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1. GIRIS

Insan viicudu yaklasik olarak 100 trilyon hiicreden meydana gelmistir. Bu
hiicrelerin canliliklarimi devam ettirebilmeleri icin i¢inde bulunduklar1 ortamin
kimyasal ve fiziksel kosullarinin optimum diizeyde olmasinin yani sira birbirleriyle
etkilesimleri de Onemli rol almaktadir. Hiicresel bircok faaliyetin yerine
getirilmesinde iyonlar temel olarak gérev almaktadir. Bu iyonlardan Ca™ iyonu
hiicreler arasi haberlesmenin yani sira, transkripsiyon, hiicre zari potansiyelinin
olusumu ve devam ettirilmesi, kaslarin kasilmasi, fizyolojik hiicre 6liimii (apoptozis)
vb. bir¢ok hiicresel mekanizmada anahtar rol oynamaktadir. Hiicre disarisindaki Ca™
iyon konsantrasyonu hiicre i¢ine oranla yaklasik olarak 20.000 misli daha fazladir

(Berridge et al., 2003).

Normal sartlar altinda fizyolojik yasantilar1 devam eden hiicreler, az miktarda
da olsa ROT iiriinleri olusturabilmekte ve olusan ROT firiinleri ile tamponlama
mekanizmalar1 arasindaki denge korundugu siirece hiicre hayatin1  devam
ettirebilmektedir. Bu denge tamponlama sistemleri aleyhine bozuldugunda ise
oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikmakta ve hiicre 6liime kadar
gitmektedir. Ca™ iyonunun hiicre i¢i miktarmdaki degisimler de oksidatif stresi

tetiklemektedir (Naziroglu 2007).

Selenyum viicutta sentezlenemediginden disaridan diyet ile alinmasi gereken
ve hem kendisinin sahip oldugu antioksidan 6zelliginden dolay1r hem de antioksidan
enzimlerin yapisina girerek de ikincil bir koruma saglamaktadir. Selenyumun
antioksidan 06zelligi hiicre c¢esitlerine gore belirlenecek olan optimum doz ile

gerceklesmekte doz asimi oldugunda ise toksik etkisi gozlenmektedir.

AKG hiicreleri viicutta agrinin olusum mekanizmasindan sorumlu
hiicrelerdir. AKG hiicrelerinin zarlarinda olusabilecek oksidatif hasara baglh
degisiklikler bu hiicrelerin harabiyetine ve sinir hiicreleri arasindaki iletim

bozukluklarina neden olabilmektedir (Fischer et al., 2010).

Bu tez calismasinda oksidatif stresin AKG hiicrelerindeki [Ca™]; salmimu,
antioksidan sistem parametreleri ve bunlarla birlikte olusabilecek muhtemel

apoptozise karsi selenyumun koruyucu etkisini aragtirmay1 hedefledik.



2. GENEL BILGI

2.1. Kalsiyum (Ca*?)

Hayatin ilk basamagi olan fertilizasyondan baslayarak gen transkripsiyonu,
kas kasilmasi, hormon salinimi, hafiza, 6grenme, hiicrelerin farklilasmasi, gelismesi,
nekroz ve apoptozla tanimlanabilecek hiicre 6liimii gibi bir¢cok olaydan sorumlu olan
bir hiicre i¢i ikincil haberci olan kalsiyumun evrenselligi, bir¢ok hiicresel
reaksiyonda iistlendigi gérevden kaynaklanmaktadir. Istirahat halindeki bir hiicrede
hiicre i¢i Ca™ ([Ca+2]i) konsantrasyonu yaklasik olarak 100 nM civarindadir.
Depolarizasyon, hormon aktivasyonu vb. olaylar hiicredeki [Ca™]; artis
mekanizmalarini tetikler ve konsantrasyonu 1-3 uM seviyesine ylikselebilir. Bu
yiikselmenin tiim fizyolojik olaylar1 kontrol edebilmesinin sirr1 hizi, genligi ve yer ve
zamanla (spatio-temporal) ilgili modelinden kaynaklanmaktadir. Hiicre ici Ca'

sinyali de hiicre i¢i konsantrasyonunun ([Ca™];) gegici bir sekilde artisindan olusur.

Ca™’un sinyal iiretime yonelik fonksiyonu sitozolik miktarinin artmas: ile
dogru orantilidir (Berridge 1993, Berridge et al., 1998, Petersen et al., 1994, Berridge
et al., 2000a). Bu artis niikleustan sizma yolu ile olabilecegi gibi sadece
mitokondriden tek basina da olabilir (Montero et al., 2000). Hiicre igerisindeki
kalsiyum konsantrasyonu, es zamanli birgok ters yonlii etkilesim neticesinde
artabilmekte veya azabilmektedir. Bu olaylar1 artmaya ya da azaltmaya yonelik
olarak ag¢ma-kapama (on-off) seklinde Ozetlemek de miimkindiir. Ca™
konsantrasyonu artis mekanizmalart hiicre disindan hiicre igerisine yonelik, hiicre
zarma yerlesik vaziyetteki iyon kanallar1 ile endoplazmik retikulum (ER) ve
sarkoplazmik retikulum (SR) ylizeyindeki iyon kanallar1 vasitasi ile olmaktadir
(Berridge et al., 2000b). Buna zit olarak Ca™ konsantrasyonu da hiicre zarinda ve
ER/SR deki istihdam edilen Ca™ATPaz’lar, yogunluk farkliligindan kaynaklanan ve
enerji harcanmasi ile neticelenen bir takim degis-tokus mekanizmalari (Na*/Ca™)
tarafindan saglanir. [Ca™]; seviyesinin diizenlenmesinde mitokondri Gnemli rol
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oynar. Mitokondri Ca “’a kars1 diisiik affinite gdstermesine karsilik, ¢cok fazla oranda
depolama kapasitesine sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde [Ca™]; miktarim azaltmada

dolayis1 ile de hiicresel cevap (azaltarak) olusumunda etkin rol oynamaktadir.



Bunlarla birlikte hiicre dis1 ortamda bulunan kalsiyum da sinyal mekanizmasinda

onemli rol oynamaktadir (kemiklerde ¢okelme, oturma gibi).
2.1.1. Hiicre icerisine Ca** Giris Kanallari

Hiicre igerisine Ca™>’un girisi biiyilk bir elektrokimyasal konsantrasyon
farkliliginin olmasi durumunda gergeklesir (Berridge et al., 2003). Hiicreler bu dis
kaynag: farkli dzellikteki kanallar vasitasiyla kullanirlar. Hiicreler Ca™ ‘un hiicre
icerisine  girmesine neden olabilecek aktivasyon mekanizmalarina gore

gruplandirilmis farkli tipte kanallardan faydalanirlar. Bu kanallar;
1. Voltaja duyarli Ca™ kanallar1 (Voltage operated Ca** channels / VOCCs)

2. Reseptore duyarli Ca™ kanallar1 (Receptor operated Ca’" channels /

ROCCs)

3. Mekanik olarak aktive olan Ca™ kanallari (Mechanically activated Ca®"

channels)

4. Depolanmis Ca™” miktarina duyarli Ca™ kanallar (Store operated Ca®"

channels / SOCCs) bagliklari altinda siniflandirilabilirler.
2.1.1.1. Voltaja Duyarh Ca™ Kanallar

Kas ve sinir hiicreleri gibi plazma membraninin depolarizasyonu sonucu

aktive olabilen, uyarilabilen hiicre tiplerinde bulunurlar.

Memeli hiicrelerindeki voltaja duyarli Ca™ kanallar1 bes tane alt birimden
(011, 02,B,7,8) olusmustur. Bu alt tiplerden sadece bir tanesi (a;) Ca™ kanali olarak
gorev almakta diger alt tipler ise kanalin acilip kapanmasinin diizenlenmesinde

hizmet etmektedirler.



2.1.1.2. Reseptore Duyarh Ca** Kanallari

Bu tip Ca™ kanallar1 yap1 ve fonksiyonu itibariyle farklilik arz eden ve salg
hiicreleri ve sinir sonlarinda sik¢a rastlanan bir dizi kanaldan olusmuslardir. En 1yi
bilinen ROCCs’ler nikotinik asetilkolin ve N-methyl-D-aspartate reseptorlerini
igerirler. ROCCs’ler hiicre yiizeyinde bulunan 6zel alana, agonistin baglanmasi ile
aktive olurlar. Farkli tipteki ROCCs’ler ¢ok genis bir agonist yelpazesi igerisinde

cesitlilik gosterirler.(Orn: ATP, Serotonin, glutamat ve asetilkolin.)
2.1.1.3. Mekanik Olarak Aktive Olan Ca*? Kanallar1

Birgok hiicre tipinde bulunabilirler ve hiicre deformasyonuna cevap

verilmesinde gorev alirlar.

Bu tip kanallar stres ve sekil degisikligi durumunda bilgi iletilmesinde gorev
alirlar. En iyi Ornek trakea’daki epitelyum hiicreleri veya kulak zarindaki koklear

hiicreler verilebilir (Boitano et al., 1992).

Om:  Akcigerlerden miikdoz veya partikiillerin  temizlenmesinde

gorevlendirilmislerdir (Bootman et al., 2001).
2.1.1.4. Depolanmis Ca™* Miktarina Duyarh Ca** Kanallar

Hiicre i¢i Ca™* depolarini bosalmasina cevap olarak aktive olabilecekleri gibi
farmakolojik bir ajan veya fizyolojik olarak Ca™’u hareketlendirecek haberciler

tarafindan aktive olurlar.

Bu kanallarin bulundugu hiicre igerisindeki depolarinin nasil dolduruldugu
heniiz aydinlatilamamistir. Yapilan ¢alismalar iki tezin belirgin olarak 6ne ¢iktigini

gostermektedir. Bunlar;

1-Hiicre zarm (PM)’daki Ca™ giris kapilar1 ve ER deki Ca™ (Berridge 1995,
Berridge et al., 2000b).

2-Salinim kapilarinin birbiriyle birlikte uyumlu bir sekilde ¢aligmalar1 ya da

Ca™ depolarinin patlatilmasiyla sentezi miimkiin olabilen yayilabilme 6zelliginde,



kalsiyum giris faktorii habercisi ve bunun neticesinde PM’daki Ca™ kanallarinin
aktivasyonunun goézlemlenmesi ile olustugu varsayilmaktadir (Trepakova et al.,
2000). Ca™* depolarimin patlatilmasindan kaynaklanan Ca' girisi artmasmin birgok
hiicre tipinde goriilmesinden dolayr SOCCs’ler PM’deki en yaygin Ca** kanal alt tipi
olabilirler (Bootman et al., 2001). Bu kanallarin elektrofizyolojik olarak deneyleri de
yapilmis ve hiicre tipine gore farkliliklar arz edildigi goériilmiistiir. Bu da her bir
hiicre tipinin farkli tipte SOCCs kanalina sahip oldugunu belirtmistir. Giiniimiizde
SOCCs’lerin en iyi Ornegi Drosophila tiirlerinde gorev yapan transient receptor
potential olarak adlandirilan homolog yapidaki proteinlerdir (Boulay et al., 1999,
Katz and Minke 2009, Minke 2006).

2.1.2. Kalsiyum Salinim
2.1.2.1. Hiicre i¢ci Depolardan Ca™* Salinimi

Herhangi bir zamanda intraselliiler kalsiyum miktar1 artis mekanizmalari
olarak bilinen ve sitoplazmaya Ca™ girisini temin eden reaksiyonlar, bufferlar,
pompalar ve degis-tokuscular ile Ca™un sitoplazmadan uzaklasmasma yardimci
olan olaylarin denge halinde olmas1 sonucu gergeklesir. Hiicre igerisinden kalsiyum
salinim1 birgok ¢esit, habercil ile aktive olan kanallar vasitasi ile ve mitokondrial
gecirgenligin arttigi durumlarda gerceklesir. Hiicre igerisinde Ca™ salimmi genellikle
ER’den -ama bunun kas dokusundaki karsiligi olan SR’den de olabilir-kendisi

araciligi ile ya da;
a) Ins(1,4,5)P;
b) siklik ADP ribose (cADPR)
¢) nikotinik asid adenin dintikleotid fosfat (NAADP) ve

d) sphingosine-1-phosphate (SIP) gibi hiicre i¢i depolarin {izerine
yerlestirilmis Ca™ salimim kanallarini uyarmasi sonucu gergeklesir

(Bootman et al., 2002).



