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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

DENEYSEL PARKINSON MODELINDE BOR NiTRUR
NANOPARTIKULLERININ NOROPROTEKTIF ETKIiLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Recep KUCUKDOGRU

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Parkinson hastaligi (PH) titreme, konusma bozuklugu, beynin duyarl bdlgelerindeki néronlarin
kaybu ile karakterize ve diinyada Alzheimer’dan sonra en sik goriilen ikinci ndrodejeneratif hastaliktir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar borun insan ve hayvan sagligi igin gerekli bir element oldugunu gostermektedir.
Diger yandan PH’nn hala kesin olarak tedavisi yapilamamaktadir. Yapilan bu tezde ise antioksidan 6zel-
likleri, yiiksek kararli kimyasal yapilar1 ve ilag tagtyici nano boyutlarindan dolay1 bor nitriir nanopartikiil-
lerinin, MPP* ile olusturulan deneysel parkinson modeli {izerindeki néroprotektif etkileri arastirilmistir.
Tezde, insan embriyonal karsinom Ntera-2 (NT-2) hiicre hatti Retinoik Asit (RA) uygulamasi ile néron
benzeri hiicrelere doniistiiriilmils ve ardindan hiicrelere deneysel parkinson modeli olugturmak i¢in MPP*
uygulanmistir. Deneysel parkinson modeline genis doz araliginda (0,19-100 mg/L) bor nitriir nanopartikiil-
leri uygulanmis ve nanopartikiillerin néron koruyucu etkinlikleri belirlenmistir. Hiicrelerdeki canlilik oran-
larinin belirlenmesi igin 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) ve laktat dehidro-
genaz (LDH) testleri uygulanmigtir. Ardindan toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidan seviye
(TOS) analizleri ile hiicrelerdeki antioksidan ve oksidan degerlerin degisimleri hesaplanmistir. Onemli
apoptoz belirteclerinden olan kromozomal integriteleri belirlemek icin hiicreler, Hoechst 33258 floresan
boyama metodu kullanilarak mikroskop altinda analiz edilmistir. Bor nitriir nanopartikiillerin hiicrelerdeki
asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi tizerine olan etkileri AChE kolorimetrik testi ile belirlenmistir. Son
olarak hiicrelerin 6liim yolaklar1 akis sitometrisi kullanilarak ortaya konulmustur. Sonuglar, bor nitriir na-
nopartikiillerinin hiicreler izerinde belirli dozlarda herhangi bir toksik etkiye sebep olmadigini gostermistir.
Bor nitriir nanopartikiil uygulamasi deneysel parkinson modelinde MPP* toksisitesinin neden oldugu oksi-
datif stresi azalttigi fakat AChE seviyelerinde herhangi bir etkiye neden olmadig belirlenmistir. Akis sito-
metrisi analizi de bor nitriir nanopartikiil uygulamasinin deneysel parkinson modelinde canlilig1 arttirdigini
gostermistir.

2019 Y1l, 40 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Parkinson, Bor nitriir nanopartikiil, Noroprotektif etki, Deneysel

model, Ntera-2



ABSTRACT

MS. Thesis

EVALUATION OF NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF BORON NITRIDE
NANOPARTICLES IN THE EXPERIMENTAL PARKINSON MODEL
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Parkinson disease (PD) is characterized by shaking, speech disturbance, loss of neurons in sensi-
tive areas of brain and the second most common neurodegenerative disorder after Alzheimer’s disease in
world. Boron is require element for health of human and animal. It is still not possible to fully treat PH. In
this thesis, neuroprotective effects of boron nitride nanoparticles were investigated due to their antioxidant
effects, high chemical stability and nanoscale of them to drug delivery on experimental parkinson model
which composing with MPP*. In the study, human pluripotent embryonal carcinoma Ntera-2 (NT-2) cell
line was trans differentiated like a neuron cell with Retinoic acid (RA) then differentiated cells were treated
with MPP* to create experimental parkinson model. Boron nitride nanoparticles were applied to experi-
mental parkinson model in wide dose range (0,19-100 mg/L) then neuroprotective efficacy of nanoparticles
was determined. To determine the viability of cells, 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl) 2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) and lactate dehydrogenase (LDH) tests were performed. Then, analysis of the changes in
the antioxidant and oxidant values in cells were calculated with total antioxidant capacity (TAC) and total
oxidant level (TOS) tests. Cells were analyzed under the microscope using the Hoechst 33258 fluorescence
staining method to determine chromosomal integrities which are important markers of apoptosis. The ef-
fects of boron nitride nanoparticles on acetylcholinesterase (AChE) activity in cells were determined by
AChE colorimetric test. Finally, death pathways of the cells were determined using flow cytometry. As a
result, it was shown that boron nitride nanoparticles do not cause toxic effect at spesific doses on cells.
Boron nitride nanoparticle application in experimental parkinson model reduced the oxidative stress caused
by MPP + toxicity but did not cause any effect on AChE levels. Flow cytometry analysis also showed that
application of boron nitride nanoparticle increased viability of cells in parkinson model.

2019 Year, 40 Page

Keywords: Parkinson, Boron nitride nanoparticle, Neuroprotective effect, Experimental
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1.Parkinson Hastahg

Parkinson hastaligi (PH) motor ve motor olmayan semptomlarla karakterize, Alzhei-
mer’dan sonra diinya lizerinde en sik goriilen norodejeneratif hastaliktir. Hastalik ilk ola-
rak Dr. James Parkinson tarafindan 1817 yilinda “shaking palsy” (titrek felg) olarak ad-
landirilmistir (Parkinson. 1817). Birg¢ok arastirmaci tarafindan nedenleri hala arastiril-
makla birlikte hastaliga, beyinin duyarli bolgelerindeki néronlarin dejenerasyonuna yol
acan genetik ve ¢evresel faktorlerin neden olduguna inanilmaktadir (Broen et al. 2016).
Hastaligin prevalansi Bat1 Avrupa’da 160/100 000 olarak belirtilmektedir. Parkinson has-
taliginin motor semptomlari: titreme, sertlik, hareket yavasligi, postural instabilite ve yii-
riime zorlugu olarak siralanabilir. Diger belirtileri ise anksiyete ve depresyon gibi psiki-
yatrik bozukluklar, koku disfonksiyonu, kramplar, hipotansiyon, kabizlik, parestezi ve
seboreik dermatit gibi semptomlar seklindedir (Wirdefeldt et al. 2011). Hastaligin kesin
tanis1 ancak o6liimden sonra beyin dokusunun histopatolojik incelenmesi sonucu ortaya

konur.

1.1.1. Prevalansi

PH'nin prevalansina iliskin epidemiyolojik veriler risk faktorlerini belirleme ve
durumun dogal tarihinin anlagilmasini iyilestirme potansiyelleri agisindan 6nemlidir. PH
prevalansmin (her 100,000 kisi): 40-49 yas aras1 41 kisi; 50-59 yas aras1 107 kisi; 55-64
yas aras1 173 kisi; 60-69 yas aras1 428 kisi; 65-74 aras1 425 kisi; 70-79 yas aras1 1087 kisi
ve 80 yasindan daha yash olanlarda 1903 kisi olarak yasa bagh arttig1 yoniindedir. Cografi
konumun hastalik prevalansina etkisi yalnizca 70-79 yas araliginda Kuzey Amerika, Av-
rupa ve Avusturalya kitasinda, Asya kitasina oranla 2 katindan biraz fazla olan 6nemli bir
fark gortilmistiir. Cinsiyete gore prevalansta, sadece 50-59 yaslar1 arasindaki bireylerde,
erkeklerde kadinlara kiyasla 3 kat gibi anlaml bir farklilik gorilmiistiir (Broen et al.
2016). PH’li hasta sayisinin 1990’dan 2016’ya 2 kattan fazla arttig1 ve hem niifusun yas-

lanmas1 hem de PH’li kisilerin sag kaliminin artmasi nedeniyle 2030’a kadar bu saymin
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2 katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (Marras et al. 2018). Sinirli olan veriler PH insi-
dansinin hayat tarzinda meydana gelen sekiiler degisimler ve sanayilesme ile artmakta

oldugu bildirilmistir (Savica et al. 2016).

1.1.2. Patolojisi, etiyolojisi ve patogenezi

Hastaligin patolojisine bakacak olursak 6zellikle pars kompakta'nin ventral bile-
senini etkileyen suffia nigra i¢indeki noéronal dejenerasyondur. Hastaliktan etkilenmis ki-
silerde bu bolgede bulunan néronlarin sayisi hastaliktan etkilenmeyenlere oranla %50-
%60 oraninda azalmistir. Hastaligin erken evrelerinde dejenerasyonlar medulla oblon-
gata/pontine tegmentum, olfactor bulb’da meydana gelir. Bu erken evrelerde hastalik
semptomlar1 gézlenmez. Hastaligin ileri evrelerinde substantia nigra, orta beyin ve bazal
On beyin bolgeleri etkilenir. Bu patolojik evreler, Lewy cisimlerinin dagilimina dayanir.
PH'nin patolojik isareti olan Lewy cisimleri, proteolizden sorumlu proteinlerle birlikte bir
dizi norofilament proteininden olusan a-siniiklein-immiinoreaktif inkliizyonlaridir. Aile-
sel PH hastalarinda a-siniiklein genindeki mutasyonlar sonucu lewy cisimcikleri goriiliir
(Braak et al. 2006). Parkin proteinindeki mutasyonlar, jivenil vakalarda, lewy cisimleri
olmayan parkinson sendromu iiretir ve parkin proteininin, lewy cisimlerinin ortaya ¢ik-
masindan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Chung et al. 2001). Lewy cisimleri, PH
ve lewy cisimleri igeren demansta bulunur, baska hicbir nérodejeneratif hastaligin pato-

lojik bir isareti olmadig diisiiniilmektedir.

