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OZET

Amagc: Beyinin ana uyarici norotransmitteri olan glutamat’in suprafizyolojik
konsantrasyonlar1 glutamat eksitotoksisitesine yol agmaktadir. Galium Aparine
(GA) Anadolu’da “yogurt otu” olarak bilinen ve halk arasinda sarilik, kanser ve
epilepsi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir bitkidir. Bu ¢alismada, GA
tedavisinin C6 hiicrelerinde glutamat nrotoksisitesine karsi hiicresel sag kalima,
oksidan-antioksidan kapasite tizerine etkisi aragtirilmistir.

Yontem: C6-glioma hcreleri kiltire edildikten sonra; 1.Kontrol grubu,
2.Glutamat grubu, 3. Galium aparine grubu, 4. Galium aparine + Glutamat grubu
olmak {izere 4 ayrn grup olusturuldu. Tim kontrol ve deney gruplarinda
uygulanan tedavilerin C6 hiicre hattinda XTT yo6ntemiyle noronal sag kalima,
Total oksidatif stres (TOS) ve Total antioksidatif stres (TAS) diizeylerine etkileri
arastirildi.

Bulgular: Glutamat’in hiicre sag kalimini azaltict etkisi GA tarafindan
iyilestirildi. Ayrica eksitotoksisitenin indiikledigi TOS artist GA tedavisi ile
azaltildi. Buna ilaveten GA hiicresel antioksidan diizeyleri artirdi.

Sonug: Bu sonuglar asir1 glutamatin yol agtigi hiicresel hasarlara kars1 GA’nin
noroprotektif etkisine ve bu etkide oksidan-antioksidan dengedeki iyilesmenin
yer aldigina isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: C6 glioma, Galium aparine, Glutamat.

ABSTRACT

Aim: Supraphysiological concentrations of glutamate, the brain's main
excitatory neurotransmitter, leads to glutamate excitotoxicity. Galium aparine
(GA\) is a plant known as a "yogurt herb" in Anatolia and is used in the treatment
of diseases such as jaundice, cancer, and epilepsy. This study investigated the
effects of GA treatment on cellular viability and oxidant-antioxidant capacity
against glutamate neurotoxicity in C6 cells.

Method: C6-glioma cells were cultured and 4 groups were divided into 1.
control group, 2. glutamate group, 3. Galium aparine group, 4. Galium aparine +
glutamate group. The effects of the treatments administered in all control and
experimental groups on neuronal survival, Total oxidative stress (TOS), and
Total antioxidative stress (TAS) levels in the C6 cell line were investigated.
Results: The reducing effect of glutamate cytotoxicity on cell survival was

ameliorated by GA. In addition, the increase in TOS induced by excitotoxicity was decreased by GA treatment. In
addition, GA increased cellular antioxidant levels.

Conclusion: These results indicate that GA has a neuroprotective effect against cellular damage caused by excess
glutamate and that the improvement in oxidant-antioxidant balance is involved in this effect.

Keywords: C6 glioma, Galium aparine, Glutamate.
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GIRIS

Beyinde en fazla bulunan serbest amino asit
olan glutamat (5-15 mmol glutamat/kg
beyin dokusu), 0grenme ve hafiza gibi
fizyolojik  olaylarda yer alan bir
biyomolekildir.t Ayrica glutamat beyinde
ana uyarici norotransmiter olarak gorev alir.
Etkisini  beyin hicrelerinin  ylizeyinde
bulunan glutamat reseptorlerine (NMDA,
AMPA ve Kainat reseptorleri) baglanarak

gosterir.  Hiicre  disinda  glutamati
parcalayabilecek enzimler
bulunmadigindan,  glutamat  beyinde

glutamat tasiyicilar1 adi verilen giiglii geri
alim sistemleri tarafindan siirekli olarak
uzaklagtirtlir ve boylece bu reseptorlerin
asir1 aktivasyonunu dnlenmis olur.? Ayrica
kan-beyin  bariyeri  beyni  kandaki
glutamattan  korur. Bununla birlikte,
beyindeki hiicre dis1 glutamat agir1 salinim
velveya yetersiz klirens gibi nedenlerle
birikirse “eksitotoksisite” olarak
tanimlanan ve hiicreyi apoptoza kadar
gotiirebilen ~ bir  siireg  baslatilir.®
Eksitotoksisitenin  Alzheimer, Parkinson,
Huntington hastaligi, epilepsi, inme,
amyotrofik lateral skleroz gibi birgok
norodejeneratif  hastalikta yer aldig
bilinmektedir.4” Bu ylizden, beyinde
ekstraseliiler asir1  glutamatin ~ kontrol
edilmesinin ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde bir secenek olabilecegi ileri
surulmektedir.®