2.1.2.1.1. RyRs Aracih

Hiicre zarinda bulunan reseptore has bircok hormon ve biiyiitme faktorii ile
fosfolipaz C (PLC)’nin aktive olmasina neden olur. PLC’de fosfatidilinositol 4,5-
bifosfat’in hidrolizini katalize ederek hiicre igi haberci olan inositol 1,4,5-trifosfat
(InsP3) ve diagilgliserolun olugmasina neden olur. InsP; sitoplazma igerisinde ¢ok
hareketli bir durumdadir ve ER/SR iizerindeki 6zel reseptor bolgelerine karsilastigi
yerde baglanir. Bu baglanma olay1 InsP;Rs’nin konformasyonunda degisiklige neden
olur. Bu da ER/SR igerisindeki yiiksek konsantrasyonda depolanmis Ca™*’un

sitoplazma igerisine salinmasina neden olur (molekiiler agirlig1 ~1200 kDa).
2.1.2.1.2. Sfingolipit Aracih

Sfingozilfosforilkolin (SPC) ve sfingozin-1-foshat (S-1-P) gibi endoplazmik
retikulum daki Ca™ salimim kanallarmi aktive eden bir sfingolipit tiirevi proteindir.
Kalp kasi, pankreas ve karaciger gibi farkli dokularda bulunabilen, InsP;Rs veya

RyRs den daha diisiik molekiil agirligina sahiptirler (~20 kDa) (Betto et al., 1997).
2.1.3. Hiicre ici Ca™ Salimm Habercileri
2.1.3.1. Inositol-1,4,5-trifosfat

Hormon veya biiylitme faktorlerinden herhangi birisi hiicre yiizeyindeki
reseptoriine baglandiginda PIP,’den PLC vasitasi ile InsP; sentezlenir (Berridge et
al., 2000a). PLC hem diagilgliserol hem de InsP; diizeylerinde yilikselmelere neden
olur ve bu yiikselmede protein kinaz C’nin aktive olmasina neden olur. InsP; hiicre
zarinda iretilmesiyle birlikte yayilabilme o6zelligi yiiksek olan bir maddedir. Bu
Ozelligi ile hiicre sitoplazmasindan hizla gecebilir. Bununla birlikte InsP; molekiilii
saniyeler icerisinde bitebilecek bir 6émre sahiptir. Bu ylizden bir fosfat grubunun
eklenmesi veya kendinden ayrilmasi ile birlikte Ca™ salmim potansiyeli
sonlandirilir. G proteini ile birlestirilmis (PLCP), tirozin-kinaz ile birlestirilmis
(PLCy) veya Ca™ konsantrasyonundaki artma ile (PLCS), Ras (PLCe) aktivasyonu

ile de olabilmektedir. Sperm hiicreleri tarafindan yumurta hiicresi igerisine enjekte



edilen, yeni kesfedilen (PLC{) PLC zeta habercisi de fertilizasyon siireci boyunca
memeli yumurta hiicrelerinde gereklidir (Saunders et al., 2002). Bir fosfat grubunun
eklenmesiyle bir baska hiicre i¢i haberci olan 1,3,4,5-tetraksiphosphate (InsPs)
olusturulur. Hiicre fizyolojisinde bunun gorevi tam olarak bilinmemektedir. InsP4’1n

GTPaz aktiveli Ca™ salinminda rol aldig1 bilinmektedir (Cullen 1998).
2.1.3.2. cADPR ve NAADP

Bu iki molekiil ayn1 enzimatik yolak tarafindan iiretilmelerine ragmen, farkl

mekanizmalarla hiicre hiicre i¢i Ca™ salinimina neden olmaktadirlar (Lee 1998).

Cyclic ADP ribose (cADPR) RyRs araciligi ile Ca™ salmimima neden
olmaktadir. cADPR’nin bu etkisi NAD" tiirlerinin denizkestanesi yumurtalari
iizerinde Ca™ salimim metabolizmasina etkisinin arastirildigi  donemlerde
bulunmustur. cADPR S-NAD" den ADP-ribozil siklaz tarafindan sentezlenmektedir
(Lee 1999). Memeli hiicreleri ADP ribozil siklazin hem sentez hem de hidrolizinde
gbrev alan CD—38 maddesini igerirler. CD-38 bilesigi de f-NAD"dan cADPR
sentezlenmesini veya NADP’den NAADP sentezlenmesini saglar. Ancak bu olay
ekstraselliiler olarak gerceklesmektedir. CD—38 bilesigi hem hiicre ylizeyinde hem de
hiicre i¢i zarlarda yerlestirilmis olarak bulunur. CD-38 proteinin cADPR’yi hiicre
igerisine tagidig1 varsayilmaktadir (Zocchi et al., 1999). NAADP de cADPR gibi
S-NAD" den olusturulur (Lee 1999).

Hiicre i¢i depolara Ca™nun alinmasi, baska bir deyisle sitozolden Ca™nun

uzaklagtirilmast ii¢ yolla gerceklesir (Wojda et al., 2008):
1. Endoplazmik retikulum membranindaki Ca-ATPaz enzimi
2. Hiicre membranindaki Ca-ATPaz

3. Na'/Ca"™ degisimi ile olmaktadir.
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Sekil 1. Hiicre i¢i Ca™ sinyali olusum mekanizmasi.

2.2. Transient Reseptor Potential (TRP) Ust Ailesi

“Transient Receptor Potential (TRP)” katyon kanallar1 st ailesi voltaja
duyarli Ca™’a gecirgen katyon kanallarinin genis bir yelpazesiyle uzlastiriimaktadir.

28 adet memeliye ait TRP kanallar1 yedi alt birime ayrilmistir. Bunlar;

TRP conancial (TRPC) yedi alt birimden, TRP vanilloid (TRPV) alt1 alt
birimden, TRP melastatin (TRPM) sekiz alt birimden, TRP polycystein (TRPP) ii¢ alt
birimden, TRP mucolipin (TRPML) ii¢ alt birimden ve TRP ankyrin (TRPA) bir alt
birimden olusmaktadir. Tiim bu TRP katyon kanallar1 heniiz tam olarak karakterize
edilememesine ragmen, bir¢ok hastalik onlarin varliginda ortaya ¢iktigindan bu tip
iyon kanallarmma olan ilgi glin gectikce artmaktadir. Kanal gézeneginin 5. ve 6.
segmentleri arasinda bulunan bir iletken iyon etrafinda homo veya heterotetromerik

diizenlemelerle TRP kanallar1 voltaja duyarli K kanallarina benzer basit bir yapiya



sahiptir (Clapham 2003) transmembran segmentlerinden dordiinciisii ise pozitif
yukli olmama o6zelligi ile digerlerinden ayirir. TRPV N ucu ve TRPV tekrarl
baglayici, ¢oklu ankyrin igerir. TRPC ve TRPM kanallarina ait 6. segmentin C ucu
kism1 “TRP alan1” igerir. TRPM2 kanallarinda iyon akis1 5. ve 6. segmentler arasinda
gergeklesmektedir. Ayrica, TRPM2 ve TRPC kanallarinin N ucu ADPR pirofosfataz
(ADPR’yi, riboz 5- fosfat ve adenozin monosfosfata parcalar ve kanal agilir) enzim
aktivasyonu icermektedir. ADPR pirofosfataz aktivasyonu TRPV kanallarinda
gbzlemlenmemistir. Cok yonlii Protein Kinaz A (PKA) ve Protein Kinaz C (PKC)
varsayilan fosforilasyon alan fonksiyonlari tanimlanmis ve kismen test edilmistir.

(Watanabe et al., 2008).

TRP kanallari ya direkt olarak hiicre zarmdaki Ca™ giris kanallari gibi
davranmakta ya da Ca™ giris kanallarimin modiilasyonu igin itici gii¢ olan zar
potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca™ kanallarinda degisime yardimei
olmaktadirlar. Tanimlanabilmis tiim islevsel TRP kanallari (TRPM4 ve TRPMS5
kanallar1 disinda) Ca™ igin gegirgendirler. Bu durum sadece monovalan katyonlar
icin gegerli degil, aym1 zamanda Ca™ ve Mg™ iyonlan i¢inde gegerli olmaktadur.
Memeli hiicreleri TRP ailesinden iki tanesi, TRPV5 ve TRPV6, Ca'>a ¢ok
gecirgendir. TRPM6 ve TRPM7 Mg ™?’a ¢ok gecirgen, TRPV1,TRPML1 ve TRPP3
kanallar1 da H' iyonlarma ¢ok gecirgendir (Nilius 2007).
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2.3. Oksidatif Stres

2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dig yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylagilmamis
elektron tasiyan, fizyolojik ve patolojik birgok siirecte iretilebilen oldukca aktif
molekiillerdir. Kararsiz bir yapiya sahip olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki
molekiillerle c¢abucak reaksiyona girerler ve son yoriingelerinde bulunan
elektronlarin1 diger molekiillerle paylasirlar. En dis orbitalinde paylasiimamis

elektron bulunmasi, o serbest radikalin reaktivitesinin ¢ok fazla oldugunu belirtir
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(Knight 2000). Insan viicudundaki tiim hiicrelere kolaylikla girebilen ve hiicreler
tarafindan en c¢ok kullanilma 6zelligine sahip olan oksijen molekiilii (O,), kimyasal
yapis1 geregi radikal olmaya ¢ok uygundur. Bu yiizden serbest radikal denilince
aslinda serbest oksijen radikalleri ifade edilmektedir. Genel olarak reaktif oksijen
tiirleri (ROT) olarak bilinen bu molekiiller normal sartlar altinda organizmada siirekli

olarak olusmaktadir (Seifried et al., 2007).
Insan viicudunda serbest radikaller 3 yolla meydana gelir:
1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi:

Yiiksek enerjili  elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicakliklar
molekiillerdeki kimyasal baglarin kirilmasina neden olurlar. Kirilma sirasinda bag
yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kalir ise de, her iki atom
tizerinde paylagilmamis elektron bulunur. Sonug olarak, yiiksek oranda reaktiviteye

sahip iki adet serbest radikal olusur.
X Y-X+Y

2. Normal bir molekiilden bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi:

Radikal 6zelligi olmayan bir molekiilden elektron kayb1 esnasinda halen daha
dis orbitalinde paylagilmamis elektron kaliyorsa, bu molekiiliin radikal formu olusur.
Askorbik asit, GSH ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek

elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.
X: Y>> X+Y
3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla:

Radikal 6zelligi olmayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamig elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep
olabilir. O,’in tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksid’in (O )

olusumuna neden olur.
X.e— X

Radikal olmayan tiirler, bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda, radikal

haline gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu,
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tepkimeye giren molekiiller sirayla serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini

ilerleterek yayarlar (Sapolsky 2000, Seifried et al., 2004).

Nitrojen (N3) ve Oksijen (O,) molekiilleri serbest radikal kaynaklaridir. O;’in
kismi indirgenmesinden, ROT olan hidroksil (-OH) radikali ve O,  olusmaktadir.
Ayrica singlet oksijen ('O,) ve hidrojen peroksit (H,0,) molekiilleri, radikal olmayan
ROT olarak ifade edilirler.

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl
olarak olusurlar. Endojen kaynakli etmenler organizmada normal olarak meydana
gelen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari ile olusurlar. Oksijen, nitrik oksit,
aktive notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum,
peroksizom ve plazma membrani, arasidonik asit metabolizmasi baslica endojen
kaynaklardir. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda; diyet faktorleri, stres, ¢evresel
faktorler (hava kirliligi), ilaglar, ksenobiyotikler, zararli 1ginlar (x-ray, U.V. vs.) yer

alir (Sonntag 2006, Cete ve ark., 2005, Valko et al., 2004, Akyol ve ark., 2001).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir (Irmak ve ark., 2001). Oksijen, iki elektronu eslesmemis bir sekilde
elektron dagilimina sahiptir. Bu yiizden bazen oksijen biradikal olarak
degerlendirilir. (Del Rio et al., 2005). Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle
yavag reaksiyona girdigi halde serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer.
Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksijen,
eslesmemis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir.
Organizmada gecis metallerini (Fe™ ve Cu™ gibi metaller) igeren enzimler
vasitasiyla, molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi ile oksidasyon reaksiyonlari
meydana gelir. Molekiiler oksijen, radikal olusunun bir sonucu olarak yiiksek
derecede reaktif oksijen tiirleri olusturma egilimindedir. Reaktif oksijen tiirleri
normal oksijen metabolizmasi sirasinda olusan siiperoksit radikali (O, ), hidrojen
peroksit (H,O,), ve hidroksil radikalidir (OH'). Reaktif oksijen tiirlerinin olusum
basamaklarinda o6ncelikle tek elektron transferi ile molekiiler oksijen, O ye

dontisiir. Oy ye iki elektron eklenmesi ile HO, olusur. H,O,, univalan rediiksiyonu
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ile diger bir protonun eklenmesi sonucu suya ve OH’ne doniisiir. OH’1 de univalan

rediiksiyon ile suya doniisiir (Hoffer 1954).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme
dengenin bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum
Ozetle, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki

ciddi dengesizligi gostermektedir (Derin ve ark., 2001).

#

Normal Hiicre Serbest radikallere maruz Oksidatif Stres durumu
kalan hiicre

Sekil 3. Serbest radikallere maruz kalan hiicre

Tablo 1. ROT, simgeleri ve elektron yapilari

Reaktif Oksijen Tiirleri Simgesi Elektron Yapisi
Siiperoksit Radikali 0~ . (':').. 6
Hidroksil radikali -OH . O T Y
Singlet oksijen radikali '0, SO H O)-
Hidrojen peroksit H>0; H:O::O:H

Stiperoksit radikali (O ): Oy’in indirgenmesi ile olusan siiperoksit

radikalinin en 6nemli kaynagi, mitokondriyal elektron transport zinciridir.
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O, ’in yarilanma Omrii hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan siiperoksit
dismutaz (SOD) enziminin varligina bagimhdir. Ayrica, indirgeyici molekiiller

oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken O,+  olusur.

Oy ’in dokulardaki en onemli kaynagi, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)
fonksiyonlar sirasinda iiretilenleridir. Daha az miktarda olmakla birlikte eozinofil ve
lenfositler de antibakteriyel bir ajan olarak O,- Ttretirler. PMNL'lerde O,-  tiretimi
membran bagh azalmis NAD(P)H-oksidaz santi (veya heksoz monofosfat santi)
yolu ile gerceklesir (Knight et al., 2000, Leusen et al., 1996).

hekzos monofosfat sanh « ;
2NAD(P)H + 20, > ONADP + 2H + 20,

0, + 0y +2H = '0,+ H,0,

Oy, H,0, radikali ile reaksiyona girerek daha etkili ‘-OH radikaline de
dontigebilir. Bu reaksiyon i¢in metal iyonlarina [demir (Fe) ve bakir (Cu™)]

gereksinim duyulmaktadir.