PH'de tanimlanan tek gen defektleri, ubikuitin-proteazom sisteminine (UPS) olan
ilgiyi arttirmustir (Ullrich et al. 2010). UPS sistemi, hiicre i¢i proteoliz basamaklarinda ve
hiicrelerin canliligini koruyan ¢ok sayida hiicre i¢ci mekanizmada gorev almaktadir. Bu
gorevini, hiicre i¢in artik gerekli olmayan proteinleri pargalayarak gergeklestirir. UPS sis-
teminde meydana gelen aksakliklar Lewy cisimciklerinin 6énemli bir bileseni olan o-Si-
niiklein de dahil olmak {izere, proteinlerin anormal kiimelenmesine yol acar. PH’nin er-
ken evrelerinde Lewy cisimlerinin ilk birikme yerlerinden birisi olfactory bulb (Koku so-
gani) bolgesidir. Bu nedenle, koku ve tat duyularinda ki bozukluklarin, PH'nin en erken
klinik 6zelliklerinden biri olmasi, Lewy cisimcikleri olusumuna, néronal fonksiyon bo-
zukluguna ve dejenerasyona yol acan yolaklarin aktivasyonu i¢in gerekli oldugundan ilgi

cekicidir (Ullrich et al. 2010; Broen et al. 2016).



1. GIRIS

PH'deki birkag ubikuitin-proteazom proteinini kodlayan genlerdeki mutasyonlarin

kesfi ile UPS ve ndrodejenerasyon arasinda baglanti olduguna dair kanitlar artmistir.

1.1.3. Genetik ozellikleri

Parkinson hastaliginda bugiine kadar yapilan genetik arastirmalar, hastaligin ge-
sitli monogenik formlarinin ve PH gelisme riskini artiran ¢ok sayida genetik risk fakto-
rliinlin tanimlanmasina neden olmustur. PH genellikle sporadik bir hastalik olmasina rag-
men, tantimlanmis olan artan sayida tekli gen mutasyonlar1 da vardir. Baskin veya resesif
olarak kalitsal bir gende tek bir mutasyonun neden oldugu monogenik formlar, nispeten
nadir goriilen PH tiplerinde de yer almaktadir. Bu formlar ailevi vakalarin %30 unu, spo-
radik vakalarin %4 iinii olusturmaktadir. Mevcut PH genetik terminolojisinde, PARK ola-
rak adlandirilan 18 spesifik kromozomal bolge bulunmaktadir. Bu bdélgeler kronolojik
siraya gore numaralandirilir (PARK1,PARK2, PARKS, vs.). PH vakalarinin ¢ogunlugu
sporadiktir, yani hastalarin sadece% 10'u aile dykiisiine sahiptir (Thomas and Beal. 2007).
Monogenik PH de kalitsallikla baglantili olan alti genden SNCA (PARK1=4) ve LRRK2
(PARKS) genlerinde meydana gelen mutasyon otozomal-dominant PH formu ile Parkin
(PARK2), PINK1 (PARK®G), DJ-1 (PARKY), ve ATP13A2 (PARK9) genlerinde meydana

gelen mutasyon otozomal-resesif PH form ile iligkilidir.

1.1.4. PH’nin monogenik formlar

1.1.4.1.Siniikleyin alfa (SNCA)

Otozomal-dominant PH’ye sebep olan genler icersinde, bildirilen ilk gen mutas-
yonudur. SNCA mutasyonu genellikle erken evreli (baslangic yas1 <50) PH’de goriiliir ve
Levodopa tedavisine iyi yanit verir. Fakat hastalik hizli bir gelisme gosterir, siklikla de-
mans biligsel bozukluk ve bazen de kas segirmesi, merkezi hipoventilasyon gibi atipik
belirtiler takip eder. Lewy cisimcikleri substantia nigra basta olmak {izere serebral cor-

teks, lokus seruleus ve hipotalamus boyunca yayilir (Polymeropoulos et al. 1996).

Bununla birlikte, SNCA'daki mutasyonlar genel olarak nadirdir. Simdiye kadar,
sadece l¢ farkli hatali mutasyon rapor edilmistir (Klein and Schlossmacher. 2006). SNCA
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geni 140 amino asitten olugan sitozolik bir protein olan a-siniikleini kodlayan 6 ekzondan
meydana gelir. Proteinin 3 domaini bulunur, bunlar; (i) amino-terminal bolgesi (7-87.
amino asit), (ii) merkezi hidrofobik bolge (61-95. amino asit) ve (iii) negatif yiiklii asitik
karboksil domaini (96-140. amino asit). a-siniiklein proteini ¢ogunlukla o-helikal yapi-
lardan olugmaktadir (Giasson et al. 2001). Fakat gende olusan ii¢ nokta mutasyonu sonucu
[-tabakalar1 meydana gelir ve bu nedenle toksik oligomerlerin, protofibrillerin ve fibril-
lerin olusumu artar. Mutasyonlarin sonucu olarak ortaya ¢ikan toksik molekiillerin PH’y1

meydana getirdigi rapor edilmistir (Bertoncini et al. 2005).

1.1.4.2. Losin zengin tekrar kinaz 2 (LRRK2)

LRRK2 geninde meydana gelen mutasyonlar siklikla ge¢ baslangicli otozomal do-
minant ve sporadik PH ile iligkilidir. Farkli toplumlarda mutasyonun siklik orani %2’den
%40 kadar degisiklik gostermektedir (Brice. 2005; Ozelius et al. 2006). Klinik olarak,
LRRK2-bagimli PH genellikle orta-ge¢ evre gelisim gosterir ve ilerlemesi yavastir. Has-
talar levodopa tedavisine olumlu yanit verir ve demans yayginlik géstermez. Noropato-
lojik bulgular, Lewy cisimcikleri igermeyen nigral dejenerasyon ve bazen tau bazen de

ubikitin igeren Lewy inkliizyonlari seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Giasson et al. 2006).

LRRK2 geni biiyiik bir gen olup 51 ekzondan meydana gelir. Bu gen, 2527 amino
asitten meydana gelen 16sin bakimindan zengin tekrar igeren sitoplazmik protein kinaz
2’yi kodlamaktadir. Gende, 50°den fazla anlamsiz veya yanlig anlamli mutasyon bulun-
dugu ve bunlardan 16 tanesinin patolojik oldugu rapor edilmistir (Nuytemans et al. 2010).

LRRK2 mutasyonlariin PH’ye nasil sebep oldugu hala tam olarak anlagilamamustir.

1.1.4.3. Parkin

Parkin geni PH’ya sebep olan genler arasinda ikinci, OR kalitim gdsterenler ara-
sinda ilk gen olarak tanimlanmigtir. Hastalik genellikle bireyin 3. veya 4. hayat evresinde
baslar ve dopaminerjik tedaviye iyi yanit veren yavas bir seyir gosterir. Fakat bazi parkin
mutasyonlar1 cocukluk ¢aginda (baslangi¢ yasi<21) ortaya ¢ikar ve gende homozigot mu-

tasyonlar barindiran juvenil PH’ya sebebiyet verir. Parkin’in klinik fenotipi PINK1-ve
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DJ-1-bagimli PH’dan ayirt edilemez. Post-mortem incelemelerde substrantia nigra’da no-

ron kaybi, gliyozis goriildiigli fakat Lewy cisimciklerinin azlig1 rapor edilmistir.

Cesitli etnik gruplar arasinda, 12 ekzonun tiimii de dahil olmak iizere ¢ok sayida
ve genis Parkin mutasyonlari tespit edilmistir. Parkin geni insan genomundaki en biiyiik
ikinci gendir ve 465 amino asitlik bir proteini kodlar. Parkin proteini E3 ubikitin ligaz
olarak ubikitinasyonda gorev alir. Hedef proteinlerin lizin rezidiilerine ubikitin protein-
lerini ekleyen, sonug olarak onlarin hiicre i¢i gelecegini belirleyen bir post-transyonel

modifikasyondur.

1.1.4.4. PTEN indiiklenmis kinaz 1 (PINK1)

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN)-bagimli putatif kinaz 1 (PINK1) geninde
meydana gelen mutasyonlar erken evreli PH’ya sebebiyet vermede ikinci en genel sebep
olarak yapilan calismalarda rapor edilmistir. PINK1 mutasyon sikligi, ¢esitli etnik gruplar

arasinda onemli farklar olmakla birlikte %1-%9 arasinda degistigi yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir (Healy et al. 2004; Rogaeva et al. 2004; Bonifati et al. 2005).

Burada, Parkin mutasyonlarindan farkli olarak PINK1 mutasyonlarinin biiyiik ¢o-
gunlugu ya yanlis anlamli ya da anlamsiz mutasyonlar oldugu rapor edilmistir. Buna ek
olarak 1 ailede heterozigot tiim gen delesyonu tanimlanmasina karsin 3 ailede ise tiim

ekzonlarin delesyona ugradigi bildirilmistir (Marongiu et al. 2007).

PINK1, 581 amino asitten meydana gelmis bir protein kinazdir. PINK1, aminoter-
minal mitokondrial hedefli 34 amino asitli bolge, korunmus serin-tiroyonin kinaz bdlgesi
ve karboksi-terminal otoregiilator bolgesi olmak tizere 3 bolgeden meydana gelmektedir.
Rapor edilmis PINK1 de meydana gelen mutasyonlarin tigte ikisi kinaz domainini etkile-
yen fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin olmasi PINK1’in enzimatik aktivitesinin PH pato-
genezindeki 6nemini gosterir. Son zamanda yapilan ¢alismalar PINK1 ve Parkin'in, mi-
tokondriyal agdaki hasarli mitokondriyi algilamak ve secici bir sekilde ortadan kaldirmak
icin ortak bir yolda gorev aldigin1 gostermistir. PINK1, diisiik membran potansiyeli olan

mitokondri iizerinde stabilize edilir ve bu sekilde Parkin'i sitozolden alir. Parkin proteini
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bir kez mitokondriye alindiginda, enzimatik olarak aktif hale gelir ve mitofaji ile mito-
kondrinin otofajik yok edilmesi baslatilmis olur (Narendra and Youle. 2011).

