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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullamm haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bdliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasma liskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime acilir.

O Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karar1 ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir. (1)

O Enstitli / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime
acilmasi mezuniyet tarihimden itibaren .. ay ertelenmistir. (2)

O Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

....... [ociiid i
Selinay Basak ERDEMLI KOSE

L“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Ervisime Acilmasina Iligkin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam
etmesi durumunda, tez danigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, hentiz makaleye doniismemis veya patent
gibi yontemlerle korunmamis ve internetten paylasiimast durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulart iceren tezler hakkinda tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin
uygun goriisii lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile alti ayr asmamak iizere tezin
erisime agilmast engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlart veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik,
saglik vb. konulara iligkin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karar, tezin yapidigi kurum tarafindan verilir *. Kurum
ve kuruluslarla yapilan is birligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu
tarafindan verilir. Gizlilik karar verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karar
verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar ¢ercevesinde muhafaza edilir,
gizlilik kararimin kaldirilmast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

*Tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.
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OZET

Erdemli Kose, S.B., Cinsiyete Dayalh Farkhliklar Acisindan Metil Civa ve
Tiyomersalin  Toksisitelerinin  Insan  Noroblastoma  Hiicrelerinde
Karsilastirmah Olarak Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Programm Doktora Tezi, Ankara,
2022.0rganik civa bilesikleri, maruz kalma siiresi ve konsantrasyona bagli olarak
motor gelisim ve biligsel aktivitelerdeki bozulmalardan ciddi ndromotor degisikliklere
onemli norotoksik etkilere neden olmaktadir. Cinsiyet farkliliginin birgok
norodejeneratif bozuklugun fizyopatolojisinde 6nemli degisikliklere yol acabilecegi
bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda, metil civa ve etil civaya metabolize oldugu bilinen
tiyomersalin norotoksik etkilerinin insan néroblastoma hiicreleri (SH-SY5Y) tizerinde
incelenmesi amaglanmis ve farkli konsantrasyonlarda testosteron ve estradioliin
organik civa bilesikleri varliginda olas1 ndrotoksisite tizerindeki etkilerinin, oksidatif
stres parametreleri, ndroendokrin sistemdeki degisiklikler, oksidatif DNA ve RNA
hasarmin, hiicre 6liim mekanizmalarinin ve epigenetik degisikliklerin belirlenmesi
hedeflenmistir. Sitotoksisite deneylerinden elde edilen sonuglara gore tiyomersal ve
metil civa i¢in inhibitdr konsantrasyon 20 (IC20) dozlari sirasiyla 1,15 ve 2,93 uM
olarak belirlenmistir. 17p-estradiol ve testosteron igin yiiksek ve disiik
konsantrasyonlar olarak sirasiyla 7,5-0,75 uM ile 1-0,1 uM kullanilmistir. Gruplar;
kontrol, metil civa, tiyomersal, yiiksek testosteron/diisiik estradiol+tiyomersal, yiiksek
estradiol/diistlik testosteron+tiyomersal, yiiksek testosteron/diistlik estradiol+metil civa,
yiiksek estradiol/diislik testosteron+metil civa olarak tasarlanmistir. Noroblastoma
hiicrelerinde hem tiyomersal hem de metil civanin toksik etkilerinin oldugu;
tiyomersalin yliksek testosteron ortaminda toksik etkilerinin arttig1; estradiol ve
testosteronun tiyomersal ve metil civa kaynakli toksik etkiler iizerinde meydana
getirdigi degisikliklerin birbirinden farkli oldugu ve genel olarak estradioliin
toksisiteyi azaltici etki gosterdigi tespit edilmistir. Sonuglar organik civa bilesiklerine

kars1 erkek ve disilerde farkli ndronal yanitlar olusabilecegini diisiindiirmektedir.
Anahtar kelimeler: estradiol, metil civa, norotoksisite, testosteron, tiyomersal

Bu tez calismasi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje no: TDK-2020-18502.
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ABSTRACT

Erdemli Kose, S.B., Comparative Evaluation of the Toxicities of Methyl
Mercury and Thiomersal Regards to Gender-Based Differences in Human
Neuroblastoma Cells, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Pharmaceutical Toxicology Program, PhD Thesis, Ankara, 2022.
Depending on exposure time and concentration, organic mercury compounds
cause significant neurotoxic effects, ranging from deterioration in motor
development and cognitive activities to severe neuromotor alterations. It is known
that gender differences can lead to significant changes in the pathophysiology of
many neurodegenerative disorders. In this thesis, it was aimed to investigate the
neurotoxic effects of methyl mercury and thiomersal, a compound known to be
metabolized to ethyl mercury, in human neuroblastoma cells. In addition, in the
presence of organic mercury compounds, we aimed to determine the effects of
testosterone and estradiol at different concentrations on possible neurotoxicity
oxidative stress parameters, changes in the neuroendocrine system, oxidative
DNA and RNA damage, cell death mechanisms and epigenetic changes.
According to the results obtained from cytotoxicity experiments, the inhibitory
concentration 20 (1C2o) doses for thiomersal and methyl mercury were 1.15 and
2.93 uM, respectively. For 17p-estradiol, high and low doses were 7.5 and 0.75
uM whereas for testosterone 1 and 0.1 uM were used as high and low doses.
Groups were designed as control, methyl mercury, thiomersal, high
testosterone/low estradiol+thiomersal, high estradiol/low
testosterone+thiomersal, high testosterone/low estradiol+methyl mercury, high
estradiol/low testosterone+methyl mercury. It has been determined that both
thiomersal and methyl mercury had toxic effects on neuroblastoma cells; the toxic
effects of thiomersal specifically increased in high testosterone environment, the
changes caused by estradiol and testosterone on thiomersal, and methyl mercury-
induced toxic effects were different from each other, and that estradiol has a
toxicity reducing effect generally. The results suggest that different neuronal
responses may occur in males and females against organic mercury compounds.

Key words: estradiol, methyl mercury, neurotoxicity, testosterone, thiomersal

This thesis is supported by Hacettepe University Scientific Projects
Coordination Unit Fund. Project no: TDK-2020-18502.
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1. GIRIS

Criva simgesi Hg, atom agirlig1 200,5 g/mol, atom numarasi 80 ve yogunlugu
13,59 g/cm? olan, donma noktasinin -38,8°C olmasi nedeniyle oda sicakliginda sivi
olarak bulunan glimiis renginde bir metaldir. Elementler i¢inde en tehlikeli toksik
etkilere sahip olanlardan biridir ve organik civa formlarina maruziyet ¢ok yaygindir.
Metil civa ve etil civa en sik maruz kalinan organik civa tiirleridir (1). Civa bilesikleri,
basta merkezi sinir sistemi olmak iizere, beyin, bobrekler, kardiyovaskiiler sistem ve
bagisiklik sistemine zarar veren gok ¢esitli toksikolojik etkiler géstermektedir (2, 3).

Civa norotoksisitesinin altinda yatan hiicresel mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamakla birlikte, oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir
(4, 5). Metil civa ve etil civanin (tiyomersalin metabolizma {iriinii) in vitro olarak
metiyonin sentaz enzimini inhibe ettigi bildirilmistir (6). Bu enzim glutatyon sentezi
icin gereklidir ve civanin detoksifikasyonu birincil olarak glutatyon ile gergeklesir.
Detoksifikasyonu geciktiginde serbest civanin DNA, RNA ve histonlarin
metilasyonunu engelledigi, metilkobalamin, fosfatidilkolin ve nérotransmitterlerin
sentezini Onledigi goriilmiistiir. Bu etkiler sonucu saglikli beynin gelisim siireci
sekteye ugrar ve ¢ok sayida norolojik bozukluk ortaya ¢ikabilir (7).

Toksik metallerin saglik iizerindeki etkilerinin, toksikokinetikleri, etki
bicimleri ve duyarliliklar1 nedeniyle erkeklerde ve kadinlarda farkli sekilde ortaya
cikabilecegine dair kanitlar vardir. Genellikle deneysel toksikolojik arastirmalar igin
sadece erkek hayvanlar kullanilir. Bu nedenle bir¢cok calismada cinsiyete o6zgi
farkliliklarin etkileri (belirli hormon etkilesimleri, iki farkli cinsiyetteki etki
mekanizmas1 gibi) genellikle ihmal edilmektedir (8, 9). Civa gibi metallerin
metabolizmasinda ve toksisitesinde cinsiyet farkliliklar: olabilecegini gdsteren cesitli
calismalar bulunmaktadir (10-12). Bu farkliliklarin maruziyet dozu ve siiresi ile de
iliskili oldugu diisiiniilmektedir (9).

Caligmalar, Ostrojen ve testosteronun baskin olmasinin beyin i¢in hem avantaj
hem de dezavantajlara sahip oldugunu gostermektedir. Ostrojenlerin antioksidan
etkileri nedeniyle kadin beyninde koruyucu rol oynadigi vurgulanmaktadir. Erkek
beyninde yiiksek diizeyde testosteron bulunmasi, oksidan/antioksidan dengesinin
bozulmasini arttirabilecek etkenlerden biri olabilir. Bu nedenle, erkeklerin metallerin

neden oldugu norotoksisiteye daha duyarli olabilecegi ileri siiriilmektedir. Cesitli



epidemiyolojik ¢alismalar ve hayvan ¢alismalari bu 6neriyi desteklemektedir (8, 9, 13,
14).

Bu tez ¢alismasinda, siklikla maruz kalinan ¢evresel kirleticilerden biri olarak
tanimlanan ¢evresel yolla, gidalardan ve asilar basta olmak {izere ¢esitli farmasotik
preparatlar aracilifiyla maruz kalinan civanin organik tiirleri olan metil civa ve etil
civaya metabolize oldugu bilinen tiyomersalin (sodyum etil civa tiyosalisilat)
norotoksik etkilerinin SH-SYSY insan ndroblastoma hiicreleri iizerinde incelenmesi
ve farkli konsantrasyonlarda testosteron ve estradiol uygulamasiin bu bilesiklerin
olusturabilecegi norotoksisite lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Olas1 norotoksisite, oksidatif stres parametreleri ve serotonin, dopamin,
serotonin tastyici protein (SERT) ve dopamin tasiyici protein (DAT) diizeylerinin
Olciilmesi, oksidatif DNA ve RNA hasarmin, hiicre 6liim mekanizmalarinin ve

epigenetik degisikliklerin belirlenmesi ile degerlendirilmistir.

Tez ¢aligmasindan elde edilen verilerin karsilagtirmali degerlendirilmesi ile:

e Metil civa ve tiyomersalin ¢alisilan hiicre hatt1 izerinde toksik etkileri oldugu,
metil civa uygulanan hiicrelerde bu toksik etkilerin genellikle daha siddetli
gorildiigii; ancak tiyomersal maruziyetinin meydana getirdigi toksik etkilerin
thmal edilemeyecek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla tiyomersal
toksisitesinin  degerlendirilmesinde, metil civanin referans olarak
gosterilmesinin tam olarak uygun olmayacagi ancak tiyomersal kaynakli civa

maruziyetinin de son derece dnemli toksik etkilere neden oldugu belirlenmistir.

e Farkli konsantrasyonlarda seks steroid hormonlari uygulamasi ile taklit
edilmeye calisilan kadin ve erkek beyin modellerinde, olusturulan yiiksek
estradiol/diisiik testosteron ve yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortamlarinda
metil civa ve tiyomersal kaynakli toksik etkilerde degisiklikler oldugu tespit
edilmistir. Modellemenin ilgili maddeler i¢in kullanilan hiicre hattinda ve
degerlendirilen parametreler iizerinde cinsiyet farkinin etkisini incelemek

adina basarili oldugu goriilmustiir.



Tiyomersalin 6zellikle baz1 parametrelerde yiiksek testosteron/diisiik estradiol
ortaminda toksik etkilerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu durum testosteronun
tiyomersal kaynakli toksik etkileri daha da giiclendirebilecegini

gostermektedir.

Estradiol ve testosteronun tiyomersal ve metil civa kaynakli toksik etkiler
tizerinde meydana getirdigi degisikliklerin birbirinden farkli oldugu, bazi
parametreler lizerinde estradioliin diizeltici etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu
durum farkli kimyasal maddelere karsi erkek ve disi organizmalarda farkli
toksikokinetik siirecler isleyebilecegini de diisiindiirmektedir. Deneysel
calismalar planlanirken, toksik maddelerle ilgili maruziyet diizenlemeleri
yapilirken, tedavi siireglerinde doz ve yan etki planlamalar1 yapilirken bu

farkliliklarin g6z 6niinde bulundurulmasi 6nem tasiyabilir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Civa

Civa en yaygin kullanilan metallerden biridir ve hem ¢evreye hem de insan
sagligina risk olusturan kiiresel bir kirleticidir (15). Endiistriyel faaliyetler, altin
madenciligi, tibbi ve kozmetik kullanimlar ve fosil yakitlarin kullanimi nedeniyle civa
maruziyeti diinya ¢apinda siirekli artis gostermektedir. Civa fosil yakitlarin, endiistri
ve tarimda kullanilan bilesiklerin ve atiklarin islenmesi nedeniyle cevreye girer.
Biyosfere salinan civa binlerce yil boyunca katlanarak birikir. 2000’li yillarda
biyosferdeki civa igeriginin endiistri Oncesi donemin 2 ila 5 kati oldugu
diisiiniilmektedir (16, 17). Civa ii¢ farkl1 degerlik (Hg?, Hg'*, Hg?") alabilir ve dogada
metalik form ile inorganik ve organik kompleksleri halinde bulunur. Civanin dogal
kiiresel biyojeokimyasal dongiisii, elementin topraktan ve yilizey sularindan gaz
halinde salinimi, atmosferik taginimi, topraga ve yiizey sularina yeniden birikmesi,
bilesigin toprak veya tortu parcaciklari tarafindan emilmesi ve kara ve ylizey
sularindan yeniden buharlagmasi seklinde 6zetlenebilir (18). Cevreye girdikten sonra,
farkli civa formlar1 arasinda karsilikli dontlistim meydana gelebilir. Partikiile bagl civa
atmosferik partikiil madde tizerinde adsorbe edilmis hem kararli yogunlagtirilmig hem
de gaz halindeki formlar dahil olmak iizere, havadaki Hg i¢ceren tiim pargaciklardan
olusur. Partikiile bagh civa ¢éziinmeyen civa siilfiire doniisebilir ve ¢okelebilir veya
atmosfere yeniden giren veya su ve karasal gida zincirlerinde biyolojik olarak biriken
daha ugucu veya ¢oziiniir formlara biyolojik olarak doniisebilir (16).

Cevherlerde bulunan form olan civa siilfiir, civanin dogal seklidir. Cevheri
iceren kayalarin aginmasi veya temel olarak fosil yakitlarin yakilmasi gibi insan
faaliyetleri yoluyla havaya salinabilir. Civa bir kez havaya salindiginda uzun mesafeler
kat edebilen ve wuzak bolgeleri etkileyebilen kiiresel bir kirleticidir. Su
kontaminasyonu, dogal veya antropojenik kaynaklarla kontamine olmus akan sudan
veya hava birikiminden meydana gelebilir. Genel popiilasyonun civaya maruz
kalmasmin potansiyel kaynaklari, ortam havasindaki civa buharlarinin solunmas,
i¢cme suyunun ve civa ile kontamine gida maddelerinin tiiketilmesi ve dis amalgamlari
ve civali bilesikleri iceren tibbi preparatlardir. Civa dogal ve antropojenik

kaynaklardan ¢ikip okyanus, deniz, g6l ve nehirlere girerek, sucul mikrobiyota



aracilifiyla metil civaya doniistiiriiliir. Metil civa balik ve kabuklu deniz iirtinleri de
dahil olmak iizere sucul besin aglarida biyolojik olarak birikir. Insanlar ve yaban
hayati metil civaya dncelikle kontamine baliklarin, ton baligi, kilig baligi, kopekbalig
ve balina gibi 0zellikle biylik yirtict balik tiirlerinin tiikketimi yoluyla maruz
kalmaktadir (19). Ton baligindaki civa igeriginin yilda %4 artis gosterdigi ve
gectigimiz 1000 yilda 1000 kattan fazla arttig1 bildirilmektedir (20). Balik tiikketiminin
yant sira, 6nemli bir antropojenik civa kaynagi da yaklasik %50’si civadan olusan
dental amalgamlardir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 1991 yilinda genel popiilasyonda
giinliik ortalama en yiiksek civa aliminin dental amalgamlardan kaynaklandigin
belirtmistir (21). Diger 6nemli maruziyet kaynaklari da basta asilar olmak iizere gesitli
tibbi ilag ve kozmetik lirlinlerde kullanilan civa i¢eren koruyuculardir (22).

Cesitli civa formlarinin insan popiilasyonlar: iizerinde farkli toksik etkilere
sahip olabilecegi bildirilmistir (15). Civa dogrudan kan beyin engelini gegebilir ve
ozellikle gorsel korteks, serebellum ve omurilikte yiiksek miktarlarda birikir. Civa
ayrica endoplazmik retikulum (ER), mitokondri ve golgi cisimcigi gibi membrandz
organellere baglanir ve islevlerini bozar (23). Civa bilesikleri, basta merkezi sinir
sistemi olmak tiizere, beyin, bobrekler, kardiyovaskiiler sistem ve bagisiklik sistemine
zarar veren ¢ok cesitli toksik etkiler gdstermektedir (2, 3). Metil civa ve inorganik civa
bilesiklerine toksisite esiginin lizerindeki diizeylerde maruz kalma, diizenli balik
tilketimi veya mesleki temas yoluyla meydana gelir ve uzun yillardir toksikolojik
olarak biiyiik bir endise uyandirmaktadir (2, 24, 25). Dis hekimligi uygulamalarinda
ctva buhart salan dental amalgam dolgularin kullanimi nedeniyle hem dis hekimleri
hem de hastalar i¢in civa maruziyeti de yine dnem arz etmektedir (2). Tiyomersal gibi
cwva bilesiklerinin ilaclarda ve antiseptiklerde kullanimi1 azalmakla birlikte bazi
asilarda, kozmetik ve tibbi tiriinlerde koruyucu olarak halen kullanilmaktadir (26).

Civa bilesikleri yeni toksik maddeler olmamasina ragmen, molekiiler toksisite
mekanizmalar1 hakkinda, 6zellikle tiyomersal ve onun pargalanma iriini etil civa
hakkinda 6nemli bir bilgi eksikligi vardir. Etil civa ve tiyosalisilik asitten olusan bir
civa tiirevi olan tiyomersal, asilarda, dermatolojik ve okiiler preparatlarda koruyucu
amacla yaygin olarak kullanilmaktadir. Klinik civa maruziyetinin ana yolu tiyomersal
iceren asilardir (27) ve gelismis lilkelerin cogunda ¢cocuklara normal olarak tiyomersal

icermeyen agilar yapilirken, gelismekte olan iilkelerde farkli dozlarda tiyomersal



iceren asilar bulunmaktadir (26, 28). Tiyomersal igceren asilara erken yasta maruziyeti
ele alan deneysel ¢aligmalar, maruz kalan fetuslarda, yenidoganlarda ve bebeklerde,
crvanin kanda toksik etki gosterecek yeterli konsantrasyonda tespit edildigini ve beyne
ulastigini; norolojik bir etki olusturacak ve norogelisimi etkileyecek siirede
organizmada kaldigin1 gostermektedir (3, 28). Epidemiyolojik calismalarla farkli
dozlarda civa bilesiklerine maruz kalma degerlendirilmis ve diisiik civa diizeylerinin
bile beyin fonksiyonlar1 iizerinde olumsuz etkilere neden oldugu, ¢ocuklarda
norodavranigsal gelisime miidahale edebilecegi ve ayrica bagisiklik sistemini de
etkileyebilecegi; yetiskinlerde ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
ilerlemesine neden olabilecegi bildirilmistir (29-34).

Farkli  caligmalarda, civa maruziyeti norogelisimsel hastaliklarla
iligkilendirilmistir. Ayrica gelisimsel donemde c1vaya maruz kalmanin otizmde oldugu
gibi 6grenme bozukluklarmma ve davranigsal anormalliklere neden olabilecegi one
stiriilmiistiir. Bazi aragtirmacilar, erken yasta tiyomersal maruziyetinin “Otizm
Spektrum Bozukluklar1 (OSB)” gelisimi i¢in Onemli bir faktér olabilecegini
belirtmektedir (35, 36). Toksik metallerin saglik {izerindeki etkilerinin,
toksikokinetikleri, etki bigimleri ve duyarliliklar1 nedeniyle erkeklerde ve kadinlarda
farkli sekilde ortaya ¢ikabilecegine dair kanitlar vardir. Genellikle deneysel
toksikolojik arastirmalar i¢in sadece erkek hayvanlar kullanilir. Bu nedenle, birgok
calismada cinsiyete 6zgii farkliliklarin etkileri (belirli hormon etkilesimleri, iki farkl
cinsiyetteki etki mekanizmasi gibi) genellikle ihmal edilmektedir. Ayrica, son yillara
kadar cevresel saglik risk degerlendirmesi ve toksisite ¢alismalarinin gogunda cinsiyet

farkliliklar gerektigi kadar dikkate alinmamustir (8, 9).
2.2. Organik Civa Bilesikleri

Organik civa formlari, elementel civa karbon ile temas ettiginde olusur. Metil
civa ve etil civa en sik rastlanan organik civa tlirleridir (Sekil 2.1.) (1). Genellikle “kisa
zincirli ctva molekiilleri” olarak adlandirilirlar. Her iki bilesik i¢in de primatlarda ana
hedef merkezi sinir sistemidir. Etil civa bilesikleri, metil civa formlarina gore viicutta
inorganik civaya daha hizli donistiiriildiikleri ve bobrek hasart meydana
getirebildikleri igin toksisiteleri farkliik gosterir (37). Metabolitleri olan

organomerkiiriyal katyonun, merkezi sinir sisteminde ve bdbrekte toksisite



olusturmaktan sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Metil civanin viicuttaki yiiksek
mobilitesi, aminoasit sistein ile bir kompleks olugturmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
kompleksin yapisi, biiylik ve notral bir aminoasit olan metiyonine benzer ve bu
benzerlik sayesinde ilgili tasiyici {izerinden hiicrelere giris kabiliyeti kazanir. Metil
cva indirgenmis glutatyon (GSH) ile bir kompleks olusturarak hiicrelerden ¢ikar.

Metil civa hakkinda etil civadan ¢ok daha fazla toksikolojik bilgi mevcuttur (37).

HaC_Hg"* HsC—Hg"*

Etil Civa Metil Civa
Sekil 2.1. Metil Civa ve Etil Civa Bilesiklerinin Kimyasal Yapis1

Cevre ve besinlerde kirletici olarak en ¢ok bulunan organik civa tiirii olan metil
cwva, sucul ortamlarda inorganik civanin mikroorganizma aracilikli bakteriyel
metilasyonu ile olusan giiglii bir norotoksik ajandir (15). Yapisal 6zelliklerinden
dolayi, metil civa, insanlar tarafindan besin olarak tiiketilen sucul canlilar da dahil
olmak {iizere bir¢ok organizmanin yag dokusunda birikir. Insanlar metil civaya
ozellikle gidalar (balik, deniz {iriinleri, balik tiiketen hayvanlar) aracilifiyla maruz
kalir (38). Tiim civa formlari toksik olmasina ragmen, metil civa kii¢iik bir molekiil
oldugu i¢in kan beyin bariyerini daha hizli ve yiiksek miktarlarda asarak
norotoksisiteye neden olabilir (39). Kalkarin korteks tutulumuna bagli olarak gérme
alan1 daralmasi, somatosensor korteks tutulumuna bagli duyusal bozukluk ve
serebellumun graniil hiicreli néronlariin tutulumuna bagli serebellar ataksi metil civa
zehirlenmesine bagli olarak gelisen yaygin ve karakteristik patolojik durumlardir.
Maruziyet sonucu meydana gelen diger norolojik bozukluklar dizartri, postural ve
aksiyon halinde titremeler, bilissel bozukluk, isitme kayb1 ve denge bozukluklaridir
(40). Ana hedefin serebellum oldugu bilinmekle birlikte, metil civanin spesifik hiicre
tipleri lizerindeki toksik etkileri belirsizligini korumaktadir (39). Etil civanin toksisite
profilinin metil civadan farkli oldugu diisiiniilmektedir. In utero etil civa ve metil
civaya birlikte maruz kalmanin, maddelere ayr1 ayr1 maruz kalmaktan ¢ok daha fazla

norotoksik etki yaratabildigi bildirilmistir (41).



