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Amag: Bu ¢alisma pregabalinin nitrik oksit ve oksidatif stres yolaklari {izerinden glutamat ile indiiklenen sitotoksisite
iizerindeki noroprotektif etkisini arastirmak igin tasarlandi. Gere¢ ve Yontem: Deneyde C6 glioma hiicre hatti
kullanilmistir. Pregabalinin glutamatin neden oldugu sitotoksisiteden sonra glial hiicre dliimii iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin dort grup olusturuldu. Kontrol grubu herhangi bir islem gérmedi. Glutamat grubundaki hiicreler 24
saat 10 mM glutamat ile muamele edildi. Pregabalin grubundaki hiicreler, 24 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda
(3,75; 7,5; 15; 30 ve 60uM) pregabalin ile muamele edildi. Pregabalin+glutamat grubundaki hiicreler, 1 saat boyunca
cesitli konsantrasyonlarda (3,75; 7,5; 15; 30 ve 60uM) pregabalin ile 6n igleme tabi tutuldu ve ardindan 24 saat boyunca
10mM glutamata maruz birakildi. Hiicre canliligt, XTT tahlili ile degerlendirildi. Hiicrelerdeki toplam antioksidan ve
oksidan seviyesi (TAS-TOS), indiiklenebilir nitrik oksit (iNOS), nitrik oksit (NO) ve noronal nitrik oksit (nNOS)
seviyeleri ticari kitlerle 6l¢iildii. Bulgular: 30 ve 60 uM konsantrasyondaki pregabalin, glutamatin neden oldugu
sitotoksisiteden sonra C6 hiicrelerinde hiicre canliligini dnemli 6l¢iide arttirdi (p<0,01). Pregabalin (30uM)+glutamat,
tedavi edilmemis glutamat grubuna (p<0,05) kiyasla C6 hiicrelerinde TOS seviyelerini 6nemli 6l¢lide azaltirken, TAS
seviyesini artirmistir (p<0,05). Ayrica pregabalin, glutamatin indiikledigi sitotoksisite sonrasinda C6 hiicrelerinde iNOS
ve NO seviyesini azaltirken (p>0,05) nNOS diizeyini degistirmemistir (p>0,05). Sonug: Pregabalin, sitotoksisite
iizerinde koruyucu ve antioksidan 6zelliklere sahiptir. Eger in vivo ve vitro daha fazla aragtirma bu iddiay1 desteklerse
Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklar i¢in etkili bir takviye olabilir.

Anahtar Kelimeler: Glutamat Eksitotoksisitesi, Pregabalin, C6 Glioma, Oksidatif Stres, Nitrozatif Stres

ABSTRACT

Introduction: This study was designed to investigate the neuroprotective effect of pregabalin on glutamate-induced
cytotoxicity via nitric oxide and oxidative stress pathways. Material Method: C6 glioma cell line was used in the
experiment. Four groups were created to evaluate the effect of pregabalin on glial cell death after glutamate-induced
cytotoxicity. Control group did not receive any treatment. Cells in the glutamate group were treated with 10 mM
glutamate for 24 hours. Cells in the pregabalin group were treated with pregabalin at various concentrations (3.75, 7.5,
15, 30, and 60 uM) for 24 hours. Cells in the pregabalin+glutamate group were pretreated with pregabalin at various
concentrations (3.75, 7.5, 15, 30, and 60 uM) for 1 h and then exposed to 10 mM glutamate for 24 h. Cell viability was
assessed by XTT assay. Total antioxidant and oxidant levels (TAS-TOS), inducible nitric oxide (iNOS), nitric oxide
(NO), and neuronal nitric oxide (nNOS) levels in cells were measured with commercial kits. Results: Pregabalin at 30
and 60 pM concentrations significantly increased cell viability in C6 cells after glutamate-induced cytotoxicity (p<0,01).
Pregabalin (30pM)+glutamate significantly decreased TOS levels in C6 cells compared to the untreated glutamate group
(p<0,05), while it increased TAS level (p<0,05). In addition, pregabalin decreased iNOS and NO levels in C6 cells after
glutamate-induced cytotoxicity (p>0,05) but did not change nNOS levels (p>0,05). Conclusion: Pregabalin has
protective and antioxidant properties on cytotoxicity. If further in vivo and in vitro research supports this claim, it may
be an effective supplement for neurodegenerative diseases such as Alzheimer's and Parkinson's.
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GIRIS

