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Bu galisma, borik asidin (BA) glutamat ile indUklenen eksitotoksisiteye karsi glial hiicrelerde
meydana gelen oksidan/antioksidan sistem degisikliklerini biyokimyasal olarak incelemek
amaciyla tasarlanmistir. Bu galismada C6 glial hicreleri kullaniimistir. Hicreler kontrol,
glutamat (10mM), glutamat+BA(0,23; 0,46; 0,93; 1,87 ve 3,75 pg/mL) ve BA (0,23; 0,46;
0,93; 1,87 ve 3,75 pg/ml) olmak Uzere 4 gruba ayrilmistir. Kontrol grubuna herhangi bir
tedavi yapilmamigstir. Glutamat grubundaki hiicreler 24 saat boyunca 10 mM glutamat ile
muamele edilmistir. BA ise glutamat eklenmeden 1 saat 6nce verildi ve 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Hlicre canlihgi XTT testi ile olglimUstir. Biyokimyasal analizler igin ticari
kitler kullanilmistir. Anlamlilik 0.05’ten kiigiik olarak kabul edilmistir. Biyokimyasal analiz ile
glutamat grubunda malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO), induklenmis nitrik oksit sentaz
(iNOS), noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ve toplam oksidant (TOS) seviyelerinin kontrol
grubuna gore arttigi (p<0,05), BA 6n tedavisi ile glutamat grubuna gore istatistiksel olarak
azaldigi tespit edilmistir (p<0,05). SOD ve TAS seviyesi glutamat grubunda azalirken BA
on tedavisi ile artmistir (p<0,05). BA, glial hiicreler Gizerinde glutamat maruziyetine karsi
koruyucu etkiler gostermistir. Bu néroprotektif etkiyi antioksidan savunma mekanizmasini
artirarak, oksidatif ve nitrozatif stresi azaltarak olusturmustur.

The role of oxidative stress in the protective effect of boric acid against
glutamate excitotoxicity in C6 glioma cells

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article History:

Received July 19, 2024
Accepted January 2, 2025
Available online March 31, 2025

Research Article

DOI: 10.30728/boron.1519354

Keywords:

Boric acid

C6 cells

Glutamate excitotoxicity
Oxidative stress

This study designed to investigate the biochemical changes in glial cells' oxidant/antioxidant
systems in response to glutamate-induced excitotoxicity of boric acid (BA). The present
study employed C6 glial cells. For the study, cells were separated into 4 groups as control,
glutamate (10mM), glutamate+BA (0,23; 0,46; 0,93; 1,87 and 3,75 pg/mL), and BA (0,23;
0,46; 0,93; 1,87 and 3,75 pg/mL). The control group was not treated. The cells in the
glutamate group were treated with 10 mM glutamate for 24 hours. BA was administered one
hour prior to the addition of glutamate and incubated for 24 hours. The viability of the cells
was evaluated using an XTT assay. Commercial kits were used for biochemical analyses.
Significance was set at less than 0.05. The biochemical analysis revealed that the levels of
malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), inducible nitric oxide snythase (iNOS), neuronal
nitric oxide synthase (nNOS), and total oxidant status (TOS) were elevated in the glutamate
group compared to the control group (p<0.05). It was detemined that BA treatment resulted
in a statistically significant reduction in these levels compared to the glutamate group.
(p<0.05). The levels of SOD and TAS were found to decrease in the glutamate group and
to increase with BA pretreatment (p<0.05). The results demonstrated that BA exhibited
protective effects on glial cells against glutamate exposure. Furthermore, BA was observed
to exert its neuroprotective effect by increasing the antioxidant defense mechanism and
reducing oxidative and nitrosative stress.

1. Girig (Introduction)

Glutamat merkezi sinir sisteminde uyarici etkiye sahip
bir nérotransmitterdir. Glutamat, iyonotropik ve/veya
metabotropik glutamat reseptorlerini aktive ederek

noralfizyolojik stireclerde anahtarroloynar. Bunakarsin
glutamatin asiri miktari eksitotoksisite denen toksik bir
strece neden olur [1]. Eksitotoksisite, ekstraselltler
alanda yuksek konsantrasyonda bulunan glutamatin,
glutamat reseptorleri araciiiyla Ca?'nin  hicre
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disindan hucre igine buylk bir akisl olarak tanimlanir.
Bunu hicre ici depolardan Ca?* salinimi takip eder ve
sonucta sitozolik serbest Ca?* konsantrasyonu fazla
miktarda artar [2]. Bu durum reaktif oksijen tirlerinin
(ROS) olugsmasina ve mitokondriyal hasara neden
olarak néronal 8lum sureglerini baslatir [1,3].