2.2.1. Metil Civa

Metil civa insanlarda, 6zellikle beyinleri heniiz gelisme asamasinda olan ve bu
nedenle ekzojen toksik maddelere karsi daha hassas olan ¢ocuklarda ciddi saglik
riskleri olusturan ¢evresel bir toksik bilesiktir (42-44). Metil civaya kontamine gidalar
yoluyla maruz kalindiginda diyetten kan dolagimina kolayca emilir ve beyin dahil tim
dokulara dagilir. Sistein gibi kiiciik molekiiller ile tiyol kompleksleri olusturma
yeteneginden dolay1 viicutta yiiksek hareketlilik sergiler (45). Beyindeki metil civa
birikiminin kinetigi, karaciger veya bobrek gibi periferik organlarinkinden farklidir
(46). Canlilarda metil civaya maruziyet sonrasi siddeti biiyilk Ol¢lide dozun
biiyiikliigiine bagl olan, bir dizi olumsuz saglik etkisi gozlendigi bilinmektedir.
Minamata Korfezi ve Irak’taki zehirlenme olaylar1 sirasinda asir1 yliksek dozda
maruziyetlere bagli olarak oOliimler ve yikici norolojik hasarlar gozlemlenmistir.
Fetusun metil civa maruziyetine karst yetiskinlerden ¢ok daha hassas oldugu
bildirilmigtir. In utero maruziyetin gelisen merkezi sinir sisteminde geri doniisii
olmayan hasara neden olma potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir (19). Minamata
Korfezi ve Irak olaylar1 sirasinda metil civaya in utero maruz kalan bebeklerin, zeka
geriligi, nobetler, serebral palsi, korliikk ve sagirlik gibi ciddi engellerle dogduklar
bildirilmigtir. Annenin kronik balik tiiketiminden kaynaklanan ¢ok daha diisiik
dozlarda maruziyet sonucu ise, bebeklerin yasamin ilk birka¢ ayinda normal
goriinebildigi; ancak daha sonra belirli norolojik noktalarda eksiklikler (IQ
eksiklikleri, anormal kas tonusu, motor islevde azalma, dikkat ve gorsel-uzaysal
algilama ve yeteneklerde bozulma) gosterebildigi tespit edilmistir. Japonya, Irak ve
ABD’deki insan zehirlenmesi vakalari, cocukluk ve yetiskinlik déneminde
gerceklesen maruziyetlerin, merkezi sinir sistemine zarar verebildigini ve ilk toksisite
belirtilerinin genellikle maruziyet sona erdikten birka¢g ay sonra ortaya ¢iktigini
gostermistir (19, 47). Merkezi sinir sisteminde metil civanin hem insanlarda hem de
hayvan modellerinde nérojenez ve hiicre sag kalimi gibi gelisimsel siire¢lere miidahale
ettigi bildirilmistir (4, 48-51). Insanlarda, 6zellikle fetusta ve ¢ocuklarda maruziyet
diizeyini tahmin etmek zordur ve noérotoksisite i¢in etkili tedaviler heniiz
tanimlanmamigtir. Civa norotoksisitesinin altinda yatan hiicresel mekanizmalar tam
olarak aydinlatilamamakla birlikte oksidatif stresin merkezi bir rol oynadigi

disiiniilmektedir (4, 5). Metil civaya gelisimsel olarak maruz kalmanin olumsuz



etkileri arasinda psikomotor gelisimde gecikme, anormal refleksler ve sensorimotor ve
biligsel islev bozuklugu yer alir (52-56). Kemirgenlerde de gebelik ve/veya dogum
sonrasi erken gelisim sirasinda metil civaya erken maruziyetin ardindan eksiklikler
gozlenmistir. Bu eksiklikler, labirent 6grenme ve akilda tutmada bozulmalar, spontan
motor aktivitede degisiklikler ve normal refleksif davranislarin gelisiminde

gecikmeler olarak kendini gostermistir (57-65).
2.2.2. Tiyomersal

Tiyomersal (etil(2-merkaptobenzoato-(2-)-O,S) merkiirat (1-) sodyum)
asilarda yer alan ve toksik etkileri oldugu bilinen, “timerosal” olarak da adlandirilan
bir bilesiktir. Bu bilesik esas olarak “sodyum etil civa tiyosalisilat”dir ve agirlikca

%49,8 c1va igerir.

CHs;
Sekil 2.2. Tiyomersal Bilesiginin Kimyasal Yapisi

1930’larin baslarinda, “thimerosal” ve “merthiolate” ticari isimleri altinda etil
civa tiyosalisilatin, birgok tibbi preparat ve asida koruyucu olarak kullanilmaya
baslanmasiyla, insanlarin bu maddeye farmasétik iirtinler araciligiyla da maruziyeti
ortaya ¢ikmistir. As1 iceren ¢cok kullanimli siseler, enjektor ignesi as1 sivist ile bir¢ok
kez temas ettiginden, {iriin igeriginde koruyucu bulunmasi gerekmektedir (66).
Tiyomersal, baslica prezervatif (antibakteriyel ve antifungal) olarak asilarin raf
Omriinii arttirmakta kullanilir; ayrica immiinoglobulin preparatlari, cilt testi antijenleri,
antivenomlar, oftalmik ve nazal {iriinler ve dovme miirekkepleri gibi {iriinlerde de

koruyucu olarak yer alir. Oftalmik soliisyonlar, lens temizleme soliisyonlar1, gz
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makyaj1 Uriinleri ve géz makyaji temizlemekte kullanilan soliisyonlarda siklikla
kullanilan tiyomersalin, alerji ve iritasyon gelismesine neden oldugu; dermatit ve
konjonktivit gibi durumlara neden olabilecegi bildirilmistir (66, 67). Tiyomersalin
kullaniminin olasi toksik etkileri 2001 yilina kadar dikkat ¢cekmemisken, giinlimiizde
ABD’deki ¢ocukluk ¢ag1 asilarinin ¢ogu tiyomersal igermemektedir ancak eriskinlerde
kullanilan  tetanoz, tetanoz-difteri, tetanoz-difteri-bogmaca, influenza ve
meningokokkal polisakkarit asilarinda tiyomersal halen koruyucu olarak
kullanilmaktadir. influenza asis1 i¢in tiyomersal dozu azaltilmis ya da tiyomersal
icermeyen alternatifler de bulunmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde
cocukluk c¢aginda tiyomersal igeren asilarin kullanimi halen devam etmektedir.
Tiirkiye’de bu asilara ek olarak karma asilar, kuduz, hepatit B ve tetanoz-difteri
asilarinda da tiyomersal bulunmaktadir (37, 68). Son yillarda hepatit B ve influenza
asilar1 gibi rutin bagisiklamada 6nerilen bazi agilarda tiyomersal bulunmasi bazi saglik
sorunlarin1 giindeme getirmistir. Bebeklik doneminde tiyomersal maruziyetin OSB,
“Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu (ADHD, DEHB)” ve tik bozukluklar1 gibi
norogelisimsel bozukluklarin riskini artirdigini 6ne siiren ¢alismalar vardir (69).
DSO’ye bagh As1 Giivenliligi Kiiresel Danisma Komitesi (GACVS)
tiyomersalin olas1 toksisitesini Agustos 2000’deki bir toplantida degerlendirmistir.
Tiyomersal, ¢cocuklarda otizmle iliskilendirildikten sonra alinan Onlemler sonucu,
glinimiizde ¢ocuklara uygulanan agilarin bir¢ogunda kullanilmamaktadir. Ancak,
yetiskinler icin influenza, tetanoz, hepatit, pnomokok ve keneler nedeniyle
olusabilecek meningo-ensefalit asilar1 halen tiyomersal igermektedir. Biiyiik Britanya,
Kuzey Irlanda ve Danimarka’da, koruyucu olarak tiyomersal igeren asilarla asilama
ve ndro-davranigsal bozukluklarin sikligi arasindaki iligkiyi arastiran dort farkl
epidemiyolojik calismadan elde edilen bulgular, bebeklerde mevcut tiyomersal igeren
agilarin  gilivenliginde sorun olmadigint bildirmistir (70-73). Ulusal asilama
programinda tiyomersal iceren asilarin kesilmesinin ardindan ABD’de norogelisimsel
bozukluklarin  goriilme sikliginda azalma oldugunu iddia eden calismalar
yayilanmistir (74, 75). Ancak, GACVS caligmalarin tasarlanma seklini ve veri
kaynaklarint uygun bulmadigindan ilgili calismalarin sonuglarmin ikna edici
olmadigmi bildirmistir. GACVS en son karar olarak farmakokinetik ve gelisimsel

caligmalarin asilarda tiyomersal gilivenligi konusundaki endiseleri desteklemedigi
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sonucuna varmistir. Yine de devam etmekte olan calismalardan dogabilecek tiim
epidemiyolojik veriler de dahil olmak {izere kanitlar1 incelemeye devam edecegini
belirtmistir. Bu nedenle, halen tiyomersalin asilar i¢in giivenlik konusu olup olmadigi

tartismalidir (76).
2.3. Erkek ve Kadin Beyninde Cinsiyet Farkhiliklar:

Erkek ve kadin beyinlerinin morfolojisi ve islevleri {iizerine yapilan
arastirmalar, bazi beyin yapilarinin cinsel olarak dimorfik oldugunu gdstermektedir.
Beyin ve ilgili bolgeler cinsiyetler arasinda biyokimyasal, fonksiyonel ve anatomik
farkliliklar gostermektedir (77). Anatomik farkliliklar, boyut ve agirliktaki
degisiklikleri, gri cevher beyaz cevher oranini, beynin gesitli bolgelerindeki yapisal
farkliliklar igerir. Ornegin, erkek beyni kadm beyninden daha agirdir ve erkeklerin
bas cevresi kadinlardan daha biiyiiktiir. Ancak, bu farkin viicut agirhigr ile
karsilastirildiginda nispi bir fark olmadigi goriilmektedir (78). Gri ve beyaz cevher
oranlar1 incelendiginde, erkek beyninde gri cevher, kadin beyninde ise beyaz cevherin
daha fazla oldugu bildirilmistir (79). Ek olarak, bir¢ok ndrokimyasal cinsel dimorfizm,
norotransmitter sistemleri ve anatomik farkliliklari igerir. Tiim bu degisiklikler beynin
norolojik hastaliklara farkli tepkiler vermesine neden olur. Ayrica, bazi ndrolojik ve
fizyolojik hastaliklarin tedavisi iki cinsiyette farklilik gosterebilmektedir (80).
Cinsiyet hormonlariin epigenetik etkilerinden dolayr farkli cinsiyetlerde beyin
fonksiyonlarinda farkliliklar meydana gelebilir. Son yillarda insan ve hayvan
caligmalari, norotoksisitede cinsiyet farkliliklarinin beklenenden daha yaygin
oldugunu ortaya koymustur. Cinsiyete 6zgii sesmptomlarin taninmasi, risk faktorlerinin
gozlenmesi ve cinsiyetin kisiyi belirli metallerin ve kimyasallarin toksisitesine karsi
daha savunmasiz hale getirebilecegini bilmek, etkili dnleme ve tedavi stratejileri igin
son derece 6nemlidir (81).

Insanlarda ana seks hormonlar1 olarak gdrev yapan Ostrojen ve testosteron,
hiicrenin ¢ekirdek, sitozol ve hiicre zar1 gibi farkli boliimlerindeki spesifik steroid
hormon reseptdrlerine baglanarak islevlerini yerine getirir. Ostrojen ve testosteron
kadin ve erkek viicudundaki farkliliklar1 belirleyerek, farkli cinsiyet 6zelliklerine yol
acar. Seks hormonlarinin uzun veya kisa vadeli etkileri, baglandiklar1 yere ve asagi

gen aktivasyonuna gore belirlenir (82-84). Cinsiyet hormonu reseptorleri farkli hiicre
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tiplerinde bulunur. Ancak bu reseptorler, tim dogum 6ncesi, dogum sonrasi ve yetiskin
beyinlerinde farkli ekspresyonlar gosterir. Bu nedenle, cinsiyet hormonlarinin
diizeyleri ve etkilesimleri yasamin belirli donemlerinde farklilik gosterebilir ve etkileri
kesinlikle iki cinsiyet arasinda farklilik gosterebilir (85-87).

Ostrojenlerin vazoprotektif ve ndroprotektif etkileri vardir (88). Cesitli in vitro
caligmalarda, estradioliin farmakolojik ve fizyolojik konsantrasyonlarda noronlari
oksidatif strese kars1 korudugu gosterilmistir (89-91). Ancak, erkek beynindeki yiiksek
testosteron diizeyleri, oksidatif strese neden olabilir. Testosteron beyindeki ve
noronlardaki antioksidan diizeylerini azaltabilir ve bu etki norodejenerasyona yol
acabilir (92-94). Ote yandan, diisiik testosteron diizeyleri, erken yaslanma, diyabet,
obezite, cinsel islev bozuklugu ve inme gibi cesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir
(95).

Criva gibi metallerin metabolizmasinda ve toksisitesinde cinsiyet farkliliklari
olabilecegini gosteren ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir (10-12). Bu farkliliklarin
maruziyet dozu ve siiresi ile iligkili oldugu disilinilmektedir. Kadin ve erkek
bedenlerinde bu 6zel metallerin atilimi1 ve birikimi agik¢a farklidir. Bu olay, farklh
cinsiyetlerde ksenobiyotik metabolize edici enzimlerin aktivite ve miktarlarindaki
farklilikla ilgilidir (9). Calismalar, dstrojen ve testosteronun baskin olmasinin beyin
i¢in hem avantaj hem de dezavantajlara sahip oldugunu gdstermektedir. Ostrojenlerin
antioksidan  etkileri nedeniyle kadin beyninde koruyucu rol oynadigi
vurgulanmaktadir. Metaller merkezi sinir sisteminde oksidatif strese neden olabilir.
Erkek beyninde yiiksek diizeyde testosteron bulunmasi, oksidan/antioksidan
dengesinin bozulmasini siddetlendirebilir. Bu nedenle erkeklerin bazi agir metallerin
neden oldugu ndrotoksisiteye daha duyarli olabilecegi ileri siiriilmektedir. Cesitli
epidemiyolojik ¢alismalar ve hayvan c¢alismalar1 bu 6neriyi desteklemektedir (8, 9, 13,
14).

Cinsiyet ve bagisiklik tepkileri arasindaki iligki incelendiginde, bazi bulasict
hastaliklarin prevalans1 ve iki cinsiyetteki diren¢ farki ortaya konmustur. Disiler,
erkeklerden daha giiclii bagisiklik tepkileri sergileyebilir. Erkeklerin ¢ok cesitli
hastaliklara ve enfeksiyonlara kars1 daha duyarli olduklar ileri siiriilmektedir. Bu
periferik immiin yamittaki farkliliklar, otoimmiin hastaliklarin gelisiminde de rol

oynayabilir (96, 97). Proinflamatuvar sitokinlerin asir1 tiretimi gibi olaylarin gesitli
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ndrolojik hastaliklarin ve nérodejeneratif bozukluklarin baglamasinda ve ilerlemesinde
rol oynadig1 bilinmektedir. Inme (98, 99), multipl skleroz (MS) (100), amyotrofik
lateral skleroz (ALS) (101), Alzheimer Hastaligi (AH) (102, 103) ve Parkinson
Hastaligi (PH)’nda (104) nérodejenerasyon bolgelerinde inflamatuvar mediyatorler
sentezlenir. Noroenflamasyonun steroidler veya steroid olmayan ilaglar tarafindan
inhibisyonu, noérodejenerasyonun azalmasina neden olur (105, 106). Beyindeki
bagisiklik fonksiyonu ve enflamatuvar stiregler, seks steroidlerinden, Ozellikle
estradiolden etkilenebilir (107, 108). Ostrojenler hiicresel diizeyde noroinflamatuvar
kaskadin aktivasyonunu azaltarak ve molekiiler faktorlerin salinimini inhibe ederek
enflamatuvar yanitin ilerlemesini engellerler (109, 110). Ostrojenlerin néroprotektif
etkileri, immiinomodiilator etkileri ile dogrudan iligkilidir. Bu nedenle, farkli biyolojik
ve kimyasal ajanlara kars1 bagisiklik tepkilerinde cinsiyet farkliligi, arastirilmasi

gereken ¢ok onemli bir konu olarak 6ne ¢ikmaktadir (111-114).
2.3.1. Estradiol

Kadinlarda ostrojenler oncelikle yumurtaliklar ve gebelik sirasinda plasenta
tarafindan tiretilirken, testosteron adrenal bezlerden ve erkeklerde testisler tarafindan
salgilanir. Ostrojenler vazoprotektif etkileri ile bilinirler. Farmakolojik ve fizyolojik
konsantrasyonlarda farkli etki mekanizmalar1 sergilerler (88). Cesitli ¢aligmalarda
estradioliin lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi, ndronlar1 in vitro oksidatif strese karsi
korudugu ve farmakolojik konsantrasyonlarda glutamat kaynakli eksitotoksisiteye
kars1 korudugu bildirilmistir (89-91). Fizyolojik konsantrasyonlarda ostrojenler, gen
ekspresyonunu uyararak veya baskilayarak Ostrojen reseptorleri lizerinde etkilerini
gosterirler (88).

Ostrojenlerin néroprotektif etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Epidemiyolojik
caligmalarda kadinlarda norodejeneratif bozukluklarin goériilme sikliginin genellikle
erkeklere gore daha diisiik oldugu bildirilmistir. Ancak bu etkilerin mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamustir (88). Ostrojenler ayrica ndroprotektif ajanlar olarak islev

gorerek B-amiloid birikimini modiile edebilir (94).
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2.3.2. Testosteron

Ureme islevlerini yerine getirmekle sorumlu ana erkek cinsiyet hormonu olan
testosteron 1930’larda kesfedilmistir (95). Testosteron, erkeklerde testisler (Leydig
hiicreleri tarafindan), kadinlarda yumurtaliklar (yumurtalik folikiiler hiicreleri
tarafindan) ve adrenal bezler tarafindan iiretilir. Bu androjen, seks hormonu baglayici
globulin (SHBG) ve albiimine bagl olarak taginir. SHBG diizeyleri erkeklerde yasla
birlikte artar. Bu nedenle erkeklerde serbest testosteron diizeyleri 60 yasa kadar
azalmakta ve en dustik diizeylere ulagsmaktadir (115). Testosteronun farkli doku, organ
ve sistemler tizerinde ¢esitli etkileri vardir. Testosteron kas ve kemik kiitlesi, libido,
yag dagilimi, cinsel islev, kirmizi kan hiicresi tiretimi ve sa¢ uzamasidan sorumludur
ve iireme islevlerine ek olarak merkezi sinir sisteminin gelisimini etkiler. Serbest
testosteron kan-beyin bariyerini gegebilir ve boylece néronlari etkileyebilir (116).

Diistik testosteron diizeyleri, erken yaslanma, obezite, cinsel islev bozuklugu,
diyabet ve inme gibi ¢esitli hastaliklarla iliskilidir (95). Yiiksek testosteron diizeyleri
kardiyovaskiiler sisteme zararli olabilir (117). Testosteron, antioksidan diizeylerini
azaltabilir ve bu nedenle beyindeki oksidatif stresi artirabilir. Ancak oksidasyonun tiirii
beyindeki kosullara gore degisebilmektedir (94). Ayrica, testosteronun siganlarda
oksidatif stresin neden oldugu norotoksisiteyi arttirdigi ve ndrodejenerasyona yol
actigi bildirilmistir (93). Orsiektomi beyindeki oksidatif stresi artirabilir. Erkek
farelerde kastrasyonun striatum ve substantia nigrada dopaminerjik néronlarin
kaybina ve ardindan PH ile iliskili patogenezin uyarilmasina neden olabilecegi tespit
edilmistir (118). Ek olarak, yiiksek testosteron diizeylerinin, erkek hastalarda
muhtemelen yiiksek oksidatif stres nedeniyle biligsel gerileme ile iliskili oldugu
gosterilmistir (93). Tim bu veriler, testosteron ve norodejeneratif hastaliklar

arasindaki etkilesim i¢in bir agiklama olabilir.
2.4. Norolojik Bozukluklarda Cinsiyet Farkhiliklar:

Noronlarda meydana gelen yapisal degisiklikler veya noronlarin geri
doniistimsiiz kayb1 sonucu hareket, motivasyon ve hafiza gibi fonksiyonlarda ilerleyici
ve kademeli olarak bozulmalar ndrodejenerasyon olarak tanimlanmaktadir (119).
Norodejenerasyonun gelisiminde oksidatif stres, mitokondriyal bozukluklar, ER stresi,

noroenflamasyon, yanlis katlanmis proteinlerin iiretimi ve birikimi ve eksitotoksisite
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gibi biyolojik siiregler gozlenir. Noronlarin rejenerasyon kapasitesi oldukga diisiik
oldugu i¢in beyin pek ¢ok etkiye karsi hassastir. Ayrica, beyin lipit agisindan zengin
bir organ olarak yiiksek oranda peroksidize edilebilir yag asitleri igerdiginden ve sinirlt
antioksidan enzim aktivitesine sahip oldugundan oksidatif stres gibi yikici siireclere
diger doku ve organlardan daha savunmasizdir (94, 121). Ayrica kodlamayan
RNA’lar, genetik mutasyonlar [PH ile iliskili genlerde (PARK1, PARK4, PARKS),
Presenilin-1 (PS1), Presenilin-2 (PS2), Apolipoprotein E (APOE); Frontotemporal
demans (FTD) ile ilgili genlerde] ve cevresel faktorler (pestisitler, fungisitler,
bagimlilik  yapan ilaglar, potansiyel toksik elementler, virlisler gibi)
norodejenerasyonun gelisiminde rol oynayabilir (121).

Norolojik ve norodejeneratif hastaliklara sadece beyinde meydana gelen
fizyolojik bozukluklar degil, hastalarin genel saghigini etkileyen gesitli durumlar da
neden olabilir. Bu bozukluklar, néronlarda kritik biligsel ve motor fonksiyonlarin hizli
ve geri doniisii olmayan kaybinin neden oldugu kademeli hasar nedeniyle olusur.
DSO’niin son raporlari, nérolojik bozukluklarin diinya genelinde 1 milyardan fazla
insan1 etkiledigini vurgulamaktadir. Bu yiiksek insidans, cinsiyetin bu hastaliklarin
ilerlemesi {izerindeki etkilerine odaklanmak igin aragtirmacilarin ilgisini gekmektedir
(122).

Yetiskin beyninin gelisimi, yapisi, islevi ve biyokimyasi, cinsiyeti belirleyen
genler ve fetal hormonal programlamadaki farkliliklar nedeniyle cinsiyete gore biiyiik
farkliliklar gosterir. Saglikli bir insan beyninin anatomik yapisindaki cinsiyete 6zgi
farkliliklarin, iki farkli cinsiyette gesitli hastaliklarin patolojisinde, ilerlemesinde ve
siddetinde degisikliklere yol agmasi kuvvetle muhtemeldir. Ayrica bu farkliliklar,
farkli cinsiyetlerin belirli ndrolojik durumlara duyarliligini da degistirebilir (80, 123-
125). Beyindeki cinsel dimorfizmlerin kesfi, nérolojik hastaliklarin ve bozukluklarin
farkli evrelerinde cinsiyetin 6nemini anlamak i¢in ¢ok dnemlidir (122).

