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OZET

Doktora Tezi

SH-SY5Y NOROBLASTOMA HUCRE HATTINDA NORODEJENERASYONA
KARSI KUERSETIN VE SODYUM SELENAT iCEREN COK HEDEFLIi
ILACIN NOROPROTEKTIF ETKILERININ ARASTIRILMASI

Gokhan DERVISOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Hidrojen peroksit (H202), canli organizmalarda oksidatif strese neden olan 6nemli bir
reaktif oksijen tliriidiir. Oksidatif stres; Alzheimer, amyotrofik lateral skleroz (ALS),
Parkinson ve Huntington gibi 600°den fazla merkezi sinir sistemi hastalig1
patoetiyolojisine sebep olan en 6nemli ndrodejeneratif faktorlerden birisidir. Kuersetin
bitkisel bir flavonoiddir ve giiclii antioksidan 6zelliginin yani sira g¢esitli ndroprotektif
aktivitelere de sahiptir. Sodyum selenat bir serin-treonin fosfataz olan PP2A’nin
(protein fosfataz 2A) spesifik ve giiglii bir aktivatoriidiir. Norodejeneratif hastaliklarin
karmasik patogenezi ve etiyolojisi, tek bir reseptdr veya enzimatik sisteme hedeflenen
monoterapdtik ilaglar ile bu ¢ok faktorlii hastaliklarin basarili bir sekilde tedavisinin
mimkiin olamayacagini agik¢a gostermektedir. Son zamanlarda multipotansiyel
tedaviler daha c¢ekici stratejiler haline gelmis ve literatirde c¢ok islevli ilag
yaklasimlarinin potansiyeli vurgulanmistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasi kapsaminda;
kuersetin (Q) ve sodyum selenat (SS) karisimi ile elde edilen ¢ok hedefli ilag
kombinasyonunun (QSS) insan nodroblastoma SH-SY5Y hiicrelerinde H20. ile
indiiklenen oksidatif stres kaynakli ndrodejenerasyona karsi sinerjistik ndroprotektif
etkilerinin arastirilmast hedeflenmistir. Bu amagla H20, kaynakli oksidatif stres
varliginda Q, SS ve QSS ile 6n muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerine; canlilik testleri
(WST-1, propidyum iyodiir igeren annexin V-FITC ve JC-1 mitokondriyal membran
potansiyelindeki degisim (A%Wm)), hiicre i¢i antioksidan aktivite testleri (hiicre i¢i katalaz
enzimi (CAT) aktivitesi, hiicre i¢i toplam antioksidan kapasite (TAC)) ve oksidatif stres
testleri (hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS), lipid peroksidasyonu (LPO) ve hiicre dis1
insan Af@42) uygulandi. Sonu¢ olarak, elde edilen tim veriler Dirlikte
degerlendirildiginde QSS’nin SH-SY5Y insan néroblastoma hiicrelerinde oksidatif stres
kaynakli norodejenerasyona karsi sinerjistik olarak noroprotektif etki gosterdigi
belirlendi.

2019, 118 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kuersetin, Sodyum selenat, SH-SY5Y hiicreleri, Noroprotektif
etki, Norodejenerasyon, Sinerjistik etki
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INVESTIGATION OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF MULTI-
TARGETED DRUG CONTAINING QUERCETIN AND SODIUM SELENATE
AGAINST NEURODEGENERATION IN SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELL
LINE
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Department of Biotechnology
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Hydrogen peroxide (H20-) is an important reactive oxygen species that causes oxidative
stress in living organisms. Oxidative stress is one of the most important
neurodegenerative factors that causes pathophysiology of more than 600 central nervous
system diseases such as Alzheimer's, amyotrophic lateral sclerosis (ALS), Parkinson
and Huntington diseases. Quercetin is a plant flavonoid and has a strong antioxidant
properties as well as a variety of neuroprotective activities. Sodium selenate is a specific
and potent activator of PP2A (protein phosphatase 2A) which is a serine-threonine
phosphatase. The complex pathogenesis and etiology of neurodegenerative diseases
clearly demonstrate that monotherapeutic drugs targeted to a single receptor or
enzymatic system cannot successfully treat these multifactorial diseases. Recently,
multipotential therapies have become more attractive strategies and the potential of
multifunctional drug approaches has been emphasized in the literature. Therefore,
within the scope of this thesis; the aim of this study was to investigate the synergistic
neuroprotective effects of multi-targeted drug combination (QSS) obtained with a
mixture of quercetin (Q) and sodium selenate (SS) against oxidative stress-induced
neurodegeneration induced by H>O> in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. For this
purpose, SH-SY5Y cells were pretreated with Q, SS and QSS in the presence of H20;
induced oxidative stress; viability tests (WST-1, annexin V-FITC containing propidium
iodide and change in JC-1 mitochondrial membrane potential (AW¥m)), intracellular
antioxidant activity tests (intracellular catalase enzyme (CAT) activity, intracellular
total antioxidant capacity (TAC)) and oxidative stress tests (intracellular reactive
oxygen species (ROS), lipid peroxidation (LPO) and extracellular human AP(1-42)) were
applied. In conclusion, when the data obtained from all tests are evaluated together, it
was determined that QSS showed neuroprotective effect synergistically against
oxidative stress induced neurodegeneration in SH-SY5Y human neuroblastoma cells.

2019, 118 pages

Keywords: Quercetin, Sodium selenate, SH-SY5Y cells, Neuroprotective effect,
Neurodegeneration, Synergistic effect



TESEKKUR

Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Komisyonu
tarafindan “SH-SYS5Y Noronal Hiicre Hattinda Kuersetin ve Sodyum Selenat
Kombinasyonu Igeren Cok Hedefli ilacin Hidrojen Peroksit Kaynakli
Norodejenerasyona Karsi Sinerjistik Noroprotektif Etkilerinin Arastirilmasi” konulu
Hizl1 Destek projesi tarafindan belirli bir kism1 desteklenen bu tez c¢alismasi Bingol
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Hiicre
Kiiltiirii ve Arastirma Laboratuvarlari, Bingdl Universitesi Merkezi Laboratuvar
Uygulama ve Arastirma Merkezi Hiicre Kiiltiirii Laboratuvar1 ve Atatiirk Universitesi
Dogu Anadolu ileri Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAYTAM) Hiicre
Kiiltiirti Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Bu tez ¢alismasina verdikleri destekten

dolay1 Atatiirk Universitesi BAP birimine tesekkiir ederim.

Oncelikle danismanim Saymn Prof. Dr. Melda SISECIOGLU na doktora egitimim ve tez
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Biyoloji ve Genetik Boliim Bagkani Sayin Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL e ve deneysel
calismalarim icin gerekli SH-SYS5Y Insan ndroblastoma hiicre hattiin temini
asamasinda gostermis oldugu yardimlardan dolay1 Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Ogretim tiiyesi ve Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Bagkan1 Sayin Prof. Dr. Ahmet
HACIMUFTUOGLU’na ve boliim asistanlarindan Saymn Ars. Gor. Kemal Alp
NALCT’ya tesekkiir ederim.

Bingol Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik bdliimii
ogretim iiyelerinden Saym Dr. Ogr. Uyesi Biilent KAYA’ya ve béliim asistanlarindan
Sayin Ars. Gor. Giirkan AYKUTOGLU’na tez siiresince verdikleri desteklerden dolay1
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1. GIRIS

1.1. Oksidatif Stres

Solunum yapan tiim canlilar yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in molekiiler
oksijene (O2) ihtiya¢ duyarlar (Singh et al. 2019). Solunumda alinan O2’nin biiyiik bir
cogunlugu hiicrelerde besin maddelerinden enerji eldesi i¢in mitokondriyal redoks
tepkimelerinde kullanilir. Fizyolojik kosullarda, mitokondriyal redoks tepkimeleri
sonucunda molekiiler oksijen vasitasiyla yiliksek enerji eldesinin yami sira diisiik
seviyede reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve/veya reaktif nitrojen tiirleri (RNS) gibi birgok
serbest radikal ¢esidi de olusturulur. Serbest bir radikal, bir veya daha fazla
eslestirilmemis elektron i¢eren ve bundan dolay1 diger maddelerle kolaylikla reaksiyona
girme egilimi gosteren yiiksek enerjili atom veya molekiillerdir (Halliwell 2006b).
ROS’lar, siiperoksit anyon radikali (O27), hidroperoksil radikali (HOO"), peroksil
radikali (ROQ), lipit peroksil radikali (LOO") ve hidroksil radikali (OH") gibi oksijen
radikalleri ile hidrojen peroksit (H202) gibi sonradan radikallere doniisebilen ve radikal
olmayan tiirleri igerirler (Cizelge 1.1). RNS’ler ise nitrik oksit radikali (NO") ve nitrojen
dioksit radikali (NO2") gibi tiirleri igerirler. Hiicre iginde diisiik seviyede olusturulan
ROS velveya RNS tiirleri hiicre i¢i oksidasyon, hiicre ¢ogalmasi ve canliligini
stirdiirmesinde kritik sinyal molekiilleri olarak cesitli hiicresel aktivitelerde kullanilirlar
ve hiicresel antioksidan savunma sistemi (stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), vs.) tarafindan belli bir seviyede kontrol altinda tutulurlar
(Ray et al. 2012) (Cizelge 1.2, Sekil 1.1 ve Sekil 1.2).



Cizelge 1.1. Baslica endojen oksidanlar

Oksidan Formiil Reaksiyon Denklemi Kaynak
S k . O NADPH + 202 > NADP+ + 202._ + H+ B"‘ben et al
liperoksit anyon . '
P Y ’ Fe?* + 03— Fe¥ + Og (2012)
Hipoksantin + H,0 + O, <> Ksantin + H2O2
. . ) . Birben et al.
Hidrojen peroksit H202 Ksantin + H.0 + O, «» Urik asit+ H20> (2012)
02 + 0y +2H*— H0,+ O
Hidroksil radikal ~ OH" Fe?* + Ha02— Fe + OH™ + OH" Birben et al.
(2012)
. ; . 3 . . Birben et al.
Peroksil radikalleri ROO R*+ O,— ROO (2012)
Hidroperoksil ) _ . _ Birben et al.
radikali HOO H.0+ 02~ <> HOO® + OH (2012)
Lipit peroksil ; w . . ) Yinetal.
radikali LOO L* (Lipit radikal) + O, — LOO (2011)
Cizelge 1.2. Enzimatik antioksidan savunma sistemi
Enzim adi Kisaltma Katalizledigi Reaksiyon Kaynak
Siiperoksit soD MM+ -SOD + O;~ <> M™ -SOD + O, M™ -SOD  Birben et al.
dismutaz + 0z + 2H" & M™ -SOD + H202 (2012)
2 H202+ 02+ H202
Birben et al.
Katalaz CAT Fe(l11)-E + H202— H,0 + O = Fe(IV)-E(.+) (2012)
H,0 + O = Fe(IV)-E(.+) — Fe(Ill)-E + H,0 + O3
Glutatyon GPx 2GSH + H202— GSSG + 2Hz0 Birben et al.
peroksidaz 2GSH + ROOH — GSSG + ROH+ H;0 (2012)
Adenozin monofosfat + siilfit + tiyoredoksin
disiilfit = 5’-adenilil siilfat + tiyoredoksin i
Tiyoredoksin TRX Y Birben et al.
Adenozin 3°,5’-bisfosfat + siilfit + tiyoredoksin (2012)
disiilfit = 3’-fosfoadenilil siilfat + tiyoredoksin
Peroksiredoksin ~ PRX 2 R-SH + ROOH = R-S-S-R' + H,0 + ROH B'r(bzeonlgt) al.
Glutatyon _ Birben et al.
transferaz GST RX + GSH = HX + R-S-GSH (2012)




Kemoterapi Katalaz

\\.
R d - o d ( ’
adyasyon Q\j\ V Glutat.\ on
Biiyiime faktorleri S>
uyume fa € H Peroksiredoksin

" Tiyoredoksin rediiktaz
Sitoklnler

Peroksidaz
Oksijen y etmezllgi (Hipoksi)

Sekil 1.1. Reaktif oksijen tiirleri iiretiminin ¢esitli aktivator ve inhibitorlerinin sematik
gosterimi (Reuter et al. 2010)

Oksidatif stres, cesitli endojen ve eksojen stres faktorleri (Sekil 1.1 ve Sekil 1.3)
varliginda hiicre i¢i pro-oksidan/antioksidan dengenin pro-oksidan tarafa dogru kaymasi
olarak tanimlanabilir (Zhao 2005). Bu durum mitokondriyal fonksiyonun bozulmasina
ve hiicre i¢i serbest radikal (ROS/RNS) iiretiminin asir1 artmasina sebep olur (Sekil
1.2).

Oksidatif stres

Fizyolojik durum

ROS Antioksidanlar
RNS

Sekil 1.2. Fizyolojik durum ve oksidatif stres durumunda hiicre igi pro-
oksidan/antioksidan dengesinin sematik gosterimi (Cenini et al. 2019)

Oksidatif stres durumunda {iretilen serbest radikaller oldukca kararsiz ve reaktif bir

yapidadirlar. Bu nedenle proteinler, lipitler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi ana



hiicresel biyomolekiillere saldirarak hiicre veya dokularda oksidatif hasara neden
olurlar. Oksidatif stres kaynakli hasarlar ateroskleroz, diyabet, kanser, nérodejenerasyon
ve yaslanma gibi ¢esitli dejeneratif siireg, hastalik ve sendromlara yol agarlar (Sekil 1.3)

(Ray et al. 2012; Poljsak and Milisav 2013).

OKSIDATIF STRES

o~

ROS/RNS

Endojen Kaynnkla:

ok na o . NADPH
I Mitokondriler Oksidazlar

w Sigara femek iyonlagtirict v
Radyasyon Radyasyon

Nérolojik Hastaliklar

Kas ve iskelet Hastaliklart Metabolik Bozukluklar

Kalp-Damar Hastaliklar Diyabet Komplikasyonlar

(AD, PD, HD, ALS, SCA

Sekil 1.3. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)/reaktif azot tiirleri (RNS) ve hastaliklarin
eksojen ve endojen kaynaklar1 (Singh et al. 2019)

1.2. Norodejenerasyon

Oksijen canli organizmalarda tartismasiz sekilde hayati bir role sahiptir. Canlilar farkli
dokularindaki metabolik fonksiyonlarma bagli olarak farkli miktarda oksijene ihtiyag
duyarlar. Beyin toplam viicut agirliginin yaklagik %2’sini olugturmaktadir. Total glikoz
tilketiminin biiyiik bir boliimii ve viicuda alinan toplam oksijenin yaklasik %20°den
fazlas1 beyin dokusu tarafindan kullanilmaktadir. Bu metabolik faaliyetlerden de yiiksek
oranda noronlar ve astrositler sorumludurlar (Halliwell 2006a). Beyin, ¢oklu doymamis
yag asitleri (Arasidonik asit (AA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA)), okside edilebilir
substratlar olarak katekolaminler ve redoks aktif metaller (Demir, bakir ve ¢inko)
bakimindan zengindir. Beynin antioksidan savunma sistemi diger organlarla

karsilastirildiginda nispeten daha zayiftir ve bu nedenle beyin daha fazla ROS tiretimine



ve oksidatif hasara yatkindir (Berg et al. 2004; Haddadi et al. 2014). Beyin
fonksiyonlarmin diizglin ¢alismasi i¢in biiyiik miktarda oksijen tiiketilir ve hiperoksi
durumunda Oz molekiilii ROS artisina sebep olur. Buda noronlar iizerinde toksik etki
gosterir. Norodejenerasyona dahil olan ROS, H2O2, Oz ve yiiksek oranda reaktif OH"
icerir. Nitrik oksit (NO) gibi reaktif azot tiirlerinin (RNS) de ndronlar iizerinde
dejeneratif etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Singh et al. 2019). ROS hiicrede protein,
niikleik asitler veya lipit gibi biyomolekiilleri hedef alarak onlarin fonksiyonunu modiile
eder ve ndrodejenerasyon gelisimine katkida bulunur. Ornegin, beyinde bol miktarda
bulunan aragidonik asit ve dokosaheksanoik asit gibi coklu doymamis yag asitlerine
saldirarak lipit peroksidasyonuna ve malondialdehit ve 4-hidroksinonenal gibi lipit
peroksidasyon {irlinlerinin olugmasina yol acarlar; proteinlere saldirarak amino asit
zincirlerinin hem omurgasini hem de amino asit yan zincirlerini okside ederek karbonil
gruplar1 olustururlar; niikleik asitlere saldirarak DNA-protein ¢apraz baglarina, piirin ve
pirimidin bazlarin1 degisime ugratmak suretiyle DNA mutasyonlarina ve zincirde
kirtlmaya sebep olurlar (Singh et al. 2019). Cesitli ¢evresel ve genetik faktorler beyinde
oksidatif strese yol acabilir. Beyinde olusan oksidatif stres sonucu noéronlarda
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, metal-iyon i¢ dengesinde bozulma, inflamasyon,
amiloid protein birikimi, hiicre i¢ine kalsiyum akis1 ve glutamat eksitotoksisitesi yoluyla

norodejenerasyon ve noronal apoptoz olusur (Sekil 1. 4) (Suganthy et al. 2016).

Mitokondriyal
fonksiyon
bozuklugu

Cevresel
faktorler

Sekil 1.4. Norodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi (Suganthy et al. 2016)



1.3. Norodejeneratif Hastaliklarda Oksidatif Stres

Norodejeneratif hastaliklar noronal hiicrelerde ilerleyici nérodejenerasyon ile birlikte
noronal kayip ile karakterize edilirler ve hasta bireylerde motor veya biligsel
fonksiyonlarda bozulmaya yol agarlar. Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi
(PD), Huntington hastaligi1 (HD), Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Spinoserebellar
ataksi hastaligi (SCA) yaygin olarak goriilen ndrodejeneratif hastaliklardir ve bu
hastaliklar gibi 21. yiizyilin baslica problemlerinden olan 600°den fazla hastalik merkezi
sinir sistemini etkilemektedir. Yaslanan niifus artmaya devam ettikge bu durum
kaginilmaz olarak artmaktadir ve bu hastaliklar toplum i¢in ciddi bir sosyoekonomik
yik teskil etmektedir (Hamer and Chida 2009; Matilla-Duenas et al. 2014; Kovacs
2014; Association 2016). AD, Amerika Birlesik Devletleri'nde en 6nde gelen altinci
olim nedeni iken 65 yas {stii niifusun %1-2’sini etkileyen PD ise en yaygin ikinci
norodejeneratif hastalik olarak yer alir (Bekris et al. 2010; Association 2011). Oksidatif
stres norodejeneratif hastaliklarda néronal kayiptan sorumlu ana faktorlerden biridir. PD
ve AD iizerine yapilan bir¢ok ¢alismada, dogal antioksidan glutatyon (GSH) seviyesinin
diistik oldugu goriiliirken; oksidatif hasar belirteglerinin, lipid peroksidasyonunun
(LPO), keto-protein olusumunun ve DNA oksidasyonunun daha yiiksek seviyelerde
oldugu tespit edilmistir (Haddadi et al. 2014).

Biyolojik sistem i¢inde dogal olarak iretilen ROS; iltihaplanma, hiicrenin hayatta
kalmasi ve stres etkisine tepkilerin yani sira kardiyovaskiiler bozukluklar, kas fonksiyon
bozuklugu, alerji ve kanser gibi bircok hastaliga aracilik etmede 6nemli rol oynarlar
(Zuo et al. 2015b; He and Zuo 2015). Norodejeneratif hastaliklara sahip bireylerin
beyninde yaygin olarak yiiksek oksidatif stres seviyeleri gézlenmektedir ve bu durum
ROS'un noérodejeneratif hastaliklarda kritik bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir
(Dias et al. 2013). Mitokondriden iiretilen ROS, NADPH oksidaz (Nox) ve ksantin
oksidaz (XO) gibi stres faktorleri fizyolojik kosullar altinda endojen antioksidanlar
tarafindan diisiik seviyelerde dengede tutulur. Bununla birlikte néronal inflamasyon
veya anormal mitokondriyal fonksiyonla bu redoks dengesi bozulabilir (Rego and

Oliveira 2003). AD ve PD gibi ¢esitli norodejeneratif hastaliklarin patogenezi, yanlis



katlanmig proteinlerin birikmesi ile iligkilidir. Bu modifiye edilmis proteinlerin
toplanmasi, beyinde, belirgin ROS salinimini ve ardindan oksidatif stresi indiikleyen,
inflamatuar bir yanit1 tetikleyebilir (Zuo et al. 2015b). Genellikle anormal ROS
iiretimine eslik eden mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, nérodejeneratif bozukluklarla

siki sikiya iligkilidir (Lin and Beal 2006).

1.3.1. Alzheimer hastahg (AD) ve oksidatif stres

AD; giinliik yasam aktivitelerini énemli Ol¢iide bozan davranis, bilis ve islevselligin
giderek kotiilesmesi ile karakterize olan en yaygin goriilen nérodejeneratif bir hastaliktir
(Zuo et al. 2015a). AD'nin patofizyolojik 6zellikleri temel olarak hiicre dig1 amiloid beta
(AB) plaklarin ve hiicre i¢i tau norofibriler yumaklarm (NFT) birikimini igerir
(Butterfield 2014). Oksidatif stres kaynakli AP peptitleri birikiminin AD patogenezinde
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. AP plaklari, N-metil-D-aspartat tipi glutamat
reseptorlerini (NMDARs) aktive ederek kalsiyum iyonun (Ca?*) membran gecisini

2+

arttirir, Ca?* homeostazisinde dengesizlize yol acarak Ca?“’nin sitozolde asiri
birikmesine neden olur ve ayrica endoplazmik retikulumda (ER) Ca?* depolarm
azaltabilir. Sitozolik Ca?* artigina cevap olarak; endojen GSH seviyeleri azalir,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu gerceklesir, adenozin trifosfat (ATP) tiretimi azalir
ve hiicre i¢i ROS’un agir1 tiretimi gergeklesir. ROS asir1 tiretimi AD’de AB peptiti artig
ve birikiminde 6nemli rol oynamaktadir (Ferreiro et al. 2008; Huang et al. 2016).
Yaslanma, iltihaplanma, ¢evresel stres ve bazi beslenme faktorleri (6rnegin redoks aktif
metaller), AP peptit tiretimini arttirir ve ilaveten oksidatif stresi indiikleyebilir. Ayrica
oksidatif stres; kirleticiler, kimyasallar ve radyasyon gibi ¢evresel faktorler tarafindan
da indiiklenebilir (Aseervatham et al. 2013). ROS potansiyel olarak JNK/stresle aktive
olan protein kinaz yolaklarini aktive ederek tau proteinlerinin hiperfosforilasyonunda ve
AP kaynakli hiicre 6limiinde rol oynamaktadir (Patten et al. 2010). AB peptitleri,
NADPH oksidazi aktive ederek serbest radikal olusumunu dogrudan bagslatabilir (Shelat
et al. 2008). AP kaynakli ROS asir1 tiretimi, MAPK’1 (p38 mitojenle aktiflestirilen
protein kinaz) aktive ederek tau hiperfosforilasyonuna neden olur. Hiperfosforile tau

proteinleri anormal bir sekilde birikerek, hiicre i¢i norofibriler yumaklarin (NFTS)



olusumuna yol acar (Giraldo et al. 2014). Ayrica AP, spesifik olarak kalsindrin
aktivitesini artirarak Bcl-2 ile iligkili 6liim promotdriinii aktive eder ve mitokondriden
sitokrom c saliimina yol acarak hiicresel apoptotik kaskadlara aracilik etmede 6nemli
bir rol oynar. AB ayrica kaspazlarla dogrudan iliskiye girebilir, apoptozisi tetikleyebilir
ve sonunda noronal hiicre kaybina yol acabilir (D'amelio et al. 2011). AD igin terapotik
yaklagimlar; AP oligomerlerini ve fosforile tau seviyelerini diigiirmeye, oksidatif stresi
azaltmaya ve epigenetik degisiklikleri kontrol etmeye odaklanir. Bu tedaviler
cogunlukla noroprotektif, anti-enflamatuar ve antioksidan Ozelliklere sahip bilesiklere
dayanir (Dumont and Beal 2011). ROS ile iligkili bazi noéroprotektif terapotik stratejiler
AD tedavisinde biiyiik bir potansiyel gostermeye devam etmektedir (Liu et al. 2017).

1.3.2. Huntington hastahig (HD) ve oksidatif stres

Huntington hastaligi (HD), genel popiilasyonda 7500 kisiden 1'ini etkileyen ve en
yaygin kalitimsal ndrodejeneratif hastaliklardan biri olan, otozomal dominant,
norodejeneratif bir hastaliktir (Fisher and Hayden 2014). HD'nin genetik nedeni,
huntingtin geninin 1 ekzonunda CAG (sitozin, adenin, guanin) dizilerinin 35 tekrarin
Otesinde patojenik bir sekilde artisidir. CAG'nin artist HTT geninin eksonunda tekrar
ederek poliglutamin artmasina neden olan bir mutasyona yol acar ve bu da agregasyona
kars1 meyilli bir protein {irlinii olan mutant Huntingtin proteini (mHTT) ile sonuclanir.
mHTT agregatlari hasta bireylerin beyni boyunca birikir ve bu da protein kalite kontrol
ve transkripsiyon siirecini bozabilir. Ayrica sitoplazmik plak ve noronal niikleer
birikinti olusumlarinada katkida bulunabilir. Etkilenen bireylerin beynindeki bu
degisiklikler HD’deki anormal motor ve biligsel sorunlardan potansiyel olarak
sorumludur (Andrew et al. 1993; Labbadia and Morimoto 2013; Liu et al. 2017).
mHTT nin, antioksidan enzimlerin seviyesini degistirerek ve Striatumda mitokondrinin
miktarmni azaltarak PGC-1a’nin (peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor-y
koaktivator-1a) ekspresyonunu azalttigi gésterilmistir (Cui et al. 2006). PGC-1a, enerji
metabolizmasinda yer alan genleri diizenleyen transkripsiyonel bir koaktivatordiir.
Mitokondriyal biyogenezin ana diizenleyicisidir (Sanchis-Gomar et al. 2014).

MHTT nin mitokondriyal disfonksiyonda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. mHTT,



mitokondriyal membrana dogrudan temas eder ve kalsiyum homeostazini bozar,
mitokondriyal fisyon/fiizyonu ve mitokondriyal enerji metabolizmasini engeller,
mitokondriyal DNA'ya zarar vererek mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve ayrica
asirt ROS birikimine neden olur. ROS kaynakli oksidatif stres norodejeneratif bir
sekilde apoptoz ve hiicre 6liimiine yol agar (Song et al. 2011; Shirendeb et al. 2011;
Suzuki et al. 2012; Zheng et al. 2018).

1.3.3. Parkinson hastalig1 (PD) ve oksidatif stres

Parkinson hastaligi (PD), beynin substantia nigra'nin pars kompakta boliimiinde
dopaminerjik noronlarin kaybiyla karakterize kronik, progresif ve ikinci en yaygin
goriilen norodejeneratif bir hastaliktir (Blesa et al. 2015; Qin et al. 2017). PD’nin
goriilme siklig1 65 yas istii bireylerde yaklasik %1-2 dir ve bu oran 85 yasin tizerindeki
bireylerde %4’e kadar yiikselir (Tysnes and Storstein 2017). Diinya ¢apinda Parkinson
hastas1 sayisinin, 1990°dan 2016’ya kadar 26 yilda iki kattan daha fazla artarak 2,5
milyondan 6,1 milyon hastaya kadar ulastigi bildirilmistir (Rocca 2018). Dopaminerjik
noronlarin dejenerasyonunun altinda yatan patolojik mekanizmalar, asirt ROS veya
diger serbest radikallerin iiretimi, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu veya
inflamasyondan kaynaklanabilir (Hwang 2013). Beyinde, noronlarda ve gliada ROS
tretimi baslica mitokondride gerceklestirilir. PD'de noroinflamasyon, dopamin yikimi,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, yaslanma, GSH tiikkenmesi ve yiiksek demir veya
Ca?* seviyelerine bagh olarak serbest radikallerin {iretimi daha da artmaktadir (Dias et
al. 2013). Ayrica, bireyler pestisitler, norotoksinler ve dopamin gibi gevresel faktorlere

maruz kaldiginda PD'de ROS birikimi daha da artabilir (Gangemi et al. 2016).

