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1-OZET

IN VITRO AMILOID-BETA TOKSISITE MODELINDE BORAKS VE BORIK
ASIDIN EKSOZOMAL PROTEIN ICERIGINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Dogal bir bilesik olan bor minerali dogada borat formunda bulunmakla birlikte
insanlarda ve hayvanlarda borik asit olarak metabolize edilerek viicut dokularinda ve
stvilarinda bulunur ve bor mineralinin mineral metabolizmasinda, immiin yanitta ve
endokrin sistemde onemli fonksiyonlar1 oldugu kabul gormektedir. Bu fonksiyonlarin
bir kismunin hiicreler arasi iletisimde ekstraseliiler vezikiiller yardim ile yayildig
bilinmektedir. Eksozomlar ¢aplar1 50 ile 100 nm arasinda degisen kiiclik membran
vezikiilleri olup c¢esitli viicut sivilar1 ve ekstraseliiler alanlarda bulunurlar.
Eksozomlarin kargo olarak miRNA, mRNA, c¢esitli mineraller ve proteinler tasiyarak
hiicreler arasi iletisim ile birlikte Alzheimer hastalii gibi cesitli ndérodejeneratif
hastalik patolojilerini yayabildikleri diistiniilmektedir. Bu tezde bor bilesiklerinin in
vitro olarak olusturulan A toksisite modelinde eksozomal ve intraseliiler protein
icerigine olan etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu arastirmanin yapilabilmesi i¢in
Alzheimer hastaliginin patofizyolojisinde Onemli yere sahip olan AB’mn in vitro
toksisite modeli kullamlmustir. Oksidatif stres Ol¢limlerinde ozellikle toksisite
uygulamasindan sonra eklenen bor bilesenlerinin stres seviyelerini normal hiicre stres
seviyelerine getirdigi saptanmistir. Toplam eksozom miktar1 analizlerinde ise toksisite
uygulamasindan sonra eklenen boraks maddesinin eksozom salinimumi anlamli
derecede disiirdiigii saptanmustir. Ayrica bor bilesenlerinin intraseliiler protein
seviyelerine anlamli derecede etki ettigi saptanmustir. Bu tezde elde edilen sonuglarin
Alzheimer hastalig ve diger baz1 noérodejeneratif hastaliklarda goriilen AP toksisitesi
gibi patofizyolojik bulgularin tedavisine yonelik yeni hedef molekiillerin literatiire

kazandirilmasina katki saglamasi beklenmektedir.

Anahtar Sozciikler: AP Toksisite Modeli, Boraks, Borik Asit, Eksozom, Oksidatif
Stres



2-ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS BORAX AND BORIC ACID ON
EXOSOMAL PROTEIN CONTENT IN IN VITRO AMYLOID-BETA
TOXICITY MODEL

Boron is a natural compound and found as the form of borate in nature. Also borate is
metabolized as boric acid in humans and animals and exists in body tissues and fluids.
Borate forms are known to have important functions in mineral metabolism, immune
response and endocrine system. It is known that some of these functions spread via
extracellular vesicles in intercellular communication. Exosomes are small membrane
vesicles with diameters ranging from 50 to 100 nmand are found in various body fluids
and extracellular spaces. Exosomes are thought to spread intercellular communication
as well as various neurodegenerative disease pathologies, such as Alzheimer's disease,
by carrying miRNA, mRNA, various minerals and proteins as cargo. In this thesis, the
aimis to investigate the effects boron compouns on exosomal and intracellular protein
content in in vitro amiloid-beta toxicity model. In oxidative stress measurements,
especially boric acid added after toxicity application helps to downregulation of stress
levels to normal cell stress levels. Intotal exosomal analysis, borax added after toxicity
application significantly reduced total amount of exosomal release. It has also been
determined that boron compounds have a significant effect on intracellular protein
levels. It is expected this thesis to contribute to the finding of novel target molecules

for AP toxicity in other neurodegenerative diseases such as AD.

Keywords: Ap Toxicity Model, Borax, Boric Acid, Exosome, Oxidative Stress



3-GIRIS VE AMAC

Alzheimer Hastalig1 (AH), demans grubu norodejeneratif hastaliklar icerisinde en
yaygin goriilen hastaliktir. AH, diagnostik olarak sporadik form (%95 ve fazlasi) ve
ailesel form (%1’den azin1) olmak tizere iki ana grupta degerlendirilmektedir. AH nin
patofizyolojisinde Onemli yere sahip olan baslica iki noropatolojik bulgu vardir;
beyinde ektraselliiler boslukta ¢oziinmeye direngli amiloid-beta (AP) formlarimin
olusturdugu plaklar ve hiperfosforile tau protein formlarim igeren intraseliiler
norofibriler yumaklar. AP proteini, amiloid dnciil proteininin (APP) y-sekretaz ve [3-
sekretaz gibi proteolitik enzimler vasitast ile kesimi sonucu olugmaktadir.
Amiloidojenik 6zelliklere sahip olan 1-42 AP peptidinin asir1 liretiminin temel sebebi
APP mutasyonlar1 olarak gosterilmektedir. AH gibi nérodejenatif hastalik tiirlerindeki
yaytlimin ekstraseliiler vezikiiller araciligi ile oldugu disliniilmektedir (1).
Eksozomlar gaplar1 50 ile 100 nm arasinda degisen kii¢iik membran vezikiilleri olup
cesitli viicut sivilar1 ve ekstraseliiler alanlarda bulunurlar (2). Eksozomlarin kargo
olarak miRNA, mRNA, APP, AB ve tau proteinlerini tagiyarak hiicreler arasi iletisim
ile birlikte AP ve tau patolojilerinin yayilmasim kolaylagtirabilecegi diisiiniilmektedir
(1). AH’min tam tedavisi heniiz bulunmamaktadir, ancak hastalik siddetinin
hafifletilmesi i¢in g¢esitli tedaviler mevcuttur. Bu tedavilerde kullamlan ilaglar
dogadaki bilesiklerden tiretilmektedir. Dogal bir bilesik olan bor minerali de dogada
genel olarak borat formunda bulunmaktadir (3). Ancak borat formundaki mineraller
insanlarda ve hayvanlarda borik asit olarak metabolize edilerek viicut dokularinda ve
sivilarinda bulunur (4). Borat formundaki minerallerin beynin iglevsel ve biligsel
mekanizmalarini, iskelet ve bagisiklik sistemini etkileyebilecek bilesikler oldugu
bilinmektedir (5).

Bu tezde bor bilesiklerinin in vitro olarak olusturulan AP toksisite modelinde
eksozomal ve intraseliiler protein igerigine olan etkisinin arastirilmasi amaglannmustir.
Bu aragtirmanin yapilabilmesi i¢in AH’nin patofizyolojisinde 6nemli yere sahip olan
AP’nin in vitro toksisite modeli kullamlmuigtir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen
bulgularin AH gibi norodejeneratif hastaliklarda bulunan AP toksisitesi gibi
patofizyolojik bulgularin tedavisine yonelik yeni hedef molekiillerin literatiire

kazandirilmasina katki saglamasi beklenmektedir.



4-GENEL BILGILER

4.1.Alzheimer Hastahg:

Alzheimer hastaligi (AH), demansin en yaygin goriilen tiirii olmakla birlikte tiim
demansa bagl1 hastaliklarin %50-80’lik kismum kargilamaktadir. AH, beyinde serebral
korteks ve hipokampusun genis bolgelerini etkileyen ilerleyici, nérodejeneratif bir
hastalik olarak tammlanmaktadir. Beyin dokusundaki anomaliler hasta bireyler
arasinda onemli Ol¢lide degisse de ilk olarak frontal ve temporal loblar1 igeren beyin

dokusunda tespit edilir, daha sonra neokorteksin diger bdlgelerine yavasca ilerler (6).

Diinyada on milyonlarca bireyi etkileyen Alzheimer hastaligimn goriildiigi yas
grubu yashi bireyler olarak gruplandirilan 64 yas ve lizeri bireyleri kapsamaktadir.
Yapilan meta analiz sonuglar1 baz alindiginda, yash bireylerde hastalik riski her bes
yil igerisinde yaklasik iki katina ¢ikmaktadir (7, 8). Tiirk popiilasyonundaki prevelansi
tam olarak bilinmemekle birlikte 70 yas {lizerinde olas1 AH prevalans1 %11, demans
prevalansi ise %20 olarak literatiirde bildirilmis (9) ve Tiirkiye Istatistik Kurumu nun
2018 yilinda 27595 sayr numarasiyla yayinladigi veriler incelendiginde Alzheimer
hastalig1 nedeni ile 6len yash bireylerde artis oldugu ve bu oran 2012 yilinda %3,4
iken 2016 y1linda %4,5'e yiikseldigi belirtilmistir. AH nin risk faktorleri siralandiginda
en 6nemli etkenin yaslanma oldugu gbze carpmaktadir. Bu sebeple ortalama yasam
siiresinin uzamasinin, hasta sayisimin artmasina neden olabilecegi diisliniilmektedir
(10). AH i¢in potansiyel risk faktorleri diabetes mellitus, orta yas hipertansiyonu, orta
yas obezitesi, hareketsizlik, depresyon, sigara kullammu ve diisiik egitim diizeyi olarak
siralanmaktadir (11).

AH tamsina sahip hasta sayisinin ¢ogunluk kismum (%95 ve fazlasini) hastaligin
sporadik formlar1 olustururken, kii¢iik oranint ise (%1°lik kismindan azim) amiloid-
betanin (AP) prosesinde etkin rol oynayan genlerde mutasyona sahip bireyler
olusturmaktadir (12).

Anormallikler genellikle ilk olarak frontal ve temporal loblar1 igeren beyin

dokusunda tespit edilmektedir ve daha sonra neokorteksin diger bolgelerine yavasca



ilerlemektir. Bu ilerleme ve birikimbireyler arasinda 6nemli 6l¢lide degisen oranlarda

gerceklesmektedir (Sekil 4.1.1).

b Amyloid plaque

Amyloid plaque
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| = = |
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Sekil 4.1.1 Alzheimer hastaliginin patolojik evrimi. (a. Amiloid plaklarin ve
norofibriler yumaklarin histolojik goriintiileri b. Amiloid plaklarin ve
norofibriler yumaklarin hastalik ileledik¢e olusturduklar1 agregat siddetini
gostermektedir).

*d0i:10.1038/nrdp.2015.56

Alzheimer hastaligi, ¢o6ziinmeye direngli amiloid-beta (AP) formlarinin kan
damarlarinin duvarlarinda ve plaklar halinde ekstaseliiler matrikste birikmesiyle ve bir
mikrotiibiil proteini olan tau’nun ndrofibriler yumaklar halinde ndronlarda birikmesi
ile iliskilidir. AP proteini, amiloid onciil proteininin (APP) y-sekretaz ve p-sekretaz
gibi proteolitik enzimler vasitasi ile kesimi sonucu olugmaktadir. Hastaligin ortalama
stiresi 8—10 yi1l olmak ile birlikte, presemptomatik evrenin yirmi yildan uzun siirdiigi
de g6z oniinde tutulmalidir. Sporadik Alzheimer hastaligi en sik goriilen tiptir ve
ortalama seksenli yaslarda ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastaligin ana nedeni olarak beyin
dokunsundaki AP peptidinin temizlenmesinde karsilasilan problem gosterilmektedir.
Bununla birlikte, sercbrovaskiiler hastaliklar ve hipokampal skleroz gibi
komorbiditeler bu yasta sik goriilmektedir ve bu da hastaligin tam1 ve yOnetimini
gliclestirmektedir. Ayni zamanda Alzheimer hastalifl, Parkinson hastaligi ve
frontotemporal demans gibi diger molekiiler olarak tanimlanmus ndrodejeneratif
hastaliklarla birgok 6zelligi paylasmaktadir. Onemli farkliliklarindan biri ise
Alzheimer hastaligimn 70 ile 90 yas arasinda agik¢a tammlanabilir bir tepe insidansina

sahip olmasi ve sonrasinda keskin bir azalma gostermesidir.



4.2.Klinik Bulgular

Alzheimer hastalar1 en ¢ok sinsice ilerleyen hafiza kaybi sikayeti ile klinige
basvurmaktadirlar. Bu kayip, yavas ilerleyen davramgsal degisikliklerle iliskili
olabilmektedir. Ozellikle erken dénem AH’nda temel ndrolojik bulgularin normal
kabul edilebilecek aralikta olmasi AH’nin erken doneminde norolojik tam asamasini
zorlastirmaktadir. Bu yiizden AH’min, diger demans ve demans tiirevli norodejeneratif
hastaliklardan ayrilabilmesi i¢in diger hastalik etiyolojilerine bakilarak iyi ayirict
tanilar elde edilmelidir (13). Hafiza kaybi sikayetleri meydana gelmeye bagladiktan
sonra hastalar gorme bozuklugu, yonetici islevlerinde bozulma ve dil bozukluklar1 gibi
sorunlar1 da yasayabilmektedirler. Bunlarla birlikte spesifik olmayan norolojik
igaretler, kranial sinir anomalileri ve yiiriime anomalileri normal yaslanmaya kiyasla
AH’nda daha sik goriilmektedir (14). Erken donem AH tamsi konulan hastalar
genellikle daha az yonetici, dil veya gorsel-isitsel disfonksiyona sahip olduklarindan
norolojik muayenelerde tam1 koymak zorlagsmaktadir. Daha ileri seviyelerde, AH ile
iligskili en sik goriilen norolojik isaretler miyoklonik hareketler ve Parkinsonizm,
distoni, bradikinezi, tremor ve tardif diskinezi gibi ekstrapiramidal isaretlerdir (EPI)
ve bunlarin varligt hastaligin klinik ilerlemesini etkiler (13). Bir¢ok ¢alisma, hastaligin
erken evrelerinde ayrici tam olabileceginden EPI iizerine odaklanmustir. Miyoklonik
hareketler ise aksamlar1 ya da uyurken daha sik goriilmektedir (13). AH tanisina sahip
hastalar arasinda daha az yaygin olan, ancak biyopsi veya otopsi ile kamtlannus
calismalarda sag parietal lob sendromu, ilerleyici afazi ve fiziksel becerilerde bozulma
da goriilmektedir (15).

