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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SELENYUM NANOPARTIKULLERININ ALZHEIMER HASTALIGI
OLUSTURULAN SINiR HUCRELERINDE OKSIDATIF STRES VE
APOPTOZIS UZERINE ETKILERI

Ramazan CINAR

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mustafa NAZIROGLU

Hiicresel oksidatif stres diizeyinin normal smirlarin iizerine ¢ikmasit Alzheimer
hastalig1 (AlzH) nin ve amiloid beta (AB) senil plaklarin olusmasinda 6nemli bir role
sahiptir. Gelisen teknolojiyle beraber nanomateryal kullanim1i da giderek
yayginlagsmaktadir. Norodejeneratif hastaliklardan AlzH yaklasik %80’lik bir oranla
en sik rastlanan demans tipi olarak bilinmektedir. AlzH tedavisinde simdiye kadar
klasik tibbi yaklagimlar benimsensede hastaligin tedavisinde fazla etkin olamadiklari
bilinmektedir. AlzH goriilen hastalarin kan ve sa¢ 6rneklerinde glutatyon peroksidaz
ve selenyum (Se) yetersizliginin olduguna dair bildirimler mevcuttur.

Se igeren nanopartikiillerin (SeNP), deneysel AlzH olusturulan modellerde
mitokondriyal oksidatif stres ve apoptozis diizeyleri iizerine heniiz bir bildirim
mevcut degildir. Bu nedenle bu ¢alismada; DBTRG hiicrelerinde in vitro AlzH
modelinin tedavisinde Se ve SeNP’nin apoptozis diizeyleri, hiicre canliligi, kaspaz 3
ve 9 enzim aktiviteleri, mitokondriyal zar depolarizasyon ve hiicre igi serbest oksijen
radikalleri (SOR) iiretimi seviyelerine etkileri arastirildi. Hiicreler; kontrol, Se (200
nM), AB (20 [OM), SeNP (50 nM), Ap + Se ve AP + SeNP olmak iizere alt1 gruba
ayrildi. Tim hiicreler 24 saat boyunca rutin hiicre kiltiirii ortaminda birakildilar.
Inkiibasyonu tamamlanan gruplara yukarida anilan analizler yapildiktan sonra gerekli
istatistik degerlendirmeleri tamamlanda.

Kontrol grubuna kiyasla, AP grubunda SOR dretimi, mitokondriyal zar
depolarizasyonu, apoptozis diizeyleri ile kaspaz 3 ve 9 aktivite diizeylerinin anlaml
bir gsekilde arttigr gozlendi. Se, SeNP, AB + Se ve AP + SeNP gruplarinda, bu
diizeylerde anlaml1 azalma gozlenirken, hiicre canliligi degerinin AB grubuna kiyasla
onemli Ol¢iide arttigi gbzlemlendi. Sonug olarak; AlzH modeli olusturulmus DBTRG
hiicrelerinde mitokondriyal oksidatif stres ve apoptozis diizeyleri iizerinde Se ve
SeNP’nin olumlu etkileriyle diizenlendigi go6zlemlendi. Bu degerler {izerinde
SeNP’ye kiyasla, Se’nin etkisi daha 6nemli seviyede oldugu gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Apoptozis, DBTRG hiicreleri, Hiicresel
oksidatif stres, Selenyum ve Selenyum Nanopartikiilleri,

2017, 56 sayfa



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

EFFECTS OF SELENIUM NANOPARTICLES ON OXIDATIVE STRESS
AND APOPTOSIS IN CELL CULTURE OF ALZHEIMER'’S DISEASE
MODEL

Ramazan CINAR

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biomedical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa NAZIROGLU

Alzheimer’s disease (AlzH) is one of the neurodegenerative diseases, is known to the
most common dementia type with a high rate of 80%. Although it is not an effective
option for the treatment until now, the conventional methods are used to treatment of
AlzH. Exceeding the normal limits of intracellular oxidative stress (SOR) levels has
a trigger role of AlzH incidence and amyloid beta (AP) senyl plaque formation. The
usage of nanomaterials with developing technology is becoming very common. In
the present reports in the literature, the low level of selenium (Se) and glutathione
peroxidase enzyme are observed in blood and hair of patientst with AlzH.

There is no report on the effects of Se containing nanoparticles (SeNP) on apoptosis
and SOR levels in the literature. Hence in this study, we investigated effects of
selenium (200 nM and 24 h) SeNP (50 nM and 24 h) on apoptosis, cell viability,
caspase 3 and 9 activity values, mitochondrial membrane depolarization and
intracellular SOR production levels in in vitro AlzH model of DBTRG neuronal
cells. The cells were divided into six groups as follows; control, Ap, Se, SeNP, Ap
+Se and AP+SeNP. After all incubations (24 hours), the cells were experimented
with aforementioned analyzes and statistical evaluations were completed.

The SOR, mitochondrial membrane depolarization, apoptosis, caspase 3 and 9 values
were lower in the AP group compared to control group, although cell viability level
was higher in the group than in control. However, the values were decreased in Se,
SeNP, AP +Se and AB+SeNP groups by the Se and SeNP treatments, although cell
viability level in the group was increased by the treatments.

In conclusion, treatment by Se and SeNP may help the cells keeping their survival
though inhibition of AP-induced mitochondrial oxidative stress and apoptosis. It
seems that protective effects of Se treatment on the values were more significant as
compared to SeNP treatment. This is the first in vitro study and report that proves the
amendatory effects of Se and SeNP treatments on cell viability parameters which
impaired by oxidative stress in DBTRG cells as an AlzH model.

Keywords: Alzheimer’s disease, Apoptosis, Cellular oxidative stress, DBTRG cells,
Selenium and selenium nanoparticles
2017, 56 pages
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1. GIRIS

Diinyada insanlarin ortalama yasam siireleri modern tibbin gelismesi ile dogru
orantili olarak artmaktadir (Zarkovic vd., 2016). Ancak bazi hastaliklarin tibbin
gelismesine ragmen halen tam olarak olusum mekanizmalar1 aydinlatilamamis ve bu
mekanizmalar1 dnleyecek kalict bir tedavi bulunamamistir. Bu hastaliklardan biri de
AlzH’dir. Genellikle 65 yas ve istii yaslarda AlzH goriilmektedir. Bu hastalik,
demans (unutkanlik) olarak da karsimiza ¢ikmaktadir. Tiirkiye Alzheimer Derneginin
2015 verilerine gore iilkemizde 400.000’in lizerinde Alzheimer hastas1 bulunurken
bu say1 diinya geneline bakildiginda ise 46,8 milyon civarinda oldugu saptanmustir.

(Turkiye Alzheimer Dernegi 2015; Hao ve Friedman, 2016).

Hastaligin olusumunda hiicre i¢i SOR, amiloid B1-42 ve Tau protein seviyeleri
onemli yer tutmaktadir ve bu yapilar hiicre igeresinde metabolik olaylar sirasinda
meydana gelmektedir. Hiicre i¢i metabolitlere drnek olarak SOR; siiperoksit (O2 *),
hidroksil («OH) ve tekli oksijen (*O2) verilebilir. Bu radikaller enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlarca kontrol altinda tutulmaktadir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon (GSH), C ve E vitaminleri yer almaktadir.
Enzimatik antioksidanlar arasinda katalaz (KAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) yer almaktadir. Enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar sinir hiicrelerinde ve beyinde yeterince bulunmazlarsa, SOR tiirlerinin
sinir hiicreleri ve beyindeki en nemli hedefleri olan lipitler, proteinler ve niikleik
asitler 6nemli dlgiide zarar gormektedir. Viicuttaki oksijenin %30’u beyin tarafindan
tilketilmektedir. Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) bakimindan zengin olan beyin
ve sinir hiicrelerinin ayni zamanda antioksidan savunma sistemi bakimindan fakir
olmas1 nedeniyle SOR tiirleri bu dokularda oksidatif hasar meydana getirmektedir.
(Halliwell, 2006; Hao ve Friedman, 2016).

Temel bir element olan Se birgok fizyolojik olayda onemli rol oynamaktadir. Se
antioksidan olarak gorev alarak hiicreleri oksidatif strese karsit korumaktadir (Kahya
vd., 2017). Enzimatik antioksidanlar arasinda GPx 6nemli bir yer tutmaktadir. Oy »
radikali SOD tarafindan, hidrojen peroksit’e (H202) doniistiiriilir. H2O2, KAT ve
GPx enzimleri ile suya kadar par¢alanmaktadir. GPx enziminin yapisina Se elementi
girmektedir. Se eksikliginde viicut savunmasi zayiflamakta ve AlzH’yi de igerisine

alan norolojik hastaliklar artis gostermektedir (Pillai vd., 2014). Se asir1 miktarda



uygulandigr durumlarda ise hiicreyi apoptozise siiriiklemektedir (Uguz vd., 2009).
GPx’in Se bagimli ve Se bagimsiz olmak tizere, farkli substratlar kullanan iki tipi
mevcuttur. Se bagimsiz formu organik H2O2 molekiillerini kullanip, yiiksek bir
aktivite gosterir. Se bagimli olan formu ise sitoplazmada bulunur ve antioksidan
kapasitesi daha giicliidiir (Schweizer vd., 2004). Se, GSH ve lipoik asit gibi
antioksidan redoks siteminde de 6nemli rolii vardir (Ajith ve Padmajanair, 2015). Se

ile ilgili buraya kadar anlatilan 6zellikler uzun yillardan beri iyi bilinmektedir.

Elementce zenginlestirilmis nanopartikiiller 1-200 nm boyutta 6zel fizikokimyasal
karakteristiklere sahip pargaciklardir (Song vd., 2016). Nanopartikiillerin AlzH ve
diger demans tipleri gibi norolojik hastaliklardaki roliine odaklanan g¢aligmalarin
sayist giin gectikge artmaktadir. Deney hayvanlarindan inhalasyon yoluyla trake ve
akcigerlere, enjeksiyon yolukla damarlar ve periton igine enjekte, agiz yoluyla da
(gavaj) sindirim sistemine nanopartikiiller verilebilmektedir (Parveen vd., 2015;
Shinohara vd., 2015; Zhang vd., 2010; Ciobica vd., 2012). Titanyum dioksit (TiO>),
silika dioksit (SiO2), giimiis (Ag) ve ginko oksit (ZnO) gibi nanopartikiiller sindirim
yolundan emilerek, ciltten veya inhalasyonla viicuda alinir ve alinan element ile
zenginlestirilmis nanopartikiillerin oksidatif toksik etkilerine karsi en hassas organ
beyin olmasina ragmen emilen bu nanopartikiiller farkli organlarda depolanir (Feng
vd,. 2015). Yukarida bahsedildigi gibi, ndronlar yiiksek oranda oksijen tiiketimi,
yiksek miktarda PUFA varligt ve enzimatik antioksidan aktivitesinin diisiik
seviyeleri nedenleriyle oksidatif hasara karsi ozellikle hassastir (Halliwell, 2006;
2009). Se, siilfiire benzer 6zellikleri ile bir eser elementtir. Se’nin ¢esitli allotroplari
(kirmizi, siyah ve gri) sicaklik degisikliklerine bagl olarak doniisiim yaparlar. Se’nin
yiiksek dozlar1 kanser hiicrelerinin gogalmasini artirir ve nérotoksik etkilere sahipken
diisiik ve orta dozlar1 kanser hiicre cogalmasini azaltir ve AlzH’n1 da iceren norolojik
hastaliklar {izerinde tedavi edici etkilere sahiptir (Halliwell, 2006; 2009). Se’nin
antioksidan ve antienflamatuvar etkileri in vitro c¢alismalarda hiicre hatlar
kullanarak, in vivo hayvan modellerinde ispatlanmistir (Nogueira ve Rocha, 2011).
Buna ek olarak uygulanan Se bilesiklerin tipi ve Se’nin toksik etkisi arasinda
dogrudan iliskide mevcuttur (Weekley ve Harris, 2013). Buna ragmen, Se’nin
Ozelliklerinin ve SeNP’in noronal hastaliklarimin tedavisinde kullanima iligkin
mevcut calismalarda zitliklar bulunmaktadir. Elde edilen sonuglardaki zitliklar

deneylerdeki farkli konsantrasyonlar ve in vitro ¢alismalarindaki farkli hiicre hatlar



kullanilmasindan kaynaklandigi disiiniilebilir. Oksidatif stres, c¢ogu norolojik
hastaliklarin etiyopatogenezinde ¢oklu faktorlerle iliskilendirilebilir. Yukarida
bahsedilenlerden &tiirli norodejenaratif hastaliklar1 tedavide dogal antioksidan
bilesenlerle gesitli tedavi yaklasimlar1 gelistirilmistir (Naziroglu, 2011; 2015). Ancak
yine de dogal antioksidanlarin basarilari az oldugu bilinmektedir. Bu nedenle,
norolojik hastaliklarin tespit ve tedavisinde ilerleme kaydedebilmek igin yeni tedavi
edici nanopartikiillerin kesfedilmesi 6nem kazanmaktadir. Eldeki mevcut verilere
gore; hafiza kaybi yasayan hastalarla yapilan ¢alismalarda, AlzH ile serum ve sag
numunelerindeki Se konsatrasyonun azalmasi arasinda dogrudan iliski oldugu
bildirilmisgtir (Ceballos-Picot vd., 1996; Kog¢ vd,. 2015). AlzH ve hayvan
modellerinde uygulanan Se’nin hafiza kaybi riskini azalttigi gézlemlenmistir (Kosik,
1992; Balaban vd,. 2016). Giiniimiizde Se ve Se proteinlerin AlzH dahil
norodejeneratif hastaliklarda roliiniin  arastirildigt  c¢alismalarin = sayis1  hizla
cogalmaktadir. Seleno proteinler; aminoasit formunda olup, selenosistein yani Se
iceren proteinlerdir. Seleno proteinler, cogunlukla insan beyninde olmak iizere bircok
dokuda eksprese edilir ve Alzheimer’in ilerlemesinin onlenmesinde anahtar faktorler
olan antioksidanlarla iliskilendirilir (Schweizer vd., 2004). Ek olarak yeni
sentezlenen seleno proteinleri ile SeNP’nin 6nemli biyolojik etkileri bulunmaktadir
(Fernandes ve Gandin, 2015; Kahya vd., 2014). Bu partikiillerin yiiksek potansiyeli
ve disiik sistematik toksisitesi nedeniyle Alzheimer’i da igeren ndrolojik
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan geleneksel tibbi tedavilere alternatif olabilecegi

diistiniilmektedir.