Fe veva Cu ivonu

0, + H,0, ? OH + -OH + O,

O, ’in dokulardan uzaklastirilmasi, H,O,’in spontan dismutasyonu yolu ile
olur. Bu reaksiyon SOD enzimi tarafindan da katalizlenir. H,O,, ikinci bir enzimle
[katalaz (KAT)] uzaklastirilir (Knight et al., 2000, Leusen et al., 1996, Juranek and
Bezek 2005)

202_' + 2H+ L’ H,O, + O,

2H,0, KAT | 2H,0+0,

Hidroksil radikali (-OH), bilinen en reaktif radikaldir. Bu radikal, DNA
sarmallarinda kirilmaya sebep olur ve gen mutasyonlarina neden olarak malign
transformasyonlara veya hiicre Oliimlerine yol agar. ‘OH ayni zamanda lipit
peroksidasyonunu (LPO) da stimiile etmek yoluyla doku yikiminda rol

oynamaktadir.

LPO olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonu, ‘OH radikalinin sebep

oldugu en oOnemli hasardir. ‘OH radikalinin baslica hedefi yag asitleridir. Zar
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lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozabilmekte ve gecirgenligini artirip hiicre
Oliimiine sebep olabilmektedir (Knight et al., 2000, Sharpe et al., 2003, Liochev and
Fridovich 2002).

Singlet oksijen radikali ('O5), eslesmemis elektron tasimadigindan gergek bir
radikal degildir. O,’in yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup biyolojik sistemlerde
fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda, dis yoriingesindeki bir elektronun enerjisinin
degismesi ve stabilitenin bozulmasiyla olusur. O,’in kinetik olarak uyarilan bu
formu, membran lipitleri ile olduk¢a yiiksek reaktivite gosterir ve hiicre
membranindaki ¢oklu doymamus yag asitleriyle (PUFA) reaksiyona girmesiyle, lipit
peroksitlerin olusumuna yol agabilmektedir (Knight et al., 2000).

Hidrojen peroksit radikali (H,0,), enzimatik olarak O;’in iki elektron alarak
indirgenmesiyle ya da O, radikallerinin enzimatik veya non-enzimatik
dismutasyonu sonucu olusur. Yapisinda paylasilmamis elektron i¢ermediginden
radikal ozellik tasimaz, reaktif bir tiir degildir. Giigsiiz bir oksidan olmasina ragmen
hiicre membranlarindan kolayca diffiize olabildigi i¢in ve ayrica gecis metalleriyle
Fenton reaksiyonuna girdigi i¢in hasar olusturmada yiiksek potansiyele sahiptir.
Esasen H,0,’in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebi Fe™ ve Cu™ gibi metal
tyonlarmin varliginda -OH radikalinin onciilii olarak davranmasidir. H,O,, 6zellikle
proteinlerdeki HEM grubunda bulunan Fe™ ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon
diizeyindeki reaktif formlarini olusturur. Bu formdaki demir molekiilleri ¢ok giiclii
oksitleyici Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda LPO gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Ayrica bu radikal birtakim intraselliiler olaylar1 da tetikler. Oksitleyici
ozelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan HO;’in derhal ortamdan
uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bu gorevi hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler
olan KAT ve peroksidaz enzimleri yerine getirir (Gutteridge et al., 1990, Imlay et al.,

1988, Winterbourn 1995).

Serbest radikaller, normal insan fizyolojisinde endojen kaynakli olarak
indirgenme-yiikseltgenme (redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve
niiklear elektron iletim sistemlerinde (Sitokrom P—450), peroksizomlarda, monosit ve

noétrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sirasinda bol miktarda tretilir.
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Sekil 4. Serbest radikallerin olusumu ve bu iirtinlerle aktive edilen enzimlerle DNA
hasar1 sonucu NAD’den ADPR sentezlenmesi (Naziroglu 2007a).

Malignite, diabetes mellitus (DM), ateroskleroz ve noérodejeneratif hastalik
gibi bir¢ok patolojik olayla iliskili olan serbest radikallerin en zararli biyolojik etkisi;

hiicre membran1 yag asitlerine ve lipoproteinlere saldirmasi ve LPO olarak bilinen
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bir reaksiyon zincirini baglatarak, membran proteinlerine hasar verip yapisal ve

islevsel bozukluklara neden olmasidir (Gutteridge 1995).

2.3.1.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Viicudumuzda serbest radikaller ve antioksidan savunma mekanizmasi
normal sartlarda denge halindedir. Antioksidan savunma mekanizmasi ve serbest
radikaller arasindaki denge oksidanlar lehine bozuldugunda serbest radikaller;
membran lipitleri, protein, karbonhidrat ve DNA gibi biyomolekiiller ile etkileserek
hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olmaktadir (Halliwell et al.,1992,
Gutteridge and Halliwell 2000).

1) Membran Lipitleri Uzerine Etkileri: Hiicre zari, icerdigi PUFA nedeniyle

oksidatif hasara oldukca duyarhidir. Yag asidi zincirinden, serbest radikallerin etkisi
ile hidrojen atomunun uzaklasmasi, bu yag asidi zincirinin de radikal o6zelligi
kazanmasina neden olur. LPO, PUFA’nin radikaller ile oksidasyonu sonucu baslar,
zincir reaksiyonlar1 seklinde devam eder ve sonucunda MDA, 4-hidroksinoneal
(HNA), alkoller, etan ve pentan olusur. LPO sonucu membran biitlinliigii bozulmasi
ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica bunlara baglanan enzimler inaktive

olurlar.

Ikiden daha fazla ¢ift bag iceren linolenik ve arasidonik asit gibi doymamus
yag asitlerinin peroksidasyonu sirasinda, tiyobarbiitirik asit reaksiyonu sonucu
Olgiilebilen MDA olugmaktadir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik veya
kantitatif bir belirleyicisi degildir, fakat LPO’nun derecesiyle iyi korelasyon
gostermektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonunda olusan MDA, membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da iyon
gecirgenliginin, enzim aktivitesinin ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi
intrinsik membran 6zelliklerinin degisimiyle sonuglanir. MDA bu 6zelligi nedeniyle
DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1r mutajenik, hiicre
kiiltiirleri lizerinde genotoksik ve karsinojen etkilidir. (Gutteridge 1995, Morrow et

al., 1999).

2) Proteinler Uzerine Etkileri: Proteinler serbest radikallerin etkilerine karsi,

lipitlere goére daha az hassastirlar ve etkilenme dereceleri icerdikleri aminoasit
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miktarina baghdir. Bdylece enzimlerin, norotransmitter maddelerin ve reseptor
proteinlerinin fonksiyonlarin1 bozabilir, immiin sistemi uyarabilecek antijenik
degisikliklere de yol acabilirler (Gutteridge 1995, Morrow et al., 1999, Leutner et al.,
2001).

3) Karbonhidratlar Uzerine Etkileri: Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler

otooksidasyona ugrayarak, O, ve H,O; radikallerini meydana getirirler.

4) DNA Uzerine Etkileri: DNA iizerinde serbest radikaller, niikleik asit-baz

modifikasyonlarina, nokta mutasyonlara, DNA ¢ift sarmalinin ag¢ilmasina,
depiirinasyona, ¢apraz baglanmalara neden olabilir. Bu etkilerin bir veya birden
fazlasinin meydana gelmesi, kromozomal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir.
‘OH radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek degisikliklere yol
acar; piirin ve pirimidin bazlarinda mutasyonlara neden olur. 'O,’in, DNA hasarina
yol agan ‘OH, H,O, ve Oy ’in ge¢is metalleriyle reaksiyonu sonucu olustugu

gosterilmistir (Wallace 2002, Valko et al., 2006, Mason et al., 1990).
2.3.2. Antioksidanlar

Notrofil ve makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin savunma mekanizmasi
icin serbest radikal reaksiyonlar1 gerekli olsa da serbest radikallerin fazla {iretimi,
doku hasar1 ve hiicre 6limi ile sonuglanmaktadir (Naziroglu 2009b). Dolayisi ile
serbest radikallerin tetikledigi oksidatif hasara karst savunma mekanizmalar

harekete gecer.

Antioksidan siirecte rol oynayan maddelere ‘antioksidanlar’ denir (Blokhina
et al., 2003). Enzimatik antioksidanlar SOD, KAT ve GSH-Px enzimleridir. SOD’1n
yapisinda bakir, c¢inko ve manganez, GSH-Px’da ise selenyum maddesi
bulundugundan bu enzimler metalloenzim olarak da adlandirilirlar (Naziroglu
2009b). Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dist ortamda gergeklesen enzimatik olmayan
antioksidan savunmadan ise E ve C vitaminleri, transferrin, seruloplazmin, albumin,
bilirubin, B-karoten sorumludurlar. SOD, GSH-Px ve KAT enzimlerinden ayr1 olarak
E ve C vitaminleri de hiicre i¢i antioksidan 6zellige sahiptirler. Her ikisi de hiicre

membranlarindaki LPO zincir reaksiyonlarini kiran antioksidanlardir. Hiicre ici
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ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirlidir

(Liochev and Fridovich 2002, Blokhina et al. 2003).

2.3.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Baslica antioksidan enzimler: SOD, KAT ve GSH-Px’ dir (Naziroglu 2009b).

Siiperoksit Dismutaz (SOD): O, radikalinin H,O, ve O, molekiillerine

dontisiimiini katalizlemektedir. SOD, hiicrelerdeki O,-  diizeylerini kontrol etmede
rol oynar. SOD, bir 02,. radikalini ytikseltgerken, diger 02,' radikalini H,O,’e
indirger (Greenwald 1990).

0, +0y + 2H" Sob » O, +H,O,

Uc farkli SOD izoenzimi tanimlanmustir:

1. Cinko-Bakir (Cu-Zn) SOD: Bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) atomlar1 arasindaki
koprii histaminle saglanir. Cu atomlar1 enzimatik aktiviteden sorumluyken, Zn
atomlar1 enzimin stabilitesinden sorumludur. Cu-Zn SOD’1n antioksidan savunmada

ilk sirada yer aldig1 diisiiniilmektedir.

2. Manganez (Mn) SOD: Mn-SOD, mitokondriyal SOD olarak da ifade edilir,
bakterilerden yiiksek yapili organizmalara kadar birgok kaynaktan izole

edilebilmistir (Macmillan-Crow and Cruthirds 2001).

3. Ekstraseliiler SOD (EC-SOD): EC-SOD, ekstraseliiler boliimlere
salgilanabilir ve hiicre yiizeyindeki heparin siilfat proteoglikanlara baglanabilir, Cu-
Zn SOD gibi kofaktor olarak Zn ve Cu kullanir. EC-SOD’un ONOO - aktivitesini
onledigi diistiniilmektedir (Leutner et al., 2001).

Yiiksek O, kullanimi olan dokularda SOD aktivitesi, 6zellikle eritrositlerde
fazladir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler dldiiriilmelerinde de rol
oynamaktadir. Bu nedenle SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok Onemlidir.

Lenfositlerde de SOD fazla miktarda bulunmaktadir (Leutner et al., 2001).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): GSH-Px, glutatyon yolunun ilk enzimidir,

hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat

yolunda tiretilen NAD(P)H’a bagimlidir (Wallace 2002).
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1. ROOH + 2GSH GSH-Px ROH + GSSG + H,0

v

2.2GSH + H,0, OSHPx , 2H0+0,

GSH-Px, ti¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) indirgerken;
sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucu olusan
H,0, radikalini, yiiksek spesifite gostererek ortadan kaldirabilme 6zelligine sahiptir

(Valko et al., 2005).

Selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak tizere farkli substratlar
kullanan iki tip GSH-Px vardir. Selenyumdan bagimsiz formu organik H,O,
molekiillerini kullanip, yliksek bir aktivite gosterebilir. Selenyuma bagimli olan

formu ise sitoplazmada bulunur ve kapasitesi daha diisiiktiir (Valko et al., 2006).

Endoplazmik retikulumdan saliman H>O,’in dekompozisyonunun primer
sorumlusu olan GSH-Px aktivitesindeki azalma, H,O,’in artmasina ve hiicrede

siddetli bir hasara yol agmaktadir (Wallace 2002).

Ayrica GSH-Px, arasidonik asit metabolizmasinin iki temeli olan
lipooksijenaz ve siklooksijenaz yollarinin aktivasyonunu arttirarak, timor

olusumunda anahtar rol oynar.

Katalaz (KAT): Igeriginde Fe™ bulunduran dért hem grubuna ayrilmus,

glikoprotein yapisinda, bir hemoproteindir. SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon
sonucu olusan H>O,’in, peroksidazlarla beraber oksijen ve suya par¢alanmasinda rol

alir (Leutner et al., 2001, Peskin et al., 1997).

2H,0, KAT » 2H,0 + O,

2.3.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1. Glutatyon (GSH): GSH, sistein iceren bir tripeptit yapisinda olup in vivo

sentezlenebilen ve ince bagirsaktan emilebilen endojen ve ekzojen bir antioksidandir.
Peroksidazlar igin substrat gorevi gorebilen GSH, antioksidan etkili C ve E

vitaminleri lizerinde de orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir (Blokhina et al., 2003).
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GSH’un yaklasik %901 sitozolde, %10’u mitokondride ve ¢ok az bir kismi

da endoplazmik retikulumda bulunur. GSH oksidasyonu, apoptozis siirecinin erken

donemdeki belirtisidir ve metabolik sinyal gorevi gorebilir (Greenwald 1990).

GSH, DNA sentezi ve hasarli parcalarinin onarilmasinda etkindir; aminoasit

transportu, peroksit metabolizmasi, iskelet-kas biitlinliigli ve bir¢ok enzim

aktivitesinin diizenlenmesinden sorumludur ve eksikligi hiicre Oliimiine yol agar

(Macmillan-Crow 2001).

2.3.2.3. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalar

Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

1.

Stipiiriicii etki (Temizleme Etkisi) (Scavenging): ROT’ni etkileyerek
onlar1 tutma veya daha zayif bir molekiile ¢cevirme islemidir. Antioksidan

enzimler bu sekilde etki gosterir.

Bastirici etki (Baskilama Etkisi) (Quencher): Vitaminler, flavonoidler ve
trimetazidin, radikallere bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya

onlar1 inaktif forma doniistiiren bir etkiye sahiptir.