Glutamat, merkezi sinir sisteminin (MSS) temel uyarict norotransmitteridir. Noronal biiylime,
gelisim, sinyalizasyon ve sinaptik plastisite gibi ¢esitli metabolik islev ve siireglerde yer alir(1).
Glutamat bu etkilerini hem ligand kapili iyon kanallarini (iyonotropik glutamat reseptdrleri) hem de
G-proteinine bagh reseptor siifin1 (metabotropik glutamat reseptorleri) aktive ederek gosterir (2).
Beyindeki glutamat konsantrasyonu hiicre i¢inde milimolar (6-7 mmol/kg) diizeyde iken, hiicre dis1
glutamat konsantrasyonu, eksitator amino asit tastyicilarinin (EAAT), néron ve astrositlere glutamat
geri alimi/aktarim1  ile mikromolar diizeyde/aralikta tutulur(3,4). Hiicre dis1 glutamat
konsantrasyonunda artis meydana geldiginde, iyonotropik glutamat reseptdrleri asir1 aktive hale
gelerek hiicre ici kalsiyum (Ca?) iyon miktarini yiikseltir(5). Hiicre iginde artan Ca®'
konsantrasyonu, kalsiyum homeostazin1 bozararak noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) regiilasyonu,
mitokondri disfonksiyonu, oksidatif fosforilasyonun deregiilasyonu ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)
iiretimine yol agan bir dizi sinyal yolunu baslatir. Bu siire¢ glutamata bagli eksitotoksisite olarak
adlandirilir. Hiicre i¢inde artan Ca?" konsantrasyonu, kalsiyum homeostazini bozarak néronal nitrik
oksit sentaz (nNOS) regiilasyonu, mitokondri disfonksiyonu, oksidatif fosforilasyonun
deregiilasyonu ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimine yol agan bir dizi sinyal yolunu baslatir.
Bununla birlikte, glutamat toksisitesi sirasinda artan Ca** seviyeleri ve mitokondri disfonksiyonu,
nitrik oksit (NO) iiretimini tetikleyerek peroksinitrit (ONOQO™) gibi reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS)
olusumuna yol agar. Bu siire¢ oksidatif ve nitrozatif stresin bir arada rol oynadig1 bir dongii olusturur
ve hiicresel hasar1 siddetlendirir. Bu mekanizmalar, glutamata bagli eksitotoksisite olarak
adlandirilir ve ndronal hasar tetikleyerek hiicre 6liimiine neden olur (6,7) Eksitotoksisite ndronal
hasar1 tetikleyerek hiicre oliimiine yol agar. Bu durum amyotrofik lateral skleroz, Alzheimer
hastalig1 ve Huntington hastalig1 gibi ¢cok sayida nérodejeneratif hastalifin ortaya ¢ikmasinda rol
oynamaktadir.

Pregabalin (PGB), potansiyel antikonviilsan olarak gelistirilen GABA analogudur. Ancak yapilan
arastirmalar ilacin GABA iletimi {izerinde ¢ok az etkiye sahip oldugu daha ¢ok voltaj kapili Ca*"
kanallari (VGCC) ile etkilestigini bildirmistir(8). Pregabalin asir1 uyarilmis noronlarm Ca®*
kanallariin 026 alt iinitesine kuvvetli bir sekilde baglanir. Ardindan depolarizasyonla indiiklenmis
kalsiyum akigint ve bdylelikle substans P, noradrenalin ve glutamat gibi birgok uyarict
norotransmiterin salimimini azaltir(9,10). Yapilan c¢aligmalarda pregabalinin norolojik sonuglari
lyilestirebilecegini, ndron ve oligodendrositlerin apoptozunu azaltabilecegi gosterilmistir. Ayni
zamanda pregabalin tedavisi ile astrositlerin proliferasyonunun azaldig1 ve bunun sonuncunda da
mikroglia ve astrositlerin daha az ¢ogaldig: tespit edilmistir(11). Bu literatiir bilgilerine dayanarak
pregabalinin sinir sistemi iizerine olumlu etkileri farkli ¢alismalarla ortaya konmustur. Ancak
glutamat eksitotoksitesi ile iligkisi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu calisma, pregabalinin
glial hiicrelerde glutamatin neden oldugu toksisite tizerindeki etkilerini ve oksidatif-nitrozatif stres
stireclerine miidahale potansiyelini arastirmay1 amaglamaktadir.