1.1.4.5. Parkinson iliskili deglikoz (DJ-1/PARKY7)

DJ-1 (PARK?7) geni, OR PH ile iliskili li¢lincii gen olarak bildirilmis, erken evreli
PH’larda %1-%3 oraninda mutant olarak bulundugu rapor edilmistir (Pankratz et al.
2006). Literatiirde DJ-1- baglantili ¢ok az PH hastasi bildirilmistir.

DJ-1 geni 7 ekzona sahiptir ve oksidatif stresin hiicresel bir sensorii olarak islev
goren 189-amino asit uzunlugunda bir proteini kodlar (Canet-Avilés et al. 2004; Horak et
al. 2005). DJ-1 proteini fizyolojik sartlarda dimerik bir yapidadir (Macedo et al. 2003) ve
hastaliga neden olan mutantlarin ¢ogunun, vahsi tip DJ-1 ile heterodimerize oldugu go-
riilmektedir (Taira et al. 2004). Mutant proteinler ¢ogunlukla tam olarak katlanmamis
halde bulunur ve proteozom tarafindan degrede edilir. Bu nedenle de proteinlerin néron
koruyucu etkinlikleri ve antioksidant aktiviteleri azalir (Anderson and Daggett. 2008;
Malgieri and Eliezer. 2008).

1.1.4.6. ATPaz katyon tasima 13A2 (ATP13A2)

ATP13A2 genindeki homozigot ve heterozigot mutasyonlarin, PH nin OR atipik
formu olan Kufor-Rakeb sendromuna sebep oldugu yapilan genetik ¢alismalarda ortaya
cikarilmigtir (Ramirez et al. 2006). Fakat bu mutasyonlarin hastaliga nasil sebep oldugu-

hala tam olarak ac¢iklanamamuistir.
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Sekil 1.1 PH’da goriilen tek gen mutasyonlarinin sebep oldugu patalojik sonuglar sema-
tize gosterimi (Vila and Przedborski. 2004'den uyarlanmuistir)

Detoksifikasyo

1.1.5. PH’de olasi rolleri olan diger genler

Monogenik formlarin disinda PH’ sebebiyet veren ya da aday olan ¢ok sayida gen,
yapilan genetik ¢alismalarla gosterilmistir. Hatta baz1 genler “PARKI” olarak tanimlan-
mistir. (UCHL1 [PARKS5], GYGYF2 [PARK11], OMI/HTRA2 [PARK13], PLA2G6
[PARK14], ve FBXO7 [PARK15]). Fakat bu genlerin PH ile olan iligkisi kesin olarak

tamimlanmamustir (Shulman et al. 2011).

1.1.6. Cevresel faktorler

Cevresel etmenler, hayat tarzi gibi dis etkenlerin de PH riskini arttirdigina dair ¢alig-
malar mevcuttur. Son on yilda yapilan gen-gevre etkilesim ¢alismalarinda, fiziksel akti-
vite, bocek ilaglari, diger kimyasal mazuriyetler, diyet aliskanliklari, duygusal stres, kafa
travmasi ve sigara kullaniminin PH ile iliskili olduklar1 belirlenmistir. Bir¢ok epidemiyo-
lojik ¢alisma ve meta-analiz, pestisit maruziyeti ile PH arasinda iliski oldugunu (Pezzoli
and Cereda. 2013) ve doza bagimli olarak PH riskini arttirdigini ortaya koymustur (Yan
et al. 2018). Diger yandan hayat stresi, dogrudan norotoksik etkiler yoluyla PH ve diger
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norodejeneratif hastaliklar igin bir risk faktorii olarak bulunmustur (Metz. 2007). Fiziksel
aktivitenin PH iizerine olan etkilerine bakildiginda, orta ve ileri yaslardaki hafif ila sid-
detli fiziksel aktivitenin daha yiiksek seviyelerinin, PH gelistirme riskinin daha diisiik
oldugunu goéstermistir (Yang et al. 2015). Son on yilda yapilmis olan ¢alismalarda Akde-
niz diyet programlarinin PH’den korunmada etkili olabilecegine dair yeni kanitlar ortaya
cikmistir (Alcalay et al. 2012). Antioksidanlar arasindaki flavonoidlerin alimi, poli-doy-
mamis yag asitleri gibi faydali olabilecegi belirtilmis (Wang et al. 2015). Fakat n-6 poli-
doymamus yag asitlerinin alim1 PH gelisimi riski ile iligkili olarak bulunmustur (Kamel et
al. 2014). Diger bir faktor olan sigara kullanimi ile PH arasindaki ters iliski yapilan ¢alig-
malarla ortaya ¢ikarilmis fakat mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Son za-
manda yapilmis olan ¢alismada pasif igicilik ile PH arasinda da ters bir iligki oldugunu

ortaya koymustur (Mellick et al. 2006).

1.2.  Nanoteknoloji

Son yillarda, nanoteknoloji alaninda biiyiik ¢alismalar yapilmis ve yapilmaya devam
etmektedir. Nanomateryaller, 6zellikle tip ve biyomedikal alanlarda, sahip olduklar1 nano
boyutlari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, optik, manyetik, elektronik ve mekanik karak-
terleri sayesinde artan bir ilgiye sahiptir. Nanomateryaller ¢ok kii¢iik boyutlara ve ilging
fiziko-kimyasal 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikler onlari ilag tasinimi, doku miithendisligi,

medikal goriintiileme ve tedavi gibi biyolojik uygulamalar i¢in uygun hale getirmektedir.

1.2.1. Nanotip

Nanotip, nano boyuttaki malzeme ve parcaciklarin medikal uygulamalarda kulla-
nilmasi1 olarak tanimlanabilir. Nanotip tanim1 yapilmadan ¢ok dncelerinde nano mater-
yaller biomedikal uygulamalarini etkilemeye baslamustir. Ornegin, siiper paramanyetik
nanopargaciklar ve bunlarin tiirevleri, 1980'lerin basindan beri biyolojik tiirlerin saflagti-
rilmasi, ayrilmasi ve tespiti i¢in ticari olarak pazarlanmistir (Xia. 2008). Nanomateryaller
karbon nanotiip grafen oksit gibi biyolojik uygulamalar i¢in 6zellikle hiicre hedefleme,
gorilintiileme, ilag tasinimi1 vb. potansiyelleri ¢ok kez yapilmis ¢alismalarla aragtirilmistir.
Fakat buradaki en 6nemli sorunlarindan biri olan, nanomateryallerin toksisitesi hala tam

olarak ortadan kaldirilamamustir.
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Nanomateryaller ila¢ taginimi i¢in vektor olarak ve manyetik rezonans goriintii-
leme sisteminde karsit boya olarak da kullanilmaya baslanmistir(Lee et al. 2007). Yakla-
stk on yil dnce, yari iletken kuantum dotlarin (KD'ler), in vitro goriintiilemede floresan
etiketler olarak geleneksel organik boyalarin aksine cesitli avantajlar (6rnegin, yiiksek
emisyon yogunlugu, miikemmel fotostabilite ve ¢coklu renkler i¢in tek bir uyarma dalga

boyu) sunabilecegi kesfedilmistir (Gao et al. 2004).

1.2.2. Bor nitriir nanomateryaller

Bor nitriir (BN), bor ve azot sitokiyometrisi 1:1 olan tipik bir 111-V grubu bilesik-
tir. Ilk olarak Balmain tarafindan 1842'de borik asit ve potasyum siyanid arasindaki reak-
siyonla tretilmistir (Balmain. 2011). BN mineralinin, ¢evrede dogal olarak meydana gel-
medigi diisiniilmekteydi. Fakat 2016 yilinda ilk olarak Cin’in Tibet bolgesinde mineral
kiibik bor nitriirlerin (¢cBN) dogal olarak olustugu kesfedilmistir (Du Frane et al. 2016).

Bor nitriir molekiiler yapisindan dolay farkli nano formlarda sentezlenebilir. Bun-
lar hekzagonal bor nitriir (hBN), bor nitriir nanotiipleri (BNNT) kiibik bor nitriir (cBN)
ve wilrtzit bor nitriirdiir (WBN). Giinlimiizde BN yapilari ileri teknolojide, tipta, biyotek-
nolojide, kayganlastirict ve kristal yapist ile agindiric gibi pek ¢ok teknolojik alanda yay-
gin olarak kullanilmaktadir. BN yapilari, miikemmel termal ve kimyasal stabiliteleri, dii-
slik toksisitesi ve benzersiz elektronik ve optik dzellikleri ile bilinmektedir. Ayrica kont-
rollii kalite 6rneklerinin sentezi asamasindaki zorluklar ve elektriksel olarak yalitic1 6zel-
lik eksikligi, BN nanoyapilarin kullanim giicliikkleri arasindadir (Golberg et al., 2010).