Glutamat eksitotoksisitesi noronal, oligodendroglial,
astroglial ve retinal ganglion hucreleri dahil olmak
Uzere cesitli hilcre hatlarinda gosterilmistir [4,5].
Astrositler, 6zellikle amino asit alim metabolizmasina
katilarak yapisal, metabolik, trofik ve antioksidan
savunma saglayarak néronlarla etkilesime girerler [6].
Astroglial hiicreler ayrica beynin ana antioksidani olan
glutatyon (GSH) seviyelerini korumak igin de gereklidir
[7,8]. Bu nedenle C6 hiicre hatti, hiicresel fonksiyonlari
ve hicre sinyallesmesini incelemek icin astroglial bir
model olarak kullaniimaktadir [9,10].

Oksidatif stres (OS), reaktif oksijen ve/veya nitrojen
turlerinin (RNS) asiri Uretiminin bir sonucudur; bu da
protein ve DNA oksidasyonu ve/veya nitrasyonuna
ayni zamanda lipid peroksidasyonuna yol agmaktadir
[11,12]. Lipid peroksidasyonu ve serbest oksijen
radikallerinin olusumunu, lipid peroksidasyon Urinu
olan nitrik oksit (NO) ve malondialdehit (MDA)
konsantrasyonunun artmasina neden olur [13].
ROS'un agsiri Uretimi nedeniyle membran ve enzim
fonksiyonu zarar gorebilir. Glutatyon peroksidaz
(GPx), katalaz (CAT) ve slperoksit dismutaz (SOD)
gibi antioksidanlar ROS’u detoksifiye eder [14].
OS’in artmasi ise GSH, CAT ve SOD gibi antioksidan
enzimlerin tikenmesine neden olur [15]. Bu sonuglarla
birlikte OS’in norodejeneratif hastaliklar ve merkezi
sinir sistemi (MSS) bozukluklarinda énemli bir risk
faktori oldugu gosterilmistir [16,17].

Bor, memelilerde dusuk toksisiteye sahip eser
bir elementtir [18]. Bu nedenle borun fizyolojik ve
biyokimyasal roll genis ¢apta arastirilmaktadir. Uygun
miktardaki borun hicrelerde farklilagsma ve ¢odalmasi
gibi koruyucu ve tedavi edici etkileri bulunmaktadir
[19]. Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarinin cogunda
bor kaynaginin borik asit veya boraks oldugu tespit
edilmistir [20]. Zayif bir Lewis asidi olan borik asit (BA),
suda ¢6zunurligl nedeniyle biyolojik sistemlerde
en fazla bulunan bor tarevidir [21]. BA, oksidatif ve
inflamatuar sureclerin yani sira mitokondriyal membran
potansiyelini dlzenleyerek apoptotik sureclerde
koruyucu bir ajan olarak gérev yapar [22]. ince ve
ark. tarafindan yapilan bir arastirma diyete eklenen
bor takviyesi (100 mg/kg) ile lipit peroksidasyonunun

azaldigini, antioksidan savunma mekanizmasinin
arttirdigini gostermislerdir  [23]. Ancak mevcut
calismalarda BA'nin  ndrodejeneratif hastaliklar

Uzerindeki noroprotektif etkilerini degerlendiren ¢ok az
saylida arastirma bulunmaktadir. Bu g¢alisma oksidatif
ve nitrozatif strese karsi koruyucu ézelliklere sahip olan
BA'nin in vitro model sistem olan astroglial hiicrelerde
glutamat ile indiklenen nérodejeneratif hasara karsi
olasi néroprotektif etkilerini belirlemeyi amaclamistir.

2. Malzemeler ve Yontemler (Materials and Methods)
2.1. Hiicre Kiiltiirti (Cell Culture)

C6 Glioma (CRL107) hucre hatti glutamat kaynakli
sitotoksisiteye sahip oldugu igcin bu arastirmada
kullanildi [4]. C6 hucreleri Amerikan Tipi Kultur
Koleksiyonundan (ATCC, ABD) satin alindi. Hucreler
%10 fetal sigir serumu (FBS), %1 L-glutamin ve
%1 penisilin/streptomisin iceren DMEM'de (Thermo
Fisher Scientific, ABD) kiiltive edildi. FBS, L-glutamin
ve penisilin/streptomisin  Sigma-Aldrich firmasindan
(ABD) temin edildi. Hucreler %5 CO, igeren nemli
ortamda 37°C'de inkube edildi

2.2. [lag Uygulamasi (Drug Administration)

Tedavi 6ncesinde BA ve glutamat DMEM igerisinde
cOzulerek stok gozeltiler hazirlandi. Borik asit (%99.5)
ve glutamat Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin
edildi.