Yukarida bahsedildigi gibi, AlzH benzeri hastaliklarda apoptozis olusmunda
oksidatif stresin Onemli bir rolii vardir. Yaptigimiz literatiir taramalarina gore,
giinimiize kadar SeNP’nin deneysel hiicre kiiltiriinde Alzheimer modelinde
faydasin1 belirlemek igin yapilmis herhangi bir hiicre kiiltiiri calismasi ile
karsilagilmadi. SeNP’nin, insidansi artmakta olan AlzH’nin tedavisinde fayda
saglayabilecegi diisiincesinden yola ¢ikarak DBTRG (Denver Brain Tumor Research
Group) gliblastoma hiicrelerinde SeNP’nin oksidatif stres ve apoptozis degerleri

tizerine etkilerinin hiicre kiiltiirli ortaminda arastirilmasi planlandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi

Dr. Alois Alzheimer’a 1907 yilinda giinliik ihtiyaglarimi karsilayamadigi sikayetiyle
gelen 51 yasindaki Auguste’ye yapilan tetkikler sonucunda; bellekte bozukluk,
okuma ve yazma gibi yetilerde de zorluk ¢ektigi de gézlemlenmistir. Gézlem altinda
tutulan Auguste’nin gosterdigi belirtilerin zaman gectikce daha da ilerledigi
goriilmiistiir. Auguste’nin Sliimiinden sonra beynine boyama analiz teknigiyle otopsi
yapildi. Mikroskobik ortamda yapilan otopsi sonucunda serebral korteksin inceldigi
ve iki siradan bulgu goriildii; giimiis (Ag) boyalar ile boyanarak senil plaklar (SEP)
ve norofibriler yumaklar (NOFY) goriintiilendi. Bu mikroskobik goriintiilerde
goriilen SEP ve NOFY gibi bulgular farkli bir hastaligin habercisi olarak kabul
edildi. Alois Alzheimer bu vakayr “serebral korteksin tuhaf bir hastaligi” adiyla
sunduktan sonra klinik idarecisi psikiyatrist Emil Kraepelin hastaliga Alzheimer
ismini verdi (Selekler, 2010).

AlzH 40 yaslarinda goriilse de 65 yas ve istii bireylerde daha ¢ok rastlanmaktadir. 65
yas ve Ustliindeki hastalarda oliim oran1 40’1 yaslardaki hastalara oranla daha
yiiksektir. AlzH onceleri yashilik hastaligi olarak bilinmesine ragmen giiniimiizde
40’11 yaslarda dahi goriilmeye baslayan bir norodejeneratif hastalik halini almigtir. Su
an i¢in diinya iizerinde 35 milyon, Tiirkiye’de ise 400 bin iizerinde Alzheimer hastasi
bulundugu saptanmis ve yapilan tahminlere gore bu rakamlarin 2030°da iki, 2050’li
yillarda ise {i¢ katina ¢gikmasi beklenmektedir (Eker, 2008).

Demans, kognitif alanlarinin ve bir¢ok giinliik aktivitelerinin bozulmasina sebep olan
kalict ve ilerleyici bir sendromdur (Giirvit, 2004: 377-204). AlzH, diinya iizerinde bir
problem haline gelerek milyonlarca insanin Alzheimer’dan muzdarip olmasina sebep
olmustur. AlzH halk arasinda hafiza kaybi olarak bilinse de bunun yaninda karar
verme giicliigli, unutma, fiziksel aktivitelerinin bozulmasi, kavrama islevinin ve
zihinsel aktivitelerin bozuldugu ndérodejenaratif bir hastaliktir. AlzH, limbik sistemin
bozulmasiyla meydana gelen ve ilerleyen evrelerde neokortikal alanda ¢ikan sorun,
ilk yakin bellek bulanikligi ile kendini gosterir iken, ilerleyen siiregte unutma ile ayirt

edilen demans sendromudur.



AlzH’nin patolojik belirtileri; hiicre 6liimii, sinirler aras1 iletim kayb:, NOFY ve SEP
birikimi ile karakterizedir. Kliniklerde AlzH genel olarak ana semptomunun biiyiik
boliimiinii NOFY patolojisi olarak gdzlenmektedir. Bu patoloji medyal temporal
alanma etki yaparak yakin bellek problemini meydana getirmektedir. (Braak ve
Braak, 1991, Weintraub vd,. 2012). lk baslarda hicbir belirti gostermeyen hastalik
gizliden gizliye neokortikal bolgeyi tahrip eder. Bu gizli hastaligin sinsi belirtileri
ortaya ¢ikmasiyla birlikte diger bilissel bolgelerde hasarlara yol agmaya baslar. AlzH
genetigine bagh olarak meydana gelen hastalarda %1 frekansina karsilik gelmekte ve
bu 3 ana temel iizerinde degerlendirebiliriz. Birinci temel Presenilin 1, ikinci temeli
Presenilin 2 ve tgiincii temeli ise Amiloid prekiirsor proteini (APP)’dir (Liu vd,.
2017). Bahsedilen ii¢ ana temel gendeki degismeleri ile genetige bagl olusan AlzH
ile iliskilendirilmektedir. U¢ ana temele ek olarak Apoliprotein E4 (APOE4) allel
tastyiciligr ile giglii bir risk olusturmaktadir (Solomon vd., 2014; Guerreiro ve
Hardy, 2014). Her ne kadar ¢oklu etken olarak goriilseler de bunlarin disinda en
biiytik riski yaslilik olusturmaktadir. Patolojik asamalarinin temeli, genetik ve gevre
etkenleri olsa da temelde yatan siirekli aktif mikrogliyal ve asterositik hiicreler ile
kaplanmis NOFY’ler ile SEP’ler ana unsur teskil etmektedir (Solomon vd., 2014).
AP plaklarin olusumu, bir transmembran olan APP’nin yikimi sonucu ortaya ¢iktigi
tespit edilmis ve AB’nin bir araya gelerek ndron igermeyen plaklar ve zehir etkisinin
sinirlt oldugu diffuz plaklar oldugu ortaya konmustur (Norstrom, 2017). Ap plaklar
oksidatif stres veya mikroglial bir dizi faktorlerin etkisi ile daha gii¢lii plaklara
dontiserek noronal hasara sebep olabildigi bildirilmistir. Noronal plaklar ile akson
parcaciklar1 ve dentrit arasinda meydana gelen ipliksi diiglimler olan A, dzellikle
NOFY’nin da bu yapiya katilarak AlzH’nin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.
Diffiiz plaklar genel olarak demans da goriilmeyen yash insanlarda bulunurken,
AlzH’l1 hastalarin beyninde gii¢lii ve néronal plaklar genellikle neokortekste
bulundugu goriilmiistiir (Thierry vd., 2017). Fazla fosforilasyona ugramis siradan bir
mikrotiibiil ile baglantili oldugu diisiiniilen Tau proteinleri norofibrillerin iplik
toplulugunun ana maddesini meydan getirmektedir. Fazla fosforilasyon sonucu Tau
proteini ¢ift diziler halinde hiicrede birikerek NOFY’nin meydana gelmesine
yardimc1 olur (Serrano-Pozo vd., 2011). AlzH’in ilk baslangi¢ evresi; duyu
algilamasi, motor emirlerin olusumu, uzaysal muhakeme, bilingli diisiinme ve dil gibi

yiiksek fonksiyonlarin yiiriitiilmesinde 6nemli rol alan limbik sistemde bulunurken,



hastaligin ilerlemesi ile sonraki agsamalarda neopalyum boélgesine dogru ilerler (Braak

ve Braak, 1991).

AlzH’ye uygun yaklasim, hastaliin etkin tedavisi ve hatta Onlenebilmesi i¢in
hastalik patofizyolojisinin  bilinmesi esastir. Alzheimer hastalarinin  otopsi
materyallerinden elde edilen veriler, hastaligin patolojisinde AB ve NOFY’nin
varligimi ile bu patolojik agregatlarin belirli dagilim sekli ve yogunlugu oldugu
gostermistir. Genel olarak AlzH’in patogenezinde; beyinde olusan organ kii¢iilmesi
(atrofi), beyinde impuls iletiminde rol oynayan asetilkolin ve glutamat
norotransmitterlerini salgilayan noronlarinda belli 6l¢iide dejenerasyon izlenmektedir
(Braak ve Del Trecidi, 2015).

2.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller daima tek elektron transferleri iceren biyolojik redoks
tepkimelerinin sik goriinen irlinlerindendirler. Bazi ilag tiirleri, ¢cevre kirliligine yol
acan maddeler, agir metaller, sicaklik, ultraviyole 1ginlar1 veya goriiniir 151k ile diger
iyonize olabilen radyasyon c¢esitleri gibi bircok dis faktdrler bu serbest radikallerin
biyolojik sistemlerde iiretilmesine sebep olmaktadirlar (Cheeseman ve Slater, 1993;
Halliwell ve Gutteridge, 1999). Reaktif tiirlerin kontrolsiiz bir sekilde tiretimi,
DNA’y1, lipitleri, proteinleri, karbonhidratlar: tahripler ve hastaliklarda meydana
gelen zincir reaksiyonlarmin da dahil oldugu biyolojik molekiiler mekanizmanin
genis alaninda, 6nemli Olgiide geri doniisiimlii veya doniistimsiiz hasara sebep
olmaktadirlar (Akyol vd., 2002). Bu islemlerin ¢ogu, hedef molekiillerin bir¢ogunda
yayilan tek bir baslatici radikal tiirleri ile zincir reaksiyonlar1 yapmaktadir. Kanser de
dahil olmak tiizere hastalik cesitlerinde, hiicre hasarini igeren bu tiir reaksiyonlar ve
reaksiyonlarin aralarindaki iliskilere biiylik ilgi duyulmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999).

SOR ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olmak {izere iki ana grubu mevcuttur. SOR’un
lic ana tlirii mevcuttur. Bunlar; 0> », H202 ve *OH dir. O, « bir serbest radikal
olmasina ragmen, ¢ok da zararli bir tiir degildir. Oz +, dogada ¢ogunlukla indirgeyici
madde olarak bulunmasinin yani sira H202 ve gecis metal iyonlarina kaynak tegkil

etmektedir.



Serbest radikaller, dig yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylasilmamis elektron
tasiyan, bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte liretilebilen oldukca aktif atom veya
molekiillerdir. Oldukg¢a kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerle
cabucak reaksiyona girme ve bu son yoOriinge elektronlarin1 paylasma
egilimindedirler. Her tiir kimyasal ve biyokimyasal tepkime her zaman atomlarin dis
orbitallerindeki elektronlar sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasiimamis
elektron bulunmasi serbest radikallerin aktivitesini olaganiistii arttirir. Dolayisiyla
serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir (Valko vd., 2007; Knight,
2000). Insan viicudunda biitiin hiicrelere hicbir zorlukla karsilasmadan giren ve en
¢ok kullanilma 6zelligine sahip olan oksijen, yapisi geregi radikal olusturmaya ¢ok
uygun oldugu icin serbest radikal denince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha
genel bir anlatimla ‘SOR’ ifade edilmektedir. SOR, organizmada normal sartlar
altinda siirekli olusmaktadir. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da
ndtral olabilirler ve biyolojik sistemlerde en sik elektron transferi ile olusurlar.

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir

(Seifried vd., 2007).

O ve nitrojen (N2) molekiilleri serbest radikal kaynaklaridir. O2’in  kismi
indirgenmesinden, SOR olan «OH radikali ve Oz * olusmaktadir. Ayrica singlet 1O
ve H20; molekiilleri, radikal olmayan SOR olarak ifade edilirler. O2 kaynakli
olmayan diger serbest radikaller ise nitrik oksit (NO'), peroksinitrit (ONOO ), lipit
peroksidasyon sirasinda olusan peroksil (ROO’) radikalidir (Seifried vd., 2004; Lam
vd., 2008).

Organizmada olusan serbest radikallerin en 6nemlileri ve biiyiik kismi Oz kaynakl
radikallerdir. O2’in toksik etkisi yoktur, ancak aerobik hiicre metabolizmasi sirasinda
SOR yeni iiriin olarak olusur. O2’in kismi indirgenmesinden, SOR arasinda yer alan
*OH ve Oy * olusmaktadir. Ayrica *O, ve HO, molekiilleri radikal olmayan reaktif
oksijen tiirevleridir (Russell vd., 1989; Van Wijk vd., 2008).

Fizyolojik olarak SOR endojen kaynakli olarak indirgenme-yiikseltgenme (redoks)
tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve niiklear elektron iletim sistemlerinde
(Sitokrom P-450), peroksizomlarda ve fagositik hiicrelerin fagositozu gibi metabolik
olaylar sirasinda bol miktarda iiretilir. Ayrica bu molekiiller hiicre igerisinde

ultraviyole 1sinlari, X 1smlart gibi radyant enerjinin emilimi, hava kirliligi, sigara



dumani gibi g¢evresel faktorlerin etkisiyle eksojen kaynakli olarak da olusabilirler

(Valko vd., 2007).

2.3. Antioksidanlar

Fizyolojik kosullarda; antioksidanlar, SOR hasarin1 6nleyen siipiiriicii maddelerdir.
Insan viicudunda, enzimatik antioksidan ve non-enzimatik antioksidan olmak iizere

iki grup antioksidan koruma sistemi bulunur (Naziroglu, 2007).