GEREC ve YONTEM

Hiicre Kiiltiirii

ATCC’ den temin edilmis olan C6 glioma hiicreleri steril kosullar altinda 37°C ve %5 CO2’li
ortamda, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10 fetal sigir serumu iceren DMEM: F12
(1:1) hiicre kiiltiir besi yerinde ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin yogunlugu %80-90 ulastiginda pasajlandi.
Pasajlama islemi ii¢ defa yapilip hiicreler 96’11 kuyucuklu plakada, her kuyucuga 15x10° hiicre
bulunacak sekilde ekim yapildi. C6 glioma hiicrelerinde glutamat toksititesi i¢in dnceki ¢alismalarda
belirlenen 10 mM doz ve 24 saat inkiibasyon siiresi kullanilacaktir(7). Pregabalin i¢in kullanilacak
dozlar: 60; 30; 15; 7,5; 3,75 pg/ml olarak belirlenmistir (12).

XTT Hiicre Canlilik Testi

Pregabalinin glutamat toksisitesi sonrast hiicre canliligi iizerine etkisi XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) testi ile belirlenmistir.
Sitotoksisite igin dncelikle her kuyuda 15x10° hiicre olacak sekilde hiicre alinip steril 96 kuyucuklu

Siileyman Demirel Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi 213


213


Tagkiran ve ark. Pregabalinin Glutamat Eksitotoksisitesine Kars1 Etkisi

mikro plakaya ekildi ve hiicrelerin yapigmasi i¢in bir gece bekletildi. Ertesi giin hiicreler tizerindeki
besi yeri uzaklastirildi, kuyucuklar PBS ile yikandi. Pregabalinin farkli konsantrasyonlar1 hiicreler
iizerine uygulandiktan 1 saat sonra glutamat (10 mM) uygulandi 24 saat inkiibasyon gerceklestirildi.
24 saatin sonunda besi yeri uzaklastirildi ve hiicreler ii¢ defa PBS ile yikandi. Ardindan tiim
kuyucuklara 100 pl seffaf (renksiz) DMEM ve iizerine 50 pul XTT soliisyonu eklenerek CO2’1i
etiivde 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda absorbans degeri mikroplaka okuyucuda 450
nm’de okutularak, kontrol grubunun hiicre canlilik oran1 %100 olarak kabul edilip %Hiicre canlilik
= (Konsantrasyon O.D. / Kontrol O.D.) X 100 formiiliinden yararlanilarak hesaplandi(13).

Hiicre Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Tim gruptaki hiicreler steril tiiplere alindi. Ardindan, 10 dakika 2000 rpm'de santriflyj edildi.
Hiicreler, PBS (pH: 7.4) ile yaklasik 1 milyon/ml hiicre konsantrasyonuna seyreltilerek siispanse
edildi(14). Hiicrelerin i¢ bilesenlerinin disar1 ¢ikmasi i¢in li¢ defa donma-¢oziilme dongiisii ile
hasara ugratildi. Sonrasinda 10 dakika 4000 rpm’de 4°C santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanlar
toplanarak biyokimyasal analize tabi tutuldu. Orneklerdeki toplam protein seviyeleri, Bradford
protein analiz kiti (SERVA, Heidelberg, Almanya) ile belirlendi(15).

Total Antioksidan (TAS), Total Oksidan (TOS), Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS), N&ronal
Nitrik Oksit Sentaz (nNOS), ve Nitrik Oksit (NO) Seviyelerinin Olgiimii

Hiicrelere islem sonrasi pregabalinin oksidatif ve nitrozatif stres iizerine etkilerini degerlendirmek
icin TAS, TOS, iNOS, nNOS ve NO ol¢iimii ticari kitler ile kullanilmistir. Uygulanacak prosediir
iiretici firmanin talimatlarina gore belirlenmistir.

Biyoistatistiksel Analiz

Elde edilen veriler, ortalamanin (SEM) ortalama + standart hatasi olarak belirtildi. Analizler
Windows 23.0 SPSS siiriimii ile gerceklestirilmistir. Tek yonlii bir varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak veriler degerlendirildi. Gruplar arasindaki farki tespit etmek amaciyla post hoc Tukey
testi kullanildi. Anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Pregabalinin Glutamatin indiikledigi C6 Hiicre Sitotoksisitesi Uzerindeki Etkisi