Psikotik semptomlar (6rnegin haliisinasyonlar) ve yikici davramslar (6rn.

agresif davranig, psikomotor ajitasyon, dolasim) AH tamli hastalarda yaygindir (13).

Tam konulurken sadece hastadan degil, hastayr iyi taniyanlardan da eksiksiz
anamnez alinmas1 onemlidir. Ayrica, AH mn aile dykiisii veya diger demans formlari
da gbéz Oniinde bulundurulmalidir. AH tamsi konulan pek cok hasta karsilastigi
semptomlarin bir kismum goz ardi edebilmekle birlikte bazi bulgular1 da inkar
edebilmektedir. Alzheimer hastaligimin erken doneminde, hasta ayrica hastaligin

seyrini kavrayabilir ve anlayisim koruyabilir.



4.3.Alzheimer Hastah@min Evreleri

AH iliskili kortikal ve subkortikal norofibriler degisiklikler, dagilim paterni ve
lezyonlarin gelisim zamanina gore daha siklikla {i¢ ana evrede incelenmektedir. Bu ii¢
ana evre ise kendi igerisinde ikili ayrimlarla alti alt evreye bdliinmektedir.
Hiperfosforile tau proteininin biiyiik kisminin transentorinal ve entorhinal bolgelerde
(I-II evreleri), limbik allokortekste ve bitisik neokortekste (evre IlI-IV) veya
neokortekste ikincil ve birincil alanlarda (V-VI evreleri) tespit edilip edilmedigi baz

alinarak baslangi¢ teshisi belirlenmektir.

Birinci evrede lezyonlar transentorinal bolgede gelisir (16). Subkortikal
cekirdekler (yani, bazal Onbeyin magnoseliiler g¢ekirdekleri) lokal olarak Kkortikal
tutulumun olmadig durumlarda en erken degisiklikleri gosterirler (17). Ikinci evrede
lezyonlar entorhinal bolgeye yayilim gosterirler, transentorinal bdlgeden entorinal
bolgeye, 6zellikle de yiizeysel hiicresel tabakaya niifuz eder. Olusan dilatasyonlar
gecici  olarak, CAl'in stratum lacunosum bdlgesinden icinden gegen apikal

dendritlerde gelisir , dagimik noritik plaklar CA1'de goriiliir (18).

Ugiincii evrede lezyonlar fusiform ve lingual gyri'nin neokorteksine uzanir.
Transentorinal bolgeden lezyonlar fusiform ve lingual gyri'nin neokorteksine girer ve
bu noktanin 6tesinde belirgin bir sekilde azalir (18). Dordiincii evrede hastalik siireci
daha ¢ok neokortikal asosiyasyon alamna ilerler. Evre lll'te etkilenen bolgelerde
lezyon yogunlugu artar. Patoloji, genis Olclide olgun neokorteksin igine uzanir.
Neokortikal noritik plaklarin immiinoreaktivitesinde hafif bir azalma, transentorinal

bolgeye bakan sinirda baslayarak fark edilebilir (18).

Besinci evrede neokortikal patoloji frontal, superolateral ve oksipital yonlerde
uzanir ve peristriatal bolgeye ulasir. IV. Evrede yer alan bolgelerden lezyonlar simdiye
kadar hi¢ karsilasilmanmus alanlarda ortaya ¢ikar ve frontal, parietal ve oksipital
neokorteksin yiiksek dereceli asosiyasyon bolgelerine kadar genis 6lglide uzanir (18).
Altinct evrede ise patoloji sekonder ve primer neokortikal bolgelere ulasir ve oksipital
lobda striatum bolgesine uzamr. Neokorteksin ¢ogu bolgesi ve hemen hemen tiim
tabakalar AT8-ir noritleri ile dolar. Oksipital lobda, patoloji parastriatumu ve diger
striatal bolgelerini bozar (18).



4.4 Alzheimer Hastah@imin Patofizyolojisi

Alzheimer Hastaligi gibi temelinde ¢oklu genetik ve / veya ¢evresel faktorleri iceren
norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojilerini agiklamak adina bir¢ok hipotez 6ne
stiriilmiigtiir. Literatiire bakildiginda kolinerjik hipotez, AP hipotezi, tau hipotezi ve
ndroinflamasyon hipotezi gibi hipotezler daha ¢ok kabul gérmektedir.

4.4.1.Amiloid kaskat hipotezi

Amiloid-Beta peptidi, AH min 6nemli ayirt edici unsurlarindan biri olmakla
beraber agregasyona yatkin yapist nedeni ile hastaligin karakteristigindeki
intraserebral plaklarda siklikla rastlanmaktadir (19, 20). AP proteini, kromozom 21
tizerinde lokalize olan amiloid 6nciil proteini (APP) geni tarafindan kodlanan proteinin
proteolitik enzimler vasitasi ile kesimi sonucu olusmaktadir (21-23). Hiicresel
caligmalar ile beyin-omurilik sivisi ve plazma iizerinden yapilan g¢alismalar AP
proteininin  APP  metabolizmasimin normal bir {riinii oldugunu ve APP
metabolizmasindaki anomalilerin AP biyokimyasinda anormal degisiklere yol a¢tigim
ortaya koymustur (24-26). AB'min fizyolojik metabolizmasi sadece beyinde degil, aym
zamanda bobrekiistii bezi, bobrek, kalp, karaciger, dalak, pankreas, kaslar ve ¢esitli
kan ve endotel hiicreleri gibi periferik organlarda da meydana gelir (27, 28). APP
mutasyonlari, biiyiik 6l¢iide beyin parankiminin disinda olsa da, AB birikmesine neden
olabilecegi literatiirde belirtilmistir (29). APP lizerindeki mutasyonlarin ¢gogunlugu, o-
sekretaz, [B-sekretaz ve y-sekretaz kesim bolgelerinde veya yakinlarinda
kiimelenmistir. Bu mutasyonlardan B-sekretaz ve y-sekretaz bolgelerinde olanlar A
olusumunu destekler (30-32). Ayrica bu mutasyonlar AfB'nin agregasyonu ile amiloid
plak olusumunda etkin rol oynar (20). Bu mutasyonlara ek olarak, yapilan ¢aligsmalar
(33, 34) 1s1g@inda presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) iizerinde meydana
gelen mutasyonlar ve AH ile iliskili mutasyonlar hem APP prosesini arttiracagindan
(35) hem de plak olusumuna etki edeceginden Onemli bir genetik risk altyapisi
olusturmaktadir (Sekil 4.4.1.1).
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Sekil 4.4.1.1 Amiloid kaskat hipotezine gore AH'ye yol acan major patojenik
olaylar dizisi

Literatiirde amiloid kaskat hipotezini destekleyen bir¢ok veri bulunmaktadir.
Tauopatiler, ndrodejeneratif hastaliklarda en sik goriilen patolojik bulgulardan olup
beyinde tau agregasyonu goriilen nérodejeneratif hastaliklar olarak tammlanirlar (36).
Tau proteinini kodlayan gendeki mutasyonlar, parkinsonizm ile birlikte AH’nin da
icinde yer aldigt frontotemporal demansa neden olur (37). Bu tip norodejeneratif
hastaliklarda amiloid plaklardan ziyade hiperfosforile tau proteinlerinin agregati ile
olusan intraseliiler nérofibriler yumaklar goriilmektedir. Molekiiler mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte nérofibriler yumaklarin varligimn AB plak birikiminin
indiiklenmesi i¢in yeterli olmamast gercegi s0z konusu yumaklarin AP

metabolizmasinin bozulmasindan sonra biriktigini diisindiirmektedir (38). Bu bulgu,



degisime ugramis APP prosesinin, AH patojenik kaskadinda tau degisikliklerinden
once gergeklestigini ortaya koymaktadir (39). Ayrica bu ger¢evede amiloid kaskat
hipotezini destekleyen bir ¢ok literatiirel veri de bulunmaktadir. APP mutasyonlarinin
cogu, amiloidojenik Ozelliklere sahip olan 1-42 AP peptidinin agir1 iretimi ile
sonuglanmir (40). APP'deki ¢ogu mutasyon, APP proses mekanizmasini degistirir,
boylece etkilenen hasta plazmalarda ABay/APa oranimin artis1 gézlemlenir (35) (Sekil
4.4.1.2).

Alzheimer Hastaligimn onemli karakteristiklerinden biri sinaptik kayiplara
bagli noron Oliimleridir (41). Sinaps sayisindaki azalma, AH’ndaki demans
degerlendirildiginde en giiclii kantitatif noropatolojik korelasyon olarak kabul
edilmektedir. Gegtigimiz on yilda yapilan ¢aligsmalar, AB oligomerlerinin hem sinaptik

yapiyt hem de sinaptik fonksiyonu bozdugunu gostermistir.
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Sekil 4.4.1.2 AB’nin beyin ve periferdeki fizyolojik metabolizmasi. AP
beyindeki noronlar, mikroglia ve astrositler tarafindan ve periferde trombositler,
deri fibroblastlari, osteoblastlar ve iskelet kasi hiicreleri tarafindan fiiretilir.
Merkezi sinir sistemi (MSS) ve Af'min periferik havuzlar1 etkilesebilir;
MSS'deki bazi AP peptidleri fagositoz veya proteolitik degradasyon yoluyla
temizlenirken, digerleri kan-beyin bariyeri (KBB), interstisyel akiskan (ISA)
yi1gin akisi veya beyin-omurilik sivist (BOS) ¢ikis yollari ile kan i¢ine salinir.

*00i:10.1038/nrneurol.2017.111

4.5.0ksidatif stres

Hiicreler oksijen kullanarak {irettikleri enerjinin yan {irlinii olarak bazi serbest
radikaller iiretir. Ozellikle mitokondride elektron tasima sistemi basta olmak iizere
inflamasyona bagl1 fagositik aktiviteler, bazi sentez ve yikim reaksiyonlar1 ve diger
faktorlerden gesitli reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusmaktadir (42). ROT’lar, normal
fizyolojik kosullar altinda sinyal molekiilleri olarak gorev alabilmekle birlikte yiiksek
enerjili olmalari nedeni ile asir1 miktarlarda iiretildiklerinde niikleik asitler, proteinler

ve lipidler gibi ana molekiilleri oksitleyerek biyolojik sistemlere zarar
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verebilmektedirler (43). ROT nin, kimyasal 6zellikleri nedeni ile biyolojik sistemlerde
olusturduklar1 hasara oksidatif hasar denilmistir (44). AH 6zelinde, ROT iiretiminde
redoks-aktif bakir ve demir gibi metaller, mikroglia aktivasyonu, amiloid beta, baz
glikasyon ftriinleri, mitokondriyal anormallikler yer almaktadir (45). ROT, yapisi
geregdi yliksek oranda reaktif olmasi nedeni ile kararsizdir ve ¢ok kisa bir yar1 6mre
sahiptir; bu da ROT’lerini dogrudan oOlgmeyi zorlastirir. ROT’nin oksitledigi
biyomolekiiller =~ daha  kararli  yapida  olduklarindan  belirte¢  olarak
kullanilabilmektedirler. Bunun yaninda antioksidan seviyeleri ve antioksidan enzim

aktiviteleri de ROT nin 6l¢limiinde dolayl1 olarak yardime1 olabilmektedir.

Ozellikle hiicre ve organel membranlarinin yapilar1 gdz Oniine alindiinda, serbest
radikaller kolesterol ve yag asitlerinin doymamus baglar1 ile reaksiyon vererek lipid
peroksidasyonuna neden olurlar ve yan iiriin olarak malondialdehit (MDA) olusur
(46). Bu molekill membran bilesenlerinde polimerizasyona yol acarak membran
yapisinda, iyon taginiminda ve enzim aktivitelerinde bozulmalara yol acar. Tiyol
radikalleri ise siilfiir tasiyan radikaller olup disiilfit bag olustururlar. Siilfiir iceren
amino asitlere sahip proteinler, bu radikaller ile tepkimeye girerek disiilfit bag
olusturabilecegincen yapilar1 ve aktiviteleri bozulacaktir. Hidroksil radikalleri ise bes
karbonlu sekerlerle ve bazlarla reaksiyona girerek c¢esitli bozukluklara ve

mutasyonlara neden olabilmektedir.