2.3. Glutamat Eksitotoksisitesi (Glutamate
Excitotoxicity)

Borik asitin glutamat kaynakli sitotoksisite Uzerindeki
etkisini incelemek i¢in doért hicre grubu olusturuldu.
Kontrol grubuna herhangi bir tedavi uygulanmadi.
Glutamat grubunun hicrelerine 24 saat boyunca
10 mM glutamat verildi. Literatire goére glial
hicrelerin %50'sinin 6limine neden olan glutamat
konsantrasyonu (10 mM) secildi [24]. Bu c¢alisma
yapilmadan ©énce bir pilot deney gergeklestirildi.
Buna gore borik asit konsantrasyonlari segildi. Borik
asit grubundaki hicrelere 24 saat boyunca cesitli
konsantrasyonlarda (0,23; 0,46; 0,93; 1,87 ve 3,75 ug/
mL) borik asit verildi. Borik asit + glutamat grubunun
hicreleri, 24 saat boyunca 10 mM glutamata
maruz birakilmadan 6nce 1 saat boyunca cesitli
konsantrasyonlarda borik asit (0,23; 0,46; 0,93; 1,87
ve 3,75 pg/mL) ile 6n igleme tabi tutuldu.

2.4. Hiicre Canliligi (Cell Viability)

Hucre canliligini belirlemek icin XTT tahlil kiti kullanildi
(Roche Diagnostic, ABD). 100 yL DMEM'de, C6 Glioma
hicreleri, 96 kuyulu plakalara oyuk basina 1x10*
hicre yogunlugunda ekildi ve borik asit ile isleme tabi
tutulmadan énce gece boyunca inkiibatorde bekletildi.
Glutamatin neden oldugu sitotoksisite proseduri daha
onceki calismalar referans alinarak gergeklestirildi
[25,26]. 24 saatlik inkibasyonun ardindan besi yeri
uzaklastirildi ve tim kuyucuklar, fosfat tamponlu salin
(PBS) ile iki kez yikandi. Son asamada her kuyucuga
100 pL fenol kirmizisi icermeyen DMEM ve 50 puL
XTT karigim sollsyonu eklenerek plakalar 37°C'de 4
saat bekletildi. Plakalar ELISA mikroplaka okuyucusu
(Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak 450
nm'de o6l¢lldu. Testlerin timu Ug¢ kez tekrarlandi ve
hicre canlihdi, kontrole gdre canli hlcrelerin ylzdesi
olarak hesaplandi.
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2.5. Hiicre @ Homojenatlarinin  Hazirlanmasi

(Preparation of Cell Homogenates)

Her grubun hicreleri steril tiplerde toplandi. Hucreler
10 dakika boyunca 2000 rpm'de santrifijlendi ve
sonrasinda sUpernatanlar  ¢ikarildi.  Taplerdeki
hicreler, hiicre stispansiyonunun PBS (pH: 7.4) ile
yaklasik 1 milyon/ml'lik bir hiicre yogunluguna kadar
seyreltiimesiyle stispanse edildi. i¢ bilesenlerin digari
¢ikmasini saglamak igin hiicreler tekrarlanan donma-
¢ozulme dongduleriyle patlatildi. Ardindan 4°C sicaklikta
4000 rpm’de 10 dakika santrifuj islemi yapildi. Daha
sonra suUpernatanlar toplandi ve biyokimyasal analize
tabi tutuldu. Numunelerdeki toplam protein seviyeleri
Bradford protein tahlil kiti (Merck Millipore, Alimanya)
kullanilarak belirlendi [27].

2.6. Hiicrelerdek!: iNOS, NO, nNOS, MDA, SOD ve
CAT Seviyeleri Olgiimii (Measurement of iNOS, NO,
nNOS, MDA, SOD and CAT Levels in Cells)

Her grup icin hicrelerin sipernatanlarindaki iNOS(kat.
no: SL0365Ra), NO (kat. no: QS0531Ra), nNOS (kat.
no: SL1065Ra), MDA (kat. no: SL0475Ra), SOD (kat.
no: SL0O664Ra) ve CAT (kat. no: SL1084Ra) seviyeleri,
ELISA ticari kitleri (Sunlong Biotech, Cin) kullanilarak
Olguldi. Uygulama prosedirleri i¢in  Ureticinin
yonergeleri takip edildi. Kisaca, standart ve hicre
numuneleri plakalara yerlestirildi ve 37°C'de 60 dakika
inkibe edildi. Hicreler yikandi ve ardindan boyama
solusyonlari eklenerek 37°C'de 15 dakika bekletildi.
Absorbans, durdurma sollUsyonu eklendikten sonra
bir ELISA mikroplaka okuyucusu kullanilarak 450
nm'de o6l¢lldi. Numunelerin degerini belirlemek igin
standart egriler ¢izildi. Plakalarin i¢cinde ve arasindaki
varyasyon katsayilari %10'dan azdi.

