control group, glutamate group, ceftriaxone group and
ceftriaxone+glutamate group. While no application was made to the control group, ceftriaxone at various concentrations (200,
100, 50, 25, 12.5 uM) was applied to the ceftriaxone+glutamate group and glutamate was administered 24 hours later. The
effect of our drug on toxicity was determined by the XTT cell viability test. TAS and TOS concentrations in cell supernatants
were determined following the commercial kit protocol. Results are presented as mmol Trolox Equiv./L and pmolH202
equivalent/L for TAS and TOS, respectively.

According to the XTT cell viability test results, ceftriaxone did not affect cell viability in C6 glioma cells with excitotoxicity
and did not show a significant effect on TAS and TOS levels (P>0.05).

In the data we obtained from our study, it was concluded that ceftriaxone could not protect glial cells from the toxic effect of
glutamate.

Keywords: C6 glioma, Cephalosporin, Ceftriaxone, Excitotoxicity, Glutamate.
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GIRIS

Merkezi sinir sisteminin en 6nemli uyarici
ndrotransmiteri  olarak  kabul edilen
glutamat, sinaptik plastisite, 0grenme ve
hafiza dahil olmak tlizere bir¢ok bilissel
islevin diizenlenmesinde ¢ok kritik bir role
sahiptir.! Glutamat, merkezi sinir siste-
minde milimolar konsantrasyonlar da
bulunur.? Sinaptik aktivite, sinaptik yarikta
glutamat konsantrasyonunda bir artiga yol
acar, ancak hiicre dis1 glutamat kon-
santrasyonu, glutamat tasiyicilari tarafindan
glutamat alimu ile korunur.® Glutamat beyin
fonksiyonlar1 i¢in gerekli olmasina ragmen,
yiiksek konsantrasyonu norotoksik etkisine
neden olur.* Asir1 glutamat salinim1 sonucu,
glutamat reseptorlerinin uzun siireli aktivas-
yonunun neden oldugu kalsiyum yiiklen-
mesi eksitotoksisiteye yol acar ve bu durum
norodejenerasyonda  O6nemli  bir role
sahiptir. Hiicre i¢i kalsiyum konsan-
trasyonundaki artisa yanit olarak proteaz
aktivasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve
reaktif oksijen tiirlerinde bir artis meydana
gelir ve bu da noronal hiicre O6liimiinii
tetikler.* Astroglial hiicreler, merkezi sinir
sisteminde homeostazi saglayan, noronlari
destekleyen ve koruyan noéronal olmayan
hiicrelerdir.  Ayrica  glial  hiicrelerin
aktivasyonu, noronal hiicreleri yok eden
ndroinflamasyon ve oksidatif strese neden
olur> Bu nedenle glial hiicrelerin
hasarlanmas1 basta Alzheimer hastalig1 ve
Parkinson hastaligi olmak {izere noro-
dejeneratif  bozukluklarin  gelismesinde
onemli rol oynar.® Ozellikle asir1 hiicre dist
glutamat sadece noronlar1 degil astrogliyal
hiicreleri de bozar.” Ilerleyici néropatolojik
stireclerin altinda yatan neden olan glial ve
noronal hiicre Olimii, hiicre i¢i artmis
oksidatif stres tarafindan indiiklenir.2 Artan
glutamat konsantrasyonu, glutatyon sente-

zini inhibe eder ve asir1 serbest radikal
olusumuna yol agarak oksidatif strese neden
olur® Dolayisiyla glutamat  kaynakl
toksisite, Huntington, Amyotrofik Lateral
Skleroz (ALS), Alzheimer ve Parkinson
gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol
oynar. Noronal hiicrelerin  glutamat
kaynakli eksitotoksisiteye karsit korunmasi,
yukarida bahsedilen nérodejeneratif hasta-
liklara kars1 etkili bir terapdtik yaklagim
olabilir.1°

Seftriakson, klinikte bakteriyel enfek-
siyonlar1 ve menenjiti tedavi etmek igin
kullanilir ve c¢alismalar, B-laktam antibi-
yotiklerin  (seftriakson  gibi) GLT-1
ekspresyonunu artirabildigini ve noro-
protektif etkileri oldugunu gdstermek-
tedir.t! Seftriakson, GLT-1'in ekspres-
yonunu ve fonksiyonunu diizenler, hiicre
dis1 glutamati azaltir ve nihayetinde potan-
siyel glutamat eksitotoksisitesini hafiflet-
mektedir.'?

Seftriaksonun glutamat kaynakl
eksitotoksisite ve altta yatan mekanizmalar
iizerindeki etkisi heniiz tam olarak aydinla-
tilamamistir.  Bu ¢alismada, C6 glial
hiicrelerinde glutamat kaynakli sitotoksi-
siteye karsi seftriaksonun etkisi arastiril-
mistir.