C6 hiicrelerinde glutamatin neden oldugu sitotoksisiteye karsi pregabalinin koruyucu etkileri XTT
hiicre proliferasyonu testi kullanilarak degerlendirildi. Bu c¢aligmada, artan pregabalin
konsantrasyonlarinin (3,75-60uM) hem kontrol hem de glutamatin indiikledigi C6 hiicrelerinde
hiicre canlilig1 {iizerindeki etkileri arastirildi. Hiicrelere baslangigta 1 saat boyunca artan
konsantrasyonlarda (3,75; 7,5; 15; 30 ve 60uM) pregabalin uyguland: ve ardindan sonraki 24 saat
boyunca 10mM glutamat ile muamele edildi. Sekil 1, C6 hiicrelerinin 24 saat siireyle glutamat
uygulanmasinin tedavi edilmemis kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda hiicre sagkalimini 6nemli
Olclide azaltiim1 gostermektedir (p<0,05; Sekil 1). Ayrica, pregabalinin 60 ve 30uM
konsantrasyonlari, glutamat ile indiiklenen C6 hiicreleri ile karsilastirildiginda hiicre sagkalimini
artirdig1 tespit edilmistir.
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Sekil 1: Pregabalinin, glutamatin neden oldugu sitotoksisiteden sonra C6 hiicrelerinde hiicre sagkalimi tizerindeki
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.

Pregabalinin Glutamatin indiikledigi C6 Hiicrelerinde inos, Nnos ve NO Seviyelerine Etkisi

ELISA testleri, C6 hiicrelerinde glutamatin neden oldugu sitotoksisiteden sonra pregabalinin iNOS,
nNOS ve NO parametreleri tizerindeki olast etkisini belirlemek i¢in kullanildi. C6 hiicreleri, bir saat
boyunca 30 pM pregabalin konsantrasyonu ile muamele edildikten sonra glutamat (10 mM)
varliginda veya yoklugunda 24 saat inkiibe edildi. Glutamat uygulanan hiicreler kontrol grubu ile
karsilastirildiginda iNOS, nNOS ve NO seviyeleri 6nemli 6l¢iide artmistir (p<0,05; Sekil 2A, B ve
C). Ote yandan 30uM pregabalin ile 6n isleme tabi tutulan hiicreler, glutamat grubundaki hiicrelere
kiyasla C6 hiicrelerinde iNOS ve NO seviyelerini 6nemli 6l¢iide diistiriirken (p<0,001; Sekil 2A ve
C) nNOS iizerinde herhangi bir etki gdstermemistir (p>0,05; Sekil 2B).

iNOS EI nNOS NO

i

mm Kontrol

EE Glutamat (10mM)
iz PGB+Glutamat
B PGB (30pM)

iNOS (ng/g protein)
nNOS (pg/g protein)
NO (pumol/gr protein)
~
T

Gruplar Gruplar Gruplar

Sekil 2: C6 hiicrelerinde glutamatin neden oldugu sitotoksisiteden sonra 30 pM pregabalinin iNOS, nNOS ve NO
seviyeleri {izerindeki 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 (NO:
Nitrik oksit, iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, nNOS: Néronal nitrik oksit sentaz, PGB: Pregabalin).

Pregabalinin Glutamatin indiikledigi C6 Hiicrelerinde TAS ve TOS Seviyelerine Etkisi
Hiicreler, 1 saat boyunca tek doz (30uM) pregabalin ile muamele edildi ve ardindan sonraki 24 saat
boyunca 10mM glutamat varliginda veya yoklugunda inkiibe edildi. Sekil 3'te gosterildigi gibi,
glutamat tedavisinin, tedavi edilmemis kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda C6 hiicrelerinin TAS
seviyesini diigiirmiistiir (p<0,01; Sekil 3A). Bununla birlikte pregabalin (30uM)+glutamat grubu,
glutamat uygulanan hiicrelere kiyasla TAS seviyesini artirmistir (p<0,05; Sekil 3A). Ayrica, C6
hiicrelerinin glutamat ile 24 saat onceden inkiibasyonu, kontrol ile karsilastirildiginda TOS
seviyelerini énemli olgiide yiikseltti (p<0,01; Sekil 3B). Ote yandan, 30uM konsantrasyondaki
pregabalin, glutamatla tedavi edilen hiicrelerle karsilastirildiginda C6 hiicrelerinde TOS seviyelerini
onemli artird1 (p<0,05; Sekil 3B). Bununla birlikte, tek basina 30uM konsantrasyondaki pregabalin,
kontrol ile karsilastirildiginda C6 hiicrelerinde TAS ve TOS seviyelerinde énemli bir degisiklige
neden olmamistir (p>0,05; Sekil 3A ve B).
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Sekil 3: C6 hiicrelerinde glutamatin neden oldugu sitotoksisiteden sonra 30 pM pregabalinin TAS ve TOS seviyeleri
tizerindeki etkisi. Veriler, ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. *p<0,05; **p<0,01 tedavi
edilmemis kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; #p<0,05; ## p<0,01 glutamat ile tedavi edilene kiyasla (TAS: Total
antioksidan seviyesi, TOS: Total oksidan seviyesi, PGB: Pregabalin).