Norodejenerasyon kaynakli ROS, oOnemli hiicresel proteinlere zarar verebilir ve
oksidatif stresi tesvik ederek hiicresel ve mitokondriyal lipid membranlarini bozabilir.
Mitokondriyal disfonksiyon, solunum zincirinde serbest radikal iiretiminin artmasina,
oksidatif fosforilasyon sistem bozuklugu ve mitokondriyal kompleks I eksikligine neden
olur (Dias et al. 2013; Guo et al. 2018). Mitokondriyal kompleks | eksikligi PD ile
giiclii bir sekilde iligkilidir ve ndronal apoptozun biiyiik bir kismi kompleks I
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eksikligine baglanabilir (Guo et al. 2018). PINK1, DJ-1, parkin, a-siniiklein ve LRRK2
(16sin bakimindan zengin tekrar kinaz 2) genlerindeki mutasyonlarin, PD gelisiminde
onemli rol oynadigi belirlenmistir. Bu mutasyonlar potansiyel olarak mitokondriyal
fonksiyonu bozabilir, bu da ROS olusumunun artmasina ve oksidatif strese duyarliligin
artmasimna neden olabilir (Cookson 2012). Ayrica, a-sinliklein agregasyonu
mitokondriyal kompleks | aktivitelerini kesintiye ugratarak ATP sentezinin azalmasina
ve mitokondriyal fonksiyonun bozulmasina sebep olur. PD’de a-siniiklein birikimini
proteazomal bozuklugun yani sira protein par¢alanma veriminin azalmasina, translasyon
ve translasyon sonrasi protein asir1 birikimine neden olur (Ganguly et al. 2017). Kismen
dopamin kaynakli ROS'un neden oldugu proteazomal bozulmanin, PD’deki
norodejenerasyonda kritik bir rol oynadigi gosterilmistir (Ganguly et al. 2017).

1.3.4. Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve oksidatif stres

Amiyotrofik lateral skleroz (ALS), omuriligin 6n boynuzunda ilerleyeci motor néron
kaybi ile karakterize edilen en yikici ndrolojik hastaliklardan biridir (Kiernan et al.
2011; D’Amico et al. 2013). ALS’li hastalar, tiim iskelet kaslarinin yani sira bulbar ve
solunum kaslarmi igeren, siirekli ilerleyen felg gelistirir. ALS hastaligi ailesel veya
sporadik olarak siniflandirilir. Ailesel ALS tiim ALS vakalarinin %5-10"unu olusturur
(D’Amico et al. 2013). Sporadik ALS (sALS) tipik olarak 50-60 yaslar1 arasinda ortaya
cikar (Ingre et al. 2015). Ailesel ALS olgularinin yaklasik %20'si SOD1'deki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Kiernan et al. 2011). SODL1'in birincil
fonksiyonunun, O2"’yi Oz’ye ve H202’e doniistiiren sitozolik ve mitokondriyal bir
antioksidan enzim oldugu diisiiniilmektedir; ayrica hiicresel solunum modiilasyonu,
enerji metabolizmasi ve post-translasyonel modifikasyonlarinda da rol oynar (Saccon et
al. 2013; Bunton-Stasyshyn et al. 2015). SOD1 mutantlari, ALS'de motor ndron
Oliimiiniin nedeni oldugu disiiniilen Nox2'ye bagli ROS firetimini arttirir (Li et al.
2011). Oksitlenmis veya yanlis katlanmis dogal tip SODZ1'in, mitokondriyal fonksiyon
bozukluguna yol agarak sALS patogenezine katkida bulundugu gosterilmistir (D’ Amico
et al. 2013). Mutant SODI1, motor noronlarda ve destekleyici glial hiicrelerin
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aktivitesinde sinyal iletim yollarmin diizensizligi yoluyla ailesel ALSnin ilerlemesine

de katkida bulunabilir (Lee et al. 2016).

1.3.5. Spinoserebellar ataksi hastaligi (SCA) ve oksidatif stres

Spinoserebellar ataksi (SCA), patofizyolojik olarak tekrarlanan CAG triniikleotitlerinin
artmast yoluyla arttirilmig bir poliglutamine sahip olan mutant ATXN1 (ataksin 1)
proteininin asir1 ifadesi sonucu beyincik, beyin sap1 ve omurilikte ilerleyici
dejenerasyon ile karakterize otozomal dominant bir hastaliktir. SCA ile iliskili ortak
semptomlar, nihayetinde 6liime neden olabilen ataksik yiirlime bozuklugu, dizartri,
osculomotor ve biligsel bozukluklardir (Rossi et al. 2014). SCA hastaligina sahip
bireylerin beyninde solunum kompleksi 1 eksikligi, mitokondriyal DNA hasar1 ve
yiiksek oksidatif stres gézlemlenmistir (Hakonen et al. 2008). Oksidatif stres kaynakli
mitokondriyal bozulmalar ile SCA'nin siddetlenmesi arasinda potansiyel bir korelasyon
oldugu disiinilmektedir (Stucki et al. 2016).

1.4. Norodejeneratif Hastaliklarda Terapotik Yaklasimlar ve Kombine Tlag

Terapisi

Norodejeneratif hastaliklara sahip olan kisiler geleneksel “bir ilag-bir hastalik hedefi”
felsefesine dayanan ve genellikle tek bir molekiiler hedefe etki etmek i¢in gelistirilen
ilaglardan yararlanmaktadir. Aslinda norodejeneratif hastaliklar ¢ok sayida ilag hedefi
iceren bir yolak sistemine sahiptirler. Bu yiizden tek hedefli etki mekanizmasina sahip
bir ilacin her zaman karmasik yolak sistemine sahip bir hastalig1 iyilestirmesi veya
diizeltmesi beklenemez. Ayrica bir “ilag-bir hastalik hedefi” felsefesine dayanan mevcut
farmakolojik yaklagimlar, hastaligin seyrini 6nemli Ol¢iide degistirme kabiliyetleri
bakimindan da sinirhidir ve hastalara eksik/gegici yararlar sunmaktadir. Literatiirde
yapilan son calismalarda, karmasik etiyolojik yolaklara sahip hastaliklar tedavi etmek
icin geleneksel tedavi felsefesinde bir strateji degisikligine gidilerek ¢ok hedefli
ilaglarin arastirilmasi ve gelistirilmesi gerekliligi vurgulanmaktadir. Bu strateji

degisikligi kapsaminda norodejeneratif hastaliklarin “polifarmasi” (her biri hastaliktaki
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farkli yolaklara etki eden birden fazla ilacin ayri ayr1 olarak verilmesi), “ilag
kombinasyonu” (her biri hastaliktaki farkli yolaklara etki eden birden fazla ilacin uygun
dozlarda kombine edilerek tek bir ilag seklinde verilmesi) veya “coklu mekanizma
ilaglar” (farkli yolaklara etki eden ve farmakolojik olarak aktif birden fazla molekiile
sahip sentezlenmis bir ilag) ile tedavi edilmesinin gerekliligi bildirilmektedir (Sekil 1. 5)
(Morphy et al. 2004; Youdim and Buccafusco 2005a; Youdim and Buccafusco 2005b;
Morphy and Rankovic 2005; Zheng et al. 2005; Van der Schyf et al. 2006;
Zimmermann et al. 2007; Bolognesi et al. 2009; Youdim 2010b).

Polifarmasi la¢ kombinasyonu Cok fonksiyoniu
2 hap 1 hap 1 hap
2 ilag 2 ilag 1 ilag

n——

Norodejeneratif hastaliklarda ¢ok hedefli ilaglar

"
LR 4

Sekil 1.5. Cok hedefli bir hastalikta kombinasyon ila¢ tedavisine yonelik ii¢ yaklagim
(Youdim 2010a)

Bu yaklasimlardan hangisinin Oniimiizdeki yillarda daha basarili olduguna
bakilmaksizin, norodejeneratif hastaliklarin gelecekte hastaligi modifiye eden g¢oklu

tedavi yaklagimlar1 gerektirmesi muhtemeldir.

Polifarmasi, belirli bir hastalig1 tedavi etmek amaciyla hastanin ilag profilinde farkl
etiyolojik hedeflere bagimsiz olarak etki eden iki veya daha fazla ilacin klinik
uygulamasidir. Birka¢ ilacin kombinasyonunu kullanarak yapilan ¢oklu hedefleme ile

tedavi, polifarmasoétik bir yaklagimla birkag¢ y1l boyunca klinik ortamda kullanim alani
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bulmustur. Ornegin, boyle bir yaklasim, HIV ters transkriptaz inhibitorleri ve HIV
proteaz inhibitorlerinin bir kokteyl olarak birlikte uygulandigi AIDS terapisinde yaygin
olarak kullanilmistir (Rutherford et al. 2003). Astim tedavisinde salmeterol (p2-
adrenerjik agonist) ve flutikazon (bir glukokortikoid steroid) kombinasyon halinde
uygulanmistir. Ayrica, simvastatin [3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzim A (HMG-CoA)
rediiktaz inhibitorii] ve ezetimibin (diyet kolesterol aliminin bir inhibitorii)
kombinasyonu (Vytorin®'de) hiperlipidemiyi tedavi etmek icin kullanilmaktadir
(Zimmermann et al. 2007). In vitro néronal ¢alismalarda ise Romero et al. (2010)
tarafindan yapilan c¢alismada goriildigi gibi; galantamin ve melatoninin birlikte
sinerjistik etkilerinin nérodejeneratif hastaliklari tedavi etmek i¢in kullanisli ve yeni bir
strateji saglayabilecegi hipotezi lizerinde durulmustur. Oksidatif strese maruz kalan SH-
SY5Y  hiicrelerine en diisik melatonin ve galantamin konsantrasyonlarinin
kombinasyonunun verilmesiyle yalnizca etkin ve yiikksek melatonin veya galantamin
konsantrasyonlariin sagladigi maksimum korumaya benzer sinerjik ve onemli bir
noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir. Ryu et al. (2006) in vivo olarak Huntington
hastaliginin eksitotoksik hayvan bir modeline minosiklin ve piruvat ile kombine tedavi
uygulamiglar ve uygulanan her ajana goére kombine bilesenin; inflamasyon, oksidatif
hasar ve noronal zararlara karsi daha fazla néroprotektif etki gdsterdigini rapor
etmiglerdir. Morton et al. (2005) bir genetik mutasyon kaynakli Huntington hastaligina
sahip transgenik R62 farelerine kombinasyon ilag tedavisi (takrin, moklobemid ve
kreatin) uygulamiglar ve kombine ila¢ tedavisinin R62 transgenik farelerde gen
ekspresyonu degisikliklerini tersine c¢evirdigini ve biligsel fenotipi iyilestirdigi
gostermislerdir. Literatiir ¢alismalarinda goriildiigi gibi birden fazla yolagi modiile
etmek i¢in farmakolojik ajanlarin bir kombinasyonunun kullanilmasi, nérodejeneratif

hastaliklarin tedavisinde en etkili ve iimit verici yollardan birisidir.

1.5. Kuersetin

Kuersetin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon), bitkilerde yaygin bir sekilde bulunan ve ilk
olarak 1936 yilinda fizyolog Albert Szent-Gyorgyi de Nagyrapolt tarafindan izole edilen

essiz bir biflavonoid dir (Harborne 1988). Kuersetin, flavonol alt simifinin énemli bir
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bilesenidir ve toplam flavonoid aliminin %60-75’ini olusturur (Bouktaib et al. 2002).
Geleneksel ayurveda, unani, Cin tibb1 ve yerli amerikan ilaglarinda yaygin olarak
kullanilan tibbi otlar, kuersetin bakimindan zengindirler. Antioksidan, pro-oksidan,
apoptotik ve proapoptotik, noroprotektif, antiviral, antikanser, kardiyovaskiiler,
antimikrobiyal, anti-enflamatuar, hepatoprotektif ve antiobezite aktiviteleri de dahil
olmak iizere kuersetinin ¢oklu farmakolojik etkileri, bu fitokimyasali yasam tarziyla
iliskili hastaliklarin 6nlenmesi i¢in umut verici bir gida bileseni yapmustir (Nishimuro et
al. 2015; Suganthy et al. 2016). Kuersetinin gii¢lii antioksidan 6zelligi onun essiz
kimyasal yapisindan kaynaklanmaktadir. Yapisinda bulundurdugu bes -OH grubu ve
konjuge 7 bag orbitali; giiclii elektron/proton dondrleri ve H.O> temizleyici olarak islev
gorerek bu essiz kimyasalin biyolojik aktivitesini belirler (Sekil 1.6) (Gutzke et al.
1957; Hollman and Katan 1997).

Sekil 1.6. Kuersetinin (A) kimyasal ve (B) 3D molekiil yapisi

1.5.1. Kuersetinin noroprotektif etkisi

Kuersetin, norodejeneratif bozukluklarda rol alan oksidatif stres, noro-inflamasyon,
glutamat eksitotoksisitesi, asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi, a-siniiklein birikimi, tau
hiperfosforilasyonu, amiloidojenik protein birikimi, norotrofik faktorler, sirtuinlerin
regililasyonu gibi mekanizmalar tizerinde gesitli farmakolojik etkilere sahiptir. Bu etkiler
su sekilde 6zetlenebilir (Sekil 1.7);
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1.5.1.a. Oksidatif stres kaynakh nérodejenerasyona karsi kuersetin

Kuersetin, direkt serbest radikal siipiirme ve metal selatlama aktiviteleri sayesinde,
oksidatif stres kaynakli néronal hasari etkili bir sekilde onleyebilir (Echeverry et al.
2010). Kuersetinin direkt antioksidan aktivitesinin yani sira, ksantin oksidaz ve nitrik
oksit sentaz inhibisyonunu, Nrf2-ARE (Niikleer faktor (eritroid tiirevi 2) benzeri 2-
antioksidan yanit elementi) aktivasyonunu ve GCS (y-glutamil-sistein sentetaz)
ekspresyonunun artisini da saglayarak oksidatif stres kaynakli néronal hasar1 6nledigi
bildirilmistir (Arredondo et al. 2010). Kuersetin, hiicrelerin H20>, hidroperoksit ve Af
peptit, 6-hidroksidopamin gibi oksidanlar tarafindan indiiklenen oksidatif strese
direncini artirir (Suematsu et al. 2011; Magalingam et al. 2016). Kuersetinin,
makrofajlarda, beyin hiicrelerinde, striatal astrositlerde ve ndronlarda oksidatif stres
kaynakli hiicre hasarini1 6nlemede 6nemli bir rol oynayan PNO2’nin (Paraoksijenaz 2)
hem mRNA hem de protein diizeyinde ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir. (Costa et
al. 2014).

1.5.1.b. Noroinflamatuar yanita karsi kuersetin

Inflamasyon, nérodejeneratif hastaliklarda merkezi bir rol oynar (Glass et al. 2010).
Kuersetin giiglii bir anti-enflamatuar aktiviteye sahiptir. NO asir1 iiretimini, iNOS
ekspresyonunu baskilayarak, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz, c-Jun, N-terminal
kinaz, AKT, Src, Janus kinaz-1'i azaltarak, protein-1'i (AP-1) aktive ederek ve HMOX1
(heme oksijenaz-1) ekspresyonunu artirarak enflamasyonu inhibe eder (Sun et al. 2015;
Zhang et al. 2011). Kuersetinin ayrica sitokinler TNFa ve IL-la'nin mRNA ifadesini
azalttig gosterilmistir (Sharma et al. 2007). Kuersetin, TLR4 (Toll benzeri reseptor 4)
ve COX-2 (siklooksijenaz 2) sinyal kaskadini zayiflatarak giiclii bir anti-enflamatuar
aktivite gostermistir (Testa et al. 2014). Kuersetin, ROS {iretimini diisiirerek, apoptotik
hiicreleri azaltarak ve hem oksijenaz-1 ekspresyonunu artirarak ndroprotektif etki
gosterir (Lavoie et al. 2009). Kuersetinin, IL-6, IL-8, monosit kemoatraktan protein-1
ve ROS iiretiminin salimini inhibe ederek inflamasyonu hafiflettigi rapor edilmistir.

(Sharma et al. 2007). Kuersetin anti-enflamatuar etkilerinin arkasindaki potansiyel bir
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mekanizmas1 da, Paraoksonaz 2 yolunu indiikleyen NF-kB'yi modiile ederek TNF-a

ekspresyonunu inhibe etme kabiliyetidir (Suganthy et al. 2016).

1.5.1.c. Glutamat kaynakh eksitotoksisiteye kars1 kuersetin

Glutamat eksitotoksisitesi, glutamat reseptorlerinin asir1 ve diizensiz aktivasyonundan
kaynaklanir.  Eksitotoksisite; ndrotravmaya, epilepsi, hipoksik-iskemik  beyin
yaralanmasina ve AD, PD, MS ve ALS gibi norodejeneratif hastaliklara yol agan
noronal hasara katkida bulunur (Esposito et al. 2013). Kuersetinin, hiicre i¢i ROS
{iretimini, glutamat aracih Ca®" akisini azaltarak, mitokondriyal transmembran
potansiyelini koruyarak ve apoptosis ile iliskili birka¢ biyokimyasal markorii
diizenleyerek noron hiicrelerini eksitotoksisiteye karst korudugu bildirilmistir (Yang et

al. 2013).

1.5.1.d. Kolinesteraz inhibitoriu olarak kuersetin

Kolinerjik hipotez, asetilkolin (Ach) ve kolinerjik reseptor diizeyindeki bir azalisin,
Alzheimer hastaliginda biligsel bozulmanin ana nedeni oldugunu gostermektedir.
Asetilkolinesteraz (AChE), sinaptik Ach seviyesinin diizenlenmesinde rol oynayan
anahtar enzimdir. AChE ayrica AD hastalarinda ndronal dliime yol agan beta amiloid
peptidi (AP)’nin birikimine sebep olur. Bu nedenle, AChE'nin inhibisyonu, AD i¢in
beyin bdlgelerinde mevcudiyeti artiran ve AP birikimini azaltan terapdtik bir hedef
olarak kabul edilmistir (Mirjana et al. 2013; Anand and Singh 2013). Islam et al. (2013)

tarafindan yapilan calismada kuersetinin AChE aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir.

1.5.1.e. a-Siniiklein fibrilizasyonu ve kuersetin

a-syn (a-siniiklein) LBs’nin (Lewy cisimcikleri) ana protein bilesenidir. Ayrica a-syn,
PD'nin ve topluca siniikleinopatiler olarak bilinen diger hastaliklarin patolojik isaretidir.
Yapilan calismalarda kuersetinin, onceden olusturulmus fibrilleri, protein-kuersetin

etkilesimi yoluyla stabil oligomerlere ayristirdigi ve a-syn kiimelenmesini etkili bir
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sekilde inhibe ederek, siniikleinopatilere karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir
(Zhu et al. 2013).

1.5.1.f. Tau patolojisine kars1 kuersetin

Kuersetin, PI3K/Akt/GSK3pB sinyal yolagimi diizenleyerek etkin bi¢cimde GSK3f
inaktivasyonu yoluyla tau hiperfosforilasyonunu o6nemli olgiide baskilar ve
hiperfosforile edilmis islemi tersine cevirerek tau patolojisini etkili bir sekilde inhibe

eder (Jiang et al. 2016).

1.5.1.9. Amiloidojenik protein olusumuna karsi kuersetin

Kuersetin, AP'nin [ yaprak yapilari ile aromatik halkalar arasindaki hidrofobik
etkilesimi hidrojen baglari ile giiclendirerek AP fibrillerinin olusumunu inhibe eder ve
onceden olusturulmus olgun fibrillerin dengesini bozar (Jiménez-Aliaga et al. 2011).
Kuersetin, makrootofaji ve proteozomal yikim yolaklarini aktive ederek Ap-42) peptidin
birikimini azaltir (Regitz et al. 2014). AB birikiminin dogrudan inhibisyonunun yani
sira, kuersetin dolayli olarak BACE-1 (B-bolgesi APP kesim enzimi-1) aktivitesini
inhibe ederek APP kesim yolagim1 amiloidojenik olmayan ydne dogru kaydirir ve

boylece bastan AP(1-42) peptit olusumunu engeller (Shimmyo et al. 2008).

1.5.1.h. Nérotrofik faktorler ve kuersetin

Kuersetin, Na*/K*/2CI" ortak tasiyict izoformunun (NKCC1) aktive edilmesi ve Rho
GTPaz aktivitesinin modiile edilmesi yoluyla nérotrofin [NGF] ve beyin kaynakli
norotrofik faktor [BDNF] kaynakli ndrit biliylimesini belirgin sekilde arttirdig
gosterilmistir (Nakajima et al. 2011; Palazzolo et al. 2012). Kuersetin ayrica, biiyiime
ile iligkili protein 43 (GAP-43), mikrotiibil ile iliskili protein (MAP) ve tau,
sinaptofizin ve sinapsin gibi ndrit biiylimesine bagli norotrofik proteinlerin

ekspresyonunu artirarak noronal kaybi azaltir (Moosavi et al. 2016).
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1.5.1.1.. Sirtuinler ve kuersetin

Sirtuinler, hiicrede metabolizmanin, stres yanitlarmin ve uzun Omirliligin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan NAD* bagimli deasetilazlar (SIRT 1-7)’dur.
Kuersetinin SIRT1 ile regiile edilmis strese bagl siireci indiikleyerek ve aktive ederek
yaglanma karsit1 etki ve noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (de Boer et al. 2006).
Klinik 6ncesi c¢alismalar, kuersetinin SIRT1’e bagli yolaklar1 aktive ettigini ve
enflamatuar sitokinleri modiile ettigini, bdylece néronlarin demiyelinasyonunu
sinirladigini, MS ve ALS tedavisinde etkin rol oynadigini gostermistir (Hendriks et al.
2003).

1.5.1.i. Kuersetinin hafiza ve bilis gelisimi iizerindeki etkileri

Kuersetin, bilissel islevi gelistirici 6zellige sahiptir. Yapilan ¢alismalar, kuersetinin, PD,
AD ve kronik serebral iskemi modelleri dahil olmak {izere ¢esitli nérodejeneratif
hastaliklarda davranigsal ve bilissel bozulmay1 hafifletme yetenegine sahip oldugunu
gostermistir (Yao et al. 2010). Kuersetinin, AMP-protein kinazi aktive ederek 6grenme
ve hafizayr arttirarak, senil plaklar1 azaltarak, mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu
tyilestirerek ve oksidatif savunma mekanizmasini artirarak biligsel agiklart iyilestirdigi
rapor edilmistir (Wang et al. 2014). Kuersetinin ayrica, farelerde antioksidan ve anti-
apoptotik aktivite ile hipoksinin neden oldugu hafiza fonksiyon bozuklugunu da
iyilestirdigi bildirilmistir (Jyotsna et al. 2013).

1.6. Sodyum Selenat

Sodyum selenat (Na2SeOs) kiigiik, suda ¢6ziinen bir bilesiktir. Ayrica bir serin-treonin
fosfataz olan PP2A’nin (protein fosfataz 2A) spesifik ve giiclii bir aktivatoriidiir. PP2A
beyinde tau ve mikrotiibiiller ile birlikte lokalize olur. PP2A hiperfosforile tau'nun
defosforilasyonuna aracilik eden en aktif fosfatazdir. Diisiik seviyede PP2A aktivitesi
AD ile iliskilendirilir. Tau fosforilasyonunun diizenlenmesindeki ana roliiniin yani sira,

PP2A ayrica hiicresel c¢ogalmanin ve onu takiben malign transformasyonun ana
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aracisidir. Sodyum selenat ile ilgili yapilan giincel ¢alismalarda; in vitro ve in vivo AD
modellerinde sodyum selenatin, PP2A fosfataz aktivitesini arttirdigi, mikrotiibiile bagh
tau protein fosforilasyonunu defosforile ederek norofibriler yumak (NFT) olusumunu
engelledigi ve buna baglh olarak hafiza bozukluklarini tersine g¢evirdigi bildirilmistir

(Nonn et al. 2003; O'Collins et al. 2006; Corcoran et al. 2010; Hovens et al. 2010;
Rikkert et al. 2014).
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Sekil 1.8. Sodyum selenatin (Na2SeOs) (A) acik kimyasal formiilii ve (B) 3D molekiil
yapist
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2. KAYNAK OZETLERI

Shi et al. (2009b) tarafindan insan néroblastoma SH-SY5Y hiicre hatti {izerinde yapilan
bir ¢alismada AP(1-42) peptit kaynakli oksidatif stres ve sitotoksisite {izerine Ginkgo
biloba ekstraktindan (EGb 761) elde edilen kuersetin’in etkisi arastirilmistir. AP(1-42)
peptidi ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinde oksidatif stres sonucu hiicre canliligi,
mitokondriyal membran potansiyeli, siklooksijenaz (COX) aktivitesi ve ATP sentez
oraninda istatistiksel olarak ciddi miktarda azalma ile birlikte néronal apoptoz miktari,
hiicre i¢i ROS olusumu, aktif kaspaz 3, fosforile JNK, fosforile ERK1/2 ve fosforile Akt
seviyelerinde istatistiksel olarak ciddi miktarda artmalar oldugu rapor edilmistir. SH-
SYSY hiicreleri sadece kuersetin ile muamele edildiginde hiicrelerde herhangi bir
olumsuz etkinin olmadig: bildirilmistir. Kuersetinin, Ap-42) peptidi varliginda oksidatif
stres kaynakli hiicre 6liimiinii azaltti1, apoptozu tamamen engelledigi, hiicre ici ROS
olusumunu engelledigi, c-jun N-terminal kinaz (JNK), hiicre dis1 sinyal ile diizenlenen
kinaz 1/2 (ERK1/2) ve Akt sinyalizasyon yolaklar1 iizerinde durdurucu etkiler
gosterdigi  bildirilmistir. Buna karsin, Kkuersetinin  AP@42) peptidi  varhiginda
mitokondriyal membran potansiyeli, COX aktivitesi ve ATP sentez oraninda herhangi
bir koruyucu etki gosteremedigi de tespit edilmistir. Bu ¢alismada hem H>O2 hem de
trombosit aktive edici faktoriin (PAF) A toksisitesine aracilik ettigi one stirtilmiistiir.
Bu sebeple EGb 761°den elde edilen kuersetin’in H202 ve PAF kaynakli hiicre 6limii
tizerine etkileri MTT ve TUNEL apoptoz analizi ile ayrica degerlendirilmistir.
Kuersetinin H20, kaynakli hiicre 6liimiinii ve apoptozu tamamen engelledigi, PAF

kaynakl1 hiicre 6liimiinii ve apoptozu kismen durdurabildigi sonucuna varilmistir.

Echeverry et al. (2010) primer serebellar graniil néronlarinda (CGN) yaptiklar1 bir
calismada CGN hiicrelerine 24 saatlik 150 uM H202 uygulamak suretiyle bu hiicre
hattinda H>O. kaynakli oksidatif stres olusturmuslar ve olusan oksidatif stres kaynakli
noronal 6liime kars1 Kenya bitkilerinden izole edilen kuersetin ve 12 kuersetin tlirevli
flavonun noéroprotektif etkilerini incelemislerdir. Bunun igin her bir flavon (0-100 uM)
noronal hiicrelere H202 muamelesinden 24 saat once uygulanmistir. Flavonlarin

sitotoksik ve noroprotektif etkileri 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum
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bromiir (MTT) deneyi ile degerlendirilmistir. Belirlenen 13 kuersetin tiirevli flavon
arasindan 10 uM konsantrasyonlarda (3,5,7,3',4'-pentahidroksiflavon, kuersetin), (3,5,7-
trihidroksi-4'-metoksiflavon),  (3,5,7,3-tetrahidroksi-4'metoksiflavon,  tamarixetin),
(3,5,7,4'-tetrahidroksi-3'metoksiflavon, izorhamnetin) olmak {izere sadece 4 flavonun
H20: varliginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde noroprotektif etki gosterdiklerini
ve H20: yoklugunda ise kendi baslarina herhangi bir sitotoksik etki gdstermediklerini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada sonug olarak kuersetinin yapisinda C halkasindaki C3, A
halkasindaki C5 ve C7 pozisyonlarindan bulunan hidroksil (-OH) gruplarinin varliginin
kuersetini gii¢lii bir antioksidan haline getirdigi, direkt serbest radikal siiplirme ve metal
selatlama aktiviteleri sayesinde oksidatif stres kaynakli noronal hasari etkili bir sekilde

onleyerek noroprotektif etki sagladigi yorumuna varilmistir.