Bazi1 norolojik bozukluklarin insidans, prevalans ve ilerleme agisindan ¢arpici
bir cinsiyet yanlilig1 vardir (126). AH, ozellikle 65 yas iistii kadinlarda daha yiiksek
bir prevalansa (1,6-3: 1) sahiptir. AH ayrica kadinlarda daha fazla ve daha hizli bilissel
bozulmaya neden olur (127-129). Kadinlarda yasla artan AH insidansinin altinda yatan
spesifik patojenik mekanizma, gen¢ yasta mitokondrinin Ostrojene bagli amiloid 3

toksisitesine karsi korunmasidir. Boylece mitokondri daha az reaktif oksijen tiirleri
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(ROS) iiretir ve apoptotik sinyaller kadinlarda erkeklere gore daha azdir. Ancak, ileri
yaslarda dstrojen diizeyleri azaldikg¢a tiim bu avantaj kaybolur. Ote yandan, erkeklerde
PH goriilme siklig1 (2-3.5: 1) kadinlara gore daha yiiksektir (130). Bununla birlikte,
erkekler ve kadinlar arasinda PH semptomlarindaki ve bilissel etkilerindeki farkliliklar
kapsamli bir sekilde aragtirilmamistir (131). PH’nin kadinlarda erkeklere gére daha
yavas ilerledigi one siiriilmektedir (132, 133). Otoimmiin hastaliklar incelendiginde,
kadinlar erkeklerden daha fazla MS’¢ yakalanmaktadir (2-3: 1), ancak erkeklerde
hastalik daha yavas ilerlemektedir (134, 135). ALS gibi motor néron hastaliklarinin
erkeklerde goriilme sikligi daha fazladir (1.6: 1). Erkeklerde hastalik daha erken
baglasa da ALS kadinlarda erkeklere gore daha 6limciildiir (136, 137). Duygudurumla
ilgili bozukluklar (depresyon veya anksiyete bozukluklar1 gibi) kadinlarda daha sik
goriiliir (2:1). Ek olarak, semptomlar daha siddetlidir ve kadinlar daha yiiksek
subklinik depresyon insidansi gosterirler (138, 139). Ote yandan, DEHB de erkekler
daha yiiksek prevalans gostermektedir (3:1). Ayrica, erkekler kadinlara gére motor
becerilerde daha ciddi eksiklik ve dikkat daginiklig1 yasarlar (140-143). Sizofreni de
erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek bir insidans (1.4: 1) vardir ve hastaligin
baslangict erkeklerde kadinlara gore daha erkendir. Erkekler ayrica siddetli
semptomlarla birlikte zayif bir prognoza sahiptir ve antipsikotiklere kadinlardan daha
olumsuz yanit verir (144, 145). OSB, disleksi, DEHB ve erken baslangich kalici
antisosyal davranig gibi bir¢ok norogelisimsel bozukluk, erkek bireylerde kadinlara

gore daha sik gortilmektedir (146).
2.5. Metil Civa ve Tiyomersal ile Tlgili Cahsmalar

Metil civa ve tiyomersalin farkli hiicre tipleri iizerinde toksik etkilerini
gosteren cok sayida calisma bulunmaktadir. Morken ve ark. (147) yaptiklar
caligmada, serebellar graniil noronlar ve astrositleri ayr1 ayr1 ve birlikte metil civa (5,
10, 25, 50 uM dozlarda) varliginda cogaltmislardir. Takiben sitotoksisitenin
belirlenmesi igin 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve
laktat dehidrojenazda (LDH) testleri yapilmistir. Kortikal astrositlerdeki
mitokondrinin, serebellar astrositlerdekilere gore metil civanin toksik etkilerine daha
duyarli oldugunu ve hiicresel biitiinliigiin serebellar astrositlerde daha iyi korundugunu

bildirmisglerdir. Tamm ve ark. (148) yaptiklari ¢alismada, metil civa maruziyetinin
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noral kok hiicre (NSC)’lerin canliliginin korunmasi ve farklilasmasi iizerindeki
etkilerini arastirmak i¢cin NSC C17.2 hiicre hattin1 ve primer embriyonik kortikal
NSC’leri (¢cNSC) kullanmislardir. Farklilagsmay1 incelemek i¢in 2,5 ve 5 nM, apoptozu
degerlendirmek icin ise 0,05 ve 0,5 uM dozlarda metil civa uygulamasi yapilmistir.
Arastirmacilar NSC’lerin, 6zellikle cNSC’lerin metil civaya olduk¢a duyarli oldugunu
gostermisler ve metil civanin her iki hiicre modelinde de Bax aktivasyonu, sitokrom c
translokasyonu, kaspaz ve kalpain aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikledigini
bildirmislerdir. Ayrica ¢alismada metil civanin indiikledigi apoptoza yol agan hiicre
ici yolak belirlenmis ve NSC’lerin metil civanin indiikledigi sitotoksisiteye karsi
farklilagtirllmis noéronlardan veya glia hiicrelerinden daha duyarli oldugu
gosterilmistir. Engin ve ark. (149) insan dopaminerjik néronlar izerinde metil civa ve
cwva (II) kloriir ile olusan sitotoksisitenin belirlenmesi ve olusacak sitotoksisitenin
siddeti lizerinde kafein ve interferon-y (IFN-y)’nin etkisini arastirmislardir.
Arastirmacilar, farkli dozlarda (1, 2 ve 5 uM) metil civa ve (1, 2 ve 5 uM) civa (II)
kloriirti SH-SYSY hiicre hattina uygulamiglardir. Civa maruziyetini takiben, oksidatif
stresin siddetinde artis, mitokondriyel metabolik aktivitede ise diislis goriildiigi
belirtilmistir. Metil civanin inorganik civaya gore daha toksik oldugu bildirilmistir.
Civa ile indiiklenen noronal 6liimiin, glutamat-aracilikli eksitotoksisiteye bagli oldugu
belirtilmistir. Shao ve ark. (39) yaptiklar1 c¢alismada, birincil serebellar graniil
noronlar1 (CGN’ler) ve serebellar astrositleri izole ederek, metil civa (0, 1, 2,5, 5, 7,5,
10 uM dozlarda) uygulamislar, maruziyet sonrasi toplam civa birikimi, hiicre i¢i ROS
iiretimi ve tam hiicre proteom ekspresyonu acisindan analiz etmislerdir. Hiicre i¢i c1iva
konsantrasyonuna bagli olarak ROS diizeylerinde artis goriilmiis ve civa birikiminin
CGN’lerde astrositlerden daha fazla oldugu bildirilmistir. Proteomik analizde,
CGN’ler ve astrositlerde sirastyla toplam 1966 ve 3214 proteini tanimlanmis, bunlarin
sirastyla 183 ve 262’sinin civa maruziyetinden sonra farkli sekilde eksprese edildigi
belirtilmistir. Enrichment (Zenginlestirme) analizinde, her iki hiicre tipinde de metil
ctivanin  ana hedeflerinin mitokondriye bagli organeller oldugu bildirilmistir.
CGN’lerde norotrofin sinyal yolagi, hiicre iskeleti, siklik AMP (cAMP) sinyal yolag:
ve tiroit hormonu sinyal yolag etkilenirken, astrositlerde en belirgin sekilde
oksidasyon-rediiksiyon yolaginin degistigi gézlenmistir. CGN’ler metil civa aracilikli

norotoksisiteye astrositlerden daha duyarli olarak bulunmustur. Sudo ve ark. (15)
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yaptiklar1 c¢alisgmada, SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde metil civanin
norotoksik etkilerini incelemeyi ve etki mekanizmalarint karakterize etmeyi
amaclamislardir. Metil civanin (0,3, 1, 3, 10, 30 uM) doz bagimli olarak LDH
salinimina, kaspaz aktivasyonuna, hiicre dongiisiinde degisikliklere, hiicre canliliginin
azalmas1 ve buna bagli hiicre i¢ci ROS olusumuna neden oldugu bildirilmistir. Chung
ve ark. (150) yaptiklar1 ¢aligmada metil civaya (1-5 uM) maruz birakilan Neuro-2a
hiicrelerinin apoptoza girdigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda, Neuro-2a hiicrelerinin
metil civaya maruz birakilmasi sonucu, ER stresinin tetiklendigi ve ER stresinin
gostergesi olan bir¢ok proteninin [glikoz diizenlenmis protein 78 (GRP78), glikoz
regiile protein 94 (GRP94), C/EBP homolog protein (CHOP), X-box baglayic1 protein
1 (XBP-1), protein kinaz R-benzeri ER kinaz (PERK), 6karyotik baslangi¢ faktorii 2a
(elF2a, aktivasyon transkripsiyon faktorii 4 (AFT4) ve aktivasyon transkripsiyon
faktori 6 (ATF6)] ekspresyonunun degistigi belirtilmistir. GRP78, GRP94, CHOP ve
XBP-1’e 6zgli siRNA ile transfeksiyonun, bu proteinlerin ekspresyonunu onemli
Olciide baskiladigi, metil civaya maruz kalan hiicrelerde sitotoksisite ve kaspaz-12, -7
ve -3 aktivasyonunu azalttig bildirilmistir. Ayrica, metil civanin Akt fosforilasyonunu
onemli Olgiide azalttigi ve Aktl (myr-Aktl) aktivasyonunun asiri ekspresyonunun,
apoptotik ve ER stresiyle ilgili sinyalleri de nemli 6l¢iide dnleyebildigi gosterilmistir.
Calismanin  sonucunda, metil civanin sitotoksik etkisini, ROS aracili Akt
inaktivasyonu ve ER stresini indiikleyerek ve bunlarin sonucunda da apoptozu
tetikleyip, ndronlarda hiicre 6liimiine yol agarak gosterdigi ortaya konmustur. Metil
crvanin indiikledigi oksidatif stresin apoptoz tlizerindeki etkilerinin degerlendirildigi
bir ¢calismada, oksidatif stresin ER ve mitokondri islevi lizerindeki etkileri arastirilmig
ve Ozellikle primer kortikal noron hiicre Kkiiltiirlerinde mitokondriyal apoptoz
yolaklarinin aktivasyonu, katlanmamis protein yaniti (UPR) ve ER stresi iizerine
odaklanilmistir. Hiicreler 1-6 saat boyunca 0; 0,25; 0,5 veya 1 uM dozlarda metil
ctvaya maruz birakilmisg, ardindan hiicre canliligi 6l¢iilmiistiir. Calismanin sonucunda,
metil civanin ndronal oksidatif stres ve apoptozu indiikledigi; GRP78, GRP94, spliced
XBP1 ve ATF4 mRNA’larinin ekspresyonlarin arttirdigi gosterilmistir. Ayrica, metil
ctvanin kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivasyonunu etkiledigi ve sitokrom c artist ile
mitokondriyal islevi bozdugu bildirilmistir. Arastirmacilar, metil civanin ER ve

mitokondri iizerinden ndronal apoptozu indiikledigi ve oksidatif stres ile apoptoz
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aktivasyonuna aracilik etmede Onemli rol oynadigi sonucuna varmislardir (151).
Ayrica in vitro caligmalarda metil civa maruziyetinin; hiicre kii¢iilmesi, kromatin
yogunlasmas1 ve DNA fragmantasyonu, mitokondriyal islev bozuklugu, kaspaz
bagimli yolak aktivasyonu, otofaji, hiicre i¢i Ca*? diizeyleri ve kalpain
aktivasyonundaki artig gibi apoptotik olaylar ile gézlenen ndronal hiicre dliimiine
neden oldugu gosterilmistir (152, 153).

Sigan ve fareler iizerinde yapilan ¢esitli ¢alismalarda, metil civanin tekrarlayan
dozlarina maruziyet sonucu, merkezi sinir sistemi ve 6zel duyusal sistemde anormal
tepkiler ve islev bozukluklar1 ortaya ¢iktigi, noronal hiicrelerde hiicre sayisinin
dramatik bir sekilde azaldig1 ve hiicre dliimiiniin/apoptozun indiiklendigi bildirilmistir
(64, 154, 155). Desaulniers ve ark. (156) yaptiklari ¢alismada metil civaya (0,02 ya da
2 mg/kg/giin) in utero ve postnatal maruziyet sonucu DNA metilasyonundaki
degisiklikleri incelemislerdir. Gebe siganlara gestasyonun 1. gliniinden postnatal 21.
giine kadar 2 farkli dozda metil civa uygulanmistir. Gelisim doneminde civaya maruz
kalan siganlarda, belirli genlerin promotor bolgelerinde ve DNA metilasyon yolundan
sorumlu olan 6nemli enzimlerin ekspresyon diizeylerinde azalmis bir metilasyon kalib1
gozlenmigtir. Carvan ve ark. (157) yaptiklari calismada, metil civanin, zebra
baliklarinda sperm epimutasyonlart ve ndro-davraniglar iizerine dogrudan maruz
kalma ve jenerasyonlar arasi etkilerini arastirmayr amaglamislardir. FO jenerasyon
embriyolari, 24 saat ex Vvivo olarak metil civaya (0, 1, 3, 10, 30 ve 100 nM) maruz
birakilmislar; takiben F1 ve F2 jenerasyonlar: yetistirilmistir. Dogrudan maruz kalma
(FO kusag1) ve jenerasyonlar arasi gecisle maruziyet (F2 kusagi) degerlendirilmis ve
F2 jenerasyonunda kontrole oranla hiperaktivite ve gorsel isitsel aktivitelerde
bozukluk goézlendigi bildirilmistir. Ayrica, FO jenerasyonuna goére F2 jenerasyon
sperm epimutasyonlarinda artig gézlenmistir. Metil civanin neden oldugu anormal
davranig kaliplari ve sperm epimutasyonlarinin 6zellikle F2 jenerasyon yetiskin zebra
baliklarinda daha belirgin olarak ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. Sonug olarak, civanin
zebra baliklarinda epigenetik degisikliklerin jenerasyonlar arasi aktarilabildigi
belirlenmis ve bu durumun basta insanlar olmak iizere tiim organizmalarda 6nemli
epigenetik degisikliklere yol acabilecegi 0On goriilmistiir. Civanin hayvan
modellerinde epigenom iizerindeki etkilerine dair mevcut veriler olmasina ragmen,

insan epigenomu iizerindeki olasi etkisi hakkinda veriler sinirlidir (158).
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2.6. Metil Civa ve Tiyomersal Toksisitelerinde Cinsiyet Farkhiliklar ile
Tigili Calismalar

Toksik metallerin saglik {izerindeki olumsuz etkilerinin, toksikokinetik, etki
sekli ve duyarlilik farkliliklar1 nedeniyle erkeklerde ve kadinlarda farkl sekilde ortaya
ciktigina dair veriler sinirlidir. Bir¢ok epidemiyolojik ¢alismanin sonunda elde edilen
veriler erkekler ve kadinlar i¢in ayr1 ayr1 rapor edilse de de cinsiyet farkliliklari nadiren
degerlendirilir. Ayrica, deneysel toksikolojik calismalarda ¢ogunlukla sadece erkek
hayvanlar kullanilmis ve bu nedenle belirli hormonlarin olasi etkileri konusunda olasi
mekanizmalar belirlenmemistir (9).

Hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda farkli cinsiyetlerde metil civa
metabolizmasimin farkliliklarin1 gosteren calismalar mevcuttur. Ancak, sonuglar
celiskilidir. Arastirmacilar 56 giinliik erkek (n=4) ve disi (n=4) Long-Evans si¢anlara
kg basma 1 pmol deri alt1 isaretli metil civa (*®*Hg) kloriir uygulamislar ve
dokulardaki toplam civa ve organik ve inorganik civa konsantrasyonlarini
Olemiislerdir. Disilerde toplam viicut civa klerensinin erkeklerden daha hizli oldugu
ve bobrek ve beyindeki metil civa dozunun erkeklere gore daha yiiksek pik yiizdelerine
ulastig1 bildirilmistir. Ayn1 hayvanlarda dozlamadan sonra 98 giin boyunca idrar ve
feges ile crvanin atilim kinetigi takip edilmis; civanin ana atilim yolunun feges oldugu
ve dozlamadan 98 giin sonra fegeste kiimiilatif civa atiliminin erkeklerde dozun
yaklasik %351’ini ve disilerde dozun %54iinii olusturdugu belirtilmistir. idrarla atilim
civa klerensi i¢in daha kiigiik bir yol olarak belirtilmis olsa da bu eliminasyon yolu
icin de cinsiyet farkliliklart bildirilmis, organik civanin idrarla kiimiilatif atiliminin
erkeklerde dozun %1,8’in1 ve disilerde dozun %35,3’linii olusturdugu belirtilmistir
(159, 160). Arastirmacilar, disi (n=40) ve erkek (n=40) farelere gastrik tiip ile kg
basina 1 pumol 2%*Hg isaretli metil civa kloriir uygulamislar ve toplam karaciger,
bobrek, beyin, kan, yag, kas, kemik, deri ve sagta metil civa birikiminin tespiti i¢in 3.,
10., 20. ve 30. giinlerde 6rnek almiglardir. Tiim viicut eliminasyonu baslangigta birinci
derece kinetigi izlemis, erkekler ve disiler i¢in yaklasik yar1 dmiirler sirasiyla 7 ve 12
giin olarak tespit edilmistir. Deney siiresince, erkek farelerde kan, beyin ve kaslardaki
cwva diizeylerinin disi farelere gore daha diisiik oldugu, ancak civanin bobrekte
birikiminin 6nemli 6lgiide daha yiiksek oldugu bildirilmistir. 30. giinde, disilerin

karaciger, beyin ve saglarinda erkek siganlara gore yaklasik 2 kat fazla civa bulundugu
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tespit edilmistir. Arastirmacilar, yar1t Omiirlerdeki farkliliklar ve iki cinsiyetin
dozlamadan sonraki farkli giinlerde farkli organlarda farkli civa diizeylerine sahip
olmasini, erkek ve disi farelerde metil civanin toksikokinetiginde biiyiik farkliliklar
olmasina baglamiglardir (161).

In vitro ve in vivo ¢alismalar, siilfidril gruplar ile etkilesimlerin, mikrotiibiil
destabilizasyonunun, hiicre i¢i kalsiyum diizeylerindeki degisikliklerin ve ROS
olusumunun, metil civa norotoksisitesinin baslangicinda kritik mekanizmalar
oldugunu gostermistir (162-166). Sigan beyninde antioksidan savunma sistemlerinin
aktivitesinde cinsiyete bagl farkliliklar oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir.
Omegin katalaz (CAT) aktivitesi disilerde, nitrit/nitrat iiretimi erkeklerde daha
yiiksektir (167). Disi siganlarda mitokondrinin, erkeklere kiyasla daha fazla
antioksidan enzim ekspresyonu ve daha diisiik ROS {iretimi sergiledigi bulunmustur
(168).

Yapilan bir ¢alismada, arastirmacilar gen¢ erigkin Wistar sicanlara farkli
dozlarda (12, 240, 1440, 3000 pg Hg/kg) postnatal enjeksiyonlarla tiyomersal
uygulamislardir. Dogum sonrast erken yasam boyunca tiyomersal dozlarinin
tamamina maruz birakilan yetiskin erkek ve disi si¢anlarda agik alan testinde
lokomotor aktivitede bozulmalar ve artan kaygi/neofobi goriildiigii bildirilmistir.
Tiyomersal verilen erkek si¢anlarda tiim dozlarda genel lokomotor aktivitede 6nemli
bir azalmanin gozlendigi, benzer bir etkinin disi sicanlarda sadece en yiiksek dozda
kaydedildigi belirtilmistir. En yiiksek dozu alan her iki cinsiyetten hayvanlarda da
prososyal etkilesimlerin  sikhiginin  azaldigi; erkeklerde asosyal/antisosyal
etkilesimlerin siklig1 artarken, disilerde azaldigi gozlenmistir. Tiyomersale maruz
kalan siganlarda ayrica, beyin dopaminerjik sisteminde degisiklikler oldugunu
diigiindiiren, immiinohistokimyasal boyama ile 6lgiilen striatal D2 reseptorlerinin
yogunlugunda belirgin bir diislisiin eslik ettigi, haloperidol kaynakli katalepside
azalma goriildiigi bildirilmistir. Bulgular dogum sonrasi erken donem tiyomersal
maruziyetinin, doz ve cinsiyete bagli olarak beyinde kalici nérodavranigsal
bozukluklara ve norokimyasal degisikliklere neden oldugunu ve erkek sicanlarin
disilere gore norotoksik etkilere daha duyarli oldugunu gostermistir (169). Baska bir
caligmada, arastirmacilar perinatal donemde tiyomersal maruziyetinin oksidatif stres

nedeniyle merkezi sinir sistemi ve 6zellikle beyincik gelisimini bozdugu varsayimini
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test etmek i¢in yaptiklari ¢alismada, spontan hipertansif (SHR) ve Sprague-Dawley
(SD) disi siganlara gebelik (gebelik giinleri G10-G15 arasinda) ve emzirme (P5-P10)
doneminde tiyomersal (200 pg/kg) uygulamislardir. Tiyomersale maruz birakilan SD
yenidoganlarda gecikmis bir irkilme tepkisi gozlendigi ve SHR erkek (%22,6), SD
erkek (%29,8) ve SD disi (%55,0) yenidoganlarda motor &grenmenin azaldig
bildirilmistir. Tiyomersale maruz birakilan SH sican yavrularinda, P4’te rollover
stiresinin erkek yavrularda %59, disilerde ise sadece %13 azaldigi bulunmustur.
Tiyomersale maruz birakilan SHR si¢an yavrularinda, P14’te dlgiilen irkilme tepkisi,
disilerde ayn1 kalirken, erkeklerde %12,2 oraninda azalmistir. SD sicanlarda, irkilme
tepkisi gosteren erkek yavrularin orami %27,8 ve disi yavrularin orani %19,2
azalmistir. Tiyomersale maruz birakilan erkek yenidogan SD siganlarinda 3-
nitrotirozinin (3-NT, protein tirozin oksidasyonunun gosteren bir oksidatif stres
belirteci) serebellar diizeylerinin %14 arttig1, disi yenidoganlarda 6nemli bir degisiklik
gozlenmedigi tespit edilmistir. Tiyomersale perinatal maruziyetin erkek SHR
siganlarinda serebellar tip-2 iyodotironin deiyodinaz (D102) aktivitesinde %60,9
oraninda onemli bir azalmaya neden oldugu, bu durumun disilerde gozlenmedigi
bildirilmistir. Calismadan elde edilen veriler, perinatal tiyomersal maruziyetinin
cinsiyete ve susa bagl degisen olumsuz nérogelisimsel etkileri oldugunu gostermistir
(170). Arastirmacilar gebelik (G10-G15) ve dogum sonrasi giinlerde (P5-P10) SHR
sicanlara tiyomersal (200 pg/kg) uygulamislardir. Triiyodotironin (T3) tarafindan
negatif olarak diizenlenen bir gen olan SWIM-Tip 1 Cinko parmak 7 iligkili protein
(SWIM-Type Zinc Finger 7 Associated Protein 1, SWAP-1) ekspresyonunun
tiyomersal uygulanan erkeklerde %61 arttigini, disilerde ise herhangi bir artis
olmadigin1 bildirmiglerdir. Ek olarak, tiyomersal maruz kalan erkeklerde Purkinje
hiicre proteini 2 (Pcp2) ve Forkhead kutu proteini P4 (FoxP4) ekspresyonlarinda
azalma tespit edilmistir. Arastirmacilar bu sonuglara gore tiyomersalin toksik
etkilerinin cinsiyete gore farklilik gosterdigini belirtmiglerdir (171).

Estradioliin, 0strojen reseptorlerinin  aktivasyonu yoluyla koruyucu
molekiillerin sentezini indiikleyerek de oksidatif strese karsi1 koruma saglayabildigi
bildirilmistir (89, 172, 173). Cinsiyet farkliliklarinin kronik metil civa toksisitesindeKi
rolii bu mekanizmalarla da aciklanabilir. Arastirmacilar, Cin’in Zhejiang Eyaleti,

Zhoushan sehrinde yenidoganlarda ve annelerde civa diizeylerini ve in utero civaya
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maruz kalma ile yenidoganlarin ndrodavranigsal gelisimi arasindaki iliskiyi
aragtirmiglardir. 408 anket yapilmis, annelerden 405 sa¢ 6rnegi ve yenidoganlardan
406 kordon oOrnegi toplanmis; 384 yenidogan {izerinde davranigsal norolojik
degerlendirmeler yapilmistir. Kordon kan1 6rneklerinde ve anne sag¢ 6rneklerinde civa
diizeyleri sirasiyla 5,58 pg/L (aralik: 3,96-7,82 ng/L) ve 1246,56 pg/kg (aralik:
927,34-1684,67 ng/kg) olarak belirlenmistir. Yenidoganlarin %70’inde civa
diizeylerinin, Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan bildirilen referans dozu (RfD =
5,8 ng/L) astig1 tespit edilmistir. Prenatal civa maruziyetindeki artis, erkeklerde
davranigsal yeteneklerde azalma ile iligkilendirilirken, kadinlarda bu iliski
gozlenmemistir (174). 1950’lerde Japonya’nin Minamata sehrinde siddetli ve yaygin
metil civa kirliliginin etkisini, dogumdaki yavrularin cinsiyet oranini ve Oli
dogumdaki fetuslar1 incelemek i¢in retrospektif bir calisma yapilmistir. 1955-1959
yillar1 arasinda, kirliligin en siddetli oldugu donemde daha az erkek ¢ocuk dogdugu
gozlemlenmistir. Bu 5 yillik siire boyunca, Minamata sehri genel popiilasyonu, en ¢ok
maruz kalan meslek grubu olan balik¢ilar ve Minamata hastaligi olan hastalar
arasindaki dogum sertifikalarindan elde edilen veriler kullanilarak yavrularin cinsiyet
dagilimi hesaplanmistir. Benzer sekilde Kumamoto sehir niifusundaki 6lii dogan
fetuslarin cinsiyet orani da ilgili istatistikler kullanilarak hesaplanmistir. Tim sehir
niifusunda ayrica hem balik¢ilar hem de anne Minamata hastalarindan dogan
bebeklerde erkek dogumlarinda azalma gozlenmistir. Bu durumlar erkek fetuslarin
civa kontaminasyonuna kadinlardan daha duyarl olabilecegini diisiindiirmektedir. Ek
olarak, dogumda erkek/kadin oraninin diisiik olmasinin genellikle annelerin metil
ctvaya maruz kalmasindan kaynaklandigr bulunmustur. Minamata hastalifi olan
annelerde erkek c¢ocuk orami artarken, anneler saglikli ve babalar hasta oldugunda

erkek olma olasiliginin 6nemli 6l¢iide degismedigi de gosterilmistir (12).
2.7. Oksidatif Stres

Oksidatif stres artrit, kanser, otoimmiin hastaliklar, yaslanma, kardiyovaskiiler
ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynar.
Yas, genetik ve gevresel risk faktorleri nedeniyle oksidatif-antioksidatif denge bozulur
ve ROS ve reaktif azot tiirleri (RNS)’ nin diizeyleri artar. Dolayisiyla, enerji tiretimi

i¢cin oksijeni kullanan mitokondrinin, oksidatif stresin ana kaynaklarindan biri oldugu
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diisiiniilmektedir. Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat [NAD(P)H] ve asir
stimiilasyondan sonra elektron tagsima zinciri, cok miktarda ROS {iretimine neden olur.
Her ne kadar daha diisiik konsantrasyonlarda ROS/RNS fizyolojik siireglerde 6nemli
rol oynasa da (6rnegin, sinyal yolaklari, mitojenik yanitin indiiklenmesi, bulasici
patojenlere karsi savunma), endojen antioksidan savunma sisteminin asir1 ROS
tiretimini dengelemede zorlanmasi sonucu oksidatif stres meydana gelir ve bu ROS
posttranslasyonel modifikasyonlara, proteinlerin, lipitlerin, DNA ve RNA’nin
oksidasyonuna neden olur (175).

Beyin birgok ndrodejeneratif hastaligin temelinde yatan mekanizma olan
oksidatif strese karsi en hassas organlardandir. Genel olarak, beyin, hiicresel
rejenerasyon i¢in diger organlara kiyasla daha az kapasiteye sahip, metabolik olarak
hiperaktif bir organdir. Bu nedenle de reaktif tiirlerin bu sistem {izerindeki etkileri
ciddi toksik yanitlar yaratir (175). Memeli beyni nispeten yiiksek oranda oksijen
tikettiginden, noronlarin oksijenli solunum sonunda meydana gelen ROS yan
iriinlerine ytliksek oranda maruz kalmasina yol acar; beyinde antioksidanlar tiikkenirse,
noronlar ROS kaynaklit DNA hasarina duyarl hale gelirler (176). Mitokondriyal DNA
hasari, mitokondriyal disfonksiyon ve baz eksizyon onarimindaki defektlerin néronal
islevleri olumsuz etkileyebildigi ve boylece norodejeneratif hastalik riskini
artirabildigi bilinmektedir. DNA onarim genlerinde mutasyonlar olan bireylerde ve
ayrica DNA onarimi agisindan belirli genlerinde mutasyon olusturulan fare
modellerinde ndrolojik islev bozuklugu goriildiigii belirlenmistir. Diger taraftan, DNA
onarim yollarimin ve DNA hasarina karsi gelisen koruyucu mekanizmalarin
ndropatolojinin dnlenmesinde rol oynadigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (176).