2.7. TAS ve TOS Seviyelerinin Degerlendirilmesi
(Assessment of TAS and TOS Levels)

Hucre slpernatantlarindaki TAS ve TOS seviyeleri,
Erel tarafindan tasarlanan otomatik bir test yontemi
kullanilarak belirlendi [28]. Olgiim hidrojen peroksit ile
kalibre edilir ve sonuglar pmol H,O, esd/mg protein
olarak ifade edilir. Numunelerdeki toplam protein
seviyeleri, bir Bradford protein tahlil kiti (Merck
Millipore, Almanya) kullanilarak belirlendi [29,30].
TAS seviyesi, hidrojen peroksit varliginda 2,2-azino-
bis(3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik asit (ABTS)
molekulinin ABTS* molekuliine okside olmasindan
kaynaklanmaktadir. Antioksidan varligina gére ABTS
radikali yesil ve mavi rengini kaybeder. Mevcut
renk degisimi, 660 nm dalga boyunda olgllerek
degerlendirilebilmektedir. Orneklerdeki antioksidan
konsantrasyonlariyla orantili olarak renk acilimi
hizlanmaktadir. Sonuglar pmol Trolox Esdegeri/mg
protein cinsinden ifade edilir. TOS seviyesi tayini,
orneklerdeki oksitleyici maddeler tarafindan Fe?*-o-
dianisidin kompleksinin Fe3* iyonuna oksidasyonuna
dayanmaktadir. Asidik bir ortamda, Fe®** iyonu ksilanol
ile renkli bir kompleks olusturur. Renk degisimi
orneklerdeki oksitleyici molekullerin konsantrasyonuna

orantihdir ve spektrofotometrik olarak o6lculebilir.
Renk degisimi, 530 nm dalga boyunda olgllerek
degerlendirilir.

2.8. Istatistiksel Analiz (Statistical Analysis)

Calisma sonucunda elde  edilen verilerin
degerlendiriimesinde IBM SPSS 23.0 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 farkhliklar elde edildiginde post-
hoc Tukey testi kullanilarak kargilagtirmalar yapildi.
Sonuglardan p<0,05 olan degerler anlamli kabul edildi.

3. Bulgular (Results)

3.1. Borik Asidin C6 Hiicre Hattinda Glutamat
Toksisitesi Uzerine Etkisi (Effect of Boric Acid on
Glutamate Toxicity in C6 Cell Line)

XTT kiti, C6 hicrelerinde glutamat tarafindan
indUklenen toksisiteye karsi borik asidin néroprotektif
Ozelliklerini  degerlendirmek icin  kullanildi.  Bu
arastirmada, ilacin hem kontrol hem de glutamatla
tedavi edilen C6 hiicrelerinde hiicre canhligi Gzerindeki
etkisini test etmek icin farkli konsantrasyonlarda
(0,23-3,75 pg/mL) uygulandi. Hucreler ilk 6nce 1 saat
boyunca cesitli konsantrasyonlarda borik asit (0,23-
3,75 pg/mL) ile muamele edildi, ardindan 24 saat
daha 10 mM glutamat ile ya da glutamatsiz inklbe
edildi. C6 hdcrelerinin 24 saat boyunca glutamat
uygulanmasi, tedavi edilmemis kontrol hicreleriyle
karsilastinldiginda hucre hayatta sag kalimini dnemli
dlclide azaltti (p<0,001; Sekil 1). Ote yandan 0,23;
0,46; 0,93 ve 1,87 pg/mL konsantrasyonlardaki
borik asit, glutamatla muamele edilen hucrelerle
karsilastinildiginda C6 hucrelerinde hiicre canhligini
arttirdi (p<0,05; Sekil 1).

Ayrica tedavi edilmemis kontrol hlcreleriyle
karsilastinldiginda borik asitin tek basina herhangi

120- XTT

|
l

Hiicre Canhligi
(% kontrole gore)
(2}
<

Borik Asit (ug/mi)| - - 3,75 | 1,87 | 0,93 | 0,46 | 0,23 | 3,75 | 1,87 | 0,93 | 0,46 | 0,23

Glutamat (1omm)| - + + + + + +
[IKontrol ~ E= Glutamat (10 mM)  [] Glutamat + Borik Asit 2] Borik Asit
Sekil 1. BAnin, glutamatin neden oldugu sitotoksisiteden
sonra C6 hucrelerinde, hlcre sag kalimi tzerindeki etkisi.
Veriler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade
edilmigtir. *p<0,05 tedavi edilmemis kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda; #p<0,05; ## p<0,01 glutamat ile tedavi
edilene kiyasla (Effect of BA on cell viability in C6 cells after
glutamate-induced cytotoxicity. Data are expressed as mean %
standard error of the mean. *p<0.05 compared with untreated control
group; #p<0.05; ## p<0.01 compared with glutamate-treated).
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bir konsantrasyonda C6 hiicrelerinin canliligi tGzerine
higbir etkisi bulunmadi (p>0,05; Sekil 1).