Haleagrahara et al. (2011) tarafindan erkek Sprague-Dawley ratlari iizerinde yapilan bir
caligmada kuersetinin 6-hidroksidopamin (6-OHDA) kaynakli PD modeli iizerindeki
koruyucu etkisi incelenmistir. Bu sebeple erkek Sprague-Dawley ratlarma tek bir
intrasisternal 6-OHDA (300 pg) enjeksiyonu ile PD modeli olusturulmustur. 6-OHDA
enjeksiyonundan 48 saat sonra 14 giin boyunca kuersetin (30 mg/kg viicut agirligi) ile
muamele edilen ratlar ile yalmizca 6-OHDA ile muamele edilen ratlar ile
karsilagtirildiginda kuersetinin néronal sagkalimi, striatal dopamin ve antioksidan enzim
seviyelerini belirgin sekilde arttirdigini ve striatumda protein karbonil igerigini 6nemli
bir sekilde azalttigini rapor etmislerdir. PD rat modelinde kuersetinin striatum’daki
oksidatif strese kars1 koydugu ve dopaminerjik néronal kaybini engellemede 6nemli bir

rol oynadig1 sonucuna varmislardir.

Suematsu et al. (2011) insan noronal SH-SY5Y hiicrelerinde yaptiklar1 bir ¢alismada
kuersetinin H202 kaynakli apoptoza karsi noroprotektif etkilerini incelemislerdir. SH-
SYS5Y hiicreleri 100 uM H20: ile 24 saat muamele edildiginde olusan oksidatif stres
sartlarinda kontrol grubu hiicrelerine kiyasla; hiicre morfolojisinde ciddi hasar, hiicre
canliliginda ~ %38 azalma, LDH saliniminda ~ 4,8 kat artma, hiicre i¢i GSH miktarinda
~ %42 azalma, aktif kaspaz 3 ve 9 miktarinda ~ 3,7 ve 4,3 kat artma, kaspaz 3/7

aktivitesinde ~ 1,4 kat artma, pro-apoptotik Bax geni ve anti-apoptotik Bcl-2 geni
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ifadeleri oraninda ~ 2,5 kat artma oldugu gosterilmistir. Kuersetinin kendi bagsina
herhangi bir sitotoksik veya LDH salinimi etkisi gdstermedigi de ayrca rapor edilmistir.
Bununla birlikte SH-SY5Y hiicreleri 100 uM H20: varliginda 100 uM kuersetin ile 24
saat muamele edildiginde yalniz 100 uM H>O> muamele edilen hiicre grubuna kiyasla
hiicre morfolojisinde hasarin baskilandigi, hiicre canliliginda ~ %67 artma, LDH
salmiminda ~ %79 azalma, hiicre i¢i GSH miktarinda ~ 1,3 kat artma, aktif kaspaz 3 ve
9 miktarinda ~ %59 ve %28 azalma, kaspaz 3/7 aktivitesinde ~ %37 azalma, pro-
apoptotik Bax geni ve anti-apoptotik Bcl-2 geni ifadeleri oraninda ~ %51 azalma oldugu
bildirilmigtir. Elde edilen tim bu sonuglar ile SH-SYS5Y hiicrelerinde H>O> kaynakl
apoptoza kars1 kuersetinin baskilayici bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Sonug
olarak; oksidatif stres ve apoptoz tarafindan sebep olunan norodejeneratif hastaliklara
kars1 korunmada ve tedavisinde kuersetinin etkili bir ajan olarak kullanilabilecegi

yorumunda bulunmuslardir.

Jembrek et al. (2012a) tarafindan yapilan c¢alismada kuersetinin (150 uM'ye kadar)
saglikli P19 no6ronlar1 {izerindeki etkisi, ndrodejeneratif korunmada uzun siireli
kullaniminin etkinligi ve giivenirligi incelenmistir. Bunun i¢in P19 ndronlan cesitli
konsantrasyonlarda kuersetin (3-150 uM) ile 24 saat inkiibe edilmistir. Genis bir
konsantrasyon araliginda 24 saat boyunca kuersetine maruz kalmanin P19 néronlarinda
hiicre canlilig1 iizerine herhangi bir etkisinin olmadig: bildirilirken 151k mikroskobu ile
yapilan morfolojik incelemede 150 pM kuersetinin ndronal dallanma ve ara baglanti
agimi azalttigr bildirilmistir. 150 pM kuersetinin P19 ndéronlarinda LDH salinimini
kontrol grubuna gore %33 azalttig1 tespit edilmistir. Kuersetinin, hiicre i¢i ROS
birikiminde konsantrasyona bagli bir azalmaya neden oldugu ve 150 uM kuersetin
uygulanan P19 noéronlarinin kontrol grubuna kiyasla %40 daha az hiicre igi ROS
seviyesine sahip oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde kuersetinin lipid peroksidasyonu
tizerine etkisinin zamana bagli oldugu ve 24 saat 150 uM kuersetin uygulanan grubun
en diisiik lipid peroksidasyonu seviyesine sahip oldugu belirlenmistir. Diger yandan, 24
saat 150 uM kuersetine maruz kalmanin ayni zamanda ana hiicresel antioksidanlardan
biri GSH’nun hiicresel seviyesinde %30 oraninda 6nemli bir azalisa neden oldugu

bildirilmistir. 24 saat boyunca 30 ve 150 uM kuersetine maruz birakilan P19
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hiicrelerinde kuersetinin, kromatin yogunlagmasi ve/veya niikleer pargalanmasi gibi
niikleer morfolojide apoptoz ile ilgili degisiklikleri tetiklemedigi ifade edilmistir. P19
noronlarinin kuersetine maruz birakilmasi kaspaz-3/7 aktivitesini etkilemedigi de tespit
edilmistir. P19 ndronlarinda kuersetine maruz birakilmanin kontrol grubuna gére 30 uM
kuersetin varliginda yaklagik %28,3 ve 150 uM kuersetin varliginda ise yaklasik %34,6
toplam RNA seviyesinde bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir. 24 saat 150 uM
kuersetine maruz kalma transkripsiyon seviyesinde anti-apoptotik BCL-2 proteinin
ekspresyonunu %37,3 ve c-fos mRNA'nin ekspresyonunu %40,2 oraninda azalttigi, pro-
apoptotik Bax’in transkripsiyonel ifadesinin etkilenmedigi ve pS3 mRNA seviyesini de
%81,1 oraninda arttirdigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak, kuersetinin P19 noronlari
tizerinde, hiicre canlilig1 iizerine olumsuz etki etmemesi ve apoptotik olaylarin
belirtilerini  gostermemesinden dolayr hiicresel homeostazi korudugunu ifade
etmislerdir. Kuersetinin yiiksek dozlarda veya uzun stireli kullanim1 onun etki g¢esitliligi
ve olas1 hiicre i¢i etkilesimlerinin karmasiklig1 dolayisiyla kuersetince zenginlestirilmis

takviyelerin dikkatli alinmas1 gerekliligini vurgulamislardir.

Jembrek et al. (2012b) tarafindan P19 noron hiicre hattinda yapilan caligmada
kuersetinin H2O; kaynakli orta ve ileri siddetli noronal hiicre 6liimiinii engelleme
yetenegi ve kuersetinin koruyucu etkisinin altinda yatan molekiiler ve hiicresel
mekanizmalar arastirilmistir. P19 noronlar1 150 uM H20> (orta siddet/o.s.) ve 1500 uM
H20. (ileri siddet/i.s.)’ye 24 saat maruz birakilarak oksidatif stres tetiklenmistir.
Oksidatif strese karsi koruyucu etki ise hiicrelerin 150 uM H20; veya 1500 uM H20: ile
birlikte 150 uM kuersetin muamelesi vasitasiyla gergeklestirilmistir. Oksidatif stres
kosullar1 altinda P19 ndronlar1 kontrol grubu néronlarina kiyasla hiicre canliliginda
%10,4 (0.5.) ve %67,3 (i.5.) oraninda azalma, LDH saliniminda orta siddette herhangi
bir etki olmaz iken ileri siddette %174 oraninda artma, hiicre i¢i ROS birikiminde az
fakat Ol¢iilebilir bir miktarda artma (o0.s.) ve %63,9 (i.s.) oraninda artma, niikleer
yogunlagsmada %56,29 (o0.s.) ve %24,41 (i.s.) oraninda artma, kaspaz 3/7 aktivitesinde
orta siddette %35 oraninda artma ve ileri siddette herhangi bir etki gostermedigini, Bcl-
2 geni ifadesinde %26 (o0.s.) oraninda azalma ve Bax geni ifadesinde herhangi bir etki

olmadigmi (o.s.), PARP geni ifadesinde %63 (o.s.) oraninda artma gozlemlendigini
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bildirmislerdir. 150 pM kuersetin varliginda P19 noéronlart yalnizca H202 grubu
noronlarina kiyasla hiicre canliliginda %10,4 (o.s.) ve %46 (i.s.) oraninda artma, LDH
saliniminda orta siddette bazal kosullarda elde edilen seviyenin altina gerileme ve ileri
siddette LDH saliniminda 6nemli derecede azalma, hiicre i¢i ROS birikiminde orta ve
ileri siddette bazal seviyenin altina gerileme, niikleer yogunlasmada %48,34 (o.s.)
oraninda azalma ve istatistiksel olarak Onemli derecede (i.s.) azalma, kaspaz 3/7
aktivitesinde orta siddette bazal seviyeye kadar gerileme ve ileri siddette herhangi bir
etki gostermedigini, Bcl-2 ve Bax geni ifadesinde herhangi bir etki olmadigini (o.s.),
PARP geni ifadesinde kontrol seviyesine kadar gerileme gozlemlendigini
bildirmislerdir. Kuersetinin ndronal canlilik iizerindeki ndéroprotektif etkisinin
muhtemelen sahip oldugu gii¢lii antioksidan kapasitesi, ROS iiretimini dnlemesi ve anti-

apoptotik aktivitelerinden dolay1 oldugu sonucuna varmislardir.

Xi et al. (2012) tarafindan SH-SYSY noroblastoma hiicre hattinda yapilan ¢alismada
kuersetinin H>O> kaynakli hiicre 6limii ve Kriippel benzeri faktor 4 (KLF4) geni ifadesi
tizerine etkileri incelenmistir. Kriippel benzeri faktor 4 (KLF4), g¢inko-parmak
transkripsiyon faktorleri ailesi olan Kriippel benzeri faktorler (KLF’ler) ailesinin bir
tiyesidir. KLF4’tin H20. ile stimiile edilmesinin 16semi hiicrelerinde apoptozu
indiikledigini bildirmislerdir. SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri 500 uM H202’ye 12
saat maruz birakilarak oksidatif stres tetiklenmistir. Koruyucu etki ise hiicrelerin 10 uM
kuersetin ile 12 saat inkiibasyonundan sonra bir diger 12 saat boyunca 500 uM H20O>
muamelesi vasitasityla gergeklestirilmistir. Oksidatif stres sartlarinda (yalnizca H20>
grubu) kontrol grubu néronlarina kiyasla hiicre dliimiinde, apoptotik hiicre oraninda,
kaspaz 3 aktivitesinde, PARP geni ifadesinde, KLF4 geni ifadesinde, Bax/Bcl-2 genleri
ifade oraninda istatistiksel olarak anlamli derecelerde artma gbzlemlenmistir. SH-SY5Y
noroblastoma hiicreleri yalmizca 10 uM kuersetin ile 12 saat inkiibe edildiginde
kuersetinin kontrol grubu ndéronlarina kiyasla hiicre canliligina, apoptotik hiicre oranina,
kaspaz 3 aktivitesine, PARP geni ifadesine, KLF4 geni ifadesine, Bax/Bcl-2 genleri
ifade oranina herhangi bir etkide bulunmadig: bildirilmistir. H202 varliginda kuersetin
ile on muamele edilen hiicrelerde yalnizca H2O> grubu noéronlarina kiyasla hiicre

Oliimiinde, apoptotik hiicre oraninda, kaspaz 3 aktivitesinde, PARP geni ifadesinde,
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KLF4 geni ifadesinde, Bax/Bcl-2 genleri ifade oraninda istatistiksel olarak anlamli
derecelerde azalma gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglardan, oksidatif stres ile iliskili
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kuersetinin potansiyel koruma mekanizmasini
ortaya koydugunu ve gelecekte klinik tipta kullanilmasinin faydali olabilecegini ifade

etmislerdir.

Sajad et al. (2013) tarafindan ndronal Oncii hiicreler de (NPC’ler) yapilan ¢alismada
kuersetinin H2O; kaynakl1 oksidatif hasar ve merkezi sinir sistemi rejenerasyonu iizerine
etkileri incelenmistir. NPC’ler 4 saat 50 uM H202 varliginda oksidatif strese
sokulmustur. Koruyucu etki ise hiicrelerin 4 saat 50 uM H>O> muamelesinden 6nce 24
saat farkli konsantrasyonlarda (0,01-1 pg/mL) kuersetin ile 6n muamele edilmesi
yoluyla gergeklestirilmistir. Oksidatif stres sartlarinda (yalnizca H2O2 grubu) kontrol
grubu noronlarma kiyasla hiicre canliliginda, ikincil norosfer olusumunda ve
geniglemesinde, PK-M2 (piruvat kinaz M2 izoformu) aktivitesinde, antioksidan
enzimler olan SOD, CAT aktivitesinde ve GSH/GSSH oraninda ciddi miktarda azalma
gozlemlenirken; LDH saliniminda, peroksinitrit olusumu ile protein nitrasyonunda,
kaspaz-3 aktivitesinde, hiicre igi ROS seviyesinde, niikleer DNA fragmentasyonunda ve
PARP aktivitesinde ciddi miktarlarda artma gézlemlenmistir. H2O2 varliginda kuersetin
ile 6n muamele edilen hiicrelerde yalnizca H,O> grubu ndronlarina kiyasla kuersetinin
oksidatif stresin neden oldugu tiim bu olumsuzluklar1 doza bagimli bir sekilde onledigi
ve oksidatif kosullarini nétralize ederek peroksinitrit olusumunu, protein nitrasyonunu

ve PK-M2 tiikkenmesini azaltarak norosferlerin genislemesini onardigini bildirmislerdir.

Yang et al. (2014) tarafindan eriskin Sprague-Dawley ratlarinda yapilan calismada
kuersetinin travmatik beyin hasar1 (TBI) kaynakli oksidatif stres, inflamasyon ve
apoptozis upregiilasyonu tizerine etkileri arastirilmistir. TBI, Feeney’in agirlik serbest
diisiis modeline gore gerceklestirilmis ve parietal kontiizyon beyin hasari modeli
olusturulmustur. Feeney’in agirlik serbest diisiis modelinde anestezi ile uyutulan
farelerin kafasinin {ist kismina yiiksekten serbest birakilan bir agirlik ile travmatik beyin
hasar1 olusturulmaktadir. Tedavi ic¢in ise TBI’dan 0, 24, 48 ve 72 saat sonra ratlara

kuersetin (30 mg/kg intraperitoneal enjeksiyon) uygulanmistir. TBI sonrasinda kontrol
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grubuna gore TBI ratlarinda biligsel islevde, SOD, CAT ve GSH-Px antioksidan
enzimleri aktivitelerinde ve interlokin-10 seviyesinde ciddi miktarda azalma
gozlemlenirken; lipid peroksidasyonunda, apoptotik hiicre sayisinda, BAX ve aktif
kaspaz-3 proteinlerinin ifadesinde, ED-1 immiinoreaktif hiicrelerin miktarinda,
interlokin-6, TNF-a ve interlokin-1p aktivitelerinde ciddi miktarda artma
gbzlemlenmistir. Bu durum ayni zamanda travmatik beyin hasari sonrasinda noronal
hiicrelerde oksidatif stresin arttigin1 da gostermektedir. TBI sonrasinda kuersetin ile
muamele edilen ratlar yalniz TBI grubuna gore bilissel islevde, SOD, CAT ve GSH-Px
antioksidan enzimleri aktivitelerinde ve interlokin-10 seviyesinde ciddi miktarda artma
gozlemlenirken; lipid peroksidasyonunda, apoptotik hiicre sayisinda, BAX ve aktif
kaspaz-3 proteinlerinin ifadesinde, ED-1 immiinoreaktif hiicrelerin miktarinda,
interlokin-6, TNF-a ve interlokin-1p aktivitelerinde ciddi miktarda azalma
gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglardan TBI sigcanlarinda, kuersetinin oksidatif
stresi engelleyerek noroprotektif etkisi sayesinde enflamatuar cevabin azalmasina yol

act181, noronal 6liimii azalttig1 ve boylelikle biligsel islevi gelistirdigi gosterilmistir.

Chen et al. (2016b) rat adrenal feokromositoma hattinda (PC12 hiicreleri) yaptiklar1 bir
calismada kuersetinin H2O; tarafindan indiiklenen apoptoz iizerindeki ndroprotektif
etkileri ve altinda yatan mekanizmalar1 arastirilmistir. 24 saat boyunca 200 uM H>O>
varliginda PC12 hiicrelerinde oksidatif stres tetiklenmistir. Kuersetin grubunda, hiicreler
once 1 saat farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg/mL) kuersetin ile ayr1 ayri
inkiibe edildikten sonra 24 saat 200 uM H20: ile inkiibe edilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla H202 grubunda hiicre canliliginin yaklasik %43,89 oraninda azaldigi, LDH
salimiminin ve hiicre i¢i ROS seviyesinin sirastyla %30,67 ve %121,61 oraninda arttigi,
antioksidan enzimler SOD ve GSH-Px seviyelerinin sirasiyla yaklagik %61,53 ve
%40,63 oraninda azaldigi, MDA seviyesinin %257,14 oraninda arttigi, BAX/BCL-2
oranini %89,90 oraninda arttirdigi bildirilmistir. Kuersetinin sinyal iletimi yolagindaki
mekanizmay1 arastirmak i¢in fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) inhibitorii LY294002
kullanilmigtir ve p-Akt proteini Western blot yontemiyle tespit edilmistir. H202 ve
LY294002 gruplarinda kontrol grubuna goére p-Akt/Akt proteini ifade oraninda benzer

miktarlarda (sirasiyla ~ %49,31 ve ~ %41,09 oranlarinda) azalma goriilmiistiir.
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Calismada kuersetin konsantrasyonlar1 (10, 20 ve 30 pg/mL) arttikga noroprotektif
etkinin daha belirgin hale geldigi goriilmiistiir. Bu sebeple H202 varliginda 30 pg/mL
kuersetinin yalniz H202 grubuna kiyasla hiicre canliligini yaklasik %46,57 oranina
kadar arttigi, LDH salinimini ve hiicre i¢i ROS seviyesini sirasiyla %17,38 ve %33,55
oranina kadar azalttigi, antioksidan enzimler SOD ve GSH-Px seviyelerinin sirasiyla
yaklagik %76,15 ve %64,81 oranina kadar arttigi, MDA seviyesinin %56,00 oranina
kadar, BAX/BCL-2 oranii %47,07 oranina kadar azalttig1 bildirilmistir. LY294002 ile
birlikte kuersetin igeren grubun LY294002 grubuna goére p-Akt/Akt proteini ifade
oranini ~ %83,78 oranina kadar arttirdigi goriilmiistiir. Elde edilen tiim bu verilerden
kuersetinin, PC12 hiicrelerini H202 kaynakli oksidatif strese kars1 PI3K/Akt sinyal

yolagini aktive ederek koruyabildigi sonucuna varmislardir.

Li et al. (2016) tarafindan erkek ICR fareleri {izerinde yapilan ¢aligmada kuersetinin
mitokondriyal biyogenezde niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktér 2'nin (Nrf2) rolii
tizerinde durularak, kuersetin uygulamasinin oksidatif strese karst ¢esitli mitokondriyal
solunum kompleksi alt birimleri tizerindeki koruyucu etkisine iliskin olas1 bir molekiiler
mekanizmanin agiklanmasina ¢alisilmistir. ICR farelerinde travmatik beyin hasar1 (TBI)
anestezi altinda uyutulan farelerde Marmarou agirlik diisiirme modelinden
yararlanilarak gergeklestirilmistir. Bu deneyde, ICR fareleri kontrol grubu, TBI grubu,
TBI+%0,9 tuz ve TBl+kuersetin grubu olmak iizere dort gruba ayrilmistir.
TBI+kuersetin grubundaki farelere, TBI’'nin baslamasindan 30 dakika sonra periton
boslugu icine 50 mg/kg kuersetin enjekte edilmistir. Beyin 6rnekleri, analiz i¢in 24 saat
sonra toplanmistir. Kuersetin tedavisi ile TBI’lh farelerde sitokrom c¢ ve Nrf2 gen
ifadesinin arttigi, malondialdehit (MDA) seviyesinin azaldigi ve SOD seviyesinin arttigi
bildirilmistir. Ayrica kuersetinin, Nrf2 proteinini sitoplazmadan g¢ekirdege tasinmasini
belirgin sekilde destekledigi bildirilmistir. Bu gozlemler ile kuersetinin TBI
modellerinde, muhtemelen Nrf2 yolagini aktive ederek mitokondriyal fonksiyonu

gelistirdigi kanaatine varmiglardir.

Sharma et al. (2016) tarafindan erkek albino ratlarda yapilan ¢alismada rat

hipokampusiinde meydana gelen aliiminyum kaynakli ndrodejenerasyona Kkarsi
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kuersetinin etkileri aragtirtlmistir. Aliiminyum, yeryiiziinde her yerde bulunan hafif bir
toksik metaldir ve norotoksik etkileri nedeniyle AD, PD ve ALS dahil olmak {izere
cesitli norolojik bozukluklarla rol aldig:1 bilinmektedir. Hayvanlar kontrol grubu (C),
kronik aliiminyum (10 mg/kg) ile muamele edilen grup (Al), kronik
aliminyum-kuersetin ile muamele edilen grup (Al+Q), kronik kuersetin ile muamele
edilen grup (Q) (10 mg/kg) olmak iizere dort gruba ayrilmistir. Sonug olarak; Beyinde
hipokampus de Al grubu ratlarin ROS seviyelerinin kontrol grubu ratlarina gore %175
oraninda arttig1, Al+Q grubu ratlarin, sadece Al grubu ratlara kiyasla ROS seviyelerinde
%36,4 oraninda 6énemli bir azalma oldugu bunu yan1 sira sadece Q grubu ratlar ile C
grubu ratlar1 kiyaslandiginda ROS seviyelerinde anlamli bir degisiklik gézlemlenmedigi
bildirilmistir. Kuersetin 6n muamelesinin, aliiminyum gruba kiyasla ROS olusumunu
engelleyebildigi yorumunda bulunmuslardir. Serum aliiminyum konsantrasyonu C
grubunda 112 ng/mL, Al grubunda 271 ng/mL ve Al+Q grubunda ise 257 ng/mL
oldugu bildirilmistir. Bu sonuglarda kuersetinin, aliiminyumun bagirsak emilimini
engellemedigini bildirmislerdir. Al grubu ratlarin beyin hipokampus bolgesinde kontrol
grubuna kiyasla MnSOD aktivitesinde %57 oraninda azalma oldugu, kuersetinin Al+Q
grubu ratlarinda Al grubu ratlara kiyasla MnSOD aktivitesini %70,7 oraninda arttirdigi,
yalniz Q grubu ratlar ile C grubu ratlar kiyaslandiginda MnSOD aktivitesinde anlamli
bir degisiklik gozlemlenmedigi bildirilmistir. Al rat grubunda C rat grubuna gére DNA
fragmentasyonunda artis gozlemlenirken, Al+Q rat grubunda Al rat grubuna gore
kuersetinin DNA fragmentasyonunu Onledigi gozlenmistir. Bununla birlikte, Q rat
grubunun beyninde DNA'nin pargalanmasinda C rat grubu ile karsilastirildiginda higbir
degisiklik olmadigi gozlemlenmistir. Al ile muamele edilmis hipokampusta pro-
apoptotik protein BAX (21 kDa) ekspresyonunun arttigi ve anti-apoptotik protein BCL-
2'nin ekspresyonunun azaldigi, sitokrom-C ekspresyonunun arttigi, aktif kaspaz-3
ekspresyonunun arttigi ve p53 proteini ekspresyonunun arttigi gozlemlenirken, Al+Q ile
muamele edilmis hipokampusta pro-apoptotik protein BAX (21 kDa) ekspresyonunun
azaldigi ve anti-apoptotik protein BCL-2'min ekspresyonunun arttigi, sitokrom-c
ekspresyonunun azaldigi, aktif kaspaz-3 ekspresyonunun azaldigi ve p53 proteini
ekspresyonunun azaldigir gozlemlenmistir. Elde edilen tiim bu sonuglardan kuersetinin
aliminyum kaynakli oksidatif stresi azalttig1 ve ndrodejenerasyona karsi ndronal 6liimii

tersine ¢evirebilecek potansiyele sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica, kuersetinin
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Alzheimer ve Parkinson hastalifi gibi ndrodejeneratif hastaliklarin ilerlemesini

yavaslatmak igin profilaktik olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Haq and AlAmro (2019) tarafindan rat kortikal beyin dokusu hiicrelerinde yapilan
calismada kuersetinin H2O2 kaynakli oksidatif strese karsi noroprotektif etkileri
arastirilmistir. Wister ratlarindan alinan kortikal beyin dokusu kiiltiirleri kontrol (C)
grubu; yalniz H2O2 (1mM) (H) ile muamele edilen grup; kuersetin (100pg/mL)+ H20>
(1mM) (Q+H) ile muamele edilen grup ve yalniz DMSO ile muamele edilen grup olmak
tizere dort grupta toplanilarak biyokimyasal deneyler gerceklestirilmistir. DNA hasari
gostergelerinden biri olan 8-OH-dG seviyesinin yalniz H grubunda C grubuna gore
%101,49 oraninda arttig1, Q+H grubunda 8-OH-dG seviyesinin yalniz H grubuna gore
%44,73 oraninda azaldigi ve DMSO ile muamele grubunun 8-OH-dG seviyesi ile C
grubu arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik olmadig1 gosterilmistir. DNA
fragmantasyonu, yalmiz H grubunda C grubuna gore onemli Ol¢lide artarken Q+H
grubunda C grubuna gore herhangi bir farkliligin olmadigi ve dolayisiyla genomik DNA
ipliklerinin kuersetin tarafindan tamamen korunmus olabilecegi bildirilmektedir.
Glutatyon S transferaz (GST) aktivitesi olarak yalmiz H grubunda C grubuna gore
%56,87 oraninda azaldigi, Q+H grubunda GST aktivitesinin yalniz H grubuna gore
%265,93 oraninda arttigi ve DMSO ile muamele grubunun GST aktivitesi ile C grubu
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik olmadigi goriilmektedir. Oksidatif
stres belirteclerinden biri olan lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesinin H grubunda C
grubuna gore %34,96 oraninda arttigi, Q+H grubunda LPO seviyesinin yalmiz H
grubuna gore %35,23 oraninda azaldig1 ve DMSO ile muamele grubunun LPO seviyesi
ille C grubu arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farkliligin olmadiginm
bildirmislerdir. Sonug olarak, kuersetinin H>O> tarafindan indiiklenen oksidatif strese ve
noronal hasara kars1 noroprotektif bir etki gdsterdigi bildirilmistir. Ayrica, fizyolojik
yaslanma ve norodejeneratif hastaliklardan kaynaklanan ndronal kaybin énlenmesi igin,
kuersetinin terapotik potansiyele sahip oldugu, kuersetin ile zenginlestirilmis gidalar1 ve

ticari olarak satilan takviyeleri almanin 6nemli oldugu vurgulanmistir.
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van Eersel et al. (2010) tarafindan in vitro ve in vivo Alzheimer hastaligi modellerinde
yapilan ¢alismada sodyum selenatin etkileri arastirilmistir. SH-SYSY hiicrelerine artan
konsantrasyonda (0,01-1000 uM) sodyum selenat muamelesinden sonra, doza bagli bir
sekilde tau fosforilasyonunun azaldigi gozlemlenirken fosforile edilmemis tau
seviyelerine sodyum selenat’in herhangi bir etkide bulunmadigi bildirilmistir. Primer
hipokampal noéronlarda artan konsantrasyonda (0,01-1000 pM) sodyum selenat
muamelesi ile yapilan toksisite testi sonucunda sodyum selenatin 100 uM
konsantrasyona kadar herhangi bir toksik etkide bulunmadigi gosterilmistir. NFT
patolojisine sahip iki bagimsiz tau transgenik fare tiirii olan P301L mutant pR5 ve
K369l mutant K3 farelerine kronik sodyum selenat oral tedavisinin tau
hiperfosforilasyonunu azalttigi ve NFT olusumunu tamamen inhibe ettigi, bellek ve
motor performansint gelistirdigi ve ndrodejenerasyonu oOnledigi rapor edilmistir.
Alzheimer hastalarinin beyninde hem seviye hem de aktivite olarak azalmig PP2A, tau
fosforilasyonunda rol oynayan 6nemli bir fosfatazdir. Sodyum selenatin PP2A’y1 aktive
ettigi ve PP2A-tau komplekslerini stabilize ettigi bilinmektedir. PP2A’nin bir dominant-
negatif mutant formunu birlikte eksprese eden tau transgenik farelerde sodyum selenat
muamelesinin herhangi bir terapdtik etkide bulunmadigi bununda sodyum selenatin
PP2A’nin tau defosforilasyonu roliine aracilik ettigini bildirmislerdir. Tiim bu sonuglar
birlikte ele alindiginda, sodyum selenatin, bircok AD modelinde tau patolojisini
hafifleterek, AD’nin ve bununla iliskili demanslarin tau hedefli tedavileri i¢in {imit

verici bir onciil bilesik olabilecegi kanaatine varilmistir.