4.6.Eksozom ve Alzheimer Hastalhig1

Eksozomlar ¢aplart1 50 ile 100 nm arasinda degisen, cesitli viicut sivilart ve
ekstraseliiler alanlarda bulunan kii¢iilk membran vezikiilleridir (2). Kendilerine 6zgii
proteinleri ve lipid kompozisyonlar1 tanimlanmalarinda yardimci olur. Endozomal
orijinlerinin bir sonucu olarak eksozomlarin hemen hemen hepsi membran tagima, Rab
GTPazlar, Anneksinler, flotillin gibi flizyon proteinleri, Alix and TSGI101 gibi
multivezikiiler cisimcik proteinleri, hsc70 ve 90 gibi 1s1-sok proteinleri ve CD63, CD9,
CD81 ve CDS82 gibi integrin ve tetraspanin proteinlerini igerir (47). Ozellikle Alix,
flotillin, TSG101, CD63 gibi proteinler eksozomlarda zengince bulundugundan
cksozomal markor protein olarak kullanilmaktadir (48, 49). Farkli hiicre tipleri
tarafindan salinan hiicre dis1 vezikiillerin ¢esitliligi, isimlendirme ile ilgili baz1 kafa

karigiklarina yol agmustir. Endozomal orijin, eksozomlar1 tammlamak i¢in yaygin
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olarak kullamlan bir 6l¢iit iken, plazma membramndan olusma, mikrovezikiilleri
tanimlamak i¢in de kullamlir (47). Fonksiyonel olarak incelendiginde eksozomlar aym
anda farkli hiicre ylizeyi reseptorlerini birlestirecek olan ligand kombinasyonlarim
tagtyabilir. Bu olay, dogrudan hiicre-hiicre baglantisina gerek duymadan hiicreler
arasindaki etkilesime benzer bir yapida ger¢eklesecektir. Daha sonrasinda hedef hiicre
membramna baglanarak yeni ylizey molekiilleri kazandiracak ve hiicreye potansiyel
olarak yeni 6zellikler kazandiracaktir. Fiizyon sonunda membran proteinleri ve sitosol
iki hiicre arasinda taginmus olacaktir (50). Eksozomlarin kargo olarak miRNA, mRNA,
APP, AB ve tau proteinlerini tasiyarak hiicreler arasi iletisim ile birlikte AP ve tau
patolojilerinin yayilmasim kolaylastirabilecegi diisiiniilmektedir (1) (Sekil 4.6.1).

Biogenesis Types/Characteristics
R Ry _ Lipidbilayer o ¥, Integrins R,
/Secremry T, g ) Microvesicles
" pathway R, g i o 4 Size: 100-1000nm
Carrier Secretory_ © i ) _ A Shape: Irregular
vesicle vesicle - : 4 7 Microvesicles Markers: Intergins, selectins,
) Multivesicular bodies (MVB) o " e CDA40 ligand
N a from other organelles £ \_4» % Lipids: Phosphatidylserine
— ( 9 CD4o Origin: Plasma membrane
Selectins (CD62)

e Exosome-like Exosome-like vesicles
vesu:les Size: 20-50nm

Shape: Irregular
g Markers: TNFRI
TNFRI Lipids: No lipid rafts

\ - (‘
" U : 3 Origin: MVB from other organelles?
Nucleus Endoplasmic Earlylsomngendosome » Receptors S
2 rellculum g
Endocytosls Exosomes 2z Exosomes

Size: 50-100nm

,\ : 5
\ / Q ’ \ o A Shape: Cup shaped
) @ /“ : Aix L Markers: Tetraspanins (CD63/CD9),
) e 4 : .g%:‘?': ; Alix, TSG101, ESCRT
¥ *4, & Tetraspanins {3 : y ;! Lipids: Cholesterol, sphingomyelin,
) Multivesicular F o i/ (CDG3(CD9) 4 RNA 7’ ceramide, lipid rafts,
(F;J:E;?:gte endosomes \ y A~ Q &l < miRN i phosphatidylserine
endosomes\s (R Release 1 Q ¥/ Do Origin: Multivesicular endosomes

F——Q TN

Degradation

Membrane particles
Size: 50-80nm

Shape: Round

Markers: CD133, no CD63
Lipids: Unknown

Origin: Plasma membrane

Sekil 4.6.1 Ekstraseliiler vezikiillerin biyogenezi ve karakteristikleri

*abcam.com sitesinden almmustr.

4.7.Bor Tiirevleri ve Alzheimer Hastahg:

Bor, dogal bir bilesik olmakla birlikte dogada genellikle borat formunda
bulunmaktadir (3). Borat bilesikleri, borun oksijen ile baglanmasindan kaynaklanan
bor-oksijen bilesikleridir. Hayvanlara uygulandiginda, inorganik borat bilesikleri,
borik asitlere biyotransforme edilir ve mukozal yiizeylerden emilmektedir. insanlara
veya hayvanlara verilen boratin % 90'indan fazlasi borik asit olarak atilmaktadir. Hem

in vitro hem de in vivo sistemlerde borik asit, cis-hidroksil gruplari i¢in bir 6zdeslik
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gostermektedir (51). Bu 6zdeslikler ile birlikte literatiirde borun hayvanlar ve insanlar
icin gerekli bir mineral oldugu belirtilmistir (52). Borun mineral metabolizmasinda,
immiin yanitta ve endokrin sistemde 6nemli fonksiyonlar1 oldugu kabul edilmektedir

(52), ancak isleyisi tam olarak agiklanamanmustir.

Borun, insanlarda ve hayvanlarda borik asit olarak viicut dokularinda ve
stvilarinda bulundugu (4) ve beynin islevini veya bilesimini, iskelet ve bagisiklik
sistemini etkileyebilecek bir bilesik oldugu (5) c¢esitli c¢alismalarda ortaya
konulmustur. Bor ile yapilmis bazi ¢aligmalarda, bor eksikliginin bilissel ve motor

testlerde performans diisiirdiigii ortaya konmustur (53).

Borun enzimatik metabolizmasina bakildiginda enerji substrat metabolizmasi
icin gerekli olan en az 26 farkli enzimin aktivitelerini etkiledigi saptanmustir (54).
Ayrica borat bilesiklerinin nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD) inhibe ettigi (55,
56) ve NAD'in hidroksil gruplarinin borat bilesigi ile kompleksler olusturdugu (57)
cesitli ¢aligmalarda ortaya konmustur. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD +) ve
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP+), enerji metabolizmasinda aktif olan
riboz bilesenlerini igerirler ve bu bilesenlere baglanmanin belirli metabolik yolaklar
etkiledigi bilinmektedir (52). NAD +, oksidorediiktaz enzimlerinin bes alt-alt sinifi
i¢in temel bir kofaktor oldugu ve bor icin gii¢lii bir afiniteye sahip oldugu literatiire
bildirilmistir (52).

Borun, serin proteazlar (hidrolazlar) veya oksidorediiktazlar kullanan bazi
yolaklar1 kontrol etmede 6nemli bir role sahip olabilecegi diistiniilmektedir (52, 54).
Bu enzimler piridin veya flavin niikleotitleri (NAD +, NADP veya FAD) ile kompleks
olusturarak, gecis durumu analoglar1 olusturmalarindan veya NAD veya FAD i¢in
rekabet etmelerinden dolayi, bor bilesenleri ile aktivelerinin diizenlenebilecegi
diistiniilmektedir (52, 54). Alzheimer hastaligina yol acan molekiiler noropatolojik
etkenlerden birinin de oksidatif stres ve bozulmus enerji metabolizmasi oldugu
bilinmektedir (58). Bor ve bor tiirevlerinin NAD, NADP veya FAD koenzimleri yolu
ile hiicresel enerji metabolizmasimn etkinligini ve verimini etkileme olasiligt
diisiiniildiiglinde Alzheimer hastaligi patolojilerinin engellenmesinde, ortadan

kaldirilmasinda veya hafifletilmesinde olumlu rol oynayabilecegi diisliniilmektedir.
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5-MATERYAL VE METOT

5.1.Deney Dizaym

Yapilan ¢aligmada insan néroblastoma (SH-SYS5Y) hiicre hatt1 kullanmilmis olup
proje iki ana asamada gerceklestirilmistir. ilk asamada toksik 1-42 amiloid-
beta (AP1-42), koruyucu boraks ve borik asit konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
Ikinci asamada ise kontrol (herhangi bir islem yapilmanus hiicre grubu), sadece
toksisite uygulamasi (sadece AB) grubu, sadece boraks grubu, sadece borik asit
grubu, toksisite uygulamasindan Once uygulanan boraks grubu, toksisite
uygulamasindan Once uygulanan borik asit grubu, toksisite uygulamasindan
sonra uygulanan boraks grubu ve toksisite uygulamasindan sonra uygulanan
borik asit grubu seklinde diizenlenen gruplara saptanan konsantrasyonlar
uygulanmistir. Deney sonlandirmalarin takiben laktat dehidrogenaz (LDH) ve
oksidatif stres testleri yapilmistir. Eksozom ve protein izolasyonu yapilarak

protein seviyelerinin analizi ger¢eklestirilmistir (Sekil 5.1.1).

[0 6 12 13 15 (Giin)

: Toksik AP konsantrasyonu belirlenmesi

Koruyucu Boraks
konsantrasyonu belirlenmesi

Koruyucu Borik Asit
konsantrasyonunun belirlenmesi

v v v v v

Hiicrelerin Hiicre hattinin Hiicre hattinin Madde Deneyin
ag1lmast 1. pasaj1 2. Pasajt eklenmesi sonlandirilmast
Deney gruplarinin olusturulmasy
B
[o 6 12 13 14 15 16 16+ (Giin) |
H &
R
N Oksidatif stres testleri
i \}\v_:‘ Protein ekspresyon analizleri
A
v v v \ v v ¥
Hucrelerin Hiicre hattinin Hiicre hattinin Madde Madde 1. Plaka igin 2. Plaka icin
agilmast 1. pasaji 2. Pasajt Eklenmesi - I Eklenmesi - IT Deneyin Deneyin
& landirilmas: landirilmas:
Deney gruplannin
olusturulmas:

Sekil 5.1.1 Deney dizaym. A. Toksik AP, koruyucu boraks ve borik asit
konsantrasyonlarimn belirlenmesini zaman ¢izelgesi. B. Deney gruplarimn

olusturulmas1 ve molekiiler ¢alismalarin yapilmasinin zaman ¢izelgesi.
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5.2.Hiicre Kiiltiirii
5.2.1.Hiicrelerin cogaltilmas1 ve deneye hazir hale getirilmesi

Icerisinde %10 fetal sigir serumu (FBS, FB-1001H/500, Biosera, ABD), %10
dimetil siilfoksit (DMSO, sc-358801, Chem Cruz, ABD) ve %1 Penisilin/Streptomisin
(XC-A4122/100, Biosera, ABD) soliisyonu bulunan Dulbecco's Modified Eagle's
medium (DMEM, LM-D1110/500, Biosera, ABD) i¢erisinde dondurularak -80 °C’de
saklanan hiicre stogu, 37 °C olan su banyosunda ¢6zdiiriildii. Hiicre stogu, steril hiicre
kiiltiirii kabini icerisinde (Safe 2020 Class II Biological Safety Cabinets, Thermo
Fisher  Scientific, Almanya) icerisinde DMEM, %10 FBS ve %l
Penisilin/Streptomisin soliisyonu bulunan tamamlannus besiyeri igerisine alinarak
DMSO’nun seyreltilmesi sagland1 ve 1500 rpm hizda +4 °C’de 5 dakika santriftij (SL
16R, Thermo Fisher Scientific, ABD) edildi. Santrifiij sonrasi iist faz atildiktan sonra
hiicre pelleti 5 ml tamamlanmus besiyeri igerisinde ¢ozdiiriildii ve T25 flask (430168,
Corning, ABD) ad1 verilen 25 c¢cm? yiizey alanina sahip kiiltiir kabina konularak %5
CO; igeren 37 °C sicakliktaki hiicre kiiltlirii inkiibatoriine (Forma™ Steri-Cycle™
CO2 Incubators, Thermo Fisher Scientific, ABD) kaldirildi. Kiiltiir kabinda tek
katmanli olacak sekilde biiyiitiilen hiicreler, yogunluklar1 kabin tiim kiiltiir ylizey alam
diisiintildiigiinde yaklasik %80 oraninda kapladigi gozlemlendiginde pasaj yapildi.
Pasaj prosediiriinde, 6lii hiicre ve hiicre atiklarinin bulundugu eski besiyeri ortamdan
uzaklastirildi. Kiiltiir kab1 2 ml magnezyum ve kalsiyum eklentisi olmayan steril fosfat
tamponlu salin (dPBS) ile yikandi1 ve dPBS ortamdan uzaklastirildi. Kiiltiir kabina 1
ml %0,25 Tripsin/EDTA soliisyonu (25200056, Gibco, ABD) eklenerek 3 dakikalik
inkiibasyon i¢in %5 CO; igeren 37 °C sicakliktaki hiicre kiiltlirii inkiibatoriine
kaldirildi. Inkiibasyon sonunda yiizeyden kalkti§1 gdzlemlenen hiicrelerin iizerine 5 ml
tamamlanmis besiyeri eklenerek hiicrelerin birbirinden ayrismasi igin pipetleme
yapildi. Elde edilen hiicre slispansiyonu 15 ml santrifiij tiipline aktarilarak 1500 rpm
donlis hizinda +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi ve list faz atildi. Santriftij tiipii
igerisindeki hiicre pelleti iizerine 5 ml tamamlanmis besiyeri eklenerek pipetleme ile
hiicrelerin homojen olarak dagilmasi saglandi. Yeni elde edilen hiicre siispansiyonu
1:15 oraminda seyreltilerek yeni kiiltir kabina konuldu ve %5 CO. igeren 37 °C
sicakliktaki hiicre kiiltiirii inkiibatoriine kaldirildi.
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Pasaj protokolii oncesinde hiicre kiiltlirii i¢in kullanilan invert mikroskop
(Primo Vert, Carl Zeiss, Almanya) ve goriintii adaptorii (AxioCam ICc1, Carl Zeiss,
Almanya) kullanilarak hiicrelerin morfolojik acidan degerlendirilmesi i¢in 20x

oraninda bilyiitiilmiis goriintiileri alindi.