Onarici etki (Onarma Etkisi) (Repair): Bu grupta DNA tamir enzimleri,

metiyonin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

Zincir kirier etki (Zincir Koparma Etkisi) (Chain breaking): Serbest
radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin
engelleyici etkiye denir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve

mineraller bu tip etki gostermektedir (Klouche et al., 2004).

2.4. Selenyum (Se)

Selenyum, ilk kez 1817°de kimyac1 Berzelius tarafindan kesfedilmistir (Papp

et al., 2007). Bir¢ok enzimin kofaktoriidiir ve temel olarak antioksidan fonksiyonuyla

bilinen esansiyel bir eser elementtir (Kane et al., 2007). Diyet, selenyumun en biiyiik

kaynagidir ve alman miktar, yiyeceklerdeki konsantrasyona ve tiiketilen yiyecek
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miktarina baglidir (Knegtering et al., 2005, Melkersson 2006). Baslica karaciger, kas,
bobrek ve plazmada bulunmaktadir (Kramer et al., 2007).

Selenyum, dogal olarak organik (selenometiyonin, selenosistein) ve inorganik
(selenit, selenat, selenid) formlarda bulunur (Akkus 1995). Selenit ve selenat in vivo
olarak selenosisteine cevrilir (Dolder et al., 2008). Selenometiyonin, barsaktan
absorbsiyonunda metiyonin ile yarisir, metiyonin igeren viicut proteinlerine katilir ve
depolanir. Transsiilflirasyon ile selenosisteine ¢evrilebilir (Kramer et al., 2007). Tiim
bu selenobilesikleri hidrojen selenide katabolize edilebilir ve dimetil selenid olarak
solunum yoluyla veya trimetilselenonyum iyonu olarak idrarla atilir (Akkus 1995).

Selenyum metabolizmasi Sekil 5 de gosterilmistir (Onat ve ark., 2002)

Genel viicut proteinleri Selenit
Selenometiyonin Selenoproteinler GS-S8e-SG

(selenosistein olarak)
ﬂ I ﬂ

Selenosistein Selenofosfat GS-SeH

\ N /
H;Sc

J

CH;SeH
(CH;);Se — Refes
(CHy);Se’ — Idrar

Sekil 5. Selenyumun metabolizmasi. H,Se: hidrojen selenid, CH3SeH: metil selenid,
(CHs),Se: dimetil selenid, (CHs3);Se": trimetilselenonyum iyonu, GS-Se-GS:
selenodiglutatyon, GS-SeH: glutatyon selenid

Selenyum, insan organizmasinda bir dizi biyolojik fonksiyonda rol
oynamaktadir. Biyolojik etkilerini, yapisinda selenosistein aminoasidi bulunan
selenoproteinler yoluyla gostermektedir. Selenosistein biyolojik pH da anyonik halde

bulunur ve bu 6zelligi, elektron aligverisi yoluyla biyolojik redoks reaksiyonlarinin
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gerceklesmesini saglar. Selenoproteinlerin enzimatik redoks aktiviteleriyle birlikte

yapisal ve transport fonksiyonlar1 da vardir (Kane et al., 2007).

Selenyum, selenosistein halinde GSH-Px, iyodotironin deiyodinaz ve
tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin yapisinda bulunur. GSH-Px, E vitamini ile
sinerjik calisan antioksidan bir enzimdir. Indirgenmis GSH ile H,O, ve lipit
hidroperoksitlerin yol agtig1 oksidatif hasar1 azaltmada ve 6nlemede rol oynar. Hiicre
biliylimesinin ve tiimdr supresor protein p53°lin diizenlenmesinde etkilidir (Lipton et
al., 1993). Selenyumun, eser diizeylerde normal biiyiime ve gelisme icin gerekli
oldugu, 1limli diizeylerde depolanabilecegi ve homeostatik fonksiyonlarin
stirdiiriilmesinde gerekli oldugu, yiiksek diizeylerde olmasi halinde ise toksik
etkilerle sonuglanabilecegi bildirilmistir (Erden ve Bor 1984). Selenyum yetersizligi,
selenyum iceren enzimlerin suboptimal islevleri sonucunda azalmig antioksidan

savunma, redoks regiildsyonu ve enerji iiretimi ile iligkilidir (Erden 1987).

2.5. Apoptotik Siire¢

Uzun siiren internal ve eksternal kontrol ve ikinci bir kontrol sathasindan
sonra hiicrenin kendi-kendini imha siirecine girmesine izin verilir. Bir hiicrenin
erimesi (melt-down) kendi igerisinde olusan bir durumdur. Biitiinliigli bozulmamus,
saglam bir hiicre zar1 igerisindeki interior bilesenler ve yapisal elementlerin
parcalanmasiyla hiicre erimesi siireci baslatilir. Apoptotik hiicre membranlari
cogunlukla fosfolipit igeren bilayer yapilarini hemen kaybetmezler. Bu korumali
birim baz1 yangisal cevaplara sebep olabilecek hiicre bilesenlerinin salinmasinin
Oniine gecer. Bu son sathada biitiin geri kalan atiklar ve son iirlinler bilayer zar ile
etraflar1 kaplanir. Minik boyutlarda paketcikler haline donilisen apoptotik artiklar
fagositoz ve yutma yetenegine sahip komsu hiicreler tarafindan toplanir ve sindirilir.
Bu nedenle apoptoz diger hiicreler i¢in zararsiz bir slire¢ halini alir. Bu ayn1 zamanda

daimi bir homeostazisin devam ettirilmesi i¢in gereklidir.

Apoptoz esasen fizyolojik bir siiregtir. Ozellikle embriyonik gelisim ve erken
biiylime siirecinde gérevini tamamlamis, hiicrelerin bertaraf edilmesinde énemli bir
roli vardir. Ayni1 zamanda yetiskin hayvanlarda bu siire¢ onarilmasi olanaksiz,

hiicrelerin yok edilmesi i¢in de isletilmektedir.
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Bunun yani1 sira apoptotoik siire¢ kanser gibi birgok hastaligin olusmasina da
yol agmaktadir. Yapist degismis tiimor hiicreleri kendi apoptotik siireclerini
engellemekte ve hiicrenin kontrolsiiz bir bicimde faaliyetini siirdiirmesine izin
vermektedir. Ya da bunun tersine bazi noronal hiicrelerin asir1 apoptotik faaliyet

gbstermesi bunama (demans) ile sonuglanabilmektedir.

Hiicre Zar1 Dis Tarafi

Canl Hiicre
Asimetrik Membrana sahip

Hiicre Zari i¢ Tarafi

Apoptotik Hiicre
Asimetrisi Kaybolmus Hiicre
Zan

Sekil 6. Apopotoza giden bir hiicrenin hiicre zar1t modellemesi. (Biocolor,
APOPercentage apoptoz kitinden)

2.6. Arka Kok Gangliyon Hiicreleri

Arka kok gangliyonlarii meydana getiren tiinipolar yada psddounipolar
noronlar, noral krest hiicrelerinden koken alirlar. Baglangicta spinal gangliyonlardaki
noronlarin aksonlar1 bipolardir, fakat hemen sonra her iki uzant1 birleserek T-bigimli
hiicrelere dontisiirler. Spinal gangliyon hiicrelerinin her iki uzantis1 aksonlarin
yapisal ozelliklerine sahip olmasina ragmen periferik uzanti sinyali akan kism1 olup
dendrit olarak fonksiyon goérmektedir. Spinal gangliyon hiicrelerinin periferik
uzantilari, spinal sinirler igerisinde ilerleyerek somatik ve visseral yapilarda duyusal
sonlanmalar yaparlar. Santral uzantilar1 ise, spinal sinirlerin dorsal kdklerini

olusturarak medulla spinalise girer.
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Anatomi ve norolojide arka kok gangliyonu, arka kok de yerlestirilmis ve
igerisinde afferent spinal sinir hiicrelerinin géovde kisimlarini igeren bir diiglimciik /

yumrucuktur.

Arka kok gangliyon noronlar iki 6nemli fonksiyonuyla belirginlesmektedir.

Bunlar;
1-Uyarinin iletimi,
2-Sifrelendirilmis uyarilarin merkezi sinir sistemine aktarilmasi.

Arka kok gangliyon hiicrelerinin aksonlar1 afferent olarak bilinirler. Periferal
sinir sisteminde, afferent sinirler merkezi sinir sistemi ve omurilige bilgi getirirler.
Deri, kas ve uzuvlarimizin birlesme noktalarindan veya viicudumuzun farkl
noktalarindan his iletimini saglayan duyusal noronlar, arka kok gangliyon
hiicrelerinde  kiimelendirilmistir. Bu  hiicreler pseudo-unipolar hiicrelerdir
(catallanmis, ikiye ayrilmis akson ve merkezinden veya periferal bolgeleriden

dallanmalar yapmustir).

Somatosensor iletimler sinir sistemine arka kok gangliyon hiicreleri ile
viicuda girmeleri nedeni ile arka kok ganglion hiicreleri ayr1 bir 6nem arz etmektedir.
Her bir arka kok gangliyon ndron hiicresi, morfolojik yapisi ve molekiiler
ozelliginden dolay1 farkli tipteki uyarilara segici 6zellikte cevap verirler. Arka kok
gangliyon hiicreleri somatik his sisteminde sensor reseptoriidiirler. Hiicre govdesi bir
gangliyon icerisinde omurilik siniri boyunca uzanir bir vaziyette yerlestirilmistir.
Akson iki dallanma yapar. Bunlardan bir tanesi perifere dogru digeride merkezi sinir

sistemine dogru ¢ikint1 yapar.

Arka kok gangliyon hiicrelerinin perifere dogru yaptigi uzantilar iki cesittir.
Bunlardan bir tanesi kapsiillendirilmis olanidir ki, bu tipteki hiicreler dokunma,
termal ve agr1 hislerinden sorumludur. Termal his ve agr1 hislerinden sorumlu olan
arka kok gangliyon hiicrelerinin aksonlar1 hem kii¢iik ¢capa sahip hem de myelin
kilifina sahip degildirler veyahut da ¢ok ince bir myelin kilifina sahiptirler. Bu ¢esit

sinir hiicreleri uyarilar1 ¢ok yavas iletirler.
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2.7. Floresan ve Floresan Yayan Maddeler

Floresan terimi kisaca; uyarilmis bir sistemden, temel haldeki bir sisteme
gecis sirasinda yayilan 151k demektir. Floresan soguk cisimlerde molekiiler fotonun
yutulmasmin daha uzun bir dalga boyunda diger bir fotonun yayilmasini
tetiklemesiyle gerceklesen 151k verme (1s1ma) olayidir. Yutulan ve yayilan fotonlar
arasindaki enerji farki molekiiler titresimler ya da 1s1 olarak ortaya ¢ikar. Floresanin
en dikkat cekici drnekleri bir cismin 151k spektrumundaki ultraviyole bolgede kalan
radyasyonu emdigi zaman olusur, bu olay goriilemez, fakat yayilan 151k goriilebilir
alanlar arasindadir. Bu olay ilk defa 1852 yilinda George Gabriel Stokes tarafindan
tanimlanmistir. Floresan adin1 bu olayin siklikla gézlemlendigi, kalsiyum floridden
olusan "florid" adli mineralden alir. Floresan 1simay1 6lcebilen cihazlara florometre
ya da florimetre adi verilmektedir. Floresan 15181 iiretebilme yetenegine sahip

molekiiller florofor olarak adlandirilirlar.

Ornek

Uyarici
monokromator

Lamba

Emici monokromator

Isik detektorii

Sekil 7. Spektroflorometrenin ¢alisma prensibi.

Genel olarak, cisimler incelendiginde iki temel durum karsimiza ¢ikar; taban
durum seviyesi (diisiik enerji seviyesi) ve uyarilmis enerji seviyesi (yiiksek enerji

seviyesi).
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Tipik bir deneyde, bir 6rnek tarafindan yayilan farkli dalga boylarindaki
floresan 15181 monokramotor tarafindan Olg¢iilmektedir, uyarici dalga boyu sabit bir

deger olarak alinir. Bu olay yayilma spektrumu olarak adlandirilir.

Uyarilma spektrumu ise bunun tam tersidir, yayilan 1s1k sabit bir dalga boyu
olarak almir ve uyarilma 15181 monokromator ile bir¢ok farkli dalga boyundaki 1sikla

taranir.

435 yM free Co?*

Floresan YogZunlugu

250 300 350 400 450
Uyarilma Dalga boyu (nm)

Sekil 8. Fura-2-AM’nin floresan spektrumu.

Glinlimiizde yaygin kullanilan floresan boyalarina 6rnek olarak Fura-2-AM,
Fluo-3, Fluo-4, Alexa Fluor ve fluorescein verilebilir. Bu boyalarin nasil farkli
renklerde 15181 yansitmasi asagida Ozetlenmistir. Bazi molekiiller 151k enerjisini
emerek uyarilma yetenegine sahiptirler, uyarilan bir molekiil daha yiiksek bir enerji
seviyesine ¢ikar ve bu durum uyarilma durumu olarak adlandirilir. Temel enerji
seviyesindeki bir florofor, diger molekiillere nazaran diisiik enerji durumunda, sabit
bir konfigiirasyona sahip ve floresan 151k yaymayan bir durumdadir. Dis kaynakl
olarak bir 151k bir florofor molekiiline carptigi zaman, florofor molekiilii 151k
enerjisini emer. Eger emilen enerji yeterli seviyede ise florofor molekiilii yiiksek
enerji seviyesine ulasir, bu duruma uyarilmis durum denilir. Bu olayda uyarilma
olarak bilinir. Disaridan gelen 15181n dalga boyuna ve enerjisine bagl olarak bir
floroforun erisebilecegi ¢ok farkli uyarilmis durumu ya da enerji seviyesi vardir.