“Norodejeneratif hastaliklar” terimi, insan beyni veya omurilikte néronlarin
dejenerasyonundan kaynaklanan progresif sinir sistemi disfonksiyonu ile karakterize
edilen gesitli kalitsal ve sporadik kosullar1 tanimlar. Noronlar hasar aldikga, bireylerde
ilk once koordinasyon problemleri veya isimleri hatirlama gibi nispeten hafif
semptomlar yasanirken, 6len néronlarin sayisindaki artigla birlikte, semptomlar
giderek kotiilesir ve bu hastaliklarin ¢cogu 6liimciildiir. Oksidatif hasar ve sitogenetik
hasar seklindeki DNA hasari, biiyiik 6l¢iide Alzheimer hastalarinin beyinlerinde ve
periferik dokularinda klinik ve preklinik evrelerde tespit edilmistir ve nérodejeneratif

stirece katkida bulunduklar1 diigiiniilmektedir. Mitokondriyal iglev bozuklugu ve
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mitokondriyal DNA (mtDNA) hasar1 da PH’de tespit edilen hasarlardir. Hastaligin
ailesel formlarina neden olan genlerin bazilarinin, mitokondriyal proteinleri veya
mitokondri ile iligkili proteinleri kodladig1 ve bu proteinlerin oksidatif strese neden
olan ve serbest radikal hasarini ortaya ¢ikaran yolaklarda bulunmaktadir. Oksidatif
DNA hasarinin ALS’de motor-néron dejenerasyonuna da katkida bulundugu
disiiniilmektedir (177). RNA diizenlenmesi ve RNA hasarinin son yillarda bir¢ok
norodejeneratif hastalikla baglantili oldugu diisiiniilmektedir. RNA diizenlenmesi ile
DNA’da yazili olmayan yeni protein sekanslarmin iiretilmesi miimkiin olmaktadir.
Arastirmacilar, RNA diizenlenmesinin sizofreni, bipolar bozukluk ve major
depresyonda da bozulabildigini, diger nérogelisimsel bozukluklar ve nérodejeneratif

hastaliklarda da incelenmesi gerektigini bildirmislerdir (178).
2.8. Apoptoz

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii tiplerinden biridir. Ozellikle sinir
sisteminde normal gelisimin dnemli bir pargasidir. Programlanmis hiicre 6liimiinii
baslatan uyaricilardaki zamansal veya niceliksel hatalar veya programlanmis hiicre
6limii yolaklar: icindeki hatalar anormal sayida néron iiretimi ve patolojik ndronal
gelisim ile sonuclanabilir. Merkezi sinir sistemindeki apoptoz mekanizmasinin,
mitokondriyal, 6liim reseptorii ve enflamatuvar yolaklar olarak bilinen ii¢ sinyal yolu
igerdigi One siiriilmiistiir (179). Noron sayilarindaki artig ve diisiisler sadece AH, PH,
MS, ALS ve Huntington hastaliklar gibi tipik ndrodejeneratif hastaliklarda degil, ayni
zamanda ADHD, depresyon, sizofreni ve otizm de dahil olmak {izere ¢esitli

norogelisimsel bozukluklarda da gézlenmistir (180).
2.9. Norotransmitter Sistemler

Sinir sistemi, duyusal bilgileri isler ve ¢cok sayida hesaplama yaparak davranigi
kontrol eder. Bu hesaplamalar hem hiicreler icinde hem de hiicreler arasinda
gergeklesir. Ancak, sinir sistemine olaganiistii islevsel kapasitesini saglayan karmasik
sinir aglarin1 igeren hiicreler arasi bilgi islemedir. Bilgi islemede yer alan baslica
hiicreler, morfoloji, konum, baglant1 ve kimyas1 degisen yiizlerce, hatta binlerce

bireysel hiicre tipi bulunan néronlardir. Noronlara ek olarak, sinir sistemindeki diger
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ana hiicre tiirti, kritik destek rolleri oynayan, ancak bilgi islemenin bazi yonlerinde
giderek daha fazla islev gordiigii tespit edilen gliadir (181).

Noronlar arasindaki bilgi aktarimi1 kimyasal maddeler, yani nérotransmitterler
araciligiyla gergeklesir. iletim ayrica ndronlar ve glial hiicreler arasinda da meydana
gelir. Bu {iglii sinaps olarak adlandirilir (182). Otto Loewi, 1926°da asetilkolinin vagus
sinirinden kalbe, kalp ritmini yavaslatan kimyasal bir sinyal tasidigin1 gostererek ilk
norotransmitteri kesfetmistir. O zamandan beri, yiizden fazla madde ve ¢ok daha fazla

sayida reseptOriin sinaptik iletimde rol oynadigi gosterilmistir (181).

Bir kimyasal maddenin nérotransmitter olarak tanimlanabilmesi i¢in gerekli
olan 6zellikleri sunlardir (182);
e Sinir terminallerinde bulunmasi
o Elektriksel olarak uyarilan néronlardan salinmasi
e Salinan maddenin etkisini sona erdirmek i¢in bir mekanizmanin bulunmasi

e Spesifik reseptorlerin varligi

Noronlar bilgiyi almak, islemek ve iletmek i¢in 6zellesmistir. Bilgi néronlar
arasinda elektriksel olarak ve kimyasal olarak (norotransmitterler tarafindan) iletilir.
Norotransmitterler salindiktan sonra, sinaps boyunca yayilarak postsinaptik
reseptOrlere baglanirlar. Biiyiik cogunlugu temsil eden kimyasal sinapslara ek olarak,
bosluk baglantilarindan hiicreler arasinda iyon akisina izin veren elektriksel sinapslar
da vardir. Elektriksel sinapslar, noronlar arasinda basit elektrik sinyallerinin
ge¢mesine izin verirken, kimyasal sinapslar hiicreler arasinda uyarici, engelleyici ve
karmasik biyokimyasal bilgilerin gegmesine izin verir (181).

Bir¢ok néronda birden fazla ndrotransmitter vardir. Norotransmitterler uyarici
ya da engelleyici etki gosterebilirler ve etkileri tepki verdikleri reseptore bagli olarak
degisebilir. Ayrica ayni ndrotransmittere karsi uyarict ya da engelleyici etki meydana
getirebilecek reseptorler mevcut olabilir. Sinaptik iletim maksimum 30 ms’lik bir hizla
gerceklesir, baslangict ve sonlandirilmasi son derece hizli olarak gerceklesir.
Postsinaptik reseptorlere baglanma, iyonik kanallarin a¢ilmasina ve daha uzun siireli
intranoronal siireclerin (cAMP, sinyal iletimi gibi ikincil haberciler) aktivasyonuna yol

acar (182).
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Kimyasal bir sinapsin ana yapisal elemanlari, presinaptik bir sinir terminali,
norotransmitter reseptorleri ve uygun bir hiicre i¢i sinyal aparatini igeren postsinaptik
bir yap1 ve aradaki sinaptik bosluktur. Cogu kimyasal sinapsta, ndrotransmitter vezikiil
basina birka¢ bin molekiil olan sinaptik vezikiillerde depolanir. NO ve CO gibi gaz
halindeki norotransmitterler depolanamaz. Sinaptik vezikiiller, aktif bolgeler olarak

adlandirilan ve ayrica yiiksek yogunlukta voltaj kapili Ca*?

kanallar1 igeren,
presinaptik terminal i¢inde zarin 6zel bolgelerinde kiimelenir. Klasik bir kimyasal
iletim durumunda, bir norotransmitter presinaptik bir ndron tarafindan salinir ve
postsinaptik norondaki reseptorlere baglanir; tipik olarak bu reseptorler, hiicrenin
birincil alic1 yapilart olan néronun hiicre govdesinden gelen filamentli uzantilar olan
dendritler iizerinde lokalizedir. Kimyasal bilgi, reseptorler ve iligkili proteinler
tarafindan, iyon kanallarinin aktivasyonu ile elektriksel bilgiye dontistiiriiliir. En basit
durumda kanal, nikotinik asetilkolin reseptorleri veya y-aminobiitirik asit (GABA)
reseptorleri gibi, norotransmitter reseptOriiniin kendisinin ig¢sel bir bilesenidir.
Dinlenme durumunda ndronal membran polarize olur ve negatif bir yiik tasir. Iyon
kanallarin1 diizenleyerek, norotransmitter baglanmasi, zar boyunca iyon akislarini
aktive edebilir. Hangi kanal tiirlerinin etkinlestirildigine bagli olarak, hiicreye
‘hiperpolarize edici negatif ylikler’ veya ‘depolarize edici pozitif yiikler’ girebilir.
Negatif ve pozitif yiik dengesi, ndronun dendritleri ve hiicre govdesi i¢inde biitiinlesir
ve eger bir depolarizasyon esigine ulasilirsa, 6zel voltaj kapili Na* kanallar1 art arda
acilir ve akson boyunca bir depolarizasyon dalgasi olusturur. Bu aksiyon potansiyeli
olarak tanimlanir. Aksonun distal ucuna (presinaptik terminaller) bir aksiyon
potansiyeli ulastiginda, pozitif yiik akim1 voltaja duyarli Ca*? kanallarin1 aktive eder.
Ca' girisi daha sonra vezikiillerin presinaptik hiicre zar1 ile kaynasarak

norotransmitterleri sinaptik bosluga saldig siiregleri baglatir (181, 183, 184).
2.9.1. Serotonin

Serotonin (5-HT) indolamin yapili bir nérotransmitterdir. Indol ¢ekirdeginin 5
konumundaki hidroksil grubu ile fizyolojik pH’ta proton alicisi olarak gdrev yapan bir
birincil amin azotunun kombinasyonu serotonini hidrofilik bir madde yapar. Bu
nedenle lipofilik kan-beyin bariyerini kolayca gee¢mez (185). Hayvanlarin

gastrointestinal sisteminde, trombositlerinde ve merkezi sinir sisteminde ve tiim
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bilateral hayvanlarda bulunur. Serotonin beyin sapmin medyan rafesinden
kaynaklanan ve bir¢ok beyin ve omurilik bolgesine, 6zellikle omuriligin dorsal
boynuzlarina ve hipotalamusa uzanan ¢ekirdekler tarafindan salgilanir.
Enterokromaffin hiicrelerinden salgilanan serotonin daha sonra dokulardan kana
gecer. Onu depolayan kan trombositleri tarafindan aktif olarak alinir. Trombositler bir
pihtiya baglandiginda, serotonin bir vazokonstriktor gorevi gordiigii ve hemostaz ve
kan pihtilagmasimi diizenlemeye yardimci oldugu yerden disari atilir (186, 187).
Hipotalamus, 6n hipofiz bezinden hormonlarin salgilanmasini kontrol etmek icin
birka¢ serbest birakma faktorii salgilar ve inhibe edici faktorleri serbest birakir.
Serotonin hipofiz salgisinin hipotalamik kontroliinde, 6zellikle adrenokortikotropin,
prolaktin ve biiylime hormonunun salgilanmasinin diizenlenmesinde yer alan bir¢cok
norotransmitter arasindadir.  Hipotalamusun paraventrikiiler —¢ekirdegindeki
serotonerjik terminaller ile kortikotropin salgilatict hormon igeren ndéronlar arasinda
dogrudan bir sinaptik baglanti oldugu bilinmektedir (185).

Serotonin, neredeyse tiim insan davranmigsal siireclerini modiile eder. Buna
ragmen merkezi sinir sistemi ndronlarinin milyonda birinden daha azi1 serotonin tiretir.
Ayrica toplam viicut serotonininin biiylik ¢ogunlugu merkezi sinir sistemi diginda
bulunur (188). Bununla birlikte, beyin sapindaki serotonin néronlari, kortikal, limbik,
orta beyin ve arka beyin bdlgelerinde sonlanan iyi diizenlenmis ve organize
projeksiyonlar iletir. Tiim beyin bolgeleri, reseptor alt tipine 6zgili ¢oklu serotonin
reseptorlerini eksprese eder (189). Ayrica bireysel néronlar birden fazla serotonin
reseptorii ifade edebilir. Serotonin tarafindan diizenlenen baslica davranigsal ve
noropsikolojik siirecler arasinda ruh hali, algi, 6diil, 6fke, saldirganlik, istah, hafiza,
cinsellik ve dikkat bulunur. Serotoninin, diizenlenmesine dahil olmadig1 bir insan
davranig1 hemen hemen yoktur (190).

Serotonin, norotransmitter olarak islevinde, depresyon, otizm ve diger
noropsikiyatrik bozukluklardaki rolii ile iyi bilinmektedir. Serotonerjik sistem,
embriyogenez sirasinda en erken gelisen sistemlerden biridir ve serotonin
diizeylerindeki erken degisiklikler, belirli beyin bdolgelerinin gelisiminde biiyiik
degisiklikler meydana getirebilir. Serotoninin diizenlenmesi ve isleyisi, insanlarda
serotonin tasiyict polimorfizmi gibi genetik risk faktorlerinden etkilenir. Bu

polimorfizm, otizm spektrum bozukluklarindan muzdarip hastalarda da goriilen
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anksiyete ile iligkili semptomlar, sosyal davranistaki degisiklikler ve kortikal gri ve
beyaz cevher degisiklikleri ile iliskilidir (191).

2.9.2. Serotonin Tasiyic1 Protein

Serotonin tasiyici protein, ndrotransmitter sodyum simporter ailesinin bir
tiyesidir. Beyindeki ve bircok periferik dokudaki SERT, serotoninin noronlara,
enterokromaffin hiicrelerine, trombositlere ve diger hiicrelere aktif taginmasindan
sorumludur. Merkezi sinir sisteminde hem sinir terminallerinin perisinaptik zarlarinda
hem de dendritik ¢ardaklarda, orta beyindeki ve beyin sap1 rafe ¢ekirdeklerindeki
serotonin iceren hiicre gdvdelerinin yakininda yer alir (192). Periferde, SERT ayrica
enterik sinir sistemindeki hiicrelerde ve kan trombositlerinde, mast hiicrelerinde ve
plasentanin sinsityotrofoblast hiicrelerinde bulunur. Fluoksetin gibi antidepresanlarin
ve kokain gibi suistimal edilen ilaglarin SERT’i inhibe ettigi bilinmektedir (193).

SERT, noronal stimiilasyonun ardindan salinan serotoninin hizli bir sekilde
cikarilmasina ve geri doOniistiiriilmesine aracilik eder. Bu nedenle serotonin
reseptorlerine ulagan sinyallerin biiyiikliigii, siliresi ve dagiliminin homeostatik
diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir. SERT, dopamin gibi diger endojen aminleri
de tasima kabiliyetine sahiptir. Ayrica fenfluramin, nonfenfluramin, siibstitiie
amfetaminler (MDMA ve p-kloroamfetamin), metkatinon ve 1-metil4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin (MPTP) gibi ajanlar i¢in de bir ilag tasiyicidir. SERT yoluyla
ndronlara giren ajanlarin noérodejeneratif degisikliklerin eslik ettigi kalic1 (aylarca

sliren) serotonin diisiislerini indiikledigi bildirilmistir (194-197).
2.9.3. Dopamin

Katekolaminler bir ¢ekirdek katekol grubu, yani iki bitisik hidroksil grubuna
sahip bir benzen grubu ve ek siibstitlielere sahip olabilen tek bir amin grubuna sahip
bir etilamin yan zinciri igerir. Beyindeki baskin katekolaminler dopamin, norepinefrin
ve epinefrindir. Katekolamin nérotransmitterleri ilk olarak otonom sinir sisteminde
bulunmustur. Tirozin hidroksilaz, substratlar1 tirozin ve molekiiler oksijenin 3,4-
dihidroksi-I-fenilalanine doniisiimiinii katalize eder. Dopamin sentezinde baslangic ve
hiz siirlayict basamak olan katekolamin sentezindeki en 6nemli enzimdir. Merkezi

sinir sisteminde ve kromaffin graniillerinde uyaranla indiiklenen katekolamin salinimi
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ekzositoz ile gerceklesir. Voltaja duyarli Ca*? kanallar1 yoluyla hiicreye Ca*? girisini
takiben, sinaptik vezikiil membrana kaynasir ve icerigindeki katekolaminleri bosaltir.
Vezikiiller, aktif bolge adi verilen sinapsla Ortiisen sinir terminalindeki 6zel bir
bolgeye hedeflenir ve burada zara kenetlenir ve kaynasir. Vezikiiler igerigin
ekzositozundan sonra, kesecik endositoza ve geri doniistime ugrar (198). Sentezlenen
ve salinan dopaminin miktari, sinapstaki dopaminerjik reseptor (DR) sayisi ve
dopaminin sinaptik boslukta gecirdigi siire gibi cesitli faktorler dopaminerjik sinir
iletimini etkiler. Salinan dopamin postsinaptik hiicrede bir yanit uyandirmak i¢in
DR’lere baglanir. Dopamin daha sonra sinapstan oncelikle dopamin tasiyict protein
(DAT) tarafindan temizlenir; burada geri doniistiiriilmek ve vezikiiller halinde yeniden
paketlenmek tizere presinaptik norona doner (199).

Mezolimbik, mezokortikal, nigrostriatal ve tuberoinfundibular olmak {iizere
dort ana dopaminerjik yol vardir. Mezolimbik yol ventral tegmental alandan (VTA)
kaynaklanir ve ¢ekirdek akumbens olarak da bilinen ventral striatumu innerve eder.
Bu yol, 6diil ve zevkle ilgilidir. Mezokortikal yol da yine VTA’dan kaynaklanir ve
serebrumun 6n loblarina, 6zellikle prefrontal kortekse yansir ve biligsel durum ve
duygu ile ilgilidir. Hem mezolimbik hem de mezokortikal yol bagimlilik, depresyon
ve sizofreni ile iliskilendirilmistir. Nigrostriatal yol, hiicre gdvdeleri substantia
nigrada baslayan ve dorsal striatumda sonlanan néronlardan olusur. Bu alan hareketle
ilgilidir ve bu projeksiyonlarin dejenerasyonunun, titreme, kas sertligi ve genel olarak
uygunsuz hareket ile karakterize edilen PH’ye neden oldugu gosterilmistir (200).
Ayrica bu bolgenin beslenme davranisinda da 6nemli oldugu gosterilmistir (201). Son
olarak, hipotalamusun arkuat cekirdeginde median eminense yansiyan bir grup
dopaminerjik ndrona atifta bulunan tuberoinfundibular yolun ndéronlari, 6n hipofiz
bezinden prolaktin salgilanmasini kontrol eder (202).

Katekolamin sistemleri, beyin sapinin ve hipotalamusun sinirli bolgelerinde
hiicre govdelerine ve beyin boyunca yaygin olarak ¢ikint1 yapan ndronlara sahiptir.
Dopaminerjik cekirdekler esas olarak orta beyinde (A8 ila A10 gruplari) veya
diensefalon, olfaktdr bulbus ve retinada (A1l ila A17 gruplari) bulunur. A8 ila A10
gruplari, substantia nigra (A9) ve ventral tegmental alan1 (A8, A10), neostriatum
(kaudat putamen), limbik korteks (medial prefrontal, cingulate ve entorhinal alanlar)

ve diger limbik yapilarla baglayan uzun projeksiyon sistemlerinden olusur. Rostral
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yerlesimli A9 ¢ekirdegi, esas olarak dorsal kaudat putamenlere yansir ve nigrostriatal
yolu igerir. Bu yol, globus pallidus ve subtalamik ¢ekirdegi igeren bazal gangliyonlarin
bir parcasidir. A8 ve A10 c¢ekirdeklerinin limbik ve frontal kortikal alanlara
projeksiyonlar1 sirasiyla mezolimbik ve mezokortikal yollar1 igerir (183, 198).
Dopamin, endokrin diizenleme (hipotalamik nd&ronlar), hareket (nigrostriatal
noronlar), motivasyonel siiregler, 6grenme, 6diil, duygusal davranis, ruh hali ve bilis
(nigrostriatal, mezolimbik ve mezokortikal noéronlar) gibi bir dizi fizyolojik ve
davranigsal siirecte rol oynar. Dopaminerjik sistem, antipsikotik ilag¢lar, anti-Parkinson
ilaglari, uyaricilar ve suistimal edilen ilaglar tarafindan hedeflenmektedir. Merkezi
dopaminerjik sistemlerdeki anormallikler birgok merkezi sinir sistemi hastaligina

katkida bulunur (198, 203, 204).
2.9.4. Dopamin Tasiyici Protein

Dopamin tastyici protein, iyon-bagl ikincil tasiyicilar siiper ailesine ait olan
ndrotransmitter sodyum simporterleri ailesinin bir iiyesidir. Bu aile bugiine kadar
tanimlanmis 1000’den fazla iiyesi olan tastyicilarin membran proteinlerinin en biiyiik
ailesi olarak bilinir (205). Bu proteinler, iyonlari, ilaglari, nérotransmitterleri ve diger
hidrofilik ¢oziinen maddeleri tasir (206). Dopaminerjik ndrotransmisyonun
sonlandirilmasi, ya monoamin oksidazin aracilik ettigi enzimatik bozunma ya da DAT
yoluyla plazma zar1 boyunca dopamin translokasyonu yoluyla gerceklesir.
Vezikiillerin presinaptik membran ile kalsiyum aracili flizyonunun bir sonucu olarak
sinaptik bogluga dopamin salinimi {izerine DAT, dopamin taginmasini saglamak i¢in
sinaptik bosluk ve presinaptik ndron arasindaki iyonik gradyanlari kullanir. Geri
alindiktan sonra dopamin daha sonra VMAT?2 tarafindan vezikiillere islenir.
Dopaminin sinir terminalinde alimi1 ve ardindan lokalizasyonu, nrotransmisyonu sona
erdirir ve sonraki salinim i¢in nérotransmitterin geri doniisiimiine izin verir (207, 208).
Dopamin tastyici protein (DAT), dopamin homeostazinda kritik bir role sahiptir. Islev
kayb1 ve tastyicinin diizenlenmesinin dopamine bagli hastaliklarda rol oynadigi
bilinmektedir. Ornegin, klinik depresyonda (209) ve sizofreni hastalarinda (210)
striatal DAT baglanmasinda azalma goriildiigii bildirilmistir. Ayrica dopamin tasiyict
genindeki (DAT1) genetik farkliliklar, cesitli néropsikiyatrik bozukluklar i¢in risk

faktorleri olarak tanimlanmistir. DAT’1n ayrica alkolizm (211) ve amfetamin gibi
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psikostimiilanlarin suistimal edilmesi (212) dahil olmak {izere bagimliliktaki roli de

Iyi bilinmektedir.
2.10. Epigenetik Degisiklikler

Epigenetik terimi, DNA dizisinde kodlanmayan genlerin ekspresyonundaki
tim mayotik ve mitotik kalitsal degisiklikleri tanimlamaktadir. Altta yatan DNA
dizisinin kendisinde degisiklik olmadan, gen ekspresyonunda fenotipik degisiklikler
meydana gelmektedir (213). Gen susturmay1 baslatmak ve siirdiirmekten sorumlu
baslica li¢ sistem, DNA metilasyonu, RNA ile iligkili gen susturma ve histon
modifikasyonudur. Bu sistemler arasindaki iligkilerin ¢oziilmesi nasil etkilestiklerini
ve birbirlerini nasil dengelediklerini gostermektedir. Bu etkilesimli sistemlerden
birinin veya digerinin bozulmasi, genlerin uygunsuz ifadesine veya susturulmasina yol
acarak epigenetik bozukluklar ile sonuglanabilmektedir (214, 215). Norodejeneratif
bozukluklarin klinik 6zellikleri ve epidemiyolojik ¢aligmalardan elde edilen sonuglar,
bu hastaliklarin etiyolojisinde epigenetik degisikliklerin dnemli bir katkis1 oldugunu
diisiindiirmektedir. Epigenetik modiilasyonlarin beynin gelisiminde, noroplastik
degisikliklerde ve sinir sisteminin g¢esitli hastaliklarindaki rolleri bilinmektedir (215).
Cok hiicreli organizmalar, kalitsal gen susturma kaliplarina olanak saglayan
giiclendirici mekanizmalara ihtiya¢ duyarlar. Global epigenetik profilleri etkileyen
genlerdeki mutasyonlarin, kalitsal veya somatik olarak gelisebilen insan hastaliklarina
yol agabildigi bilinmektedir. Bu epigenetik anormalliklerin ¢ogu, kromozomal
degisikliklere ve 6grenme giigliigiine neden olur (214). DNA metilasyonu ve histon
asetilasyonunun norodejeneratif hastaliklarin 6nemli bir gostergesi olan depresyonda
da rol oynadig tespit edilmistir (216, 217). Epigenetik mekanizmalarin 6grenme ve
hafiza olusumu siirecine katkida bulundugu da ¢alismalarla gosterilmistir (218, 219).