5.2.2.Plakalann kaplanmasi ve deney baslangici

Hiicrelerin daha iyi tutunabilmesi ve uzantilarimi daha iyi yapabilmesi adina 6-
kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalar1 (3516, Corning, ABD) Poly-L-Lizin (P4707, Sigma,
ABD) ile kaplandi. Kaplama siirecinde 10 x konsantrasyonda olan Poly-L-Lizin
soliisyonu steril ultra saf su (ddH20) ile 1 x konsantrasyon olacak sekilde seyreltildi.
Her kuyucuk basina 1 ml 1 x Poly-L-Lizin eklendi ve kuyucugun tamanmim kaplamasi
i¢in yayma yapildi. Plakalar hiicre kiiltiirii kabini igerisinde oda sicakliginda 2 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda soliisyon kuyucuklardan uzaklastirildi ve
3 kez 1 ml steril ultra saf su ile yikand1 ve kabin igerisinde kurumaya birakildi.

Morfolojik yapilart uygun oldugu go6zlenen hiicreler eksozomal igerigin
arastirilmasi i¢in planlanan deney prosediiriine alindi. Kiiltiir kabindaki eski besiyeri
ortamdan uzaklastirildiktan sonra 2 ml magnezyum ve kalsiyum eklentisi olmayan
dPBS ile yikand1 ve dPBS’de ortamdan uzaklastirildi. Kiiltiir sisesine 1 ml %0,25
Tripsin/EDTA  soliisyonu eklenerek 3 dakika hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde
inkiibasyona birakildi. Kiiltiir sisesinden toplanan hiicreler 15 ml santrifiij tlipiine
aktarilarak 1500 rpm doniis hizinda +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi ve iist faz atildu.
Pellet 5 ml dPBS ile ¢ozdiiriildiikten sonra yine 1500 rpm doniis hizinda +4 °C’de 5
dakika santrifiij edildi ve tst faz atildi. Daha sonra hiicre pelleti, i¢eriginde DMEM,
%10 Eksozom icermeyen FBS (A2720801, Gibco, ABD) ve %l
Penisilin/Streptomisin i¢eren 10 ml tamamlanmus besiyeri icerisinde ¢ozdiiriildii ve
hiicre sayimu yapildi. Hiicre siispansiyonundan alinan bir miktar hacim, mikrosantrifiij
tiipiinde 1:10 oramnda tripan mavisi (15250061, Gibco, ABD) ile karigtirilarak 10 pl
hacim hemositometreye (0630010, Marienfeld, Almanya) yiiklenerek canli hiicre
sayimu yapildi. Hemositometre iizerinde bulunan dort bdlgeden canli hiicre sayim
yapilarak elde edilen sayilarin ortalamasi alindi ve mililitrede bulunan toplam hiicre

sayist agagida verilen formiil kullamlarak hesaplandi;
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Toplam Hiicre Sayisi/ml = Bélgelerde sayilan hiicrelerin ort. x 104 x Besiyeri Hacmi

(ml)

Kuyucuk bagina 220.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve pasaj numarasi
15 olan hiicreler %5 CO; igceren 37 °C sicakliktaki hiicre kiiltiirii inkiibatoriine
kaldirildi.

Hiicre ekiminden 24 ve 48 saat sonrasinda ilgili kuyucuklara 1-42 amiloid beta peptidi
(ab120301, Abcam Biochemicals, ingiltere) boraks (71997, Sigma-Aldrich, Almanya)
ve borik asit (B6768, Sigma, Almanya) eklendi. 1. plaka 72 saat, 2. plaka ise 96 saat
sonunda sonlandirilarak besiyeleri ve hiicreler toplanarak eksozom ve protein

izolasyonlar1 yapildi.

5.3.Toksik Amiloid-Beta Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilmak tizere ticari olarak satin alinan 1-42 amiloid beta
peptidinin ¢ozdiiriilmesi 1 ml %1 amonyum hidroksit (221228-M, EMD Millipore,
Almanya) kullanilarak yapildi ve stogun son konsantrasyonu 1 mg/ml oldu. Aktif plak
formunun olusabilmesi i¢in ise 37 °C sicakliktaki 1s1 blogunda 48 saat inkiibe edildi.

96-kuyucuklu hiicre kiiltiiri (3599, Corning, ABD) tabakasina kuyucuk basina 10.000
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekim islemini takip eden 24. saatte ii¢ kopyali
olacak sekilde 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlarda eklendi ve 72.
Saat sonunda deney sonlandirilarak besiyerinden laktat dehidrogenaz (LDH) analizi

yapildi.

5.4.Uygun Boraks ve Borik Asit Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Deneyde kullamlmak {izere ticari olarak satin alinan boraks ve borik asit maddeleri 10
mg/ml stok konsantrasyonunda tamamlannus besiyeri igerisinde ¢ozdiirtildiikten sonra
0,22 um por ¢ap1 olan steril filtrelerden (99722, TPP, Isvicre) gegirilerek sterilize
edildi. 96-kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakasina kuyucuk basina 10.000 hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. Ekim islemini takip eden 24. Saatte {i¢c kopyali olacak sekilde 5
pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarda eklendi ve 72. Saat sonunda deney sonlandirilarak besiyerinden

LDH analizi yapildi.
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5.5.Laktat Dehidrogenaz (LDH) Analizi

Sitotoksik analiz i¢in ticari olarak satin alinan Sitotoksisite Belirleme kiti
(Cytotoxicity Detection Kit, 11644793001, Roche, Almanya) kullanildi. Analiz
metodu kit prosediiriine uygun olarak yapildi. Toplanan besiyerlerinden 100 pl hacim
alinarak yeni 96-kuyucuklu hiicre kiiltiiri tabakasinin ilgili kuyucuklarina eklendi.
Uzerlerine 100 ul hacimde reaksiyon soliisyonu eklendi ve karismasi igin pipetleme
yapildi. Oda sicakliginda 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Chromate
Reader 4300 (Awareness Technology, Palm City, ABD) cihazi kullanilarak 490 nm
dalga boyunda absorbans dl¢iimil yapilarak uygun konsantrasyonlar belirlendi.

5.6.0ksidatif Stres indeksinin Olgiilmesi

Deneyde kullamlmak iizere ticari olarak satin alinan Total Oxidant Status
(TOS) Assay Kit (RL0024, Rel Assay Diagnostic, Tiirkiye) ve 3. Generation Total
Antioxidant Status (TAS) Assay Kit (RL0017, Rel Assay Diagnostic, Tiirkiye) ile
iiretici prosediirlerine bagli kalarak oksidatif stres indeksinin (OSI) 6l¢timii yapildi.

Bu baglamda TAS assay i¢in, 96-kuyucuklu plakamn, ii¢ kopyali olacak
sekilde planlanarak, kullanilacak her kuyucuguna 100 pl hacimde test tamponu
eklendi. Uzerlerine 6 pl hacimde standart ya da 6rnek koyularak pipetleme yapildi ve
Chromate Reader ile 630 nm dalga boyunda ilk absorbans dl¢iimii yapildi. Sonrasinda
kullanilan tiim kuyucuklara 15 pl hacimde ABTS radical soliisyonu eklenerek
pipetleme yapildi ve karanlik ortamda oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Ikinci
absorbans Ol¢limii i¢in yine Chromate Reader 630 nm dalga boyunda kullamldi.

TOS testi igin, ilk olarak ¢alisma soliisyonu hazirlandi. 50 pl hacimde Stock Stabilized
Standart Solution alinarak 10 ml steril ultra saf su igersinde ¢ozdiiriildii. Daha sonra
yeni hazirlanan soliisyondan yine 50 pl alinarak 10 steril ultra saf su igersinde
cozdiriildii. 96-kuyucuklu plakanmin, i kopyali olacak sekilde planlanarak,
kullanilacak her kuyucuguna 100 pl hacimde assay buffer eklendi. Uzerine 15 pl
caligsma soliisyonu ya da ornek eklenerek pipetleme yapildi ve Chromate Reader ile
530 nm dalga boyunda ilk absorbans 6l¢iimii yapildi. Ol¢iim sonrasinda kullamlan tiim
kuyucuklara Procromogen soliisyonu eklenerek karigmasi igin pipetleme yapildi.
Karanlikta oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra ikinci absorbans dl¢timii
icin yine Chromate Reader 530 nm dalga boyunda kullanildi.

19



5.7.Protein ve Eksozom izolasyonu

5.7.1.Protein izolasyonu

Deneyi sonlandirilacak olan 6-well plate steril kabine alindi. Her kuyucuktaki besiyeri
daha sonra eksozom izolasyonunda kullamlmak {iizere Onceden sogutulmus ve
etiketlenmig ilgili 2 ml mikrosantriflij tliplerine aktarildi. Her ayr1 kuyucuk dnceden
sogutulmus kalsiyum ve magnezyum eklentisi olmayan 1 ml 1 x PBS ile yikandi. Daha
sonra her kuyucuktaki hiicreler yaklasik 1 ml oOnceden sogutulmus kalsiyum ve
magnezyum eklentisi olmayan 1 ml 1 x PBS ile figskirtma yontemi kullamlarak plate
tabamindan kalkmasi saglandi ve Onceden sogutulmus ve etiketlenmis ilgili 1,5 ml
mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Bu mikrosantrifiij tiipleri 3000 rpm doniis hizinda 10
dakika +4 °C’de santirifiij (Microfuge 22R Centrifuge, Beckman Coulter, Almanya)
edildi. Santriftij sonras1 iist faz atildiktan sonra hiicre pelletleri, 1:100 oramnda
proteaz/fosfotaz inhibitér kokteyli (5872, Cell Signaling Technology, ABD) igeren
lizis tamponu (1 M Tris-HCI, 5 M NaCl, Triton-X-100, 0,5 M EDTA) igerisinde
¢ozdiiriildiikten sonra buz {izerinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
ornekler 14000 rpm doniis hizinda 15 dakika +4 °C’de santiriflij yapilarak iist faz
onceden sogutulmus ve etiketlenmis yeni 1,5 ml mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve
Ol¢iim i¢in -20 °C buzdolabinda saklandi.

5.7.2.Eksozom izolasyonu

Protein izolasyonu kisminda 6nceden sogutulmus ve etiketlenmis ilgili 2 ml
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilan besiyerlerinden ticari olarak satin alinan Cell Culture
Media Exosome Purification Mini Kit (Norgen Biotek Corp., Kanada) kullamlarak

eksozom izolasyonu yapildi.

Toplanan besiyerlerinin her birinden 1,5 ml alinarak etiketlenmis ve
sogutulmus yeni miktosantriflij tiiplerine aktarildi. Oda sicakliginda 1000 rpm doniis
hizinda 15 dakika santriflij yapildi ve tist faz yeni mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Her
bir tiiplin tlizerine 3,75 ul ExoC buffer ve 200 pl Slurry E eklendi, karigsmasi igin
pipetleme ve vorteks yapildi. Dik konumda oda sicakliginda bes dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda pipetleme ve vorteks yapilarak 2000 rpm doniis hizinda
iki dakika santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirilarak pellet iizerine 200 pul ExoR buffer
eklendi, pipetleme ve vorteks yapildi. Dik konumda oda sicakliginda bes dakika
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inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda pipetleme ve vorteks yapilarak 500 rpm
doniis hizinda iki dakika santrifiij edildi. Ust faz spin kolonuna transfer edildi ve 6000
rpm doniis hizinda bir dakika santrifiij edildi. Tiip igerisinde toplanan faz etiketlenerek

immiinopresipitasyon metodunda kullamilmak iizere -20 °C dondurucuda saklandi.

5.7.3.Immiinopresipitasyon metodu

Elde edilen eksozom verimini zenginlestirmek i¢in immiinopresipitasyon metodu
uygulandi. PureProteome™ Protein A/G Mix Magnetic Bead (LSKMAGAGI0,
Millipore, Almanya) siispansiyonu igerisinden, drnek sayisi kadar, 50 pl alinarak 500
pl yikama tamponu soliisyonu (%0,1 Tween-20 igeren PBS, pH:7,4) iceren 1,5 ml
miktosantrifiij tiiplinde 3 kez yikandi. Yikama isleminde PureProteome™ Magnetic
Stand (Millipore, LSKMAGSO08, Almanya) kullamlarak manyetik boncuklarin
toplanmas1 saglandi. Eksozom iceren mikrosantriflij tiipleri kirik buz {izerinde
cozlilmesi saglandi. Coziinen tiiplerin igerisindeki eksozom igerigi manyetik
boncuklarin oldugu mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerlerine iireticisinin &nerdigi
oran olan 1:50 oranda Alix (2171, Cell Signaling Technology, ABD) antikoru eklendi.
Orneklerin oda sicakliginda 30 dakika siirekli karismasi saglandi. Inkiibasyon sonunda
manyetik stand kullamrak antikor-antijen iliskisi ile yakalanmis 6rneklerin toplanmasi
saglandi. Ornekler bu yondem ile 3 defa yikama soliisyonu ile yikandi. Invitrogen
NUuPAGE (NP0321PK2, Invitrogen, ABD) kiti protokoliine uygun olarak, toplam
hacim 60 pl olacak sekilde LDS Sample Buffer (4 x), Reducing Agent (10 x) ve steril
ultra saf sule karistirilarak 70 °C’de 10 dakika 1s1 blogunda inkiibe edildi. inkiibasyon
bitiminde 6rnekler hemen kirik buza gomiildii ve western blot analizinde kullamlmak

tizere -20 °C dondurucuda saklandi.