Corcoran et al. (2010) tarafindan in vitro ve in vivo Alzheimer hastaligi modellerinde
yapilan c¢alismada sodyum selenatin etkileri arastirilmistir. SH-SYSY hiicrelerinde
sodyum selenat muamelesinin kontrol grubu hiicrelerine gore PP2A aktivitesini
istatistiksel olarak 6nemli bir derecede arttigi tespit edilmistir. PC3 hiicre hattinda
gerceklestirdikleri Akt immiinopresipitasyon deneyinde Akt’nin ¢oktiiglinii ve bu
¢okmenin, Akt ile iligskili PP2A'nin diizenleyici alt biriminin, PR55 B alt birim ailesinin
bir iiyesi oldugu rapor edilmistir. BE2M17 ve SH-SYSY insan néroblastoma
hiicrelerinde ve normal yash farelerde sodyum selenatin PHF fosfo-tau proteini

seviyelerini 6nemli derecede azalttigi bildirilmistir. Artan konsantrasyonda (5, 25, 100
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uM) sodyum selenatin primer hipokampal hiicre kiiltlirlerine en yiiksek
konsantrasyonda (100 uM) bile herhangi bir toksik etkide bulunmadigi tespit edilmistir.
Insan TAU441 genini iki mutasyonla (V337M ve R406W) asir1 ifade eden transgenik
TMHT farelerinde gerceklestirilen immiinohistokimya (IHC) analizinde sodyum selenat
muamelesinden sonra, arastirilan tiim beyinlerde IHC ile boyanmis bdlgelerin alaninin
oldukca sabit oldugu bununda selenat tedavisinin merkezi sinir sistemi atrofisini
tetiklemedigi rapor edilmistir. Selenat (1,2 mg/mL i¢gme suyu) ile muamele edilen
hayvanlarda hipokampus da relatif AT180-tau boyama alaninin yiizdesinde kontrollere
kiyasla anlamli bir azalma oldugu da goriilmiistiir. Morris Water Maze davranis testinde
sodyum selenat ile muamele edilmis transgenik TAU441 farelerinde gelistirilmis

uzamsal 6grenme ve hafizada 6nemli dl¢lide gelisme saglandigi bildirilmistir.

Chen et al. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada sodyum selenat ile muamele edilen
Alzheimer hastaligi modeline sahip N2aSW noroblastoma hiicrelerinin fosfoproteomik
profili arastirilmistir. N2aSW hiicre hatti, APP proteininin bir Isve¢ mutant: olan stabil
bir sekilde APPsw ifade eden N2a noroblastoma hiicresinden tiiretilmistir. Farkli
konsantrasyonda sodyum selenat (0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10000 uM) ile muamele
edilen N2aSW noroblastoma hiicrelerinde doza baglh olarak 100 uM konsantrasyona
kadar hiicre canliliginda istatistiksel olarak ©nemli bir oranda artis saglandigi
goriilmektedir. En fazla hiicre canlilig1 saglayan sodyum selenat konsantrasyonu 10 pM
olarak tespit edilmistir. 24 saat boyunca 10 uM sodyum selenat ile muamele edilmis
N2aSW hiicrelerinde tanimlanmig 25 proteinin 10 tanesi fosforilasyonda artis
gosterirken, 15 fosfoproteinin fosforilasyonda azalma gostermistir. 10 uM sodyum
selenat ile muamele edilen N2aSW hiicrelerinde, homosistein seviyesinin azaldig:
goriilmistiir . Sodyum selenatin total tau protein ekspresyon seviyesini veya pS404 ve
pT231°de tau fosforilasyon seviyelerini etkilemedigi, ancak diger bazit AD modellerinde
daha oOnce bildirilenlerle tutarli olan pS422 ve pS396'da tau fosforilasyonunu azalttigi
tespit edilmistir. Ayrica, sodyum selenat ile muamele edilen hiicreler kontrol grubu
hiicreleri ile kiyaslandiginda sodyum selenatin hiicre dis1t AP peptit seviyesini azalttigi,
APP ve BACEI proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde herhangi bir degisiklige yol

acmadigi rapor edilmistir.
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Zheng et al. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada Alzheimer hastaliginin ti¢lii transgenik
fare modelinde sodyum selenatin beyin iyonomu ve oksidatif stres iizerine etkileri
aragtiritlmistir. Mineral metabolizmas1 dengesizliginin Alzheimer hastalifi (AD)
ilerlemesinde 6nemli bir role sahip oldugu literatiirde bir¢ok ¢alismada sunulmaktadir.
Yiiksek doz sodyum selenat takviyesi ile AD’nin U¢lii bir transgenik fare modeli
kullanilarak beyinde 15 element arasindaki etkilesimlerin arastirilmasi ¢ok zaman
noktali iyonom analizi ile gergeklestirilmistir. Selenyum hari¢, 6nemli dlgiide degisen
elementlerin ¢ogunlugu, 6 aylik selenat takviyesinden sonra azalan bir seviye gosterdigi
ve Ozelliklede demirin incelenen hemen hemen tiim zaman noktalarinda tamamen
normal seviyelerine dondiiriildiigii goriilmiistiir. Sodyum selenat takviyesi ile 3xTg-AD
farelerinin serebral dokularinda GSH-Px ve TrxR’nin aktivitelerinde anlamli artis
oldugu ve boyle bir etkinin erken evreden (4 aylik) meydana gelip ge¢ evreye (12 aylik)
kadar devam ettigi rapor edilmistir. Sodyum selenat takviyesi 3xTg-AD farelerinin
serebral dokularinda malondialdehit (MDA) seviyesini anlamli bir sekilde azaltmistir.
Sodyum selenatin GSH-Px ve TrxR aktivitelerini arttirarak AD farelerinin beyinlerinde
lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasara karsi noroprotektif etki gosterebilecegi

sonucuna varilmistir.

Jin et al. (2017) tarafindan yapilan calismada mutant insan APPswe, tauP301L ve fare
PSIM146V genlerini ifade eden iiclii transgenik (3xTg-AD) Alzheimer hastaligi fare
modelinde sodyum selenatin etkileri aragtirilmistir. Alzheimer modeline sahip farelere
sodyum selenat muamelesi 6 pg/mL konsantrasyonda 10 ay boyunca farelerin igme
suyuna  katilarak gerceklestirilmistir. Yenidogan 3xTg-AD farelerinin
hipokampiislerinden izole edilen primer néronlar ve N2aSW noroblastoma hiicre hatti
24 saat boyunca 0,1pM sodyum selenat ile muamele edilmistir. AD farelerinin
beyinlerinde transgenik olmayan farelere kiyasla glukoz metabolizmasinda 6nemli
derecede azalma gozlemlenirken, sodyum selenat ile muamele edilen AD farelerinde
serebral glukoz metabolizmasi azalmasinin bastirildigi goriilmektedir. AD modelinde
hipokampal dokuda ve primer ndronlarda sinaptofizin ekspresyon diizeyleri transgenik
olmayan kontrollerle kiyaslandiginda anlamli bir sekilde azaldigi, ancak sodyum

selenatin, bu patolojik degisiklikleri tersine g¢evirerek, hipokampusta ve ayrica AD
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farelerinin kiiltiire edilmis ndronlarinda sinaptofizin ekspresyonu arttirdigi ve sinaps
biliylimesini sagladig rapor edilmistir. AD fareleri transgenik olmayan farelere kiyasla
Ser404, Ser396 ve Thr231 rezidiilerinden hipokampal tau fosforilasyon (taupS404, tau-
pS396 and tau-pT231) seviyelerinin biiyiik dl¢iide arttigi, sodyum selenat muamelesinin
AD farelerinin hipokampiisiinde tau-pS404, tau-pS396 ve tau-pT231 seviyelerini
onemli Olclide azalttigi goriilmektedir. AD farelerin hipokampiisinde APP, BACEI,
sAPPB ve CTFp diizeyleri transgenik olmayanlara kiyasla anlamli olarak arttigi,
sodyum selenat ile muamelesinin AD faresinde APP seviyesini degistirmedigi, ancak
BACEL1, sAPPB ve CTFp seviyelerini belirgin sekilde azalttig1 bildirilmistir. AB(1-42)
peptit seviyesi, AD modelinin hipokampiisiinde, transgenik olmayan fareye kiyasla
anlamli bir sekilde arttigi; sodyum selenat muamelesinin, AD faresinde AP(1-42) peptit
seviyesindeki artis1 engelledigi rapor edilmistir. AD fareleri transgenik olmayan farelere
kiyasla p-katenin ekspresyonunda azalma, apoptozda artma, survivin ve c-myc
ekspresyonunda azalma, BCL-2 seviyesinde azalma, BAX ve aktif kaspaz 3
seviyelerinde artma, PP2A aktivitesinde azalma, GSK3[ aktivitesinde artma oldugu
goriilmistir. Sodyum selenat muamelesinin AD farelerinde B-katenin ekspresyonunu
arttirdig1, apoptozu baskiladigi, survivin ve c-myc ekspresyonunu arttirdigi, BCL-2
seviyesini arttirdigi, BAX ve aktif kaspaz 3 seviyelerini azalttifi, PP2A aktivitesini
arttirdigi, GSK3p aktivitesini azalttig1 bildirilmistir. Elde edilen tiim bu sonuglardan
sodyum selenatin AD tedavisi i¢in kullanilabilecek etkili bir ajan olabilecegi yorumuna

varilmistir.

Yanardag et al. (2007) tarafindan Sprague-Dawley ratlarinda yapilan ¢aligmada etanol
kaynakli organ hasar1 Tlizerine C vitamini, E vitamini ve sodyum selenat
kombinasyonunun koruyucu etkisi arastirtlmistir. Bunun i¢in ratlar; Grup I: Saglam
hayvanlar (kontrol), grup II: 3 giin boyunca C vitamini (250 mg/kg/giin), E vitamini
(250 mg/kg/giin) ve sodyum selenat (0,5 mg/kg/giin) alan kontrol hayvanlari, grup I1I: 1
ml saf etanol alan hayvanlar, grup IV: saf etanol verilmesinden 1 saat once 3 giin
boyunca C vitamini (250 mg/kg/giin), E vitamini (250 mg /kg/giin) ve sodyum selenat
(0,5 mg/kg/giin) alan hayvanlar olmak {izere rastgele dort gruba ayrilmis ve

biyokimyasal incelemeler serum, karaciger ve bagirsak dokularinda tiim gruplardan
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gerceklestirilmistir. Karaciger ve bagirsak dokularinda kontrol grubuna gore etanol
grubundaki LPO seviyelerin anlamli olarak arttig1, glutatyon (GSH) seviyelerin anlamli
olarak azaldigi gériilmiistiir. C vitamini, E vitamini ve sodyum selenat kombinasyonu
muamelesinin etanol grubunda LPO seviyelerini belirgin bir sekilde azalttigi ve GSH
seviyelerini anlamli olarak arttirdig1 bildirilmistir. Serumda kontrol grubuna gore etanol
grubunda CAT aktivitesi anlamli olarak azaldig1 bununla birlikte iire, kreatinin, tirik asit
ve toplam lipit seviyelerinin anlamli olarak arttigi tespit edilmistir. C vitamini, E
vitamini ve sodyum selenat kombinasyonu muamelesinin etanol grubunda CAT
aktivitesini anlamli olarak arttirdig1 bununla birlikte iire, kreatinin, iirik asit ve toplam
lipit seviyelerini anlamli olarak azaltti§i rapor edilmistir. Karaciger ve bagirsak
dokularinda etanol grubunda kontrol grubuna gére CAT, SOD, ve GPx aktivitelerinde
anlamli olarak azalma oldugu gozlemlenirken LDH ve MPO seviyelerinde anlamli bir
artis oldugu bildirilmistir. C vitamini, E vitamini ve sodyum selenat kombinasyonu
muamelesinin etanol grubunda CAT, SOD, ve GPx aktivitelerini belirgin bir sekilde

arttirirken LDH ve MPO seviyelerini de anlamli olarak azalttig: tespit edilmistir.

Nichols et al. (2015) tarafindan Primer kortikal noron kiiltiirlerinde yapilan galigmada in
vitro inme modeli lizerine epikatesin (E) ve kuersetin (Q) kombinasyonunun sinerjistik
noroprotektif etkileri arastirilmistir. Primer kortikal noronlar 90 dakika (1,5 saat)
boyunca oksijen-glukoz yoksunluguna (OGD) maruz birakilarak in vitro inme/hipoksik-
iskemik hasar modeli olusturulmustur. 1,5 saat OGD'den 6nce 24 saat boyunca E (1
uM) veya Q (1 uM) ile 6n muamele edilen hiicrelerde OGD grubuna gore hiicre
canliligi sirastyla %62,5 ve %065 oraninda arttigi, buna karsilik, E+Q (1 uM)
kombinasyonunun OGD grubuna hiicre canliligini sinerjistik olarak %92 oraninda
arttirmistir. 1,5 saat OGD'den 6nce 24 saat boyunca E (0,3uM) veya Q (0,3 uM), E+Q
(0,3 uM) ile 6n muamele edilen hiicrelerde OGD grubuna gore flavonoidlerin apoptozu
azalttigr ve hiicre canliligini arttirdigi gosterilmistir. E+Q ile 6n-muamele OGD’nin
neden oldugu hiicre 6liimiine kars1 kortikal néron kiiltiirlerini néronal apopotozdan
sinerjistik olarak korudugu goriilmektedir. OGD’nin kortikal néronlarda mitokondriyal
solunum parametresi olan yedek solunum kapasitesini (SRC) kontrole gore %70’den

%30’a %40 azaltirken OGD yoklugunda E (0,3uM) veya Q (0,3 uM), E+Q (0,3 uM) 6n
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muamelesi ile SRC’yi kontrole gore %70°den %110’°a %40 oraninda arttirdig1 tespit
edilmistir. E (0,3uM) veya Q (0,3 puM), OGD’nin neden oldugu SRC kaybinm
onleyemez iken, E+Q (0,3 uM) 6n muamelesinin, OGD noéronlarinda SRC’yi %110'a
kadar arttirdignt  bulunmustur. Flavonoid kombinasyonunun (E+Q (0,3 uM))
mitokondriyal fonksiyonu koruyarak noroproteksiyona katkida bulundugunu ifade
etmiglerdir. E (0,1 uM), Q (0,1 uM) ve E+Q (0,1 uM), OGD’den 12 saat sonra kortikal
noronlarda OGD grubuna kiyasla BCL-2, PGC-1a, MT-ND2 ve MT-ATP6’y1 kodlayan
mRNA’larda 6nemli derecede artislar sagladigi  goriilmistir. 1,0 pM’lhik
konsantrasyonda, E+Q, BCL-2 i¢gin mRNA’lar1 ve ayrica PGC-1a, MT-ND2 ve MT-
ATP6’y1, E (1,0 uM) veya Q (1,0 uM)’dan daha biiyiikk bir oranda arttirdigi tespit
edilmistir. Bu sonuglara gére E+Q’nun, OGD sonras1 kortikal néronlarda hiicre canlilig
ve mitokondriyal gen ekspresyonunda sinerjistik artiglar sagladigini ifade etmislerdir. Q
(0,1 ve 0,3 uM), protein kinaz B (Akt) fosforilasyon seviyelerine istatistiksel olarak
herhangi bir etkide bulunamaz iken, E ve E+Q’nun bu kinazin fosforilasyonunda hem
0,1 hem de 0,3 uM'de karsilastirilabilir artiglar sagladig: bildirilmistir. Q (0,1 M) harig,
E (0,1 uM) ve E+Q (0,1 pM)’nun cAMP yanit eleman1 baglayici proteini (CREB)’nin
fosforilasyon seviyelerini arttirdigi ancak E+Q (0,1 uM)’nun E (0,1 uM)’ye gore daha
fazla artis sagladigini rapor etmiglerdir. Q (0,3 uM), E (0,3 uM) ve E+Q (0,3 uM)’nun
CREB fosforilasyonunu daha fazla arttirdigi bununla birlikte E (0,3 puM) ve E+Q (0,3
uM)’nun Q (0,3 pM)’ya gore CREB fosforilasyonu artis miktarlarinin daha fazla
oldugu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismada son olarak C57BI1/6 faresine, 5 glin boyunca
giinde bir kez E+Q [75 mg/kg: E (37,5 mg)+Q (37,5 mg)] veya su (8 mL/kg) oral
yoldan verilmis ve ardindan 40 dk tiim fareler hipoksik-iskemiye (HI) maruz
birakilmigtir. Kontrol farelerine kiyasla, E+Q’nun enfarktlis hacminde ortalama %46

oraninda azalma sagladigi ifade edilmistir.

2.1. Amag

Norodejeneratif hastaliklar gerek indiiklenme sekilleri gerekse indiiklendikten sonraki
hastaliga ait olan igsel yolaklar da dahil olmak iizere ¢ok faktorlii hastaliklardir.

Literatiirde norodejenerasyona karst kuersetin ve sodyum selenat da dahil olmak iizere
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monoterapdtik ilag uygulamasinin  yapildigi birgok c¢alisma mevcuttur. Yapilan
caligmalarda kuersetinin antioksidan, anti-apoptotik aktivite ve diisiik dozlarda AP(1-42)
peptit toksisitesine kars1 noroprotektif etkileri oldugu; sodyum selenatin ise antioksidan
enzim glutatyon peroksidazin ve hiperfosforile tau proteininin defosforilasyonuna
aracilik eden PP2A’nin spesifik ve giiglii bir aktivatorii oldugu bildirilmistir. Ancak,
norodejeneratif hastaliklara karsit multiterapdtik bir yaklagimla s6z konusu iki maddenin
kombine bir sekilde kullanilarak amiloid patolojisi, oksidatif stres ve apoptoz iizerindeki
sinerjistik etkilerinin arastirilmasi ile ilgili literatiirde herhangi bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu tez galismasi kapsaminda; kuersetin ve sodyum selenat karisimi ile elde edilen ¢ok
hedefli ila¢ kombinasyonunun (QSS) insan néroblastoma SH-SYS5Y hiicrelerinde H20>
ile indiiklenen oksidatif stres kaynakli ndrodejenerasyona karsi sinerjistik néroprotektif
etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla QSS uygulanan insan néroblastoma
SH-SYS5Y hiicrelerinde bir seri oksidatif stres gostergesi olarak hiicre 6liim oranlari,
toplam antioksidan kapasite seviyeleri, katalaz enzim aktiviteleri, hiicre ici reaktif
oksijen tiirleri (ROS) seviyeleri, lipid peroksidasyon seviyeleri, hiicre dis1 insan AB(1-42)
peptit seviyeleri, mitokondriyal membran potansiyeli seviyelerindeki degisim, apoptotik

ve nekrotik hiicre miktarlart incelenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan hiicre hatt

Tez kapsamindaki arastirmalarda kullanilan SH-SY5Y (ATCC®, CRL-2266™) insan
ndroblastoma hiicre hatti Prof. Dr. Ahmet HACIMUFTUOGLU nun laboratuvarindan
(Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal1) temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar, kimyasal maddeler ve Kitler

Tez calismasinda kullanilan cihazlar, kimyasal maddeler ve kitler EK 1 ve EK 2’de

listelenmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. SH-SY5Y hiicrelerinin in vitro kosullarda kiiltiirii

3.2.1.a. SH-SY5Y hiicreleri

SH-SY5Y, bilimsel ¢alismalarda kullanilan insan kaynakli bir hiicre hattidir. SH-SY5Y
ilk kez 1973'te noroblastomlu dort yasindaki bir kiz ¢ocugunun kemik iligi
biyopsisinden izole edilen SK-N-SH hiicre hattindan 1978 yilinda {igiincii kez alt
klonlanlama yapilarak elde edilmistir. Morfolojik olarak in vitro ndroblast hiicrelerine
benzer fenotipe sahiptir (Sekil 3.1) ve noronal hiicre benzeri Gzellikleri nedeniyle
norodejeneratif hastalik ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Xie et al. 2010; Cheng et al.
2013).
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Sekil 3.1. SH-SYSY insan ndroblastoma hiicrelerinin goriintiisii, (20x) biiyiitme

3.2.1.b. Hiicre hattinin ¢ozdiiriilmesi

Donmus hiicre siispansiyonunu igeren Cryo tiipler hizlica azot tankindan veya -
80°C’deki sogutucudan ¢ikartildi ve 37°C’deki su banyosunda hafifce g¢alkalayarak
yaklasik iki dakika inkiibe edilmek suretiyle ¢ozdiiriildi. Hiicreler ¢oziiliir ¢oziilmez
Cryo tiipler su banyosundan ¢ikartildi ve aseptik kosullar altinda %70 etanol ile
dekontamine edildi. Cryo tiip i¢indeki hiicre siispansiyonu pipet ile 2-3 kez siispanse
edilerek 15 mL’lik falkon tiiplere aktarildi ve tizerine 5 mL besiyeri (besiyeri igerigi EK
3’de belirtilmistir.) eklenerek pipet ile 1-2 kez alt st edildi. Tiipler 1020 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve siipenatant atildi. Dipte kalan hiicre pelleti 4 mL besiyerinde
pipet yardimiyla siispanse edilerek ¢ozdiiriildii. Hiicreler flasklara (25 cm® veya 75
cm®1liik hiicre kiiltiir kaplar1) aktarilarak {izeri besiyeri ile uygun hacime tamamlandi.

37°C’de %5 CO; ve %95 nem’e ayarlanmis inkiibatore dikkatli bir sekilde yerlestirildi.

Hiicreler %70-80 oraninda konfluent’e ulagtigi mikroskopta goriildiikkten sonra
calismaya devam edildi. Hiicreler haftada 2 kez pasajlandi ve ortalama onsekizinci pasaj

kadar ¢ogaltilan hiicreler analizler i¢in kullanildi.
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3.2.1.c. Hiicrelerin pasajlanmasi

SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinin %70-80 oraninda konfluent’e ulastig1 mikroskopta
gorildiikten sonra flasklardaki besiyeri atildi ve kalan besiyerini uzaklastirmak i¢in 4
mL steril PBS ile yikama islemi yapildi. Flask tabanina tutunan hiicreler tripsinizasyon
islemi ile kaldirildi. Tripsinizasyon islemi 25 cm®liik flasklara 2 mL, 75 cm®'liik
flasklara ise 6 mL onceden 37°C’ye 1sitilmis tripsin ilave edilerek 1-2 dk 37°C’de
inkiibatorde bekletilmek suretiyle gerceklestirildi. Flask tabanimna el ile birka¢ kez
vurularak tabanda tutunmus kalan hiicrelerinde kalkmasi saglandi. Tim hiicreler
kalktiktan sonra tripsin enziminin aktivitesini durdurmak i¢in hizli bir sekilde eklenilen
tripsin hacmi kadar besiyeri eklendi ve pipet yardimi ile 1-2 kez karistirildiktan sonra
hiicre siispansiyonu 15 mL’lik falkon tiiplere alindi. Tiipler yaklagik 1020 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve tripsinli medyum (slipenatant) uzaklastirildi. Steril PBS ile
yikamadan sonra hiicre pelleti 4 mL besiyerinde ¢ozdiiriildii. Analizlerin gerektirdigi
sayidaki hiicreler “hemositometre ile hiicre sayimi1” protokoliine gore sayilarak tekrar
¢ogalmalari igin uygun flasklara veya ¢ok kuyucuklu (6, 12, 24 veya 96) plakalara
aktarildi.

3.2.1.d. SH-SYSAY hiicrelerinin kiiltiire edilmesi

SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri Zhang et al. (2010) galismalarinda tarif edildigi gibi
37 °C’de %95 hava ve %5 CO- igeren nemli bir ortamda %10 FBS (fetal dana serumu)
ve %0,5 antibiyotik ile desteklenen DMEM-Ham's F12 (1:1) besiyerinde (EK 3) kiiltiire
edilerek cogaltildi. Kiiltiire edilen SH-SYSY insan noroblastoma hiicrelerine ilag

uygulanmasi ve deney gruplar1 EK 4’de verilmistir.

3.2.1.e. Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinin stoklarinin elde edilmesi igin hiicreler %70-80
konfluent olduktan sonra hiicrelerin pasajlanmast isleminde anlatildigi gibi

tripsinizasyon islemi ile flask yiizeyinden kaldirilip 15 mL’lik falkon tiiplere aktarildi.
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Tiipler 1020 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve tripsinli medyum uzaklastirildiktan
sonra pellet steril PBS ile yikandi. Hiicre pelleti besiyerinde ¢ozdiiriildii. Cryo tiiplere
140 pL DMSO ve iizerine 1860 pL siispanse haldeki hiicreler eklenerek -80 °C’deki
sogutucuda bir gece bekletildi ve ertesi giin Cryo tiipler -80 °C’deki sogutucudan
¢ikarildi ve hiicrelerin daha uzun siire saklanmasi i¢in sivi azot tankina (-200 °C)

yerlestirildi.

3.2.1.f. Hemositometre ile hiicre sayimi

Canli hiicre sayim islemi, tripan mavisi boyasi kullanilarak hemositometre (thoma lam1)
tizerinde gergeklestirildi. Tripan mavisi boyasi canli hiicreler tarafindan hiicre disina
atildi. Bu nedenle, canli hiicreler beyaz renkte goriildii. Olii hiicreler ise, membran
biitiinliikleri bozuldugu i¢in tripan mavisi ile maviye boyandi. Hiicre hatlar1 monolayer
hiicreler olduklar1 igin hiicreler %70-80 konfluente wulastigi mikroskop ile
gozlemlendikten sonra tripsinizasyon islemi ile flask yiizeyinden kaldirilip 15 mL’lik
falkon tiiplere aktarildi. Tiipler 1020 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve tripsinli
medyum uzaklastirildiktan sonra pellet steril PBS ile yikandi. Hiicre pelleti 6 mL
besiyerinde ¢ozdiiriildii. Daha sonra bir eppendorf tiip igerisine 100 pL tripan mavisi
boyasi, 50 uL PBS ve 50 pL hiicre silispansiyonu eklenerek yavasca karistirildi ve 5
dakika beklendi. Tripan mavisi ile boyanan hiicre siispansiyonundan 10 pL 6rnek
alinarak thoma lami {izerine aktarildi ve bir mikroskop altinda canli hiicre sayist

asagidaki formiil kullanilarak belirlendi.