Florofor molekiiliiniin yiiksek enerji diizeylerinde sabit kalmamasindan dolayi,
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nihayetinde yar1 sabit olacagi, daha diisiik enerji seviyesine diisecektir. Bir floroforun
uyarilmis durumda kalan siiresine uyarilma omrii denilir ve 107" - 10™ saniye gibi
cok kisa bir zaman zarfinda sonlanir. Sonra, florofor molekiilii yari-sabit uyarilmis
durumundan temel haline geri doner ve fazla enerji salinir ve 151k olarak yayilir.
Yayilan bu 1s1k diislik enerji tasimaktadir ve bu yiizden emilen 1siktan daha uzun
dalga boyuna sahiptir. Bu da yayilan 15181n renginin, emilen 15181 renginden farkl

oldugunu ifade etmektedir.
2.7.1. Floresan isleminin Dongiisii

1-Bir floroforun 151k enerjisini emerek uyarilmasi,
2-Gegici bir yagam siirecinde bir miktar enerji kaybetmesi,
3-Taban durum seviyesine geri donmesi islemleriyle 6zetlenebilir.

Bir florofor molekiilii, teorik olarak, tekrarlayan sekillerde siiresiz olarak
floresan iglemlerine maruz kalabilir. Bu gercektende ¢ok kullanigl bir olaydir, ¢linki
bu olay bir florofor molekiiliiniin bircok defa sinyal {iretebilmesi anlamini
tagimaktadir. Goriinebilir 15181n dalga boylart 400 nm ile 700 nm’dir. Kisa dalga
boyuna sahip 151k dalgalar1 yiiksek enerji ve yliksek frekansa sahiptirler. Uzun dalga
boyuna sahip 1s1k dalgalart diisiik enerji ve diigiik frekansa sahiptirler. Daha 6ncede
belirttigimiz iizere, uyarilmis bir florofor emdiginden daha diisiik enerjiye sahip 1s1k
yayar. Bu ylizden her zaman emilen ve yayilan 151k arasinda farklilik vardir. Bir
floresan boyasi belirli bir araliktaki dalga boylarindaki 15181 absorbe eder ve her bir

boya kendine has karekteristik uyarilma alanina sahiptir.
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2.7.2. Fura—2-AM’in Molekiiler Yapis1

Sekil 9. Fura—2-AM’nin molekiiler yapist
C44H47N3024, MA: 1001 ,85

Uluslararasi Saf ve Uygulamali Kimya birligince (IUPAC) Acetoxymethyl 2-
[5-[bis[(acetoxymethoxy-oxo- methyl)methyl]amino]-4-[2-[2-[bis[(acetoxymethoxy-
oxo- methyl)methyl]amino]-5-methyl-phenoxy]ethoxy]benzofuran- 2-yl]oxazole-5-
carboxylate adi ile adlandirilmistir. Yapisinda 44 adet karbon, 47 adet hidrojen, ii¢
adet azot, 24 adet oksijen bagina sahiptir. Molekiiler agirlig1 1001,85°dir.

Fura—2-acetoxymethyl ester (Fura—2-AM), hiicre zarindan gegebilen kalsiyum
iyonuna baglanma o6zelligindeki belirleyici bir ajandir. Hiicre i¢i kalsiyum iyon
konsantrasyonunun hesaplanmasinda  kullanilir. igerisinde hiicreler bulunan
solusyona ilave edildiginde hiicre zarindan gecer ve hiicresel esterazlar sayesinde
asetoksimetil grubundan ayrilirlar. Ayrilan asetoksimetil grubu bir pentakarboksilat
olan Fura-2’yi yeniden olusturur. 340 ve 380 nm dalga boylarinda uyarilma ve 505

nm dalga boyunda yayilma yapar.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg¢

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

Sogutmali santrifiij: Kubota (Japonya)

Laminar Flow Kabini: Jouan B4I (Fransa)

Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvicre)

Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

Floresan spektrofotometre:(Cary Eclipse, Varian Firmasi, Avustralya)
CO; inkubator: (Heal Force, Smart Cell, Japonya)

Olympus Stereo Mikroskop SZ61: (Japonya)
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tris, Merck (Almanya)

Sodium Chloride, Merck (Almanya)

Fetal Bovine Serum, Merck (Almanya)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Solusyonu
EDTA, Merck (Almanya)

EGTA, Merck (Almanya)

Triton X-100, Sigma (Almanya)

Metanol, Merck (Almanya)
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Hydrochloric Acid, Merck (Almanya)

Colleganase-Type4 4188/47M9961, 100 mg, Worthington (ABD)
Bakar Siilfat (CuSos* 5SH,0), Merck (Almanya)
Folin-Ciocalteu’s Phenol, Merck (Almanya)

Potassium Tartarat, Merck (Almanya)

Sodium Carbonate (Na,COs3), Merck (Almanya)

Fura-2-AM, Invitrogen (ABD)

DMSO ( Dimethyl sulphoxide) Hybri-Max, Sigma (Almanya)
CHPO (Cumene hydroperoxide), Merck (Almanya)
5,5’-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid) (DTNB), Sigma (Almanya)
Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline, Biochrom (Almanya)
Sodyum hidroksit (NaOH), Riedel-de Hien (Almanya)

TCA (trichloroaceticacid), Merck (Almanya)

APOPercentage Apoptoz Kiti, Biocolor (Ingiltere)

Sodyum Selenit, Sigma( Almanya)

Hidrojen Peroksit (H20O;), Sigma (Almanya)
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3.2. Yontem

3.2.1. Sican Arka Kok Gangliyon (DRG) Hiicreleri izolasyonu

_

Resim 1. Laboratuarimizda izole edilen AKG hiicrelerinin stereomikroskop
goruntusu.

Resim 2. AKG hiicrelerinin anatomik goriintiisti
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3.2.1.1. Arka Kok Gangliyon (AKG) Hiicrelerinin izolasyonu

AKG Hiicreleri 2-3 haftalik ratlarin inhalasyon anestezisi isleminden sonra
dekapitasyon islemini takiben hi¢ vakit kaybedilmeden sirt omurlari bir biitiin
halinde ¢ikarildi. Sirt omurlar1 kas dokusundan olabildigince ayrildi ve ventral olarak
0zel olarak silikon maddesi ile kaplanmis yerine hareket etmeyecek sekilde
yerlestirildi. Hiicrelerin canliligin1 kaybetmemesi i¢in bir miktar DMEM medyumu
(%89 Dulbecco's Modified Eagle Medium, %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin
antibiyotik kombinasyonu) konuldu. Bu iglemden sonra omurlar median hatlarinin
tizerinden olacak sekilde esit iki parcaya ayrilmaya calisildi. Spinal kord ve
tizerindeki zar stereo mikroskop altinda 6zenle yerlestirildigi alandan dis kisma
alindi, bu sirada spinal kord ile sinir gruplarinin baglantis1 koparilmamaya 6zen
gosterildi. Her iki vertebra arasina 6zenle yerlestirilmis olan hiicre yumaklari ince
uclu pensler vasitasiyla yerlerinden alinarak igerisinde antibiyotikli medyum bulunan
steril petri kaplarina konuldu. Tiim hiicre yumaklar1 alindiktan sonra igerisinde
antibiyotikli medyum bulunan petri kutusu stereo mikroskop altina alinarak hiicre
yumaklarinin gangliyon uzantilarindan ayrildi ve bir saat siiresince inkiibatorde (37
°C ve %5 CO,) kollejenazli soliisyon (% 2,5) igerisinde bekletildi. Bir saat
sonrasinda mekanik parcalama igslemine gecildi ve sirasi ile ilk 6nce 1 ml hacimli
(farklr genisliklerdeki uglarla) pipet uclari ile daha sonra 200 ul hacimli pipet uglar
ile ve en sonunda da steril insiilin ignelerinden gecirilerek mekanik parcalanma
islemi tamamlandi. Bu islemler tamamlandiktan sonra hiicreler medyumlarindan
ayrilmak {izere santrifiij islemine tabi tutuldu ve sonrasinda Na" / HEPES tamponu
ile homojen hale getirilerek floresan boyar maddesi Fura—2-AM maddesi ilave

edilerek bir saat siiresince 37 °C de calkalamali su banyosuna konuldu.

1. Grup (Kontrol Grubu): Arka kok gangliyon hiicreleri 6nceden
hazirlanmis DMEM hiicre kiiltiirli ortaminda inkiibe edildiler ve medyuma hicbir sey

ilave edilmedi.

2. Grup (H,0; Grubu): Arka kok gangliyon hiicreleri 1 uM H,O; ile 2 saat
boyunca DMEM hiicre kiiltiirii (37 °C ve %5 CO,) ortaminda inkiibe edildiler.
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3. Grup (ADPR Grubu): Onceden hazirlanmis DMEM hiicre kiiltiirii
ortaminda inkiibe edilen arka kok gangliyon hiicreleri spektroflorometre cihazindaki
haznesine yerlestirildikten bir dakika sonra 0,8 mM ADPR ile uyarildilar (Pantaler
and Liickhoff 2009).

4. Grup (Selenyum Grubu): Onceden hazirlannms DMEM hiicre kiiltiirii
ortaminda selenyumun terapotik dozu olarak buldugumuz 200 nM ile 30 saat
boyunca inkiibe edildiler. Selenyumun hiicre disindan icerisine gegisi 24 saatten

sonra tamamlandigindan 30 saat tercih edilmistir (Whanger 2001).

5. Grup (Selenyum+H,0; Grubu): Daha 6nceden hazirlanmis DMEM hiicre
kiiltlirii ortaminda Selenyumun terapotik dozu olarak buldugumuz 200 nM ile 30 saat

boyunca inkiibe edilen hiicrelere 30 saat sonrasinda 1 uM H,O; ile 2 saat inkiibe

edildiler.

6. Grup (Selenyum+ADPR Grubu): Daha o6nceden hazirlanmis DMEM
hiicre kiiltiirii ortaminda Selenyumun terapotik dozu olarak buldugumuz 200 nM ile
30 saat boyunca inkiibe edilen hiicreler kalsiyum sinyali i¢in spektroflorometre
cihazindaki haznesine yerlestirildikten sonra 0,8 mM ADPR ile uyarildilar (Pantaler
and Liickhoff 2009).

3.2.2. Hiicre Canlihig1 (MTT Analizi)

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid] analizi
ilk olarak Mosmann tarafindan kullanima girmistir (Mosmann 1983). MTT yontemi,
hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir yontemdir. Bu yontem
saglam hiicrelerde mitokondrinin, MTT boyasinin tetrazolium halkasinm
pargalayabilmesi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim
olan siiksinat dehidrojenaz aktivitesine bagimlhidir. Tetrazolium halkasinin
parcalanmasi sonucu sari renkli MTT boyasi koyu mavi-mor ¢éziinmeyen formazan
kristallerine doniismektedir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmamaktadir (Shcharbin et al., 2010, Ying et al., 2000).
Reaksiyon iiriinii uygun karisimda ¢oziildiikten sonra spektrofotometrik yontemle

Olciiliir (Bank et al., 1991). Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin
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Olclitli olarak alinir (Abe and Matsuki 2000). Hiicre canlilig1 ve iiremesini dlgen bu
yontemin, diger sitotoksik test yontemlerine goére daha hassas ve tekrarlanabilir
olmasi, uygulamasinin kolay ve hizli olmasi, radyoaktif izotop kullanmaya gerek

olmamasi avantaj olarak kabul edilir (Hayon et al., 2003, Hatok et al., 2009).
3.2.3. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

3.2.3.1. indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-

Px) Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in (Sedlak and Lindsay 1968) bildirdikleri
yonteme gore spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH tayini igin gerekli

soliisyonlar;
1- %10 trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu

2- Tris tamponu (0,4M pH:8,9): 48,46 gram tris-hydroxymethil-
aminomethan’in son hacim bir litre olacak sekilde ¢ozdiirtiliir ve pH hidroklorik asit
(HC1) ile pH: 8,9 olacak sekilde ayarlanir.

Deneyin yapilisi: 0,1 ml hiicre homojenati 0,4 ml TCA soliisyonu ile
karistirildi. 20 saniye boyunca vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. 0,1
ml siipernatant temiz bir tiip icine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris
tamponu ve 0,1 ml DTNB (25 ml metanol igerisinde 0,099 gr ¢ozdiiriiliir) solisyonu
eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi spektrofotometrede 412 nm dalga

boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (Lawrence and Burk 1976)

tarafindan bildirilen yonteme gore spektrofotometre ile belirlendi.
Kullanilan Solusyonlar:
1- Tris (1) HCI tampon solusyonu (50 mM) pH:7,6
2- GSH soliisyonu
3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu

5- Tris (2) tampon 0,4 M pH: 8,9
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6- DTNB soliisyonu

Tablo 2. GSH-Px aktivitesinin tayin edilmesi deneyinin analiz semas1 ve

kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar Kontrol Ornek

Hiicre homojenati 0.5 ml 0.5 ml

Tris HCI tamponu eklendi. 0.3 ml 0.3 ml

CHPO ilave edildi. - 0.1 ml

GSH (her tiipe 5 sn araliklarla konuldu.) 0.1 ml 0.1 ml
Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi

TCA (her tiip i¢in 5 sn araliklarla konuldu) 1.0 ml 1.0 ml

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alind1

Uzerine Tris tampon eklendi. 2.0ml 2.0 ml

DTNB eklendi. 0.1 ml 0.1 ml

Oda 1sisinda 5 dakika beklendi. Saf suya kars1 spektrofotometrede 412 nm
dalga boyunda okundu.