5.8.Western Blot

5.8.1.Protein konsantrasyonlarimin dlciilmesi ve érneklerinin hazirlanmasi
Protein izolasyonu sonrasinda -20 °C buzdolabinda saklanan 6rnekler kirik buz
iizerinde ¢ozdiiriildii. Pipetleme ile homojen yapiya getirilen 6rnekler 1:10 oraninda
steril ultra saf su ile seyreltildi. Spektrofotometrik 6l¢liim cihazi (Implen, Almanya)
kullanilarak 2 pl 6rnek ile protein miktar tayini yapildi.

Ornekler, miktar tayini sonrast 20 pg/10 ul olacak sekilde hesaplandiktan sonra
Invitrogen NuPAGE (NP0335BOX, Invitrogen, ABD) kiti protokoliine uygun olarak
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LDS Sample Buffer (4 x), Reducing Agent (10 x) ve steril ultra saf suile karistirilarak
70 °C’de 10 dakika 1s1 blogunda inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde drnekler hemen

kirik buza gomiildii.

5.8.2.Western blot

Hazirlanan 6rnekler, NuPAGE %4-12 Bis-Tris jel (1.0 mm x 10 well) jelinin
her bir kuyucuguna 20 pg/10 ul olacak sekilde yiiklenerek 110 V’da 15 dakika ve
sonrasinda 150 V’da 90 dakika olarak yiiriitilmiistiir. Elektroforez islemi bitiminde
iBlot (Invitrogen, ABD) cihazi ve iBlot Gel Transfer Stacks PVDF, Regular
(IB401001, Invitrogen, ABD) transfer kiti kullamlarak jellerdeki proteinlerin
poliviniliden diflorit (PVDF) membranlara transferi gergeklestirilmistir. PVDF
membranlar jel boyutlarinda kesildikten sonra tris tamponlu salin-Triton-X-100 (TBS-
T) ile hazirlanmis % 5°1lik yagsiz siit tozu ¢ozeltisinde (sc-2325; ChemCruz, ABD) 1
saat bloklandi. Bloklama asamasi sonrasinda kullamlacak primer antikorlar (p-akt
(4051, Cell Signaling Technology, ABD), p-GSK3B (8566, Cell Signaling
Technology, ABD), p-Tau (12885, Cell Signaling Technology, ABD), Sirtl (9475,
Cell Signaling Technology, ABD), eNOS (NB300-500, Novus Biologicals, ABD),
p47phox (4312, Cell Signaling Technology, ABD)) 1:1000 oramnda bloklama
sollisyonu igerisinde seyreltilerek +4 °C’de gece boyu 20 rpm sallanti hizinda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda membranlar, TBS-T soliisyonu ile 3 kez
beser dakika yikandiktan sonra bloklama soliisyonu igerisinde seyreltilerek hazirlanan
ilgili sekonder antikor (anti rabbit (7074, Cell Signaling Technology, ABD) ya da anti
Mouse (7076, Cell Signaling Technology, ABD)) oda sicakliginda 1siktan
etkilenmeyecek sekilde 1 saat inkiibasyona birakildi. Bantlarin goriintiilenmesinde
deteksiyon soliisyonu (Novex ECL HRP Chemiluminescent Substrate Reagent Kit,
WP20005, Invitrogen, ABD) kullanildi ve ChemiDoc MP (Biorad, ABD) goriintiileme

sistemi kullamlarak goriintiilendi.

5.8.3.Stripleme

Membranlar strip soliisyonu (%73,7 ddH;0, %20 Sodyum Dodesil Siilfat (10%),
%0,007 B-merkaptoethanol) ile muamele edilerek 50 °C sicakliktaki su banyosunda
20 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ardindan TBS-T ile 6 kez bes dakika

boyunca yikandi. Bloklama agamasindan itibaren izlenen protokol, farkli bir antikor
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(t-akt (LS-C47763, LSBio, ABD), t-GSK3p (5676, Cell Signaling Technology, ABD),
t-tau (4019, Cell Signaling Technology, ABD), beta aktin (3700, Cell Signaling
Technology, ABD), tsg-101 (sc-7964, Santa Cruz Biotechnology, ABD)) kullanilarak
tekrar edildi. Ornek olarak; eNOS antikoru kullanilarak goriintiilenen membran

striplendikten sonra beta aktin antikoru kullamlarak tekrar goriintii alinmustir.

5.9.Istatistiksel Analiz

LDH testi sonunda elde edilen sonuglar SPSS programinda tek-yonli varyans
analizi (One-Way ANOVA) ile Tukey post-hoc testi kullanilarak degerlendirildi.
Western blot sonunda elde edilen goriintiileme sonuglar1 ImageJ progranu kullanilarak
analiz edildi. Bant boyutlarinmin piksel bazl1 optik yogunluk degerlerinden zemin degeri
cikartilarak endojen kontrol olarak kullamlan beta aktin proteinine gore optimize
edildi. Gruplar arasindaki degisimler tek-yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)
ile Tukey post-hoc testi kullanilarak SPSS (version 18, IBM, ABD) programinda
degerlendirildi. Istatistiksel agidan anlamliklik icin p<0,05 sart1 arandi.

Elde edilen tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verildi, *p<0,05 ve

**p<0,01 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi (59).
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6-BULGULAR

6.1.Toksik Amiloid Beta Konsantrasyonunun Belirlenmesi

AB LDH Grafigi

2,5

0 I I I I I

0,
Kontrol 1,25 uM 2,5uM 10 um

N

1

Absorbans (OD)
[¥a]

(=Y

(9]

Sekil 6.1.1 AR LDH Grafigi. AB uygulamasindan 48 saat sonra yapilan LDH
testi sonrasinda elde edilen sonuglar. *p<0,05

Grafik, grubun yapmis oldugu “Melatonin affects the release of exosomes and tau-content in iN VItro

amiloid-beta toxicity model” isimli ¢aliymasmdan almmugtir. *#

Yapilan c¢alismada metodolojide belirtilen konsantrasyonlar kullamlarak
hiicreler 48 saat APis4 peptidine maruz birakilmus, 48 saat inkiibasyon sonunda
yapilan LDH testi sonucunda 10 pM konsantrasyonu istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.
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6.2.Boraks ve Borik Asit Maddelerinin  Minimum Toksisite Dozunun

Belirlenmesi

6.2.1.Boraks maddesinin minimum toksisite dozunun belirlenmesi

Boraks LDH Grafigi

1,200

1,000

ok
0,800
0,600
0,400
0,200
-
0,000 =

Kontrol 5 pg/ml 10 ug/ml 15 pg/ml 20 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/mi

Absorbans Olgiimii (OD)

Sekil 6.2.1.1 Boraks LDH grafigi. Boraks maddesinin eklenmesinden 48 saat
sonra yapilan LDH analizinden elde edilen sonuglar. *p < 0,05, **p < 0,01

Boraks maddesinin minimum toksisite dozunun belirlenmesi igin belirli
konsantrasyonlarda madde denemeleri yapilmustir. Kontrol ile kiyaslandiginda 200
ug/ml (p=0,010) konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamlilik goriilmiistiir.
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6.2.2.Borik asit maddesinin minimum toksisite dozunun belirlenmesi

Borik Asit LDH Grafigi

1,400
1,200
1,000
0,800

0,600

*
0,400 o
%ok * ok *x
0,200 '
0,000 O - ] o

Kontrol  5pg/ml 10 ug/ml 15 pg/ml 20 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml

Absorbans Olciimii (OD)

Sekil 6.2.2.1 Borik asit LDH grafigi. Borik asit maddesinin eklenmesinden 48
saat sonra yapilan LDH analizinden elde edilen sonuglar. *p < 0,05, **p < 0,01

Borik asit maddesinin minimum toksisite dozunun belirlenmesi i¢in belirli

konsantrasyonlarda madde denemeleri yapilmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda 5
pg/ml (p=0,033), 20 pg/ml (p=0,0,26), 50 pg/ml (p=0,012), 100 pg/ml (p=0,028) ve
200 pg/ml (p=0,008) konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamlilik goriilmiistiir.
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6.3.Hiicrelerin Morfolojik Olarak Incelenmesi

6.3.1.Deney baslangic1 oncesi hiicrelerin morfolojik olarak incelenmesi

Resim 6.3.1.1 Deney baslangicindan once SH-SYSY hiicrelerinin  morfolojik
gorlintiileri. A. Hiicre hatttmin p:12 pasajindan goriinti B. Hiicre hattimin p:13
pasajindan goriintii C. Hiicre hattinin p:14 pasajindan goriintii

Noroblastoma (SH-SYSY) hiicre hattimin invert mikroskop (Primo Vert, Carl
Zeiss, Almanya) ve goriintii adaptorii (AxioCam ICcl, Carl Zeiss, Almanya)
kullamlarak 20x oraninda biiyiitiilmiis gOriintiileri {izerinden degerlendirme

yapilmustir.
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6.3.2.Deney baslangicindan 24 saat sonra hiicrelerin morfolojik

incelenmesi

)

s

N i

o

Resim 6.3.1.1 SH-SYS5Y hiicrelerinin kontrol grubunun 20x
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

Resim 6.3.2.2 SH-SYS5Y hiicrelerinin sadece amiloid beta
grubunun 20x biyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

olarak
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Resim 6.3.2.3 SH-SY5Y  hiicrelerinin amiloid beta

toksisitesinden Once boraks eklenmis grubunun 20x
biyiitiilmils morfolojik gorintiisii

Resim 6.3.24 SH-SYSY  hiicrelerinin amiloid beta
toksisitesinden sonra boraks eklenmis grubunun 20x
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii
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Resim 6.3.25 SH-SYSY hiicrelerinin amiloid beta
toksisitesinden Once borik asit eklenmis grubunun 20x
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

"‘ ‘ - A -
Resim 6.3.2.6 SH-SYSY hiicrelerinin amiloid beta
toksisitesinden sonra borik asit eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii
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Resim 6.3.2.7 SH-SYS5Y hiicrelerinin sadece boraks eklenmis
grubunun 20x biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

Resim 6.3.2.8 SH-SY5Y hiicrelerinin sadece borik asit
eklenmis grubunun 20x biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

31



Pasaj numarasi 15 olan SH-SYS5Y hiicre hattinin, deney baslangicindan 24 saat
sonra invert mikroskop ve goriintii adaptorii kullanilarak 20x oraninda biiyiitiilmiis

gortintiileri tizerinden degerlendirme yapilnustir.

6.3.3.Deney baslangicindan 48 saat sonra hiicrelerin morfolojik olarak

incelenmesi

Resim 6.3.3.1 SH-SYS5Y hiicrelerinin kontrol grubunun 20x
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii
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2y :

Resim 6.3.3.2 SH-SYS5Y hiicrelerinin amiloid beta toksisite
grubunun 20x biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

Resim 6.3.3.3 SH-SYSY  hiicrelerinin amiloid beta
toksisitesinden Once boraks eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik gériintiisii
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Resim 6.3.3.4 SH-SYS5Y  hiicrelerinin amiloid beta
toksisitesinden sonra boraks eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

R I

Resim 6.3.3.5 SH-SYS5Y hiicrelerinin amiloid beta
toksisitesinden Once borik asit eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii
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Resim 6.3.3.6 SH-SYS5Y hiicrelerinin amiloid beta
toksisitesinden sonra borik asit eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik gériintiisii

>

Resim 6.3.3.7 SH-SYS5Y hiicrelerinin sadece boraks eklenmis
grubunun 20x biyiitiilmiis morfolojik goriintiisii
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Resim 6.3.3.8 SH-SY5Y hiicrelerinin sadece borik asit
eklenmis grubunun 20x biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

Pasaj numarasi 15 olan SH-SYSY hiicre hattinin, deney baglangicindan 48 saat
sonra invert mikroskop ve goriintii adaptorii kullamlarak 20x oraminda biiyiitiilmiis

gortintiileri tizerinden degerlendirme yapilmustir.
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6.3.4.Deney baslangicindan 72 saat sonra hiicrelerin morfolojik

incelenmesi

B i\ ok A / 10 ) i
Resim 6.3.4.1 SH-SYS5Y hiicrelerinin kontrol grubunun 20x
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

- >
Resim 6.3.4.2 SH-SYS5Y hiicrelerinin amiloid beta toksisite
grubunun 20x biiyiitiilmiis morfolojik goériintiisii

olarak
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Resim 6.3.4.3 SH-SY5Y hiicrelerinin  amiloid beta
toksisitesinden Once boraks eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

R -k
Resim 6.3.4.4 SH-SYS5Y hiicrelerinin amiloid beta
toksisitesinden sonra boraks eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii
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Resim 6.3.45 SH-SYS5Y hiicrelerinin amiloid beta
toksisitesinden oOnce borik asit eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik gériintiisii

Resim 6.3.4.6 SH-SY5Y hiicrelerinin  amiloid beta
toksisitesinden sonra borik asit eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii
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Resim 6.3.4.7 SH-SYS5Y hiicrelerinin sadece boraks eklenmis
grubunun 20x biiyiitiilmiis morfolojik goériintiisii

Resim 6.3.4.8 SH-SYS5Y hiicrelerinin sadece borik asit
eklenmis grubunun 20x biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

Pasaj numarasi 15 olan SH-SY5Y hiicre hattinin, deney baslangicindan 72 saat
sonra invert mikroskop ve goriintii adaptorii kullanilarak 20x oraninda biiyiitiilmiis

gortintiileri tizerinden degerlendirme yapilnustir.
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6.3.5.Deney baslangicindan 96 saat sonra hiicrelerin morfolojik

incelenmesi

Resim 6.3.5.1 SH-SYS5Y hiicrelerinin  amiloid beta
toksisitesinden Once boraks eklenmis grubunun 20X
biiyiitiilmiis morfolojik goriintiisii

" < ¢ % R 3 "o

Resim 6.3.5.2 SH-SYS5Y hiicrelerinin  amiloid beta
toksisitesinden oOnce borik asit eklenmis grubunun 20X
biiytitiilmiis morfolojik goriintiisii

olarak
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Pasaj numaras1 15 olan SH-SYSY hiicre hattinin, deney baslangicindan 96 saat
sonra invert mikroskop ve goriintli adaptorii kullamlarak 20x oraminda biiyiitiilmiis

gortintiileri tizerinden degerlendirme yapilnustir.