Karbon nanotiipler lizerine yapilmig in vitro ve in vivo ¢aligsmalarda doz, zaman
ve sekle bagl olarak karbon nanotiiplerin insan hiicreleri ve diger biyolojik alanlar iize-
rine toksik etkisi bulunmustur. Karbon nanopartikiillerinin aksine, bor nitriir nanomalze-
melerin 6rnegin, bor nitriir nanotiiplerin, diisiik toksisiteye ve yiiksek biyouyumluga sa-
hip olduklar1 ¢aligmalarda rapor edilmistir (Weng et al. 2014). Fakat bu konu hakkindaki

literatiir verileri hala yeterli degildir.
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1.2.2.1. Nanotipta bor nitriir nanopartikiilleri

Bor nitriir nanomateryallerinin (hBN, BNNT, ¢cBN vb.) medikal alanlardaki farkl
uygulamalar icin termal stabiliteleri, diisiik toksisiteye sahip olmalar1 ve biyouyumlu ol-

malarindan dolay1 kullanimlar1 hizla artmaktadir.

1.2.2.2. Hekzagonal bor nitriir nanopartikiilleri (hBN)

hBN'ler ilk olarak 1842'de kesfedilmistir. Fakat ilk kararli formu yaklasik bir yiiz-
yil sonra elde edilebilmistir. hBN'ler dogal olarak meydana gelmezler. Bu nedenle gra-
fenlere benzer yapilarini hazirlamak i¢in B ve N Onciilerinden sentetik olarak sentezlen-
meleri gerekir (Arenal and Lopez-Bezanilla. 2015). hBN'lerde, B ve N atomlar altigen
bir yapida kovalent olarak baglanir ve katmanlar1 grafene benzer sekilde iist iiste istiflenir.
2D hBN katmanlari, Van der Waals etkilesimleri yoluyla birbirleriyle etkilesime girer ve
hBN ince katman veya kiiresel nanoyapilar olusturur(Bhimanapati et al. 2014). Miikem-
mel fiziksel ve kimyasal 6zellikleri géz Oniine alindiginda, hBN'ler bir¢ok teknolojik ve
tibbi pek ¢ok uygulamada umut verici nanomalzemeler olarak kabul edilmektedir (Li et
al. 2018). Yapilan bir ¢alismada, folat ve doksiiribisin eklenmis hBN’lerin kanser terapisi

i¢in kullanilabilecegi onerilmistir (Emanet et al. 2017).

1.2.2.3.Bor nitriir nanotiipleri (BNNT)

Bor nitriir nanotiipleri (BNNT) kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ile oldukga ilgi ¢e-
ken bir diger bor nitriir yapisidir. Nanoteknolojide ve 6zellikle nanotipta da uygulama
alanlar1 oldukc¢a fazladir. Son yapilan ¢alismalarda, biyomedikal alanda nanotasiyici ve
nanotransdiiser olarak kullanilabilecegi  bildirilmistir. Diisiik  konsantrasyonlu
(0,5;1;10;20 pug/mL) BNNT'"lerin farkli hiicre hatlarinda sitotoksisiteye sahip olmadigini
gosteren pek ¢ok calisma mevcuttur (Li et al. 2017). Ciofani et al. gergeklestirdikleri bir
calismada BNNT'lerin insan noroblastom hiicre hatt1 (SH-SY5Y) {izerinde toksisitesini
aragtirmiglardir. Hiicreler, 72 saat boyunca 5 pg/mL'ye kadar polietilenimin (PEI) kaplt
BNNT'ler ile muamele edilmis ve ardindan tripan mavisi ve MTT deneyleri ile toksisite
analizi gergeklestirilmistir. Sonuglar, BNNT'lerin 72 saat boyunca 5ug/mL'ye kadar hiicre

canliligini ve metabolizmasini etkilemedigini gostermistir (Ciofani et al. 2008).

10
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1.2.3. Parkinson tedavisi ve bor nitriir nanopartikiilleri

Son yillarda nanopartikiillerin néronal biiylime ve ndron koruyucu bir ajan olarak
kullanilabilecegine dair bilgiler rapor edilmistir. Yapilan ¢alismalarda nanopartikiillerin,
noronal hayatta kalimi ve farklilasmayi arttirdigi bildirilmistir (Wang and Guo. 2016).
Nanoteknoloji ve nanoboyutlu ilag tasima sistemleri PH’ye etkili bir tedavi yontemi ge-
listirmek i¢in yogun olarak arastirilmaktadir. flag tasima sistemlerindeki gelismeler PH
tedavilerinin etkinligini arttirirken geleneksel ilaglarin sebep oldugu yan etkileri de azal-
tabilecektir.

Literatiir taramalarinda daha 6nce bu konuda yapilmis herhangi bir ¢aligma bulu-
namamustir. Bu tez ¢alismasi ile literatiirdeki bu bosluk doldurulmak istenmektedir. Bu
amacla, hBN nanopartikiillerinin olas1 néron koruyucu etkinligi, antioksidant 6zellikleri,
MTT ve LDH testi, total antioksidant seviye analizi, total oksidant durum analizi ve akis

sitometrisi ile ortaya konulmasi amaglanmustir.
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Khan ve ark. yapmis oldugu caligmada Kristalin 2D hekzagonal bor nitriir (2D-
hBN) nanopartikiillerinin, dopaminin (DA) elektroanalitik algilanmasina yonelik potan-
siyel bir elektrolizor olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. 2D-hBN nanotabakalari,
camsi karbon (GC), bor katkili elmas (BDD) ve ekran baskili grafit elektrotlar (SPE'ler)
dahil olmak tizere ticari olarak temin edilebilen karbon destek elektrotlar1 dizisine, bulk
modifikasyon islemi ile elektriksel olarak baglanacagi gézlenmistir. Calismada, 2D-hBN
ile modifiye edilmis elektrotlarin potansiyel elektrokatalitik performansini, destekleyici
karbon elektrot platformlarinin etkisini ve “kiitle kaplamanin” etkisinin DA'nin tespitine
yonelik kullanilabilecegi degerlendirilmistir. 2D-hBN ile modifiye edilmis elektrotlarin
tepkisinin, biiyiik 6l¢tide 2D-hBN ile destekleyici elektrot materyali arasindaki etkilesi-
mine baglt oldugu bulunmustur. Ornegin, 2D-hBN (324 ng) ile modifiye edilmis
SPE'lerde, modifiye edilmemis bir SPE'ye kiyasla DA'nin elektrokimyasal oksidasyon
potansiyelini ~90 mV azaltarak elektrokimyasal cevabi arttirmistir. Aksine, bir GC elekt-
rotunun 2D-hBN (324 ng) ile modifikasyonu, modifiye edilmemis elektrot ile karsilasti-
rildiginda DA'min oksidasyon potansiyelinin ~80 mV yiikselttigi bulunmustur. 2D-
hBN'de gozlenen elektrokatalitik etki, karbon veya baska herhangi bir elektrot lizerine
desteklendigine dair literatiirde daha dnce herhangi bir ¢alisma bulunamamistir (Khan et
al. 2016).

Di Crescenzo ve ark. yapmis oldugu baska bir ¢alismada ise lipoik aside (LA)
dayal1 bir anti parkinson ilag ile kovalent olmayan altin nanopartikiillerini (AuNP'ler)
konju etmislerdir. Elde edilen AuNP'lerin hem dimetil siilfoksit hem de fetal sigir serumu
icerisinde stabil oldugu goriilmiistiir ve altinin agirhigmin iki kat1 miktarda ilag yiiklene-
bilecegi bildirilmistir. Bu AuNP'lerin, primer insan kan hiicreleri ve dopaminerjik sinir
hiicrelerini incelemek i¢in en yaygin kullanilan hiicresel modellerden biri olarak kullani-
lan insan noéroblastom hiicrelerine karsi glivenli ve biyo-uyumlu oldugu rapor edilmistir.
Cok ilging bir sekilde, ilag-stabilize AuNP'lerin LD ile tedavi edilen SH-SY5Y hiicrele-
rinde reaktif oksijen tiirlerinin birikimini azalttig1 ve kiiltiirlenmis insan kan hiicrelerinde
total oksidan durum seviyelerini degistirmedigi, dolayisiyla LA'nin antioksidan roliinii

dogruladig goriilmiistiir (Di Crescenzo et al. 2017).
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Feng ve ark. bor nitriir nanokiireler ile yapmis olduklari bagka bir ¢alismada dok-
sorubisin ilacinin hedefli tasinmasi i¢in folat konjuge edilmis mesoporoz silika ile fonk-
siyonellestirilmis bor nitriir nanokiireleri kullanilmistir. BN nanosferler (BNNS) kanser
ilacin1 tiimor hiicrelerine glivenle iletebilecek 6zelliklere sahip oldugu ve bu da onlari
kanser tedavisi igin potansiyel hedefler oldugu diisiiniilmektedir. Fakat BNNS’lerin fiz-
yolojik ortamlardaki zayif dagilmi ve diisiik ilag yiikleme kapasitesi gibi bazi sinirlandir-
malar1 belirlenmistir. Bu ¢alismada arastirmacilar bu smirlandirmalart asmak igin
BNNS’leri folat ila konjuge etmis ve ardindan mesoporoz silika (MS) ile fonksiyon ka-
zandirmiglardir. BNNS'nin dagilma ve ilag yiikkleme kapasitesi, MS modifikasyonu ile
yiiksek oranda iyilestirilmistir. BNMS-FA komplekslerinin, 100 ug/mL konsantrasyo-
nuna kadar toksik olmadi ve folat reseptorii aracili endositoz yoluyla HeLa ve MCF-7
hiicreleri tarafindan spesifik olarak hiicre igine alindigi bildirilmistir. Doksorubisin
(DOX), n- istifleme ve hidrojen baglama yoluyla yiiksek verimli BNMS-FA kompleks-
lerine yiiklenebilecegi ve farkli pH kosullar altinda siirekli bir salinim modeli gosterebi-
lecegi tartigilmigtir. BNMS-FA/DOX kompleksleri, serbest DOX’a gore hedeflenen kan-

ser tedavisi i¢in timit verici sonuglar rapor edilmistir (Feng et al. 2019).