TARTISMA ve SONUC

Bu calismada glioblastoma (C6) hiicrelerinde glutamatin neden oldugu sitotoksisiteye karsi
pregabalinin etkisi degerlendirilmistir. Pregabalin ile 6n tedavi, C6 hiicrelerinde glutamatin neden
oldugu sitotoksisiteden sonra hiicre canliligini arttirdi ve hiicre 6liimiinii azaltti. Ayrica, pregabalin
on islemi, C6 hiicrelerinde iNOS ve NO seviyelerini azaltmis, nNOS seviyesinde ise degisiklik
olusturmamistir. Ayrica, pregabalin 6n islemi, C6 hiicrelerinde glutamatin neden oldugu
sitotoksisiteden sonra TAS seviyesini artirirken TOS seviyesini baskilamistir.

Onceki calismalar pregabalinin kalsiyum kanallarinin a28 alt birimine baglanarak baskilamasi
sonucu noradrenalin, serotonin, dopamin, p-maddesi ve glutamat dahil olmak {izere bircok
ndrotransmiterin  saliimini azalttigin1 gostermektedir(16—18). Bu sebeple pregabalinin birgok
norodejeneratif hastalikta artan glutamat seviyesini baskilayarak noroprotektif etkileri oldugu
yapilan caligmalarla bildirilmistir. Kumar ve ark. pregabalin tedavisinin si¢anlarda siyatik sinir
hasar1 ile olusturulan nodropatik agrida spinal kord dorsal boynuzundaki glutamat ve aspartat
salinimini baskilayarak agriy1 azalttigini 6ne stirmiislerdir(19). Ha ve ark., pregabalinin spinal kord
yaralanmasi sonras1 fonksiyonel iyilesmeyi indiikledigini, mikroglia aktivasyonunu, ndronal ve glial
apoptozu azalttigin bildirmislerdir(20). Ayrica pregabalinin noroprotektif etkilerinin, néropeptit
salimin1 modiile etmesinden kaynakli bir etkinin sonucu olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Benzer
olarak bizim sonuglarimiz da pregabalin 6n tedavisinin glial hiicrelerde glutamat toksisitesine karsi
etkili oldugu ve hiicre canliligin1 artirdig1 bulunmustur.

Nitrik oksit (NO), merkezi sinir sisteminde 6nemli bir ndromodiilatordiir. Nitrik oksit sentaz (NOS)
enziminin L-argininamino asidi L-sitrulin'e ¢evrilmesiyle NO iiretilmektedir(21). NOS' un bilinen
ti¢ farkli izoformuvardir. Bunlar, endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS), ndronal Nitrik oksit sentaz
(nNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)' dir. eNOS ve nNOS, normal kosullarda
fonksiyonel iken, iNOS' un daha ¢ok patofizyolojik kosullarda fonksiyonel oldugu
gosterilmistir(22,23).