6.4.Laktat dehidrogenaz Analizi

Amiloid Beta Toksisite Modeli LDH Analizi Grafigi

4,000

3,500 ## ##

3,000
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1,500 ek
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0,500 I '
0,000

Kontrol Sadece AB Boraksve ABve Borik Asit ABve Sadece  Sadece
AR Boraks ve A3 Borik Asit Boraks Borik Asit

Absorbans Olcimi (OD)

Sekil 6.3.5.1 Amiloid beta toksisite modeli LDH analizi grafigi. Deney gruplari
sonlandirildiktan sonra yapilan testler sonucunda ki hiicre canliligt
gostermektedir. *p<0,05, **p<0,01, #p<0,05, ##p<0,01 degerlerini ifade
etmektedir

Deneyin sonlandirilmasi ile besiyerinden hiicre canlilifi karsilastirilmasi
yapilmast amaci ile LDH analizi yapilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
toksisite grubunda (p=0,000), toksisite uygulamasindan once eklenen boraks
(p=0,000) ve borik asit (p=0,000) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artis
goriilmiistiir. Sadece boraks (p=0,000) ve sadece borik asit (p=0,000) gruplarinda ise
istatistiksel olrak anlaml1 azalma saptanmustir.

Toksisite  gruplar1  kendi  igerisinde  karsilastirildiginda  toksisite
uygulamasindan sonra eklenen boraks (p=0,003) ve borik asit (p=0,006) gruplarinda
ve toksisite uygulamasindan once eklenen borik asit grubunda (p=0,000) istatistiksel

olarak anlaml1 azalma saptannustir.
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6.5.0ksidatif Stres indeksinin Ol¢iimii
6.5.1.TOS ol¢iimii

TOS Grafigi
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Absorbans Olctimii (OD

Sekil 6.5.1.1 TOS analiz grafigi. Deney gruplar1 sonlandirildan sonra yapilan
testler sonucundaki oksidan seviyesini gostermektedir. *p<0,05, **p<0,01,
#p<0,05, ##p=<0,01 degerlerini ifade etmektedir.

Toplam oksidatif durumun belirlenmesi i¢in kolorimetrik 6l¢iim yapilmstir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda toksisite grubunda (p=0,049) ve toksisite
uygulamasindan oOnce eklenen borik asit grubunda (p=0,011) istatistiksel olarak
anlaml1 derecede azalma; sadece boraks eklenen grupta (p=0,000) ise istatistiksel
olarak anlamli derecede artis goriilmiistiir. Toksisite gruplari kendi igerisinde
kiyaslandiginda toksisite uygulamasindan sonra verilen borik asit grubunda (p=0,010)
istatistiksel olarak anlaml1 derecede artis goriilmiistiir.
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6.5.2.TAS él¢iimii

TAS Grafigi
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Sekil 6.5.2.1 TAS analiz grafigi. Deney gruplar1 sonlandirildan sonra yapilan
testler sonucundaki antioksidant seviyesini gostermektedir. *p<0,05, **p<0,01,
#p<0,05, ##p=<0,01 degerlerini ifade etmektedir.

Toplam oksidatif durumun belirlenmesi igin kolorimetrik 6l¢iim yapilmstir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda toksisite grubunda (p=0,045) istatistiksel olarak
anlamli artis, toksisite uygulamasindan 6nce eklenen borik asit grubunda (p=0,000)
istatistiksel olarak anlaml1 azalma goriilmiistiir.

Toksisite grubu kendi igerisinde kiyaslandiginda toksisite uygulamasindan
sonra eklenen boraks grubunda (p=0,0,13), toksisite uygulamasindan 6nce eklenen

borik asit grubunda (p=0,000) istatistiksel olarak anlaml1 azalma goriilmiistiir.
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6.5.3.0SI degerinin 6l¢iimii
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Sekil 6.5.3.1 OSI analiz grafigi. Deney gruplar1 sonlandirildan sonra yapilan
testler sonucundaki oksidatif stres indeksini gostermektedir. *p<0,05, **p<0,01,
#p<0,05, ##p<0,01 degerlerini ifade etmektedir

Oksidatif stres indeksi TAS ve TOS sonuglar1 kullamlarak hesaplanmustir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda toksisite grubunda (p=0,015), toksisite
uygulamasindan once eklenen boraks grubunda (p=0,025), toksisite uygulamasindan
sonra eklenen boraks grubunda (p=0,018), toksisite uygulamasindan 6nce eklenen
borik asit grubunda (p=0,003) istatistiksel olarak anlamli azalma, sadece boraks
maddesinin verildigi grupta (p=0,000) ise istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir.

Toksisiste gruplart grubu kendi igerisinde kiyaslandiginda toksisite
uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda (p=0,005) istatistiksel olarak

anlaml artig gorilmiistiir.
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6.6.Toksisite Modelinde Protein Seviyesindeki Degisimler

Calisma kapsaminda total-Akt, fosfo-Akt, total GSK3 o/, fosfo GSK3 o/ ve
SIRT1 protein seviyelerindeki degisimlerin Western blot yontemi kullamilarak
elde edilen bantlar tizerinden istatistiksel analizleri yapilmstir (Sekil 6.6.1).
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Total-GSK3a (51 kDa) o . i
Total-GSK3p (46 kDa) e B ==

B-aktin (45 kDa) | S S S S e e

Sekil 6.6.1 Western blot yontemi ile elde edilen bant
goriintiilerinin protein agirliklarina gore sirali gorseli
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6.6.1.Amiloid beta toksisitesi sonrasi1 boraks ve borik asit maddelerinin Akt

anlatimma etkisi
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Sekil 6.6.1.1 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-Akt seviyesine
etkisi.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda toksisite uygulamasinda oOnce eklenen

boraks grubunda (p=0,000) total-Akt seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis

goriilmiistiir. Sadece AP, toksisite uygulamasinda sonra eklenen boraks (p=0,000) ve

borik asit (p=0,000) gruplarinda, toksisite uygulamasinda sonra eklenen borik asit
grubunda (p=0,000), sadece boraks grubunda (p=0,000) ve sadece borik asit grubunda

(p=0,000) total-Akt seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmstir

(Sekil 6.6.1.1., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.1.2 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-Akt seviyesine
etkisi - Toksisite grubunun karsilagtirilmasi

Toksisite grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda toksisite uygulamasinda
once eklenen boraks grubunda (p=0,000) total-Akt seviyesinde istatistiksel olarak
anlaml1 artis ve toksisite uygulamasinda sonra eklenen borik asit grubunda (p=0,000)
total- Akt seviyesinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmustir (Sekil 6.6.1.2.,
*p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.1.3 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-Akt seviyesine
etkisi - Boraks grubunun karsilastirilmasi

Boraks grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda sadece AP grubunda
(p=0,001), toksisite uygulamasinda sonra eklenen boraks grubunda (p=0,000) ve
sadece boraks grubunda (p=0,000) total-Akt seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
azalma gOriilmiistiir. Toksisite uygulamasinda oOnce eklenen boraks grubunda
(p=0,000) total-Akt seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir (Sekil
6.6.1.3., *p<0,05, **p<0,01).

49



total-Akt

120
100
Aok
ok
80
©
2
$ 60
- #% oo
40
) I
0

Kontrol Sadece AB Borik Asit ve AB APB ve Borik Asit  Sadece Borik Asit

Sekil 6.6.1.4 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-Akt seviyesine
etkisi — Borik asit grubunun karsilastirilmasi

Borik asit grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda sadece AP grubunda
(p=0,000), toksisite uygulamasinda once eklenen borik asit grubunda (p=0,000),
toksisite uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda (p=0,000) ve sadece borik
asit grubunda (p=0,000) total-Akt seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli azalma
saptamustir (Sekil 6.6.1.4., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.1.5 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-Akt seviyesine
etkisi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda toksisite uygulamasinda sonra eklenen
boraks (p=0,000) ve borik asit (p=0,007) gruplarinda, toksisite uygulamasinda once
eklenen borik asit grubunda (p=0,001), sadece boraks grubunda (p=0,000) ve sadece
borik asit grubunda (p=0,000) fosfo akt seviyelerinde anlaml1 artis saptanmustir (Sekil
6.6.1.5., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.1.6 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-Akt seviyesine
etkisi - Toksisite grubunun karsilagtirilmasi

Toksisite grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda toksisite uygulamasinda
once eklenen borik asit grubunda (p=0,005), toksisite uygulamasinda sonra eklenen
boraks (p=0,001) ve borik asit (p=0,026) gruplarinda fosfo-Akt seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir (Sekil 6.6.1.6., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.1.7 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-Akt seviyesine
etkisi - Boraks grubunun karsilastirilmasi

Boraks grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda toksisite uygulamasindan
sonra eklenen boraks grubunda (p=0,000) ve sadece boraks grubunda (p=0,000) fosfo-
Akt seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir (Sekil 6.6.1.7.,
*p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.1.8 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-Akt seviyesine
etkisi — Borik asit grubunun karsilastirilmasi
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Borik asit grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda toksisite uygulamasindan
once eklenen borik asit grubu (p=0,000), toksisite uygulamasindan sonra eklenen borik
asit grubu (p=0,002) ve sadece borik asit grubunda (p=0,000) fosfo-Akt seviyelerinde
istatistiksel olarak anlaml1 artig saptanmustir (Sekil 6.6.1.8., *p<0,05, **p<0,01).
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6.6.2. Amiloid beta toksisitesi sonrasi boraks ve borik asit maddelerinin GSK3a

anlatimma etkisi
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Sekil 6.6.2.1 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-GSK3a seviyesine
etkisi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece AP grubu (p=0,000) ve toksisite
uygulamasinda sonra eklenen borik asit grubunun (p=0,000) total-GSK3a
seviyelerinde istatistiksel olarak artis saptanmustir (Sekil 6.6.2.1., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.2.2 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-GSK3a seviyesine
etkisi - Toksisite grubunun karsilagtirilmasi

Toksisite grubu kendi igerisinde degerlendirildiginde toksisite uygulamasindan
sonra eklenen borik asit grubu haricinde tiim gruplarda total-GSK3a seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli (p=0,000) sekilde diistiigli saptanmustir (Sekil 6.6.2.2.,
*p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.2.3 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-GSK3a seviyesine
etkisi - Boraks grubunun karsilastirilmasi

Boraks grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda sadece A grubunda
(p=0,000) total-GSK3a seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir
(Sekil 6.6.2.3., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.2.4 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-GSK3a seviyesine
etkisi — Borik asit grubunun karsilastirilmasi

Borik asit grubu kendi icgerisinde karsilastirildiginda sadece AP grubunda ve
toksisite uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda total-GSK3a seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli (p=0,000) artis saptanmustir (Sekil 6.6.2.4., *p<0,05,
**p<0,01).
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Sekil 6.6.2.5 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-GSK3a
seviyesine etkisi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece AP grubu (p=0,003), sadece boraks
grubunda (p=0,009), sadece borik asit grubunda (p=0,000), toksisite uygulamasindan
once eklenmis borik asit grubunda (0,020), ), toksisite uygulamasindan sonra eklenmis
boraks (p=0,003) ve borik asit gruplarinda (p=0,000) fosfo-GSK3a sevilerinde
istatistiksel olarak anlaml1 artis goriilmiistiir (Sekil 6.6.2.5., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.2.6 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-GSK3a
seviyesine etkisi — Toksisite grubunun karsilastirilmasi

Toksisite grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda toksisite uygulamasindan
sonra eklenmis boraks grubunda (p=0,027) fosfo-GSK3o seviyesinde istatistiksel
olarak anlaml1 diisiis goriilmiistiir. Toksisite uygulamasindan sonra eklenmis borik asit
grubunda ise borik asit grubunda ise (p=0,026) fosfo-GSK3a seviyesinde istatistiksel
olarak anlaml1 artis saptanmustir (Sekil 6.6.2.6., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.2.7 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-GSK3a
seviyesine etkisi — Boraks grubunun karsilagtirilmasi