DNA metilasyonu, guaninlerden (CpG diniikleotitleri olarak adlandirilan) 6nce
gelen bir sitozin niikleotitine bir metil grubu eklendiginde (DNA’daki sitozin
kalintilarinin C5 pozisyonunun metilasyonu) meydana gelir. Global metilasyon,
toplam sitozin yiizdesi olarak ifade edilen genomdaki genel metilsitozin diizeyini ifade
eder (215). Bir genin transkripsiyonel aktivitesini aktive ederek veya baskilayarak
DNA’nm fonksiyonunu etkiler (220). Insan genomu icindeki CpG bdlgelerinin

metilasyonu, bir dizi DNA metiltransferaz enzimi tarafindan siirdiiriiliir ve transpoze
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edilebilir elementlerin susturulmasi, viral dizilere kars1 savunma ve belirli genlerin
transkripsiyonel baskilanmasi i¢in ¢ok yonlii rollere sahiptir. 5-Metilsitozin oldukga
mutajeniktir, C:G’den T:A’ya gegislere neden olur ve insan DNA’sindaki CpG metil
alic1 bolgesinin gii¢lii bir sekilde baskilanmasiyla sonuglanir (214). DNA metilasyonu,
cesitli organizmalarin  genomunda bulunan c¢ok Onemli bir epigenetik
modifikasyondur. Gelisim, farklilagma, dokuya 6zgii gen ekspresyonu ve hiicresel
islevde yer alir. Ayrica, epigenctik yeniden programlama, X-kromozomu
inaktivasyonu ve genomik damgalamada da temel bir rol oynar (221). Metallerin
olusturdugu karsinojenik etkinin altinda DNA metilasyon kaliplarindaki bozulmalarin
olduguna dair kanitlar vardir. Hipermetilasyon, tiimor baskilayict genlerin promotor
bolgelerinin transkripsiyonunu engeller, bu da spesifik genlerin sessizligine yol
acarken, global hipometilasyon da onkogenezin ana nedeni olarak kabul edilmektedir
(222).

Beyin gelisimi sirasinda  DNA metilasyonunun, ndral kok hiicrelerin
proliferasyonunu ve bunlarin néronlara ve glial hiicrelere farklilasmasini diizenlemede
o6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir. Noronlarin farklilagmasi, biiyiime konisi
davraniglarini diizenleyen aktin filamentlerini ve aksonlarin ve dendritlerin uzamasini
ve stabilizasyonunu diizenleyen mikrotiibiilleri igeren hiicre iskeletinin belirgin bir
sekilde yeniden diizenlenmesini icerir (223). Farklilagan néronlar, ndrotransmitterler,
sitokinler ve ndropeptitler i¢in iyon kanallarini, ndrotransmitterleri ve reseptorleri
(downstream sinyal proteinlerini) kodlayan genleri upregiile eder. Noronal farklilasma
ilerledik¢e genel DNA metilasyon diizeyleri azalir (224).

Histon proteinlerinin modifikasyonlari, kromatin yapist ile iligkilidir ve
transkripsiyonun epigenetik diizenlenmesinde ¢ok Onemli bir rol oynar. Spesifik
olarak asetilasyon, histon kuyruklarinin pozitif yiikiinii nétralize eder ve DNA’ya olan
afinitesini azaltir. Bu, histon proteinlerinin yapilandirilmis diizenini bozarak ve
kromatin yapisini gevseterek gerceklestirilir ve bdylece transkripsiyon baglanmasina
daha erisilebilir hale gelir (225). Histon kuyruklarindaki lizin kalintilarinin
metilasyonu ve asetilasyonu gibi translasyon sonrasi histon modifikasyonlari ise esas
olarak kromatin yapisin1 degistirerek gen ekspresyonunu etkiler (220, 226). Genel
olarak, histonlarin asetilasyonu, aktif, transkripsiyonel olarak yetkin bdlgeleri

isaretlerken, hipoasetillenmis histonlar, transkripsiyonel olarak aktif olmayan
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okromatik veya heterokromatik bolgelerde bulunur (214). Histon asetiltransferazlar
gen ekspresyonunda gorev alirken ve histon deasetilazlar gen ekspresyonunu
susturmada islev goriirler. Bu enzimlerin diizenlenmesi, bir bireyin yasami boyunca
biitiinliiklerini stirdiirmeleri gerektiginden, Ozellikle ndronal hiicrelerde hiicresel
kimlik ve homeostaz i¢in ¢ok dnemlidir. Noronal hiicrelerde anormal bir epigenetik

diizenleme, nérodejenerasyon gibi patolojik sonuglara yol agar (227, 228).



3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromiir

Dimetil Sulfoksit

DNA izolasyon Kiti (Quick-DNA™ Miniprep Kit)
DNA/RNA Oksidatif Hasar Kiti

Dulbecco's Modified Eagle's Besiyeri (DMEM)-Ham's F12
w/L-Glutamin w/15 mM HEPES
Dulbecco Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (DPBS)

Etanol

Florometrik Hiicre Ici ROS Kiti

Fetal Sigir Serumu (FBS)
Glutatyon Kiti
Glutatyon Peroksidaz Kiti

Hiicre Liziz Reaktifi (Cell Lytic MT)

Kaspaz 3, 8, 9 Deney Kiti
Katalaz Kiti
Penisilin-Streptomisin
Proteaz Inhibitér Kokteyli
Protein Karbonil Kiti
Protein Miktar Tayini Kiti
Stiperoksit Dismutaz Kiti
TBARS Deney Kiti
Tripsin-EDTA

Metil Civa

Tiyomersal

Testosteron

Estradiol

SH-SY5Y Hiicre Hatti
SERT Kiti

Serotonin Kiti

Dopamin Kiti

DAT Kiti

Global Metilasyon Kiti
Histon Asetilasyon Kiti

Sigma-Aldrich
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Duchefa Biochemical

Zymo Research
Cayman Chemical
Biowest

Biowest

JT Baker
Sigma-Aldrich
Biowest

Cayman Chemical
Cayman Chemical
Sigma-Aldrich
Abcam

Cayman Chemical

Biological Industries

Sigma — Aldrich
Cayman Chemical
Cayman Chemical
Cayman Chemical
Cayman Chemical
Sigma — Aldrich
Sigma — Aldrich
Sigma — Aldrich
Sigma — Aldrich
Sigma — Aldrich
ATCC
Elabscience
Elabscience
Cusabio
Elabscience
Abcam

Epigentek



3.2. Kullanmilan Arac ve Geregler

96 Kuyucuklu Plak
Biyogiivenlik Kabini

Buz Makinasi

Buzdolabi

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Distile Su Cihaz1

Hassas Terazi

Hiicre Kiiltiirii Uyumlu Flask (25, 75, 175 cm?)
Isik Mikroskobu

Inkiibatdr (CO2°1i)

Kriyo Tiip
Lamel

Mikro Santrifiij
Nanodrop

Neubauer Lami (Hiicre sayim lami)
Otoklav

Otomatik Pipetler

Otomatik Pipet Uglar1

pH Metre

Steril Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml)
Steril Santrfiij Tiipleri

Santrifiij

Spektrofotometre / Spektroflorometre
Su Banyosu

Vorteks
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Greiner Bio-One

Holten, LaminAir Model
Scotsman AF100
Arcelik, 2 kapili
Arcelik, Tek kapili
Revco, Legaci

MES mp Minipure,
mes08/Thermo Scientific
Mettler Toledo, XS105

Corning, Isolab
Leica

Heraeus Instruments
Funvtion Line

Greiner Bio-One

Isolab

Heraeus, Hettich, Mikro22
Maestrogen
Spectrophotometer
Marienfeld

Niive NC40M

Ependorf

Eppendorf, Top-Line
Isolab

Greiner Bio-One

Greiner Bio-One
Heraeus, Hettich, Rotofix
32A

Molecular Devices,
SpektraMax M2
Memmert, Edelstaht
Rostfrei

LMS, Mixer Uzusio VTX-
3000L
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3.3. Kullanilan Hiicre Hatt1

SH-SYS5Y hiicre hatti, 4 yasindaki bir kiz ¢ocuktan alinan, kemik iligi
dokusundan elde edilmis epitelyal morfolojide noroblastoma hiicreleridir. Hem
adherent hem de siispande hiicreleri igerir. Orijinal olarak bir metastatik kemik tiimorii
biyopsisinden tiiretilmis, SH-SYS5Y (ATCC® CRL-2266 ™) hiicreleri, ana SK-N-SH
(ATCC® HTB-11 ™) soyunun iigiincii alt klonudur (SK-N-SH>SH-SY>SH-
SY5>SH-SY5Y).

3.4. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1. Metil Civa, Tiyomersal, Testosteron ve Estradiol Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Metil civa: 251,08 g/mol molekiil agirligina sahiptir. 6,277 mg tartilarak 10 ml
besiyerinde ¢oziiliir ve 2500 uM ana stok ¢ozeltisi hazirlanir.

Tiyomersal: 404,81 g/mol molekiil agirligina sahiptir. 4 mg tartilarak 5 ml
besiyerinde ¢oziiliir ve 2000 uM ana stok ¢ozeltisi hazirlanir.

Testosteron: 288,42 g/mol molekiil agirligina sahiptir. 0,173 mg tartilarak 6 ml
besiyerinde ¢oziiliir ve 100 pM ana stok ¢dzeltisi hazirlanir.

Estradiol: 272,38 g/mol molekiil agirligina sahiptir. 6,8095 mg tartilarak 10 ml

besiyerinde ¢oziiliir ve 2500 uM ana stok ¢ozeltisi hazirlanir.

Calisma gruplarinin dozlanmasi i¢in gereken diger konsantrasyonlar besiyeri

ile seyreltilerek bu ana stok ¢ozeltilerden hazirlanir.
3.4.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicreler %15 (h/h) FBS ve %1 penisilin/streptomisin ile desteklenmis
DMEM-Ham's F12 w/L-glutamin w/15 mM HEPES igeren kiltlir ortaminda
inkiibatorde (37°C ve %5 CO2) biiyiitiilmiistiir. Besiyeri 500 ml’lik DMEM-Ham's
F12 w/L-Glutamin w/15 mM HEPES igeren sise igerisine %15 (h/h) olacak sekilde 88

ml FBS ve %1 olacak sekilde 5,9 ml penisilin/streptomisin eklenerek hazirlanmistir.
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3.4.3. Sitotoksisite Ol¢iimiinde Kullamlan Cozeltiler

Dimetil Siilfoksit:

Oda sicaklhiginda sivi halde bulunan 1,1 g/ml yogunluga sahip ugucu bir
bilesiktir. Kullanima hazir sekildedir.

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromiir (MTT) Cozeltisi:

15 mg 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir tartilarak, 3 ml
Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) igerisinde ¢6ziiniir ve 27 ml besiyeri ile 30
ml’ye tamamlanir. Bu sekilde 0,5 mg/ml konsantrasyonda MTT ¢ozeltisi hazirlanmig

olur. Hazirlanan ¢ozelti karanlikta saklanmalidir ve 24 saat boyunca dayaniklidir.
3.4.4. Hiicre ici ROS Olciimiinde Kullanilan Cozeltiler

ROS Tayin Reaktifi:

Reaktifi olusturmak i¢in vial igerisine 40 ul DMSO eklenir. Pipetlenerek iyice
karigtirilir. Cozelti —20°C’de saklandiginda 1 ay dayaniklidir.

Dimetil Siilfoksit:

Kit 0,2 ml DMSO igermektedir. Reaktif tedarik edildigi sekilde kullanima
hazirdir.

Deney Tamponu:

Kit 20 ml deney tamponu igermektedir. -20°C’de saklandiginda 1 ay
dayaniklidir.

Master Reaksiyon Karisimi:

Hazirlanan ROS tayin reaktifinden 20 pl alinir ve iizerine 10 ml deney tamponu
eklenir. Oda sicakliginda 2 saat i¢inde kullanilmalidir. -20°C'de saklandiginda 1 ay
dayaniklidir.
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3.4.5. CAT Olgiimiinde Kullanilan Cozeltiler

Deney Tamponu (10X):

Her vialde 5 ml deney tamponu bulunmaktadir. 2 ml deney tamponu 18 ml
distile su ile 20 ml’ye tamamlanarak seyreltilir ve 1X konsantrasyona ulagilir.
Hazirlanan c¢ozelti 100 mM potasyum fosfat (pH 7,0) icermektedir. 4°C’de
saklandiginda 2 ay boyunca dayaniklidir.

Ornek Tamponu (10X):

Her vialde 10 ml 6rnek tamponu bulunmaktadir. 5 ml 6rnek tamponu 45 ml
distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak seyreltilir ve 1X konsantrasyona ulasilir.
Hazirlanan ¢ozelti (pH 7,5) 25 mM potasyum fosfat, | mM EDTA ve %0,1 BSA
icermektedir. Ornek tamponu, formaldehit standartlarini, katalaz kontrolii ve 6rnekleri

seyreltmek i¢in kullanilir. 4°C’de saklandiginda 2 ay boyunca dayaniklidir.

Katalaz Formaldehit Standarda:

Vial 4,25 M formaldehit igerir. Stok standart ¢ozeltisini hazirlamak igin vial
igerisinden 10 ul katalaz formaldehit standart1 alinir ve 9,99 ml 1X 6rnek tamponu ile
seyreltilir. Hazirlanan formaldehit ara stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu 4,25 mM olur.
Daha sonra final konsantrasyonlar1 0; 5; 15; 30; 45; 60 ve 75 uM formaldehit i¢erecek
sekilde bir seri standart ¢6zelti hazirlanir. Bunun i¢in stok standart ¢ozeltisinden O pl,
10 ul, 30 pl, 60 ul, 90 pl, 120 pl ve 150 pl alinarak, sirastyla 1000 pl, 990 pl, 970 pl,
940 pl, 910 pl, 880 pul ve 850 ul 6rnek tamponu ile seyreltilir.

Katalaz (Kontrol):

Her vial liyofilize halde sigir karacigeri CAT enzimi tozu icermektedir ve
pozitif kontrol olarak kullanilir. Vial igerisine 2 ml 6rnek tamponu eklenerek
sulandirlir. Elde edilen ¢ozeltiden 100 pl alinir ve 1,9 ml 6rnek tamponu ile seyreltilir.
Bu seyreltilmis enzimin kuyucuk basma 20 pl'lik miktar1, arka plan absorbansinin
cikarilmasindan sonra yaklasik 0,29'luk bir absorbansa neden olmaktadir. Seyreltilmis
enzim ¢ozeltisi 30 dakika (dak); sulandirilmis Katalaz (Kontrol) ise -20°C'de bir ay
dayaniklidir.
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Potasyum Hidroksit Cozeltisi:

Her vial 4 ml 10 M potasyum hidroksit (KOH) igerir. Reaktif, tedarik edildigi
sekilde kullanima hazirdir. 4°C’de 3 ay dayaniklhidir.

Hidrojen Peroksit Cozeltisi:

Vial 8,82 M H20; ¢ozeltisi igerir. 40 pl ¢ozelti 9,96 ml distile su ile seyreltilir.
35,28 mM konsantrasyona sahip c¢ozelti elde edilir. Seyreltilmis ¢ozelti 2 saat
dayaniklidir.

Purpald (Kromojen):

Her vial 0,5 M hidroklorik asit iginde 4 ml 4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-
1,2,4-triazol (purpald) igermektedir. Reaktif, tedarik edildigi sekilde kullanima

hazirdir.

Potasyum Periyodat:

Her vial 0,5 M potasyum hidroksit i¢inde 1,5 ml potasyum periyodat
icermektedir. Reaktif, tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir.

3.4.6. SOD Olciimiinde Kullanilan Cozeltiler

Deney Tamponu (10X):

3 ml deney tamponu 27 ml distile su eklenerek 30 ml’ye tamamlanir ve bu
sekilde konsantrasyon 1X olacak sekilde seyreltilir. Hazirlanan 1X deney tamponu 0,1
mM dietilentriamin pentaasetik asit (DTPA) ve 0,1 mM hipoksantin i¢eren, pH’1 8,0
olan 50 mM Tris-HCI tamponudur ve radikal dedektorii seyreltmek i¢in kullanilir.

4°C’de saklandiginda 2 ay boyunca dayaniklidir.

Ornek Tamponu (10X):

2 ml 6rnek tamponu 18 ml distile su eklenerek 20 ml’ye tamamlanir ve bu
sekilde konsantrasyon 1X olacak sekilde seyreltilir. Ornek tamponu (50 mM Tris-HCI,
pH 8,0) SOD standartlarin1 hazirlamak ve 6l¢iim yapilacak ornekler ile ksantin

oksidazi seyreltmek i¢in kullanilir. 4°C’de saklandiginda 6 ay boyunca dayaniklidir.
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Radikal Dedektor:

Radikal dedektorii vial igerisinde 250 ul tetrazolyum (2-(4-iyodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum, = monosodyum) tuzu  ¢ozeltisi
icermektedir. Bu ¢ozeltiden 50 pl alinir ve 19,95 ml deney tamponu (1X) eklenerek
seyreltilir. Folyo ile sarilarak 1siktan korunmasi saglanir. Hazirlanan ¢ozelti 2 saat

boyunca dayaniklidir. Hazir hale getirilmeyen ¢ozelti -20°C’de saklanmalidir.

SOD Standart Cozeltileri:

Vial igerisinde 100 ul sigir eritrosit SOD (Cu/Zn) ¢ozeltisi bulunmaktadir.
Coziilen enzim buz iizerinde bekletilmelidir. Oncelikle SOD stok ¢ozeltisini
hazirlamak i¢in vial icerisinden 20 pul SOD ¢ozeltisi alinir ve 1,98 ml 1X 6rnek
tamponu ile seyreltilir. Daha sonra final konsantrasyonlar1 0; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03,
0,04 ve 0,05 U/ml SOD aktivitesine sahip olacak sekilde bir seri standart ¢ozelti
hazirlanir. Bunun igin seyreltilmis SOD stok ¢dzeltisinden sirasiyla 0 pl, 20 pl, 40 pl,
80 ul, 120 pl, 160 pl ve 200 pl alinarak, 1000 pl, 980 ul, 960 pl, 920 pl, 880 pl, 840 ul
ve 800 pul 6rnek tamponu ile seyreltilir. Kullanilmayan enzim -20°C’de saklanmalidir.

Enzim iki donma/¢6ziilme dongiistine dayaniklidir.

Ksantin Oksidaz:

Kit igerisindeki vialler 150 pl ksantin oksidaz igermektedir. Kulanim 6ncesi bir
vial ¢ozdiirtiliir ve 50 pl enzim alinarak 1,95 ml 6rnek tamponu (1X) ile seyreltilir.
Buz {izerinde bekletilir. Hazirlanmis enzim 1 saat dayaniklhidir ve yeniden

dondurulmamalidir.
3.4.7. Glutatyon Peroksidaz Olciimiinde Kullamlan Cozeltiler

Deney Tamponu (10X):

Vial iginde 5 ml 10X deney tamponu bulunmaktadir. 5 ml deney tamponu
(10X) 45 ml distile su ile 50 ml’ye tamamlanir ve 1X ¢ozelti elde edilir. Hazirlanan
cozelti 5 mM EDTA igeren 50 mM Tris-HCl (pH 7,6) tamponudur. 4°C’de

saklandiginda hazirlanan deney tamponu 6 ay boyunca dayaniklidir.
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Ornek Tamponu (10X):

Vial i¢cinde 3 ml 10X 6rnek tamponu bulunmaktadir. 2 ml 6rnek tamponu (10X)
18 ml distile su ile 20 ml’ye tamamlanir ve 1X tampon elde edilir. Hazirlanan ¢6zelti
5 mM EDTA ve 1 mg/ml BSA igeren 50 mM Tris-HCI (pH 7,6) tamponudur. GPx
kontroliinii ve drnekleri seyreltmek i¢in kullanilir. 4°C’de saklandiginda hazirlanan

deney tamponu 1 ay boyunca dayaniklidir.

Glutatyon Peroksidaz (Kontrol):

Vial 50 ul sigir eritrosit GPx igermektedir. Tekrarlanan donma/¢ozilmeyi
onlemek i¢in GPx birkag kii¢iik siseye boliinerek -20°C'de saklanmalidir. 10 pl enzim
buz iizerinde bagka bir viale aktarilir ve 490 pl 6rnek tamponu ile 500 ul’ye

tamamlanir. Seyreltilmis enzim buz iizerinde 4 saat dayaniklidir.

Kosubstrat Karisimi:

Vial liyofilize halde glutatyon ve glutatyon rediiktaz icermektedir. Icerik 6 ml
deney tamponu ile sulandirilarak hazir hale getirilir. Hazirlanan c¢dzelti oda
sicakliginda 2 saat, 4°C’de ise 2 giin dayamiklidir. Hazir hale getirilmis reaktif

dondurulmamalidir.

NADPH:

Vial liyofilize NADPH icermektedir. igerik 6 ml deney tamponu ile
sulandirilarak hazir hale getirilir. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda 2 saat, 4°C’de

ise 2 giin dayaniklidir.

Kiimen Hidroperoksit:

Kit 2,5 ml kiimen hidroperoksit icermektedir. Reaktif, tedarik edildigi sekilde

kullanima hazirdir.
3.4.8. Glutatyon Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler

2-(N-morfolin) Etansiilfonik Asit (MES) Tamponu (2X):
Tampon pH 6,0 olacak sekilde 0,4 M MES, 0,1 M fosfat ve 2 mM EDTA
igcermektedir. 60 ml tampon 60 ml distile su ile 120 ml’ye tamamlanir ve 1X tampon

elde edilir.
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Okside Glutatyon (GSSG) Standarti:

Her vial MES tamponu igerisinde 2 ml 25 uM GSSG igermektedir. Standart
tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir. GSSG, GSH yerine standart olarak
kullanilir. Deney kosullar1 altinda, GSSG hizli bir sekilde GSH'ye indirgenir ve
boylece gerekli standardi saglar. 0-4°C'de tedarik edildigi sekilde saklandiginda 1 yil
dayaniklidir. GSSG standartlarini 0; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 uM konsantrasyonlarinda
hazirlamak igin sirasiyla 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120, 160 pl stok ¢ozeltisinden alinir ve
tizerlerine sirastyla 500, 495, 490, 480, 460, 420, 380, 340 ul 1X MES tamponu

eklenir.

Kofaktor Karisimi:

Kit liyofilize halde NADP™* ve glukoz-6 fosfat tozu icermektedir. Vial igerigi

kullanilmadan 6nce 0,5 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanir. Sulandirilmis reaktif, O-

4°C'de saklandiginda 2 hafta dayaniklidir.

Enzim Karisimi:

Vial igerisinde 0.2 ml tampon i¢inde glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz icermektedir. Dikkatlice acilan siseye 2 ml 1X MES Tamponu eklenir ve
tyice karistirilir. Hazirlanan karisim 0-4°C'de saklandiginda 2 hafta dayaniklidir.

5,5°-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik) Asit (DTNB):

Vial liyofilize DTNB tozu (Ellman reaktifi) igermektedir. Vial icerigi 0,5 ml
distile su ile sulandirilir ve iyice karistirilir. Hazirlanan reaktif 10 dak iginde

kullanilmalidir.

Deney Kokteyli:

11,25 ml MES tamponu, 0,45 ml ko-faktor karisimi, 2,1 ml enzim karigimu,
0,45 ml DTNB ve 2,3 ml distile suyun 20 ml’lik sisede karistirilmasiyla elde edilir.
Deney kokteyli hazirlandiktan sonra 10 dak i¢inde kullanilmalidir.
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3.4.9. Lipit Peroksidasyonu Ol¢iimiinde Kullamlan Cozeltiler

Tiyobarbitiirik Asit (TBA):
Vial 2 g tiyobarbitiirik asit (TBA) icermektedir. Renk reaktifini hazirlamak i¢in

kullanilir.

Asetik Asit:

Her vial 20 ml konsantre asetik asit icermektedir. 2 vial (40 ml) asetik asit 160
ml distile su 200 ml’ye tamamlanarak seyreltilir. Bu seyreltilmis asetik asit ¢ozeltisi,

renk reaktifinin hazirlanmasinda kullanilir. C6zelti oda sicakliginda 3 ay dayaniklidir.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (10X):

Vial NaOHgozeltisi igerir. 20 ml NaOH 180 ml distile su ile 200 ml’ye
tamamlanarak 1X’e seyreltilir. Bu seyreltilmis NaOH ¢o6zeltisi renk reaktifinin
hazirlanmasinda kullanilir. Cozelti oda sicakliginda 3 ay dayaniklidir, ancak asinmaya

kars1 uygun bir plastik kapta saklanmalidir.

Malondialdehit Standarda:

Vial 500 puM malondialdehit (MDA) ¢ozeltisi igermektedir. Reaktif tedarik
edildigi sekilde kullanima hazirdir. Standart egrinin olusturulmasinda kullanilir. Bu
cozeltiden 250 pl alinir ve 750 ul distile su ile 1 ml’ye tamamlanarak seyreltilir. 125
uM’lik ara stok ¢ozeltisi bu sekilde elde edilir. MDA final konsantrasyonlar1 0; 0,625;
1,25; 2,5; 5; 10; 25 ve 50 uM olacak sekilde bir seri standart ¢6zelti hazirlanir. Bunun
i¢in seyreltilmis MDA stok ¢ozeltisinden sirastyla O pl, 5 pl, 10 pl, 20 pl, 40 pl, 80 pl,
200 pl ve 400 pl alinarak, 1000 pl, 995 pl, 990 ul, 980 pl, 960 pl, 920 pl, 800 pl ve
600 pl distile su ile seyreltilir.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi:

Vial sodyum dodesil siilfat (SDS) c¢ozeltisi igermektedir. Reaktif tedarik
edildigi sekilde kullanima hazirdir.
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Renk Reaktifi:

50 ml seyreltilmis asetik asit ¢ozeltisi ve 50 ml 1X NaOH c¢ozeltisi igerisine
530 mg TBA’nin eklenmesi ve tamamen ¢oziilene kadar karistirilmasiyla hazirlanir.