nNOS, noéronlarda yaygin olarak eksprese edilmektedir ve C6 hiicrelerinin onu eksprese ettigi
bulunmustur(24,25). nNOS indiiksiyonu néronlarda NO artisina neden olur, bu da ¢oziiniir guanilat
siklaz (sGC) / guanozin monofosfat (GMP) yolunun aktive olmasina neden olur. cGMP, noéronlarda
glutamat salinimini tetikleyen ikincil bir habercidir(26). Ek olarak, nNOS/NO'nun glutamatin neden
oldugu sitotoksisitede rolii vardir(6,7,23). MSS'deki inflamatuar siirecin ayirt edici 6zelliklerinden
biri, aktif glia tarafindan iNOS'un ifadesidir. Glutamat, sirayla iNOS ekspresyonunu tetikleyebilen
proinflamatuar sitokinleri indiiklemektedir(27,28). Memari ve ark., yaptiklar1 c¢alismada,
pregabalinin iINOS diizeylerini azaltarak nitrik oksit (NO) tiretimini diislirdiigiinii ve bunun
sonucunda diyabetik periferik noropatik agrinin (DPNP) iyilestigini gostermistir. Sonug olarak,
pregabalinin agr kesici etkilerinin iNOS ve NO yoluyla ger¢eklestigini bulmuslardir. Pregabalinin
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DPNP iizerindeki palyatif etkisi, iNOS inhibisyonu aracilifiyla sinir sistemi dejenerasyonunu
koruyabilecegini ve bu etkiyi daha iyi anlamak i¢in ek hiicresel, hayvan ve insan ¢alismalarinin
gerekli oldugunu belirtmislerdir(29). Bizim g¢alismamizda, glutamatin indiikledigi sitotoksisite
sonrasi hiicrelerde iNOS, nNOS ve NO diizeylerindeki artis ortaya ¢ikarilmistir. Ote yandan,
pregabalin, C6 hiicrelerinde glutamatin neden oldugu sitotoksisiteden sonra yiiksek iNOS ve NO
seviyelerini azaltirken nNOS seviyesini degistirmemistir. Bu sonuglar pregabalinin glutamat
toksisitesine karsi koruyucu oldugunu ve bu etkide iNOS ve NO yolunun etkili oldugu ancak bu
etkiyi nNOS iizerinden gerceklestirmemektedir.

Oksidanlar ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik oksidatif stres olarak
bilinir. Bu dengesizlik, dokulara zarar veren ve organizmanin fizyolojik islevini bozan asir1 reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna neden olur(30). Ayrica aragtirmalar, oksidatif stresin norodejeneratif
hastaliklarin ~ ve  MSS  bozukluklarinin  gelisiminde anahtar bir faktér oldugunu
gostermektedir(31,32). Asc1 ve ark., serebral iskemi ve reperfiizyon sonrasi uygulanan pregabalinin
antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik etkiler gosterdigini ve noroprotektif bir faktor olarak
potansiyel  kullanimimi  destekledigini  belirtmislerdir(9). Pregabalin  oksidatif  stresin
biyobelirteglerinden olan, lipid peroksidasyonu (TBARS) ve GSH-PX ve CAT gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesini azalttigin1 bulmuslardir.

Bu calismada glutamatin neden oldugu sitotoksisitenin hiicrelerde TOS seviyesinde artisa ve TAS
seviyesinde ise azalmaya yol agtig1 tespit edilmistir. Ancak, pregabalin uygulamasi, C6 hiicrelerinde
glutamat kaynakli oksidatif hasar1 azaltarak belirgin antioksidan etkiler gdstermistir. Pregabalin,
TAS seviyelerini artirirken TOS seviyelerini diisiirmiis ve bdylece oksidatif stresin etkilerini
hafifletmistir.

Elde edilen veriler, pregabalinin glutamat kaynakli toksisiteye karsi noroprotektif bir etkiye sahip
oldugunu ve bu etkinin anti-apoptotik, anti-inflamatuar ve antioksidan 0Ozelliklerinden
kaynaklanabilecegini gostermektedir. Bu bulgular, pregabalinin etki mekanizmasinin daha
derinlemesine anlagilmasinin, noérodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in daha giiclii ve etkili
analoglarin gelistirilmesine olanak saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu ¢alismada sadece
C6 hiicre hatt1 kullanilmis olmasi, sonuglarin in vivo sistemlere genellenmesini sinirlamaktadir.
Ayrica, pregabalin konsantrasyonu ve uygulama siiresinin sinirli tutulmasi ile glutamat toksisitesine
kars1 diger potansiyel mekanizmalarin yeterince incelenmemesi, ¢aligmanin 6nemli kisitlamalari
arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte, oksidatif stres belirteclerinin daha spesifik sekilde
degerlendirilememesi ve ¢aligmanin klinik anlamda sinirli bir 6ngérii giicline sahip olmasi da dikkat
edilmesi gereken noktalar arasindadir.

Tesekkiir: Bu ¢alisma TUBITAK 2209-A Ogrenci projesi kapsaminda yapilmistir. Calismada gerekli olanaklart
sagladig1 icin Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Merkezi’ne (CUTFAM) tesekkiir ederiz.

Etik Beyam: Bu ¢alismada, “Yiiksekogretim Kurumlar1 Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigi Yonergesi” kapsaminda
uyulmast gerekli tiim kurallara uyuldugunu, bahsi gegen yonergenin “Bilimsel Arastirma ve Yaym Etigine Aykin
Eylemler” baglig1 altinda belirtilen eylemlerden higbirinin gerceklestirilmedigini taahhiit ederiz.
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