Roondhe ve ark. yaptigi bir ¢aligmada ise, norotransmitterler, dopamin (DA) ve
adrenalin (AD) ile adsorbe edilen bor nitriir nanoribbonlarin (BNNR) yapisal ve elektro-
nik 6zellikleri, BNNR'lerin bir tasiyici olarak kullanilmasinin uygulanabilirligini test et-
mek i¢in yogunluk fonksiyonel teorisine dayanan elektronik yap1 hesaplamalari kullani-
larak sistematik olarak arastirilmistir. AD ve DA'nin BNNR'ler {izerindeki adsorpsiyon
mekanizmasini kontrol etmek i¢in, BNNR (ABNNR) ve zigzag BNNR (ZBNNR) nano-
yapilari kargilagtirmali bir ¢alisma ile dispersiyon diizeltilmis yogunluk fonksiyonel teo-
risi kullanilarak degerlendirilmistir. Calisma sonuglari, her iki NRT'nin adsorpsiyonunun
ABNNR ve ZBNNR'in elektronik yapisini etkin bir sekilde degistirdigini ortaya koy-
maktadir. DA ve AD'nin her iki BNNR ile gii¢lii bir etkilesime sahip oldugu rapor edil-
mistir. Yapilan ¢alisma, BNNR'lerin biyo-nano ara yiizde NRT'ler iizerindeki etkisini an-
lamay1 ve norolojik ilaclar igin tasiyict olarak kullanilabilme potansiyelini hedeflemistir
(Roondhe and Jha. 2019).
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Raj ve ark. yapmis oldugu ¢alismada parkinson hastalari i¢in pramipeksol dihid-
rokloriir yiiklii kitosan nanopartikiillerinin (P-CN'ler) burun yoluyla beyin bolgesine ta-
sinmasi tartistlmistir. Kitosan ve sodyum tripolifosfat ile optimize edilmis P-CN'ler,
292,5+8,80 nm partikiil biiytikligi ve %91,25+0,95 yiikleme verimi gostermistir. Yapay
membran ve ke¢i nazal mukozasinda diflizyonunun 24 saat sonrasinda %93,32+2,56 ve
%83,03+3,48 oldugu bulunmustur. Transmisyon elektron mikroskobu incelemesinde, P-
CN pargaciklarinin kiiresel yap1 gosterdigi ve taramali elektron fotograflarin da ise pii-
riizlii ylizey morfolojisine sahip oldugu rapor edilmistir. Farmakodinamik ¢alismalarda,
karsilagtirmali davranis testi sonuglari, P-CN tedavi grubunda, nazal ¢ozeltiler veya oral
pazarlanan tabletlere kiyasla, P-CN tedavi grubunda azalmis fotoaktometre skoru ve azal-
mis motor aktivite kabiliyeti, iyilestirdigini ortaya koymustur. Benzer sekilde, P-CN'ler,
beyindeki artmis dopamin seviyesi ile birlikte, artan siiperoksit dismutaz ve katalaz akti-
viteleri ile antioksidan seviyesini arttirdigr bildirilmistir. Bu nedenle, Pramipeksol yiiklii
kitosan nanopartikiillerinin intranazal verilisinin, parkinson hastaliginda beyin hedefli ile-

tim i¢in kullanilabilecegi 6nerilmistir (Raj et al. 2018).

Esteves ve ark. yapmis olduklar1 bagka bir ¢alismada ise retinoik asit yiiklii poli-
merik nanopartikiillerin, parkinson fare modelinde néroprotektif etkinligi indiikledigi tar-
tistlmistir. Retinoik asit (RA), sinir hiicrelerinin olgunlagma ve sag kaliminda 6nemli bir
rol oynar. Son zamanlarda RA, Parkinson hastaligi (PH) dahil olmak {izere bazi nérode-
jeneratif hastaliklar i¢in terapotik bir secenek olarak gosterilmistir. Caligmada, RA'nin
verimli hiicre i¢i taginmasini ve kontrollii salintmini saglayan yeni RA yiiklii polimerik
nanopargaciklar (RA-NP'ler) gelistirilmistir. Burada, nanoformiilasyonun, PH’nin 1-me-
til-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridin (MPTP) indiiklenmis fare modelinde, dopaminerjik
(DA) noronlar iizerinde etkili bir noéroprotektif etkisi oldugu bildirilmistir. Sonuglar, RA-
NP'lerin uygulanmasinin, striatumdaki ndronal lif/aksonal inervasyonlarinin yani sira,
substantia nigra (SN) igindeki DA néron kaybinda 6nemli bir diisiise neden oldugunu
gostermistir. Ayrica, RA-NP'ler tarafindan uyarilan Pitx3 ve Nurr] transkripsiyon faktor-
lerinin ekspresyon seviyelerinde bir artis gézlemlenmistir. Bu, RA-NP'lerin, PH patoge-
nezinin ilerlemesini durdurmak i¢in yenilik¢i bir strateji olabilecegini ve bu nanoformii-
lasyonun, PH terapétikleri igin yeni yaklagimlarin gelistirilmesinde 6n ayak olabilecegi

caligmada bildirilmistir (ESteves et al. 2015).
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Huang ve ark. ¢alismasinda rotenon kaynakli kronik parkinson modelinde lakto-
ferrin ile modifiye edilmis nanopartikiiller kullanilarak gen tedavisi yapilmistir. Gen te-
davisi, parkinson hastaligina etkili bir tedavi gelistirmek i¢in en umut verici yaklasimlar-
dan biri olarak kabul edilmektedir. Kan-beyin bariyerinin (BBB) varlig1 ise bu tedavi
yaklagimini 6nemli dl¢lide sinirlandirmaktadir. Bu ¢aligmada ise bu sorunu agmak igin
Laktoferrin (Lf) ile modifiye edilmis nanopargaciklar (NP'ler), beyin hedeflemesi ve
BBB-gecis kabiliyeti nedeniyle potansiyel non-viral gen vektorii olarak kullanilmustir.
Insan glial hiicre hatt1 tiirevli norotrofik faktdr geni (hnGDNF) ile en kapsiile edilmis
NP'ler, ¢oklu dozlarda damar i¢i enjeksiyon ile rotenon yol agtigi kronik PH’li siganlara
verilmistir. Sonuglar, Lf-modifiye NP'lerin ¢oklu enjeksiyonlarinin daha yiiksek GDNF
ekspresyonu elde ettigi ve bu gen ekspresyonunun, tek bir enjeksiyonla yapilandan daha
uzun siire korundugunu gostermistir. Lf ile modifiye edilmis NP'lerin ¢coklu dozaj intra-
vendz uygulamasi lokomotor aktivitesini dnemli dl¢iide iyilestirebilecegi, dopaminerjik
noronal kayb1 azaltabilecegi ve giiclii ndroprotektif etkilerini gosteren rotenon kaynakl
PH siganlar tizerindeki monoamin norotransmitter seviyelerini arttirabilecegi rapor edil-

mistir (Huang et al. 2010).

Lindner ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada, resveratrol (RVT) yiiklii polisorbat-
80 (PS80) kapli poli (laktid) nanopartikiillerinin, MPTP'nin neden oldugu Parkinsonizm-
deki néron koruyucu etkinligi tartisilmigtir. Calismada, C57BL/6 fareleri, 15 giin boyunca
RVT'ye intraperitonal muamele edildi ve ayrica dopaminerjik néronlara hasar vermek ve
PH ile iliskili semptomlar1 indiiklemek igin, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinin
(MPTP) tek bir doz intranazal olarak tatbik edilmistir. MPTP, koku ayrim1 ve sosyal ta-
nima hafizasinda 6nemli bozulmalara neden olmus, bunun yani sira striatal oksidatif
strese neden olmus ve striatumdaki tirozin hidroksilaz ekspresyonunu azaltmistir. RVT
yiiklii nanoparcaciklar (bulk halde degil) MPTP'nin neden oldugu davranigsal ve noro-
kimyasal degisikliklere kars1 6nemli ndron koruyucu etki sergilemistir. Bu sonuglar, RVT
yiiklii PS80 kapli poli (laktit) nanoparcaciklarin umut verici bir nanomedikal ara¢ ve PH

icin adjuvan tedavi yontemi olabilecegi rapor edilmistir (Da Rocha Lindner et al. 2015).