Hazirlanan ¢6zelti 24 saat boyunca dayaniklidir.
3.4.10. . Protein Karbonil Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler

Hidroklorik Asit Cozeltisi:

Vial 12 M hidroklorik asit (HCI) icermektedir. 2,5 M HCI ¢ozeltisi elde etmek
icin vial igerigi 40 ml distile su igerisine dikkatlice eklenir. 2,5 M HCI ¢ozeltisi 2,4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH)’yi hazirlamak ic¢in kullanilir. Seyreltilmis HCI oda
sicakliginda 3 ay dayaniklidir.

2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH):

Vial DNPH icermektedir. Igerik 10 ml 2,5 M HCI ile ¢oziilerek hazir hale
getirilir. Hazirlanmig DNPH ¢ozeltisi 4°C'de 1 hafta dayaniklidir ve karanlikta
saklanmalidir. Cozelti dondurulmamalidir.

Trikloroasetik asit (TCA) Cozeltisi:

Vial 1 g/ml TCA ¢ozeltisi igerir. 12 ml TCA ¢6zeltisine 48 ml distile su yavasca
eklenir. Bu seyreltme ile %20'lik TCA Cozeltisi hazirlanmig olur. 20 ml %20°lik TCA
Cozeltisi bagka bir kaba aktarilir ve 20 ml distile su eklenir. Bu sekilde %10’luk TCA
¢ozeltisi elde edilmis olur. Her 1ki ¢ozelti de oda sicakliginda 1 ay dayaniklidir.

Guanidin Hidrokloriir:

Vial guanidin hidrokloriir ¢ozeltisi igerir. Reaktif tedarik edildigi sekilde
kullanima hazirdir.

Etanol:

Vial 30 ml etanol igerir. Reaktif tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir.
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Etil asetat:

Vial 30 ml etil asetat icerir. 1:1 Etanol: Etil Asetat (1:1) karisimi igin bir vial

(30 ml) igerigi, 30 ml etanol ile karistirilir.
3.4.11. Total Protein Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler

Protein Tayin Deney Reaktifi:

7,5 ml deney reaktifi distile su ile seyreltilerek 50 ml'ye tamamlanir.
Seyreltilmis reaktif, koyu renkli sisede 4°C'de uygun sekilde saklanirsa 1 y1l boyunca
dayaniklidir.

Protein Tayini BSA Standarti:

Vial %0,05 sodyum azid ile %0,9 salin soliisyonunda 10 mg/ml BSA stok
standart igermektedir. 4 pl stok standart 996 pl distile su ile seyreltilerek 1 ml’ye
tamamlanir. Bu ¢ozeltinin konsantrasyonu 40 pg/ml olacaktir. Seri standartlarin
hazirlanmasi i¢in 1°den 8’e kadar numaralandirilan 8 vialden ilk 7’sine (A-G) 250 pl,
sonuncuya (H) ise 200 pl distile su eklenir. 800 pl stok standart (40 png/ml) H tiipiine
aktarilir ve iyice karistirilir. H tliplinden G tiipiine 750 pl aktarilarak iyice karistirlir.
Bu sekilde B tiipiine kadar ayni1 islem yapilarak bir seri standart hazirlanir. A tiipii ise

kor olarak kullanilir. Bu seyreltilmis standartlar 24 saatten fazla kullanilmamalidir.
3.4.12. DNA izolasyonunda Kullamilan Cozeltiler

Genomik Liziz Tamponu:

Kit igerisinde 50 ml ¢bzelti bulunmaktadir. Reaktif tedarik edildigi sekilde
kullanima hazirdir. Oda sicakliginda saklanabilir.

DNA On Yikama Tamponu:

Kit igerisinde 15 ml ¢bzelti bulunmaktadir. Reaktif tedarik edildigi sekilde

kullanima hazirdir. Oda sicakliginda saklanabilir.
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g-DNA Yikama Tamponu:

Kit igerisinde 50 ml ¢dzelti bulunmaktadir. Reaktif tedarik edildigi sekilde
kullanima hazirdir. Oda sicakliginda saklanabilir.

DNA Eliisyon Tamponu:

Kit igerisinde 10 ml ¢dzelti bulunmaktadir. Reaktif tedarik edildigi sekilde
kullanima hazirdir. Oda sicakliginda saklanabilir.

3.4.13. RNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

RNA Yikama Tamponu:

24 ml konsantre RNA yikama tamponuna 96 ml %100 etanol c¢ozeltisi
eklenerek hazirlanir.

DNaz I c¢ozeltisi:

Liyofilize halde tedarik edilen DNaz I, kit ile saglanan DNaz/RNaz icermeyen
su ile karistirilarak hazir hale getirilir.

3.4.14. DNA ve RNA Hasarmin Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

ELISA Tamponu (10X):

Vial icerigi (10 ml konsantre ELISA tamponu) 90 ml distile su ile 100 ml’ye

tamamlanarak 1X’e seyreltilir.

Yikama Tamponu (400X):

Vial igerigine (5 ml konsantre yikama tamponu) 1 ml polisorbat 20 eklenir ve

toplam hacim distile su ile 2 L’ye tamamlanur.

ELISA Standartlar::

100 pl ana standart viale almir ve 900 pl distile su ile seyreltilerek
konsantrasyonu 30 ng/ml olan standart ¢ozelti elde edilir. Bu ¢ozelti 4°C'de
saklandiginda 6 hafta boyunca dayaniklidir. Seri standartlarin hazirlanmasi i¢in 1°den
8’e kadar numaralandirilan 8 vialden 1 numaraliya 900 pl, diger 7 tanesine ise 500 pl

ELISA Tamponu eklenir. 30 ng/ml’lik ¢ozeltiden 100 pl alinarak, 1. viale aktarilir ve
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iyice karigtirilir. Daha sonra vial 1’den 2.’ye 400 pl ¢ozelti aktarilir ve karistirilir. Bu
sekilde bir dncekinden 400 pl alinip, sonraki viale aktarilarak bir seri standart ¢ozelti
elde edilir. Seyreltilmis standartlar 4°C'de 24 saatten fazla saklanmamalidir.

AKE Tracer Cozeltisi:

Viale 6 ml ELISA tampon ¢ozeltisi eklenerek hazir hale getirilir.

ELISA Monoklonal Antikor Cozeltisi:

Viale 6 ml ELISA tampon ¢6zeltisi eklenerek hazir hale getirilir.

Ellman Reaktifi:
Viale 20 ml distile su eklenerek hazir hale getirilir. Kullanilmadan hemen 6nce
hazirlanmalidir.

3.4.15. Kaspaz 3, 8, 9 Aktivitelerinin Ol¢iimiinde Kullamlan Céozeltiler

Deney Tamponu:

Reaktif tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir. -20°C'de saklanmali, deney
oncesi oda sicakligina getirilmelidir.

Kaspaz 3 Substrati:

Reaktif tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir. Kullanilmadan 6nce oda
sicakliginda  ¢oziilmelidir. -20°C'de saklanmalidir. Yeniden donma/coziilme

dongiilerinden kagiilmalidir.

Kaspaz 8 Substrati:

Reaktif tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir. Kullanilmadan 6nce oda
sicakliginda  ¢oziilmelidir. -20°C'de saklanmalidir. Yeniden donma/¢oziilme

dongiilerinden kagiilmalidir.

Kaspaz 9 Substrati:

Reaktif tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir. Kullanilmadan 6nce oda
sicakliginda  ¢oziilmelidir. -20°C'de saklanmalidir. Yeniden donma/¢oziilme

dongiilerinden kaginilmalidir.
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Kaspaz Deney Cozeltisi:

10 ml deney tamponu igerisine kaspaz 3, 8 ve 9 substratlarinin her birinden 50

ul eklenerek, pipetleme ile karistirilarak hazirlanir.
3.4.16. Dopamin Diizeylerinin Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Yikama Tamponu (20X):

Konsantre igerik oda sicakligina getirilir. Kristaller olusmugsa hafifce
kanigtirilir. Bu konsantre igerikten (20X) 15 ml alinarak distile su ile 300 ml’ye
tamamlanir ve 1X yikama tamponu elde edilir.

Standartlar, horse radish peroxidase (HRP)-konjugat, Substrat A ve B ile

durdurma cozeltileri kit ile tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir.
3.4.17. DAT Olciimiinde Kullanilan Cozeltiler

Yikama Tamponu:

Vial igerigindeki 30 ml konsantre ¢6zelti distile su ile 750 ml’ye tamamlanarak

seyreltilir.

Standart Cozeltiler:

Ana standart 10.000xg’de 1 dak santrifiijlenir. Vial igerisine 1 ml
standart/0rnek seyreltici ¢ozeltiden eklenir, 10 dak beklenir ve dikkatlice karistirilir.
Bu ¢6zelti 10 ng/ml konsantrasyona sahip olur. Daha sonra 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,32;
0,16 ve 0 ng/mL standartlar1 hazirlamak i¢in 7 tiipiin her birine 500 pL standart/6rnek
seyreltici ¢ozeltiden eklenir. ik tiipe 10 ng/ml’lik ¢dzeltiden 500 uL eklenir ve
pipetlenir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 500 pL alinarak bir sonraki tiipe eklenir ve bu

sekilde bir seri standart ¢ozelti hazirlanir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi:

Kuyucuk basma 100 pL olacak sekilde deney i¢in gereken miktar hesaplanir
ve kayiplara karsi onlem olarak bu hesaplanan miktardan biraz daha fazlasi olacak

sekilde hazirlanir. Kullanmadan 06nce ¢o6zelti santrifijlenir. 100X konsantre
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biyotinlenmis deteksiyon c¢alisma c¢ozeltisi, biyotinlenmis deteksiyon ¢dzeltisi

seyreltici ile 1X’e seyreltilir.

HRP Konjugat Cozeltisi:

Kuyucuk bagina 100 pL olacak sekilde deney icin gereken miktar hesaplanir
ve kayiplara karg1 onlem olarak bu hesaplanan miktardan biraz daha fazlasi olacak
sekilde hazirlanir. 100X konsantre HRP konjugat ¢cozeltisi, HRP konjugat seyreltici ile
1X’e seyreltilir.

3.4.18. Serotonin Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

Yikama Tamponu:

30 ml konsantre yikama tamponu distile su ile 750 ml’ye seyreltilir. Konsantre

¢ozelti icinde kristaller olusmussa 40°C'lik su banyosunda 1sitilir ve hafifce karistirilir.

Standart Cozeltiler:

Ana standart 10,000xg’de 1 dak santrifiijlenir. Vial igerisine 1 ml
standart/6rnek seyreltici ¢ozeltiden eklenir, 10 dak beklenir ve dikkatlice karigtirilir.
Bu ¢ozelti 1000 ng/ml konsantrasyona sahip olur. Daha sonra 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,63 ve 0 ng/ml standartlari hazirlamak igin 7 tiipiin her birine 500 pL
standart/6rnek seyreltici ¢ozeltiden eklenir. 11k tiipe 1000 ng/ml’lik ¢dzeltiden 500 pL
eklenir ve pipetlenir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 500 puL alinarak bir sonraki tiipe eklenir

ve bu sekilde bir seri standart ¢ozelti hazirlanir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi:

Kuyucuk basma 50 pL olacak sekilde deney i¢in gereken miktar hesaplanir ve
kayiplara kars1 6nlem olarak bu hesaplanan miktardan biraz daha fazlasi olacak sekilde
hazirlanir. Kullanmadan once ¢ozelti santrifiijlenir. 100X konsantre biyotinlenmis
deteksiyon calisma ¢ozeltisi, biyotinlenmis deteksiyon ¢ozeltisi seyreltici ile 1X’e

seyreltilir.
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HRP Konjugat ¢ozeltisi:

Kuyucuk basma 100 pL olacak sekilde deney icin gereken miktar hesaplanir
ve kayiplara kars1 dnlem olarak bu hesaplanan miktardan biraz daha fazlasi olacak
sekilde hazirlanir. 100X konsantre HRP Konjugat ¢ozeltisi, HRP Konjugat Seyreltici
ile 1X’e seyreltilir.

3.4.19. SERT Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Yikama Tamponu:

30 ml konsantre yikama tamponu distile su ile 750 ml’ye seyreltilir. Konsantre

¢ozelti iginde kristaller olusmussa 40°C'lik su banyosunda isitilir ve hafifce karistirilir.

Standart Cozeltiler:

Ana standart 10,000xg’de 1 dak santrifijjlenir. Vial icerisine 1 ml
standart/6rnek seyreltici ¢ozeltiden eklenir, 10 dak beklenir ve dikkatlice karistirilir.
Bu ¢ozelti 1000 pg/ml konsantrasyona sahip olacaktir. Daha sonra 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,63 ve 0 pg/ml standartlart hazirlamak igin 7 tiiptin her birine 500 pL
standart/6rnek seyreltici ¢ozeltiden eklenir. i1k tiipe 1000 pg/ml’lik ¢dzeltiden 500 pL
eklenir ve pipetlenir. Daha sonra bu ¢6zeltiden 500 pL alinarak bir sonraki tiipe eklenir

ve bu sekilde bir seri standart ¢ozelti hazirlanir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi:

Kuyucuk basma 100 pL olacak sekilde deney icin gereken miktar hesaplanir
ve kayiplara karsi onlem olarak bu hesaplanan miktardan biraz daha fazlasi olacak
sekilde hazirlanir. Kullanmadan oOnce ¢6zelti santrifiijlenir. 100X konsantre
biyotinlenmis deteksiyon calisma ¢oOzeltisi, biyotinlenmis deteksiyon ¢ozeltisi

seyreltici ile 1X’e seyreltilir.

HRP Konjugat ¢ozeltisi:

Kuyucuk basma 100 pL olacak sekilde deney i¢in gereken miktar hesaplanir
ve kayiplara karsi onlem olarak bu hesaplanan miktardan biraz daha fazlasi olacak
sekilde hazirlanir. 100X konsantre HRP Konjugat ¢ozeltisi, HRP Konjugat Seyreltici
ile 1X’e seyreltilir.
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3.4.20. Global Metilasyon Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler

Yikama Tamponu (10X):

26 ml 10X yikama tamponuna 234 ml distile su eklenerek 260 ml’ye
tamamlanir ve 1X’e seyreltilir. Cozeltinin pH’1 7,2-7,5 arasinda olmalidir. 1X ¢ozelti
4°C’de 6 ay boyunca dayaniklidir.

Baglanma ¢ozeltisi, negatif kontrol, pozitif kontrol, 5-mC antikoru, sinyal
indikatorii, enhancer ¢6zeltisi, developer ¢ozeltisi ve durdurma ¢ozeltisi kit ile

kullanima hazir olarak tedarik edilmektedir.
3.4.21. Histon Asetilasyon Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi:
GF3’iin distile su (pH 7.2-7.5) ile 1:10 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanir.
GF2/Gliserol ¢ozeltisi:

GF2'ye 1:10 oraninda gliserol eklenerek hazirlanir.

GF7 Cozeltisi:

Stok GF7, GF6 ile (1:100 oraninda) seyreltilerek 1 pg/ml GF7 ¢ozeltisi
hazirlanir.

GF8 Cozeltisi:

Stok GF8, GF6 ile (1:1000 oraninda) seyreltilerek hazirlanir.
3.5. Deneysel islemler ve Yontemler
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada insan noroblastoma hiicre hattt SH-SYSY kullanilmistir. Hiicreler
%15 (h/h) FBS ve %1 penisilin/streptomisin ile desteklenmis DMEM-Ham's F12 w/L-
glutamin w/15 mM HEPES igeren kiiltiir ortaminda inkiibatérde (37°C ve %5 CO»)
biiyiitiilmiistiir. Hiicrelerin besiyeri uygun araliklarla degistirilmis ve hiicreler istenen

doluluga (%80) ulastiklarinda pasajlanarak ¢ogaltilmistir.
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3.5.2. Hiicre Dondurma, Cozme ve Pasaj Islemleri

Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicrelerin igerisinde oldugu vial su banyosunda hafifce yiizdiiriilerek 37°C’ye
getirilir.

Steril falkon tiipe yaklasik 10 ml besiyeri eklenir.

Vial i¢ine az miktarda besiyeri eklenerek pipetaj islemi ile hiicreler alinir ve
falkon tiipe aktarilir.

1200 devir/dak hizda 5 dak siireyle santrifiij edilir.

Flaska 5-6 ml besiyeri konur.

Santifiij sonras1 elde edilen hiicre pelleti 1 ml besiyerinde ¢oziiliir ve flaska
aktarilir.

Inkiibatorde (37°C, %5 COz) gogalmaya birakilir.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Uygun biiyiikliikteki flasklar i¢inde tutunmus SH-SYSY hiicrelerinin
cogaltildig besiyeri ¢ekilerek, olii hiicreler ve atiklar uzaklastirilir.

Daha sonra flasklara 3 ml tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenir ve flasklar
inkiibatorde yaklasik 5 dak siireyle bekletilir.

Hiicrelerin tutunduklar1 flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklart 151k
mikroskobu altinda kontrol edilir.

Hiicre kaldirma islemi gerceklestikten sonra flasklara eklenen tripsin-EDTA
cozeltisinin yaklasik 2 kat1 kadar besiyeri eklenerek etkisi sonlandirilir.

Bu karigim steril falkon tiiplere alinarak 1200 devir/dak hizda 5 dak siireyle
santrifiij edilir.

Hiicrenin pasajlanacagi yeni flasklara taze besiyeri eklenir.

Stipernatan uzaklastirilarak falkon tiip igerisinde kalan hiicre pelleti bir miktar
besiyeri ile siispande edilir ve yeni flasklara paylastirilir.

Yaklasik %80-90 doluluga ulasilinca hiicreler yeniden pasajlanir.
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Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre pelleti elde edilinceye kadar pasajlama islemindeki basamaklar
tekrarlanir.

Pellet dondurma vasat1 (besiyeri igerisine %10 DMSO eklenerek hazirlanir)
ile ¢oziilerek vial igerisine aktarilir.

-80°C’de saklanir.

3.5.3. Uygun Hiicre Sayilarinin Belirlenmesi

Uygun biiyiikliikteki flasklar icinde tutunmus SH-SYSY hiicrelerinin
cogaltildig besiyeri ¢ekilerek, olii hiicreler ve atiklar uzaklastirilir.

Daha sonra flasklara 3 ml tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenir ve flasklar
inkiibatorde yaklasik 5 dak siireyle bekletilir.

Hiicrelerin tutunduklar1 flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklari 151k
mikroskobu altinda kontrol edilir.

Hiicre kaldirma islemi gergeklestikten sonra flasklara eklenen tripsin-EDTA
cozeltisinin yaklagik 2 kat1 kadar besiyeri eklenerek etkisi sonlandirilir.

Bu karisim steril falkon tiiplere alinarak 1200 devir/dak hizda 5 dak siireyle
santriflij edilir.

Siipernatan uzaklastirilarak falkon tiip ig¢erisinde kalan hiicre pelleti, hiicre
yogunluguna gore belirlenen miktarda (5-10 ml) besiyeri ile slispande edilir.
Bu hiicre siispansiyonu homojen hale getirildikten sonra igerisinden 50 pl
alinarak bir ependorf tiipe aktarilir ve tizerine 50 pl %0,4’lik tripan mavisi
cozeltisi eklenerek hiicre ve boya karisim siispande edilir.

Neubauer lami {lizerindeki ¢ukur kismin olusturdugu iki bolme tizerine lamel
yerlestirildikten sonra hiicre siispansiyonu dikkatli bir sekilde lam iizerine
tatbik edilir ve 151k mikroskobu altinda incelenerek hiicreler sayilir.
Neubauer lami lizerindeki sekiz ayr1 karedeki hiicre sayisi belirlenir ve
ortalamas1 alinir.

Bu say1 diliisyon faktoriiyle ve ardindan 10000 ile ¢arpilarak ml’deki canli

hiicre sayis1 hesaplanir.
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e (Canli hiicre konsantrasyonu belirlendikten sonra analizler i¢in ka¢ ul’de ne
kadar hiicre isteniyorsa hesaplanir ve 96 kuyucuklu plaklara ya da flasklara

hiicre ekimi yapilir.

3.5.4. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromiir (MTT)

Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

MTT analizi, hiicre canliligi, hiicre c¢ogalmasi ve sitotoksisitenin
degerlendirilmesi, hiicre aktivasyonunun ve biiyiime faktorleri, sitokinler ve besinlere
yanit olarak hiicre proliferasyonunun incelenmesi i¢in hiicresel metabolik aktiviteyi
Olgen bir yontemdir. Bu kolorimetrik analiz esas olarak metabolik olarak aktif olan
hiicreler tarafindan sari renkli bir tetrazolyum tuzu olan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir’iin mor renkli formazan kristallerine indirgenmesi
prensibine dayanir. Canli hiicreler, MTT'yi formazana indirgeyen NADPH'ye baglh
oksidorediiktaz enzimleri igerirler (229). Olusan mor renkli kristaller DMSO
icerisinde ¢oziiliir. Cozelti ne kadar koyu renkliyse, canli, metabolik olarak aktif

hiicrelerin sayis1 o kadar fazladir. Renkli ¢ozeltilerin absorbans1 570 nm’de ol¢iiliir.

Yontemin Uygulanisi:

e Hiicre ekimi 96 kuyucuklu plaga 100 pl’de 10000 hiicre olacak sekilde yapilir.

e Hiicreler plaga tutunmalar1 ve gogalmalari i¢in 24 saat inkiibasyona birakilir.

e Hiicrelerin i¢inde bulundugu besiyeri steril sekilde uzaklastirildiktan sonra,
uygulama maddelerinin gesitli konsantrasyonlarini igeren ve kontrol olarak
hicbir madde icermeyen yeni besiyerleri eklenerek 24 saat boyunca
inkiibatorde (37°C, %5 CO2) bekletilir.

e Inkiibasyon sonunda uygulama ¢ozeltileri steril sekilde uzaklastirilarak her bir
kuyucuga 100 pl MTT c¢ozeltisi eklenir.

e MTT c¢ozeltisi 151k ile bozunabilecegi icin deneyler karanlik ortamda
gerceklestirilir.

e MTT c¢ozeltisi eklenen plaklar 3 saat inkiibe edilir ve siirenin sonunda MTT

¢ozeltisi kuyucuklardan uzaklastirilir.
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e Her bir kuyucuga reaksiyon sonucu olugan mor renkli formazan kristallerini
¢ozmek amaciyla 150 ul DMSO eklenir ve plak ¢alkalayici tizerinde 5-10 dak
karigtirilir.

e Kuyucuklarin absorbans degerleri 570 nm’de 6lgiiliir.

Hiicre Canlihiginin Hesaplanmasi:

Her bir madde i¢in anlamli bir sonu¢ dizisi elde edene kadar ¢esitli doz
araliklarinda MTT analizi yapilir ve belirlenen doz araliklarinda ti¢ tekrar yapilarak
ortalama absorbans degerleri belirlenir.

Kontrol olarak kullanilan hiicrelere ait absorbans degerleri %100 olarak kabul
edilerek bu hiicrelerin %100 canli oldugu varsayilir ve diger hiicrelerin canliligi
kontrole oranlanarak inhibitor konsantrasyon 50 (IC50) ve inhibitdr konsantrasyon 20

(IC20) degerleri hesaplanir.
3.5.5. Calisma Gruplarmin Olusturulmasi

Calisma kapsaminda SH-SYSY hiicre hattinda asagidaki ¢alisma gruplar
olusturulmustur (Tablo 3.1.). Inkiibasyon siiresi tiim gruplarda tiim analizler igin 24
saat olarak uygulanmigtir. MTT deneylerinden elde edilen sonuglara gore tiyomersal
ve metil civa i¢in IC20 dozlari, testosteron ve estradiol icin ise hiicre canliligim
degistirmeyen ve proliferasyona neden olmayan dozlar segilerek kullanilmigtir. 1C20,

hiicre canliliginda %20 inhibisyona neden olan konsantrasyonu ifade etmektedir.
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Tablo 3.1. Calisma Gruplari

Deney Gruplari Uygulanan Maddeler
Kontrol (K) Besiyeri

Tiyomersal (T) 1,15 uM tiyomersal
Metil civa (M) 2,93 uM metil civa

Testosteron baskin/estradiol diisiik tiyomersal (TT) | 1 uM testosteron +

0,75 uM estradiol +
1,15 uM tiyomersal

Testosteron baskin/estradiol diisiik metil civa (TM) | 1 uM testosteron +

0,75 uM estradiol +
2,93 uM metil civa

Estradiol baskin/testosteron diisiik tiyomersal (ET) | 0,1 uM testosteron +

7,5 uM estradiol +
1,15 uM tiyomersal

Estradiol baskin/testosteron diisiik metil civa (EM) | 0,1 uM testosteron +

7,5 uM estradiol +
2,93 uM metil civa

3.5.6. Hiicre I¢ci ROS Miktarinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Florometrik hiicre i¢i ROS test kiti, canli hiicrelerde 1 saatlik inkiibasyonu

takiben olusan hiicre ici ROS'u tespit etmek i¢in hassas, tek adimli bir florometrik

6l¢iim saglamaktadir. ROS, hiicre gecirgen bir sensor ile reaksiyona girerek, mevcut

ROS miktartyla orantili bir florometrik iiriin meydana getirir. Olusan iiriiniin floresans

siddetinin dl¢iilmesiyle ROS miktar1 tespit edilir.