3.2.4. Hiicre I¢i Ca™ Salimsinin Olgiilmesi

Hiicre i¢i Ca™ salinis miktarinim 6l¢iimii igin arka kok gangliyon hiicreleri 37
°C de 45 dakika boyunca 4uM Fura—2-AM floresan boyasi ile boyandi (Bejarano and
Terron 2007). Boyanma isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicreler manyetik
olarak karistirilan, seffaf kiivetlere hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde Na'-
HEPES [(mM cinsinden) NaCl, 140; KCl, 4,7; CaCl,, 1,2; MgCl,, 1,1; glukoz, 10 ve
HEPES, 10 (pH 7,4)] soliisyonu igerisinde floresan spektrofotometredeki (Varian
Cary Eclipse, Sydney, Avustralya) haznesine yerlestirildi. Fura-2-AM igin
eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm, emisyon dalga boyu 505 nm de floresan
151k ile uyarildi ve yaklasik yedi dakika boyunca kayit alindi. Hiicre ici serbest Ca™
iyon diizeyi degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki
uyarimlar1 ile daha onceki makalemizde (Uguz ve ark. 2009) belirtildigi sekilde
kaydedildi ve Grynkiewicz ve ark. metoduna gdre hesaplandi (Grynkiewicz et al.,

1985).
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3.2.5. Lipit Peroksidasyon Analizi

AKG hiicrelerinde lipit peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve
arkadaslarinin (Placer et al., 1966) bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit
(TBARS) reaksiyonu ile son derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV—
1800, Japonya) yapildi.

Deneyin yapilisi: Tiim AKG hiicre gruplart 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS
sollisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda
TBARS karisgtmi kullamildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince 100 °C’lik su
banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde 5 dk
santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli s1v1 otomatik pipetle hassas bir sekilde aliarak
lem 151k gegisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede kore
karst okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda hazirlanmis 1, 1, 3, 3
tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler mikromol/gram protein olarak

belirlendi. Sonuglar nanomol/ gram protein olarak verildi.
3.2.6. Hiicre Canlhihig1 (MTT) Analizi

Her bir ependorf tiipii igerisinde 10° hiicre olacak sekilde hiicreler konuldu.
Her bir ependorfa 15 mikrolitre MTT kimyasali ilave edildi. MTT kimyasali
ilavesinden sonra biitiin ependorflar 5-10 defa yavasga calkalanip, 37 °C de
calkalamali su banyosunda 90 dakika boyunca yavasca calkalamaya birakildi.
Calkalama sonrasinda biitiin ependorflar 500 g de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant atildi. Her bir ependorfa 400°er mikrolitre DMSO ilave
edildi. Pelet DMSO igerisinde resuspense edildi, sonra her bir kiivete 250 mikrolitre
bu ornekten konuldu. Spektrofotometrede 490 nm ve 650 nm dalga boylarinda
okunup bu iki dalga boyunda okunan degerler birbirinden ¢ikarildi (Abs490 nm —
Abs650 nm: x) (Uguz ve ark., 2009).

3.2.7. Protein Tayini

Calismamizda yapilan protein tayini deneyleri tiim Orneklerde Lowry ve

arkadaslarinin (Lowry et al., 1951) tanimladig1 yonteme gore yapildi.
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3.2.8. Etik Kurul izni

Calisma protokolii Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul (HADYEK) tarafindan 07.07.2009 tarihinde uygun bulunmustur
(Protokol No: 16-02).

3.2.9. istatistiksel Analiz

Biitlin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. Arka kok gangliyon hiicrelerinde calisilan bilimsel degerlerin
aritmetik ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 9.05 lisansh
paket bilgisayar programui kullanilarak istatistiksel olarak karsilagtirildi. Gruplarda
istatistiksel onem varligZt ANOVA Kruskal Wallis testi ile yapildi. Daha sonra
gruplardaki istatistiksel onemler Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tiim
istatistiki karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

1. Arka Kok gangliyon hiicrelerinde Lipit Peroksidasyonu Diizeyleri

Lipit peroksidasyon sonuglar1 Grafik 1 ve Tablo 3’de gosterilmistir. Sonuglar
incelendiginde, lipit peroksidasyon diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla, H,O,
(p<0.001) ve ADPR (p<0.05) gruplarinda onemli diizeyde yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte 200 nM selenyum inkiibasyonu lipit peroksidasyon
diizeylerini azalttigi gézlenmistir. Diger bir ifadeyle, lipit peroksidasyon diizeyleri
H,0, grubuna kiyasla selenyum ve selenyum+H,0, gruplarinda (p<0.001) 6nemli
diizeyde azaldig1 belirlenmistir. Ayrica, lipit peroksidasyon diizeyleri ADPR grubuna
kiyasla, ADPR+Se grubunda 6nemli diizeyde (p<0.001) azaldig1 gézlenmistir.

Tablo 3. AKG hiicrelerinde lipit peroksidasyon (LP), indirgenmis glutatyon
(GSH) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) diizeyleri lizerinde hidrojen peroksit
(H20,), ADP-riboz (ADPR) ve selenyum (Se) etkileri. (n=8, ortalama deger+standart

sapma).
LP GSH GSH-Px

Degerler

(uMol/gr protein) (uMol /gr protein)  (IU/gr protein)
Kontrol 791 +0.63 15.50+0.76 3.54+0.36
H,0, 11.76 + 0.54° 9.37+0.31° 1.48+0.15°
ADPR 8.33+0.17° 17.30 4 0.58*¢ 3.10+0.16*¢
Se 7.45+0.94°% 1370 £0.27%¢ 3.91+0.26
Se+ H,0, 10.09 +£0.57 >"  10.70£0.38%" 220+ 0.20f
Se+ADPR 727+0.14% 1560+ 139"  232+0.23%¢f

p<0.05 ve "p<0.001 kontrol grubuna kiyasla.
°p<0.001 H,0, grubuna kiyasla.

9p<0.05 ve °p<0.001 ADPR grubuna kiyasla.
p<0.001 Se grubuna kiyasla.
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12 - b,c,f

10 ~

c.e

(uMol/gr Protein)

Kontrol H202 ADPR Se Se+H202 Se+ADPR

p<0.05 ve °p<0.001 kontrol grubuna kiyasla.
°p<0.001 H,0, grubuna kiyasla.

9p<0.05 ve °p<0.001 ADPR grubuna kuyasla.
9<0.001 Se grubuna kiyasla.

Grafik 1. Arka kok gangliyon hiicre gruplarinda lipit peroksidasyon diizeyleri
(Ortalama+Standart sapma ve n=8).

2. Arka Kok gangliyon hiicrelerinde GSH ve GSH-Px Aktivitesi

Diizeyleri

GSH ve GSH-Px aktivitesi degerlerinin sonuglar1 Tablo 3, Grafik 2 ve 3’de
gosterilmigtir. Sonuglar incelendiginde, GSH diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla,
H,0, (p<0.001) azaldig1 ve ADPR (p<0.05) grubunda ise 6nemli diizeyde arttigi
belirlenmistir. GSH diizeylerinin H,O, grubuna kiyasla selenyum ve selenyum+
H,0, gruplarinda (p<0.001) 6nemli diizeyde arttifi belirlenmistir. Ayrica, GSH
diizeyleri ADPR (p<0.001) ve selenyum (p<0.001) gruplarina kiyasla, ADPR+Se

grubunda 6nemli diizeyde azaldig1 gozlenmistir.

GSH-Px aktivitelerinin kontrol grubuna kiyasla, H,O, (p<0.001) ve ADPR
(p<0.05) gruplarinda 6nemli diizeyde azaldig: belirlenmistir. GSH-Px aktivitelerinin
H,0O, grubuna kiyasla selenyum ve selenyum+H,0, gruplarinda (p<0.001) 6nemli
diizeyde arttig1 belirlenmistir. Ayrica, GSH-Px aktivitelerinin ADPR grubuna ve
selenyum kiyasla, ADPR+Se grubunda oOnemli diizeyde (p<0.001) azaldigi

gozlenmistir.
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Grafik 2. Arka kok gangliyon hiicre gruplarinda GSH diizeyleri
(Ortalama+Standart sapma ve n=8).

b,c,f b,c,f

Kontrol H202 ADPR Se Se+H202 Se+ADPR

p<0.05 ve * p<0.001 Kontrol grubuna kiyasla
€ p<0.001 H,O, grubuna kiyasla

4 p<0.05 ve °p<0.001 ADPR grubuna kiyasla
p<0.001 Se grubuna kiyasla

Grafik 3. Arka kok gangliyon hiicre gruplarinda GSH-Px aktivitesi diizeyleri
(Ortalama+Standart sapma ve n=8).
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4. H,0,’nin Hiicre Canhhg Uzerine Toksik Dozunun Belirlenmesi

Arka kok gangliyon hiicrelerinde H,O,’nin hiicre canlili§1 iizerine etkisi
Grafik 4’te gosterilmistir. Hiicreler artan konsantrasyonlarda (1 uM, 10 uM, 100 pM,
1 mM) H,O, ile 6 farkli zamanda (30 dakika, 1, 2, 5, 10, 24 saat) inkiibe edildi.
H,0;,’nin tolere edilebilir toksik etkisinin 1 pM dozda ve H,0, ile inkiibasyonundan
2 saat sonra basladig1 tespit edildi. H,O;’nin toksik dozu AKG hiicre Kkiiltiir
ortaminda 1 pM’da 2 saat olarak belirlendi.

1,4
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7 E k4
% % % P
> % % 7 %
o B4 A fot &
= = b [ q
7 > N\ g 2 saat
] 7 72 N 7
O g g N g B 5 saat
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@ 72 72 7N 7
3 g ] g g g ® 10 saat
= 7 72 7 7
= g E g g g B 24 saat
ot £ bt =
X Z Z 7 7
e % % Z 7
72 72 7 72
7 72 7 7
7 Z 7 Z

100uM 10 uM

Grafik 4. AKG hiicrelerinde oksidatif stresin temsilcisi hidrojen peroksitin (H,O5)
tolere edilebilir toksik dozunun ve siiresinin belirlenmesi.

5. Selenyum’un Hiicre Canhihg Uzerine Terapotik ve Toksik Dozunun

Tayin Edilmesi

Arka kok gangliyon hiicrelerinde Se’nin hiicre canlilig1 iizerine etkisi Grafik
5’te gosterilmistir. AKG hiicreleri, 5 farkli dozda (50 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM,
1 uM) selenyum ile 6 farkli zamanda (1, 5, 10, 24, 36, 48 ve 72 saat) inkiibe edilerek
selenyumun terapdtik ve toksik dozu belirlendi. Selenyumun yiiksek tedavi edici

dozunu 200 nM da 30 saat olarak belirlendi.
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Grafik 5. AKG hiicrelerinde selenyum (Se)’un hiicre canlilig1 {izerine terapotik
etkisinin belirlenmesi. (n=8, ortalama deger+standart sapma).

6. Arka Kok Gangliyon Hiicrelerinde Kalsiyum iyonu [Ca™]; Salinim

Diizeyleri

Sitozole [Ca™*]; salmiminin zaman akim grafikleri gruplara spesifik ve ayrica

tiim gruplar birlikte olarak asagida gosterildi.

Kontrol
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150 | | H20,

100 ~

[Ca**] ; nM / saniye

50 -

0 4
1 16 31 46 61 76 91 106 121 136 151 166 181 196 211 226 241 256 271 286 301

Zaman (saniye)

Grafik 6. Kontrol grubunda sitozole Ca*™ salmisinin zaman akim grafigi.
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Grafik 7. H,0, grubunda sitozole Ca*™ salimsinin zaman akim grafigi.
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Grafik 8. ADPR grubunda sitozole Ca™ salmisinin zaman akim grafigi.
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Grafik 9. Selenyum grubunda sitozole Ca™ salinisinin zaman akim grafigi.
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Grafik 10. Selenyum + H,0, grubunda sitozole Ca™ salinisinin zaman akim grafigi.
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Grafik 11. Selenyum + ADPR grubunda sitozole Ca** salimsinin zaman akim
grafigi.
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Grafik 12. Arka kok gangliyon hiicrelerinin tiim gruplarindaki sitozole Ca™

saliniginin zaman akim grafigi
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Grafik 13. Arka kok gangliyon hiicrelerinin tiim gruplarindaki sitozole Ca™
saliniginin zaman akim grafiginin altinda kalan alanlara gore degerlendirilmesi.

AKG hiicrelerinde H,O, ve ADPR’nin neden oldugu sitozole [Ca™J; salinimi
tizerindeki etkileri Grafik 13 de gosterilmistir. HO, grubunda, kontrol, ADPR,
selenyum, Se+H,0, ve Se+ADPR gruplarina gore sitozole [Ca™]; akist salinimi
belirgin diizeyde yiiksek saptandi. ADPR ile uyarilan AKG hiicrelerindeki [Ca™];
salimimi kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu ancak selenyum ile 30 saat
boyunca inkiibe edilen hiicrelerin ADPR grubuna kiyasla [Ca™]; salimminin daha
diisiik oldugu belirlendi. Selenyum ile 30 saat inkiibe edilen AKG hiicrelerinde ise

H,0, nin neden oldugu [Ca™]; saliiminin énemli diizeyde azaldig saptand.
7. Apoptotik Siirecin Degerlendirilmesi

Arka kok gangliyon hiicreleri dort farkli dozda (50nM, 100 nM, 200 nM, 500
nM) Selenyum ile 30 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra MTT
testi ile arkak kok gangliyon hiicrelerinde toksik doz olarak belirledigimiz 100 uM
H,0; ile 30 dakika maruz biraktik ve APOPercentage apoptoz kiti (Biocolor, Belfast,
UK) prosediiriine gore elde ettigimiz silipernatant1 spektrofotometre cihazinda 550
nm dalga boyunda okundu. Sonuglar gruplarin absorbans degerlerine gore grafik
olarak ifade edildi. Kitin caligma prensibini kisaca 6zetlemek gerekirse, sadece
apoptoz siirecine giden hiicreler tarafindan olusturulacak olan renk degisimi
prensibine dayanmaktadir. Apoptotik siireci baslamamis hiicrelerin hiicre zarindan

boya gecemez, apoptotik silireci baglamis, diger bir ifade ile hiicre zar1 asimetrisi
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bozulmus hiicrelerin zarindan boya rahtlikla gecebilmektedir. Boylece kit
icerisindeki boya apoptoz silireci baslatilan hiicre grubunun bireylerinin
sitoplazmalar1 igersinde birikir ve biriken bu boya yine kitin igerisinde hazir olan
boya salar madde ile inkiibasyon ortamina ge¢mesi saglandi. Hiicrelere ilk once
apoptotik ajan ilave edildi. Daha sonra kitin igerisinde bulunan 6zel boya ile
boyanirlar, yeterli inkiibasyon siirecinden sonra yine kitin igerisinde bulunan boya
salict madde ilavesinden sonra hiicreler yikandi, taze mediumlar1 ile homojenize

edildi ve siipernatant spektrofotometre cihazinda 550 nm degerinde okundu.
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0,38 - a

0,37
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Absorbans (550 nm)

0,35

0,34 -
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Kontrol 50nM 100nM 200nM 500nM

#p<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla
® p<0.001 ve 50 nM grubuna kiyasla

“p<0.001 ve 100 nM grubuna kiyasla
4 p<0.001 ve 200 nM grubuna kiyasla

Grafik 14. Arka kok gangliyon hiicrelerinin gruplara gore apoptotik diizeylerinin
degerlendirilmesi.