Wang ve ark. yapmis olduklar1 baska bir calismada ise ge¢ doygunluga ulagan
demir selator nanopartikiillerinin yenilik¢i ve etkili bir PH terapisi olabilecegi arastiril-

mustir. Temel olarak nigra pars compakta (SNpc)'de demir birikiminin, dopaminerjik
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(DA) noéronlarin 6liimiine neden olabilecek, PH’ nin belirgin bir patofizyolojik 6zelligi
olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yiikselmesini sagladig1 ve ilerleyen evrelerde ise
motor kontroliinde kayba sebep oldugu diger raporlarda bildirilmistir. Son yillarda, demir
selasyon terapisi, PH igin etkili bir tedavi yontemi olarak, klinik denemelerde 6nemli ge-
lismeler gostermistir. Bununla birlikte, mevcut demir selatorleri, kisa dolasim stireleri,
kan dolagimindaki iyonlarla selasyondan uygun koruma olmamasi ve yan etkileri nede-
niyle yetersiz oldugu diisiiniilmektedir. Calismada bu sorunu agsmak adina, kan dolasi-
minda demir selatorlerini, selasyondan korumak igin ziwitteriyonik poli(2-metakriloilok-
sietil fosforilkolin) (PMPC) tarafindan korunan demir selator terapotik bir nanopartikiil
olusturulmustur. Nanopartikiiliin kan-beyin bariyerinden gec¢irgenligini arttirmak igin,
HIV-1 transaktive edici transkripsiyon (TAT), faktorii eklenmistir. Parkinson nérodeje-
nerasyonunun sebep oldugu davranis ve fizyolojik semptomlara kars1 nanopartikiiliin et-
Kileri, in vivo ve in vitro olarak tartisilmistir. Calismada, demir selatorii yiikli terapotik
nanopargaciklarin, parkinson farelerinde, sadece fizyolojik olarak degil ayn1 zamanda
davranigsal olarak da fonksiyonel bozukluklar: tersine ¢evirebildigi bildirilmistir. Diger
taraftan, hem tedavi edilmemis PH fareleri hem de TAT eklenmemis nanopartikiil ile te-
davi edilen PH fareleri, DA néronlarinda benzer bir kayip ve davranis zorluklarinda ben-
zer sonuglar gostermistir. Sonug olarak, demir selator yiiklenmis nanopartikiiliin in vivo
hayatta kalimi, ziwitter iyonik polimer eklenmesi ile arttirilmistir. Ayrica, parkinsoniazim
gosteren farelerin yasam kalitesinin 6nemli derecede arttirildigi rapor edilmistir (Wang et

al. 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tez kapsamindaki deneylerde kullanilan Ntera-2/D1 (NT-2/D1) (ATCC®, CRL-
1973™) insan malign pluripotent embriyonal karsinom hiicre hatt1t ATCC®, ABD’den te-

min edilmistir.

Tez ¢aligmalarinda kullanilan kimyasal malzeme ve kitlerin listesi Cizelge 3.1°de,

cihazlar ise Cizelge 3.2’de listelenmektedir.

Cizelge 3.1 Kimyasal ve Kitler Listesi

Kimyasal ve Kitler

Satin Alinan Firma

Asetilkolinesteraz Kit

Abcam® (ABD)

Borik asit (H3BOs)

Eti-Maden® (Tiirkiye)

DMEM

Gibco® (ABD)

DMSO

Sigma-Aldrich® (Almanya)

FBS (Fetal Bovin Serum)

Gibco® (ABD)

Hidrazin Hidrat (N2H4.H20)

Sigma-Aldrich® (Almanya)

LDH Assay Kit

Thermo Fisher Scientific® (ABD)

MTT Sigma-Aldrich® (Almanya)
PBS Sigma-Aldrich® (Almanya)
Sodyum Azid (NaNs) Sigma-Aldrich® (Almanya)
TAK Kit Rel Assay Diagnostics® (Tiirkiye)
TOS Kit Rel Assay Diagnostics® (Tiirkiye)
Tripan Blue Thermo Fisher Scientific® (ABD)

Tripsin/EDTA

Sigma-Aldrich® (Almanya)

Cizelge 3.2 Cihazlar Listesi

Cihazlar

Marka ve Model

Analitik Terazi (0,0001)

Shimadzu ATX 224

CO?’li Inkiibator

ESCO Celculture

Invert Mikroskop

Leica DFC450C Model: CH-9435

Laminer Kabin

ESCO NordicSafe™

Mikroplaka Okuyucu

Biotek EPOCH

Otoklav JSR, JSAC-60

Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 320R
Su Banyosu ESCO

Taramal1 Elektron Mikroskobu Zeiss Sigma 300®

Ultra Saf Su Cihazi Millipore, Q-3W

Vorteks Wisd Wisemix VM-10

X 1sin1 kirmim cihazi

PANalytical, Empyrean®
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3.2. Yontem

3.2.1. Bor nitriir nanopartikiillerinin sentezi

Nanopartikiil sentezi igin, 5 gr borik asit (HsBOz), 16 gr NaNs hassas terazide
tartilmis ve bir beher igerisinde 600 ml deiyonize saf su igerisinde ¢6ziilmiistiir. Ardindan
manyetik karistiricida yarim saat karistirilmigtir. Devaminda 4,6 ml N2Hs.H2O ortama
yavas yavag eklenmis ve yarim saat daha karistiricida karistirilmaya devam edilmistir.
Yarim saatin sonunda inert (azot) bir gaz varliginda otoklava yerlestirilmis, siki bir se-
Kilde agzi kapatilan otoklav kiil firminda 300°C sicaklikta 16 saat boyunca bekletilmistir.
Sonra, otoklav igerisinden ¢ikan karisim safsizliklar1 uzaklastirmak igin bol su ile yikan-
mis, ardindan tiriin deiyonize saf suyla 100 derece sicaklikta 2-3 saat vakumda kurutul-

mustur.

3.2.2. Bor nitriir nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Taramali elektron mikroskobu, yiiksek vakum altinda ¢esitli elektro manyetik
lensler tarafindan siddeti azaltilan elektron demetlerinin numuneye gonderilerek, mater-
yalin analiz edilmesine imkan saglar. Elde edilen hBN nanopartikiillerinin yiizey ve boyut
analizi taramal1 elektron mikroskobu (DAYTAM, Zeiss Sigma 300® SEM) ile yapilmis-

tir.

Sonrasinda nanopartikiillerin elementer karakterizasyonu X-isini1 kirnim (XRD)
yontemi ile analiz edilmistir. X-1g1n1 diferaksiyon 6lgiimii Dogu Anadolu Teknoloji Mer-
kezi’nde (DAYTAM) Empyrean® (PANalytical® Almanya) modeli XRD cihazi kullani-
larak yapilmistir. Analizler, 10-90° arasinda 0,1’lik adimlarla ve dalga boyu 1,5406 A

olan x-1ginlar1 kullanilarak yapilmistir.

3.2.3. Hiicre Kkiiltiirii ve noronal doniisiim

Yapilan tezde insan malign pluripotent embriyonal karsinomdan elde edilmis
Ntera-2/D1 (NT-2/D1) hiicre hatti kullanilmistir. Hiicre hattt ATCC®( CRL-1973™),
ABD’den temin edilmistir. Hiicreler, %10 inaktive edilmis Fetal Bovin Serum (FBS) ve
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%1 Penisilin/Streptomisin antibiyotik eklenmis Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Hiicreler inkiibatérde 37°C'de, %5 CO, ve %95
hava atmosferinde inkiibe edilmistir. Flask igerisinde hiicreler %80 konfluense ulasinca
oncelikle PBS (Fosfat Buffer Salin) ile yikama yapilarak hiicre kalintilar1 ve FBS ortam-
dan uzaklastirilmistir. Ardindan flaska %35 FBS igeren yeni besiyeri ile birlikte 10 pM
konsantrasyonda all-trans-retinoik asit (all-trans-RA) (Sigma Aldrich®) eklenerek inkiibe
edilmistir. Ertesi giin besiyeri RA igermeyen %10’luk FBS iceren yeni besiyeri ile degis-
tirilmistir. Bu dongii 11 giin boyunca tekrar edilmis ve hiicrelerdeki degisimler mikroskop
altinda fotograflanmistir. 11. giiniin sonunda néronal doniisiimleri tamamlanmis olan

hiicreler ¢alismada kullanilmustir.

Hiicreler %0,05 tripsin/EDTA (Sigma Aldrich®) soliisyonu ile hasat edilerek
96’11k pleytlere ekimi gerceklestirilmistir. Oncelikle deneysel parkinson modeli olustur-
mak i¢in hiicrelere dopaminerjik nérotoksin MPTP'nin aktif bir metaboliti olan 1-metil-
4-fenilpridinium iyodiir (MPP* iyodiir) (Sigma Aldrich®) cesitli konsantrasyonlarda
(0,62; 0,12; 0,25; 0,50; 1; 2 mM) verilmis ve 24 saatin sonunda hiicre canlilik testleri
uygulanmustir. Canlilik testi sonucunda MPP*’nin ICso konsantrasyonu belirlenmistir.
Doniigtimleri tamamlanmus hiicrelere ICso konsantrasyonunda MPP* verilerek deneysel
parkinson modeli olugturulmustur. Ardindan hBN nanopartikiilleri deiyonize saf su ice-
risinde disperse edilmis ve genis doz araliginda (0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,50;
25; 50; 100 mg/L) deneysel parkinson modeline eklenerek nanopartikiillerin néron koru-
yucu etkileri degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak herhangi bir islem yapilmamis
hiicre, pozitif kontrol olarak ise %1 Triton X-100 kullanilmistir.

3.2.4. Hiicre canhlik testleri

3241 MTT

24 saatin sonunda 96’lik pleytin her bir kuyucuguna 3- (4,5-Dimetiltiazol-2-il) -
2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT)’den %10 olacak sekilde eklenmis ve 3 saat
37°C'de, %5 CO? ve %95 hava atmosferinde inkiibe edilmistir. 3 saatin sonunda kuyu-
cuklardaki stipernatan uzaklagtirilmistir. Ardindan hiicrelerde olusmus olan formazan
kristalleri DMSO (Sigma-Aldrich®) ile ¢dzdiiriilmiis ve bir mikroplaka okuyucu yardimi
ile 570-630 nm dalga boyunda &lgiimler yapilmistir.
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3.24.2. LDH

Test i¢in Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, U.S.), Pierce™ LDH kiti iireti-
cinin talimatlarina gore kullanilmistir. 24 saatin sonunda yeni bir 96’lik pleyte hiicrelerin
tizerindeki siipernatandan 50 pL aktarilmis, tizerine 50 pL reaksiyon karistmindan eklen-
mis ve 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. Ardindan 50 uL stop so-
liisyonundan eklenerek 490-680 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir.