Canli hiicre sayisi/ mL = A x SF x 10000

Burada; A = 16 biiyiik karede sayilan ortalama hiicre sayisi, SF ise seyreltme
faktoriidiir. 10000 ise 0,1 mm® deki sayim sonucunu 1 mL’deki sayiya doniistiirmek ve

standart sonug elde etmek i¢in kullanilan bir sabittir.

Hemositometre ile sayilan hiicreler arastirma siiresince Cizelge 3.1’de gosterildigi gibi

analiz ¢esidine gore belirtilen miktarlarda besiyeri ile seyreltilerek uygun hiicre kiiltiirti
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kaplarma ekildi. 37°C’de nemlendirilmis %5 CO; ve %95 hava atmosferinde 24 saat

boyunca inkiibe edildi. Tiim analizler ayni pasaj sayisina sahip hiicrelerle yapildi.

Cizelge 3.1. Hemositometre ile analiz ¢esidine gore sayilarak ekilen hiicre
konsantrasyonlari

Hiicre siispansiyon hacmi Hiicre sayisi
: pansty Hiicre Kiiltiir
Analiz

(Kuyucuk/flask basina) (Kuil):(;]nkg lask kab
WST-1 testleri 100 L 1x 104 % k‘;{:ﬁ”k'”
AWn olgiilmesi 2mL 3x10° 6 kuyucuklu plak
Apoptoz testi 2mL 3x10° 6 kuyucuklu plak
CAT aktivitesi 5mL 2 x 106 25 cm®’liik flask
TAC testi 5mL 2 x10° 25 cm®’liik flask
ROS testi 5mL 2 x10° 25 cm®’liik flask
LPO testi 5mL 2 x 108 25 cm®’liik flask
AP(-42) peptit
konsantrasyonlarinin 5mL 2 x 106 25 cm®’liik flask

belirlenmesi

3.2.2. Hiicre canlilik testleri

3.2.2.a. WST-1 testi

SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde H202’in ortalama 6ldiiriicii doz (LDso)
degeri; H202 varliginda Q’nun ve SS’nin maksimum noroprotektif etki gosterdigi (Emax)
doz konsantrasyon degerleri, Emax degerlerindeki Q ve SS kombinasyonunun (QSS)
noroprotektif etkisi; H202 yoklugunda Emax degerlerindeki Q, SS ve QSS’nin hiicre
canlilig1 tizerine etkileri WST-1testi ile belirlendi. WST-1testi iiretici firmanin (Boster,
Wuhan, PR China) protokoliine gore yapildi.
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WST-1 testi 15181 450 nm’de absorbe eden koyu kirmizi formazani olusturmak iizere
mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan tetrazolyum tuzu WST-1’in pargalanmasina

dayanmaktadir.

Stok WST-1 Reaktifinin Hazirlanmast:

Steril ve karanlik kosulda WST-1 tetrazolyum tozuna 5mL elektron baglama reaktifi
eklendi ve iyice karistirilarak stok WST-1 reaktifi hazirlandi. Stok WST-1 reaktifinin
analiz i¢cin gerekli olan miktar1 steril eppendorf tiiplerde 200’er pL’lik alikotlara
ayrilarak +4°C’de saklandi. Geri kalan WST-1 reaktifinin daha uzun sireli
muhafazasinin saglanmasi i¢in karanlik ortamda -20°C’de saklandi. Her analiz 6ncesi
olusan WST-1 reaktifi ¢okeltilerinin tamamen ¢oziinmesi i¢in 37°C’de 2-10 dakika
inkiibe edildi.

Uygulama Basamaklari:

1. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicreleri 96 kuyucuklu plaklarda hiicre kiiltiirii
deney gruplarina gore kiiltiire edildi (EK 4).

2. Her kuyuya 10 uL WST-1 reaktifi ilave edildi.

3. Canli hiicrelerden salman mitokondriyal dehidrogenaz ile WST-1 reaktifinin
tetrazolyum tuzu arasindaki reaksiyonu saglamak i¢in hiicreler 4 saate kadar inkiibe
edildi.

4. Absorbans, bir mikroplaka okuyucusu kullanilarak 690 nm’de ki bir referans ile
450 nm’de ol¢iildii.

5. Absorbans seviyesi dogrudan canli hiicre sayilar ile iliskilidir.

6. Pozitif kontrol olarak SH-SYSY hiicre kiiltiirii iceren besiyeri kullanildu.

7. Negatif kontrol olarak %0,1 DMSO igeren besiyeri kullanildi.
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Hesaplama:

Hiicre canliligi asagidaki formiile gore yiizde deger olarak hesaplandi ve hiicrelerin
canlilik oranlari, orneklerin kontrol grubuna yiizde orani olarak %kontrol cinsinden
ifade edildi.

Canl1 hiicre orani (%) = [(Aomek — Ank)/(Ark — Ank)]*100

Aomek: Ornegin absorbans degeri
Aprk: Pozitif kontroliin absorbans degeri

Ank: Negatif kontroliin absorbans degeri

1. H20z2 ile in vitro nérodejenerasyon modelinin olusturulmasi

SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli ndrodejenerasyon modeli
olusturmak i¢in 50 uM, 100 uM, 125 uM, 150 uM, 200 pM, 250 uM, 400 pM, 500 uM
konsantrasyonlarda H2O; ile hiicreler 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra WST-
1 hiicre canlhilik testi yapildi. Hiicre canlilik testi sonunda en az %50 oraninda hiicre
Olimiine yol ag¢an doz konsantrasyon (LDso) degeri belirlendi. Daha sonraki
denemelerde SH-SY5Y hiicrelerinde nérodejenerasyon olusturmak i¢in bu LDso degeri

ile caligsilmaya devam edildi.

2. In vitro norodejenerasyona karsi kuersetinin (Q) ve sodyum selenatin (SS) doz

araliklarinin belirlenmesi

SH-SY5Y hiicreleri 96 kuyucuklu plaklarin her bir kuyusuna 100uL’de 1 x 10*
yogunlukta olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin plak kuyucuklarina tutunabilmesi igin ilk
24 saat besiyeri i¢inde 37°C’de %5 CO: iceren nemlendirilmis hava atmosferinde
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri dikkatli ve yavas bir

sekilde ¢ekilerek atildi. Daha 6nceden 10 uM, 20 uM, 25 puM, 40 uM, 50 uM, 80 uM,
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100 uM konsantrasyonlarda besiyeri ile seyreltilerek hazirlanan Q ve SS c¢ozeltileri
kuyucuklara eklenerek SH-SYSY hiicreleri ile 6n muamele edildi ve 37 °C’de %5 CO>
iceren nemlendirilmis hava atmosferinde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
kuyucuklarda bulunan besiyeri tekrar dikkatli ve yavas bir sekilde ¢ekilerek atildi. Daha
onceden 10 pM, 20 uM, 25 uM, 40 uM, 50 uM, 80 uM, 100 uM konsantrasyonlarda
200 uM H20, igeren besiyeri ile seyreltilerek hazirlanan Q ve SS ¢ozeltileri
kuyucuklara eklenerek SH-SY5Y hiicreleri ile muamele edildi ve 37°C’de %5 CO:
iceren nemlendirilmis hava atmosferinde tekrar 24 saat inkiibe edildi. Es zamanl olarak
kontrol gruplarini olusturmak i¢in hiicrelere H202, Q ve SS icermeyen sade besiyeri
eklendi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan SH-SYS5Y néroblastoma
hiicrelerinde in vitro oksidatif stres kaynakli nérodejenerasyon modeline karst Q ve
SS’nin maksimum noroprotektif etki (Emax) gosterdigi doz konsantrasyon degerleri
WST-1 hiicre canlilik testi ile belirlendi. Daha sonraki denemelerde SH-SY5Y
hiicrelerinde in vitro oksidatif stres kaynakli nérodejenerasyon modeline karst Q ve

SS’nin bu Emax gosterdigi doz konsantrasyon degerleri ile galisilmaya devam edildi.

3. In vitro norodejenerasyona karsi cok hedefli kuersetin (Q) ve sodyum selenat

(SS) kombinasyonunun (QSS) etkilerinin belirlenmesi

SH-SY5Y hiicreleri 96 kuyucuklu plaklarin her bir kuyusuna 100pL’de 1 x 10%
yogunlukta olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin plak kuyucuklarina tutunabilmesi i¢in ilk
24 saat besiyeri i¢inde 37°C’de %5 CO:z igeren nemlendirilmis hava atmosferinde
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri dikkatli ve yavas bir
sekilde ¢ekilerek atildi. WST-1 testi ile belirlenen Emax degerlerindeki Q ve SS
kombinasyonunu (QSS) igeren besiyeri kuyucuklara eklenerek SH-SY5Y hiicreleri ile
on muamele edildi ve 37°C’de %5 CO; i¢eren nemlendirilmis hava atmosferinde 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri tekrar dikkatli
ve yavas bir sekilde c¢ekilerek atildi. 200 pM H20: varliginda Emax degerlerindeki QSS
iceren besiyeri kuyucuklara eklenerek SH-SYS5Y hiicreleri ile muamele edildi ve
37°C’de %5 CO2 iceren nemlendirilmis hava atmosferinde tekrar 24 saat inkiibe edildi.

Es zamanli olarak kontrol gruplarini olusturmak icin hiicrelere H2O2, QSS igermeyen



46

sade besiyeri eklendi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli nérodejenerasyon modeline karsi
Emax degerlerindeki QSS’nin noéroprotektif etkisi WST-1 hiicre canlilik testi ile

belirlendi.

4. Kuersetin (Q), sodyum selenat (SS) ve kombinasyonlarimin (QSS) hiicre canhihg

uizerine etkisi

SH-SY5Y hiicreleri 96 kuyucuklu plaklarin her bir kuyusuna 100uL’de 1 x 10*
yogunlukta olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin plak kuyucuklarina tutunabilmesi i¢in ilk
24 saat besiyeri i¢ginde 37°C’de %5 CO: igeren nemlendirilmis hava atmosferinde
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri dikkatli ve yavas bir
sekilde gekilerek atildi. WST-1 testi ile belirlenen Emax degerlerindeki Q, SS ve QSS
iceren besiyerleri ayr1 ayr1 kuyucuklara eklenerek SH-SYSY hiicreleri ile 6n muamele
edildi ve 37°C’de %5 CO: igeren nemlendirilmis hava atmosferinde 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri tekrar dikkatli ve yavas bir
sekilde ¢ekilerek atildi. Emax degerlerindeki Q, SS ve QSS iceren taze besiyerleri ayri
ayrt kuyucuklara tekrar eklenerek SH-SYSY hiicreleri ile muamele edildi ve 37°C’de
%5 CO2 igeren nemlendirilmis hava atmosferinde tekrar 24 saat inkiibe edildi. Es
zamanlt olarak kontrol gruplarini olusturmak igin hiicrelere Q, SS ve QSS i¢ermeyen
sade besiyeri eklendi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerine Emax degerlerindeki Q, SS ve QSS’nin etkileri WST-1 hiicre

canlilik testi ile belirlendi.
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3.2.2.b. Apoptotik testler

1 Mitokondriyal membran potansiyeli degisiminin (A¥m) belirlenmesi

a. Mitokondriyal membran potansiyeli degisim (A¥m) miktarlarmin belirlenmesi

SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyellerindeki
degisim (Aym) miktari, ticari olarak satilan JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyel
Deney kiti (JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay kit/Cayman) kullanilarak
flow sitometri yontemiyle kit protokoliine gore belirlendi. Mitokondriyal membran
potansiyeli (ym), mitokondriyal fonksiyonun oOnemli bir parametresidir ve hiicre

sagliginin bir gostergesi olarak kullanilir.

Testin Prensibi:

Mitokondriyal membran potansiyelindeki degisimleri fluorimetrik olarak Slgmek igin
sitofluorimetrik, lipofilik katyonik boya, 5,5°,6’-tetrakloro-1,1°,3,3’-tetraetilbenzimi-
dazolilkarbosiyaniniyodiir (JC-1) gelistirilmistir. JC-1, mitokondriye girmesi ve probun
birikimine dayanarak floresan 6zelliklerini degistirmesi bakimindan avantajlara sahiptir.
Yiiksek Aym'li hiicrelerde, JC-1, yogun kirmizi floresansli J-agregatlar1 olarak bilinen
kompleksleri olusturur. Bununla birlikte, diisik Aym'li hiicrelerde, JC-1, mavi
fliioresans gosteren monomerik formda kalir. Kirmizi ile mavi floresans arasindaki oran

arttik¢a, mitokondriyal zarin polarizasyonu da artar.

Uygulama Basamaklari:

1. Kiiltire edilen SH-SYS5Y norodejeneratif hiicre gruplar1 (EK 4) tripsinizasyon
islemiyle kaldirildiktan sonra falkon tiiplerine aktarildi ve oda sicaklifinda 5 dakika

boyunca 250 x g’de santrifiijlendi.
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2. Siipernatant dikkatli bir sekilde atildt ve 100 pL 10 pM FCCP kontrol
sollisyonunda yeniden siispanse edilen FCCP kontrol 6rnekleri harig, hiicreler 100 pL
deney tamponu i¢inde tekrardan siispansiyon haline getirildi.

3.  Omnekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

4. Her bir 6rnege 100 uL JC-1 Boyama ¢ozeltisi (2X) eklendi.

5. Miimkiin oldugunca karanlikta ve oda sicakliginda tutulan numunelerin flow
sitometresindeki verileri hizli bir sekilde elde edildi.

6. JC-1 agregatlar (yiiksek Aym) PE kanalinda ve JC-1 monomerleri (diisik Aym) ise
FITC kanalinda tespit edildi.

7. Hicrelerin mitokondriyal membran potansiyeli degisim (A¥m) miktar, JC-1
agregatlari (yiiksek Aym) igeren saglikli mitokondriyal fonksiyona sahip hiicreler veya
JC-1 monomerleri (diisik Aym) igeren mitokondriyal fonksiyon bozukluguna sahip

hiicrelerin miktarlar1 %hiicre miktar1 cinsinden degerlendirildi.

b. Mitokondriyal membran potansiyeli degisiminin (A¥m) goriintiilenmesi

Mitokondriyal membran potansiyelinde hiperpolarizasyona ugramis noroblastoma
hiicrelerinin goriintiileri, ticari olarak satilan JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyel
Deney kiti (JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay kit/Cayman) kullanilarak

floresan mikroskobu yontemiyle kit protokoliine gore belirlendi.

Uygulama Basamaklari:

1. 6 kuyucuklu plaklarda kiiltiire edilen SH-SY5Y ndrodejeneratif hiicre gruplarina
(EK 4) her bir kuyuya 1 mL kiiltiir ortam1 i¢in 100 pL JC-1 boyama soliisyonu eklendi
ve yavasea karistirildi.

2. Daha sonra ornekler CO: inkiibatoriinde 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi ve
ardindan 6rneklerin floresan mikroskobundaki goriintiileri hizli bir sekilde elde edildi.

3. JC-1 agregatlar igeren saglikli mitokondriyal fonksiyona sahip hiicreler, rodamini
(excitation/emission= 540/570 nm) tespit etmek i¢in tasarlanmis filtre setleri ve 20x

biiyiitme oranina sahip objektif vasitasiyla goriintiilendi.
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4. JC-1 monomerleri igeren mitokondriyal fonksiyon bozukluguna sahip hiicreler ise
FITC’yi (uyarim/emilim= 485/535 nm) tespit etmek i¢in tasarlanmus filtre setleri ve 20x

biiyiitme oranina sahip objektif vasitasiyla goriintiilendi.

2. Apoptotik, nekrotik ve saghklh hiicrelerin belirlenmesi

a. Apoptotik, nekrotik ve saghkl hiicre miktarlarinin belirlenmesi

Apoptotik, nekrotik ve saglikli SH-SYSY insan ndroblastoma hiicrelerinin belirlenmesi,
ticari olarak satilan Pl ile FITC Annexin V Apoptoz Saptama Kiti (FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit with PI/BioLegend) kullanilarak flow sitometri yontemiyle kit

protokoliine gore belirlendi.

Testin Prensibi:

Bu kit, ¢ogu hiicre tipinde bulunan ve bir membran fosfolipidi olan Fosfatidilserin
(PS)’in apoptozun erken sathalarinda plazma membraninin i¢ yilizeyinden hiicre dis
yilizeyine yaptigi translokasyon ve hiicre dis yilizeyinde Fosfatidilserine yiiksek afinite
ile baglanan 35,8-kDa biiyiikliigiindeki Annexin V proteininin olusturdugu kompleks
gbzlemine dayanir. Nekrotik hiicrelerin spesifik 06zelliklerinden biri hiicre zar
biitiinliigliniin kaybolmasidir. Propidyum iyodiir (PI) hiicre zar biitiinliigli kaybolmus
nekrotik hiicreleri tanimlamak i¢in kullanilir. Ayrica, bu deney canli hiicrelerin
(Annexin V-FITC negatif; PI negatif), apoptotik hiicrelerin (Annexin V-FITC pozitif; Pl
negatif) ve nekrotik / non-apoptotik hiicrelerin (Annexin V-FITC negatif; Pl-pozitif)

ayirt edilmesini de miimkiin kilar.

Uygulama Basamaklar1:

1. Kiiltire edilen SH-SY5Y norodejeneratif hiicre gruplar1 (EK 4) tripsinizasyon

islemiyle kaldirildiktan sonra falkon tiiplerine aktarildi.
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2. 0,25-1,0 x 10" hiicre/mL konsantrasyonundaki hiicreler soguk BioLegend hiicre
boyama tamponu ile iki kez yikandi1 ve daha sonra Annexin V baglama tamponu i¢inde
hiicreler tekrar siispanse edildi.

3. Hiicre slispansiyonunun 100 pL’si 5 mL’lik bir test tiipline aktarildi ve sirasiyla 5
uL FITC Annexin V, 10 uL propidyum iyodiir soliisyonu eklendi.

4. Hiicreler yavasca vortekslendi ve karanlikta oda sicakliginda (25 °C) 15 dakika
inkiibe edildi.

5. Her tiipe 400 uL Annexin V baglama tamponu eklendi.

6. Apoptotik, nekrotik ve saglikli hiicrelerin miktarlar1 488 nm’de uyarimla bir flow

sitometre cihazi ile dl¢iildii ve %hiicre miktari cinsinden degerlendirildi.

b. Apoptotik, nekrotik ve saghkh hiicrelerin goriintiilenmesi

Apoptotik, nekrotik ve saglikli SH-SYS5Y hiicrelerinin goriintiilenmesi, ticari olarak
satilan Pl ile FITC Annexin V Apoptoz Saptama Kiti (FITC Annexin VV Apoptosis
Detection Kit with Pl/BioLegend) kullanilarak floresan mikroskobu yontemiyle kit

protokoliine gore belirlendi.

Uygulama Basamaklari:

1. Apoptotik ve nekrotik hiicre goriintiilerinin elde edilmesi i¢in SH-SYS5Y
norodejeneratif hiicre gruplari (EK 4) Annexin V ile inkiibe edildikten sonra hiicreler
yikandi ve %2 formaldehit ile bir cam slayta sabitlendi.

2. FITC ve rodamin gift filtre seti kullanarak bir floresans mikroskopu altinda 10x
bliylitme oranina sahip objektif vasitasiyla apoptotik ve nekrotik hiicrelerin morfolojik

yapilari incelendi.
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3.2.3. Hiicre i¢i antioksidan testleri

3.2.3.a. Katalaz (CAT) aktivitenin belirlenmesi

SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinde katalaz aktivitesi ticari olarak satilan
Katalaz deney kiti (Catalase assay kit/Cayman) kullanilarak ve kit protokoliine gore

belirlendi.

Testin Prensibi:

Katalaz deneyi kiti, enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in katalazin peroksidatik
fonksiyonunu kullanir. Yoéntem, enzimin optimum bir H20, konsantrasyonu varliginda
metanol ile reaksiyonuna dayanmaktadir. Uretilen formaldehit, kromojen olarak 4-
amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol (Purpald) ile kolorimetrik olarak olgiiliir.
Purpald, 6zellikle oksidasyondan sonra renksizden mor bir renge doniisen aldehitler ile
bisiklik heterohalka olusturur. Deney hiicresel lizatlarin CAT aktivitesini dlgmek i¢in

kullanilir.

Hiicre Lizatlarinin Olusturulmasi:

1. Kiltire edilen SH-SY5Y norodejeneratif hiicre gruplar1 (EK 4) plastik bir hiicre
kaziyic1 (Cell Scraper) yardimiyla kaldirildiktan sonra +4 °C’de 10 dakika boyunca
1000-2000 x g’de santrifiijleme ile topland.

2. Hiicre pelleti, buz iizerinde 1-2 mL soguk tamponda (1 mM EDTA igeren 50 mM
potasyum fosfat, pH 7.0) sonikasyona tabi tutuldu.

3. Ardindan +4°C’de 15 dakika 10,000 x g’de santrifiij edildi.

4. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in siipernatant elde edildi.
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Formaldehit Standartlarinin Hazirlanmast:

1. 1lk olarak 7 adet eppendorf tiip A’dan G’ye isaretlendi.

2. 425 mM formaldehit stok ¢ozeltisi elde etmek i¢in Katalaz Formaldehit
standardinin 10 pL’si seyreltilmis 6rnek tamponunun 9,99 mL’si ile seyreltildi.

3. Cizelge 3.2°de agiklandig1 gibi her bir tiipe formaldehit stok ve seyreltilmis deney
tamponu eklendi.

Cizelge 3.2. Formaldehit standartlarinin hazirlanmasi

Tiip Formaldehit (uL) | Deney Tamponu (uL) Son Konsantrasyon (uM formaldehit)

A 0 1000 0

B 10 990 5

C 30 970 15
D 60 940 30
E 90 910 45
F 120 880 60
G 150 850 75

Uygulama Basamaklari:

1. 96 kuyulu plakalarda formaldehit standart kuyularinda, belirlenen her bir kuyucuga
sirasiyla A-G tiiplerindeki 100 uL seyreltik deney tamponu, 30 uLL metanol ve 20 uL
standart eklendi.

2. Ornek kuyulari i¢in ise; belirlenen iki kuyuya 100 pL seyreltik deney tamponu, 30
pL metanol ve 20 uL 6rnek eklendi.

3. Kaullanilan tiim kuyulara miimkiin oldugunca ¢abuk bir sekilde 20 pL seyreltik
H20: eklenerek reaksiyonlar baglatildi.

4. 96 kuyulu plaka plakanin kapag ile ortiildii ve oda sicakliginda 20 dakika boyunca
bir ¢alkalayicida inkiibe edildi.
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5. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in her kuyuya 30 pL potasyum hidroksit eklendi ve
ardindan her kuyuya 30 pL katalaz purpald (kromojen) eklendi.

6. 96 kuyulu plaka plakanin kapag: ile ortiildii ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca
bir ¢alkalayicida inkiibe edildi.

7. Her kuyucuga 10 pL katalaz potasyum periodat eklendi. 96 kuyulu plaka plakanin
kapagi ile ortiildii ve oda sicakliginda 5 dakika boyunca bir ¢alkalayicida inkiibe edildi.
8. Daha sonra plaka kapagi ¢ikarildi ve bir plaka okuyucu kullanarak 540 nm’de
absorbans Olgiildii.

9. Sirasiyla formaldehit standart egrisi, 6rneklerin katalaz aktiviteleri (nmol/min/mL)
ve orneklerin katalaz seviyeleri (%Kontrol) belirlendi.

10. Olgiim sonunda formaldehit standartlar1 grubundan elde edilen verilerle formaldehit
standart egri grafigi olusturuldu.

11. Orneklerin katalaz aktiviteleri formaldehit standart egri grafigi kullanilarak
nmol/min/mL cinsinden hesaplandi.

12. Relatif katalaz aktiviteleri, orneklerin ortalama Kkatalaz aktivitelerinin kontrol

grubunun ortalama katalaz aktivitelerine orani olarak %kontrol cinsinden hesaplandi.

3.2.3.b. Toplam antioksidan kapasitenin (TAC) belirlenmesi

SH-SY5Y insan noéroblastoma hiicrelerinde toplam antioksidan kapasite ticari olarak
satilan Antioksidan deney kiti (Antioxidant assay Kit/Cayman) kullanilarak ve Kit

protokoliine gore belirlendi.

Testin Prensibi:

Deney, 6rmekteki antioksidanlarin metmiyoglobin tarafindan ABTS® (2,2'-Azino-di-
[3-etilbenztiazolin siilfonat]) oksidasyonunu ABTS®"ya karsi inhibe etme esasina
dayamir. ABTS®’nin iiretilen miktar;, 750 nm veya 405 nm'de absorbans okunarak
izlenebilir. Kullanilan reaksiyon kosullar1 altinda, numunedeki antioksidanlar, 750 nm
veya 405 nm’de absorbansin konsantrasyonlar ile orantili bir dereceye kadar

bastirlmasina neden olur. ABTS® oksidasyonunu onlemek icin numunedeki
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antioksidanlarin kapasitesi, suda ¢oziinebilir bir tokoferol benzeri olan Trolox’un Ki ile

karsilastirilir ve milimolar Trolox esdegerleri olarak ol¢iiliir.

Hiicre Lizatlarinin Olusturulmasi:

1. Kiiltire edilen SH-SY5Y norodejeneratif hiicre gruplart (EK 4) plastik bir hiicre
kaztyict (Cell Scraper) yardimiyla kaldirildiktan sonra +4°C’de 10 dakika boyunca
1000-2000 x g’de santrifiijleme ile topland.

2. Hiicre pelleti, buz tizerinde 1-2 mL soguk tamponda (%0,9 sodyum kloriir ve %0,1
glukoz iceren 5 mM potasyum fosfat, pH 7,4) sonikasyona tabi tutuldu.

3. Ardindan +4°C’de 15 dakika 10000 x g’de santrifiij edildi.

4. Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢in siipernatant elde edildi.

Trolox Standartlarmim Hazirlanmast:

1. Ik olarak 7 adet eppendorf tiip A’dan G’ye isaretlendi.

2. Cizelge 3.3’de aciklandig1 gibi her bir tiipe seyreltilmis trolox ve deney tamponu
eklendi.

Cizelge 3.3. Trolox standartlarinin hazirlanmasi

Tiip | Trolox (uL) Deney Tamponu (uL) Son Konsantrasyon (mM Trolox)

A 0 1000 0

B 30 970 0,045
C 60 940 0,090
D 90 910 0,135
E 120 880 0,18
F 150 850 0,225
G 220 780 0,330
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Uygulama Basamaklari:

1. 96 kuyulu plakalarda trolox standart kuyularinda, belirlenen her bir kuyucuga
sirasiyla A-G tiiplerindeki 10 uL Trolox standardi, 10 uL. metmiyoglobin 150 pL
kromojen eklendi.

2. Ornek kuyular igin ise; belirlenen iki kuyuya 10 uL 6rnek, 10 uL metmiyoglobin
ve 150 puLL kromojen eklendi.

3. Kullanilan tiim kuyulara hizli bir sekilde 40 pL hidrojen peroksit ¢alisma soliisyonu
eklenerek reaksiyonlar baslatildi.

4. 96 kuyulu plaka plakanin kapagi ile kapatildi ve oda sicakliginda bes dakika
boyunca bir ¢alkalayicida inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonrasi plaka kapag ¢ikarildi ve bir plaka okuyucuda 750 nm’de
absorbansi Ol¢iildi

6. Olgiim sonunda trolox standartlar1 grubundan elde edilen verilerle trolox standart
egri grafigi olusturuldu.

7. Orneklerin toplam antioksidan kapasite miktarlari trolox standart egri grafigi
kullanilarak mM Trolox cinsinden hesaplandi.

8. Relatif toplam antioksidan kapasite miktarlari, Orneklerin ortalama toplam
antioksidan kapasite miktarlarinin kontrol grubunun ortalama toplam antioksidan

kapasite miktarlarina orant olarak %kontrol cinsinden hesaplandi.

3.2.4. Oksidatif hasar testleri

3.2.4.a. Hiicre ici reaktif oksijen tiirleri (ROS) oranlarinin belirlenmesi

SH-SYSY insan noroblastoma hiicrelerinde hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimi, Shen et al. (1996) tarafindan kullanilan yontemin modifiye edilmesiyle 2°,7’-
Dikloroflorosein diasetat (DCFH-DA) kullanilarak belirlendi.