Galium  aparine  (GA), Rubiaceae
familyasma ait otsu bir bitki olup, siitiin
eksitilmesinde kullanilmasina atfen
Anadolu’da “yogurt otu” olarak bilinir. Bu
bitki halk arasinda ates, lenf bezlerinde
sislik, sarilik, hipertansiyon, agik yaralar
gibi  farkli hastaliklarin  tedavisinde
kullanilagelmistir.®  GA  ile  yapilan
aragtirmalar onun antioksidan,
antimikrobiyal ve antikanser &zelliklere

sahip oldugunu gdstermistir.>1% Ancak,
GA’nin glutamat eksitotoksisitesi {izerine
etkisi hakkinda bir c¢alisma heniiz
yaptlmamistir.  Bu  c¢alismada, GA
tedavisinin noronlarda glutamat
norotoksisitesine kars1 hiicresel sag kalima,
oksidan-antioksidan kapasite Uzerine etkisi
arastirilmistir.

YONTEM ve BULGULAR

In vitro Calismalar

Hucre kulturd

Calismada kullanilan C6-glioma hiicre hatti
American Type Culture Coolection
(ATCC)’den temin edildi. C6 hiicreleri %10
fetal sigir serumu (FBS) (Sigma-Aldrich
Co., St Louis, MO, USA) (fetal sigir
serumu), %0,1  penisilin-streptomisin
(Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)
iceren DMEM besiyeri (Thermo Fisher
Scientific, Altrincham, UK) i¢inde 37°C’de
%5 CO2 iceren ortamda kultir edildi.
Hiicreler %90  yogunluga  ulasinca
pasajlandi ve 96’lh plate igerisine her
kuyucukta 1x10* yogunlukta hiicre olacak
sekilde ekildi.

Calisma Gruplari ve Deneysel Protokol

C6 hicrelerden; Kontrol (herhangi bir
tedavi almayan grup); Glutamat (10 mM
Glutamat uygulanan grup); Galium Aparine
+ Glutamat (GA 0n tedavisinden 24 saat
sonra 10 mM Glutamat uygulanan grup) ve
Galium Aparine (GA uygulanan grup)
olmak iizere 4 grup olusturuldu. GA’nin 6n
tedavi dozlar1 2.5, 5, 10 ve 20 uM olarak
belirlendi. Ilag uygulamalari belirtildigi
sekilde uygulandiktan ve inkiibasyondan
sonra hiicre canliligt XTT testi (Roche
Diagnostic, MA, USA) kullanilarak
degerlendirildi. Bunun i¢in 96’11 plaka
cikarilip oyuklar PBS ile yikandiktan sonra
tiim kuyucuklara fenol kirmizisi igermeyen
100 uL. DMEM ve 50 pL XTT soliisyonu
ilave edilerek 4 saat 37 °C'de bekletildi.
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Orneklere ait absorbanlar 450 nm'de bir
ELISA mikro plaka okuyucu (Thermo
Fisher Scientific, Altrincham, UK) ile
belirlendi. Kontrol grubunun hiicre canlilik
oran1 %100 olarak kabul edilerek, % Hiicre
canlilig1 = (Konsantrasyon O.D. / Kontrol
0.D.) X 100 formilinden yararlanarak
hesaplandi. Calismanin deneysel protokoli
Sekil 1’de sunulmustur.

Deney Proseduirii
Glutamat
l‘k_r,"akh
v
+ ot
‘ ’,_._,.—/ ﬁ ‘”"__,_/ > >
€6 Glioma C6 Glioma aibyeaamyle TAS ve TOS

hiicre hatti hiicre hatti canhliginin duzeylerinin

olgulmesi dlglima

Sekil 1. Deneysel prosediir.