2.3.1. Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, SOR hasarin1 nétralize eden ve hiicresel yapiya zarar
vermesini Onleyen dogal antioksidanlar olarak da bilinmektedirler. Enzimatik
antioksidanlar; SOD, KAT, GPx, ve glutatyon reduktaz (GR) olmak tiizere dort

onemli antioksidan enzimi ihtiva etmektedir (Naziroglu vd., 2004).

Siiperoksit Dismutaz (SOD): O+ radikalinin H,O2 ve O molekiillerine
dontisiimiinii katalizlemektedir. Bir tiir metalloprotein olan SOD, hiicrelerdeki 0
diizeylerini kontrol etmede rol oynar. SOD, bir O « radikalini yiikseltgerken, diger
O « radikalini H20,’e indirger (Greenwald, 1990).

Glutatyon peroksidaz (GPx): GSH yolunun ilk enzimi olan GPx, hidroperoksitlerin

indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat yolunda iiretilen

NAD(P)H’a bagimlidir (Bhamre vd., 2000).

GPx, ii¢ peptiden yapilma GSH’1 kendi okside formuna (GSSG) okside ederken;
sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan iiretilmis olan H2O: radikalini, yliksek

spesifite gostererek ortadan kaldirabilme 6zelligi’ne sahiptir (Zachara vd., 2006).

GPx’in selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak tizere, farkli kofaktor
kullanan iki tipi bulunur. Se’den bagimsiz formu organik H202 molekiillerini
kullanip, yiiksek bir aktivite gosterebilir. Se bagimli olan formu ise sitoplazmada
bulunur ve kapasitesi daha diistiktiir (Bhamre vd., 2000; Cheng vd., 1999).

Esas peroksit uzaklastirici olarak gorev goren GPX’in fagositik hiicrelerde onemli

fonksiyonlart vardir. Diger antioksidanlarla birlikte, oksidatif’in yanma sirasinda

serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar goérmesini engeller.



Eritrositlerde de GPx oksidatif strese karst en etkili antioksidandir. Endoplazmik
retikulumdan (ER) salinan H,O>’in dekompozisyonunun primer sorumlusu olan GPx
aktivitesindeki azalma, H20z’in artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agmaktadir.
Ayrica GPX, arasidonik asit metabolizmasinin lipooksijenaz ve siklooksijenaz

yollarinin aktivasyonunu arttirarak, timor olusumunda anahtar rol oynar.

Katalaz (KAT): Glikoprotein yapisinda, igeriginde Fe*® bulunduran dort ‘HEM’
grubuna ayrilmis bir hemoproteindir. SOD’in olusturdugu H2O>’in, peroksidazlarla

beraber Oz ve H20 par¢alanmasinda rol alir (Vaziri vd., 2003).

Sistein

Sistin
L Semikinon
Vitamin E
NADP* GSH DHLA MNAD(P)*
Lipoat
Redoks Redoks
Diéngiisii Vitamin E Dongusu
NADPH :555:5 Radikali Ubikinol AD[PJH
(] Askurbat Asku:urbat

Vitamin E

Vitamin E

Radikali

Sekil 1. Tiyol redoks dongiileri ve antioksidan savunma agi tizerindeki yeri. Hem
glutatyon hem de lipoate redoks dongiileri kendi indirgenmis formlar1 olan
GSH ve Dehidroaskorbat (DHA)’lar1 olusturmak igin hiicresel diisiiriicii
esdegeri tarafindan yiirtitiildiigiinli gostren, bir dizi sinerjik reaksiyonlarin
sematik gosterimi (Sen ve Packer, 2000).

2.3.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda, GSH, vitamin A, beta karoten, C
vitamini, E vitamini, ubikinol, alfa lipoik asit, melatonin ve N-asetil sistein gibi
birgok antioksidan madde yer alir. Tez konusu ile ilgili enzimatik olmayan baglica

antioksidanlar sunlardir;



Glutatyon (GSH): Sistein igeren bir tripeptit olan GSH, in vivo sentezlenebilen ve
ince bagirsaktan emilebilen endojen ve eksojen kaynakli bir antioksidandir.
Peroksidazlar i¢in substrat gorevi gorebilen GSH, antioksidan etkili C ve E

vitaminleri lizerinde de orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir.

DNA sentezi ve hasarli boliimlerinin onarilmasinda etkin olan GSH; aminoasit
transportu, peroksit metabolizmasi, iskelet-kas biitliinliigli ve bir¢cok enzim
aktivitesinin diizenlenmesinden sorumludur ve eksikligi hiicre O6liimiine yol agar

(Hall, 1999; Matthews ve Butler, 2005).

C Vitamini (Askorbik Asit): Suda eriyebilen bir vitamin olan askorbik asit; O,
nitrat, sitokrom a ve c¢ bilesiklerinin indirgenmesinde rol oynayabildigi gibi, sulu
ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona girebilme yetenegine sahiptir. Oksidan
ajanlara kars1 plazmada ilk antioksidan savunma hattini olusturur. O, * ve *OH
radikalleriyle reaksiyona girip, onlari temizlemesinin yanisira tokoferol radikalinin
tekrar tokoferole doniisimiinii saglar. C vitamini yetersizliginde hiicredeki GSH
miktar1 da azalir. C vitaminin okside formu L-dihidroaskorbik asit (DHLA) olmak

tizere C vitamininin iki ana formu vardir (Duarte ve Lunec, 2005).

E Vitamini: Alfa, beta, delta ve gama seklinde dort organik ve dortde inorganik
olmak {lizere 8 ¢esit formlar1 vardir. E vitaminin a-tokoferol formu, en genis dogal
dagilima ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olanidir. Yagda ¢oziinebildigi
icin hem hiicresel hem de hiicre i¢gi membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur. Hiicre
ici organallerin ve hiicre zarinin yapisinda yer almasindan dolayr bu kisimlarin
oksidatif strese karsi korunmasinda en onemli yagda eriyen antioksidanlardandir

(Hamza vd., 2017).
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Sekil 2. Hiicrede serbest radikallerin iiretimi, radikallere etki eden antioksidan sistem
ve oksidatif stres sonucunda, NAD"’dan ii¢ farkli yolla ADPR {iretiminin
sematik gosterimi. Hiicrede lipit peroksidasyon sonucu NAD™ dan {i¢ farkli
yolla ADPR iiretilir. 1. NAD" poli-ADPR polimeraz (PARP) aktivasyonuyla
poli-ADPR olusur. Bu poli ADPR ise poli- ADPR glikohidrolaz (PARG)
enzimi vasitasiyla ADPR doniigiir. 2. NAD" CD38 reseptoriinde bulunan
NADase enzimi yoluyla, 3. NAD"’dan siklik ADPR (cADPR) olusur ve
bundan da cADPR hidrolaz enzim aktivasyonuyla da ADPR olusur.
Transient Receptor Potential Melastatin 2 (TRPM2) katyon kanallarinin C
ucunun Nudiks alaninda (NUDT9) bulunan ADPR pirofosfataz enzimi

riboz-5 fosfat ve AMP ye parcalanip TRPM?2

yardimiyla, ADPR,

pirofozfataz
NUDTS/TRPM

ANP

kanallarmin agilmasina sebep olur (Naziroglu, 2007b).

2.4. Selenyum

Se; Yunancada ‘ay’ anlamina gelen ‘Selen’ kelimesinden tiiretilmistir. 1817 tarihinde
ilk defa Isve¢li Kimyaci Bilim Adami Jons Jacob Berzelius tarafindan bakirin
isitilmast  sirasinda ocagin duvarinda kirmizi bir tabaka seklinde fark edilerek

kesfedilmistir. Ancak 1957’ye gelindiginde Se yasam icin kullanilmasi zorunlu
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oldugu bilinmesine ragmen 1973 tarihinden sonra canli iizerinde ki rolii kesin olarak
ortaya konmustur. Se’nin ilk kesfi GPx enziminin yapisinda fark edilmistir. Bunun
ardindan bakislar yiyecek ve saglik lizerindeki faydalarina ¢evrilmistir (Kaneko,
1989; Cakar, 2007). 1973’te Se’nin, sitozolik bir enzim olan ve hiicre zarinin bir
biitiin olarak dagilmadan bozulmasini 6nleyen GPx’in yapisinda bulundugu ve ciddi

bir géreve sahip oldugu ortaya konulmustur (Rotruck vd., 1973; Eriksson, 2001).

2.4.1. Selenyumun etkileri

Gliniimiizde Se’nin canli organizmalar iizerindeki diger etkilerini gézlemlemek igin
birgok calisma yapilmaktadir. Yapilan bu galigmalarla Se’nin 6n plana ¢ikaran
ozelligi antioksidan olmasidir. GSH ile tepkimeye girdigi zaman hiicre zarmin
yapisini, hiicrelerin bir arada tutulmasini ve lipit peroksidayonlarin zarar verici
etkilerini Onlemenin yaninda eritrosit, 16kosit kromozomlarinin zarar gdérmesini
engeller ve bundan dolayr hiicreler ile dokularin yaslanma hizim1 yavaslattigi
goriilmektedir (Steven McCarty, 1994). iki formlu bir element olan Se, organik ve
inorganik yapilardadir. Se en fazla inorganik formda bulunup son derece zararli olan
sodyum selenit yapisindadir. Diger organik formu ise seleometiyonin yapisinda olup
ve inorganik yapisina gore daha az zararlidir. Se’nin en faydali oldugu durum diizenli
tilketim ve diyet halidir. Se canlilarda farkli elementler ile bir bag kurabilir, kurulan
bu bag alinan miktarin gesitliligine gore farkli isaretler gosterebilir. Se ile E vitamini
etkilesime girdiklerinde daha iyi sonug¢ gostermektedir. Ancak C vitamini ise E
vitamini gibi davranmayip inorganik Se’nin etkisiz hele getirirken, organik Se
tizerinde etkisi yoktur (Cakir, 2007). Kanser gibi bir¢ok hastaliklara ve hatta
yaslanma gibi problemlerle bas etmede yardimci olmak iizere C ve E vitaminleri
kullanilmaktadir. Se, viral enfeksiyonlara karsi canliyt korumada etkin bir gorev
tistlenir ve AIDS/HIV’in gelisimini yavaglatabilir (Steinbrenner vd., 2015). Se’nin
erkeklerde sperm sayisinin artisina yardimci olabilir, alkol, sigara gibi zararh
maddelerin etkilerini ortadan kaldirabilir, hatta normal karaciger fonksiyonlarina
katkida bulunur. Se yoniinden yetersiz beslenme durumunda; kas zayifligi, kas
yorgunlugu, bilinye zayifligi, metabolik ve ndrolojik hastaliklarda artis gibi tiim
viicudu etkileyebilen sistemik ve metabolik bozukluklar meydana gelebilir. Bunlarin
yant sira kolesterol seviyesinde bir artis, iireme bozuklugu, solunum bozukluklari,

kemikler arasinda bulanan eklemlerde romatizma, en 6nemlisi de kanser tehditleri

12



goriilmektedir. Se seviyesinin az olmasi kan dolagimi tizerinde de etkisi oldugu tespit
edilmistir (Valdiglesias vd., 2010). Se asir1 miktarlarda maruz kalindiginda ise agiz
kokusu ile beraber depresyon, mide bulantisi, kusma, sinirlilik ve hiicre apoptozisine

stiriiklemektedir (Beslenmedestegi, 2010).

Se, canlilar {izerinde bir¢ok acidan biyolojik etki gosterebilir. Se dogal olarak en ¢ok
yiyecekler icerisinde bulunur. Se bakimindan zengin yiyeceklere ornek olarak;
bugday, kabuklu deniz iiriinleri, mantarlar verilebilir. E vitamini ile benzer 6zellikler
gosterdigi i¢in antioksidan olarak da etki gosterir (Menon vd., 2001). Se, canlilardaki
bircok biyokimyasal ve fizyolojik siireglerde ¢ok ciddi rol iistlenen bir elementtir.
Hiicrede de mitokondrideki elektron transfer sisteminin onemli bir 6gesidir. Se,
hiicre zarindan iyon gegisini ayarlamak, keratinlerin yapisinin korunmasi, antikor
tiretiminin tetiklenmesi saglar. (Hall, 2002). Antioksidan 6zellik gosterdiginden
dolay1 kansere sebep olan kimyasallar1 engeller ve kanser etkisini azaltir (O'Grady
vd., 2014). Selenyum tiim viicutta bulunmakla birlikte en fazla karaciger, kas, bobrek
ve plazmada bulunmaktadir (Kane vd., 2007). Se viicut igin zararli olan serbest
radikallerin sebep oldugu oksidatif stres gibi zararlar1 engellemek suretiyle savunma
sistemine katkida bulunur. Doku esnekligine karsi tehditleri engeller ve tiroid
bezlerinin galismasi i¢in gerekli olan bir maddedir (Thomson, 2004). Giinliik Se
ithtiyac1 yas ve hamilelik ile birlikte degismekle beraber 40-100 mikrogram’dir. Bu
ihtiyag glinlik 55 mikrogram olarak kabul edilmektedir (Kipp vd., 2015). Serbest
radikallerin etkisini 6nleyen molekiiller E vitamini ve GPx’dir. Bu iki molekiilden
biri (E vitamini) serbest radikallerinden olusan peroksitlerin olusumunu bloke etme
suretiyle olumsuz sartlar1 ortadan kaldirir. Diger molekiil ise (GPx) peroksitlerin
hiicre zarina olumsuz bir sart olusturmadan ortadan kaldirir. GPx etkisi Se bagli iken
E vitaminin etkisi Se ile ayni 6zellikte oldugundan oksidatif stresin olumsuzluklarina
kars1 savunma mekanizmasint gelistirir. E vitamini ve GPX benzer gorevleri
istlendiklerinden Otiirli aralarinda bir iliski oldugu iddia edilmektedir (Lyi vd.,
2007). Se ayrica temel yag asit metabolizmasmin kendisini korumada rol oynar
(Arthur vd., 2003).