56

Testin Prensibi:

2°,7’-Dikloroflorosein diasetat hiicre zarindan gecebilen floresan olmayan bir probdur.
Oksidatif stres sartlarinda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile 2°,7’-Dikloroflorosein
diasetat hiicre i¢inde de-esterlesir ve oksidasyondan sonra yiiksek oranda floresan 2°,7’-
Dikloroflorosein’e doniisiir. Reaksiyon sonrasi olusan floresan yogunlugu hiicre ici

ROS miktari ile dogru orantilidir.

Uygulama Basamaklari:

1. Kiiltire edilen SH-SY5Y norodejeneratif hiicre gruplari (EK 4) tripsinizasyon
islemiyle kaldirildiktan sonra 15 mL’lik falkon tiiplerine aktarildi ve oda sicakliginda 5
dakika boyunca 250 x g’de santrifiijlendi.

2. Siipernatant dikkatli bir sekilde pipet yardimiyla ¢ekilerek uzaklastirildi.

3. Falkon tiiplerde bulunan her bir pellete (1x10° SH-SY5Y hiicresi) steril PBS’de
¢oziinmiis 3mL 2 uM DCFH-DA eklendi.

4. Hicreler 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

5. DCFH’nin floresan yogunlugu, 485 nm ve 525 nm’lik uyarim ve emilim dalga
boylar1 kullanilarak bir spektroflorometre (Perkin-Elmer LS-55, ABD) ile 6l¢iildii.

6. Orneklerin hiicre i¢i toplam reaktif oksijen tiirleri miktar1 oranlari, drneklerin hiicre
ici toplam reaktif oksijen tiirleri miktarlarinin kontrol grubuna yilizde orami olarak

hesapland: ve %kontrol cinsinden ifade edildi.

3.2.4.b. Lipit peroksidasyonu (LPO) oranlarmn belirlenmesi

SH-SY5Y insan néroblastoma hiicrelerinde lipid peroksidasyon seviyeleri Smith et al.

(1982) tarafindan kullanilan yontemin modifiye edilmesi ile belirlendi.
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Testin Prensibi:

Tiyobarbitiirik asit (TBA) perokside ndronal lipitlerden meydana gelen malondialdehit
(MDA) ile reaksiyona girerek tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerini (TBARS)
olusturur. TBARS, lipit peroksidasyonu kaynakli oksidatif stres i¢in standart bir belirteg
olarak kabul edilmektedir. Noroblastoma hiicrelerinde lipid peroksidasyon seviyeleri,

TBARS miktarinin 6l¢iilmesiyle analiz edilmistir.

Malondialdehit (MDA) Standartlarinin Hazirlanmas:

1. Ik olarak 7 adet eppendorf tiip A’dan G’ye isaretlendi.
2. Cizelge 3.4’de agiklandig1 gibi 1 mM malondialdehit stok ¢ozeltisinden her bir tiipe

malondialdehit stok ve su eklenerek malondialdehit standartlari1 hazirlandi.

Cizelge 3.4. Malondialdehit (MDA) Standartlarinin Hazirlanmasi

MDA (pL) H20 (pL) MDA Konsantrasyon (uM)
A 0 1000 0
B 12,5 987,5 12,5
C 25 975 25
D 50 950 50
E 100 900 100
F 200 800 200
G 400 600 400

Uygulama Basamaklari:

1. Malondialdehit standart tiiplerinde, sirasiyla A’dan G’ye her bir tiipe 200 uL PBS,
250 pL trikloroasetik asit (%70 w/v) ve 1 mL tiyobarbitiirik asit (%0,8 w/v) ilave edildi.
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2. Ornekler igin ise; SH-SY5Y nérodejeneratif hiicre gruplar1 (EK 4) tripsinizasyon
islemiyle kaldirildiktan sonra +4°C’de 5 dakika boyunca 300 x g’de santrifiijlenerek
topland.

3. Pellet 200 uL PBS ile ¢ozdiiriildiikten sonra, 250 uL trikloroasetik asit (%70 w/v)
ve 1 mL tiyobarbitiirik asit (%0,8 w/v), hiicrelere ilave edildi.

4. Malondialdehit standartlar1 ve O6rnekler 60 dakika boyunca 95°C’de kaynar su
banyosunda inkiibe edildi.

5. Daha sonra, reaksiyonu durdurmak igin standartlar ve hiicreler 10 dakika boyunca
buz lizerinde sogutuldu ve +4°C’de 10 dakika boyunca 1600 x g’de santrifiijlendi.

6. Siipernatantlar alindi ve 96 kuyucuklu plakada belirlenen standart kuyucuklarina
150 pL malondialdehit standart, 6rnek kuyucuklarina ise 150 pL 6rnek eklenerek
Spectra Max Plus 384 mikroplaka okuyucusu (Molecular Devices, ABD) tarafindan 532
nm’de Ol¢tldii.

7. Olgiim sonunda malondialdehit standartlar1 grubundan elde edilen verilerle
malondialdehit standart egri grafigi olusturuldu.

8. Orneklerin lipid peroksidasyon miktarlari malondialdehit standart egri grafigi
kullanilarak uM MDA cinsinden hesaplandi.

9. Relatif lipid peroksidasyon miktarlari, 6rneklerin ortalama lipid peroksidasyon
miktarlarinin kontrol grubunun ortalama lipid peroksidasyon miktarlarina orant olarak

%kontrol cinsinden hesaplandi.

3.2.4.c. In vitro hiicre dis1 insan AP@-42) peptit konsantrasyonlarmmin kantitatif

tayini

SH-SY5Y insan noéroblastoma hiicrelerinde hiicre dis1 AP(-42) peptit konsantrasyonu
ticari olarak satilan insan Ap-42) peptit (Amiloid Beta Peptit 1-42) ELISA kiti (Human
AP1-42) peptide (Amyloid Beta Peptide 1-42) ELISA Kkit/Elabscience) kullanilarak
Sandwich ELISA yontemiyle kit protokoliine gére belirlendi.
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Testin Prensibi:

Bu test, Sandwich-ELISA ilkesine dayanir. Kit i¢inde saglanan mikro ELISA plakasi,
Human Af@42) peptidine o6zgii antikorla onceden kaplanmistir. Standartlar veya
ornekler, mikro ELISA plaka kuyularindaki spesifik antikor ile birlesir. Daha sonra,
Human AP-42) peptide ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) konjugatina &6zgii
biyotinile edilmis bir tespit antikoru, kuyularindaki spesifik drnek-antikor kompleksi ile
birleserek kolorimetrik renk olusturur. Optik yogunluk (OD), spektrofotometrik olarak

olgiilerek in vitro hiicre dis1 insan Ap(1-42) peptit konsantrasyonlar: tespit edilir.

AP(1-42) Peptidi Standartlarinin Hazirlanmast:

1. 1lk olarak 7 adet eppendorf tiip A’dan G’ye isaretlendi.

2. Her bir tiipe 500 puL 6rnek seyreltici eklendi.

3. Daha sonra A tiipiine 1000 pg/mL’lik AP(-42) peptit referans standart ¢ozeltisinden
500 pL eklendi ve A’dan G’ye seri diliisyon yontemiyle sirastyla 500, 250, 125, 62,5,
31,25, 15,63, 0 pg/mL konsantrasyonlarinda A(1-42) peptit standartlart hazirlandi.

Uygulama Basamaklari:

1. Orneklerin hazirlanmasi igin, SH-SY5Y nérodejeneratif hiicre gruplarinin (EK 4)
stipernatantlar: (besiyeri) toplandi.

2. Safsizligi ve hiicre artiklarimi gidermek igin 20 dakika boyunca +4 °C’de
1000xg’de SH-SY5Y hiicre kiiltiir gruplarinin besiyerleri santrifiijlendi ve siipernatant
elde edildi.

3. 96 kuyulu mikro ELISA plakasinin belirlenen her bir kuyucuguna 100 pL standart,
ornek ve kor eklendi.

4. Mikro ELISA plaka, kapag: ile kapand1 ve 90 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe
edildi.

5. Yikama yapmadan her kuyucuktan sivi uzaklastirildi ve hizli bir sekilde her bir
kuyucuga 100 puL Biyotinlenmis A belirleme ¢6zeltisinden eklendi.
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6. Plaka, kapag: ile kapandi.

7. Yavasca karistirildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

8. Her bir kuyucuktan soliisyon aspire edildi ve bir mikroplaka yikayici ile her bir
kuyucuga 350 pL yikama tamponu eklenmesi suretiyle iic kez yikama islemi
gerceklestirildi.

9. Her kuyucuga 100 uLL HRP konjugat soliisyonu eklendi.

10. Plaka, kapag ile kapandi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

11. Her bir kuyucuktan soliisyon aspire edildi ve bir mikroplaka yikayici ile her bir
kuyucuga 350 pL yikama tamponu eklenmesi suretiyle bes kez yikama islemi
gerceklestirildi.

12. Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi. Plaka, kapag: ile kapand:1 ve 1giktan
korunacak bir sekilde 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

13. Her kuyuya 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklendi.

14. Her bir kuyunun optik yogunlugu (Absorbans/OD degeri) Spectra Max Plus 384
mikroplaka okuyucusu (Molecular Devices, ABD) tarafindan 450 nm’de 6l¢iildii.

15. Olgiim sonunda Ap-42) peptidi standartlar1 grubundan elde edilen verilerle ApP1-42)
peptit standart egrisi olusturuldu.

16. Orneklerin AB-42) peptit miktarlart AB-42) peptit standart egri grafigi kullanilarak
pg/mL cinsinden hesaplandi.

17. Relatif APq-42) peptit miktarlari, 6rneklerin ortalama AP(1-42) peptit miktarlarinin
kontrol grubunun ortalama AP(1-42) peptit miktarlarina orani olarak %kontrol cinsinden

hesaplandi.

3.2.5. istatistiksel analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad
Software, San Diego California USA) istatistik programi kullanildi. Analizler, Student’s
two-tailed t-test kullanilarak gerceklestirildi. * P <0,01, *# P <0,001 kontrole kars1; " P
>0,05, “ P <0,05, ™ P <0,01, ™"

>0.05=ns (not significant) 6nemsiz, p<0.05=* (significant) onemli, p<0.01=** (very

P <0,001, yalniz H2Oz'ye kars1 olarak degerlendirildi. P

significant) ¢ok Onemli, p<0.001=*** (highly significant) yiiksek derecede Onemli
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olarak degerlendirildi. Her deney tiglii setler halinde gergeklestirildi. Tiim veriler {ig

deneyin ortalamasi ve + SEM olarak ifade edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hiicre Canhilik Testleri Sonuglar:

4.1.1. WST-1 testi sonugclari

4.1.1.a. SH-SY5Y hiicre hattinda in vitro hidrojen peroksit norotoksisitesi

sonug¢lari

SH-SY5Y hiicrelerine uygulanan H2O> doz konsantrasyonlari arttik¢a hiicrelerin
canlilik oranlarinin (50 uM H20> harig) doza bagli bir sekilde onemli derecede azaldig
gozlemlendi (Sekil 4.1). Buna gore kontrol grubu ve artan konsantrasyonlardaki H2O>
gruplarinda hiicre canlilik oranlari sirasiyla %100, %123,72, %67,91, %58,67, %55,20,
%43,94, %35,96, %17,43, %10,30 olarak tespit edildi. H2O2’in LDso degeri %56,06
oraninda hiicre 6liimiine yol agan 200 uM doz konsantrasyon degeri olarak belirlendi ve
daha sonraki denemelerde SH-SYS5Y hiicre hattinda in vitro noérodejenerasyon

olusturmak i¢in bu doz konsantrasyon degeri kullanildi.
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Sekil 4.1. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde H202’nin LDso degerinin
belirlenmesi

4.1.1.b. In vitro norodejenerasyona karsi kuersetinin (Q) doz konsantrasyon

sonuclari

SH-SYS5Y hiicrelerinde 200 pM H202 varliginda oksidatif stres kaynakli
norodejenerasyona karsi artan konsantrasyonlarda (10, 20, 25, 40, 50, 80, 100 uM)
kuersetinin etkili oldugu konsantrasyon degerleri belirlendi. Hiicre canlilik testi sonunda
200 uM H20> varliginda kuersetin (Q) ile 6n muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinde
maksimum noroprotektif etki (Emax) 10 uM konsantrasyonda gozlemlenmis olup 200

uM H20z’e gore hiicre canliliginda %37,13 oraninda artis saglamistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinde Q’nun maksimum noroprotektif
etki (Emax) degerinin belirlenmesi

4.1.1.c. In vitro nérodejenerasyona karsi sodyum selenatin (SS) doz konsantrasyon

sonuclari

SH-SYS5Y hiicrelerinde ilk olarak 200 pM H202 varliginda oksidatif stres kaynakli
norodejenerasyona karsi artan konsantrasyonlarda (10, 20, 25, 40, 50, 80, 100 uM)
sodyum selenatin etkili oldugu konsantrasyon degerleri belirlendi. Hiicre canlilik testi
sonunda 200 uM H>0> varliginda sodyum selenat (SS) ile 6n muamele edilen SH-SY5Y
hiicrelerinde maksimum noroprotektif etki  (Emax) 20 pM  konsantrasyonda
gozlemlenmis olup 200 uM H202’e gore hiicre canliliginda %14,91 oraninda artis
saglamistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde SS’nin maksimum néroprotektif
etki (Emax) degerinin belirlenmesi

4.1.1.d. In vitro norodejenerasyona karsi kombine ila¢ (QSS) ve bilesenlerinin (Q

ve SS) noroprotektif etkilerinin sonuclar:

Kombine ilag (QSS) ve bilesenlerinin (Q ve SS) SH-SYS5Y insan noroblastoma
hiicreleri tizerinde 200 uM H202’e kars1 gosterdigi noroprotektif etki sonuglart Sekil
4.4°de verilmistir. Sekil 4.4’deki sonuglara goére kontrol grubu, H202 grubu, kuersetin,
sodyum selenat ve kombine ila¢ uygulanan gruplarda sirastyla %100, %55,63, %85,87,
%64,58 ve %110,80 oraninda hiicre canlilig tespit edildi. Bu verilere gore; kuersetin ile
sodyum selenat ikili ilag kombinasyonunun kuersetin’e gore 0,29 kat ve sodyum
selenata gore 0,72 kat hiicre canliligini arttirdigi ve sinerjistik noroprotektif etki

gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 4.4. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde Emax degerlerindeki Q, SS ve
QSS’nin norotoksik ve in vitro norodejenerasyona karst noroprotektif etkileri

4.1.1.e. Cok hedefli kombine ila¢ (QSS) ve bilesenlerinin (Q ve SS) norotoksisite

sonuclari

200 uM H202 yoklugunda kombine ilag (QSS) ve bilesenlerinin (Q ve SS) SH-SY5Y
insan noroblastoma hiicreleri lizerine norotoksisite sonuclar1 Sekil 4.4’de verilmistir.
Sekil 4.4°deki sonuglara gore kontrol grubu, Q, SS ve QSS uygulanan gruplarda
sirasiyla %100, %99,60, %98,99 ve %94,13 oraninda hiicre canlilig: tespit edildi. Q, SS
ve QSS uygulanan gruplar tek tek kontrolle ve kendi aralarinda kiyaslandiginda hiicre
canliligi lizerinde istatistiksel olarak hicbir olumsuz ve toksik etkisinin olmadigi
gorildii. Elde edilen tiim bu olumlu verilerden dolayr bundan sonraki caligmalar bu iki

madde ve karisimu ile gergeklestirildi.
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4.1.2. Apoptotik testlerin sonuglari

4.1.2.a. Mitokondriyal membran potansiyel (MMP) degisimi (A¥m) sonuclari

SH-SY5Y insan noéroblastoma hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli (Aym)
sitofluorimetrik, lipofilik katyonik JC-1 boyasinin monomerik ve agrege olma
durumuna gore sagliklt ve polarize Aym’ye sahip hiicrelerin goriintiileri ve miktarlari
olarak Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Elde edilen verilere gore kontrol grubu,
H202, Q, SS ve QSS uygulanan gruplarda sirasiyla %1,02, %44,36, %8,71, %15,44 ve
%3,96 oraninda polarize olmus mitokondriyal membran potansiyeline sahip veya
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna sahip SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri
gozlemlendi. H20. uygulanan grup; kontrol grubu ile kiyaslandiginda H2O>’in
noroblastoma hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyeli polarizasyonunu (Aym)
yaklagik 43,50 kat arttirarak saglikli hiicre sayisinda %43,42 oraninda azalisa neden
oldugu gozlemlendi. Ayrica, H2O. uygulanan grup; Q, SS ve QSS gruplar ile
karsilastirildiginda Q, SS ve QSS’nin noéroblastoma hiicrelerinde H2O> kaynakl
mitokondriyal membran potansiyeli polarizasyonlarmni (Aym) sirasiyla 5,09, 2,87 ve
11,20 kat azaltarak saglikli hiicre sayisinda sirasiyla %34,69, %27,62 ve %39,70
oraninda artigsa neden oldugu belirlendi. Bununla birlikte, QSS uygulanan grup Q ve SS
uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda QSS’nin; Q’ya gore 1,20, SS’ye gore ise 2,90 kat
daha fazla bir sekilde H202 kaynakli mitokondriyal membran potansiyeli degisimlerine

kars1 koruyucu etkisi oldugu belirlendi (Sekil 4.6).
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SH-SY5Y (Kontrol) SH-SY5Y+200uM H202

20 pm i 20 pm

SH-SY5Y+10pM Q+200uM H,0, SH-SY5Y+20uM SS+200uM H202

SH-SY5Y+10uM Q+20uM SS+200uM H202

Sekil 4.5. JC-1 ile boyanan SH-SY5Y hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli
degisimlerinin (Aym) floresan mikrograflari
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Sekil 4.6. JC-1 ile boyanan SH-SYSY hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli
degisimlerinin (Aym) flow sitometrik analizi (A) Flow sitometri goriintileri, (B) JC-1
agregatlarinin % oranlar1
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4.1.2.b. Apoptotik, nekrotik ve saghiklh SH-SY5Y néroblastoma sonuclar:

SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde H202 kaynakli apoptotik ve nekrotik noron
kaybimna karst Q, SS ve QSS’nin ndroprotektif etkileri Propidium iyodiir (PI) iceren
Annexin V-FITC apoptoz saptama deneyi ile belirlendi (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Elde
edilen Annexin V-FITC verilerine gore kontrol grubu, H>O2, Q, SS ve QSS uygulanan
gruplarda sirasiyla %1,15, %3,73, %4,12, %2,36 ve %0,61 oraninda 6nemsenmeyecek
kadar az miktarda apoptotik néron kaybi gézlemlendi. Elde edilen Propidium iyodiir
(PI) verilerine gore kontrol grubu, H202, Q, SS ve QSS uygulanan gruplarda sirasiyla
%10,26, %52,61, %27,42, %37,58 ve %12,64 oraninda nekrotik noéron kaybi
gozlemlendi. H20. uygulanan grup; kontrol grubu ile kiyaslandiginda H2O>’in
noroblastoma hiicrelerinin nekrotik néron kaybini yaklagik 5,13 kat arttirarak saglikli
hiicre sayisinda %44,93 oraninda azalisa neden oldugu gozlemlendi. Ayrica, H202
uygulanan grup; Q, SS ve QSS gruplan ile karsilastirildiginda Q, SS ve QSS’nin
noroblastoma hiicrelerinde H202 kaynakli nekrotik noron kaybini sirasiyla 1,92, 1,40 ve
4,16 kat azaltarak saglikli hiicre sayisinda sirasiyla %24,80, %16,40 ve %43,09
oraninda artisa neden oldugu belirlendi. Bununla birlikte, QSS uygulanan grup Q ve SS
uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda QSS’nin; Q’ya gore 1,17, SS’ye gore ise 1,97 kat
daha fazla bir sekilde H2O> kaynakli nekrotik noron kaybina kars1 korudugu tespit edildi
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. PI iceren Annexin V-FITC apoptoz belirleme testi ile test edilen SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicrelerinin apoptotik, nekrotik ve saglikli olma durumlarini gosteren floresan
mikrograflar
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Sekil 4.8. Pl igeren Annexin V-FITC apoptoz belirleme testi ile test edilen SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicrelerinin apoptotik, nekrotik ve saglikli olma durumlarinin degerlendirilmesi

(A) Flow sitometri goriintiileri, (B) %hiicre oranlart
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4.2. Hiicre I¢i Antioksidan Testlerinin Sonuclar:
4.2.1. Katalaz (CAT) aktivite sonuglari

SH-SY5Y insan noéroblastoma hiicrelerinde katalaz aktivite sonuglar1 Cizelge 4.1’de
nmol/min/ml ve Sekil 4.9°da %kontrol olarak verilmistir. Orneklerin katalaz aktivite
miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilacak formaldehit standart egri grafigi EK 5’de
verilmistir. H2O> uygulanan grup kontrol grubu ile kiyaslandiginda H202’in
noroblastoma hiicrelerinin katalaz aktivitesini %4,76 oraninda istatistiksel olarak
anlamli bir derecede azalttigi belirlendi. H2O2 uygulanan grup; Q, SS ve QSS gruplari
ile karsilastirildiginda Q ve QSS’nin noroblastoma hiicrelerinin katalaz aktivitelerini
sirastyla %3,34 ve %4,23 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir derecede arttirdig:
belirlenirken SS’nin istatistiksel olarak katalaz aktivite tizerinde herhangi bir arttirict
etkiye sahip olmadigi belirlendi. Bununla birlikte, QSS uygulanan grup; Q ve SS
uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak benzer katalaz aktivitelerine

sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.9).

Cizelge 4.1. SH-SYSY insan noroblastoma hiicrelerinde deney gruplart ve katalaz
aktivite (nmol/min/ml) miktarlar

Gruplar Katalaz Aktivite (nmol/min/ml)

SH-SY5Y 2,473 + 0,022
SH-SY5Y+200uM H20; 2,358 + 0,035 ##
SH-SY5Y+10pM Q+200uM H20; 2,438+ 0,014~
SH-SY5Y+20uM SS+200uM H,0- 2,415+0,038 "™
SH-SY5Y+10uM Q+20uM SS+200uM H20: 2,459 £0,036
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Sekil 4.9. SH-SYSY insan néroblastoma hiicrelerinde katalaz aktivitesinin (%Kontrol)
belirlenmesi

4.2.2. Toplam antioksidan kapasite sonuclari

SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinde toplam antioksidan kapasite sonuglar
Cizelge 4.2’de mM trolox ve Sekil 4.10°da %kontrol olarak verilmistir. Orneklerin
toplam antioksidan kapasite miktarlarmin hesaplanmasinda kullanilacak trolox standart
egri grafigi EK 5’de verilmistir. H2O2 uygulanan grup kontrol grubu ile kiyaslandiginda
H202’in noroblastoma hiicrelerinin toplam antioksidan kapasitesini %13,2 oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir derecede azalttigi belirlendi. Ayrica, H202 uygulanan
grup; Q, SS ve QSS gruplan ile karsilagtirildiginda Q, SS ve QSS’nin noroblastoma
hiicrelerinin toplam antioksidan kapasitelerini sirasiyla %29,81, %38,21 ve %42,95
oraninda istatistiksel olarak anlamli bir derecede arttirdig1 belirlendi. Bununla birlikte,
QSS uygulanan grup; Q uygulanan gruba gore noroblastoma hiicrelerinin toplam
antioksidan kapasitesini istatistiksel olarak anlamli derecede 0,11 kat daha fazla
arttirdig1r belirlenirken, SS uygulanan grup ile istatistiksel olarak benzer toplam

antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinde deney gruplart ve toplam
antioksidan kapasite (mM trolox) miktarlari

Toplam Antioksidan Kapasite

Gruplar (mM Trolox)
SH-SY5Y 95,831 + 0,979
SH-SY5Y+200uM H202 83,177 + 1,652 ###
SH-SY5Y+200uM H202+10uM Q 111,745 + 1,475 ™
SH-SY5Y+200uM H20,+20uM SS 119,802 + 3,060 ™
SH-SY5Y+200uM H202+10uM Q+20uM SS 124,341 + 2,801 ™
150 ) — ns k

100+
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0- T
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Sekil 4.10. SH-SYS5Y insan néroblastoma hiicrelerinde toplam antioksidan kapasitelerin
(%Kontrol) belirlenmesi
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4.3. Oksidatif Hasar Testlerinin Sonug¢lar:

4.3.1. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) oranlari sonuglari

SH-SYS5Y insan néroblastoma hiicrelerinde hiicre ici reaktif oksijen tiirleri (ROS)
sonuglar1 Sekil 4.11 gosterildigi gibi %kontrol olarak verilmistir. H2O2 uygulanan grup
kontrol grubu ile kiyaslandiginda H>O2’in ndroblastoma hiicrelerinin ROS miktarini
%16,22 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir derecede arttirdigi belirlendi. Ayrica,
H>O2 uygulanan grup; Q, SS ve QSS gruplar ile karsilastirildiginda Q ve QSS’nin
noroblastoma hiicrelerinde H202 kaynakli artan ROS miktarlarint sirasiyla %6,46 ve
%8,86 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir derecede azalttigi; SS’nin istatistiksel
olarak anlaml1 bir sekilde hiicre i¢i ROS artisin1 baskilayamadigi gézlemlendi. Bununla
birlikte, QSS uygulanan grup Q ve SS uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda; Q ile
istatistiksel olarak benzer bir sekilde H202 kaynakli artan hiicre i¢i ROS miktarlarini
azaltirken, SS’ye gore istatistiksel olarak 0,08 kat daha fazla anlamli bir sekilde hiicre
ici ROS miktarini azalttig1 belirlenmistir (Sekil 4.11).

1501 ns

*x%
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Sekil 4.11. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri
miktarmin (%Kontrol) belirlenmesi
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4.3.2. Lipit peroksidasyonu (LPO) sonug¢lari

SH-SY5Y insan ndroblastoma hiicrelerinde lipid peroksidasyon seviyeleri Cizelge
4.3°de pM MDA ve Sekil 4.12°de %kontrol olarak verilmistir. Orneklerin perokside
lipit miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilacak malondialdehit (MDA) standart egri
grafigi EK 5’de verilmistir. H2O2 uygulanan grup; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
H202’in noroblastoma hiicrelerinde LPO miktarint %15,56 oraninda istatistiksel olarak
anlamli bir derecede arttirdigi gozlemlendi. Ayrica, H.O2 uygulanan grup; Q, SS ve
QSS gruplari ile karsilastirildiginda Q, SS ve QSS’nin néroblastoma hiicrelerinde H2O»
kaynakli artan LPO miktarlarmi sirasiyla %33,34, %33,34 ve %45,93 oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir derecede azalttigi gézlemlendi. Bununla birlikte, QSS
uygulanan grup; Q ve SS uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda; QSS’nin Q ve SS’ye
gore her iki H202 kaynakli artan hiicre i¢i LPO miktarlarini 0,18 kat istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha fazla miktarda azalttig1 belirlenmistir (Sekil 4.12).