Apoptozis test sonuglar1 Grafik 14’de gosterilmistir. Sonuclar incelendiginde,
absorban diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla, 50 nM selenyum (p<0.001), 100 nM
selenyum (p<0.001), ve 500nM selenyum (p<0.001) gruplarinda istatistiksel olarak
onemli diizeyde yiiksek oldugu ancak 200 nM selenyum (p<0.001) grubunun ise
onemli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir. Diger bir ifadeyle, apoptozis silirecinde
absorban diizeyleri 200 nM selenyumunda diger tiim grublara kiyasla istatistiksel
olarak onemli diizeyde (p<0.001) azaldigi belirlenmistir. Bu sonuglar yaptigimiz
MTT testi sonuglart ile de uyusmakta ve selenyum icin arka kok gangliyon
hiicrelerinde apoptozise karsi koruyucu etkisinin 200 nM olarak uygulanmasi sonucu

elde edilmektedir.
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5. TARTISMA

Calismamizda, AKG hiicrelerine H,O, ve ADPR vererek olusturdugumuz
oksidatif stres modelinde, selenyumun lipit peroksidasyon, GSH, GSH-Px, sitozole
Ca™ salimmu ve hiicre canlilig: iizerine etkilerini arastirmak, alinan sonuglarla da
selenyumun AKG hiicrelerindeki etki mekanizmasinin aydinlatilarak, selenyumun
farkl1 dozlarda verilmesinin fayda veya zararlarinin arastirilmasi amaglandi.
Calismamiz, selenyumun oksidatif stres iizerindeki etkilerini AKG hiicre ortaminda
degerlendiren ilk caligmadir. Tez ¢alismamizda selenyum ve H,O, uygulamalari

hiicre canlilig1 testi olan MTT yontemi sonucunda bulunan doz ve siirelerde yapildi.

H,0,, serbest radikallerin endojen kaynagidir ve hiicresel diizeyde oksidatif
strese neden olur (Knight 2000). GSH-Px enziminin yapisina ko-faktdr olarak
selenyum girmektedir. GSH-Px enziminin sentezlenmesinde GSH substrat olarak
kullanilmaktadir (Naziroglu 2009b). Sayet serbest radikal iiretimi ile dogru orantili
GSH-Px enzim tiiketimi artarsa, GSH diizeyleri de azalmaktadir. Selenyum verilen
deney hayvanlarinda ve insanlarda GSH ve GSH-Px aktivitesi diizeylerinin arttig1
gbzlenmistir (Whanger 2001, Uguz ve ark., 2009). Bizim calismamizda, H,0,
verilen grupta; kontrol, Se ve SetH,O, gruplariyla karsilastirilldiginda, lipit
peroksidasyon {iriiniinde anlamli artma, GSH diizeyinde anlamli artis belirlendi. Yine
H,O0; ile inkiibe edilen grupta, Se ve Se+H,0, gruplariyla karsilastirildiginda, GSH-
Px aktivitesi diizeyinde anlamli artis belirlendi. Oksidatif stres sonuglari, daha 6nce
AKG hiicreleri disindaki diger hiicrelerde yapilan caligmalarla uyumlu olarak
H,0;’nin, endojen antioksidan savunma sisteminin koruma kapasitesine zarar
vererek oksidatif stresi arttirdigini (Uguz ve ark., 2009, Naziroglu 2009b) ve olusan
reaktif oksijen tiirlerinin hiicre zar1 ve lipoproteinlerindeki c¢oklu yag asitleri ile
etkilesime girip, lipit peroksidasyon siirecini baslattigini gosterdi (Seifried et al.,
2007). Olusan oksidatif strese bagl asir1 serbest radikal iiretimi basta voltaja duyarl
kalsiyum kanallar1 olmak iizere bir¢cok kanali uyararak sitozole kalsiyum akigini daha
da uyarmaktadir (Chakraborti et al., 1999). Bunun sonucunda, mitokondrinin daha
fazla depolarize olmasi sonucu serbest radikallerin iiretimi daha da artmaktadir. Bu
olay apoptozise kadar gitmektedir (Crompton 2004). Calismamizda, H,O, verilen

grupta, sitozole kalsiyum iyonu [Ca™]; salmimi kontrol, Se ve Se+H,0, gruplarmna
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gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu durum, yapilan diger ¢alismalarla uyumlu
olarak H,O,’nin apopitozis yollarin1 tetikledigini ve bu apoptotik yollarda
selenyumun antioksidan roliiyle koruyucu rol oynadigini diisiindiirdii (Koistinaho et
al., 1990, Yuan et al., 2005, Yuan et al., 2006). Benzer sckilde, Koistinaho ve ark.
(1990) AKG hiicrelerinin selenyum ile inkiibe edilmesiyle lipit peroksidasyon

azaltilmasi ile yaslanmay1 durdurmada katkisinin olabilecegini rapor etmislerdir.

Hiicrede oksidatif stresin neden oldugu DNA hasar1 sonucu 3 degisik yolla
ADPR sentezlendigi bilinmektedir (Naziroglu, 2007b). ADPR, TRPM2 kanallarini
acarak sitozole Ca™> akisimi artirmakta ve mitokondrinin depolarizasyon artisi ve
mitokondrial porlarin agilmasi ile serbest radikaller daha ¢ok iiretilmekte (Perraud et
al., 2001), ADPR sentezi artmakta, TRPM2 katyon kanallar1 daha da acgilmaktadir
(Naziroglu, 2010). Bu olaylar hiicreleri apoptozise kadar gotiirmektedir. Bu tez
calismasinda ADPR ve TRPM2 kanal aktivasyonu mekanizmalarina katkida
bulunmak amaci ile AKG noéronal hiicreleri ADPR ile uyarildilar. Kontrol grubuna
kiyasla ADPR grubunda lipit peroksidasyon diizeylerinin arttigi, GSH-Px aktivitesi
diizeylerinin azaldig1 gézlemlendi. Bu sonuglarimiz ADPR ile aktive edilen TRPM2
kanallarimi ve oksidatif stres artis1 sonuglarin1 desteklemektedir (Hara et al., 2002a,
Hara et al., 2002b, Wehage et al., 2002). ADPR grubuna kiyasla Se+ADPR grubunda
lipit peroksidasyon diizeyleri 6nemli diizeyde azaldig1 gozlenirken, GSH ve GSH-Px
aktivitesi dilizeyleri daha da azalmistir. Bu sonuglarimiz AKG hiicrelerinde
selenyumun antioksidan 6zelligi ile serbest radikallerinin iiretimini azalttig1 fakat
TRPM2 kanal inhibisyonlar1 iizerinde etkisi olmadigi sonucunu dogurmustur. Bu
sonucumuz grubumuzun yakin zamanda yaptig1 ¢alisma (Naziroglu ve ark., 2010a)

patch-clamp sonuglari ile uyumluluk gostermektedir.

Duyusal noronlarin  bozukluklarina bagli hastaliklarda altta yatan
patofizyolojik mekanizmalar halen tam olarak bilinmemektedir (Vincent et al.,
2010). Asirt serbest radikal iiretimi ve oksidatif stresin duyusal ndronlardan AKG
ndronal hiicre patofizyolojisinde rol oynayabilecegini gosteren artan sayida kanit
vardir (Fischer and Glass 2010, Vincent et al., 2010). Yapilan in vivo ¢aligmalarla
serbest radikallerin eksitotoksisite olusumuna direkt olarak katildigi gosterilmis ve
serbest radikallerin eksitotoksik mekanizmalarina katildig1 norolojik hastaliklarda

antioksidanlarin faydali olabilecegi belirtilmistir (Naziroglu 2010).
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Mitokondrial disfonksiyon ve oksidatif stres AKG deki noropatinin hem
nedeni hem de sonucudur (Vincent et al., 2009). Selenyum ise disfonksiyonlarin
diizeltilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Vincent ve arkadaslar1 (2010), oksidatif
stresin diyabetik AKG noron ve aksonlarinda mitokondriyal anormallikler ve
mitokondriyal yayilmalarda 6nemli roliiniin oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir
calismada PCI12 noronal hiicrelerinde degisik selenyum bilesiklerinin apoptotik
yollar1 baskiladig: bildirilmistir. AKG hiicreleri ve oksidatif stres iizerine yapilan
calismalarda tutarsizliklar mevcuttur. Bu tutarsizligin nedeni kullanilan metotlarin
farklilig1 ve beyin dokusunda antioksidan enzim aktivitelerinin diger organlara gore
diisiik olmasi nedeniyle oksidatif strese olan yanitin net olarak gosterilememesi

olabilir.

Bilindigi gibi ndron hiicrelerinin [6rnegin primer duyu ndronlar1 ve arka kok
gangliyon (AKG) hiicreleri] patofizyolojileri, basta agr1 olusumu mekanizmalari
olmak tizere bir¢cok patofizyolojik konuda biiyiik 6neme sahiptir. Hiicre igerisinde
Ca™ iyonunun agir1 artis1 hiicreleri ya ¢alisamaz hale getirmekte veya 6liime kadar
gétiirmektedir. Bu yollardaki meydana gelen patofizyolojik olaylarda Ca* sinyali ve
oksidatif stresin dneminin iyi bilinmesine ragmen AKG hiicrelerinde selenyumun

koruyucu rolii ve patofizyolojik mekanizmalar1 halen bilinmemektedir.

Selenyum, insan organizmasinda bir dizi biyolojik fonksiyonda rol oynayan
bir eser elementtir. Onemli fonksiyonlarindan biri antioksidan &zelligidir. Sinir
sistemi  fonksiyonlarmin devaminda selenyumun Onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Selenyum, hiicre i¢i sinyal mekanizmasinda da 6nemli rol almaktadir
(McKenzie et al., 2002). Ornegin GSH-Px enziminin yapisinda ko-faktdr olarak
gorev alir. Selenyumun antioksidan 6zelligi, kullanilan hiicre ve bu hiicre tipine has
tayin edilmis doz miktar ile belirlenbilir. Doz agimi durumlarinda selenyum ciddi bir
toksik ajandir (Ganther 1999). Selenyum ve bilesikleri genel olarak diisiik dozlarda
antioksidan ozelligini gostermektedir (McKenzie et al., 2002, Uguz ve ark., 2009).
Yapilan bir caligmada PC12 noronal hiicrelerde degisik selenyum bilesiklerinin
apoptotik yollar1 baskiladigr bildirilmistir. Naziroglu ve arkadaslar1 (2009a)
yaptiklar1 ¢alismada pentilentetrazol ile olusturulan epileptik ratlarda beyin
mikrozomal GSH-Px ve plazma zar Ca™-ATPaz (PMCA) aktivitelerini kontrol

grubuna gore anlamli olarak diisilk bulmuslar ve selenyum verilmesi ile bu enzim
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diizeylerinin arttiginm1 gozlemlemislerdir. Fizyolojik seviyelerde sodyum selenitin
noronal hiicre kiiltiiriinde eksitotoksik hiicre hasarina kars1 koruyucu oldugu ve hatta

primer hasar1 azalttig1 gosterilmistir (Savaskan ve ark., 2002).