Boraks grubu kendi icerisinde kiyaslandiginda sadece A grubunda (p=0,002),
toksisite uygulamasinda sonra eklenmis boraks grubunda (p=0,002) ve sadece boraks
grubunda (p=0,005) fosfo-GSK3a seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis
saptanmustir (Sekil 6.6.2.7., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.2.8 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-GSK3a
seviyesine etkisi — Borik asit grubunun karsilagtirilmasi

Borik asit grubu kendi icerisinde degerlendirildiginde sadece AP grubunda
(p=0,008), toksisite uygulamasinda 6nce eklenmis borik asit grubunda (p=0,032),
toksisite uygulamasinda sonra eklenmis borik asit grubunda (p=0,000) ve sadece borik
asit grubunda (p=0,000) fosfo-GSK3a seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artig
saptanmustir (Sekil 6.6.2.8, *p<0,05, **p<0,01).
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6.6.3.Amiloid beta toksisitesi sonras1 boraks ve borik asit maddelerinin GSK3p

anlatimma etkisi
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Sekil 6.6.3.1 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-GSK3p seviyesine
etkisi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda  sadece AP grubu (p=0,000) ve toksisite
uygulamasindan sonra eklenen borik asit  grubunda (0,000)  total-GSK3p
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlilik saptanmustir. Toksisite uygulamasindan
sonra eklenen boraks grubunda (p=0,049) ise total-GSK3p seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli sekilde azalma goriilmiistiir (Sekil 6.6.3.1, *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.3.2 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-GSK3p seviyesine
etkisi — Toksisite grubunun karsilastirilmasi

Toksisite  gruplari  kendi  igerisinde  karsilastirildiginda  toksisite
uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubu hari¢ tim gruplarda total-GSK3[
seviyelerinin istatistiksel olarak (p=0,000) anlaml: sekilde diistiigii saptanmustir (Sekil
6.6.3.2, *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.3.3 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-GSK3p seviyesine
etkisi — Boraks grubunun karsilastirilmasi

Boraks grubu kendi igerisinde karsilastirildiginda sadece AP grubunda
(p=0,000) total-GSK3p seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu
goriilmiistiir. Sadece boraks grubunda (p=0,013) ve toksisite uygulamasindan sonra
eklenen boraks grubunda (p=0,011) total-GSK3p seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli azalma saptanmistir (Sekil 6.6.3.3, *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.3.4 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin total-GSK3p seviyesine
etkisi — Borik asit grubunun karsilastirilmasi

Borik asit grubu karsilastirildiginda sadece AP grubunda (p=0,000) ve
toksisite uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda (p=0,002) total-GSK3[3
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir (Sekil 6.6.3.4, *p<0,05,

**p<0,01).

66



fosfo GSK3p

250

200

EXS
ok
*

150
10

5
Kontrol ~ Sadece AR Boraks ve ABve  Borik Asit ve AR ve Borik  Sadece Sadece

AB Boraks AB Asit Boraks Borik Asit

Sekil 6.6.3.5 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-GSK3p3
seviyesine etkisi

% kontrol

o

o

Kontrol grubu ile kiyaslandiklarinda sadece AP grubunda (p=0,031), toksisite
uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda (p=0,000) ve sadece borik asit
grubunda (p=0,000) fosfo-GSK3p seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis
saptanmustir (Sekil 6.6.3.5, *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.3.6 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-GSK3p3
seviyesine etkisi — Toksisite grubunun karsilastirilmasi

Toksisite grubu kendi icerisinde kiyaslandiginda toksisite uygulamasindan
sonra eklenen borik asit grubunda (p=0,013) fosfo-GSK3[ seviyesinde istatistiksel
olarak anlaml1 artis saptanmustir (Sekil 6.6.3.6, *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.3.7 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-GSK3p3
seviyesine etkisi — Boraks grubunun karsilagtirilmasi

Boraks grubu kendi igerisinde degerlendirildiginde sadece AP grubunda
(p=0,012) fosfo-GSK3p seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir
(Sekil 6.6.3.7, *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.3.8 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin fosfo-GSK3p3
seviyesine etkisi — Borik asit grubunun karsilagtirilmasi

Borik asit grubu kendi igerisinde degerlendirildiginde sadece borik asit
grubunda (p=0,003) ve toksisite uygulamasinda sonra eklenen borik asit grubunda
(p=0,000) fosfo-GSK3p seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir
(Sekil 6.6.3.8, *p<0,05, **p<0,01).
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6.6.4.Amiloid beta toksisitesi sonrasi boraks ve borik asit maddelerinin Sirtl

anlatimma etkisi
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Sekil 6.6.4.1 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin Sirtl seviyesine etkisi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece AB grubunda (p=0,000), toksisite

uygulamasindan sonra eklenen boraks (p=0,004) ve borik asit (p=0,000) gruplarinda

Sirt] seviyerinde istatistisel olarak anlamli artis saptanmustir (Sekil 6.6.4.1., *p<0,05,

**p<0,01).
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Sekil 6.6.4.2 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin Sirtl seviyesine etkisi
— Toksisite grubunun karsilagtirilmasi

Toksisite grubu kendi igerisinde kiyaslandiginda toksisite uygulamasindan
once eklenen boraks (p=0,000) ve borik asit (p=0,000) gruplarinda ve toksisite
uygulamasindan sonra eklenen boraks grubunda (p=0,010) Sirtl seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli azalma gOriilmiistiir. Toksisite uygulamasindan sonra
eklenen borik asit grubunda (p=0,002) ise istatistiksel olarak anlaml1 artis saptannmustir
(Sekil 6.6.4.2., *p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.4.3 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin Sirtl seviyesine etkisi
— Boraks grubunun karsilastirilmasi

Boraks grubu kendi igerisinde degerlendirildiginde sadece AP grubunda
(p=0,000), toksisite uygulamasindan sonra eklenen boraks grubunda (p=0,015) Sirtl
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu saptanmustir (Sekil 6.6.4.3.,
*p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 6.6.4.4 Toksisite modelinde boraks ve borik asidin Sirtl seviyesine etkisi
— Borik asit grubunun karsilagtirilmasi

Borik asit gurubu kendi igerisinde degerlendirildiginde sadece Af grubunda
(p=0,000), toksisite uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda (p=0,000)
Sirtl seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml1 artis oldugu saptanmustir (Sekil 6.6.4.4.,
*p<0,05, **p<0,01).
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6.7. Toplam Eksozom Miktarn Analizi
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Gruplar kontrol grubuna gore kiyaslandiginda toksisite uygulamasindan sonra
eklenen boraks grubunda (p=0,029) toplam eksozom miktar1 istatistiksel olarak
anlaml1 sekilde distiigii saptanmustir (Sekil 6.7.1 *p<0,05 ).
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7-TARTISMA

Yapilmis olan bu tezde bor tiirevli bilesiklerden olan boraks ve borik asidin, SH-SY5Y
hiicre hatt1 kullanilarak olusturulan toksisite modeli lizerine olan hiicre i¢i dinamiklere
ve eksozomal igerige olan etkilerinin arastiritlmasi ve karsilastirilmas1 amaglanmaistir.
Bu ctkileri arastirmak amaci ile Alzheimer hastaliginda etkin rolii olan amiloid-beta

kullamlarak in vitro toksisite modeli olusturulmustur.

SH-SY5Y insan kokenli hiicre hatti olmasimn yamnda adrenerjik fenotip ve
dopaminerjik karakter de gdstermektedirler. Bu nedenle noronal fonksiyon ve ndronal

farklilagsma ¢alismalarinda in vitro model olarak kullanilmaktadirlar.

Deneyde kullanilan amiloid-beta toksisite modeli, Alzheimer hastaligimin olusmasinda
etkin olan ve amiloid-beta kaskat hipotezi ele alindiginda diger demans tiirlerinden
ayirict bir konumda olmasi sebebi ile segilmistir. Bu model esas olarak hastalikta
oldugu gibi ekstraseliiler boslukta amiloid-beta 1-42 birikimini taklit etmek {izere
tasarlanmistir. Ancak diger norodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi Alzheimer
hastaliginda da tek noropatolojik etkenin 1-42 amiloid-beta (APi-42) protein birikimi
olmamasi bu ¢alismada kullamlan in vitro modelin in vitro Alzheimer modelinden
ziyade norotoksisite modeli olarak isimlendirilmesi daha rasyonel olmaktadir. Hiicre
kiiltiirtine disaridan eklenen AP1.42 peptidi ile toksisite modelinde kullanilan hiicreler

48 saat inkiibe edilmistir.

Deneylerin tekrar edilebilirliginin kontrolii agisindan hiicreler 96-kuyucuklu hiicre
kiltiirii plakasina 20.000 hiicre, 6-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasina ise 220.000
hiicre ekimi yapilmistir. Olusturulan tiim toksisite gruplarinda, yapilan hiicre canlilig
(LDH) analizinin sonucunda O6liim oranlarimin istatistiksel olarak anlamli artisi

saptanmustir (Sekil 6.5.1.).

AP toksisite modeli olustururken etkin dozun belirlenmesi i¢in 1,25 uM, 2,5 uM, 5
uM ve 10 uM gibi ¢esitli konsantrasyonlar test edilmistir. Yapilan konsantrasyon
denemeleri LDH analizi ile degerlendirildikten sonra 10 uM A konsantrasyonunun
en etkin doz oldugu saptanmustir (Sekil 6.1.1). Deneyde kullanilacak olan bor tiirevli
boraks ve borik asit maddelerinin ise 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml,
100 pg/ml ve 200 pg/ml gibi gesitli konsantrasyonlar1 etkin koruyucu dozu belirlemek
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igin test edilmistir. Yapilan LDH analizleri sonucunda hem boraks maddesinde hem
de borik asit maddesinde 200 pg/ml konsantrasyonu en etkin koruyucu doz olarak
saptanmustir (Sekil 6.2.1.1. ve Sekil 6.2.2.1.). Bu veriler daha 6nce literatiirde belirtilen
toksisite agisindan benzer performans gosterdigi verisi ile de Ortiismektedir (60).
Deney gruplarimin LDH analiz verileri en etkin doz i¢in yapilan LDH 6n c¢aligsmalar1
ile ortiismektedir (Sekil 6.5.1.,Sekil 6.1.1., Sekil 6.2.1.1., Sekil 6.2.2.1. ve Sekil
6.2.2.1.). Tlk bakista Sekil 6.1.1. ile Sekil 6.5.1 arasinda belirtilen AP verileri arasinda
istatistiksel olarak farklilik gbze c¢arpmaktadir. Bu veriler kendi iglerinde
degerlendirildiginde ise bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptannustir.

Oksidatif stres dl¢timleri icin hiicre kiiltlirii besiyeri kullamlarak Total Oxidant Status
(TOS) ve Total Antioxidant Status (TAS) analizleri yapilmistir. TAS analizi sonuglar1
(Sekil 6.4.2.1.) degerlendirildiginde sadece AP verilen grupta istatistiksel olarak
istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir. Yine aym analiz lizerinden yapilan
degerlendirme sonucunda toksisite uygulamasindan o©nce eklenen borik asit
konsantrasyonunun TAS degerlerini istatistiksel olarak anlamhi  distrdiigi
saptanmustir. Diger deney gruplarimn ise kontrol grubu ile arasinda istatistiksel bir
farka rastlanmamustir. TOS analizi sonuglarinda (Sekil 6.4.1.1) ise sadece AP verilen
grupta TOS degerinin istatistiksel olarak anlamli diisiisii aynt deney gurubun TAS
degerindeki degisimi ile tutarlidir; hiicrelerin AP toksisitesi karsisinda antioksidant
mekanizmalarim aktive etmeleri sonucu TOS degeri istatistiksel olarak anlamli
derecede disiiniilmektedir. Buna ek olarak toksisite uygulamasindan once eklenen
borik asit konsantrasyonunun TOS degerlerini istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiirdiigli saptanmuistir. Ayrica sadece boraks konsantrasyonunun eklendigi deney
grubunda ise TOS seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi saptanmustir.
Literatiirde Alzheimer hastaliginin oksidatif stres ile olan iligkisi pentoz fosfat yolag
tizerinden agiklanmustir (61). Bu yolakta Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat
(NADPH) 6nemli bir rol oynamaktadir ve bu koenzimin artis1 ile reaktif oksijen
tiirlerinde artis oldugu bilinmektedir (62). Borat bilesenlerinin de Nikotinamid adenin
diniikleotit (NAD+) ve NADP+ koenzimlerini baskiladigi literatiirde bilinmektedir
(52). Bu bilgiler 1s18inda borat bilesenlerinden 6zellikle borik asidin ilgili koenzim
mekanizmalarinda baskilayici ve Sirtuin 1 (SIRT1) proteinini aktive edici rolii (63)
sebebi ile kontrol ve toksisite gruplarindaki o6zellikle TAS seviyesi
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karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasimin bu sebep ile
aciklanabilecegi diistiniilmektedir. Ancak kontrol ile sadece bor bilesiklerinin verildigi
gruplar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasi1 durumu ise hiicrenin

stres durumu altinda bu mekanizmayr kullandig konusunu diisiindiirmektedir.