Cizelge 4.3. H20O; varliginda ve yoklugunda Q, SS ve QSS ile tek tek muamele edilen
SH-SYS5Y insan néroblastoma hiicrelerinde lipid peroksidasyonu konsantrasyonlari

Gruplar MDA (uM)

SH-SY5Y 1,421 + 0,002
SH-SY5Y+200uM H,02 1,447 £ 0,002 ##
SH-SY5Y+200uM H202+10puM Q 1,392 £ 0,012
SH-SY5Y+200uM H202+20uM SS 1,392 + 0,009 ™
SH-SY5Y+200uM H202+10uM Q+20uM SS 1,371 £0,011
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Sekil 4.12. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde lipit peroksidasyonu
seviyelerinin (%Kontrol) belirlenmesi

4.3.3. In vitro hiicre dis1 insan Ap-42) peptit konsantrasyonlarinin sonuclari

SH-SY5Y  insan nodroblastoma  hiicrelerinde  hiicre  dist  APp42  peptit
konsantrasyonlarinin sonuglar1 Cizelge 4.4°de pg/mL ve Sekil 4.13’de %kontrol olarak
verilmistir. Orneklerin AB-s2) peptit miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilacak AB1-2)
peptidi standart egri grafigi EK 5’de verilmistir. H2O2 uygulanan grup; kontrol grubu ile
kiyaslandiginda H202’nin noroblastoma hiicrelerinin hiicre disi AB1-42) peptit miktarini
%42,78 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir derecede arttirdigi belirlendi. Ayrica,
H20- uygulanan grup; Q, SS ve QSS gruplar ile karsilastirildiginda Q, SS ve QSS’nin
noroblastoma hiicrelerinde H2O> kaynakli artan hiicre disi AB(1-42) peptit miktarlarini
strastyla %43,34, %42,78 ve %40,56 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir derecede
azaltarak, kontrol hiicre grubunun hiicre dist AP-42) peptit miktar1 seviyesine kadar
indirgedigi belirlenmistir. Bununla birlikte, QSS uygulanan grup; Q ve SS uygulanan
gruplar ile kiyaslandiginda; QSS’nin H20. kaynakli artan hiicre dist AP-42) peptit
miktarlarin1 Q ve SS ile istatistiksel olarak benzer miktarda azalttigi gézlemlenmistir
(Sekil 4.13).
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Cizelge 4.4. Hidrojen peroksit varliginda ve yoklugunda Q, SS ve QSS ile tek tek muamele
edilen SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde AP(1-42) peptit konsantrasyonlari

Gruplar AP-42) Peptit (pg/mL)
SH-SY5Y 1,567 £ 0,011
SH-SY5Y+200uM H20; 1,607 + 0,002 #*
SH-SY5Y+200uM H202+10uM Q 1,566 + 0,002 ™
SH-SY5Y+200uM H202+20uM SS 1,567 + 0,007 ™
SH-SY5Y+200uM H202+10uM Q+20uM SS 1,569 + 0,001 ™
2001
_ 1504 e &
S i
£ 1007 E:'l:E ———
;i;
501 R
0- % T
Etken Madde (M) - - Q(10) $5(20) Q (10)+58 (20)
H,0, (200 pM) . + + % 5

Sekil 4.13. SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinde in vitro insan APu-42) peptit
seviyelerinin (%Kontrol) belirlenmesi
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5. TARTISMA ve SONUC

Okaryotik organizmalarda ROS, molekiiler oksijenin O,*" ye indirgendigi mitokondriyal
elektron tasima zinciri tarafindan aktif bir elektronun kagmasi nedeniyle siirekli olarak
iiretilir. Uretilen O2°* kendiliginden veya enzimatik olarak H20’ye déniistiiriiliir. Daha
sonra Hp02, ge¢is metal iyonlar1 (Fe?* veya Cu®") tarafindan katalize edilen bir
reaksiyonda bir elektron alarak OH® ve OH" ye déniistiiriilebilir. Uretilen hidroksil
radikalleri oldukga reaktiftirler ve 6nemli oksidatif hasara yol agmaktadirlar. Bu zararli
hidroksil radikallerinin olusumunu 6nlemek i¢in H2Oy, katalaz ve GPx gibi enzimler
tarafindan katalizlenen reaksiyonlar yoluyla suya doniistirilir (Lushchak 2014).
H202’nin hiicre i¢i konsantrasyonu bu nedenle hiicresel antioksidan savunma sistemi
tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Homeostatik H202 konsantrasyonunun 1-700
nM arasinda degistigi ve 1 uM’n iizerindeki hiicre i¢i bir konsantrasyonun oksidatif
stresi indiikledigi diisiiniilmektedir (Giilden et al. 2010). Whittemore et al. (1995),
diisik H202 (10-100 uM) konsantrasyonlarina maruz kalmanin, néronal hiicrelerin
apoptozisini indiikledigini gostermistir. Bu nedenle, noronal hiicrelerde oksidatif stres

mekanizmalarini arastirmak i¢in H202 iyi bir oksidatif stres tetikleme kaynagi olarak

kullanilmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda ilk olarak; insan noroblastoma (SH-SYS5Y) hiicre
hatlarinda H202 kaynakli ndrodejenerasyon olusturuldu. Bu amagla 50-500 uM
konsantrasyon araliginda H202 konsantrasyonlar1 incelendi ve (50 pM H20: harig) artan
(100-500 uM) H202 konsantrasyonlarinda, konsantrasyona bagli olarak hiicre
canliginda kontrol grubuna gore azalmalar goriildii. Belirlenen 200 uM sitotoksik H2O;
konsantrasyonu (LDso) degerinin Cizelge 5.1°de goriildiigii gibi Taki-Nakano et al.
(2014); Xiao et al. (2013); Zhang et al. (2007) tarafindan yapilan ¢alismalarla uyumlu
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, sitotoksik H.O> konsantrasyonlarindaki
degisimler hiicre ekim yogunlugundaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Giilden et al.
2010). 50 uM H20: igceren grubun kontrol grubuna gore daha fazla hiicre canliligi
gostermesinin sebebi olarak; 50 pM H20:2 konsantrasyonunun ekilen hiicre sayisina gore

diisiik konsantrasyonda kaldigi, bununla birlikte oksidatif stresi hiicrede sitotoksik etki



81

yaratacak dereceye kadar arttiramadigindan dolayr hiicresel antioksidan savunma ve

biiylime sistemlerini tetikleyerek hiicre canliligini arttirdig1 diistiniilmektedir.

Cizelge 5.1. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre hattinda H20: ile indiiklenen
sitotoksisitede ¢esitlilik (Othman and Yabe 2015)

Hiicre H20: Muammele Hiicre Referans
hatt1 konsantrasyonu siiresi (saat)  canliligi
1 mM 16 ~15%  Juetal. (2012)
1mM 16 ~25%  Ruffels et al. (2004)
750 uM 16 ~80%  Ruffels et al. (2004)
200 uM 24 ~70%  Taki-Nakano et al. (2014)
BH-SY 5 200 uM 24 ~60%  Xiao et al. (2013)
200 uM 24 ~50%  Zhang et al. (2007)
100 uM 24 ~65%  Zhang et al. (2007)
100 uM 24 ~40%  Suematsu et al. (2011)

H20. varliginda kuersetinin hiicre canliligl iizerine etkilerini arastirmak amaciyla
belirlenen LDsp (200 uM) degerindeki H20, varliginda SH-SYSY hiicreleri 10-100 uM
konsantrasyon araliginda kuersetin ile 6n muamele edildi. Analiz sonras1 kuersetinin
hiicre canlilig1 tizerine etkileri incelendiginde, tiim kuersetin konsantrasyonlarinda 200
uM H202’¢ karst noroprotektif etki saglandigi belirlendi. Bununla birlikte, 10 uM
konsantrasyonunda (Emax) kuersetinin Xi et al. (2012); Chen et al. (2016a) tarafindan
yapilan ¢alismalar ile uyumlu olarak oksidatif stres kaynakli ndrodejenerasyona kars1 en
etkili noroprotektif etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Kuersetinin  diisiik
konsantrasyonda hiicre canlilifi {izerinde yiliksek koruyucu etki gostermesi, onun
H202’yi giiclii bir sekilde detoksifiye etme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir.
Ayrica, elde ettigimiz verilerle uyumlu olarak Cai et al. (1997); Franco et al. (2007);
(Wagner et al. 2010) tarafindan yapilan galigmalarda kuersetinin, etkili bir H20:

temizleyicisi oldugu bildirilmistir.

H>O> varliginda sodyum selenatin SH-SYSY hiicrelerinde hiicre canliligi iizerine
etkileri arastirilmistir. Bu amag ile LDso (200 uM) degerindeki H202 varliginda SH-
SYS5Y hiicreleri 10-100 uM konsantrasyon araliginda sodyum selenat ile 6n muamele

edildi. Canlilik testi sonunda sodyum selenatin hiicre canliligi iizerine etkileri
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incelenecek olursa, 20 pM konsantrasyonda (Emax) sodyum selenatin 200 uM H202’¢
kars1 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde noéroprotektif etki gosterdigi belirlendi.
Bununla birlikte; 100, 80, 50, 40, 25 ve 10 uM sodyum selenat konsantrasyonlarinin
200 uM H202’e¢ kars1 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ndroprotektif etki
gosteremedigi goriilmektedir. Chen et al. (2014) tarafindan Alzheimer hastaligi
modeline sahip N2aSW ndroblastoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada (0,01-100
uM) konsantrasyonlarinda sodyum selenatin doza bagli olarak hiicre canliliginda
istatistiksel olarak 6nemli bir oranda artis sagladigi rapor edilmistir. Calismamizda 20
uM sodyum selenatin 200 pM H>O; varliginda hiicre canliligina sagladigi bu
noroprotektif etki Chen et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyum saglamaktadir.
Ancak artan 10-100 uM sodyum selenat konsantrasyonlarindan sadece 20 uM sodyum
selenatin 200 uM H20>’e kars1 noroprotektif etki gostermesi farmakolojik olarak hiicre
sayisina gore optimum miktarda ila¢ doz konsantrasyonu arasi iliski ile agiklanabilir.
Ayrica 20 pM sodyum selenatin H202’ye karsi hiicre canliligi iizerine gosterdigi bu
noroprotektif etkinin biyokimyasal sebebinin ise Sekil 4.10°da goriildigii gibi SH-
SY5Y hiicrelerinin hiicre i¢i toplam antioksidan kapasitesini 6nemli bir sekilde
arttirarak H»O2’nin giderilmesini ve oksidatif hasara karsi direng saglamasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

H>0> varliginda kuersetin ve sodyum selenat kombinasyonunun SH-SY5Y hiicrelerinde
hiicre canlilig1 iizerine etkileri arastirilmistir. Bu kapsamda LDsp (200 uM) degerindeki
H20> varliginda SH-SYSY hiicreleri Emax degerlerindeki kuersetin (Q), sodyum selenat
(SS) ve ilag kombinasyonu (QSS) ile 6n muamele edildi. WST-1 testi sonunda QSS’nin
hiicre canlilif1 iizerine etkileri incelenecek olursa, QSS’nin kuersetin ve sodyum
selenata gore sinerjistik olarak daha fazla noroprotektif etki ve hiicre canliliginda bir
artig sagladigi goriilmektedir. Nichols et al. (2015) primer kortikal néron kiiltiirlerinde
yaptiklar1 ¢calismada oksijen-glukoz yoksunluguna bagli oksidatif stres modeli {izerine
epikatesin ve kuersetin kombinasyonunun oksidatif stres kaynakli noronal hiicre
Oliimiinii sinerjistik olarak azalttigini rapor etmislerdir. Li et al. (2012) tarafindan insan
hepatosit (HepG2) hiicrelerinde yapilan bagka bir ¢alismada H>O» varliginda siilforafan

ve selenyum kombinasyonunun TrxR-1 (tiyoredoksin rediiktaz-1) aktivitesini arttirarak
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H202 kaynakli hiicre oliimiine karsi sinerjistik koruma sagladigini ortaya koymustur.
Calismamizda 200 pM H20, varliginda QSS’nin hiicre canliligina sagladigi bu
sinerjistik noroprotektif etki Nichols et al. (2015); (Li et al. 2012) tarafindan yapilan
calismalar ile uyum saglamaktadir. Kuersetin molekiiliiniin giiglii antioksidan ve anti-
enflamatuar 6zellikleri ve sodyum selenatin ise glutatyon peroksidaz ve Wnt/B-katenin
sinyalizasyon yolag:1 aktivasyonu yoluyla H202 temizleyebilme, B-amiloid olusumunu
ve PP2A aktivasyonu ile noronal apoptozisi baskilayabilme ozellikleri literatiirde
bildirilmistir. Bu nedenle hiicre canliligi {izerinde sinerjistik etkinin sebebi olarak

QSS’nin burada da benzer etkiye sahip olabilecegi diistiniilmektedir.

H202 yoklugunda kuersetin, sodyum selenat ve kombine ilacin SH-SY5Y hiicrelerinde
hiicre canlilig1 iizerine sitotoksik etki gosterip gostermedigi aragtirtlmigtir. Bu kapsamda
H202 yoklugunda SH-SYS5Y hiicreleri Emax degerlerindeki kuersetin (Q), sodyum
selenat (SS) ve ila¢ kombinasyonu (QSS) ile 6n muamele edildi. WST-1 testi sonunda
Emax degerlerindeki kuersetin, sodyum selenat ve ila¢ kombinasyonunun hiicre canliligi
lizerine etkileri incelenecek olursa, 10 uM kuersetinin néroprotektif etkisinin yani sira
Xi et al. (2012); Jembrek et al. (2012b) tarafindan yapilan caligmalarla da uyumlu
olarak SH-SY5Y hiicre hatti iizerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadig
goriilmektedir. Sodyum selenat grubunun sitotoksisitesi arastirildiginda Alturkmani et
al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada 100 uM sodyum selenatin insan mikrovaskiiler
endotel hiicreleri (HMEC-1) {izerinde, Corcoran et al. (2010) tarafindan yapilan
calismada primer hipokampal kesit kiiltiirleri iizerinde ve van Eersel et al. (2010)
tarafindan yapilan ¢aligmada ise insan noroblastoma hiicreleri (SH-SYS5Y) tizerinde 10
nM’dan 100 pM’a kadar sodyum selenat konsantrasyonlarinin toksik etkisinin olmadigi
acikca belirtilmistir. Literatiirdeki bu c¢alismalar ile uyumlu olarak SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerinin 20 pM sodyum selenata maruz birakilmasinin hiicreler
tizerinde herhangi bir sitotoksik etkisi olmadigi gorilmistiir. Kuersetin ve sodyum
selenat igeren QSS grubu arastirildiginda QSS’nin SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri
tizerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadig1 goriilmektedir. QSS’nin SH-SY5Y
hiicreleri lizerinde herhangi bir sitotoksik etki gostermemesinin sebebi olarak; belirlenen

dozlarda kuersetin ve sodyum selenatin kendi baslarina SH-SYSY hiicreleri iizerinde
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sitotoksik etkilerinin olmamasindan ve bu iki ilacin birbirleri ile farmakodinamik olarak
antagonistik etki yaratacak bir sekilde degilde birbirlerinin farmakodinamik 6zelliklerini
tamamlayict olarak uyumlu bir sekilde bir araya gelmelerinden kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Oksijenli solunum yapan tiim canlilarda mitokondrinin fonksiyonlarin1 diizgiin bir
sekilde yerine getirebilmesi hiicre i¢in hayati onem tasimaktadir. Bu da hiicresel
metabolik siireclerde mitokondrinin yapi, biitiinliikk ve fonksiyonunun korunmasi ile
saglanabilir. AD, PD, HD, ALS ve epilepsi gibi ndrodejeneratif hastaliklarin birgogunda
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ortak patofizyoloji olarak goriilmektedir. Bu
nedenle tez kapsaminda SH-SYSY hiicreleri ile olusturulan H2O> kaynakli in vitro
norodejenerasyon modelinde Q, SS ve QSS’nin mitokondri fonksiyonu lizerine etkileri
JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli (Aym) degisim analizi ile incelenmistir. Bu
amag¢ ile LDsp (200 uM) degerindeki H,O, varliginda SH-SYSY hiicreleri Emax
degerlerindeki kuersetin (Q), sodyum selenat (SS) ve ila¢ kombinasyonu (QSS) ile 6n
muamele edildi. Analiz sonunda SH-SY5Y hiicrelerinde 200 uM H»O3 ile olusturulan in
vitro norodejenerasyon modelinde 200 puM H202’nin  kontrol grubuna gore
mitokondriyal membran potansiyelini Zhang et al. (2007); Shi et al. (2009a); Wang et
al. (2009a) tarafindan yapilan galismalarla da uyumlu bir sekilde istatistiksel olarak
anlaml derecede azalttig1 goriilmektedir. Oksidatif stres altinda hiicrede reaktif oksijen
tirlerinin ve lipid peroksidasyonunun artmasi mitokondrinin ¢ift zarli membran
yapisinin bozulmasina ve dolayisiyla da mitokondriyal membran potansiyelinin
azalmasina ve mitokondri fonksiyon bozukluguna yol actig literatiirde bir¢ok caligmada
belirtilmektedir. Sekil 4.11 ve 4.12°de gosterildigi gibi SH-SYS5Y hiicrelerinde 200 uM
H202 muamelesi sonrast ROS ve LPO sevilerindeki artig Sekil 4.6°da gosterildigi gibi
membran potansiyelindeki azalmayi dogrular niteliktedir. Ayrica kuersetin, sodyum
selenat ve ilag kombinasyonunun SH-SY5Y hiicrelerinde 200 uM H20: ile olusturulan
in vitro nérodejenerasyon modelinde mitokondri tizerindeki etkileri incelendiginde, 10
uM kuersetinin H202 grubuna goére mitokondriyal membran potansiyelini Sajad et al.
(2013) tarafindan yapilan calisma ile uyumlu bir sekilde istatistiksel olarak anlaml

derecede arttirdig1 ve mitokondriyal fonksiyonlar1 korudugu goriilmektedir. Kumari et
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al. (2012) tarafindan fare hipokampal HT22 hiicrelerinde gergeklestirilen bir ¢aligmada
glutamat toksisitesi sonucu olusan mitokondriyal hiperpolarizasyona karst selenyumun
koruyucu etki gosterdigi ve glutamat toksisitesi kaynakli noérodejeneratif HT22 hiicre
hattina gére mitokondriyal membran potansiyelini istatistiksel olarak anlamli derecede
arttirdigt bildirilmistir. Selenyum iceren sodyum selenatin mitokondri fonksiyonu
tizerindeki etkileri arastirildiginda, 20 pM sodyum selenatin H2O2 grubuna gore
mitokondriyal membran potansiyelini Kumari et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alisma
ile benzer bir sekilde istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi ve mitokondriyal
fonksiyonlart korudugu goriilmektedir. Kuersetin ve sodyum selenat igeren ilag
kombinasyonunun mitokondri fonksiyonu tizerindeki etkileri incelendiginde, ilag
kombinasyonu H>O> grubuna gore mitokondriyal membran potansiyelini Nichols et al.
(2015) tarafindan epikatesin ve kuersetin kombinasyonu ile yapilan ¢alismayla benzer
bir sekilde istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi goriilmektedir. Calismada
kuersetin ve ilag kombinasyonunun mitokondri tizerindeki protektif etkileri ve
mitokondriyal membran potansiyellerini etkili bir sekilde arttirmasinin sebebi; her iki
ilacinda Sekil 4.11 ve 4.12°de gosterildigi gibi ROS iiretimini ve LPO olusumunu etkili
bir sekilde baskilayabilmesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ayrica sodyum
selenatin Sekil 4.11°de gosterildigi gibi ROS iiretimi iizerinde baskilayict bir etkisi
goriilmez iken Sekil 4.12°de gosterildigi gibi LPO olusumunu etkili bir sekilde
baskilayabildigi goriilmektedir. Elde edilen bu veri ile sodyum selenatin ¢ift zarli
mitokondrinin, oksidatif strese kars1 mitokondriyal lipitlerinin bozulmalarini etkili bir
sekilde engelleyerek mitokondrinin yapi, biitiinliik ve fonksiyonlarini korudugu ve bu
sekilde mitokondriyal membran potansiyelini arttirabildigi diistiniilmektedir. Bununla
birlikte, kuersetin, sodyum selenat ve ila¢ kombinasyonunun SH-SYS5Y hiicrelerinde
H202’nin dejeneratif giicline kars1 mitokondrinin yap1 ve fonksiyonunu agikc¢a korudugu
ve noroproteksiyona katkida bulundugu Sekil 4.5°de goriilmektedir. Kombine ilag
(QSS) ile bilesenlerinin (Q ve SS) mitokondriyal membran potansiyeli iizerindeki
protektif etkileri kiyaslandiginda; QSS> Q> SS seklinde oldugu ve QSS’nin mitokondri

fonksiyonu tizerinde sinerjistik protektif etkiye sahip oldugu goriilmektedir.
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Oksidatif stresin neden oldugu ndronal 6liim, oksidatif hasarin siddetine bagli olarak
genis Olciide nekrotik ve apoptotik olarak smiflandirilabilir (Chandra et al. 2000;
Valencia and Moran 2004; Fatokun et al. 2007). Calismamizda SH-SYS5Y hiicrelerinde
H20: ile olusturulan in vitro nérodejenerasyon modelinde néronlarin apoptoz ve nekroz
durumuna kars1 kuersetin, sodyum selenat ve ilag kombinasyonunun etkileri arastirildi.
Ik olarak H20; ile olusturulan in vitro nérodejenerasyon modelinde 200 uM H202’nin
kontrol grubuna gore apoptotik ve nekrotik hiicre miktarlar1 tizerindeki etkileri
incelendiginde, H2O2’nin Ismail et al. (2012); Jembrek et al. (2012b) tarafindan yapilan
calisma ile uyumlu olarak apoptotik ve nekrotik hiicre miktarlarini anlamli olarak
arttirdig1 gézlemlendi. 200 uM H20; varliginda 10 pM kuersetin ile 6n muamele edilen
SH-SYS5Y hiicrelerinde kuersetinin H202 grubuna gore Jembrek et al. (2012b)
tarafindan yapilan c¢aligmaya uygun olarak apoptotik hiicre miktarlarin1 bir miktar
arttirdig1 ancak nekrotik hiicre miktarlarini 6nemli derecede azalttig1 goriilmektedir. 200
uM H20; varliginda 20 pM sodyum selenat ile 6n muamele edilen SH-SY5Y
hiicrelerinde sodyum selenatin H2O> grubuna gére Schwarz and Foltz (1989) tarafindan
yapilan ¢aligma ile uyumlu bir sekilde apoptotik ve nekrotik hiicre miktarlarini anlamh
olarak azalttigi goézlemlendi. Kombine ilacin SH-SYS5Y hiicrelerinde H2O> ile
olusturulan in vitro nérodejenerasyon modelinde apoptotik ve nekrotik hiicre miktarlari
tizerindeki etkisi incelendiginde, kombine ilacin H202 grubuna gére Anderson et al.
(1985); Saunders et al. (1987) tarafindan yapilan ¢alismalar ile benzer sekilde apoptotik
ve nekrotik hiicre miktarlarini azalttig1 goriilmektedir. Nekroz, esas olarak ciddi toksik
indirgemeler veya fiziksel hasar ile baslar. Nekrotik hiicreler tipik olarak hacmi arttirir,
membran  biitiinliigiinii  kaybeder ve sitoplazmik igerikleri serbest birakur.
Programlanmis bir hiicre 6liimii tipi olan apoptoz kromatin yogunlagmasi, DNA
fragmantasyonu, hiicre biiziilmesi ve kaspaz olarak anilan proteazlarin aktivasyonu ile
apoptotik gdévde olusumu da dahil olmak {izere, morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler ile karakterizedir (Kauppinen 2007; Wang et al. 2009b). Armstrong et al.
(2018) pankreatik hiicrelerde H202’nin diisiik konsantrasyonlarda (1-10 pM) hiicre
apoptozunu tesvik ettigini fakat daha yiiksek (0.5-1 mM) H»O> seviyelerinin apoptotik
hiicre 6liimiinii, nekroza cevirdigini bildirmislerdir. Sekil 4.8’de goriildiigii gibi SH-
SYS5Y hiicrelerinde 200 uM H20: ile olusturulan in vitro ndrodejenerasyon modelinde
H>O2, kombine ilag (QSS) ve bilesenlerinden (Q ve SS) elde edilen veriler
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incelendiginde Armstrong et al. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada da bildirildigi gibi
hiicrelerin apoptozdan daha ¢ok nekroz yoluyla canliliklarinmi yitirdigi goriilmektedir.
Bununla birlikte literatiirde apoptotik hiicre 6liimiiniin, iki olas1 mekanizma ile oksidatif
stres sirasinda nekroza gevrilebileceginden bahsedilmektedir. ilk olarak, Samali et al.
(1999); Melino et al. (1997) oksidatif stres nedeniyle kaspazlarin inaktive edilmesi
suretiyle, hiicrelerin nekroz benzeri hiicre oliimiine yol agabilecegini bildirmislerdir.
Leist et al. (1999); Tsujimoto et al. (1997) ise apoptozu nekroza gevirebilen ikinci bir
mekanizmanin oksidanlar tarafindan mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasi ve
enerji iretiminin bagarisizliindan dolayr hiicresel ATP seviyelerinde bir diisiis
olmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir. Bu nedenle SH-SY5Y hiicrelerinde 200 uM
H20:> ile olusturulan in vitro norodejenerasyon modelinde Sekil 4.11 ve Sekil 4.6 daki
H202 grubu incelendiginde; H202’nin kontrol grubuna gére ROS olusumunu 6nemli bir
sekilde arttirmasi ve mitokondriyal membran potansiyelini 6nemli bir derecede
azaltmas1 hiicrelerin neden nekroz yoluyla canliliklarin yitirdigini aciklayabilmektedir.
SH-SYS5Y hiicrelerinde 200 uM H20: ile olusturulan in vitro noérodejenerasyon
modelinde Sekil 4.11 ve Sekil 4.6 daki kuersetin, sodyum selenat ve ila¢ kombinasyon
gruplart incelendiginde; kuersetin ve ila¢ kombinasyon gruplarmin H2O2 grubuna gore
ROS olusumunu 6nemli bir sekilde baskilayabilmesi ve mitokondriyal membran
potansiyelini 6nemli bir derecede arttirabilmesinden dolayr her iki ilacin etkili bir
sekilde nekrotik hiicre 6liimiine kars1 noroprotektif etki gosterebildigi diistiniilmektedir.
Ayrica sodyum selenatin nekrotik hiicre 6liimiine karsi noroprotektif etkisi; Sekil 4.6°da
gorildiigl gibi sodyum selenatin mitokondriyal membran potansiyelini etkili bir sekilde
arttirabilmesinden kaynaklandigi sonucuna varilabilir. Bununla birlikte Sekil 4.8’de
kombine ilag (QSS) ve bilesenlerinden (Q ve SS) elde edilen veriler kiyaslandiginda ise
kombine ilacin H20:; kaynakli ndronal apoptoz ve nekrozu sinerjistik bir sekilde

azalttig1 goriilmektedir.

Hiicreler, ROS’un neden oldugu hasar1 6nlemek veya onarmak ve ayrica redoks’a
duyarl sinyal yollarin1 diizenlemek icin esas olarak ii¢ ana antioksidan enzim; katalaz
(CAT), stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx)’dan olusan kendi

antioksidan savunma sistemine sahiptirler. Halliwell (1992) tarafindan yapilan
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calismada beyinde katalaz aktivitesinin zayif oldugu ve beyinin az bir miktarda
stiperoksit dismutaz (SOD) ve GPx’e sahip oldugu bildirmistir. SOD’lar O>’yi O2’ye
ve H)O2’ye; CAT ve GPx’lar ise H202’i suya doniistiiriir. Dolayisiyla, H20; ile
muamele edilmis hiicrelerde antioksidan savunma sistemi olarak H>Oz’ye karst SOD
enziminden ziyade CAT ve GPx enzimleri en etkili rolii oynamaktadirlar (Weydert and
Cullen 2010; Tian et al. 2015). Bununla birlikte, H2O> ile muamele edilmis hiicrelerde
H>O, antioksidan savunma sistemi ile ROS iiretimi arasinda ROS artis1 ve hiicresel
bozulmaya yol agan bir dengesizlige neden olmaktadir. CAT, SOD ve GPx gibi
antioksidan enzimlerin ROS’a Karst birincil savunma sagladigi ve bu enzimlerin
aktivitelerinin ROS kaynakli oksidatif stres altinda azaldigi bildirilmektedir (Tian et al.
2015).