TAS ve TOS 6lctlmesi

Tedavilerin hicresel oksidatif stres (izerine
etkisinin degerlendirilmesinde total anti
oksidan (TAS) ve total oksidatif stres (TOS)
olcimleri gergeklestirildi. TAS 6l¢timii

serbest radikallerin  reaksiyon hizim
izlemek icin  Fenton reaksiyonunda
hidroksil radikallerinin olugmasiyla
baglayan, serbest radikerin reaksiyonu
sirasinda boyanmis dianisidiylin
emilmesinin g6zlenmesine

dayanmaktadir.'! TAS uygulamasi firmanin
belirttigi protokole gdre yapimstir. Ilk
olarak tim ornekler plakadaki kuyucuklara
ekilir ve Uzerine reagent-1 soliisyonu
eklenerek 660 nm dalga boyunda okutur.
Ardindan tim kuyucuklara reagent-2
soliisyonu eklenir ve 10 dakika inklbe edilir
sonrasinda 660 nm dalga boyunda okutulur.
Elde edilen absorbans degerleri Kkitte
belirtilen formiil dogrultusunda
hesaplanmistir. Orneklerde bulunan
antioksidanlarin  seviyeleri ile orantili
olarak renklenmeyi baskilamalar1 beklenir.
TOS analizi ise ortamda yeterli oksidan
mevcut oldugunda demir iyonunun ferrik

iyona oksitlenmesine ve ksilenol oranj
kullanilarak  ferrik  iyonlarin  hiicresel
seviyelerinin 6l¢iimiine dayanmaktadir.?
Olgiim sirasinda izlenen protokol iiretici
firmanin talimatlarina gore yapilmistir (Rel
Assay Diagnostics® Mega Tip Ltd,
Gaziantep, Turkiye). Kuyucuklara o6nce
ornekler sonra reagent-1 soliisyonu eklenir
530 nm dalga boyunda okutulur. Ardindan
reagent-2 sollisyonu eklenir ve 10 dakika
inkiibasyona birakilir. Tiim plaka 530 nm
dalga boyunda okutur. Absorbans degerleri
kitte belirtilen formiile gore hesaplanmistir.

Istatiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde IBM SPSS 22.0 for
Windows (IBM, Armonk, NY, USA) paket
programi kullanildi. Veriler ortalama += SH
olarak sunuldu ve tek yonli bir varyans
analizi (tek yonli ANOVA) kullanilarak
analiz edildi. Anlamli farkliliklar elde
edildiginde  post-hoc ~ Tukey  testi
kullanilarak ~ karsilastirmalar ~ yapild.
Sonuglardan p<0.05 olan degerler anlamli
kabul edilmistir.

SONUCLAR

GA’nin Co6-glioma hucreleri Uzerinde
glutamatin indiikledigi sitotoksisiteye karsi
koruyucu etkinligi XTT hiicre canlilig1 testi
kullanilarak degerlendirildi. GA
uygulamalar1 yukarda belirtildigi dozlarda
uygulandiktan ve glutamat toksisitesine
maruz birakildiktan sonra yapilan XTT testi
sonuclari, canli hiicre oranlarinin GA’nin
daha yiiksek dozlarmin uygulandigi
gruplarda yalnizca glutamat uygulanan
grupla kiyasla anlamli olarak yiiksek
oldugunu  gostermistir.  GA’nin  bu
noropotektif etkisi tedavinin 20 pM
uygulandig1 grup da en yiiksek olarak elde
edilmistir (p<0.001) (Sekil 2).
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Sekil 2. GA'nin glutamat kaynakl: sitotoksisiteden
sonra C6 hiicrelerinde sag kalim tizerindeki etkisi.
Veriler ortalama * SH olarak ifade edildi.
**%p<0.001, kontrol grubu ile karsilastiridiginda,
##H #H p<0.05, p<0.01, p<0.001 sirasiyla
glutamatla tedavi edilen grupla karsilastirildiginda.

GA’nin noroprotektif etkisinde oksidatif
stres  parametlerine  olast  iyilestirici
etkisinin olup olmadigin1 belirlemek igin
hicresel oksidan ve antioksidan durum
analiz edildi.

s =

sz =
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f
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v

e

TAS (mmol Trolox Equiv./L)
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Gruplar
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. Kontrol
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=
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Gruplar

Sekil 3. GA'nin glutamat kaynakli sitotoksisite
sonrast C6 hiicrelerinde TAS ve TOS diizeylerine
etkisi. Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi.
***p<0.001, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
### p<0.001 glutamatla tedavi edilen grupla
karsilastirildiginda.