3.2. Borik Asitin C6 Hiicre Hattinda Glutamatin
Toksisitesi Sonrasi TAS ve TOS Diizeylerine Etkisi
(Effect of Boric Acid on TAS and TOS Levels After
Glutamate Toxicity in C6 Cell Line)

Hucreler 1 saat boyunca etkin konsatrasyon olarak
belirlenen 0,23 pg/mL borik asit ile muamele edildi,
sonrasinda hucreler 10 mM glutamat ile ya da
glutamatsiz inkiibe edildi ve ticari kitler kullanilarak
TAS-TOS dizeyleri saptandi.

Sadece glutamat uygulanan C6 hiicreleri, kontrol
grubuna kiyasla TAS dlzeyleri 6nemli dl¢iide azaldi
(p<0,05; Sekil 2a). Ote yandan hicreler 0,23 ug/
mL konsantrasyondaki borik asit ile 1 saat énceden
muamele edilmesi hicrelerdeki TAS seviyesini
glutamat grubu hucrelerine gore artirdi (p<0,05; Sekil
2a).

C6 hucrelerini glutamat ile 24 saat boyunca 6nceden
inkibe edildiginde kontrol grubuna kiyasla TOS
seviyelerini 6nemli dlgtide artirdi (p<0,05; Sekil 2b).
Buna kargin 0,23 pg/mL konsantrasyondaki borik asit
ile 6n uygulama, glutamatla tedavi edilen hicrelere
kiyasla C6 hucrelerinde TOS seviyelerini 6nemli
Olcude dusirdu (p<0,05; Sekil 2b). Tek basina 0,23 pg/
mL konsantrasyonundaki borik asit, kontrole kiyasla
C6 hiicrelerinde TAS ve TOS diizeylerinde 6énemli bir
degisiklige neden olmadi (p>0.05; Sekil 2a ve b).

TAS

—_
D
-

40+

304 L

TAS
(mmol Trolox Equiv./L)
3

—_
(=)
-
I
1

TOS
(umol H,0, Equiv./L)
N

1
S
Il Kontrol ~ [&5] Glutamat (10 mM) ] Glutamat + Borik Asit [=-] Borik Asit (0,23 ug/ml)
Sekil 2. C6 hicrelerinde glutamatin neden oldugu
sitotoksisiteden sonra 0,23 pug/ml BA'nin TAS (a) ve TOS (b)
seviyeleri Uzerindeki etkisi. Veriler, ortalama * standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir *p<0,05 tedavi edilmemis
kontrol grubu ile karsilastirildiginda; #p<0,05; ## p<0,01
glutamat ile tedavi edilene kiyasla. (Effect of 0.23 ug/ml BA on
TAS (a) and TOS (b) levels after glutamate-induced cytotoxicity in
C6 cells. Data are expressed as mean * standard error of the mean.
*p<0.05 compared with untreated control group; #p<0.05; ## p<0.01

compared with glutamate-treated).

3.3. Borik Asitin C6 Hiicre Hattinda Glutamatin
Toksisitesi Sonrasi MDA, SOD ve CAT Diizeylerine
Etkisi (Effect of Boric Acid on MDA, SOD and CAT
Levels After Glutamate Toxicity in C6 Cell Line)

C6 hiicrelerine BA eklendi ve 1 saat sonra 10 mM
glutamat ile ya da glutamatsiz olarak hicreler 24 saat
boyunca inkiibe edildi. MDA, SOD ve CAT duzeyleri
ELISA Kiti ile belirlendi.

Tek basina glutamat uygulanan hicrelerde MDA
diizeyi kontrol grubu hicrelerine gére anlamli bir artis
gosterdi (p<0,05; Sekil 3a). Borik asit ile 6n muamele
edilen hicrelerde ise MDA seviyesi glutamat grubuna
g6re azaldi (p<0,05; Sekil 3a).

C6 hicrelerine 24 saat suresince glutamat
uygulanmasi, hcrelerin SOD seviyesinde anlamli
derecede azalmaya neden olmustur (p<0,05; Sekil 3b).
Ancak hicrelere 1 saat énce BA uygulanmasi SOD
seviyesini glutamat gruba goére artirmistir (p<0,05;
Sekil 3b).