3.2.5. Toplam antioksidan kapasite ve toplam oksidan seviye analizi

Hiicrelerdeki toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidan seviye (TOS)
Rel Assay Diagnostics® (Tiirkiye) TAS ve TOS Kitleri araciligiyla iireticinin talimatlarina
uygun olarak hesaplanmistir. Hiicre besi yerinde bulunan antioksidan molekiilleri kit ige-
risindeki koyu yesil renkli ABTS radikalini, renksiz ABTS molekiiliine indirgemektedir.
Ardindan renk degisimi 660 nm’de mikroplaka okuyucu tarafindan 6l¢iilmiistiir. Absor-
bans degisimi hiicrenin antioksidan kapasitesi ile iligkilidir. Numunede bulunan oksidan-
larin, daha 6nce selatlayiciya baglanmis olan demir iyonlarii oksitleyebilme prensibine
dayanmaktadir. Ayrica, asidik bir ortamda, ferrik iyonlar bir kromojen ile renkli bir
kompleks olusturmaktadir. Numunelerin absorbansi 530 nm'de 6l¢iilmiis ve test sonuglari

umol H202 Eq/L olarak ifade edilmistir.

3.2.6. Hoechst 33258 boyamasi ile ¢ekirdek analizi

24 saatlik inkiibasyondan sonra siipernatan uzaklastiritlmis ve hiicreler PBS ile y1-
kanmistir. Ardindan, hiicreleri fikse etmek i¢in %4’liikk paraformaldehit kullanilmis ve
+4°C'de 30 dakika muamele edilmistir. Hiicreler fikse edildikten sonra tekrar PBS ile
yikanmig ve Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich®) floresan boyasi ile karanlik bir ortamda 5
dakika muamele edilerek hiicre ¢ekirdegi boyanmistir. Sonrasinda floresan mikroskop

(Leica® DM IL LED) altinda analiz edilerek fotograflanmistir.
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3.2.7. Asetilkolinesteraz (AchE) seviye analizi

Deneysel parkinson modelindeki AChE aktivitesi, Abcam®den (Cambridge, MA,
ABD) Asetilkolinesteraz Test Kiti kullanilarak kolorimetrik olarak hesaplanmustir. Ure-
ticinin talimatina gore siipernatandan 50 uL yeni bir pleyte aktarilmis ve tizerine 50 uL
master mix eklenerek 30 dakika oda sicakliginda 1siktan korunarak bekletilmistir. Sonra-

sinda mikroplaka okuyucuda 410 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmistir.

3.2.8. Akis sitometrisi analizi

Hiicreler 24 saatlik inkiibasyonunun sonunda tripsinlenerek kaldirilmis ve santri-
fiij ile toplanmistir. Santrifiij sonunda ¢okmiis olan hiicreler 500 pL 1x baglanma tam-
ponu ile siispanse edilmistir. Ardindan slispanse edilmis hiicrelere, 5 pL. Annexin V-FITC
ve 5 puL propidyum iyodiir eklenmistir. Karanlik bir ortamda oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyondan sonra hiicreler akis sitometrisinden (CyFlow® Cube 6, Almanya) gegiri-

lerek analiz edilmistir.

3.2.9. istatistiksel analizler

Arastirmadan elde edilen sayisal veriler GraphPad Prism® siiriim 7.0 istatistik
programi ile analiz edilmistir. Istatistiksel degerlendirme icin iki yollu ANOVA, Tukey
ve Dunnett testi uygulanmistir. Istatistiksel dnemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edil-

mistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bor Nitriir Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

Hekzagonal bor nitriir nanopartikiillerinin yiizey morfolojileri ve elementer ana-
lizleri taramali elektron mikroskop (SEM) ve X-ray diferaksiyon (XRD) yontemi ile ya-
pilmustir. Farkl skalalar kullanilarak hBN nanopartikiilleri SEM mikroskobu altinda go-
rintiilenmistir (Sekil 4.1). Gortintiilerde hBN nanopartikiillerinin yiizeylerinin oldukga

homojen ve boyutlarinin 100 ila 300 nm arasinda olduklar1 gériilmiistiir.

Sekil 4.1 hBN nanopartikiillerinin farkli 6lgeklerde taramali elektron mikroskop (SEM)
goriintiileri a. 100 nm b. 200 nm ¢. 300 nm d. 1 um.

Spray pyrolysis yontemi kullanilarak hBN nanopartikiillerinin X-1s1n1 kirinim
analizleri yapilmistir. hBN nanopartikiillerinin XRD analizi sonuglarinda en yiiksek pik
Miiller indisinde 002 diizlemine denk gelen 26=26,76°’de goriilmustiir (Sekil 4.2). Diger
pikler ise sirasiyla 20=41,70°,43,91°, 55,12°, 75,97°’lerde goriilmiistiir. Bu piklerin Miil-
ler indisine gore diizlemsel siralamasi 100, 101, 004 ve 110 seklindedir. Bu XRD pikleri

22



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

JCPDS kart1 89-7102 nolu XRD dosya goriintiileri ve literatiirdeki diger verilerle de
uyumludur. Daha sonra Debye-Scherrer formiilii (4.1) (Patterson. 1939) kullanilarak h BN

nanopartikiillerinin boyutu hesaplanmustir.

0,91
"~ Bcosb (4.1)

D partikiiliin boyutunu, f maksimum radyan pik degerinin yaris1 (FWHM), 6
Bragg agisini temsil etmektedir. En yiliksek pik olan, 002 diizlemindeki pikin D degeri

220 nm olarak hesaplanmustir.

Siddet (k.b.)

0 20 40 60 80 100
Derece (20)

Sekil 4.2 hBN nanopartikiillerinin X-1g1n1 kirinim deseni.

4.2. Hiicre Kiiltiirii ve Noronal Doniisiim

11 giin boyunca NT-2 hiicreleri, all trans RA ile muamele edildikten sonra hiicre
doniistimleri (Andrews et al. 1984) mikroskop altinda fotograflanmistir. RA uygulama-
sindan sonra hiicrelerin uzamaya basladig1 ve akson-dentrit etkilesimleri gelistirdigi go-

rilmistiir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Farklilagmamis ve farklilagmig NT-2 hiicre goriintiileri. RA igermeyen hiicre
kiltirt a. 4X, ¢. 10X, e. 20X, RA uygulanmis hiicre kiiltiirii b. 4X, d. 10X f. 20X, (11

gin).
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4.3. Hiicre Canhilik Testleri

Oncelikle deneysel parkinson modeli olusturmak igin hiicreler dopaminerjik né-
rotoksin MPTP'nin aktif bir metaboliti olan MPP* iyodiir ¢esitli dozlarda 24 saat boyunca
hiicre kiiltliriine uygulanmustir. 24 saatin sonunda MPP*’nin ICso konsantrasyonunu be-
lirlemek i¢in hiicrelere MTT ve LDH testleri uygulanmistir. Literatiirdeki verilere (Zeng
et al. 2006; Esteves et al. 2008) paralel olarak testlerin sonunda MPP*’nin ICso konsant-
rasyonu 1 mM olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).

MTT W LDH
120
100
S 80
5
S 60
@)
5
540
an)
20 * %
0
0,25 0,12 -) ktrl (+) ktrl

MPP* (mM) Konsantrasyonu

Sekil 4.4 MPP" uygulanmus kiiltiirlerdeki hiicre canlilik oranlari (24 saat) (negatif kont-
rol; islem yapilmamus hiicre, pozitif kontrol; %1 Triton X-100). “sembolii negatif kontrole
kiyasla istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

Onceki yapilmis ¢aligmalarda BN nanopartikiillerinin tibbi kullanim igin uygun
dozlarda biyouyumlu olduklar1 ve gesitli hiicre hatlar1 {izerinde toksik etki gostermedik-
leri rapor edilmistir (Ciofani et al. 2008; Li et al. 2018; Tiirkez et al. 2019). Calismamizda
hBN nanopartikiilleri ¢esitli dozlarda (0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,50; 25; 50;
100 mg/L) hiicrelere uygulanmis ve deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. 24 sa-
attin sonunda kiiltiirlerdeki hiicre canliliklar1 hesaplanmig ve grafik iizerinde yiizde cin-
sinden gosterilmistir (Sekil 4.5). hBN nanopartikiil uygulamasindan sonra hiicre canlili-
ginda doza bagimli olarak diisiis goriilmektedir fakat bu diisiislin yiiksek dozlarda ortaya
ciktig1 hesaplanmistir. Sonuglara bakildiginda, hBN nanopartikiillerinin belirli dozlarinda

noronal doniisiimii yapilmis hiicreler lizerinde toksik etki gostermedikleri hesaplanmistir.
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Sekil 4.5 hBN nanopartikiillerinin NT-2 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etki potansiyeli
(24 saat) (negatif kontrol; herhangi bir islem yapilmamuis hiicre, pozitif kontrol; %1 Triton
X-100). “sembolii negatif kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.
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hBN nanopartikiillerinin deneysel parkinson modelindeki MPP* toksisitesine
kars1 néron koruyucu ozelliklerini belirlemek i¢in, MPP*’nin 1Cso konsantrasyonu uygu-
lanmis hiicrelere farkli konsantrasyonlarda hBN nanopartikiilleri eklenmis ve 24 saatin
sonunda hiicre canlilig1 hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucunda hBN’nin 3,12 mg/L do-
zunun MPP™ grubuna kiyasla %13’den daha fazla, 6,25 mg/L dozunun ise yaklasik %6
oraninda hiicre canliligini arttirdig1 goriilmiistiir. Diger gruplarda ise hiicre canlilig1 doza

bagimli olarak azalmistir (Sekil 4.6).