GA uygulanan grupta TAS’da artis
glutamat  uygulanan  gruba  kiyasla
istatistiksel  olarak  anlamliydi. Diger
taraftan glutamat uygulanmasi hiicresel
oksidatif stres parametrelerini  kontrol
grubuna gore anlamli olarak artirirken, GA
uygulamas1 TOS diizeylerini glutamat

I Galium Aparine + Glutar

Galium Aparine (20pM)+Glutar

grubuna gore anlamli sekilde azaltti
(p<0.05). (Sekil 3).

TARTISMA

Bu c¢alisgmada GA 0n tedavisinin glutamat
norotoksisitesine karsi olasi ndroprotektif
etkisi oksidan sistemlere etkisi Uzerinden
degerlendirilmistir. Sonug¢larimiz GA’nin
noroprotektif etkisinin oksidan-antioksidan
dengeyi iyilestirerek glutamat kaynakl
oksidatif =~ hasar1  azalttigina  isaret
etmektedir. Merkezi sinir sisteminin (MSS)
ana uyaricl ndrotransmiteri olan glutamat,
beyinde 6grenme ve bellek gibi Onemli
biligsel fonksiyonlara aracilik ederken,
suprafizyolojik konsantrasyonlarda
Glutamat eksitotoksisitesi olarak
adlandirilan ve hiicre 6liimiiyle sonuglanan
patolojik olaylarla iliskilidir."® Glutamat
eksitotoksisitesinin epilepsi, Alzheimer ve
Parkinson gibi noérodejeneratif hastaliklarin
patofizyolojisinde yer aldig1 bilinmektedir.?
Asirt  glutamat
kalsiyum artisi, mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif hasarla birlikte geri
doniisli  olmayan apoptotik  siiregleri
baslatabilir. Calismamizda bununla paralel

noronlarda  sitozolik

olarak glutamat uygulamasinin hiicre sag
kalimmi  azaltigi  goriilmistir.  GA
uygulamasinin néronal sag kalimi artirmasi
noroprotektif etkiye sahip oldugu yoniinde
degerlendirilmistir. GA’nin halk arasinda
epilepsi hastalarinda geleneksel kullanimi
ve deneysel epilepsi  modellerinde
antiepileptik  etkiye sahip oldugunun
gosterilmesi bu roliine kamit saglayabilir.®®

Oksidatif stres ¢ok sayida ndrodejeneratif
hastaligin patofizyolojisinde yer alan bir
slirectir.'* Bunun yaninda oksidatif hasar
glutamat noérotoksisitesinin 6nde gelen bir
mekanizmasidir.'® Néronlarda iyonotropik
glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonu
sonucu yogun kalsiyum girisi mitokondride
ROS olusumuna ve hiicre 6limine yol
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acar.'®18 Benzer sekilde, calismamizda
glutamat uygulamasinin C6 hiicrelerinde
oksidatif stresi artirdig1 gozlendi. Diger
taraftan GA On tedavisinin glutamatin
indiikledigi  oksidatif  stresi  azalttig1
gbzlenmistir. Bu sonug, GA tedavisinin
antioksidan etkisinin gosterildigi  diger
calismalarla  uyumludur.®  Yapisinda
antrakinonlar, iridoidler, alkanlar,
flavonoidler, tanenler, polifenolik asitler ve
C vitamini gibi ¢ok sayida fitokimyasal
barindiran GA immiinmodulator ve radikal
siipiiriicii etkisi oldugu bildirilmistir.8,19
Buna paralel olarak, Pan ve arkadaslari
GA’de bulunan rutin’in safra kanali
ligasyonunun indiikledigi hepatik fibrozu,
inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttigini
bildirmislerdir.?> GA’de bulunan bagka bir
flavonoid  apigenin, NF-xkB yolagin
baskilayarak, inflamasyonu ve oksidatif
stresi  iyilestirerek  karaciger hasarim
hafifletmistir.?

Sonug olarak, glutamat
eksitotoksisitesinin?? bircok noropatolojik
siirecin ortak paydasi oldugu gbz Oniine
alindiginda, noéroprotektif etkisi gosterilen
GA gibi bitkisel ekstraktlar norolojik
hastaliklar i¢in umut vadetmektedir.
Bununla birlikte bu etkisinin altinda yatan
diger hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmas: i¢in daha
fazla aragtirma gerekmektedir.
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