MDA
(nmol/g protein)

3

1

2,57

—_
(=)
-

SOD
(ng/g protein)

—_
(2]
~
-
[}

i

8 ==

0- : . ;
Ml Kontrol [ Glutamat (10 mM) ] Glutamat + Borik Asit [] Borik Asit (0,23 pg/ml)
Sekil 3. C6 hucrelerinde glutamatin neden oldugu
sitotoksisiteden sonra 0,23 pg/ml BAnin MDA (a),
SOD (b) ve CAT (c) seviyeleri Uzerindeki etkisi. Veriler,
ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir.
*p<0,05; **p<0,01 tedavi edilmemis kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda; #p<0,05; ## p<0,01 glutamat ile tedavi
edilene kiyasla (Effect of 0.23 pg/ml BA on MDA (a), SOD (b)
and CAT (c) levels after glutamate-induced cytotoxicity in C6 cells.
Data are expressed as mean + standard error of the mean. *p<0.05;
**p<0.01 compared with untreated control group; #p<0.05; ##

p<0.01 compared with glutamate-treated).

CAT
(ng/g protein)
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Tek basina BA uygulamasi ile SOD seviyesinde kontrol
grubuna goére herhangi bir degisiklik olusturmamistir
(p>0,05; Sekil 3b).

Glutamat ile muamele edilen hiicrelerin CAT seviyeleri
kontrol grubuna gore azaldigi saptanmistir (p<0,05;
Sekil 3¢). Bununla birlikte 0,23 pg/mL BAile 6n isleme
tabi tutulan hacrelerde glutamat grubuna kiyasla
CAT seviyesindeki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05; Sekil 3c).

3.4. Borik Asitin C6 Hiicre Hattinda Glutamatin
Toksisitesi Sonrasi NO, iNOS ve nNOS Diizeylerine
Etkisi (Effect of Boric Acid on NO, iNOS and nNOS
Levels After Glutamate Toxicity in C6 Cell Line)

BA uygulanan hucrelerin glutamatl ya da glutamatsiz
NO, iINOS ve nNOS seviyelerini biyokimyasal olarak
analiz etmek amaciyla ELISA testi kullanildi.

ELISA testi sonuglarina gére C6 hiicrelerinde sadece
glutamata maruz kalan hticrelerin NO seviyesi kontrol
grubuna gore istatistiksel agidan anlamli olarak artis
gOsterirken hcrelerin 1 saat 6nce BA muamele
edilmesi NO seviyesini azaltmistir (p<0.05; Sekil 4a).
Ancak sadece BA uygulanan hucrelerin NO seviyesi
kontrol grubuna godre degisiklik gostermemistir
(p>0,05; Sekil 4c¢).

Hucrelerin glutamat ile 24 saat boyunca Onceden
inkibe edilmesi kontrol grubuna kiyasla iNOS
seviyesini 6nemli dlglde artirmistir (p<0.05; Sekil 4b).
BA ile 1 saat 6n muamele edilen C6 hucrelerinde ise
iINOS dizeyi glutamat grubuna goére arttigi saptanmistir
(p<0,05; Sekil 4b).

nNOS seviyesi tek basina glutamat uygulanan grupta
kontrole kiyasla anlamli derecede artmistir (p<0,05;
Sekil 4c). Buna karsin 0,23 pg/mL BA ile 6n isleme tabi
tutulan hicrelerde nNOS seviyesi glutamat grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlaml dizeyde azalmistir
(p>0,05; Sekil 4c).

4. Tartigma (Discussion)

Bu calisma, BA 6n uygulamasinin, C6 astroglial
hicrelerinde glutamatin neden oldugu sitotoksisiteye
karsi antioksidan etkiler gosterdigini ortaya koyan ilk
calismadir. C6 hlcre hattinda, BA 6n uygulamasi ile
glutamat kaynakl sitotoksisitede hicre sag kalimi
artmistir. Veriler, BA'nin glial hucrelerin glutamat
kaynakl sitotoksisite sonrasi hicre o6lumind ve
oksidatif ve nitrozatif stresi azalttigini gostermistir.
Calismanin sonucunda borik asit 6n uygulamasi
iINOS, nNOS, NO, MDA ve TOS duzeylerini distrmas,
TAS, CAT ve SOD duizeylerini ise artirmigtir. Boylelikle
glutamatin neden oldugu sitotoksisiteye karsi BA'nin
antioksidan 6zellikler gdsterdigi tespit edilmigstir.