EMTT w=mLDH
120

100

D (o]
o o
*
*
B

=

Hiicre Canlilig1 (%)
8
H_|

N
o

100 50 25 125 625 312 156 078 039 019 mpp+ (-)kirl (+)ktrl

hBN Nanopartikiil Konsantrasyonlar1 (mg/L) ve MPP* (1mM)

Sekil 4.6. Deneysel parkinson modelinde hBN’nin noéron koruyucu etkinligi (24 saat)
(negatif kontrol; herhangi bir islem yapilmamis hiicre, pozitif kontrol; %1 Triton X-100).
“sembolii MPP* grubuna kiyasla istatistiksel (artis) anlamlilig1 ifade etmektedir.

4.4.  Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) ve Toplam Oksidan Seviye (TOS)

Analizi

Onceki yapilmis calismalarda, norodejeneratif hastaliklardan 6zellikle PH’de no-
ronlardaki reaktif oksijen tiirlerinin artti§1 ve bunun sonucu olarak hastalarda ndron kay-
bina sebep oldugu rapor edilmistir (Kim et al. 2015; Niedzielska et al. 2016). In vitro
model olusturmak i¢in kullanilan MPP*’nin ise mitokondriyal elektron tagima zincirinin
NADH CoQ rediiktazin1 (kompleks I) segici bir sekilde inhibe ettigi (ATP iiretiminin
carpict bir sekilde diismesine neden olur) ve bu sekilde néronal dejenerasyonu indiikle-
digi bildirilmistir (Sanders and Greenamyren. 2013). Baska bir calismada ise MPP" nin
H20: ile iligkili ROS tiirlerini arttirdig1 ve hiicreleri apoptoza siirtikledigi bildirilmistir
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(Chun et al. 2001). Calismamizda ise hBN nanopartikiillerinin ndron hiicrelerinin hayatta
kalim1 tizerine olan etkilerini belirmek adina hiicrelerdeki TAS ve TOS degerleri analiz
edilmistir (Cizelge 4.1). Sonuglara bakildiginda parkinson modeli olusturmak igin kulla-
nilan MPP*’nin hiicrelerdeki toplam antioksidan kapasiteyi kontrole kiyasla azalttig1, top-
lam oksidan seviyeyi ise arttirdigi hesaplanmigtir. Deneysel parkinson modelinde ise hBN
nanopartikiillerinin 24 saat sonunda hiicrelerdeki TAK seviyesini MPP*’ya kiyasla arttir-
dig1 TOK seviyesini ise azalttig1 belirlenmistir. hBN nanopartikiillerinin kontrol grubun-

daki TAK ve TOS degerlerine olan etkileri ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Cizelge 4.1 hBN uygulamasindan sonra hiicrelerdeki TAK ve TOS degerleri (24 saat).

Gruplar TAK (mmol Trolox Equiv./l)  TOS (umol H202 Equiv./l)
Kontrol 1,91+0,092 11,88+0,592
MPP* 1,13+0,05° 17,58+0,87°
hBN 1,98+0,072 13,02+0,652
hBN+MPP* 1,39+0,06° 15,63+0,78°

4.5. Hoechst 33258 Boyamasi ile Apoptoz Analizi

Deneysel parkinson modeli olusturulmus hiicrelere 24 saat boyunca 3,12 mg/L
hBN uygulamas1 yapilmistir. Ardindan hiicreler Hoechst 33258 boyasi ile muamele edil-
dikten sonra adi mikroskop altinda incelenmis ve hiicrelerdeki degisimler fotograflanmis-
tir. Deneysel parkinson modelinde hiicre ¢ekirdeklerinde dnemli bir apoptoz belirteci olan
kromozomal integriteler goriilmiistiir. Hiicrelerdeki kromozomlarin kirildig1 ve fragment-
ler olusturdugu belirlenmistir. Yalnizca hBN eklenen grupta ise hiicrelerdeki kromozo-
mal yapilarda kontrol grubuna kiyasla dnemli bir degisim goriilmemistir. hBN eklenmis
PH’li grupta ise kromozomal bozukluklarin sayisinin azaldig: ve hiicre sayisinda kontrole

kiyasla artig oldugu goriilmistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Hoechst 33258 boyast ile hiicre gekirdeklerinin boyanmasi (20X biiyiitme) a.
Kontrol, b. hBN (3,12 mg/L), c. MPP* (1 mM), d. hBN+MPP™,

4.6.Asetilkolinesteraz Aktivite Analizi

Hiicrelere 24 saat 3,12 mg/L konsantrasyonunda hBN uygulandiktan sonra hiicre-
lerdeki asetilkolinesteraz enzim aktivitesi analiz edilmistir. Onceki yapilan ¢alismalarda
deneysel parkinson modeli olusturmak i¢in kullanilan MPP™ nérotoksininin hiicrelerdeki
asetilkolinesteraz enzim aktivitesini kontrol grubuna karsin doza bagiml azalttig1 rapor
edilmistir (Zang and Misra. 1993). Fakat farkli norodejeneratif bozukluklarda (Alzhei-
mer, senil bozukluk vb.) yapilan baska c¢alismalarda ise asetilkolinesteraz aktivitesinin
arttigi goriilmiistiir (Mukherjee et al. 2007). Analiz sonuglarina bakildiginda MPP* veri-
len grupta asetilkolinesteraz aktivitesinin kontrole kiyasla ciddi sekilde azaldig istatis-
tiksel olarak belirlenmistir. Diger taraftan yalnizca hBN eklenmis hiicrelerdeki asetilko-
linesteraz aktivitesinin ise kontrol grubu ile arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulun-
madig1 hesaplanmigtir. Deneysel parkinson modelinde ise 24 saat hBN uygulamasinin
sonunda asetilkolinesteraz enzim aktivite seviyesinin bir miktar arttig1 fakat artisin dnem-
lilik diizeyinde olmadig1 hesaplanmustir (Cizelge 4.2). Sonuglar, hBN uygulamasinin hiic-

redeki asetilkolinesteraz enzim aktivitesine herhangi bir etki yapmadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.2 hBN uygulamasindan sonra hiicrelerdeki asetilkolinesteraz aktivite analizi
(24 saat).

Gruplar Asetilkolinesteraz Aktivitesi (mu/ml)
Kontrol 431,79+4,712
MPP* 355,90+6,87°
hBN 438,54+9,632
hBN+MPP* 373,27+8,71P

4.7.  Akis Sitometrisi Analizi

24 saat hBN uygulamasindan sonra hiicrelerin 6liim yolaklar1 akis sitometrisi ile
analiz edilmistir. Deneysel parkinson modelinde 24 saat hBN uygulamasinin canlilig
hBN eklenmemis gruba goére arttirdigi hesaplanmistir. Bu sonuglar hiicre canlilik testle-
rini de dogrular niteliktedir. Diger taraftan analiz sonuglarinda deneysel parkinson modeli
olusturmak i¢in uygulanan MPP*’nin hiicrelerdeki apoptozu indiikledigi belirlenmistir.
Literatiirde yapilmis ¢alismalarda da MPP*’nin noronlar1 apoptoz aracili 6liime siirtikle-
digi rapor edilmistir (Sheehan et al. 1997; Shimohama et al. 2003; Janhom and Dharma-
saroja. 2015). Deneysel sonuglar da bu veriyi desteklemektedir. Literatiirde yapilmis di-
ger bir ¢calismada ise MPP™ norotoksininin hiicrelerdeki oksidatif stresi tetikleyerek hiic-
releri apoptoza siiriikledigi rapor edilmistir (Lee et al. 2011). Bu baglamda hBN uygula-
masinin deneysel parkinson modelindeki hiicrelerde antioksidan seviyeyi arttirdigi ve bu
yolagi kullanarak MPP*’nin neden oldugu apoptoz aracili liimii azalttigi diistiniilmekte-
dir. Yalniz hBN uygulamasinin ise hiicre canliliginda kontrolle karsilastirildiginda her-

hangi bir degisim yapmadigi belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Hiicre akis sitometrisi analizi (24 saat) a. Kontrol, b. hBN (3,12 mg/L), c. MPP*
(1 mM), d. hBN+MPP*.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez kapsaminda MPP” ile indiiklenerek olusturulan deneysel parkinson mode-
linde ilk defa hBN nanopartikiillerinin néron koruyucu etkinligi ortaya konulmustur. hBN
nanopartikiillerinin néroprotektif 6zelligi ile birlikte hBN nanopartikiillerinin kullanilan
dozda toksik olmadig: hiicre canlilik testleri ile tespit edilmistir. Toplam antioksidan ve
oksidan seviye analizlerinde hBN nanopartikiillerinin 24 saat sonunda hiicrelerdeki TAK
seviyesini MPP*’ya kiyasla arttirdigi TOK seviyesini ise azalttig1 belirlenmistir. Asetil-
kolinesteraz analizinde ise deneysel parkinson modeline 24 saat hBN uygulamasinin so-
nunda asetilkolinesteraz enzim aktivite seviyesinin bir miktar arttig1 fakat artisin 6nemli-
lik diizeyinde olmadigi hesaplanmistir. Son olarak akis sitometrisi analizinde deneysel
parkinson modelinde 24 saat hBN uygulamasinin canliligi hBN eklenmemis gruba gore

arttirdig1 hesaplanmistir.

Bu sonuglar 1s1ginda hBN nanopartikiillerinin parkinson tedavisinde yardimci
ajan olarak ya da ila¢ tagima sistemi olarak kullanilabilecegini 6nermekteyiz. Bunun ya-
ninda hBN nanopartikiillerinin antioksidan 6zelliklere sahip olmasi, tibbi kullanim igin
uygun dozlarda toksik olmamalari, oksidan ve asetilkolinesteraz seviyelerini arttirmamasi

gibi 6zellikleri bu 6nerimizi gliglendirmektedir.
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