MATERYAL ve METOT

Hiicre Kiiltiiri

C6 (CCL-107) hiicre hatti, Amerikan Tipi
Kiiltiir Koleksiyonundan temin edildi ve
%10’luk Fetal Sigir Serumu (FBS) (Sigma-
Aldrich Co., St Louis, MO, USA), %1°lik
penisilin/streptomisin (Sigma Aldrich Co.,
St Louis, MO, USA) ve %1’lik L-glutamin
iceren F12K midyum'da (Thermo Fisher
Scientific, Altrincham, UK) kiiltiire edildi.
Uygun kosullar saglanarak inkiibatorde
(37°C ve %5 CO2 ile nemlendirilmis
atmosfer)  bekletildi.  Seftriakson  ve
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glutamat, F12K (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, MO, USA) i¢inde ¢ozildi ve
muameleden  Once  stok  ¢ozeltileri
hazirland.

Hiicre Canlilik Degerlendirmesi

Hiicre canlihg, XTT testi (Roche
Diagnostic, MA, USA) kullanilarak
degerlendirildi. Baslangigta C6 hiicreleri,
kuyucuk basima 100 uL. DMEM iginde 1 x
10* hiicre yogunlugunda 96 kuyucuklu
plaklara ekildi ve islemden Once gece
boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin,
seftriaksonun noroprotektif etkisini deger-
lendirmek i¢in dort fakli hiicre grubu
hazirlandi. Kontrol grubuna herhangi bir
uygulama yapilmadi. Glutamat grubundaki
hiicreler 24 saat 10 mM glutamat ile uygu-
lama yapildi. Seftriakson grubundaki
hiicreler, 24 saat boyunca ¢esitli konsan-
trasyonlarda (200, 100, 50, 25, 12,5 uM)
seftriakson ile muamele edildi. Seftriakson
+ glutamat grubundaki hiicreler, 1 saat
stireyle cesitli konsantrasyonlarda (200,
100, 50, 25, 12,5 uM) seftriakson ile isleme
tabi tutuldu ve sonra 24 saat boyunca 10
mM glutamat uygulandi. Inkiibasyondan
sonra 96’11 plaka ¢ikarilip kuyucuklar fosfat
tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Daha
sonra tim kuyucuklara fenol kirmizisi
icermeyen 100 uLL DMEM ve 50 pL XTT
sollisyonu ilave edildi ve ardindan 4 saat
boyunca 37 °C'de tutuldu. Gruplarin
absorbansi, 450 nm'de bir ELISA mikro
plaka okuyucu (Thermo Fisher Scientific,
Altrincham, UK) kullanilarak 6l¢iildii. Tiim
deneyler iic kez tekrarlandi ve hiicre
canliligi, kontrol grubuna (tedavi uygu-
lanmamig hiicreler) kiyasla canli hiicre
ylizdeleri olarak ol¢iildii.

Hiicre homojenatlarinin hazirlanmasi

Hiicreler, steril tiiplerde toplanip 900
rpm'de 5 dakika santrifiijlendi. Daha sonra
slipernatant kisimlar1 uzaklastirildi ve hiicre

konsantrasyonu yaklagik 1 milyon/mL
olacak sekilde PBS (pH 7,4) kullanilarak
reslispanse edildi. Hiicrelerin i¢ bilesen-
lerinin disar1 atilmasi i¢in tekrarlanan
dondurma-¢ézme dongiileri ile hiicreler
parcaland1 ve 4 °C sicaklikta 10 dakika
boyunca 4000 rpm'de santrifiijlendi. Daha
sonra siipernatantlar, total oksidan seviyesi
(TOS Real Assay Kit Diagnostics, Antep,
Tiirkiye) ve total antioksidan seviyesi (TAS
Real Assay Kit Diagnostics, Antep,
Tiirkiye) ticari kiti kullanilarak TAS ve
TOS durumunun biyokimyasal analizi i¢in
toplandi.  Orneklerdeki toplam protein
seviyelerini  belirlemek icin Bradford
protein deney kiti (Merck Millipore,
Darmstadt, Almanya) kullanildi.

TAS ve TOS seviyelerinin 6l¢iilmesi
Gruplarin TAS ve TOS degerleri, sirasiyla
Total Antioksidan Seviyesi Olgiim kiti (Rel
Assay Diagnostics, Tiirkiye) ve Total
Oksidan Seviyesi Ol¢iim kiti (Rel Assay
Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak belir-
lendi. Sonuglar TAS ve TOS i¢in sirasiyla
mmol Trolox Esdegeri/L ve pmolH20:
esdegeri/L olarak sunuldu.

[statistiksel analiz

Sonuglar, ortalama = SEM olarak ifade
edildi. Veri analizleri Windows ig¢in SPSS
Strim 23.0 ile yapilmistir. Veriler, tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullani-
larak degerlendirildi. Deney gruplar1 arasin-
daki farkliliklar1 belirlemek igin post hoc
Tukey testi kullanildi.