2.4.2. Selenyumun Alzheimer hastahiginda oksidatif stres rolii

SOR, fizyolojik siireglerde ve normal sartlarda hiicrelerde iiretilmektedir. Ornegin;

viicudu enfekte etmek iizere sizmis bakteri ve virlis gibi mikroorganizmalarin
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nétrofillerce eliminasyonunda SOR’dan yararlanilir. Hem SOR hem de RNT
elektromanyetik radyasyon ve endiistriyel element kirliligi gibi ¢evresel faktorlere
maruz kalinmasi sonucu beyinde tretilir (Kahya vd., 2014; Heusinkveld vd., 2016).
Hava kirliliginden kaynaklanan aliiminyum veya manganez oksit gibi toksik
nanopartikiiller beyinde agir1 SOR iiretimini ve oksidatif stresi indiikleyebilir. Ayrica
AlzH, amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif
hastaliklarin ilerlemesini hizlandirabilir (Heusinkveld vd., 2016). SOR iiretimi
antioksidan sistemlerce kontrol altina alinmazsa, zincir reaksiyonlarini baglatici
molekiiller ile niikleik asitler, lipitler ve proteinler gibi genis 6lgekte biyomolekiiller
tizerinde Onemli geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz hasara sebep olmaktadir
(Naziroglu, 2007). SOR’un indiikledigi reaksiyonlar ve AlzH patofizyolojisi ile
iliskisi tizerine son yillarda ilgi biiytiktiir (Weekley ve Harris, 2013). Oksidatif stresin
AlzH etiyolojisindeki ana faktorlerden biri oldugu disiiniilmektedir. AlzH diinyada
en yaygin demans tipidir. AlzH’nin goriilme sikligi giderek artmakta ve tedavi
seceneklerine yeni stratejilerin eklenmesine giinden giine ihtiya¢ duyulmaktadir. Cok
sayida c¢aligmada AlzH’nin baslangicindan sorumlu molekiiler mekanizmalar
arastirildiysa da heniiz yeteri kadar aydinlatilamamistir. AlzH’ye sebep olan
faktorleri acgiklamak icin birden fazla teori One siirilmistir: 1) AP plaklarim
olusturan APP birikimi, 2) Tau proteinlerinin asir1 fosforillenmesi, 3) Oksidatif stres,
4) Kolinerjik sinirsel iletimdeki degisimler, 5) Cevre kirliligi, 6) Amiloid prekiirsor
protein ve presenilin genlerinde genetik mutasyonlar, 7) Immiin sistemdeki gerileme
vs. sayillmaktadir (Kosik, 1992; Bush vd., 1994; Wang vd., 2014). AP plaklarinin
patolojik bir sekilde ekstraseliiler ortamda birikimi ve ndronlar arasinda norofibriler
yumaklarin varligi 6liimlerinden sonra AlzH’li hastalarin beyin dokularinda tespit
edilmistir. AP, AlzH’ye yakalananlarin beyinlerinde bulunan SEP en oOnemli
bilesenidir ve 1-42 aminoasitlik peptidlerin anlik birikiminden olusur (Kosik, 1992;
Yamin vd., 2008). Mikroglia hiicrelerinin ndroinflamatuar faktorlerin ana kaynagi
oldugu ve bu faktorlerin AlzH’nin dogasimi etkiledigi iyi bilinmektedir (Kosik,
1992). inflamatuar siirecler SOR f{iretimi ile iliskilendirilir. Hem SOR hem de
RNT’nin AlzH’nin baglamasinda énemli rolii oldugu diisiiniilmektedir (Naziroglu,
2011; Ajith ve Padmajanair, 2015). Dahasi, AB 25-35 fragmani indiiklenebilir NO-
sentaz aktivasyonunu baslattig1 ve AlzH’li bireylerin beyin dokularindan elde edilen
hipokampal fibroblastlarda protein oksidasyonuna sebep oldugu bilinmektedir (Choi
vd., 2003; Tran, 2001). Buna ek olarak, SOR ve RNT’nin Alzheimer hastalarinin
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beyinlerinde noroinflamasyon ve hatali protein katlanmasi gibi diger hasar

slireglerini baslattig: bildirilmistir (Zhao vd.,2015, Vedagiri ve Thangarajan, 2016).

Se, viicudumuz i¢in temel bir eser elementtir. En Onemli Se bagimli detoks
siireclerinden biri GPx enzim aktivitesi ile iligkilidir. GPx enzimi aktif bolgesinde
selenosistein alt birimi igerir. GPx, KAT, ve SOD enzimleri organik peroksidlerin ve
H202’nin yikimlanmasinda sinerjetik fonksiyonlara sahiptir (Naziroglu, 2009). GPx,
indirgenmis iki monomerik GSH’nin H2O: ile reaksiyona girmesi sonucu okside
glutatyon ve suyun olustugu 6nemli bir reaksiyonu katalizler. GSH, yapisinda tiyol
gruplar1 barindirir. Okside glutatyon ise glutatyon rediiktaz enzimi ile tekrar rediikte

formuna indirgenir (Schweizer vd., 2004).

Tiyoredoksinler, sitozol ve mirokondrilerde bulunan kiigiik peptidlerdir. Tiyol-
distilfid degisim reaksiyonlariyla hiicreleri ve dokular1 oksidatif stresten korumada
onemli bir rol tstlenmislerdir (Bonda vd., 2010). Tiyoredoksinin indirgenmesi,
tiyoredoksin rediiktaz 1 (Trx-1) ile H2O2 ve NO' gibi ¢ogu radikaller Trx-1 enzimi

tarafindan temizlenir.

Tau proteinin asir1  fosforillenmesi ve AP plak birikiminin ndronal hasari
tetiklemesinin yani sira artan sayida caligmada bunlarla indiiklenen oksidatif strese
dayali apoptozis sonucu noronal kayipla da iligkilerine deginilmistir (Jazvinsc¢ak vd.,
2015). Antioksidanlar, AB birikim yolaklarin1 engelleyebildiginden, yeni tedavi
arayisinda potansiyel ajan olarak degerlendirilmektedir. Yukarida da belirtildigi gibi,
tiyoredoksin ve GSH, hiicresel redoks homeostazisinin siirdiiriilmesinde énemli rolii
olan iki ana sistemdir. AP birikimi ve buna bagl hiicre 6liimiinde GSH sentezinin
inhibisyona ugradig: bildirilmistir (Hayes vd., 2005). AlzH’de ve Alzheimer modeli
olusturulmus hayvanlarda; azalmis Se, GSH ve GPx aktivitesi gézlenmistir (Zhang
vd., 2014). AlzH’de bilissel fonksiyonlarin gerilemesinde ve plazma Se seviyeleri
arasindaki iliski de dikkati ¢gekmektedir. Bu nedenle, AlzH’nin redoks dengelerinin
saglanmasinda Se ve GSH redoks sisteminin iligkisi 6nem arz eder (Loef vd., 2011).
AlzH’de plazma Se igeriginin azaldigi ve plazma Se diizeyi ile hastaligin insidansi

arasinda ters orant1 oldugu dikkat ¢ekicidir (Gonzalez-Dominguez vd., 2014).

AlzH olusturulan deney hayvanlarinin Se ile tedavi edilmesi sonucu, beyin oksidatif
stres ve AP olusumunun azaldigi bildirilmistir (Ishrat vd,. 2009; Yin vd., 2015).
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AlzH olan hastalarda Se diizeyi azalmasi ile beyin fonksiyonlarindaki azalma oldugu
bildirilmistir (Kog¢ vd., 2015; Rita Cardoso vd., 2014). Yakin zamanda yapilan bir
calismada, Giiney Hindistan’da AlzH olan kisilerin kaninda Se, AP 42, toplam tau
protein, GSH, lipit peroksidasyon ve antioksidan degerleri arastirilmistir. Bu
hastalarda incelenen degerler (Se, AP 42, toplam tau protein) arasinda korelasyon
olmadig bildirilmistir (Krishnan ve Rani, 2014). Bu bildirime zit olarak, AlzH olan
Kisilerin alyuvarlarinda, Se azalmasina paralel olarak GPx degerlerin de azaldigi

bildirilmistir (Ceballos-Picot vd., 1996).

2.4.3. Selenyum nanopartikiillerin Alzheimer hastahi@indaki rolii

SeNP 20 ile 500 nm arasinda biiyiikliikte olup kirmizi veya elemental Se olarak
nitelendirilirler. Ancak, olusan kirmizi elemental Se’nin biyiikligi redoks
sistemindeki protein miktarma bagldir. Insan biyolojisinde énemli bir besin olarak
eser element Se’nin saglik ilizerinde nemli etkileri vardir (Ze vd., 2014). Giderek
artan sayida calisma redoksun diizenlenmesinde Se’nin dnemli rolii oldugunu ve
bilissel zayiflamanin artmasi ile Se seviyesinin azalmasi arasinda dogru orantiy1
isaret etmektedir (Dziendzikowska vd., 2012). Redoks dongiilerindeki Se (+2) ile
sodyum selenat (+6) ve sodyum selenit (+5) formlar1 beyindeki SOR iiretiminin
azaltilmasinda 6nemli mekanizmalarla baglantili oldugu disiiniilmektedir (Schweizer
vd., 2004). Gegen on yillar igerisinde, oksidatif stresin demans ve AlzH gibi
norolojik hastaliklarla iligkili olup olmadigini arastirmak iizere genis Olcekte
caligmalar yapilmistir (Balaban vd., 2016; Weekley ve Harris, 2013; Yin vd., 2015).
Se’nin degisik formlar1 veya biyiikliikleri ise performansini etkileyebilmektedir.
Ornegin; en son yapilan iki galismada bildirildigi gibi, 20 ile 60 nm arasinda
biiylikligii olan SeNP’nin biyolojik yararlari sodyum selenit ile aynidir (Zhang vd.,
2001; Fernandes ve Gandin, 2015 ). Gegtigimiz on yilda, miikemmel derecede diisiik
toksisite ve oksidatif stres ilizerindeki azaltic1 etkilerinden dolayr Se igeren diger
nanopartikiillere insan norobiyolojisi ¢alisanlart oldukc¢a fazla ilgi duyulmustur
(Zhang vd., 2001). Siyalik asitle modifiye edilmis SeNP’nin PC12 hiicrelerindeki
etkilerinin arastirildigi bir calismada mitokondriyal membran depolarizasyonu,
sitotoksisite ve apoptozis diizeyleri arastirllmis ve B6 peptid ile kaplanmis Se
modifiye nanopartikiillerinin potansiyel terapotik uygulamasi raporlanmistir (Yin

vd., 2015). Yesil caydaki ana fenol bilesigi olan epigallocatechin-3-gallate ile
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stabilize SeNP’nin in vitro modelde AP plaklariin birikiminde ve amiloid fibril
ayrismasinda koruyucu roliiniin oldugu rapor edilmistir (Zhang vd., 2014). Baz1 agag
(5,7-
dihydroxyflavone) tretilir. Chrysin yiliklenmis kati-lipid nanopartikiillerinin AP 25-

tirinde (Oroxylum indicum) ve ¢igeklerinde chrysin  flavonoidi
35 ile indiiklenmis oksidatif stres {lizerine koruyucu etkileri rat hipokampal
noronlarinda yapilan bir ¢alismada rapor edilmistir (Vedagiri ve Thangarajan, 2016).
Wang ve arkadaslar1 yapmis (2014) olduklar1 bir ¢alismada SHSY-5Y noroblastoma
hiicre hattinda Cu*? ile olusturulmus AP oksidasyonu iizerine Se igeren kliolinol
tiirevlerinin etkilerini arastirmislardir. Yapilan bu c¢aligmalar sonucunda Se igeren
kliolinol tiirevlerinin, SHSY-5Y hiicrelerinde H20>’1 etkisiz hale getirme aktivitesi,

+2

hiicre i¢i SOR iiretimi ve Cu™ ile olusturulmus AP agregasyonu iizerine faydali

etkileri oldugu gosterilmistir.

Gupta ve arkadaslar1 (2010) suda eriyebilen CdSe/ZnS gantum pargaciklarinin, Ap
fibrilleri olusumu tizerindeki etkilerini arastirmiglardir ve pargaciklarin fibrillerin

olusumunu 6nlemede olumlu roliiniin oldugunu gézlemlemislerdir.

Cizelge 1. Selenyum nanopartikiillerinin AlzH {iizerindeki etkileri (Naziroglu vd.,

2017).
Nanopartikiil Numune Deger/Etki Referans
Gilimiis I}:Ia(g;)rrlal hiicre AlzH’mn baslamasi ve Busquets vd.,
ilerlemesi (2014)
Bifenil eterle konjiige
CdSe / ZnS gekirdek | Invitro Ap AP fibrillerinin Gupta vd.,
/ kabuk kuantum modeli parcalanmasi (2010)
noktalar
Krisin yiklii kati Koruyucu ve antioksidan Vedagiri ve
lipid Sican otki Thangarajan,
nanopartikiilleri (2016)
Epigallokatesin-3-
gallat stabilize g Birikimi ve Zhang vd.,
selenyum AP peptidleri sitotoksik/koruyucu etki | (2014)
nanopartikiilleri
Siyalik asitle PC12sinir | <an beyin bariyerini Yin vd.,
modifiye selenyum hiicre hatt1 gegme ve birikmis A (2015)
seviyesinde azalma
Selenvum iceren 2 degerlikli bakir ile
inOki);l l:)| d;‘{;l Noroblastoma | indiiklenmis A Wang vd.,
.. . hiicre hatt1 oksidasyonu ve birikmesi | (2014)
tiirevleri -
/ koruyucu etkisi
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2.5. Apoptozis

Cok hiicreli organizmalarda, hiicre bdliinmesiyle artan hiicre sayis1 programli hiicre
Olimleriyle dengelenir. Eger bir organizmada bir hiicreye artik gereksinim
duyulmuyorsa, hiicre i¢i haberci sistemleri aktive edilerek o hiicrenin intihar siireci
baslatilir. Bu intihar siireci Yunanca’da yaprak dokiimii anlamina gelen apoptozis ya
da programli hiicre olimi ile gergeklesir (Cummings vd., 1997; Mak, 2003,
Pinarbasi, 2007). Apoptozis, dokularda hiicre popiilasyonun korunmasi ve yaslanma
gibi hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla fizyolojik olarak meydana
gelir. Bunun yaninda hiicreler, hastaliklar veya zararli ajanlar tarafindan zarar
gordiigiinde veya immun reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar

(Elmore, 2007; Thompson, 1995; Vaux ve Flavell, 2000).