Yontemin Uygulanisi:

Hiicreler kuyucuk basina 90 ul’de 10.000-40.000 hiicre olacak sekilde
hiire plagina ekilir ve lizerine 10 pl dozlanan maddeleri iceren besiyeri
eklenir.

Hiicre kiiltiir plagi gece boyunca inkiibatorde (37°C, %5 CO2) bekletilir.
Hiicreler iizerine kuyucuk basma 100 pl Master Reaksiyon Karigimi
eklenir.

Hiicreler inkiibatorde (37°C, %5 CO») 1 saat bekletilir.

Kuyucuklarin floresansi (Aex/Aem = 640/675 nm) Slgiiliir.
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ROS Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Kontrol kuyucuklari i¢in hesaplanan ROS miktar1 %100 kabul edilir ve diger

kuyucuklara ait ROS miktarlar1 kontrole oranlanarak bagil olarak hesaplanir.
3.5.7. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi:

Katalaz, ¢ogu aerobik organizmada hemen hemen her doku ve hiicrede bulunan
bir antioksidan enzimdir. Hem normal aerobik metabolizma hem de hiicrelerdeki
patojenik degisiklikler sonucu {iiretilen ROS'un ana toksik iirtinlerinden biri olan
H202'nin detoksifikasyonunda 6nemli rol oynar (230).

Test kiti, optimal konsantrasyonda H.O: igeren ortamda katalaz enzimi
aracilifiyla metanolden formaldehit olusumuna dayanmaktadir. Olusan formaldehit,
kromojen olarak kullanilan purpald (4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol)
ile reaksiyona girerek mor bir renk olusturur. Bu renkli ¢dzeltinin absorbansinin 540

nm'de Sl¢iilmesi ile CAT enzim miktar1 tayin edilmektedir.

Yontemin Uygulanisi:

e Tiim kuyucuklara 100 pl deney tamponu ve 30 pl metanol eklenir.

e Ardindan standart kuyucuklarina 20 pl formaldehit standart ¢ozeltisi,
kontrol kuyucuklarma 20 pl katalaz kontrol ve 6rnek kuyucuklarina da 20
ul hiicre lizat1 eklenir.

e Tiim kuyucuklara 20 pl hidrojen peroksit ¢ozeltisi hizli bir sekilde
eklenerek reaksiyon baslatilir ve plak oda sicakliginda calkalayici tizerinde
20 dak inkiibasyona birakilir.

e Reaksiyonun tamamlanmasi i¢in tiim kuyucuklara 6nce 30 pl potasyum
hidroksit, ardindan 30 pl purpald ¢ozeltileri eklenir.

e Plak oda sicakliginda calkalayic lizerinde 10 dak inkiibasyona birakilir.

e 10 pl potasyum periyodat tim kuyucuklara eklenir ve plak oda
sicakliginda calkalayici lizerinde 5 dak inkiibasyona birakilir.

e Absorbans degerleri 540 nm’de ol¢iiliir.
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Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Her standart ve Ornek ic¢in ortalama absorbans hesaplanir. Standart A'nin
ortalama absorbansi kendisinden ve diger tiim standartlardan ve 6rneklerden cikarilir.
Formaldehit standartlarina ait konsantrasyonlar ve karsilik gelen absorbans degerleri

ile standart egri elde edilir.
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Sekil 3.1. Katalaz standart egrisi

Elde edilen denklem kullanilarak 6rneklerdeki formaldehit konsantrasyonu ve
CAT aktivitesi hesaplanir. Sonuglar total protein degerine de boéliinerek, 25°C’de
dakikada 1 nmol formaldehit olusumunu saglayan enzim miktari olarak nmol/dak/mg
protein olarak ifade edilir.
CAT Aktivitesi (nmol/dak/ml) = Formaldehit (uM)/ 20 dak x Diliisyon faktorii (5)
Spesifik Aktivite (nmol/dak/mg protein) = CAT aktivitesi (nmol/dak/ml) / total protein
(mg/ml)

3.5.8. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi:

Stiperoksit dismutazlar (SOD'lar), canli organizmalar i¢in son derece tehlikeli

olan reaktif bir oksijen bilesigi olan siiperoksit anyonunun molekiiler oksijene ve
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H20:'ye dontisiimiinii katalize eden metalloenzimlerdir. Metal igerigine gore li¢ tip

SOD (Cu/Zn, Mn ve Fe) vardir (231). Siiperoksit dismutaz kiti, ti¢ SOD tipini de tespit

edebilmektedir ve kitin prensibi, hipoksantin ve ksantin oksidaz araciligiyla tiretilen

siiperoksit radikallerini tespit etmek i¢in tetrazolyum tuzunun kullanimina

dayanmaktadir. Ksantinin, ksantin oksidaz araciligiyla tirik aside dontigiimii sirasinda

olusan O2~ anyonunun SOD enzimi ile dismutasyonu, ortama eklenen tetrazolyum

tuzunun, formazana doniisiimii ile tespit edilmekte ve formazan boyasinin

absorbansinin 460 nm'de Sl¢giilmesi ile SOD enzim miktar1 tayin edilmektedir.

Yontemin Uygulanisi:

Tiim kuyucuklara 200 pl radikal dedektor eklenir.

Ardindan standart kuyucuklarma 10 pl standart ¢ozeltisi ve oOrnek
kuyucuklaria da 10 pl hiicre lizat1 eklenir.

20 pl ksantin oksidaz ilavesiyle reaksiyon baslatilir, plak birka¢ saniye
calkalanir.

Oda sicakliginda galkalayici tizerinde 30 dak inkiibasyona birakilir.

Absorbans degerleri 460 nm’de dl¢iiliir.

Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Standart ve ornekler i¢in Sl¢limlerin ortalama absorbans degerleri hesaplanir.

Standart A'nin absorbansi kendisine ve diger tiim standartlara ve 6rnek absorbanslarina
boliinerek (Std A i¢in LR = Abs Std A/Abs Std A; Std B i¢in LR = Abs Std A/Abs Std
B seklinde) dogrusallastirilmis oran (LR) elde edilir. LR degerlerine karst SOD

standartlarinin aktivitesi kullanilarak standart egri ¢izilir.



61

5 y =82,78x +1,0762
R?=0,9858

Dogrusallastirilmis oran (LR)

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
SOD Aktivitesi (U/ml)

Sekil 3.2. Siiperoksit dismutaz standart egrisi

Egri denklemi kullanilarak 6rnekler i¢in SOD aktivitesi hesaplanir. Bir birim
(U) stiperoksit anyonunun yarisin iriinlere dontistiirmek i¢in gereken SOD miktari
olarak tanimlanir ve sonuglar total protein degerlerine boliinerek, U/mg protein olarak

ifade edilir.

Spesifik Aktivite (U/mg protein) = SOD (U/ml) / total protein (mg/ml) x Diliisyon

faktorii
3.5.9. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi:

Glutatyon peroksidaz (GPx) H20. dahil hidroperoksitlerin indirgenmesini
katalize eden enzimlerden biridir (232). Glutatyon peroksidaz deney Kkiti, GPx
aktivitesini dolayli olarak oOl¢mektedir. Birlestirilmis reaksiyonun ilk adiminda,
indirgenmis GSH'nin oksitlenmis glutatyona (GSSG) doniislimii, hidroperoksitlerin
GPx yoluyla indirgenmesiyle gergeklesir. Ikinci adimda, GSSG'min GR yoluyla
indirgenmis GSH'ye geri doniistiiriilmesi sirasinda, NADPH, NADP"'ya doniisiir.

NADPH in NADP+'ya doniisiimii sirasinda absorbanstaki azalma 340 nm'de 6l¢iiliir.



62

Yontemin Uygulanisi:

e Background 6l¢iimii i¢in 3 kuyucuga 70 ul deney tamponu, 50 ul koubstrat
karisimi ve 50 ul NADPH eklenir.

e Pozitif kontrol olarak 3 kuyucuga 50 ul deney tamponu, 50 pl kosubstrat
karisimi, 50 pl NADPH ve 20 ul GPx (kontrol) eklenir.

e  Ornek kuyucuklarina 50 ul deney tamponu, 50 pl kosubstrat karigimi, 50
ul NADPH ve 20 pl hiicre lizat 6rnegi eklenir.

e Tim kuyucuklara hizli bir sekilde 20 pl kiimen H20. eklenmesiyle
reaksiyon baslatilir.

e Plak birkag saniye dikkatlice ¢alkalanir.

e En az 5 zaman noktasi elde edecek sekilde 340 nm'de dakikada bir kere
absorbans Ol¢iilir ve bu sekilde 5 dak boyunca absorbanstaki azalma

kaydedilir.

GPx Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Absorbans degerlerindeki dakika basina degisiklikler hesaplanarak, elde edilen
zaman degerlerinin bir fonksiyonu olacak sekilde grafik c¢izilir. Background
kuyucuklarinin ortalama absorbans degeri 6rneklerden ¢ikarilir. Sonuglar total protein
miktarina boliindiikten sonra, 1 nmol NADPH'yi dakikada NADP™'ya doniistiiren

enzim miktar1 olarak nmol/dak/mg protein olarak ifade edilir.

GPx aktivitesi (nmol/dak/ml) = (AA340/0,00373*) x Diliisyon faktorii (47,5)
*NADPH ekstinksiyon katsayisi

Spesifik Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein) = GPx aktivitesi (nmol/dak/ml) /
total protein (mg/ml)

3.5.10. Glutatyon Miktarmn Ol¢iimii

Yontemin Esasi:

Kit prensibi GSH 6l¢iimii i¢in glutatyon rediiktaz kullanan, dikkatlice optimize
edilmis bir enzimatik geri doniisiim yontemine dayanmaktadir. GSH'nin siilfidril

grubu, DTNB ile reaksiyona girer ve sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)
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olusturur. Ara {iriin GSTNB (GSH ve TNB arasinda disiilfit bagiyla bagli), GSH'yi

geri doniistiirmek ve daha fazla TNB iiretmek icin glutatyon rediiktaz tarafindan

indirgenir. TNB {iretim hizi, bu geri doniisiim reaksiyonu ile dogru orantilidir ve bu da

numunedeki GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir. TNB’nin absorbansinin 414

nm’de Ol¢lilmesiyle 6rneklerdeki GSH miktar1 hesaplanir.

Yontemin Uygulanisi:

Standart ¢ozeltilerinden 50 pl kuyucuklara eklenir.

Test maddelerini igeren hiicre lizatlarindan 50 pl kuyucuklara eklenir.
Taze hazirlanan deney kokteyl ¢ozeltisinden 150 pl kuyucuklara
pipetlenerek eklenir.

Hiicre kiiltiir plagi karanlikta calkalayic1 iizerinde 25 dak siireyle
inkiibasyona birakilir.

414 nm’de absorbans degerleri 6l¢iiliir.

Hesaplama:

Her standart ve Ornek icin ortalama absorbans degerleri hesaplanir. A

standardinin absorbans degeri kendisinden ve diger tiim degerlerden (hem standartlar

hem de Ornekler) ¢ikarilarak diizeltilmis absorbans degeri elde edilir. GSSG veya

Toplam GSH konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak her standardin diizeltilmis

absorbans degerleri ile grafik ¢izilir. Sonuglar total protein degerlerine bdliinerek,

nmol/mg protein cinsinden ifade edilir.
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Sekil 3.3. Glutatyon standart egrisi

3.5.11. Lipit Peroksidasyon Miktarimin Ol¢iimii

Yontemin Esasi:

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonu nedeniyle dogal bir {iriin olarak

olusur. Asidik ortamda ve yiiksek sicaklikta tiyobarbitiirik asit ile MDA arasinda

reaksiyon meydana gelir. MDA miktari, bu reaksiyonun iriinii olan kompleksin

kolorimetrik 6l¢iimii ile belirlenir.

Yontemin Uygulanisi:

Standartlar ve 6rneklerden 100 pl alinarak 5 ml’lik tliplere aktarilir.

Tiim tliplere 100 ul SDS Soliisyonu eklenir ve hizlica karistirilir.
Tiiplerin dip kismina yakin olacak sekilde her birine 4 ml renk reaktifi
eklenir.

Tiiplerin agz1 kapatilir, kaynatma sirasinda dik duracak sekilde yerlestirilir
ve su banyosunda kaynayan suda (100°C) bir saat boyunca bekletilir.

1 saatlik stirenin sonunda tiipler hizlica ¢ikarilir ve reaksiyonun durmasi
i¢in buz banyosuna konur ve 10 dak buz iizerinde inkiibe edilir.

10 dakikanin sonunda tiipler 4°C'de 1.600 x g'de 10 dak santrifiijlenir.
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e Tiiplerden 150 pl alinarak hiicre kiiltiir plagina eklenir.

e  Orneklerin absorbans degerleri 530-540 nm’de &lgiiliir.

Hesaplama:

Her standart ve O0rnek i¢in ortalama absorbans hesaplanir. A standardinin (0
uM) absorbans degeri kendisinden ve diger tiim degerlerden (hem standartlar hem de
orneklerden) ¢ikarilarak diizeltilmis absorbans degerleri elde edili. MDA
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak her standardin diizeltilmis absorbans
degerleri grafige aktarilir. Standart egriden her numune icin MDA degerleri hesaplanr.
Sonuglar total protein degerlerine de boliindiikten sonra nmol/mg protein olarak ifade

edilir.
3.5.12. Protein Karbonil Miktarlarinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Protein karbonil kolorimetrik tayin kiti, plazma, serum, hiicre lizatlar1 veya
doku homojenatlarindaki protein karbonil igerigini 6lgmek icin DNPH reaksiyonunu
kullanmaktadir. DNPH protein karbonilleriyle reaksiyona girerek, spektrofotometrik
olarak analiz edilebilen hidrazonu iiretmek icin bir Schiff bazi olusturur. Uretilen
protein-hidrazon miktari, 360-385 nm arasinda bir absorbansta spektrofotometrik

olarak olctliir.

Yontemin Uygulanisi:

e 200 pl numune iki adet 2 ml'lik plastik tiipe aktarilir. Bir tiip 6rnek tiipii
ve digeri kontrol tiipii olacaktir.

e Ornek tiipiine 800 ul DNPH ve kontrol tiipiine 800 ul 2,5 M HCI eklenir.

e Her iki tiip de karanlikta oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon
sirasinda tiipler her 15 dakikada bir vortekslenir.

e Her tipe 1 ml %20 TCA eklenir ve vortekslenir. Tiipler buz iizerine
yerlestirilir ve 5 dak inkiibe edilir.

e Tipler 10,000 x g'de 10 dak 4°C'de mikrosantrifiijde santrifiijlenir.

e Siipernatant atilir ve pellet 1 ml %10 TCA iginde yeniden siispanse edilir.

Tiipler buz iizerinde 5 dak bekletilir.
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e Tiipler 10,000 x g'de 10 dak 4°C'de mikrosantrifiijde santrifiijlenir.

e Siipernatant atilir ve pellet 1 ml Etanol/Etil Asetat (1:1) karisimi ig¢inde
yeniden siispanse edilir. Pellet spatula ile manuel olarak siispande edilir,
iyice vortekslenir ve 10,000 x g'de 4°C'de mikrosantrifiijjde 10 dak
boyunca santrifiijlenir.

e Sonislem 2 kez daha tekrarlanir.

e Son yikamadan sonra, 500 pl guanidin hidrokloriir i¢inde protein pelletleri
vortekslenir.

e Kalan kalintilar1 gidermek i¢in tiipler 10,000 x g'de 4°C'de 10 dak boyunca
mikrosantrifiijde santrifiijlenir.

e Ornek ve kontrol tiiplerinden 220 pl siipernatan kuyucuklara aktarilir.

e 360-385 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iiliir.

Protein Karbonil Miktarlarinin Hesaplanmasi:

Her 6rnek ve kontroliin ortalama absorbans degerleri hesaplanir. Kontrollerin
ortalama absorbans degeri, drneklerin ortalama absorbans degerlerinden ¢ikarilarak
diizeltilmis absorbans (CA) hesaplanir. Bu deger denklemde yerine konarak
karbonillerin  konsantrasyonu hesaplanir. Ardindan degerler total protein
konsantrasyonuna boliinerek, protein karbonil miktari nmol/mg protein cinsinden

belirlenir.

Protein Karbonil (nmol/mg protein) = [(CA/0.011)*(320/100*2] (nmol/ml) / total
protein (mg/ml)

3.5.13. Total Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Iyi bilinen bir protein 6lgiim yontemi olan Bradford ydntemine gore,
Coomassie® boyasimin asidik ortamda proteinlere baglandiginda gosterdigi renk
degisikliginden yararlanir. Boya baglandiginda, maksimum absorpsiyonda 465
nm'den 595 nm'ye aninda bir kayma olur ve ayn1 anda kahverengiden maviye bir renk
degisimi olur. 595 nm’de absorbans Ol¢iimii yapilir ve absorbans protein miktariyla

dogru orantilidir.
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Yontemin Uygulanisi:

Standart kuyucuklaria 100 pul BSA standartlar1 eklenir.

Ornek kuyucuklarma 100 pl 6rnek eklenir.

Tim kuyucuklara 100 pl deney reaktifi eklenir. Hiicre plagi hafifce
kanistirilir. Plak oda sicakliginda 5 dak inkiibe edilir.

595 nm'de absorbans 6l¢iiliir.

Total protein miktarlarinmin hesaplamasi:

Tiim kuyucuklarin absorbans degerleri ortalamasi alinir. Kor kuyucugunun

absorbans degeri tiim standart ve 6rnek kuyucuklarinin absorbanslarindan ¢ikarilir.

Standartlarin 595 nm'deki ortalama absorbans degerleri BSA konsantrasyonunun bir

fonksiyonu olarak grafige aktarilir. Grafikten elde edilen standart egri denklemine gore

protein konsantrasyonlari hesaplanir ve degerler mg/ml olarak ifade edilir.

3.5.14. DNA izolasyonu

Yontemin Esasi:

“Quick-DNA™ Miniprep” kiti herhangi bir biyolojik s1vi, hiicre kiiltiirli veya

kat1 doku 6rneginden total DNA ekstraksiyonu (6rn. genomik, plazmit, mitokondriyal,

viral) saglayan kolay bir yontem sunmaktadir.

Yontemin Uygulanisi:

Test maddeleriyle 24 saat muamele edilmis hiicrelerden pellet elde edilir.
Hiicre pelleti 1 ml besiyeri iginde siispande edilir.

Hiicre siispansiyonu 5 dak boyunca 1500 devir/dak hizda santrifiij edilir.
Stipernatan uzaklagtirilir ve 500 pl genomik lizis tamponu eklenir.
Ornekler oda sicakliginda 10 dak inkiibe edilir, ardindan 1500 devir/dak
hizda santrifiij edilir.

Stipernatandan 400 pl deney kiti ile tedarik edilen kolonlara alinir, kolonlar
tiip i¢ine yerlestirilir ve 1 dak siireyle 15000 devir/dak hizda santrifiij edilir.
Tipler yenileri ile degistirilir ve 6rneklere 200 pul DNA 6n yikama tamponu

eklenir, 1 dak siireyle 15000 devir/dak hizda santrifiij edilir.
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Ornek kolonlarina 500 pl g-DNA yikama tamponu eklenir ve 1 dak siireyle
15000 devir/dak hizda santrifiij edilir.

Ornek kolonlar1 temiz tiiplere alinarak, 125ul DNA eliisyon tamponu
eklenir.

Oda sicaklhiginda 5 dak inkiibasyon sonrasi 30 saniye siireyle 15000
devir/dak hizda santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasi toplanan silipernatanlar ependorf icine alinarak ileri

deneyler i¢in -20°C’de saklanir.

3.5.15. RNA izolasyonu

Yontemin Esasi:

Quick-RNA™ Miniprep Kiti, hiicrelerden ve yumusak, kolay pargalanan

dokulardan yiiksek kaliteli total RNA izolasyonu i¢in hizli bir yontem saglamaktadir.

Yontemin Uygulanisi:

Test maddeleriyle 24 saat muamele edilmis hiicrelerden pellet elde edilir.
Hiicre pelleti RNA lizis tamponu ile siispande edilir.

RNA lizis tamponuna alinan numune bir toplama tiipii i¢inde kit ile tedarik
edilen sart filtre i¢ine aktarilir ve santifiijlenir.

Stipernatan toplanir.

Stipernatana etanol (1:1) eklenir ve iyice karistirilir.

Numune bir toplama tiipii i¢inde kit ile tedarik edilen yesil filtre igine
aktarilir ve santifiijlenir. Siipernatan atilir.

Kolon 400 pl RNA Yikama Tamponu ile yikanir ve santifiijlenir.
Stipernatan atilir. Niikleaz icermeyen tiipte 5 pul DNaz I ile 75 pul DNA
Sindirim tamponu eklenir ve karistirilir. Karisim dogrudan kolona eklenir.
Kolon oda sicakliginda 15 dak inkiibe edilir.

Kolona 400 pl RNA hazirlik tamponu eklenir ve santifiijlenir.

Stipernatan atilir.

Kolona 700 ul RNA Yikama Tamponu eklenir ve santifiijlenir.

Stipernatan atilir.
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e Kolona 400 ul RNA Yikama Tamponu eklenir ve kolon 1 dak santifiijlenir.
Ardindan kolon dikkatli bir sekilde niikleaz igermeyen tiipe aktarilir.

e 100 ul DNaz/RNaz icermeyen su dogrudan kolona eklenir ve santifiijlenir.

e Santrifiij sonrasit toplanan siipernatanlar ependorf igine alinarak ileri

deneyler i¢in -20°C’de saklanir.
3.5.16. Hiicre Orneklerinde DNA/RNA Miktarlarinin Belirlenmesi

Izole edilen DNA ve RNA miktar ve safliklarin1 dlgmek icin Nanodrop
spektrofotometrede 1-2 ul 6rnegin 230, 260 ve 280 nm’deki absorbanslar 6l¢iiliir.

3.5.17. DNA/RNA Hasarmin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

DNA/RNA oksidatif hasar Kiti, 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), 8-
hidroksi guanozin (8-OHG) ve 8-hidroksiguanini 6l¢mek i¢in kullanilabilen yarigmali
bir ELISA Kkitidir. Kitin prensibi reaksiyon ortaminda smirli miktarda tutulan
monoklonal antikor i¢in, oksidatif olarak hasar gérmiis guanin tiirleri ile bir 8-OHdG-
asetilkolinesteraz konjugati (tracer) arasindaki rekabete dayanmaktadir. Oksidatif
olarak hasar gormiis guanin konsantrasyonu degisirken tracer miktar1 sabit
tutuldugundan, monoklonal antikora baglanabilen tracer miktari, kuyudaki oksidatif
olarak hasar gormiis guanin konsantrasyonuyla ters orantili olacaktir. Bu antikor-
oksidatif olarak hasar gormiis guanin kompleksi, daha 6nce kuyuya eklenmis olan Kegi
anti-fare 1gG poliklonal antikoruna baglanir. Plak herhangi bir baglanmamis reaktifi
uzaklagtirmak i¢in yikanir ve daha sonra (AKE substrati iceren) Ellman's Reaktifi
kuyucuklara eklenir. Bu enzimatik reaksiyonun iiriinii, belirgin bir sar1 renge sahiptir

ve 412 nm'de giiclii bir absorbans verir.

Yontemin Uygulanisi:

e NSB kuyucuklaria 100 pl tampon ve 50 ul tracer, BO kuyucuklarma 50
ul tampon, 50 pl tracer ve 50 pl antikor ¢ozeltisi, standart ve Ornek
kuyucuklarma ise 50 pl standart/Grnek, 50 pl tracer ve 50 ul antikor
¢Ozeltisi eklenir.

e Plak 4°C’de 18 saat boyunca inkiibe edilir.
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e Plak icerigi bosaltilir ve kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile 5 kez yikanur.

e Her kuyucuga 200 pl Ellman reaktifi eklenir.

e TA kuyucuklarma 5 pl tracer eklenir.

e Plak calkalayici iizerinde 1siktan korunarak 90-120 dak siireyle inkiibe
edilir.

e  405-420 nm’de absorbans degerleri dlgiiliir.

Hesaplama:

NSB ve B0 kuyucuklarindan alinan absorbans okumalarinin ortalamasi alinir.
NSB ortalamasi, BO ortalamasindan c¢ikarilarak diizeltilmis Bo veya diizeltilmis
maksimum baglama degeri elde edilir. Kuyucuklar i¢in B/Bo (Ornek veya Standart
Sinir/Maksimum Sinir) hesaplanir. Bunu yapmak i¢in, S1 absorbansindan ortalama
NSB absorbansi c¢ikarilir ve diizeltilmis Bo'a bélliniir. Tiim standart ve Ornek
kuyucuklart i¢in bu hesaplama yapilir. Standartlarin konsantrasyonlarina karsi B/Bo
grafigi cizilir. Standart egri grafiginden elde edilen denklem kullanilarak G6rnek

konsantrasyonlar1 belirlenir.
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3.5.18. Kaspaz 3, 8, 9 Aktivitelerinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Kaspaz 3, 8 ve 9 multipleks aktivite (florometrik) tayin kiti apoptoza ugrayan
hiicrelerde kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivitelerini izlemek i¢in kullanilir. Kit,
sirasiyla kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivitelerinin tayini i¢in florojenik gostergeler
olarak Asp-Glu-Val-Asp-ProRed (DEVD-ProRed™), (Z-lle-Glu-Thr-Asp)2-R110
(IETD-R110) ve Ac-Leu-Glu-His-Asp-7-Amino-4-methylcoumarin)  (LEHD-
AMCQ)'yi kullanmaktadir. Kaspazlarin parcalanmasi ile {i¢ farkli florofor salinir:
ProRed™ (kirmizi floresan), R110 (yesil floresan) ve AMC (mavi floresan). Bu
floroforlarin spektral ayrimlarinin ¢ok net olmasi ii¢ kaspaz diizeyinin aktivitelerinin

etkin bir sekilde dl¢limiinii saglamaktadir.