SONUCLAR

Glutamat ile eksitotoksisite olusturulmus
C6 glioma hiicrelerinde seftriaksonun
hiicre canlihi@ iizerine etkileri

Seftriaksonin glutamat ile indiiklenen C6
glioma hiicre toksisitesi  tiizerindeki
ndroprotektif etkilerini degerlendirmek icin
bir XTT hiicre canlilig1 testi yapildi. Onceki

© Copyright belongs to Health Sciences Student Journal.
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calismalarda C6 glioma hicresindeki
glutamatin IC50 degeri 10 mM olarak
bulunmus ve c¢alismamizda bu deger
kullanilmistir.®® Sekil 1'de sunuldugu gibi,
sabit glutamat (10 mM) konsantrasyonu,
kontrole kiyasla hiicre canliligini onemli
olglide azaltt1 (***P<0,001, sekil 1).
12,5-200 uM
noroprotektif  etki

Seftriakson
konsantrasyonlarda

gostermedi  (P>0,05).

seftriakson  uygulamasi
glutamat ile indiiklenen
hiicrelerinin  hiicre canliliginda 6nemli
farklilik gériilmemistir. Ek olarak, glutamat
uygulamasi olmaksizin hiicrelerde farkl
seftriakson konsantrasyonlari ile uygulama
yapilan kontrol grubu ve C6 glioma
hiicrelerinin yasayabilirliginde 6nemli bir
fark gortilmedi (P>0,05).
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Sekil 1. C6 glioma hiicrelerinde glutamatin neden
oldugu eksitotoksisiteden sonra seftriaksonun hiicre
canlihigy iizerindeki etkileri. Degerler ortalama +
SEM olarak sunulmugstur (***P<0,001).

Glutamat ile eksitotoksisite olusturulmus
C6 glioma hiicrelerinde seftriaksonun

TAS ve TOS
degerlendirilmesi

lizerine etkisinin

C6 glioma hiicrelerinde TAS ve TOS ticari
kitler kullanilarak Ol¢ililmiistiir. C6 glioma
hiicrelerinde TAS kontrole kiyasla sadece
glutamat ile uygulama yapilan hiicrelerde
onemli Ol¢iide azalmisken TOS kontrole
kiyasla sadece glutamat

ile uygulama

yapilan hiicrelerde 6nemli Olgiide artmistir
(***P<0,001, sekil 2). 200 uM’lik bir dozda
seftriakson  uygulamasi, glutamat ile
indiiklenen eksitotoksisiteden sonra C6
glioma hiicrelerinde TAS ve TOS iizerinde
onemli bir etki yapmamustir (P>0,05).

TAS

Gruplar

[&] TOS

@ = N W & w

TOS (umol H,0, equivalent/L)

Gruplar

Sekil 2. Seftriaksonun, C6 glioma hiicrelerinde
glutamat kaynakli eksitotoksisiteden sonra TAS ve
TOS iizerindeki etkileri. Degerler ortalama + SEM

olarak sunulmustur
TARTISMA

Onceki ¢alisma

(**%P<(),001).

larda Amyotrofik lateral

skleroz, multipl skleroz, felg, nérotoksisite,
Huntington hastaligi, depresyon, bagim-

lilik, bagimlilik

modellerinde seftriaksonun ndéroprotektif

ve toleransin kemirgen

etkileri oldugu bildirilmistir.}1,}4 Altta yatan

mekanizmanin,
yoluyla hiicresel
oldugu one stiriil

GLT-1'in  aktivasyonu
glutamat alimindaki artis
miistiir.?

Glutamat metabolizmasina dayali noro-
protektif etkilere ek olarak, beta-laktam
ajanlarin  iskemik  beyin  hasarinda

antioksidan etki

leri oldugu bildirilmistir:

Carreer ve ark. betalaktam ajanlarinin
hipokloréz asit’in (HOCI) aracilik ettigi

oksidasyonu eng
Cantin ve Woo

elledigini bildirmislerdir.’®
ds tarafindan yapilan bir

baska c¢alismada, HOCI'ye karst sito-

protektif etki,

beta-laktam ajanlarinda

tiyoeter grubunun varligindan kaynak-

lanmus olabilir.'

Son zamanlarda yapilan arastirmalar,
seftriaksonun beyin ve sinir sisteminde

antioksidan roli
Ancak doku

oldugunu gostermistir.!”8

oksidan ve antioksidan
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diizeylerinin incelenmesiyle noéroprotektif
etkileri heniiz bildirilmemistir.

FINANSMAN
Bu calisma TUBITAK 2209-A projesi

(1919B012002477) tarafindan  destek-
lenmistir.

SONUC

Bu calismada seftriaksonun C6 glioma
hiicre hattinda glutamat eksitotoksisitesine
karst koruyucu etkisinin olmadigi bulun-
mustur.
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