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak
olugmaktadirlar ve bu olusum Omiir boyu devam etmektedir. Bdylece oliim
(apoptozis) ve yeniden yapim (mitoz) bu dokularda olusturmak tizere dinamik bir
denge halinde siiregelir (Elmore, 2007). Apoptozis igin sinyal alindiktan sonra
hiicrede bir¢cok biyokimyasal ve morfolojik degisim gozlenir. Hiicre kiiglilmeye
baglar, hiicre iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zar1 yer yer erir. Cekirdek DNA’s1 pargalara
ayrilir (Cohen, 1993; Squier vd., 1994).

Apoptozis sirasinda apoptotik hiicrelerin membranlarinda degisimler olur. En
belirgin degisim normalde hiicre membranmin sitoplazmik ylizeyinde yer alan
negatif yiiklii fosfotidilserin birimlerinin hiicre membranin dis yiizeyine ¢ikmasidir.
Bunun sonucunda kollektin (C1q) ad1 verilen ¢esitli proteinler apoptotik hiicre zarina

baglanmaktadir (Oniz, 2004).

Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik membran degisimlerinden biri de hiicre
iceriklerini icine alan ve membranla c¢evrili vezikiiller bi¢iminde apoptotik
hiicrelerden kopan tomurcuklardir. Bu kii¢iik vezikiiller apoptotik cisim olarak da
adlandirilirlar. Bu degisimler apoptotik siirecin sonlarina dogru goriiliir (Pinarbast,
2007). Apoptozisin en belirgin 6zelligi hiicre ici kalsiyum (Ca*?) ve magnezyum
(Mg*?) bagimli endojen endoniikleaz enziminin aktivasyonu ile kromozomal
DNA’nin niikleozomal birimlere par¢alanmasidir. (Cohen, 1993; Pinarbasi, 2007;
Sakahira vd., 1998).
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Apoptozis, genlerle diizenlenen normal gelisim asamalari ve doku homeostazisin
saglanmasinda hiicreler i¢in kritik Onemi olan programlanmis hiicre o6limdiir.
Hiicresel apoptotik mekanizmalarin en biiyligli kaspazlar (aspartik asitle
yonlendirilen sistein proteazlar) olarak bilinen enzimlerin birden ¢ok protein
substratini topluca yikimlamasiyla hiicresel yapi ve fonksiyonun bozulmasi sonucu
hiicre 6liimiine neden olan enzimatik reaksiyonlardir. Geleneksel olarak iki apoptotik
yolak olarak, hiicre yiizeyi 6liim reseptorii (ekstrinsik yol) ve mitokondri ye bagimli
oliim (intrinsik yol) tespit edilmistir (Fadeel ve Orrenius, 2005). Ancak bunlara ek
olarak ER iizerinden isleyen igiincii bir apoptotik yolaktan bahsedilmektedir. Bu
yolakta; esasen azalan serbest Ca*® konsantrasyonunun endoplazmik retikulumu
uyarici etkisi ile ger¢eklestigi hipotezi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Groenendyk ve
Michalak, 2005). Memeli hiicrelerinde en az 14 enzim kaspaz ailesini igerir.
Ozellikle bunlar arasinda kaspaz 3, 8 ve 9 apoptozisde onemli rol oynarlar.
Mitokondriyal yolakta kaspaz 3, Fas / D95 yolakta kaspaz-8 ve kaspaz 3 ise daha ¢ok
asag1 dogru uygulanan ve ¢ok yollar tarafindan aktive edilen 6liimciil kaspazlardir

(Stennicke ve Salvesen, 1997; Shi, 2002).

2.5.1. Mitokondri aracih (Intrensek) yolak

Mitokondri hiicredeki bagka gorevlerinin yani sira apoptozis mekanizmasinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sitokrom c¢, mitokondrinin zarlari
arasindaki bolgede bulunmakta ve ATP nin meydana gelmesinde de rol
tistlenmektedir. Hidrojen (H*) ve baska iyonlar, bulunduklari mitokondrinin ig¢
zarinin iki tarafinda elektriksel yiik meydana getirecek bi¢cimde asimetrik pozisyonda
bulunmaktadir. Oksidatif stres; DNA hasari, hiicre i¢ci Ca*? miktarinda artis, hormon
ve biiylime faktorlerin eksikligi gibi sonuglar dogurur. Hiicresel oksidatif stres
sonucu apoptozise siiriiklenen hiicrede mitokondrinin dis zarinda trasmembran
potansiyelindeki gerilme fazla oldugundan zardaki gecirgenlik azalir, i¢ membranda
genis bir por ve porlar aras1 gegirgenlik meydana gelir. Mitokondrinin dig zarinin yok
olmas1 sonucunda zarlar arasinda bulunan sitokrom c zarlar arasi bosluga salinir
(Griitter, 2000; Oztiirk, 2002; Giiclii, 2004). Mitokondriden salnan sitokrom c
sitozole bosalir ve apoptozis olusumunu baslatmasi acisindan 6nemli bir asamay1
baslatir. Niikleotid trifosfat ile aktive olan sitokrom c apoptotik proteaz aktive faktor-

1 (Apaf-1) ile etkilesime girer ve Procaspaz-9’un olusmasina sebep olur (Zou vd.,
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1999). Bunun ardindan Apaf-1 ile sitokrom c birleserek ¢oklu protein kompleksinin
meydana getirmesiyle ile birlikte kaspaz-9 aktif olur ve kaspaz kaskatinin
baslamasina saglar (Green DR, 1998).

2.5.2. Oliim reseptérleri aracihi (Ekstrensek) yolak

Hiicre disindan gelen sinyaller; solunum bozuklugu yiiksek sicaklik ve radyasyon
gibi etkenler hiicre yiizeyinde bulunan oliim reseptorleri aktive ederek apoptotik
siirecini baglatirlar. Tiimdr Nekrozis Faktdr Reseptér (TUNFR) hiicrenin apoptozise
ugramasinda membran reseptorler arasinda en onemli gruptur. Digerleri ise Fass
(CD95,AP0-1), death receptor 3, death receptor 4, death receptor 5, death receptor
6’dir (Tomatir AG, 2003; Sarioglu ve Ataman, 2003). Yiizey reseptorleri hiicre
membraninda goriilen, sistem agisindan zengin olarak sitoplazmanin i¢ boliimiinde
ve hiicre dis1 alanlari ile koktes olan 6liim alanlari olarak goriilmektedir (Giigli,
2004; Elmore, 2007). Hiicre digindan gelen iletilerin hiicre igi’ne iletmeleri i¢in 6lim
alanlari, 6liim reseptorlerine baglanarak ve apoptotik mekanizmayi uyarir (Ashkenazi

ve Dixit, 1998).

Sitokine bagli ekstrinik apoptozis yolu hiicre 6liimii ayarlamasindaki mekanizmalarin
basinda gelir. TUNFR ailesi, hiicrenin {izerinde bulunan reseptdrlere baglanarak dis
yolag1 aktive eder. Membran reseptorii olan TUNFR kendine 6zgii reseptorlere
baglanarak koétii huylu hiicrelere ve normal hiicrelerin 6liimii neden olmaktadir
(Elmore, 2007). Membranda bulunan reseptorler digtan gelen sinyallerin
baglanmasiyla 3 TUNFR yada fass molekiilii kompleks olustururlar. Bu TUNFR ve
fass kompleksi sitoplazmada sirasiyla TUNFR’e ait 6liim alan1 ve fass’a ait 6liim
alan1 ismi verilen proteinlere baglanir. Proteinlerin yapisinda bulunan o6lim
bolgelerinin yaninda proteazlarin olusumunu meydana getiren boliimlere baglanan
kisimlar1 da dahildir. Hiicre 6liimiinii baslatan sinyalleme kompleksini olusturan
reseptorlerin sitoplazmik kisimlari ile adaptor proteinleri ve proteazlar ile baglanarak

meydana getirirler (Brooks, 2006; Bao ve Shi, 2007).

Fass lenfoid, akciger ve timor hiicrelerinde bulunur ve Fass reseptorleri ii¢ kisimdan
(hiicre disi, membran ve hiicre i¢i) olusur. Bu reseptdr kendine 06zgii reseptore

baglanarak apoptotik mekanizmay tetiklemektedir (Giiglii, 2004).
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2.5.3. Endoplazmik retikulum (ER) aracih yolak

Apoptozisin tigiincii yolagi olan ER yolagin1 mekanizmasi tam olarak ¢éziilmemistir.
Bu yolagin, sitokrom c’den salinan kaspaz 9 ve kaspaz 12’ye ihtiyag duymadan
aktive olabilecegi bildirilmistir (Morishima vd., 2002). ER; her ne kadar protein
sentezlemede ve protein katlanma alani olarak bilinmesine ragmen, hiicre ici Ca*?
dengesi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren 6nemli gorevlerde de rol
almaktadir. ER’nin hasarma neden olan Ca*? dengesindeki bozukluklar, serbest
radikaller, hipoksi, glukoz eksikligi gibi hiicresel oksidatif stresler, protein sentezinin
miktarmin eksilmesine ve protein katlanmalarinin agilmasina sebep olur. TUNFR
baglantili faktér-2 (TUNFR2) canli hiicrelerde bir ana Kilit proteini olup, vazifesi
prokaspaz-12’ye baglanarak onu inaktif hale getirmektir. ER’nin strese maruz
kalmasi sonucu faktor-2 ayrilir ve bu kopma ile kaspaz-12’nin aktif olmasina sebep
oldugu goézlemlenmistir (Yoneda vd., 2001). Kaspaz-12, bu yolu ilerletmek igin
prokaspaz-9’a baglanir, baglanma sonucundan aktif hale gelen kaspaz-9 bu yolakta
bulunan prokaspaz-3’e baglanarak hiicrede pasif halde var olan kaspaz-3’i aktive

ederek hiicreyi apoptozise siiriikkler (Morishima vd., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan alet ve malzemeler

Buz yapma makinesi: ITV 1Q P5C (ABD)

CO: inkiibator: Heal Force HF90, Smart Cell (Japonya)

Cryo tiip: Greiner Bio-One GmbH (Almanya)

Calkalama cihazi: Biosan Orbital shaker PSU 101 (Tiirkiye)
Calkalamali su banyosu: Termal Laboratuvar Aletleri (Tiirkiye)
Derin dondurucu (-80°C ): Wisd Persnal Digital (Kore)

Distile ve ultradistile su cihazi: ELGA Purelab option DU25 (ABD)
Falkon tiipleri: ISOLAB, 15 ml ve 50 ml hacimlerde (Almanya)
Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvicre)

Hiicre sayim cihazi: Casy TT, Roche, (Almanya)

Inverted mikroskop: Zeiss, Primo Vert (Almanya)

Manyetik 1siticili karistirict: Variomag Monoterm (Almanya)
Manyetik karistirici: Niive (Tirkiye)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Plate reader: Infinite 200 Pro, Tecan (Avusturya)

Sogutmali santrifiij: Kubota 2800 (Japonya)

Steril 96’11k plakalar: Greiner Bio-One (Almanya)

Sarjli pipet uglart: LP Italiana 5 ml ve 10 ml hacimlerde (Italya)
Sarjli pipet: Witeg (Almanya)

Ultrasonik pargalayici: Bandelin Sonuplus HD2070

Vorteks: Niive NM 100 senikatiir de (Tiirkiye)

T75 flasklar: Cell Star, Greiner Bio-One GmbH (Almanya)
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3.1.2. Kullamilan kimyasal maddeler

Amiyloid Beta Peptide (1-42), Abcam Biochemicals (Ingiltere)
APOPercentage Apoptosis Kit, Biocolor (ingiltere)

Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich (ABD)
Dihydrorhodamine 123 (DHR 123), Sigma Aldrich, (ABD)
Dimethyl Sulphoxide (DMSO), Sigma Aldrich (ABD)

Fetal Bovine Serum (FBS), Biochrom (Almanya)
Hydrochloric Acid (HCI), Merck (Almanya)

JC-1 Dye, Life Technologies, (ABD)

Kaspaz 3 (AC-DEVD-AMC) Substrat1, Bachem, (isvicre)
Kaspaz 9 (AC-LEHD-AMC) Substrat, Bachem, (Isvigre)
L-glutamic Acid, Merck (Almanya)

Penicillin/Streptomycin, Biochrom (Almanya)

Phosphate Buffered Saline (PBS, 10X), Biochrom (Almanya)
Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI 1640), Sigma Aldrich (ABD)
Sodium Hydroxide (NaOH), Sigma Aldrich (ABD)

Sodyum Priivat, Sigma Aldrich (ABD)

Sodyum Selenit, Sigma Aldrich (ABD)

Tripsin-EDTA (%0,25), Sigma Aldrich (ABD)

3.2. Yontem

3.2.1. Selenyum nanopartikiillerin hazirlanmasi

Selenyum nanopartikiillerin olusturmak i¢in gerekli kimyasallar sigir serum albiimin
(Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich, ABD), GSH, Sodyum selenit ve distile
su’dur. GSH’ten 3070 mg alip 40 ml distile su igerisinde coziildii ve tizerine 2000 mg
sigir serum albiimin ilave edildi bunlart giizelce homojenize bir sekilde pipetaj

yaptiktan sonra 10 ml igerisinde ¢dzmiis oldugumuz sodyum selenit ile karistirildi.
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Daha sonra bu soliisyonun pH’sim1 NaOH ile 7,2 ye ayarladiktan sonra
soliisyonumuz ag¢ik kirmizi rengine doniistiigiinii gordiik ve donlisim selenyum
nanopartikiillerinin varhigim1 gostermektedir. Daha sonra santrifiij edilerek siiper
natant kismui atilir ve pelet kismi 4,2 ml olacak sekilde ayarlanir, elde ettigimiz pelet

kismi 4 kat seyreltilerek gereken doz kullanildi (Zhang vd., 2001).