Bor iceren bilesikler, noronal sureglerin
diizenlenmesinde noroprotektif etkilere sahiptir. Bunlar
arasinda noronal atesleme, norotrofik faktorlerin

(a) 407

NO
(umol/g protein)
3

—_
(=)}
-
o2}
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iNOS
(ng/g protein)

nNOS
(pg/g protein)

14
Il Kontrol  [5] Glutamat (10 mM) [ Glutamat + Borik Asit -] Borik Asit (0,23 pg/ml)

Sekil 4. C6 hicrelerinde glutamatin neden oldugu
sitotoksisiteden sonra 0,23 pg/ml BAnin NO (a), iNOS
(b) ve nNOS (c) seviyeleri Uzerindeki etkisi. Veriler,
ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir.
*p<0,05; **p<0,01 tedavi edilmemis kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; #p<0,05; ## p<0,01 glutamat ile tedavi
edilene kiyasla (Effect of 0.23 pg/ml BA on NO (a), iNOS (b),
nNOS (c) and levels after glutamate-induced cytotoxicity in C6
cells. Data are expressed as mean + standard error of the mean.
*p<0.05; **p<0.01 compared with untreated control group; #p<0.05;
## p<0.01 compared with glutamate-treated).

uretimi, oksidatif belirteglerin kontrolli ve davranissal
kontrol mekanizmalari bulunur. Bor bu etkilerini, iyon
kanallari, G-proteinine bagl reseptoérler veya néronal
davranis Uzerinde degisiklik yapan diger reseptorler
aracihgiyla gerceklestirmektedir [31-33]. Ayrica,
inflamasyon veya oksidatif stireclerin modulasyonunda
da etkilidir [20].

BA'nin noéroprotektif etkileri Uzerine yapilan bir
calismada, sicanlarda aluminyum klorid enjeksiyonu

ile hasar olusturulan beyin dokusunun degisen
seviyelerde BA konsantrasyonlarina nasil tepki
verdigi arastinimistir. Deney sonucunda, disuk

dozdaki BA'nin (3,25 mg/kg) noéronlarda koruyucu
etkisinin oldugu, yuksek dozlarin (36 ve 58,5 mg/
kg) ise beyin dokusunda daha fazla hasara yol actigi
gOsterilmistir [34]. BA ve C6 glioblastoma hicrelerinin
etkilesimine dair yapilan bir ¢galismada BA'in yiksek
konsantrasyonlarda (0,39-25 mM) ferroptoz, apoptoz
ve semaforin sinyal yolunu duzenleyerek tumor
ilerlemesini 6nledigine dair kanit saglamigtir [35].
Kizilay ve ark. ise yaptiklari aragtirmada, siyatik sinir
yaralanmasini takiben siganlara 100 mg/kg dozunda
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borik asit verilmesinin miyelin ve aksonlardaki
hasari 6nemli 6l¢lide azalttigini ve yaralanan sinirin
elektriksel fonksiyonunu iyilestirdigini gostermistir.
Oksidatif parametrelerden biri olan NF-kB seviyesinin
siyatik sinir yaralanmasi sonucu arttigi buna karsin BA
uygulamasi ile azaldigi immunohistokimyasal boyama
yontemi ile belirlenmigtir. Bu iyilesme muhtemelen
oksidatif  stres  reaksiyonlarinin  azalmasindan
kaynaklanmaktadir [36].