H20: varliginda kuersetin (Q), sodyum selenat (SS) ve ilag kombinasyonu (QSS) nun
SH-SY5Y  hiicrelerinde hiicre i¢i katalaz enzimi aktiviteleri {izerine etkileri
arastirilmistir. Bu amag ile LDsp (200 uM) degerindeki H2O> varliginda SH-SY5Y
hiicreleri Emax degerlerindeki Q, SS ve QSS ile 6n muamele edildi. Analiz sonunda SH-
SYS5Y hiicrelerinde 200 uM H20: ile olusturulan in vitro norodejenerasyon modelinde
200 uM H202’in kontrol grubuna gore hiicre i¢i katalaz enzimi aktivitesini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalttig1 goriilmektedir. 200 uM H2O> varliginda sirasiyla; 10
uM Q ile 6n muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerinde Q’nun H202 grubuna gore hiicre
ici katalaz enzimi aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi, 20 uM SS
ile 6n muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerinde SS’nin H202 grubuna gore hiicre ici
katalaz enzimi aktivitesinde istatistiksel olarak herhangi bir etkide bulunamadigi, Emax
degerlerindeki QSS ile 6n muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde QSS’nin H20>
grubuna gore hiicre i¢i katalaz enzimi aktivitesini istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
arttirdig@i goriilmektedir. Elde edilen bu verilerden 200 uM H20O2’nin kontrol grubuna
gore hiicre ici katalaz enzimi aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir gsekilde
azaltmasi Guizani et al. (2011); Tsai et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyum
saglamaktadir. Ayrica 200 uM H202 varliginda SH-SYS5Y hiicrelerinde CAT enzim
aktivitesindeki azalmanin Sekil 4.11°de goriildiigii gibi yiiksek oranda ROS artigindan
kaynaklandig1 distiniilmektedir. Kuersetinin 200 uM H20 varliginda SH-SY5Y
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hiicrelerinde H202 grubuna gore CAT enzim aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttirmasi Sajad et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyum saglamaktadir.
Bununla birlikte Alrawaiq and Abdullah (2014) kuersetinin gii¢lii bir H20 temizleyicisi
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Sekil 4.9’da goriildiigi gibi kuersetinin SH-SY5Y
hiicrelerinde Kkatalaz enzimi aktivitesini arttirirken Sekil 4.11°de gorildigi gibi
oksidatif stresi baskilayarak hiicre i¢i ROS’u benzer miktarda azalttig1 goriilmektedir ve
bu durum sonuglarin birbirlerini dogruladigimi  g6stermektedir. Beynin katalaz
aktivitesince zayif oldugu (Halliwell 1992) dikkate alindiginda, sodyum selenatin 200
uM H20; varliginda SH-SYSY hiicrelerinde H2O> grubuna gore CAT enzim aktivitesi
tizerine herhangi bir etki gdsterememesi ancak Sekil 4.12°de goriildiigii gibi LPO
olusumunu 6nemli bir sekilde azaltmasi selenyum igeren sodyum selenatin ndronal
sistemde bulunan GPx gibi baska bir antioksidan enzim iizerinde etkili oldugunu
diistindirmektedir. 200 uM H20> varliginda SH-SY5Y hiicrelerinde H20, grubuna gore
QSS, CAT enzim aktivitesini Yanardag et al. (2007) tarafindan yapilan C vitamini, E
vitamini ve sodyum selenat kombinasyonu calismasina benzer bir sekilde arttirdigi
goriilmektedir. Kombine ilag igeren SH-SY5Y grubu kuersetin ve sodyum selenat
iceren SH-SYS5Y gruplar ile kiyaslandiginda QSS’nin Q ve SS’ye gore istatistiksel
olarak benzer katalaz aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi olarak
kombine ila¢ bilesenlerinden sodyum selenatin CAT aktivitesi tizerinde ¢ok fazla etkili
olamamasi ancak kuersetin ile bir araya gelince hiicre i¢ci CAT aktivitesini kuersetine

gore az miktar da olsa arttirabildiginden kaynaklandig diistiniilmektedir.

H20:> varliginda kuersetin (Q), sodyum selenat (SS) ve ilag kombinasyonu (QSS) nun
SH-SYSY hiicrelerinde hiicre i¢i toplam antioksidan aktiviteleri iizerine etkileri
aragtirtlmistir. Bu amag ile LDso (200 pM) degerindeki H202 varliinda SH-SY5Y
hiicreleri Emax degerlerindeki Q, SS ve QSS ile 6n muamele edildi. Analiz sonunda SH-
SYS5Y hiicrelerinde 200 uM H20O: ile olusturulan in vitro nérodejenerasyon modelinde
200 pM H202’nin kontrol grubuna gore hiicre i¢i toplam antioksidan aktivitesini
Guizani et al. (2011); Tsai et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismalar ile benzer sekilde
onemli derecede azalttigi goriilmektedir. 200 uM H20; varliginda 10 uM Q ile 6n

muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinde kuersetinin H2O2 grubuna gére Robaszkiewicz
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et al. (2007) tarafindan yapilan calisma ile uyumlu bir sekilde hiicre i¢i toplam
antioksidan aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigr goriilmektedir.
Liu et al. (2018) tarafindan tavuk pankreasinda oksidatif strese karsi selenyumun
koruyucu etkileri iizerine yapilan ¢alismada selenyumun toplam antioksidan kapasiteyi
onemli derecede arttirdigini gostermislerdir. 200 uM H20> varliginda selenyum ihtiva
eden 20 uM SS ile 6n muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerinde SS’nin H20, grubuna
gore hiicre i¢i toplam antioksidan aktivitesini Liu et al. (2018) tarafindan yapilan
calisma ile uyumlu bir sekilde 6nemli derecede arttirdig: tespit edilmistir. 200 uM H20:
varliginda Emax degerlerindeki QSS ile 6n muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde
QSS’nin H202 grubuna gore Yanardag et al. (2007) tarafindan yapilan calisma ile
benzer bir sekilde hiicre i¢i toplam antioksidan aktivitesini istatistiksel olarak c¢ok
anlamli bir sekilde arttirdigi goriilmektedir. Beyinde noronlar ve glialar tarafindan
katalaz ve GPx olmak iizere iki ana H2O; indirgeyici enzim bulunmaktadir (Damier et
al. 1993; Desagher et al. 1996). Kuersetin, peroksidaz varliginda singlet oksijen
radikaliyle reaksiyona girerek H>O> olusturur ve ortamdaki glutatyonu indirgemek
suretiyle GPx ve antioksidan aktivitede artis saglar (Ademosun et al. 2016;
Robaszkiewicz et al. 2007). Kuersetin ile muamele edilmis SH-SYSY hiicrelerinde
Sekil 4.9’da goriildiigii gibi kuersetinin H202 grubu hiicrelerine gore hiicre i¢i katalaz
aktivitesini anlamli bir derecede arttirdig1, bununla birlikte hiicre i¢i toplam antioksidan
kapasitede ¢ok daha fazla anlamli bir derecede artis sagladigi (Sekil 4.10)
goriilmektedir. Hiicre ici toplam antioksidan kapasitedeki bu artisin sebebi olarak artan
katalaz aktivitesinin yani sira Ademosun et al. (2016); Robaszkiewicz et al. (2007)
caligmalarinda bildirildigi gibi kuersetinin GPx aktivitesini de belirli bir dereceye kadar
arttirdi@r  diistiniilebilir. Solovyev (2015) selenyum (Se), memeli GPx’inin aktif
bolgesinin bir bileseni oldugunu ve GPx enziminin aktivitesini arttirdigin1 bildirmistir.
Sodyum selenat ile muamele edilmis SH-SYS5Y hiicrelerinde Sekil 4.9’da goriildigi
gibi sodyum selenatin H202 grubu hiicrelerine gore hiicre igi katalaz aktivitesinde
olumlu yonde bir degisiklik saglayamaz iken hiicre i¢i toplam antioksidan kapasitesini
¢ok daha fazla anlamli bir derecede arttirdigr (Sekil 4.10) goriilmektedir. Bunun sebebi
olarak selenyum ihtiva eden sodyum selenatin noronal hiicrelerde bir diger ana
antioksidan enzim olan GPx enzim aktivesini yiiksek oranda arttirmasindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Kuersetin ve sodyum selenat igeren kombine ilag
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grubu kuersetin, sodyum selenat ve H2O2 grublarina gore kiyaslandiginda kombine
ilacin 200 uM H202’ye gore hiicre ici katalaz enzimi aktivitesini ve toplam antioksidan
kapasiteyi anlamli bir derecede arttirdig1 tespit edilmistir. Kombine ilag igeren hiicre
grubu kuersetin iceren hiicre grubu ile kiyaslandiginda kombine ilacin kuersetine gore
istatistiksel olarak benzer katalaz aktiviteye sahip oldugu gozlemlenirken, toplam
antioksidan kapasitede kuersetine gore istatistiksel olarak c¢ok daha fazla toplam
antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte kombine ilag iceren
hiicre grubu sodyum selenat igeren hiicre grubu ile kiyaslandiginda kombine ilacin
sodyum selenata gore istatistiksel olarak benzer hiicre i¢i katalaz aktivite ve toplam
antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmektedir. Kombine ilacin kuersetin ve
sodyum selenata gore hiicre i¢i katalaz enzimi aktivitesi ve toplam antioksidan kapasite
acisindan bu goreceli iliskisinin sebebi olarak, kombine ila¢ igerigindeki kuersetin ve
sodyum selenat molekiiliiniin GPx enzim aktivesini yliksek oranda arttirmasindan

kaynaklanabilecegi varsayilmaktadir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen ROS, LPO ve hiicre disi AP-42) peptit analizleri
hiicresel oksidatif stres belirtegleri olarak degerlendirildi. Calisgma kapsaminda SH-
SY5Y hiicrelerinde H2O> varliginda, kuersetin (Q), sodyum selenat (SS) ve ilag
kombinasyonu (QSS)’nun reaktif oksijen tiirleri (ROS) iizerine etkileri arastirildi. ilk
olarak LDso (200 pM) degerindeki H202 varliginda SH-SYS5Y hiicreleri Emax
degerlerindeki Q, SS ve QSS ile 6n muamele edildi. Analiz sonunda SH-SY5Y
hiicrelerinde 200 pM HO; ile olusturulan in vitro nérodejenerasyon modelinde 200 uM
H202’nin kontrol grubuna gore Jiménez-Aliaga et al. (2011); Tian et al. (2015)
tarafindan yapilan ¢aligmalarla benzer sekilde hiicre i¢gi ROS miktarini hizli bir sekilde
arttirdigr gortilmektedir. 200 pM H20: varliginda 10 uM Q ile 6n muamele edilen SH-
SYSY hiicrelerinde kuersetinin H2O2 grubuna gore yine Jiménez-Aliaga et al. (2011)
tarafindan yapilan ¢alisma ile uyumlu olarak hiicre i¢i ROS olusumunu anlamli bir
sekilde baskiladig1 goriilmektedir. 200 uM H20: varliginda 20 uM SS ile 6n muamele
edilen SH-SYSY hiicrelerinde SS’nin H2O2 grubuna gore hiicre i¢gi ROS olusumunu
baskilayamadig1 ve istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturamadigr goriilmektedir.

Liu et al. (2007) tarafindan noronal PC12 hiicreleri iizerinde yapilan caligmada
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picroside II ve NGF (sinir biiylime faktorii) kombinasyonunun H202’nin neden oldugu
oksidatif strese karsi sinerjistik noroprotektif etki gosterdigi ve ROS olusumunu
sinerjistik bir sekilde azalttigr bildirilmistir. 200 uM  H202 varliginda Emax
degerlerindeki QSS ile 6n muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde QSS’nin H2O>
grubuna gore hiicre i¢i ROS olusumunu Liu et al. (2007) tarafindan yapilan ¢alisma ile
benzer bir sekilde istatistiksel olarak anlamli derecede baskilayarak azalttig
goriilmektedir. Suski et al. (2012) hidrojen peroksitin oksidan dogasindan dolayi
mitokondriyal membran potansiyelinde ve mitokondri fonksiyonunda azalmaya neden
olarak H202’nin asirt ROS iiretimine katki saglayacagini ifade etmislerdir. 200 uM
H20, varliginda H2O> grubunda SH-SY5Y hiicrelerinde asir1i ROS artisinin sebebi
olarak Sekil 4.6’da goriildiigli gibi mitokondriyal membran potansiyelinin ve Sekil
4.10°da goriildiigi gibi SH-SYSY hiicrelerinin toplam antioksidan aktivitelerinin hizlt
bir sekilde azalmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Calismada kuersetin ve ilag
kombinasyonunun hiicre i¢i ROS olusumu tizerindeki protektif etkileri ve hiicre i¢i ROS
olusumunu etkili bir sekilde azaltmasinin sebebi; her iki ilacinda Sekil 4.6°da gorildigi
gibi mitokondri {izerinde protektif etkiler gostererek mitokondriyal membran
potansiyellerini ve Sekil 4.10’da goriildiigic gibi SH-SYSY hiicrelerinin toplam
antioksidan (SOD, CAT ve GPx) kapasitelerini 6nemli Ol¢lide arttirabilmesinden
kaynaklandig: diistintilmektedir. Ayrica sodyum selenatin Sekil 4.9°da gosterildigi gibi
katalaz enzimi aktivitesi lizerinde arttirict ve Sekil 4.11°de gosterildigi ROS iiretimi
tizerinde baskilayict bir etkisi goriilmez iken; ilging bir sekilde SH-SYSY hiicrelerinin
mitokondriyal membran potansiyellerini etkili bir sekilde arttirabildigi (Sekil 4.6), LPO
olusumunu ise etkin bir sekilde azaltabildigi (Sekil 4.12) goriilmektedir. Elde edilen bu
veriler ile sodyum selenatin noronal hiicrelerde antioksidan ana savunma (SOD, CAT
ve GPx) sistemlerinden GPx aktivitesi yoluyla ortamda var olan H202’i suya (H20)
dontstiiriir iken, SOD aktivitesi tizerinde etkili olamayarak oksidatif stres sartlarinda
02"’yi O2’e ve H20.’ye doniistiirememesinden dolayr hiicre i¢ci ROS olusumunu

baskilayamadigi diistiniilmektedir.

H20> varliginda kuersetin (Q), sodyum selenat (SS) ve ilag kombinasyonu (QSS) nun
SH-SYSY hiicrelerinde lipid peroksidasyonu (LPO) olusumu {izerindeki etkileri
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incelenmistir. Bu amag ile LDsg (200 uM) degerindeki H2O2 varliginda SH-SY5Y
hiicreleri Emax degerlerindeki Q, SS ve QSS ile 6n muamele edildi. Analiz sonunda SH-
SYS5Y hiicrelerinde 200 uM H20; ile olusturulan in vitro nérodejenerasyon modelinde
200 uM H202’nin kontrol grubuna goére LPO olusumunu Haq and AlAmro (2019);
Chen et al. (2016b) tarafindan yapilan g¢alismalar ile uyumlu bir sekilde Onemli
miktarda arttirdig goriilmektedir. 200 pM H20: varliginda 10 uM Q ile 6n muamele
edilen SH-SY5Y hiicrelerinde kuersetinin H2O2 grubuna gére LPO olusumunu Haq and
AlAmro (2019); Chen et al. (2016b) tarafindan yapilan ¢alismalar ile uyumlu bir sekilde
istatistiksel olarak anlamli miktarda baskiladigi goriilmektedir. Zheng et al. (2016)
tarafindan yapilan calismada Alzheimer hastaliginin i¢li transgenik fare modelinde
sodyum selenat takviyesinin 3xTg-AD farelerinin serebral dokularinda malondialdehit
(MDA) seviyesini anlaml1 bir sekilde azalttig: bildirilmistir. 200 pM H20: varliginda 20
uM SS ile 6n muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinde SS’nin H202 grubuna gére Zheng
et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyumlu bir sekilde lipid peroksidasyonu
seviyesini anlamli bir sekilde baskiladigi goriilmektedir. Yanardag et al. (2007)
tarafindan ratlarda yapilan ¢aligmada etanol kaynakli oksidatif stres vasitasiyla organ
hasari iizerine C vitamini, E vitamini ve sodyum selenat igeren ilag kombinasyonunun
koruyucu etkisi arastirllmistir. Karaciger ve bagirsak dokularinda etanol grubundaki
LPO seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttifi gdzlemlenirken, C
vitamini, E vitamini ve sodyum selenat iceren ilag kombinasyonu muamelesinin etanol
grubunda LPO seviyelerini belirgin bir sekilde azalttigr bildirilmistir. Calismamiz
kapsaminda 200 uM H»O; varliginda Emax degerlerindeki QSS ile 6n muamele edilen
SH-SYS5Y hiicrelerinde QSS’nin H20> grubuna gére Yanardag et al. (2007) tarafindan
yapilan ¢alisma ile benzer sekilde lipid peroksidasyonu seviyesini anlamli bir derecede
azaltigr tespit edilmistir. 200 uM H20. varliginda H.O> grubunda SH-SY5Y
hiicrelerinde asir1 LPO artisinin sebebi olarak Sekil 4.11°de goriildiigii gibi H20>
grubunda asir1 hiicre i¢ci ROS artis1 ve Sekil 4.10°da goriildiigii gibi hiicre i¢i toplam
antioksidan aktivitenin onemli Ol¢lide azalmasindan kaynaklandigi varsayilmaktadir.
Calismada kuersetin ve ila¢ kombinasyonunun SH-SY5Y hiicrelerinde LPO olusumunu
etkili bir sekilde azaltmasinin sebebi; her iki ilacinda Sekil 4.11°de goriildigi gibi H20»
grubunda hiicre i¢i ROS {iiretimini istatistiksel olarak anlamli bir miktarda azaltabilmesi

ve Sekil 4.10°da goriildigi gibi SH-SYSY hiicrelerinin hiicre igi toplam antioksidan
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aktivitelerini yiiksek oranda arttirabilmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ayrica
sodyum selenatin Sekil 4.11°de gosterildigi ROS {iretimi {izerinde baskilayici bir etkisi
goriilmez iken Sekil 4.10’da SH-SY5Y hiicrelerinin hiicre ig¢i toplam antioksidan
aktivitesi iizerinde Onemli derecede arttirici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Dolayisiyla daha oncede belirtildigi gibi sodyum selenatin GPx aktivitesini 6nemli
Olglide arttirmasi vasitasiyla ortamda var olan H2O2’i suya doniistiirmesinden dolayi
LPO olusumunu 6nemli 6l¢iide azaltabildigi distiniilmektedir. Bununla birlikte SH-
SYSY hiicre hattinda kombine ilacin (QSS) bilesenlerine (Q ve SS) kiyasla lipid
peroksidasyonunu sinerjistik bir sekilde daha fazla baskilayabildigi gortiilmektedir.

Calismamizda son oksidatif stres belirteci olarak SH-SYS5Y hiicrelerinde H20: ile
olusturulan in vitro nérodejenerasyon modelinde kuersetin (Q), sodyum selenat (SS) ve
ilag kombinasyonunun (QSS) hiicre disi AP@42) peptit seviyesi iizerindeki etkileri
arastirtldi. Bunun igin LDsg (200 uM) degerindeki H2O> varliginda SH-SYSY hiicreleri
Emax degerlerindeki Q, SS ve QSS ile 6n muamele edildi. Analiz sonunda SH-SY5Y
hiicrelerinde 200 pM H20O3 ile olusturulan in vitro nérodejenerasyon modelinde 200 uM
H202’nin kontrol grubuna gore Ap1-42) peptit seviyesi lizerindeki etkileri incelendiginde,
Tong et al. (2005); Ashabi et al. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmalar ile uyumlu olarak
H202’nin hiicre dis1 AP-42) peptit seviyesini dnemli bir miktarda arttirdigi gozlenlendi.
Ono et al. (2003) tarafindan yapilan ¢aligmada kuersetinin AP1-40) ve AP(1-42) peptitleri
olusumlarini ve AP fibrilizasyonunu engelledigi bildirilmistir. 200 uM H202 varliginda
10 uM kuersetin ile 6n muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde kuersetinin H20:
grubuna gore Ono et al. (2003) tarafindan yapilan ¢alismaya uygun olarak hiicre dist
AP(1-42) peptit olusumunu anlamli bir miktarda baskiladigi goriilmektedir. 200 uM H20:
varliginda 20 uM sodyum selenat ile 6n muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerinde
sodyum selenatin H2O> grubuna gore Jin et al. (2017) ve Chen et al. (2014) tarafindan
yapilan ¢alisma ile uyumlu bir sekilde hiicre dis1 AP-42) peptit olusumunu anlamli bir
miktarda azalttig1 goriilmektedir. Giunta et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada APP
genini asirt ifade eden transgenik Tg2576 farelerde balik yagi ve yesil cay EGCG
(Epigallokatesin gallat) kombinasyonunun AP olusumu ve AP -42) peptit miktarini ciddi
bir sekilde azalttigin1 bildirmislerdir. Kombine ilacin SH-SY5Y hiicrelerinde HO: ile
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olusturulan in vitro ndrodejenerasyon modelinde hiicre disi AP-42) peptit seviyesi
tizerindeki etkisi incelendiginde, kombine ilacin H2O2 grubuna gore Giunta et al. (2010)
tarafindan yapilan caligmada bildirildigi gibi hiicre dist AP@-42) peptit olusumunu
anlamli bir miktarda azalttig1 goriilmektedir. APP (amiloid 6ncii proteini) ndronal
hiicrelerde hiicre zarinda bulunan transmembran bir proteindir. Oksidatif stres
sartlarinda BACE-1 (B-sekretaz enzimi-1) aktivitesi artar ve APP proteini BACE-1 ve vy-
sekretaz enzimleri ile seri bir sekilde proteolitik kesilime ugrar ve 42 amino asit
uzunlugundaki AB-42) peptidide igeren ¢esitli amino asit uzunluklarinda (AB(1-40), AP(2s-
35) vs.) beta amiloid peptidlerinin olusumunu saglar. AP-42), beta amiloid peptidleri
arasinda agregasyona en meyilli ve en norotoksik olan beta amiloid formudur. Oksidatif
stres sartlarinda Ap1-42) peptit miktarinin artmasi néronal hiicrelerde i¢inde bulundugu
stres durumuna ilaveten AP@42) peptidi tarafindan da daha fazla oksidatif stres
olusturarak noronal hiicrelerde AP(1-42) peptit toksisitesine ve ndronal hiicre 6liimlerine
yol agar (LaFerla and Green 2012). Jiménez-Aliaga et al. (2011) tarafindan APPswe
SH-SYS5Y hiicrelerinde yapilan ¢alismada kuersetinin, BACE-1 (B-sekretaz enzimi-1)
aktivitesini ve AP fibrillerinin olusumunu engelledigi, AP fibrillerinin ayristirildig: ifade
edilmistir. Jin et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada ise mutant insan APPswe,
tauP301L ve fare PS1IM146V genlerini ifade eden icli transgenik (3xTg-AD)
Alzheimer hastaligi fare modelinde sodyum selenatin APP seviyesini degistirmedigi,
ancak BACEL, sAPPB ve CTFp seviyelerini belirgin sekilde azalttigi bildirilmistir.
Ayrica bu sonuglar ile birlikte sodyum selenatin AD faresinde AP@-42) peptit
seviyesindeki artis1 da engelledigi rapor edilmistir. 200 uM H20; varliginda H20-
grubunda SH-SYSY hiicrelerinde hiicre dis1 asirt AP-42) peptit artisinin sebebi olarak
calismamizin LPO basamaginda da belirttigimiz gibi yine H202 grubunda asir1 hiicre igi
ROS artis1 (Sekil 4.11) ve hiicre i¢i toplam antioksidan aktivitenin (Sekil 4.10) 6nemli
Olglide azalmasindan ve literatiirde de belirtildigi gibi BACE-1 enzimi aktivitesinin
artmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Calismada kombine ilag (QSS) ve
bilesenlerinin (Q ve SS) SH-SYS5Y hiicrelerinde hiicre disi AP-42) peptit liretimini
onemli Ol¢lide azaltmasinin sebebi; her {i¢ ilacinda Sekil 4.10°de goriildiigi gibi SH-
SYSY hiicrelerinin hiicre i¢i toplam antioksidan aktivitelerini yiiksek oranda arttirmasi
ve bu sayede SH-SYSY hiicrelerinde oksidatif stresi ve Jiménez-Aliaga et al. (2011);
Jin et al. (2017) tarafindan da bildirildigi gibi BACE-1 enzimi aktivitesini onemli
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Ol¢iide baskilayarak transmembran protein olan APP’nin amiloidojenik olmayan yolak
tizerinden kesilmesini saglayabilmesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bununla
birlikte kombine ilacin (QSS) ve bilesenlerinin (Q ve SS) birbirleri arasinda AB1-42)
peptit seviyesi iizerindeki etkileri kiyaslandiginda her ii¢ ilacinda istatistiksel olarak
benzer sekilde AP(1-42) peptit olusumunu baskiladigi ve kontrol grubu ile ayn1 AP-42)

peptit seviyesine kadar azalttiklart goriillmektedir.

Sonug olarak;

1. SH-SYS5Y insan néroblastoma hiicrelerinde H2O2 muamelesi sonrasi hiicre i¢i CAT
aktivitesi ile birlikte TAC i 6nemli seviyede azalmasi, bununla birlikte hiicre i¢i ROS
seviyesi, hiicresel LPO seviyesi ve hiicre dis1 insan AP1-42) peptidi konsantrasyonlarinin
onemli miktarda artmasi; H202’nin SH-SY5Y hiicrelerinde oksidatif strese yol a¢tiginin
gostergesidir.

2. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde H,O, muamelesi sonrasi mitokondriyal
membran potansiyelinin Oonemli seviyede azalmasi, apoptotik ve nekrotik hiicre
miktarlarinin 6nemli oranda artmast ve bu patofizyolojik olaylara bagli olarakta
hiicresel canliligin biiyiik oranda azalmasi; SH-SY5Y hiicrelerinde H20: ile tetiklenen
oksidatif stres kaynakli ndrodejenerasyonun gergeklestiginin gostergesidir.

3. SH-SYS5Y hiicrelerinde elde edilen oksidatif stres kaynakli nérodejenerasyona karsi

kombine ilag (QSS) ve bilesenlerinin (Q ve SS) 6n muamelesi sonucu;

a) QSS ve Q’nun hiicre i¢i CAT aktivitelerini ve TAC’larm arttiridigi, SS’nin ise
hiicre i¢ci CAT aktivitesi {lizerine herhangi bir etkisi goriilmez iken hiicre i¢ci TAC’1
onemli miktarda arttirdig tespit edilmistir.

b) QSS ve Q’nun hiicre i¢i ROS seviyelerini, hiicresel LPO seviyelerini ve hiicre disi
insan Af-42) peptidi konsantrasyonlarmi o6nemli miktarda azalttigi belirlenmistir.
SS’nin ise hiicre i¢i ROS seviyesi tizerine herhangi bir etkisi goriilmez iken hiicresel
LPO seviyelerini ve hiicre dist insan APu-42) peptidi konsantrasyonlarini onemli

miktarda azalttig1 gorilmustiir.
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c) QSS, Q ve SS’nin mitokondriyal membran potansiyelini dnemli seviyede arttirdigi,
apoptotik ve nekrotik hiicre miktarlarin1 6nemli oranda azalttig1 ve hiicresel canliligin

bliylik oranda artmasini sagladig: belirlenmistir.

4. QSS, Q ve SS’nin hiicresel antioksidan savunmayi arttirarak oksidatif stresi etkin
bir sekilde baskilayabildigi, baskilanan oksidatif stres ile birlikte mitokondriyal
membran potansiyelindeki azalmayi, apoptotik ve nekrotik hiicre kayiplarim
engelleyerek hiicresel canliligin artmasini sagladigi goriilmektedir.

5. Ayrica hiicre canlilik, hiicre ici antioksidan aktivite ve oksidatif stres testlerinden
elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde; kombine ilacin (QSS), bilesenlerine (Q
ve SS) gore SH-SYSY insan noroblastoma hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli
norodejenerasyona karsi sinerjistik ndroprotektif etki gosterdigi goriilmektedir.

6. Bu tez calismasinin ¢ok hedefli ilaclar veya ilag¢ karisimlar ile norodejeneratif
hastaliklara karst gerceklestirilecek sinerjistik noroprotektivite caligmalarina bir
basamak olusturabilecegi, bununla birlikte sinerjistik etkisi sayesinde QSS’nin oksidatif
stres ile iliskili norodejeneratif hastaliklarin tedavisi veya 6nlenmesi i¢in potansiyel bir
terapotik ilag aday1r olabilecegi ve boylece literatiire 6nemli bir katki saglayacagi

distiniilmektedir.
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