3.2.2. Hiicrelerin ¢cogaltin
Medyumlarin Hazirlanmasi

DBTRG hiicrelerinin ekim ve pasajlanmasinda RPMI-1640, (Biochrom, Almanya)
medyumu kullanilmigtir. DBTRG hiicre hatt1 besi ortami; %89 Medyum (RPMI-
1640), %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Biochrom, Almanya), %1°i Sodyum priivat
(Sigma Aldrich, ABD), %]1°’i Penicillin-Streptomycin (Biochrom, Almanya),
antibiyotik kombinasyonu olacak sekilde degistirildi. Hazirlanan bu karigim bundan

sonraki boliimlerde sadece ‘medyum’ olarak anilmistir.
Laminar Akim Kabini ve Diger Ekipmanlarin Hazirlanmasi

DBTRG hiicrelerinin ekim, pasajlama ve transfeksiyon islemleri steril Laminar Akim
Kabini (Laminar Flow) igerisinde gergeklestirilmistir. Tim islemlerin Oncesinde
laminar flow’un (MSC 12, Jouan, ABD) kiiltiir kaplarinin yiizeyleri ile temas edecek
caligma alani, 15 dakika boyunca Ultra Viyole (UV) 1518a maruz birakilmak suretiyle
sterilize edilmistir. Hiicrelerin ekim islemine gegmeden once laminar flowun ¢aligma
yiizeyi, inverted mikroskobun (Zeiss, Primo Vert, Almanya) tablas1 ve diger tek
kullanimlik olmayan malzemeler %70’lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir.
DBTRG hiicreleri -196 °C sicaklikta sivi nitrojen tanki igerisinde bulunan 2 ml’lik

cryo tiiplerde (Greiner Bio-One GmbH, Almanya) muhafaza edilmistir.
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Sekil 6. -196 °C s1v1 azot tanki ve ¢alkalamali su banyosu

Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Hazirlanan medyumdan tek kullanimlik steril pipetler yardimiyla 75 cm?’lik zemin
alanma ve 250 ml’lik hacme sahip olan T75 flask (Cell Star, Greiner Bio-One
GmbH, Almanya) paketi laminar flow kabini icerisinde agilip kapaklari agilmadan
hazir bir sekilde bekletildiler. Bunun yan1 sira 15 ml’lik bir falkon tiip igerisine taze
medyumdan 9 ml koyuldu. DBTRG hiicrelerini ihtiva eden cryo tiip sivi nitrojen
tanki icerisinden alinarak sicakligi 37 °C’ye ayarlanmig ¢alkalamali su banyosunda
(Termal Laboratuvar Aletleri, Tiirkiye) yar1 sivi yari buz haline gelinceye kadar
isitildi. Cryo tlip i¢ ceperi eriyince 1sitma islemi sonlandirilarak ve tiipiin etrafi
%70’lik etil alkol ile silinerek laminar flow kabini icerisine yerlestirildi. Heniiz yar
buz-yar1 s1vi haldeyken cryo tiip i¢erisindeki sivinin tamami1 daha 6nceden hazirlanan
icerisinde 9 ml medyum bulunan 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi. Falkon tiip 800
RPM (yaklasik 125 g) devirde 5 dakika siireyle ve 20-23 °C sicaklikta santrifiij
(Kubota 2800, Japonya) edildi. Siipernatant hassas bir sekilde uzaklastirildi. Dipte

kalan hiicreler iizerine 10 ml taze medyum eklendi. 20-25 kez hassas bir sekilde
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reslispense edip hiicrelerin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Pipetaj islemi
bittikten sonra bu falkon tiip igerisindeki hiicre-medyum siispansiyonu daha 6nceden
hazirladigimiz bos flasklara aktarildi. Boylece hiicrelerin ¢ozme ve ekim islemleri
tamamlandi. Bu flasklar daha sonra steril inkiibatore alinarak burada 24 - 48 saat

inkiibe (37 °C ve %5 CO?) edildi (HF 90, Heal Force, Smart Cell, ABD).
Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin, 25 cm? yiizey alanina sahip T25 flasklara (Cell Star, Greiner Bio-One
GmbH, Almanya) pasajlanmasi amaglanmistir. Laminar flow kabini igerisinde
ambalajlar1 agilan flasklar kapaklari acilmadan hazir bir sekilde bekletildi. T75
flasklarda 24 - 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin tireme yogunluklart (konfluent)
inverted mikroskop yardimiyla tespit edilerek en az %80 konfluent olan flasklar
calismaya dahil edildi. Ayrica mikroskopta kontaminasyon olup olmadig da
degerlendirildikten sonra calismaya uygun flasklar laminar flowa alindi. DBTRG
hiicreleri bulunduklar kiiltiir kaplarinin zeminine tutunma oOzelligi gostermektedir.
Deneysel c¢alismalarin  yapilabilmesi i¢in  flask zemininden kaldirilmalari
gerekmektedir. Hiicrelerin biiylitme medyumu atik toplama sisesine bosaltildi. Her
flaskin tizerine yaklasik 2,5 ml 1X Phosphate Buffered Saline (PBS, Biochrom,
Almanya) koyularak yavas hareketlerle hiicreler nazikc¢e yikandi. Flask icerisindeki
PBS pipet yardimiyla hiicrelerin bulundugu flasktan uzaklastirildi. Boylelikle 6lii
hiicre artiklar1 ve ekstraseliller ortamda bulunan toksik metabolitler ortamdan
uzaklastirilmis oldu. Hiicrelerin lizerine %0,25°lik Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich,
ABD) ¢ozeltisinden flask zeminini kaplayacak miktarda (yaklasik olarak 1-2 ml)
koyuldu. Hiicrelerin inverted mikroskop ile tutunduklari yilizeyden ayrilip
ayrilmadiklar1 kontrol edildi. Mikroskop ile hiicrelerin flask ylizeyden ayrildiklar
tespit edilince flasklar laminar flow kabinine alindi ve iizerlerine 8-9 ml taze
medyum eklendi. Cok hassas bir sekilde 10-15 kez pipetaj islemi uygulandi. Pipetaj
islemi bitince hiicreler steril bos bir 15 ml’lik falkon tiipe alindi. 5 dakika boyunca
1200 RPM de santrifiij edildi. Siipernatant atik toplama sisesine dokiildii. Boylece
hiicreler %0,25°lik Tripsin-EDTA’dan arindirildi. Falkon tiiptin dip kisminda biriken
DBTRG hiicre toplulugu iizerine yaklasik 5 ml medyum eklendi ve tek kullanimlik
steril bir pipetle hassas bir sekilde pipetaj islemi yapildi. Daha Onceden

hazirladigimiz ve igerisine 4’er ml medyum aktardigimiz T25 flasklara falkon
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tiipiinde bulunan DBTRG hiicre toplulugu-medyum karisimindan 1’er ml alinarak
eklendi. Flasklarin kapagi kapatildiktan sonra bulundugu zemin iizerinde 6ne-arkaya
ve saga-sola dogru c¢ok yavas hareket ettirilerek hiicrelerin flask icerisindeki
medyumda homojen bir bicimde yayilmasi saglandi. Boylece pasajlama islemi
tamamlanan hiicreler bese boliindiikten sonra inverted mikroskopta son kez kontrol
edilerek tekrar inkiibatore alindi ve 24 - 48 saat boyunca inkiibe ( 37 °C ve %5 CO?)
edildi. Siire sonunda hiicrelerin %80’den fazla konfluente ulasmasi durumunda;
‘Hiicrelerin Pasajlanmas1’ bashig: altindaki adimlar takip edilerek yeniden pasajlama

islemi yapildi. Pasajlama islemi yaklasik her 24 - 48 saate bir tekrarlandi.

Sekil 7. Hiicre kiilttirtindeki laminar flow cihazinda hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicrelerin Sayilmasi

Sekil 8. Casy TT hiicre sayim cihaz1
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3.2.3. Gruplarin olusturulmasi

DBTRG hiicreleri 8-10 flaska (250 ml ve 75 cm?) ve her flaskta 1x10° hiicre olacak
sekilde hiicre kiiltiirii inkubatoriinde (37 °C, 5% CO2 ve 95% hava) ekildi. Hiicre
saymmlart otomatik hiicre sayicit cihazinda (Casy Modell TT, Roche, Germany)
yapildi. Hiicrelerin ekilecegi medyum olarak RPMI-1640 (%10 sigir albiimini ve %1
antibiyotik iceren) kullanildi.

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki hiicreler higbir tedavi almayacaklar fakat 24 saat siire
ile hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C, 5% CO2 ve 95% hava) bekletildi.

2. Se grubu: Bu gruptaki hiicreler selenyum (200 nM ve sodyum selenit) ile inkiibe
edildikten sonra 24 saat siire ile hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C, %5 CO2 ve %95
hava) bekletildi (Cig ve Naziroglu, 2015).

3. Ap Grubu: Bu gruptaki hiicrelere 24 saat siire ile 20 uM AB1-42 inkiibasyonu
yapildi (Abe ve Misawa, 2003).

4. SeNP grubu: Bu gruptaki hiicreler selenyumca zengin nanopartikiiller ile (50 nM)
ile inkiibe edildikten sonra 24 saat siire ile hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C, %5 CO2
ve %95 hava) bekletildi (Zhang vd., 2001).

5. Se ve Ap Grubu: Bu gruptaki hiicrelere 24 saat siire ile 20 pM AB1-42 (Abe ve
Misawa, 2003) ve selenyum (200 nM ve sodyum selenit) ile inkiibe edildikten sonra
24 saat siire ile hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C, %5 CO2 ve %95 hava bekletildi (Cig
ve Naziroglu, 2015)

6. SeNP ve AB Grubu: Bu gruptaki hiicrelere 24 saat siire ile 20 uM APB1-42 (Abe
ve Misawa, 2003) ve selenyumca zengin nanopartikiiller (50 nM ) ile hiicre kiiltiirii
ortaminda (37 °C, %5 CO2 ve %95 hava) bekletildi (Zhang vd., 2001).

24 saat sonunda tiim hiicreler alinip, medyum santrifiij islemine tabi tutulduktan

sonra yikanarak agagidaki analizler gerceklestirildi.
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3.2.4. Laboratuvar analizleri

Sekil 9. Analizlerin yapildig1 plate reader (kuyucuk okuyucu) cihazi

3.2.4.1. Hiicre canlihgi1 (MTT) analizi

Ependorf igerisinde 1xPBS ile sulandirilmis izole hiicrelerden 150 pl’lik hacim
alinarak her bir eppendorfta 50’ser pl olacak sekilde 3’e boliindii ve tizerlerine 950
ul 1X PBS koyuldu. Her bir ependorfa 15 pl MTT kimyasali ilave edildi. MTT
kimyasali ilavesinden sonra biitiin ependorflar 8-10 defa yavasca ¢alkalanip, 37 °C de
calkalamali su banyosunda 90 dakika boyunca yavasca calkalamaya birakildi.
Calkalama sonrasinda biitiin ependorflar 400 g de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi stipernatant atildi. Her bir ependorfa 450’er mikrolitre Dimetil
stilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, ABD) ilave edildi. Pelet DMSO igerisinde
resuspense edildi. Sonra her bir kiivete 150 ul bu 6rnekten konuldu. Plate Readerda
490 nm ve 650 nm dalga boylarinda okunup bu iki dalga boyunda okunan degerler
birbirinden ¢ikarildi (Abs490 nm —Abs650 nm: x). Elde edilen degerler kontrole
kiyasla hesaplandi1 (Khodorov vd., 2002).
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3.2.4.2. Hiicre ici SOR iiretimi tayini

Ependorf igerisinde 1xPBS ile sulandirilmis izole hiicrelerden 150 pl’lik hacim
aliarak SOR iiretim tayini analizi i¢in yapilmasi i¢in her bir eppendorfta 50°ser ul
olacak sekilde 3’e boliindii ve iizerlerine 950 ul 1X PBS koyuldu. Sonrasinda 8-10
kez pipetaj yapilarak homojen hale getirildi. Uzerine 1ul Dihydrorhodamine 123
(DHR 123, Sigma Aldrich, ABD) SOR boyasindan konulduktan sonra tekrar 8-10
kez pipetaj yapildi. Bu islemi takiben ependorflar 30 dk siireyle calkalamali su
banyosunda 37 °C’de inkiibe edildi. Siire bitimini takiben 4x100 g de 5 dakika
boyunca santrifiij edildi. Sonrasinda siipernatant atilarak {izerlerine 300 ul 1X PBS
koyuldu ve pipetaj yapildi. Her bir plate kuyucuguna 100 pl olacak sekilde boliindii.
Plate Reader cihazinda (Infinite 200 Pro, Avusturya) 488 nm eksitasyon (uyarim) ve
530 ve 590 nm emisyon dalga boylarinda okunup aradaki fark deger olarak belirlendi
(Uguz ve Naziroglu, 2012).