Noérodejeneratif hastaliklar, psikiyatrik bozukluklar ve
sinir dokusu yaralanmalarinda gdézlemlenen yaygin
bir bulgu, ROS ve serbest radikallerin neden oldugu
oksidatif strestir. Enzimler, kofaktorler ve peptitler gibi
hicre antioksidan mekanizmalarindaki degisiklikler,
ROS ve serbest radikallerin stabilize edilmesini
oldukca zor hale getirir. Noronlar ve glial hlcreler
icindeki artan olumsuz sureg, proteinler, lipitler
ve nukleik asitlerle etkilesime girmeye basladikca
oksidanlarin miktarinda daha fazla bir artisa yol
agar ve bu durum hicrelerde fonksiyon bozuklugu
ve 6limle sonuglanir. Bu baglamda, antioksidan etki
gOsterebilecek bir mekanizmaya sahip bor igeren bir
bilesik olmasa da, besin maddesi olarak borun c¢esitli
hucre tiplerinde sistemik oksidatif stresi iyilestirdigine
dair kanitlar mevcuttur [37-39]. Ozellikle BAnNIn
lipid peroksidasyonu, oksidatif stres ve bu oksidatif
sureclerle ilgili inflamatuar yanita karsi etkili oldugu
kanitlanmistir[40,41]. Ataizi ve ark. kapali kafa travmasi
geciren siganlarin beyin dokularindaki CAT ve MDA
aktivitesindeki dedisiklikleri ve ayrica bu siganlarda
BA'in potansiyel noroprotektif etkisini incelemiglerdir.
Calismanin sonucunda travmali si¢anlarin beyin
dokusunda CAT dizeyi azalirken BA uygulamasi ile
arttigi, MDA duzeyi artarken BA arttigi tespit edilmistir
[42]. Yavuz ve ark., Wistar-albino siganlarda yaptiklari
Parkinson modelinde BA ve kuersetinin oksidatif stres
belirtecleri ve davranis testleri lzerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Bu ¢calismada beyin doku drneklerinde
glutatyon, MDA ve ayni zamanda TAS seviyelerini
incelenmistir. Calismanin sonugclari BA ve kuersetin
kombine olarak uygulandiginda lipid peroksidasyon
seviyelerinin azaldigi ileri surtGlmustir. Bu sonug
BA'nin gida takviyesi olarak kullanilabilecegini anlaml
kilmaktadir [43]. Benzer sekilde ndronal hucrelerin
uzun sureli glutamata maruz kalmasi ile oksidatif
stresin arttigi bildirilmistir [44]. Literattrle uyumlu
olarak ¢alismamizda, glutamat uygulanan grupta MDA
seviyesinin arttigi, CAT ve SOD seviyesinin azaldigi,
BA 6n uygulamasi ile artan MDA seviyesinin azaldigi,
CAT ve SOD seviyesinin ise arttigi bulunmustur. Bu
sonuglar bozulan antioksidan mekanizmanin BA
uygulamasi ile duzelebilecegini gdstermektedir.

ROS olusumu ve lipit peroksidasyonu (LP), uyarici
glutamat ve aspartatin salinmasina, hiicreye kalsiyum
akisina yol acar. Bu durum hicre zari gegirgenligini
bozar ve ikincil hiicre hasarina neden olur. Cesitli
calismalar oksijensiz radikallerin ikincil hasarlarda
anahtar rol oynadigini ve nérotoksisiteye yol agtigini
géstermistir  [26,45-47]. ikincil beyin hasarinin
onemli bir kismi, antioksidan mekanizmalar, ROS

seviyeleri ve RNS arasindaki dengenin bozulmasi
ve bunun sonucunda LP'nin ortaya c¢ikmasindan
kaynaklanmaktadir. Antioksidanlarin MSS (izerinde
olumlu etkisi daha 6nce gosterilmistir[48,49]. Sahin
ve ark. bir besin takviyesi olarak BA'in, oksidatif
strese karsi ana hiicre mekanizmalarindan biri olan
Nrf2 yolunu aktive ettigini ileri sirmuglerdir. Bu yolun
aktivasyonu antioksidan 6zelliklere sahip proteinlerin
ekspresyonuna yol agmaktadir [50]. Hazman ve ark.
siganlardasisplatin toksikasyonu sonrasi artan oksidatif
stres, inflamasyon ve apoptozun farkli dozlarda BA ve
boraks tedavileri ile azaltilabilecegi bildirmislerdir [51].
Benzer olarak bizim galismamizda glutamat sonrasi
artan TOS seviyesinin BA 6n uygulamasi ile azaldig,
azalan TAS seviyesinin ise BA uygulamasi sonrasi
arttigi bulunmustur. Hacioglu ve ark. néronal iletim
ve norodejeneratif slreglerin arastiriimasinda ex vivo
model sistem olan sinaptozomlar Uzerinde AB1-42
kaynakli nérodejeneratif hasara kargi BA ve kurkuminin
koruyucu etkilerini incelemislerdir. Deney verilerinde
BA tedavisinin LP, MDA ve NO dizeylerini azalttigini
tespit etmiglerdir [52]. Calismamizin sonuglari BA
uygulamasi ile glutamat kaynakli nitrozatif stresi inhibe
ederek iINOS, nNOS ve NO seviyelerini azalttigini
goOsteren dnceki galismalarla tutarlidir.

5. Sonuglar (Conclusions)

BA'nin oksidatif ve nitrozatif slreclerde etkili olan
proteinler Gzerinde ¢ok yonli etkisi oldugu bulunmustur.
Bu bakimdan BA takviyesi nérodejeneratif hastaliklar
Uzerinde Onleyici bir role sahip olabilir. Ayrica,
bor atomunun roli, 6zellikleri ve kimyasal yapisal
cekirdeklerin  tanimlanmasi,  ndérodejenerasyona
karsi yenilik¢i bor iceren aktif ilaglar igin potansiyel
farmakoforlar olarak segilebilir ve dnerilebilir.
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