Eksozomlarin kargo olarak miRNA, mRNA ve proteinleri tasiyarak hiicreler arasi
iletisim 1ile birlikte hastalik patolojilerinin yayilmasim kolaylastirabilecegi
bilinmektedir (47). Hiicre kiiltiirii besiyerlerinden izole edilen eksozomlarin western
blot analizileri yapildiginda toksisiteden sonra eklenen boraks konsantrasyonunun
toplam eksozom miktarinda istatistiksel olarak anlamli derecede diisiise neden oldugu
saptanmustir (Sekil 6.7.1). Yapilan diger western blot analizlerinde ise fosfo-AKT,
total- AKT, fosfo-GSK3, total-GSK3, fosfo-tau, total-tau ve SIRT1 proteinlerini
tasidigr yoniinde herhangi bir veri saptanamamistir. Bunun sebeplerinden biri izole
edilen eksozomlarin igeriginde yer alan olasi protein konsantrasyonlarimin diisiik
olmast nedeni ile western blot yOnteminin bunu saptayamayacak oldugu
diistiniilmektedir. Diger sebep ise yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda (64) eksozom
iceriginde bulunan kargo protein seviyelerinin ¢ok diisiik oldugu bildirilmistir ki bu
ilk goriisiimiiz ile uyusmaktadir. Ayrica ilgili proteinlerin kendisinden Onciil

proteinlerini tagidiklar1 bildirilmistir (64).

Tau proteininin fonksiyonu, tubulin ile etkilesime girerek mikrotiibiil organizasyonunu
olusturmast ve bu yapimn kararliligint devam ettirme yoniinde yardimci olmasi olarak
aciklanmistir (65). Alzheimer hastaliginda, anormal sekilde hiperfosforile olmus tau
proteinlerin agregatlar1 tarafinfan olusturulan intraseliiler norofibriler yumaklar
goriilmektedir (66). Yapilan calismada fosfo-tau ve total-tau’nun western blot
analizlerinde herhangi bir veri saptanamamustir. Bu problem literatiirde kullanilan
antikor, denaturasyon prosesinin etkisi veya lizis soliisyonu ile agiklanabilmektedir

(67).

Serin / treonin kinaz Akt’nin (A ve C protein kinazlara bagl1 protein kinaz B), insiilin
benzeri biiylime faktorii I (IGF-I) ve diger trofik faktorler i¢in fosfatidilinositol-3-
kinaz (P1-3K) sinyalizasyonunu diizenleyerek hiicresel sagkalim yolagini diizenledigi
bilinmektedir (68). Literatiirde yer alan g¢alismalarda Akt enzim aktivitelerinin Braak

evrelemesi ile pozitif korelasyon gosterdigi ve AH nin siddetinin artmasi ile birlikte
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artts gosterdigi bildirilmistir (69). Yaptigimiz total-Akt analizi sonucunda toksisite
uygulamasindan once eklenen boraks grubu haricinde tiim gruplarda seviyelerin
istatistiksel olarak anlamli derecede distiigii saptanmistir (Sekil 6.6.1.1.). Analiz
sonuglarinda sadece AP grubunda fosfo-akt seviyesinin arttii saptanmus ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir (Sekil 6.6.1.5.). Bunun yamnda bor
minerallerinin aktif Akt seviyelerini ciddi sekilde arttirdign gorilmiistir (Sekil
6.6.1.5.). Toksisite grubunun total-Akt seviyeleri kendi igerisinde degerlendirildiginde
ise toksisite uygulamasindan Once eklenen boraks grubunda anlamli artig, sonra
eklenen borik asit grubunda ise anlamli azalis saptanmustir (Sekil 6.6.1.2). Fosfo-Akt
analizleri sonucunda ise toksisite uygulamasindan sonra eklenen boraks ve borik asit
gruplar1 ile once eklenen borik asit grubunda fosfo-Akt formlarimn istatistiksel olarak
anlamli derecede artti@i saptanmustir (Sekil 6.6.1.6.). Akt grafiklerine bakildiginda,
sadece AP grubunda total-Akt seviyesi istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiigii
halde fosfo-Akt seviyesindeki goriilen artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig
tespit edilmistir. Bu verilere bakildiginda sadece AP grubunda Akt aktivite seviyesinde
degisiklik olmadig disiiniilmektedir. Toksisite uygulamasindan once eklenen boraks
grubunda total-Akt seviyesinin istatistiksel olarak anlamli olarak arttigi ancak sadece
AP grubunda oldugu gibi bu degisimin fosfo-Akt seviyesine yansimadig
goriilmektedir. Bunlarin yamnda toksisite uygulamasindan sonra eklenen boraks ve
borik asit gruplar1 ile 6nce eklenen borik asit grubunda hem total-Akt seviyelerindeki
istatistiksel olarak anlamli1 azalis hem de fosfo-Akt seviyelerindeki istatistiksel olarak
anlamli artis ile Akt aktivetisinin artti§im diisiiniilmektedir. Bu sebeple Glikojen
sentez kinaz 3 (GSK3) yolaginin baskilandigi ve/veya hiicresel sagkalim yolagimin
tetiklendigi diisliniilmektedir.

GSK3a ve GSK3p tiim hiicrelerde yapisal olarak aktif anlatimu yapilan ve glikojen
metabolizmasi, gen transkripsiyonu, apoptoz ve mikrotiibiil stabilitesi de dahil olmak
iizere ¢esitli hiicresel siireclerde yer alan prolin-yonelimli serin / treonin kinazlarin
substratt olan 6nemli proteinlerdir (70). GSK3 aktivitesi insiilin ve Wnt sinyalizasyonu
ile modiile edilir ve her iki yol da negatif diizenleyici sekilde etki eder. GSK3a ve
GSK3p sirasi ile Serin 21(Ser 21) ve Ser 9 rezidiilerinden fosforlanarak inaktif konuma
gelirler (71). GSK3 aktivitesinin 6zellikle AH’inda tau'nun hiperfosforilasyonunda,
hafiza bozuklugunda, AP'nin artan iiretiminde ve enflamatuar yamtlarda etkin rol
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oynadigi bilinmektedir (70). GSK3, apoptozun temel aracilarindan biridir ve
dolayisiyla AH’de goriilen noronal kayipta dogrudan rol oynadig diisiiniilmektedir
(72). GSK3a’min GSK3f’dan farkli olarak artan AP iiretimi ile sonuglanan APP
boliinmesini etkiledigi literatiire bildirilmistir (73). Yapilan total-GSK3a analizleri
sonucunda sadece AP grubunda ve toksisite uygulamasindan sonra eklenen borik asit
grubunda istatistiksel olarak anlamli seviyede artis saptanmustir (Sekil 6.6.2.1). Bunun
yaninda fosfo-GSK3a analizlerinde sadece AP grubunda, sadece boraks ve borik asit
grubunda, toksisite uygulamasindan sonra eklenen boraks ve borik asit gruplarinda ve
toksisite uygulamasindan dnce eklenen borik asit grubunda istatistiksel olarak anlaml1
artis saptanmistir (Sekil 6.6.2.5). Buradan elde edilen sonuglarla 6zellikle borik asit
maddesinin GSK3a aktivitesini baskilayarak APP iiretimini iizerinden AP toksisitesini
distirdiigiinii  diisiiniilmektedir. Toksisite grubunun total-GSK3a seviyeleri kendi
icerisinde degerlendirildiginde ise toksisite uygulamasindan Once eklenen boraks ve
borik asit gruplarinda ve toksisite uygulamasindan sonra eklenen boraks grubunda
total-GSK3a seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli distiigli saptanmustir (Sekil
6.6.2.2). Bunun yaninda fosfo-GSK3a analizleri sonucunda toksisite uygulamasindan
once eklenen boraks grubunda seviyenin istatistiksel olarak anlamli diistiigii, toksisite
uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda ise istatistiksel olarak anlamli
arttigl saptanmustir (Sekil 6.6.2.6). Bu sonuglar 1s181inda borik asit maddesi GSK3a
aktivitesini azaltmaktadir.

Yapilan calismalarda GSK3B’mn, GSK3a’ya gore, glikojen sentezinin ana
diizenleyicisi oldugu literatiire bildirilmistir (74). Ayrica GSK3p insiiline yanit olarak
glikojen sentaz aktivitesini kontrol etmektedir (74). Ayrica GSK3p’min hafiza ile
iligkisi 6zellikle AH nda 6nemli bir yer tutmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda GSK3p3’nin
asirt anlatimn  “long-term potantiation (LTP)” negatif etkiledigi ve mekansal
Ogrenmeyi azalttigimi gostermistir (75). Yaptigimiz ¢alismada, total-GSK3[ analizleri
sonucunda sadece AP grubunda ve toksisite uygulamasindan sonra eklenen borik asit
grubunda istatistiksel olarak anlamli seviyede artis, toksisite uygulamasindan sonra
eklenen boraks grubunda istatistiksel olarak anlamli diisiis saptanmustir (Sekil 6.6.3.1).
Bunun yam sira fosfo-GSK3[B analizlerinde sadece AP grubunda, toksisite
uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda ve sadece borik asit grubunda

istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir. Bununla birlikte toksisite grubunun total-
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GSK3p seviyeleri kendi igerisinde degerlendirildiginde ise toksisite uygulamasindan
sonra eklenen borik asit grubu haricinde diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli
diisiis saptanmus olup, fosfo-GSK3f seviyeleri karsilastirildiginda ise toksisite
uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda istatistiksel olarak anlamli artis
saptanmustir (Sekil 6.6.3.5). Bu bilgiler ¢ercevesinde borik asit maddesinin toksisite

sonrasinda GSK3 inaktivasyonuna neden oldugunu diisiiniilmektedir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalar incelendiginde GSK3 inaktivasyonunun mutant
APP’nin asir1 anlatimu sonucu olusan tau patojenitesini tersine ¢evirdigi belirtilmistir
(76). Bu sebeple borik asit maddesinin toksisiteden sonra uygulanmasi

nérodejenerasyon siirecin ilerleyisini azaltici etki yapabilecegini diisiindiirmektedir.

SIRTI1 sirtuin ailesinin bir {iyesi olup, nikotinamid adenosin diniikleotit (NAD)
bagimli deasetilazdir ve fonksiyonu bir¢ok histon ve histon olmayan proteinlerinden
asetil gruplarim ¢ikartmak iizerinedir (63, 77). In vivo modellerde yapilan
caligmalarda, SIRT1'in oksidatif strese karsi koruyucu bir rolii ortaya koyulmustur (78-
80). Ayrica SIRT1’in bir¢ok nérodejeneratif hastalik modelinde koruyucu rol oynadig
bilinmektedir. Bu noroprotektif fonksiyonu ile SIRT1’in asir1 anlatimu ile bagta
Alzheimer hastaligi ve Huntington hastaligi olmak iizere cesitli noérodejeneratif
hastaliklara karst koruma sagladigi literatirde mevcuttur (81-84). Bunun yaninda
SIRT1’in, artmus NAD biyosentezinin azaltic1 efektorii olarak goérev yapabilecedi ve
aksonal dejenerasyonu geciktirebilecegi literatiirde belirtilmistir (85). Calismamizda
yaptigimiz  SIRT1 analizleri sonucunda sadece AP grubunda ve toksisite
uygulamasindan sonra eklenen bor mineralleri gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
artis saptanmustir (Sekil 6.6.4.1). Toksisite grubu kendi icerisinde degerlendirildiginde
SIRT1 seviyelerinde, toksisite uygulamasindan once eklenen boraks ve borik asit
gruplar1 ile toksisite uygulamasindan sonra eklenen boraks grubunda istatistiksel
olarak anlaml1 azalis, toksisite uygulamasindan sonra eklenen borik asit grubunda ise
istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir (Sekil 6.6.4.2). Bu ¢ergevede yapilan
degerlendirmeler sonucunda SIRT1’in noroprotektif fonksiyonu ile toksisiteye karsi
yamt olusturarak hiicresel sag kalim mekanizmasim tetikledigi diistiniilmektedir.
Bunun yaninda NAD biyosentezini azaltict yonii ile oksidatif stres seviyesini

diisiirmesi olasiligt mevcuttur. Bu baglamda borik asit molekiiliiniin enzimatik

81



aktivitelerdeki rolii ile SIRT1 seviyesine arttirict yonde etki ederek direkt ve/veya
dolayl1 yoldan hiicresel sagkalim yolagini ve insiilin sinyalizasyon yolagim tetikledigi

diistiniilmektedir.
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8-SONUC

Elde edilen tiim veriler incelendiginde AP toksisite modelinde bor minerallerinden
ozellikle borik asidin intraseliiler protein seviyelerini degistirerek hiicresel sagkalim
ve insiilin sinyalizasyon yolaklarim tetikledigi diistiniilmektedir. SIRT1 proteininin,
Ozellikle toksisite uygulamasindan sonra eklenen borik asit ile hiicrelerdeki oksidatif
stres seviyesini normal kosullara yaklastirarak ve néroprotektif etkisi iizerinden direkt
ve/veya dolayli olarak Akt ve GSK3 yolagina etki etmesi ile sagkalimn arttirdig

ongoriilmektedir.

Sekil 8.1. Protein veribankalari araciligi ile olusturulmus protein-protein
etkilesimleri hakkinda bilgi vermek i¢in liretilen protein ag1 sablonu

*https:/string-db.org internet sitesi {izerinden olusturulmustur (Son erisim 05.07.2018)

Bu ¢ergevede, elde edilen veriler ilk olarak primer ndron kiiltiiriinde kullamlarak
calismanmin ger¢ekliginin arttirilmas1 amacglanmaktadir. Elde edilecek veriler
dogrultusunda organizma diizeyinde etkilerinin arastirilmasi tizerine in vivo ¢alismalar
planlanlanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bor mineralinin ¢esitli yiyeceklerde

bulunmasi ile in vivo beslenme ¢aligmalarinin yapilabilecegi 6ngoriilmektedir.
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