3.2.4.3. Mitokondriyal membran depolarizasyonu analizi

1 ml 1IxPBS ile diliie edilmis hiicrelerden 150 ul’si ise mitokondriyal membran
depolarizasyonu analizi i¢in ayrildi. 150 pl hiicre siispansiyonu her bir eppendorfta
50’ser ul olacak sekilde 3’e boliindii. Daha sonra tizerlerine 950 pl taze medyum
koyuldu ve 15-20 kez pipetaj yapildi. Uzerine 1pl 5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1, Life Technologies, ABD)
mitokondriyal membran depolarizasyon boyasindan koyuldu ve tekrar 15-20 kez
pipetaj yapildi. Eppendorflar 30 dk siireyle calkalamali su banyosunda 37 °C’de
inkiibe edildi. Siire bitimini takiben 3500 RPM devirde 5 dakika boyunca santrifiij
edildi. Sonrasinda siipernatant atilarak tizerlerine 300 ul 1xPBS koyuldu ve pipetaj
yapildi. Her bir plate kuyucuguna 100 pl olacak sekilde boliindii. Plate reader’da 488
nm eksitasyon, 590 nm (JC-1 kiimelesmeleri) ve 525 nm (JC-1 monomerleri)
emisyon dalga boylarinda okunup 590/525 emisyon oraniyla sonuglar hesaplandi.
Veriler kontrol grubuna kiyasla nispi artig seklinde grafiklendirildi (Wang ve Joseph,
1999).
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3.2.4.4. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 analizleri

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarinin hazirlanmasi i¢in 2,5 ml kaspaz 3 ve kaspaz 9
tamponu ham soliisyonlarindan ayr1 ayr1 15 ml’lik falkon tiiplerine koyuldu. Her iKi
tiipe de 2,5ul NP-40 kimyasalindan ilave edildi. Sonrasinda vortekslenip floresan
kaspaz DTT boyasindan 12,5ul koyulup tekrar vortekste karistirildi. 1 ml 1X PBS ile
diliie edilmis hiicrelerden 150 pl’si kaspaz 9, 150 pl’si kaspaz 3 analizi i¢in ayrildi.
Her iki analiz i¢in de 150 pl hiicre slispansiyonu her bir eppendorfta 15 ul olacak
sekilde 10 kuyucuga esit bir sekilde koyuldu. Uzerlerine &ncesinde hazirlamis
oldugumuz kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarindan 50’ser pl eklendi. Sonrasinda agiga
¢ikan enzimler Plate Reader cihazinda 360 nm eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga
boylarinda okunarak kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktiviteleri olglildi. Elde edilen

veriler kontrole kiyasla misli artig olarak degerlendirildi (Uguz vd., 2009).

3.2.4.5. Apoptozis testi

1 ml 1xPBS ile diliie edilmis hiicrelerden 150 pl’si ise apoptozis testi igin ayrildi.
150 pl hiicre siispansiyonu her bir eppendorfta 50°ser ul olacak sekilde 3’e boliindii.
Daha sonra tizerine 950 pl 1X PBS koyuldu. Pipetaj yaptiktan sonra iizerine 3-5ul
apoptozis boyasindan (APOPercentage, Biocolor, Ingiltere) ilave edildi ve 30 dk
stireyle calkalama cihazina birakildi. Calkalama sonras1 3500 RPM de 5 dk santrifiij
edildi ve siipernatant atildi. Uzerine 1X PBS eklenerek yikandi ve 200ul
APOpercentage Dye Release’den ilave edildi. Pipetaj ve ardindan santrifiij yaptiktan
sonra siipernatant alind1 ve kuyucuklara aktarilip 550 nm dalga boyunda Plate Reader
cihazinda okundu. Elde edilen degerler kontrole kiyasla hesaplandi (Uguz vd., 2009)

3.3. Istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [ortalama + standart sapma (SD)] olarak
verildi. DBTRG hiicrelerinde c¢aligilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama
degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 17.0 lisansli paket bilgisayar
programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplarda istatistiksel onem
varligi Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tiim istatistiki karsilagtirmalarda

anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Arastirma Bulgular:

4.1.1. Selenyum nanopartikiillerinin Ap ile inkiibe edilmis DBTRG hiicrelerinin

hiicre canhihigr (MTT) diizeyleri iizerine etkileri

AP 1-42 ile inkiibe edilen DBTRG hiicrelerinde selenyum nanopartikiillerinin MTT
diizeyleri lizerine etkileri sekil 10 da gosterilmistir. Kontrol ve Se gruplarina kiyasla
AP grubunda MTT diizeylerinin anlamli seviyede (p<0.001) azaldig1 gézlendi. Buna
ek olarak, AP grubunda MTT degerinin SeNP (p<0.001), AB + Se (p<0.001) ve AP +
SeNP (p<0.001) gruplarina kiyasla 6nemli derecede arttigi analizler sonucu tespit
edildi. Se ve SeNP gruplari kendi aralarinda kiyaslandiginda, SeNP grubunda MTT
diizeyinin (p<0.001) daha da artmis oldugu gozlendi.

14 -

1,2 -
b’ C’ e’f a/ C/f/ g

1 -
0,8 -
0,6
0,4
0,2

0

Kontrol SeNP  Ap+Se ApB+SeNP

MTT
(Kontrole Kiyasla Misli Artis)

Sekil 10. AP inkiibe edilmis hiicrelerde Se ve SeNP uygulamasinin MTT diizeyleri
iizerine etkileri. (®p<0,001 ve °p<0,05 kontrol grubuna kiyasla, ®p< 0.001
ve 9p<0,05 Se grubuna kiyasla, ®p<0.001 AP grubuna kiyasla, Tp<0.001
SeNP grubuna kiyasla, 9p<0.05 AP + Se grubuna kiyasla). (Ortalama +
SD; n=3)
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4.1.2. Selenyum nanopartikiillerinin Ap ile inkiibe edilmis DBTRG hiicrelerinin

hiicre ici SOR seviyeleri iizerine etkileri

AP 1-42 ile inkiibe edilen DBTRG hiicrelerinde selenyum nanopartikiillerinin SOR
seviyeleri tizerine etkileri sekil 11 de gosterilmistir. Kontrol ve Se gruplarina kiyasla
AP grubunda SOR seviyesi anlamli bir sekilde (p<0.001) artmis oldugu gézlemlendi.
Buna ilave olarak, Ap grubu SOR seviyesinin, SeNP (p<0.001), Ap + Se (p<0.001)
ve AP + SeNP (p<0.001) gruplart SOR seviyelerine kiyasla 6nemli diizeyde azaldigi
istatistiksel olarak bulundu. Se ve SeNP gruplar1 aralarinda karsilagtirildiginda, SeNP
grubunda SOR seviyesinin (p<0.001) azaldig1 gézlemlenmistir.

ac
15 - a,c,d,ef
b,c,d,e
1 - b
I I a'%d
0 I
Se Ap

Kontrol SeNP  Ap+Se Ap+SeNP

SOR
(Kontrole Kiyasla Misli Artis)
o
[

Sekil 11. AP inkiibe edilmis hiicrelerde Se ve SeNP uygulamasinin hiicre i¢gi SOR
seviyeleri iizerine etkileri. (3p<0,001 ve °p<0,05 kontrol grubuna kiyasla,
p< 0.001 Se grubuna kiyasla, 9p<0.001 AP grubuna kiyasla, ®p<0.001
SeNP grubuna kiyasla, p<0.001 AP + Se grubuna kiyasla). (Ortalama +
SD; n=3)

4.1.3. Selenyum nanopartikiillerinin A ile inkiibe edilmis DBTRG hiicrelerinin

mitokondriyal zar depolarizasyon diizeyleri iizerine etkileri

AP 1-42 ile inkibe edilen DBTRG hiicrelerinde selenyum nanopartikiillerinin
mitokondriyal zar depolarizasyonu diizeyleri tizerine etkileri sekil 12 de
gosterilmistir. Kontrol grubu ile Se grubu kiyaslandiginda aralarinda istatistiki olarak
anlam ifade eden bir degisiklik olmadigi bulundu. Kontrol ve Se gruplarina kiyasla
AP grubunda mitokondriyal zar depolarizasyonu diizeyleri Onemli seviyede
(p<0.001) artig1 gozlendi. Bununla birlikte, AP grubu mitokondriyal zar
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depolarizasyonu diizeylerinin SeNP (p<0.001), Ap + Se (p<0.001) ve AP + SeNP
(p<0.001) gruplarina kiyasla 6nemli seviyede azaldigi istatistiksel olarak bulundu. Se
ve SeNP gruplart kendi aralarinda kiyaslandiginda, SeNP grubunda mitokondriyal
zar depolarizasyonu diizeyinin (p<0.001) daha az oldugu gozlendi.

1,8 -

=
»

a,b,c,d,e

a,b,c,d,e
I I | b C I
0 -

Kontrol SeNP Ap+Se  Ap+SeNP

o o o L.
A~ O 0 F N b
1 1 1 1 1

JC-1
(Kontrole Kiyasla Misli Artis)

o
N
1

Sekil 12. AP inkiibe edilmis hiicrelerde Se ve SeNP uygulamasiin mitokondriyal
membran depolarizasyonu (JC-1) seviyeleri iizerine etkileri. (*p<0,001
kontrol grubuna kiyasla, °p< 0.001 Se grubuna kiyasla, p<0.001 AP
grubuna kiyasla, 9p<0.001 SeNP grubuna kiyasla, ®p<0.001 AP + Se
grubuna kiyasla). (Ortalama = SD; n=3)

4.1.4. Selenyum nanopartikiillerinin Ap ile inkiibe edilmis DBTRG hiicrelerinin

apoptozis diizeyleri iizerine etkileri

AB 1-42 ile inkiibe edilen DBTRG hiicrelerinde selenyum nanopartikiillerinin
apoptozis diizeyleri lizerine etkileri sekil 13 de gosterilmistir. Kontrol ve Se
gruplarina kiyasla AP grubunda apoptozis diizeyinin énemli dl¢iide (p<0.001) artmis
oldugu go6zlemlendi. Bununla birlikte, AP grubun apoptozis diizeyinin SeNP
(p<0.001), AP + Se (p<0.001) ve AP + SeNP (p<0.001) gruplarina kiyasla dnemli
seviyede azaldigi istatistiksel olarak tespit edildi. Se ve SeNP gruplari aralarinda
kiyaslandiginda, SeNP grubunda apoptozis diizeyinin daha da azaldigi gozlemlendi
(p<0.001).
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Sekil 13. AP inkiibe edilmis hiicrelerde Se ve SeNP uygulamasimin apoptozis
seviyeleri iizerine etkileri. (3p<0,001 kontrol grubuna kiyasla, °p< 0.001
Se grubuna kiyasla, °p<0.001 AP grubuna kiyasla, %p<0.001 SeNP
grubuna kiyasla, °p<0.001 AP + Se grubuna kiyasla). (Ortalama + SD;
n=3)

4.1.5. Selenyum nanopartikiillerinin Ap ile inkiibe edilmis DBTRG hiicrelerinin

kaspaz 3 aktivite degerleri iizerine etkileri

AP 1-42 ile inkiibe edilen DBTRG hiicrelerinde selenyum nanopartikiillerinin kaspaz
3 aktivite degerleri lizerine etkileri sekil 14 de gosterilmistir. Kontrol ve Se
gruplarina kiyasla AP grubunda kaspaz 3 aktivitesinin 6nemli bir sekilde (p<0.001)
artig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte, Ap grubun kaspaz 3 aktivitesinin SeNP
(p<0.001), AP + Se (p<0.001) ve AB + SeNP (p<0.001) gruplarina kiyasla 6nemli
seviyede azaldigi istatistiksel olarak hesaplandi. Se ve SeNP grubu aralarinda
kiyaslandiginda istatistiki anlam ifade eden bir degisiklik olmadigi goézlemlendi

(p<0.05).
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Sekil 14. AP inkiibe edilmis hiicrelerde Se ve SeNP uygulamasinin kaspaz 3
aktivitesi {izerine etkileri. (3p<0,001 kontrol grubuna kiyasla, °p< 0.001 ve
p<0,05 Se grubuna kiyasla, 9p<0.001, AP grubuna kiyasla, ®p<0.001
SeNP grubuna kiyasla, p<0.001 AB + Se grubuna kiyasla). (Ortalama +
SD; n=3)

4.1.6. Selenyum nanopartikiillerinin Ap ile inkiibe edilmis DBTRG hiicrelerinin

kaspaz 9 aktivite degerleri iizerine etkileri

AP 1-42 ile inkiibe edilen DBTRG hiicrelerinde selenyum nanopartikiillerinin kaspaz
9 aktivite degerleri tizerine etkileri sekil 15 te gosterilmistir. Kontrol ve Se gruplarina
kiyasla AP grubunda kaspaz 9 aktivitesinin 6nemli bir sekilde (p<0.001) artmis
oldugu gozlendi. Bunun yaninda, AB grubu kaspaz 9 aktivitesinin SeNP (p<0.001),
AP + Se (p<0.001) ve AP + SeNP (p<0.001) gruplarina kiyasla dnemli seviyede
azaldig istatistiksel olarak hesaplandi. Se ve SeNP grubu aralarinda kiyaslandiginda

istatistiki anlam ifade eden bir degisiklik olmadigi gozlemlendi (p<0.05).
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Kaspaz 9 Aktivitesi
(Kontrole Kiyasla Misli Artis)

Sekil 15. AP inkiibe edilmis hiicrelerde Se ve SeNP uygulamasinin kaspaz 9
aktivitesi iizerine etkileri. (3p<0,001 kontrol grubuna kiyasla, ®p< 0.001
ve °p<0,05 Se grubuna kiyasla, %p<0.001, AB grubuna kiyasla, $p<0.001
SeNP grubuna kiyasla, fp<0.001 AB + Se grubuna kiyasla). (Ortalama +
SD; n=3)
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4.2. Tartisma