Noropatik agr1 ve diyabetik polindropati olarak adlandirilan ve periferal sinir
sistemindeki en yaygin bozukluk olarak bilinen bu rahatsizliklar, artmis bir sekilde
bulunan hiicre zart Ca™ kanal anormallikleri ve fonksiyonlarn ile
iligskilendirilmislerdir (Fernyhough and Calcutt 2010). Hiicre zarinda bulunan
kanallardaki fonksiyon bozukluklarida hiicre igerisindeki Ca'* seviyelerinin hizli
degisimi ve sonucunda da hiicrenin uyarilabilme sikliginin degisimini dogurmaktadir
(Gover et al., 2009). Primer eferent ndronlarin uglarinda ve sinir hiicrelerinin
gévdelerinde bulunan T tipi Ca™ kanallarmim aktivitelerinin farkli kimyasal ajanlarla
azaltilmasinin bir¢ok sinir hiicresi hasarinda olusan ndropatik agrinin azaltilmasinda
etkin oldugu bildirilmistir (Flatters and Bennett 2004). Hiicre icerisine giren Ca™,
igerisinde glutamat gibi norotransmiter maddeler bulunan depolarin igerisindeki bu
molekiilerin sinapslara bosaltilmasina neden olur. Agrinin siddetinin azaltilmasinda
Ca™ ‘un hiicre igerisine giris yollarii1 bloke etmekte giiniimiizde ciddi olarak
hedeflenen bir yaklasim olmustur (Schroeder et al., 1991). Schroeder ve arkadaslari
opiatlarin presinaptik uclardaki Ca™un hiicre igerisine girisini G proteini aracilig
bloke ederek agri algisimn azaldigim bildirmiglerdir. Ca™ homeostazisinde
anormallikler hiicre icerisindeki Ca™ miktarmin artmasina neden olmakta ve bu
anormal artis da uyarilabilir hiicrelerde anormal agrinin hissedilmesine neden
olmaktadir (Fernyhough and Calcutt 2010). HIV’ de olusan noéropatik agrinin
tedavisinde kullanilan antiroretviral ajanlar periferal veya merkezi sinir u¢larma bu
ajanlarm ulastirilabilmesi ile artmus [Ca™]; seviyesini azaltmada kullamlmasi
hedeflenmektedir (Joseph et al., 2004) . Tezimin hedeflerinden bir tanesi de [Ca™];
seviyeleri ile oksidatif stres deneyleri sonucu elde edilen bulgulari harmanlamak ve
agrimin olusum mekanizmasinda temel rol alan AKG hiicrelerinde bu verileri
apoptotik deneylerle kontrol etmekti. Oksidatif stresle inkiibe edilen ve daha
sonrasinda tekrar oksidatif stres ile uyarilan AKG hiicrelerinde hiicre i¢i depolardan
sitozole salinan Ca'™ miktar1 ve bunun sonucunda oksidatif stres gdstergesi olan lipit
peroksidasyonu diizeyleri artmistir. Fakat antioksidan bir element olan selenyumun

ilavesi hem oksidatif stres ve hem de bunun sonucunda olusabilecek apoptotik
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yolagin tetiklenmesi siirecini azaltmistir. Elde ettigimiz verileri destekleyen bir bagka
arastirmada da selenoprotein N (SelN)’nin iskelet kasi hiicrelerinde oksidatif stresi
ve Ca™ homeostazisini diizenlenmesinde 6nemli rol aldigim gdzlemlemislerdir
(Arbogast et al., 2009). Baska bir ¢alismada, SeIN maddesinden yoksun insan iskelet
istirahat halindeki kas hiicrelerinde artmis seviyede [Ca™]; konsantrasyonu
belirlenmistir (Moghadaszadeh et al., 2007). Selenyum bilesigi olan SelN miktar1
acisindan yetersiz kalan hiicrelerin H,O, ile tetiklenmis oksidatif stres modellerinde,
bariz bir sekilde apoptoza siirikklendigi baska bir calismada belirlenmistir (Arbogast
et al, 2009). Bu calismalarda selenyum ve bilesiklerinin [Ca™]; diizeylerinin
diizenlenmesindeki O6nemini ve bulgularimizi desteklemektedir (Arbogast et al.,
2009). Bu bulgulara ilaveten RyRs reseptoriiniin nitrozilasyonunun kisitlanmas ile
de SeIN elementinin sarkoplazmik retikulumdan sitozole fazla miktarda Ca™
salmimmin dnlenecegi bildirilmistir. SeIN’nin eksikliginde Ca™ sizintisinin arttig1 ve

bunun da oksidatif stresi arttig1 belirlenmistir (Klee and Means 2002).

Calismamizin sonucunda; Se+H,0, verilen grupta, H,O, verilen gruba gore
lipit peroksidasyon diizeyi anlamli diizeyde diisik, GSH ve GSH-Px aktivitesi
diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulundu. Yine Se+H,0, grubunda H,O, grubuna
gore, sitozole [Ca™]; salinimi belirgin diizeyde diisiik bulundu. Calismamiza gore
selenyumun sitozole [Ca™]; salimumimi azaltici etkisi, apoptozise karsi koruyucu
etkisinin oldugunu destekleyebilir. Bu bulgulara gore selenyumun; AKG hiicrelerine
bagli noronal hastaliklarin patofizyolojisinde suglanan serbest radikal artisini ve Ca™
artisin1 diizenleyerek tedavide faydali olabilir. Noronal hiicrelerde, oksidatif stresin
indiikledigi molekiiler yolakta selenyumun rolii Sekil 2’de gosterilmistir (Naziroglu

2009a).

Saglikli hiicreler daimi olarak diisiik diizeylerde ROT {iretmekte ve bu iiriinler
bircok farkli sistem ile tamponlanmaktadir. ROT ile tamponlama sistemi arsindaki
dengenin bozulmasi genetik hasar, yaslanma, birgok ¢esit hastalik ve hiicre
Olimiiniin ~ kaynaklarindan  birisi  olarak  bilinen oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir (Arbogast and Ferreiro 2010). Oksidatif stres ve ROT {iretiminin
artis1 birgok ndronal hastaligin etiyolojisinde rol oynamaktadir (Halliwell 2006). Bu
hastaliklar arasinda sok, serobrovaskiiler bozukluklar, Alzheimer ve Parkinson

hastaliklar1 sayilabilir. Selenyumun ROT’un neden oldugu hiicre i¢i tahribati
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onlemede Onemli rolii var oldugu gibi hiicre biiylimesi, yasami, sitotoksitenin
Onlenilmesi, genetik faktorlerin ve enzimlerin diizenlenmesi yolaklarinda da 6nemli
rollere sahiptir (Lee et al., 1998). Thioredoksin reduktaz ve thioredoksin birlikte bir
redoks sistemi olustururlar ve gen transkripsiyon faktdrlerinin diizenlenmesi, DNA
sentezi i¢in gerekli olan deksoriboniikleotidlerin sentezlenmesinin ayarlanmasinda
onemli rollere sahiptirler. Selenyum mitokondride protein thiol gruplarinda
degisikliklere neden olarak sitokrom C serbestlenmesini ve bunun sonucunda da
mitokondriyal zar potansiyelinin kaybolmasina neden olarak serbest radikal tiretimini
baskilarlar. Bu konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada PC12 noronal hiicrelerde degisik
selenyum bilesiklerinin apoptotik yollar1 baskiladigi bildirilmistir. (Nishina ve et al.,
2008). Diger bir ¢alismada (Yeo and Kang 2007) traumatik beyin zedelenmesinde
selenyumun apoptotik yollar1 bloke ederek fayda sagladigi bildirilmistir. Yeo et al.
(2007) yaptiklar1 bir calismada spinal kord zedelenmesinde selenyumun koruyucu
rolliniin apoptotik yollar1 Onleyerek gergeklestirdigini rapor etmislerdir. Bu tez
calismasinda oksidatif stresin neden oldugu apoptozisi 6nlemede ve hiicre canliligini
devam ettirmede 30’ar saat ve 50, 100, 200 ve 500 nM selenyumun koruyucu etkileri
arastirildi. Apoptotik hiicre o6liimii ve hiicre canliligi test sonuglarinda 200 nM
selenyumun 50, 100 ve 500 nM selenyum inkubasyonlarina onemli diizeyde
koruyucu etkisinin oldugu gozlemlendi. Bizim bilgilerimize gore, AKG hiicrelerinde
selenyum inkiibasyonu ile apoptotik diizeyinin arastirildigi calisma heniiz mevcut
degildir. Bu sonucumuz, diger noronal hiicrelerde selenyumun koruyucu réliiniin
arastirildigl ¢alisma sonuglarinca da dogrulandi (Yeo and Kang, 2007, Jee et al.,
2008). AKG hiicrelerinin maruz kaldig1 ve hiicre canlilig testi ile buldugumuz 1 uM
H,O, dozunun da diger makaleler ile Ortiistiigli ve 1 pM dozun toksik etki
olusturdugu bilgisi desteklenmektedir.

Sonug olarak, AKG hiicrelerine H,O, vererek olusturdugumuz oksidatif stres
modelinde, selenyumun oksidatif stresten koruyucu etkilerinin oldugu, hiicre
apoptozisini baskiladig1, sitozolde Ca™ salmigmi diizenledigi bulundu. Ayrica,
ADPR’nin neden oldugu oksidatif stres ve hiicre i¢i Ca™ serbestlenisi bozukluklarini
da selenyumun diizelttigi gozlemlendi. Calismamiz, selenyumun ndroprotektif
etkisini desteklemektedir. Antioksidan olan selenyumun AKG noéronal hiicrelerine

bagli hastaliklarin tedavisinde faydali olabilecegi gozlemlenmistir. Agrinin
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molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamistir.
Temelinde oksidatif stres, hiperglisemi ve genetik nedenlerden kaynaklanan ve yeteri
kadar desteklenemeyen norotrofik faktorler yer almaktadir (Fernyhough et al., 1999).
Bu etkinligin duyusal ndron bozukluguna bagli agr1 ve ndronal hastaliklarin

tedavisinde insanlarda yapilacak ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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OZET

Oksidatif Stresle Uyarilan Dorsal Kok Gangliyon Hiicrelerinde Kalsiyum
Sinyali ve Apoptotik Hiicre Oliimii Uzerinde Selenyumun Etkisinin
Arastirilmasi

AKG noronlar1 néropatik agr1 ve diyabetik polindropati olarak adlandirilan ve
periferal sinir sistemindeki en yaygin bozukluklarda énemli role sahiptir. Ca** hiicre
i¢i ikincil haberci sisteminin onemli bir parcasi olup fizyolojik bir¢cok fonksiyonun
yerine getirilmesinde onemli bir rol iistlenmektedir. [Ca™®]; miktarindaki artis,
apoptozis ve serbest radikal diizeylerini de artirmaktadir. Fakat bu konu AKG
hiicrelerinde yeterince bilinmemektedir.

Bu ¢alismanin amaci, selenyumun AKG hiicrelerinde, lipid peroksidasyonu,
GSH, GSH-Px aktivitesi, sitozolik Ca"* salmimu, hiicre canlilig1 ve apoptozis iizerine
etkilerini incelemektir.

AKG hiicreleri kontrol, H;O,, ADPR, Se,Se+H;0,, Set+ADPR olmak iizere
altt gruba ayrildi. H,O, toksik ve selenyumun terapotik dozlarinin ve bu dozlarin
stireleri hiicre canliligin1 degerlendirmede kullanilan MTT analizine gore belirlendi.
Hiicreler 1 uM H,0, ile 2 saat ve 200 nM selenyum ile 30 saat inkiibe edildi.
Ardindan hiicreler [Ca™]; salmimmimn degerlendirilmesi icin spektroflorometre
cithazina gotiiriildiiklerinde (gruplarma gore) 100 uM H,O, veya 0.8 mM ADPR ile
uyarildilar.

Lipid peroksidasyon diizeyi; kontrol, Se, Se+ADPR, Se+H,0,, gruplarinda
H,0, grubuna gore anlaml olarak diisiik saptandi (p<0,001). GSH-Px aktivitesi; Se
ve Se+ADPR gruplarinda H,O, grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptandi
(p<0,01). GSH seviyesi; kontrol, Se, ADPR, Se+H,0,, Se+ADPR gruplarinda H,0O,
grubuna gore anlamh olarak yiiksek saptandi (p<0,05). Sitozolik Ca™ salinimi, H,O,
grubunda kontrol, Se, Se+H,0,, Se+ADPR gruplarina gore anlamli olarak yiiksek
saptandi  (p<0,001). Sitozolik Ca™ salimmi, Se+H,0, grubunda kontrol, Se ve
Se+ADPR gruplarina gére anlamli olarak ytiksek saptandi (p<0,05).

Sonug olarak, bu calisma 200 nM selenyumun AKG hiicrelerinde oksidatif
stres, [Ca™]; salmimi ve apoptozis tzerine koruyucu ekileri oldugunu
gostermektedir.

Anahtar sézciikler: [Ca™]; salimimi, selenyum, oksidatif stres, arka kok gangliyon
hiicreleri
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ABSTRACT

Investigation of Effects of Selenium on Ca’®* Signaling and Apoptotic Cell Death
in Oxidative Stress-Induced Dorsal Root Ganglion Neurons

DRG sensory neurons have a key role in peripheral nerve diseases such as
neuropathic pain and diabetic neuropathy. Ca®" is well known for its role as crucial
second messenger in modulating many cellular physiological functions, Ca*
overload is detrimental to cellular function and may present as an important cause of
cellular ROS generation and apoptosis. But this topic has not been well known in
DRG sensory neurons.

The unbalanced cellular mechanism between ROS production and antioxidant
system is called as oxidative stress. The aim of this study is to investigate the effects
of selenium on lipid peroxidation, GSH, GSH-Px activity, cytosolic Ca** release, cell
viability and apoptosis in DRG neurons.

DRG cells were divided into six groups namely control, H,O,, ADPR, Se,
Se+H,0,, Se+ADPR. The doses and times of H,O,, selenium were determined by
MTT assay which is used to evaluate cell viability. Cells were incubated with 1 uM
H,0, for 2 hours and 200 nM Se for 30 hours. Then, cells were stimulated with 100
uM H,0, or 0.8 mM ADPR (depending on their groups) for evaulating the [Ca®;
release.

Lipid peroxidation levels were significantly lower in the control, Se, ADPR,
Se+H,0,, Se+ADPR groups than in the H,O, group (p<0,001). GSH-Px activities
were significantly higher in the Se and ADPR groups than in the H>O, group
(p<0,01). GSH levels were significantly higher in the control, Se, ADPR, Se+H,0,,
Se+ADPR groups than in the H,O, group (p<0,05). Cytosolic Ca’" release was
significantly higher in the H,O, group than in the control, Se, ADPR, Se+H,0,,
Se+ADPR groups (p<0,001). Cytosolic Ca®" release was significantly lower in the
Se+H,0; group than in the H,O, (p<0,05).

In conclusion, the present study demonstrates that 200 nM selenium induced
protective effects on oxidative stress, [Ca*']; release and apoptosis in DRG cells.

+ . . . .
Keywords: [Ca”]; release, selenium, oxidative stress, dorsal root ganglion neurons
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