Diinya genelinde ortalama 6miir yasinin artina bagl olarak AlzH goriilme siklig1 da
artmaktadir. 2015 verilerine gore iilkemizde 400.000’in lizerinde Alzheimer hastasi
bulunurken bu say1 diinya geneline bakildiginda ise 46,8 milyon civarinda oldugu
saptanmustir. (Tiirkiye Alzheimer Dernegi 2015, Hao ve Friedman, 2016). Hastaligin
olusumunda SOR, amiloid B1-42 ve Tau protein olusumu 6nemli yer tutmaktadir.
SOR iireminin 6nlenmesinde antioksidanlar rol oynamaktadir. Eser element olan Se
bircok fizyolojik olayda onemli rol oynamaktadir. Selenyum antioksidan olarak
gorev almakta ve hiicreleri oksidatif strese karsi korumaktadir. Enzimatik
antioksidanlar arasinda GPx 6nemli bir yer tutmaktadir. O~ radikali SOD tarafindan,
H202’e doniistiiriiliir. H202, KAT ve GPx enzimleri ile suya kadar pargalanir. GPx
enziminin yapisina Se elementi kofaktor olarak katilmaktadir. Nanopartikiillerin
AlzH ve diger demans tipleri gibi ndrolojik hastaliklardaki roliine odaklanan
calismalarin sayis1 glin gectikce artmaktadir. Beyin, element ile zenginlestirilmis
nanopartikiillerin oksidatif toksik etkilerine karsi en hassas organ olmasina ragmen
emilen bu nanopartikiiller farkli organlarda depolanir (Feng vd., 2015). Néronlar
yiiksek oranda oksijen tiiketimi, ylksek miktarda PUFA varligi ve enzimatik
antioksidan aktivitesinin diisiik seviyeleri nedenleriyle oksidatif hasara kars1 6zellikle
hassastir (Halliwell, 2006; 2009). Dogal antioksidan bilesenlerle yeni tedaviler gesitli
norodejenaratif hastaliklar1 tedavi igin arastirilmaktadir (Naziroglu, 2011; 2015).
Ancak yine de dogal antioksidanlarin basarilar1 diistiktiir. Bu nedenle, nérolojik
hastaliklarin tespit ve tedavisinde ilerleme kaydedebilmek i¢in yeni tedavi edici
nanopartikiillerin kesfedilmesine acil ihtiya¢ vardir. AlzH ve benzeri norolojik
hastaliklarda apoptozis olugmasinda oksidatif stresin O6nemli bir rolii vardir.
Yaptigimiz literatiir taramalarina gore, giiniimiize kadar SePN’nin deneysel hiicre
kiiltiiri AlzH modelinde faydasini belirlemek igin yapilmis bir in vitro ¢alisma heniiz
yoktur. SePN’nin, goriilme sikligi artmakta olan AlzH’nin tedavisinde fayda
saglayabilecegi diislincesinden yola ¢ikarak DBTRG hiicrelerinde SePN’nin oksidatif
stres ve apoptozis degerleri iizerine etkileri hiicre kiiltiirii ortaminda arastirildi. Bu
calismada, AP inkiibasyonu sonucu, mitokondriyal zar depolarizasyon, hiicre igi
SOR iiretimi, apoptozis, kaspaz 3 ve 9 degeleri artarken hiicre canliligi degerlerinin

azaldig1 gozlemendi. Se ve SeNP inkiibasyonu sonucu, mitokondriyal zar
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depolarizasyon, hiicre i¢i SOR iiretimi, apoptozis, kaspaz 3 ve 9 aktivite degerleri

azalirken hiicre canliligi degerlerinin arttigi gézlemlendi.

Bu calismada AP inkiibasyonu ile hiicre i¢i SOR {iretimi ile mitokondriyal membran
depolarizasyon degerlerinin arttigi ve bununla birlikte, Se ve SeNP uygulamasi ile
her iki degerin belirgin bir diizeyde azaldigi gozlemlendi. Calisma sonuglarina
benzer sekilde, siyalik asitle modifiye edilmis SeNP’larin PCI12 hiicrelerindeki
etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada mitokondriyal membran depolarizasyonu,
sitotoksisite ve apoptozis diizeyleri arastirilmis ve B6 peptid ile kaplanmis selenyum
modifiye nanopartikiillerinin potansiyel terapdtik uygulamasi bildirilmisti. Bu
nanopartikiiller AP plaklariin birikimini engelledigi bildirilmistir (Yin vd., 2015).
Yine bagka bir ¢alismada, yesil ¢aydaki ana fenol bilesigi olan epigallokatekin-3-
gallate ile stabilize selenyum nanopartikiillerinin in vitro modelde Ap plaklarinin
birikiminde ve amiloid fibril ayrigmasinda koruyucu roliiniin oldugu rapor edilmistir
(Zhang vd., 2014). Bazi aga¢ tiirinde (Oroxylum indicum) ve agag tiiriiniin
ciceklerinde chrysin flavonoidi (5,7-dihydroxyflavone) {iretilir. Rat hipokampal
noronlarinda yapilan bir ¢aligmada, Krisin yiiklenmis kati-lipit nanopartikiillerinin
AP 25-35 ile indiiklenmis oksidatif stres iizerine koruyucu etkileri rapor edilmistir
(Vedagiri ve Thangarajan, 2016). Wang ve arkadaslar1 (2014) yapmis olduklar1 bir
calismada SH-SY5Y noroblastoma hiicre hattinda bakir ile olusturulmus AP
oksidasyonu tiizerine selenyum iceren kliolinol tiirevlerinin etkilerini arastirilmisgtir.
Yapilan bu caligmalar sonucunda selenyum igeren kliolinol tiirevlerinin, SH-SY5Y
hiicrelerinde H20>’1 etkisiz hale getirme aktivitesi, hiicre i¢i SOR iiretimi ve bakir ile
olusturulmus AP agregasyonu iizerine faydali etkileri oldugu gostermislerdir. Yine
baska bir ¢alismada, Gupta ve arkadaslar1 (2010) suda eriyebilen CdSe/ZnS gantum
parcaciklarinin, AP plaklarin olusumu iizerindeki etkilerini aragtirmislardir ve bu
parcaciklarin bu plaklarin  olusumunu Onlemede olumlu roliiniin oldugunu

gbzlemlemisglerdir.

Viicudumuzdaki iyonlar igerisinde en 6nemlilerinden biri olan Ca*? iyonudur. Genel
olarak Ca*?nin kemik gelisimine katilmasiyla bilinmesinin aksine mikro seviyede
incelendiginde hiicrelerin yasamsal aktivitelerini devam ettirebilmesi i¢in bir denge
denklemi seklinde hiicre i¢i ve hiicre dis1 olacak seklinde hiicre zar1 tizerindeki bir

grup iyon kanallar1 vasitasiyla karsilikli faaliyet icerisindedirler. Ca*? miktar1 hiicre
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icine kiyasla hiicreler arasi sivida 20.000 kat daha fazla bulunmaktadir. AlzH
olusturulmus hiicrede hasar meydana gelmekte ve sonucunda normalden fazla
miktarda Ca*? iyonu girdigi iyi bilinmektedir (Ovey ve Naziroglu, 2015). TRPM2 ve
Transient Receptor Potential Vanilloid gibi bir kisim katyon kanallar1 oksidatif stres
ile aktive olmaktadirlar (Wehage vd., 2002; Naziroglu, 2017). Bu kanallarin asiri
oksidatif stres ile aktive olmalar1 sonucu hiicre icerisine (sitozole) asir1 Ca*? iyonu
girmekte ve mitokondri zarlarin1 depolarize etmektedir. Sayet hiicre ici asir1 Ca*?
artisina bagli mitokondri depolarize olursa iki molekiiler yolak aktive olmaktadir.
Bunlar (1) Asirt SOR iiretimi ve (2) kaspaz ve apoptotik yolaklarin aktivasyonudur.
Se ve SeNP, antioksidan ozellikleri ile bu katyon kanallarini diizenleyerek hiicre
icerisine Ca*? girisini azaltarak asir1 SOR ve apoptozis iiretimini azaltmaktadirlar. Bu
calismada hiicre ici serbest Ca*? ve katyon kanal aktivasyonlar: 6lgiilmedi. Fakat
AlzH’de sitozlik Ca*? diizeyinin artt1ig1 ve memantin gibi bir kisim ilaglarin tedavide
rol oynadiklar1 bilinmektedir (Miguel-Hidalgo vd., 2002). Bu nedenle, hiicre ici Ca*?
diizeyi artisina bagl hiicre i¢i SOR diizeyi ve mitokondriyal, apoptozis, kaspaz 3 ve
9 aktivasyon diizeyleri AP grubunda artmistir. Ancak Se ve SeNP gruplarinda ise bu

degerlerin anlaml1 bir sekilde diistiigli gozlemlendi.

Yas ve gevresel etmenlerin degisikligiyle beraber AlzH’ nin olusumunda genetigin,
NOFY ve SEP’nin etkisi oldugu gézlemlenmektedir (Solomon vd., 2014). Hastaligin
olusum sebeplerinden en 6nemli faktorlerinden birisi AP plaklarin meydana gelmesi
ve hiicreler arasi boslukta fazla olmasidir (Solomon vd., 2014). Trasmembran
proteinlerinden olan APP’nin metabolize’si sonucu AP plaklar1 ortaya ¢ikar, bu
plaklar bir araya gelerek SEP’yi olusturur. Olusan SEP’nin yapilar1 antitoksik ve
noronlarda inflamasyona sebep olmayan 6zellige sahiptir (Klementieva vd., 2017).
Fakat oksidatif stres ve mikroglial aktivasyonlar gibi sebeplerle birlikte plaklar sert
ozellikli bir yapiya doniistiiklerinden dolayr ndrotoksik etkiye sahip bir yapi
kazanirlar (Klementieva vd., 2017). Norotik plaklar bozulmus akson ve dendrit
pargalar1, ¢oziiniir olmayan fibriller AB yapilar1 ve NOFY ile birlikte meydana
getirmektedir (Tosun, 2014). Aymi yas ortalamasindaki bireyler arasinda yapilan
arastirmalarda Alzheimer’li bireylerin beynindeki norotik plaklarin digerlerine
nazaran daha fazla oldugu goriilmiis ve bu plaklarin daha ¢ok neokorteks alaninda

bulundugu gozlemlenmistir (Tosun, 2014).
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Apoptozis, hiicre Sliimiiniin genlerle diizenlendigi, organizmada normal bir gelisim
ve doku homeostazisi igin kritik dneme sahip olgudur. Apoptotik mekanizmanin en
bliyiik bilesenini, kaspazlar olarak adlandirilan ve birden fazla protein substratlarini
yikma kabiliyetine sahip bir grup protein ailesi olusturur. Kaspaz aktivitesi ile hiicre
yapist ve fonksiyonu bozulur, neticede hiicre oliimii gerceklesir (Stennicke ve
Salvesen, 1997). Apoptozis siirecinde kaspaz ailesi tiyelerinden, kaspaz 8, 9 ve 10
indiikleyici rol alirken, kaspaz 3, 6 ve 7 ise siirecin devam ettirilmesinde gorev alan
enzimlerdir (Earnshaw vd., 1999). Kaspaz 3, hiicrenin bazi yapi proteinlerinin
yikimina ve DNA zincirinde kiriklarin olugsmasimna boylece hiicrenin yapisal
biitiinligiiniin bozulmasina sebep olmaktadir (Enari vd., 1998). Apoptozisin intrinsik
yolaginda kaspaz 9’un bir¢ok diizenleyici ve sitokrom c gibi doniistiiriicii ile
etkilesime girdigi bildirilmistir (Shi, 2002). Benzer sekilde, bu tez ¢alismasinda da
Se ve SeNP uygulanan gruplarda hiicrenin canliligimin devam ettirilmesinde 6nemli
rolii olan prokaspaz 3 ve 9 ekspresyonunun azaltti§1 ve buna bagl olarak programli
hiicre 6limiiniin belirteci olan kaspaz 3 ve 9 aktivitelerinin ise azaldig1 tespit
edilmistir. Ap grubunda artti81, Se ve SeNP bulunan gruplarda ise anlamli diizeyde
azaldig1 géz oniine alininca, DBTRG hiicrelerinde apoptozisi 6nlemede Se ve SeNP
gruplarinin  dahil oldugu inkiibasyonlar sonucunda etkili oldugu neticesine

varilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Diinyada ortalama yas Omriiniin artisina bagli, AlzH hastaligin yayilmas: da giin
gectikce artmaktadir. Bu hastaligin nedenleri kesin olarak bilinmedigi i¢in, tedavisine
bliylik miktarda masraflar yapilmaktadir. Hastalig1 etiyolojisinde One siiriilen
mekanizmalar arasinda, tau proteinleri ile [ plaklarin olusumudur. Bunlarin
olusmasinda da oksidatif stresin rolii iyi bilinmektedir. Se esansiyel bir eser element
olup, basta yapisimna girdigi GPx enzimi ve diger unsurlar ile oksidatif stresin
inhibisyonunda 6nemli rol oynamaktadir. SeNP, Se’den daha etkin olarak kanser gibi
bir kisim hastaliklarda tedavide fayda saglarken AlzH iizerindeki rolii yeterince
bilinmemektedir. Bu ¢alismada, AP inkiibasyonu sonucu, mitokondriyal membran
depolarizasyon, hiicre i¢i SOR {iretimi, apoptozis, kaspaz 3 ve 9 aktivite degerleri
artarken hiicre canliligi degerlerinin azaldigi gozlemlendi. Se ve SeNP inkiibasyonu
sonucu, mitokondriyal membran depolarizasyon, hiicre i¢i SOR iiretimi, apoptozis,
kaspaz 3 ve 9 aktivite degerleri azalirken hiicre canliligi degerlerinin artti1
gozlemlendi. Oksidatif stres arttiginda, hiicre i¢i apoptotik ve mitokondriyal
depolarizasyon degerleri artmakta ve AlzH hastaligi olusumuna aracilik ettigi
bilinmektedir. Se ve SeNP antioksidan Ozellikleri ile oksidatif stresi Onleyerek
apoptotik ve mitokondriyal oksidatif stres olusumunu baskiladigi goézlenmistir.
Sonuglar {izerinde SeNP kiyasla Se etkisinin daha belirgin oldugu gozlenmistir.
Fakat bu ¢alisma sonuglariin deney hayvanlari ve insanlarda yapilan ¢alismalar ile
desteklenmesi gerekmektedir. Bu ¢alisma sonuglari, bu alandaki in vitro ¢alisma
boslugunu dolduracak nitelikte olup AlzH hastaliginin olusum mekanizmalarinin

aydinlatilmasina katki saglayacaktir.
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