Yontemin Uygulanisi:

e  Kuyucuk basina 90 pl’de 20.000 hiicre olacak sekilde hiicreler plaga ekilir,
tizerine 10 pl dozlanan maddeleri iceren besiyeri eklenir ve hiicreler 1 gece
inkiibasyona (37°C, %5 CO3) birakilir.

e 10 ml deney tamponu icine her kaspaz substratindan 50 pl eklenir,
pipetleme ile iyice karistirilarak deney ¢ozeltisi hazirlanir.

e Kuyucuk basina 100 pl kaspaz deney ¢ozeltisi dogrudan hiicre plagina
eklenir.

e Plak isiktan korunarak oda sicakliginda 30-60 dak inkiibe edilir.

e Her kaspaz aktivitesi i¢in asagida belirtilen dalga boylarinda floresans
Olgiiliir.

Kaspaz 3: Aex/Aem= 535/620 nm (kirmiz1)
Kaspaz 8: Lex/Aem = 490/525 nm (yesil)
Kaspaz 9: Aex/Aem = 370/450 nm (mavi)

Kaspaz Aktivitelerinin Hesaplanmasi:

Kontrol kuyucuklar1 i¢in hesaplanan aktivite %100 kabul edilir ve diger

kuyucuklara ait kaspaz aktiviteleri kontrole oranlanarak hesaplanir.



72

3.5.19. Dopamin Miktarmn Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Kit yarigmali ELISA teknigi kullanmaktadir. Standartlar ve 6rnekler dopamin
ve HRP konjuge dopamine 6zgii bir antikorla birlikte, keg¢i-anti-tavsan antikoruyla
kapli olarak gelen kuyucuklara eklenir. Antikor ile HRP ile isaretlenmis ve
isaretlenmemis dopamin arasinda yarigmali inhibisyon reaksiyonu baglatilir.
Kuyucuklara bir substrat ¢ozeltisi eklenir ve numunedeki dopamin miktariyla ters

orantili olarak renk gelisir. Renk gelisimi durdurulur ve absorbans 6l¢iiliir.

Yontemin Uygulanisi:

e Herhangi bir ¢ozelti icermeyen kor kuyucuklari belirlenir.

e Kuyucuk bagina 50ul Standart veya ornek ¢ozeltileri eklenir.

e Her kuyucuga (kor kuyucugu hari¢) 50ul HRP-konjugat ve ardindan 50pul
antikor ¢ozeltisi eklenir, karistirilir ve plak 37°C'de 1 saat inkiibe edilir.

e 1 saatin sonunda kuyucuklarin igerigi bosaltilir ve yikama tamponu ile 3 kez
yikanir ve plagin tam olarak kurumasi saglanir.

e Her kuyucuga 50ul Substrat A ve 50ul Substrat B ¢ozeltisi eklenir, iyice
kanistirilir. 37°C'de 15 dak 1siktan korunarak inkiibe edilir.

e Tiim kuyucuklara 50pl durdurma ¢ozeltisi eklenir, karigmasi saglanir.

e 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iiliir.

Hesaplama:

Standart ve ornek kuyucuklarina ait absorbans degerlerinden, kor kuyucugun
absorbans degeri ¢ikarilir. Molecular Devices-Softmax® programi ile 4-parametre
algoritmas1 kullanilarak standart egri elde edilir. Orneklerdeki dopamin diizeyleri
standart egriden elde edilen denklem ile hesaplanir. Sonuglar ng/ml cinsinden ifade

edilmistir.
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3.5.20. DAT Miktarinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Kit Sandvi¢g ELISA prensibini kullanmaktadir. Kitle tedarik edilen plak insan

DAT'ma 6zgli bir antikorla 6nceden kaplanmis haldedir. Standartlar veya ornekler

kuyucuklara eklenir ve spesifik bir antikor ile birlestirilir. Daha sonra insan DAT ve

Avidin-HRP konjugatina 6zgii biyotinlenmis deteksiyon antikoru kuyucuklara eklenir.

Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara bir substrat ¢dzeltisi eklenir. Yalnizca Insan DAT",

biyotinlenmis deteksiyon antikoru ve Avidin-HRP konjugati igeren kuyucuklar mavi

renkte goriinecektir. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma ¢6zeltisinin eklenmesiyle

sonlandirilir ve sar1 renk olusur. 450 nm’de absorbans degerleri 6lgtiliir. Degerler insan

DAT konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Yontemin Uygulanisi:

Herhangi bir ¢ozelti igermeyen kor kuyucuklari belirlenir.

Standartlar ve 6rneklerden kuyucuk basia 100 uL eklenir.

Plak 37°C'de 90 dak inkiibe edilir.

90 dakikalik inkiibasyon sonrasi kuyucuklar bosaltilir, yikanmaz. Her
kuyucuga hizli ve dikkatli bir sekilde 100 pL biyotinlenmis deteksiyon
¢oOzeltisi eklenir. Yavasca karistirlir.

Plak 37°C'de 60 dak inkiibe edilir.

1 saatin sonunda kuyucuklarin igerigi bosaltilir ve yikama tamponu ile 3
kez yikanir ve plagin tam olarak kurumasi saglanir.

Her kuyucuga 100 uL. HRP konjugat1 eklenir.

Plak 37°C'de 30 dak inkiibe edilir.

Kuyucuklarin igerigi bosaltilir ve yikama tamponu ile 5 kez yikanir ve
plagin tam olarak kurumasi saglanir.

Her kuyucuga 90 puL Substrat Reaktifi eklenir.

Plak 1s1iktan korunarak 37°C'de yaklasik 15 dak inkiibe edilir. (Reaksiyon
siiresi renk degisimine gore kisaltilabilir veya uzatilabilir, ancak 30

dakikadan fazla olamaz.)
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e Her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi (substrat reaktifinin eklendigi
sirayla) eklenir.

e 450 nm’de absorbans degerleri dlg¢iiliir.

Hesaplama:

Standart ve 6rnek kuyucuklarina ait absorbans degerlerinden, koér kuyucugun
absorbans degeri ¢ikarilir. Molecular Devices-Softmax® programi ile 4-parametre
algoritmas1 kullanilarak standart egri elde edilir. Orneklerdeki dopamin diizeyleri
standart egriden elde edilen denklem ile hesaplanir. Sonuglar ng/ml cinsinden ifade

edilmistir.
3.5.21. Serotonin Miktarinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Kit yarigsmali ELISA prensibine dayanmaktadir. Kitle saglanan plak ST/5-HT
ile kapli olarak tedarik edilir. Reaksiyon sirasinda standart/Grneklerdeki ST/5-HT,
ST/5-HT'ye 6zel biyotinlenmis deteksiyon antikoru iizerindeki baglanma bdlgeleri igin
kati faz lizerinde sabitlenmis belirli miktarda ST/5-HT ile rekabet eder. Fazla konjugat
ve baglanmamis standart/6rnek plaktan yikanarak uzaklastirilir ve her kuyucuga
Avidin-HRP konjugati eklenir ve plak inkiibe edilir. Daha sonra her kuyucuga bir
TMB substrat c¢ozeltisi eklenir. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma c¢ozeltisinin
eklenmesiyle sonlandirilir ve renk degisimi 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak ol¢uliir.

Yontemin Uygulanisi:

e Herhangi bir ¢ozelti igermeyen kor kuyucuklar: belirlenir.

e Standartlar ve 6rneklerden kuyucuk basma 50 pL eklenir.

e Her kuyucuga hizli ve dikkatli bir sekilde 50 pL biyotinlenmis
deteksiyon ¢ozeltisi eklenir. Yavasca karistirilir.

e Plak 37°C'de 45 dak inkiibe edilir.

e 45 dakikanin sonunda kuyucuklarin igerigi bosaltilir ve yikama tamponu
ile 3 kez yikanir ve plagin tam olarak kurumasi saglanir.

e Her kuyucuga 100 pL HRP konjugat ¢alisma ¢6zeltisi eklenir.
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e Plak 37°C'de 30 dak inkiibe edilir.

e Kuyucuklarin igerigi bosaltilir ve yikama tamponu ile 5 kez yikanir ve
plagin tam olarak kurumasi saglanir.

e Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklenir.

e Plak 1giktan korunarak 37°C'de yaklasik 15 dak inkiibe edilir (Reaksiyon
siiresi renk degisimine gore kisaltilabilir veya uzatilabilir, ancak 30
dakikadan fazla olamaz).

e Her kuyucuga 50 puL durdurma ¢ozeltisi (substrat reaktifinin eklendigi
sirayla) eklenir.

e 450 nm’de absorbans degerleri dl¢iiliir.

Hesaplama:

Standart ve 6rnek kuyucuklarina ait absorbans degerlerinden, kor kuyucugun
absorbans degeri ¢ikarilir. Molecular Devices-Softmax® programi ile 4-parametre
algoritmas1 kullanilarak standart egri elde edilir. Orneklerdeki serotonin diizeyleri
standart egriden elde edilen denklem ile hesaplanir. Sonuglar ng/ml cinsinden ifade

edilmistir.
3.5.22. SERT Miktarmmin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Kit sandvi¢ ELISA prensibine dayanmaktadir. Kitle saglanan plak insan
SERT'ine 6zgii bir antikor ile kapl1 olarak tedarik edilir. Standart/6rnekler kuyucuklara
eklenir ve icerdikleri SERT bu spesifik antikor ile birlesir. Daha sonra insan SERT ve
Avidin-HRP konjugatina 6zgii biyotinlenmis deteksiyon antikoru, her kuyucuga
eklenir ve inkiibe edilir. Serbest kalan bilesenler plaktan yikanarak uzaklastirilir. Daha
sonra her kuyucuga substrat ¢ozeltisi eklenir. Bu asamada insan SERT, biyotinlenmis
deteksiyon antikoru ve Avidin-HRP konjugati iceren kuyucuklar mavi renkte
goriinecektir. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma ¢ozeltisinin eklenmesiyle
sonlandirilir, renk sariya doner ve renk degisimi 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.
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Yontemin Uygulanisi:

e Herhangi bir ¢6zelti igermeyen kor kuyucuklari belirlenir.

e Standartlar ve 6rneklerden kuyucuk basina 100 pL eklenir.

e Plak 37°C'de 90 dak inkiibe edilir.

e Kuyucuklarin igerigi bosaltilir ancak yikama yapilmaz.

e Her kuyucuga hizli ve dikkatli bir sekilde 100 pL biyotinlenmis deteksiyon
coOzeltisi eklenir ve yavasca karistirilir.

e Plak 37°C'de 60 dak inkiibe edilir.

e 60 dakikanin sonunda kuyucuklarin igerigi bosaltilir ve yikama tamponu
ile 3 kez yikanir ve plagin tam olarak kurumasi saglanir.

e Her kuyucuga 100 pL. HRP Konjugat ¢aligma ¢ozeltisi eklenir.

e Plak 37°C'de 30 dak inkiibe edilir.

e Kuyucuklarin igerigi bosaltilir ve yikama tamponu ile 5 kez yikanir ve
plagin tam olarak kurumasi saglanir.

e Her kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklenir.

e Plak isiktan korunarak 37°C'de yaklasik 15 dak inkiibe edilir. (Reaksiyon
stiresi renk degisimine gore kisaltilabilir veya uzatilabilir, ancak 30
dakikadan fazla olamaz.)

e Her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi (substrat reaktifinin eklendigi
sirayla) eklenir.

e 450 nm’de absorbans degerleri dlgiiliir.

Hesaplama:

Standart ve 6rnek kuyucuklarina ait absorbans degerlerinden, kor kuyucugun
absorbans degeri ¢ikarilir. Molecular Devices-Softmax® programi ile 4-parametre
algoritmast kullanmilarak standart egri elde edilir. Orneklerdeki SERT diizeyleri
standart egriden elde edilen denklem ile hesaplanir. Sonuglar pg/ml cinsinden ifade

edilmistir.
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3.5.23. Global Metilasyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Global DNA Metilasyon deney kiti kolorimetrik bir dl¢iim saglamaktadir.
Orneklerdeki DNA, DNA’ya kars1 ¢ok yiiksek afiniteye sahip olacak sekilde 6zel

olarak isleme tabi tutulan kuyucuklara baglanir. DNA'nin metillenmis fraksiyonu,

yakalama ve saptama antikorlar1 kullanilarak saptanir ve ardindan spektrofotometrede

absorbans Olciiliir. Metillenmis DNA yiizdesi, 6l¢ililen absorbans ile orantilidir.

Yontemin Uygulanisi:

Negatif kontrol kuyucuklarina 100 pL baglama ¢ozeltisi ve 2 uL negatif
kontrol, pozitif kontrol kuyucuklarma 100 pL baglama c¢ozeltisi ve
standart bir egri olusturmak i¢in farkli konsantrasyonlarda (%0,1-%5) 2
uL pozitif kontrol eklenir.

Ormnek kuyucuklarma 100 pL baglama ¢ozeltisi ve 100 ng (2-4 pL) DNA
Ornegi eklenir.

Plak hafifce calkalanarak ¢ozeltilerin karismasi saglanir ve 37°C’de 60 dak
inkiibe edilir.

Inkiibasyonun son 10 dakikasi icinde 5-mC tespit kompleks ¢ozeltisi
hazirlanir. Bunun i¢in her 1 ml 1X yikama tamponuna, 1 pL 5-mC antikor
¢ozeltisi, 1 pL sinyal indikator ¢ozeltisi ve 0,5 pL enhancer cozeltisi
eklenir ve 1yice karigmalar1 saglanir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklarin igerigi bosaltilir ve her
kuyucuga 150 pL 1X Yikama Tamponu eklenerek ii¢ kez yikama islemi
yapilir.

Her kuyucuga 50 pL 5-mC Tespit Kompleks Cozeltisi eklenir ve plak 50
dak oda sicakliginda inkiibe edilir.

Kuyucuklarin igerigi bosaltilir ve her kuyucuga 150 pL 1X Yikama
Tamponu eklenerek bes kez yikama islemi yapilir.

Her kuyucuga 100 pL enhancer ¢ozeltisi eklenir ve plak diiz bir yiizey
tizerinde hafifce ¢alkalanarak karigtirilir ve oda sicakliginda 3-4 dak

inkube edilir.
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e Kuyucuklardaki renk degisimi gozlenir. Birka¢ dakika i¢inde enhancer
¢oOzeltisi, yeterli metillenmis DNA varliginda maviye doner. Negatif
kontrol kuyucuklarindaki renk ise genellikle degismeden kalir.

e %5 pozitif kontrol kuyucuklarindaki renk koyu maviye dondiiglinde her
kuyucuga 100 pL durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim reaksiyonu
durdurulur. Bu ¢6zeltinin eklenmesiyle birlikte renk sariya doner.

e Plak diiz bir yiizey lizerinde hafifce ¢alkalanarak karistirilir ve 1-2 dak
reaksiyonun tamamen durmasi beklenir.

e 450 nm’de absorbans olgiiliir.

Hesaplama:

Metillenmis DNA yiizdesini hesaplamak icin % pozitif kontrollere karsi
absorbans degerleri grafige gecirilerek standart egri olusturulur. Dogrusal regresyon
ve standart egrinin en dogrusal kisnmu kullanilarak optimal egim hesaplanir. Orneklerin
absorbans degerlerinden negatif kontrol absorbans degeri ¢ikarilir, bu deger dogrunun
egimi ve drnekteki DNA miktarina boliiniir ve 100 ile carpilarak, drneklerdeki %5-mC

degeri hesaplanir.
3.5.24. Histon Asetilasyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Global histon H3 asetilasyon deney Kiti, global histon H3 asetilasyonunu
O0lcmek icin tasarlanmistir. Kit ile tedarik edilen plak histon proteinleri ile
kaplanmistir. Asetillenmis histon H3, yliksek afiniteli bir antikorla taninar.
Asetillenmis histon H3’lin miktari, HRP konjuge ikincil antikor-renk gelistirme

sistemi araciligiyla 6l¢iiliir.

Yontemin Uygulanisi:

. Hiicre pelleti seyreltilmis GF1 ile (200 ul/1x108 hiicre olacak sekilde)
siispande edilir. Hiicre silispansiyonu viale alinir, 5 dak buz iizerinde
inkiibe edilir ve ara ara vortekslenir.

o 30 saniye boyunca 12.000 rpm'de santrifiijlenerek yeniden pellet haline
getirilir.
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Histone Ekstraksiyon Islemi:

— GF2/Gliserol ¢ozeltisini hazirlamak i¢in GF2'ye 1:10 oraninda gliserol
eklenir.

— Hiicre pelleti iizerine GF1 (10 pul/1x108 hiicre olacak sekilde) eklenir,
ardindan bunun 3 kati1 hacimde GF2/Gliserol ¢6zeltisi eklenir.

— Vortekslenerek karistirilir ve 5 dak buz tizerinde inkiibe edilir.

— 4°C’de 12.000 rpm'de 5 dak santrifiijlenir ve slipernatant viale aktarilir.

— Siipernatana 1:4 oraninda %100 TCA soliisyonu eklenir (TCA final
konsantrasyonu %25 olacak sekilde).

— 30 dak buz iizerinde inkiibe edilir.

— 4°C’de 12.000 rpm'de 10 dak santrifiijlenir, siipernatant uzaklastirilir.
Pellet tizerine %0,1 HCl i¢eren 1 ml aseton eklenir, karistirilir ve 1 dak
buz lizerinde inkiibe edilir.

— 4°C’de 12.000 rpm'de 2 dak santrifiijlenir, siipernatant uzaklagtirilir.
Pellet 1 ml aseton ile yikanir, 1 dak buz {izerinde inkiibe edilir.

— 4°C’de 12.000 rpm'de 2 dak santrifiijlenir, siipernatant olabildigince
kuruluga kadar uzaklastirilir, pellet 5 dak boyunca kurutulur.

— Pellet distile su ile (10 ul/1x10° hiicre olacak sekilde) ¢oziiliir ve histon
protein konsantrasyonu 6l¢iiliir.

— Histon ekstrakti ileri analizler igin -80°C’de saklanabilir.

Histon H3 Asetilasyon Deteksiyon Islemi:

— Orneklerdeki protein konsantrasyonu GF4 ile 200 ng/ul veya 400 ng/ul
olacak sekilde ayarlanir ve kuyucuklara 5 pl (1-2 ng) 6rnek eklenir ve
pipetlenerek karigtirilir.

— Kor icin kuyulara 5 pul GF4 eklenir.

— Pozitif kontrol ig¢in asetillenmis histon H3 kontrolii GF4 ile 1-20
ng/ul'ye seyreltilir ve ardindan kuyucuklara 5 ul (5-100 ng) seyreltilmis
asetillenmis histon H3 kontrol ¢6zeltileri eklenir.

— Plak 37°C'de 60-90 dak inkiibe edilir.

— Siirenin sonunda kuyucuklara 150 ul GF5 eklenir ve plak 37°C'de 30
dak inkiibe edilir.
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— Kuyucuklar bosaltilir ve her biri 150 pl seyreltilmis GF3 ile ii¢ kez
yikanir.

— GF7, GF6 ile (1:100 oraninda) 1 pg/ml'ye seyreltilir.

— Kuyucuklara 50 pl seyreltilmis GF7 eklenir ve plak oda sicakliginda
calkalayici tizerinde 60 dak inkiibe edilir.

— Kuyucuklar bosaltilir ve her biri 150 pl seyreltilmis GF3 ile dort kez
yikanir.

— GF8, GF6 ile (1:1000 oraninda) seyreltilir.

— Kuyucuklara 50 pl seyreltilmis GF8 eklenir ve oda sicakliginda 30 dak
inkiibe edilir.

— Kuyucuklar bosaltilir ve her biri 150 pl seyreltilmis GF3 ile dort kez
yikanir.

— Kuyucuklara 100 pl GF9 eklenir ve 1siktan korunarak 2-10 dak (renk
degisimi izlenerek) oda sicakliginda inkiibe edilir.

— Kuyucuklara 50 pl GF10 eklenir ve 450 nm'de absorbans 6l¢iiliir.

Hesaplama:

Absorbans degerleri asetillenmis histon H3 kontrol miktarlarina karsi grafige
aktarilir ve egim belirlenir. Orneklerin absorbans degerlerinden negatif kontrol
absorbans degeri ¢ikarilir, bu deger dogrunun egimi ve ornekteki protein miktarma
boliiniir ve 1000 ile ¢arpilarak, 6rneklerdeki asetilenmis histon H3 miktar1 hesaplanir.

Sonuglar ng/mg protein cinsinden ifade edilmistir.
3.6. Verilerin Istatistiksel Degerlendirmesi

Bu ¢alismada elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde
SPSS 22.0 (Chicago, IL) programi kullanilmistir. Analiz edilen parametreler igin tiim
gruplardan elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi Kruskal-Wallis varyans analizi ile
yapilmis ve gruplar arasindaki fark Student t testi kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar
ortalama =+ standart sapma olarak sunulmus, p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.



81

4. BULGULAR
4.1. Hiicre Canlihg: ve Hiicre Proliferasyonu

SH-SYS5Y hiicreleri 0-4 uM konsantrasyon araliginda tiyomersal ve 0-15 uM
konsantrasyon araliginda metil civaya 24 saat maruz birakilarak MTT yontemiyle
hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri incelenmistir. Hiicre canliligi test maddelerine
maruziyetin  gerceklesmedigi  kontrol hiicrelerine gore % canlilik olarak
hesaplanmistir. Deneyler sonucunda tiyomersal ve metil civa i¢in hiicre canliliginda
%50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (IC50) degerleri sirastyla 2,37 ve 7,40 uM
ve hiicre canlilifinda %20 inhibisyona neden olan konsantrasyon (IC20) degerleri
sirastyla 1,15 ve 2,93 uM olarak belirlenmistir. (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve
Sekil 4.4.)
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Sekil 4.1. SH-SYS5Y hiicre hattinda tiyomersalin (0-4 uM) canlilik {izerindeki etkisi.
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Sekil 4.2. SH-SYS5Y hiicre hattinda tiyomersalin (0-4 uM) canlilik {izerindeki etkisi.

*p<0,05.

Tablo 4.1. Tiyomersal i¢in kullanilan konsantrasyon ve hiicre canliliklari.

Tiyomersal Konsantrasyonu (uM) Hiicre canlihgi (% kontrol)
0 100,00+15,35
1 88,59+12,69*

1,1 89,77+14,86
1,25 81,94+13,27*
1,3 78,39+12,61*
1,5 69,27+7,43%*
1,75 65,63+£9,61%*
2 53,05+£10,93*
2,5 45,04+13,64*
3 25,58+10,69*
4 16,28+5,35%

*p<0,05.
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Sekil 4.3. SH-SYS5Y hiicre hattinda metil civanin (0-15 uM) canlilik iizerindeki
etkisi.
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Sekil 4.4. SH-SYSY hiicre hattinda metil civanin (0-15 uM) canlilik iizerindeki
etkisi. *p<0,05.



Tablo 4.2. Metil civa i¢in kullanilan konsantrasyon ve hiicre canliliklar.
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Metil Civa Konsantrasyonu (uM) Hiicre canlihg: (% kontrol)

0 100,00+17,64
1 94,15+14,02

1,5 95,29+13,95

2 89,48+15,91

2,5 89,99+19,30

5 54,83+18,43*

7,5 45,54+12,96*

10 18,70+4,13%*

15 12,50+1,89*

*p<0,05.

SH-SYS5Y hiicreleri 0-100 uM konsantrasyon araliginda testosteron ve 0-30

uM konsantrasyon araliginda estradiole 24 saat maruz birakilarak MTT yontemiyle

hiicre canlilig1 ve hiicre proliferasyonu {izerindeki etkileri incelenmistir. Testosteron

ve estradiol i¢in hiicre canliliginin kontrole yakin oldugu ve hiicre ¢ogalmasinin

goriilmedigi dozlar, yiiksek dozlar olarak se¢ilmistir. (Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7.

ve Sekil 4.8.) 17B-estradioliin kadin kan dolasiminda erkeklere gore ~10 kat daha

fazla, testosteronun ise erkeklerde kadinlardan ~10 kat daha fazla oldugu

bilinmektedir. Bu dozlarin 10°da 1’1 dozlar, diisiik dozlar olarak segilmistir. Dozlar,

17B-estradiol i¢in sirasiyla 7,5 ve 0,75 puM, testosteron i¢in 1 ve 0,1 uM olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.5. SH-SYS5Y hiicre hattinda testosteronun (0-100 pM) canlilik tizerindeki
etkisi.
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Sekil 4.6. SH-SY5Y hiicre hattinda testosteronun (0-100 uM) canlilik iizerindeki
etkisi. *p<0,05.
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Tablo 4.3. Testosteron i¢in kullanilan konsantrasyon ve hiicre canliliklari.

Testosteron Konsantrasyonu (uM) Hiicre canlihig: (% kontrol)
0 100,00+£21,27
1 101,45+14,31
15 90,08+16,31
2 95,40+6,78
5 87,19+8,12
10 94,48+23,21
25 115,37+14,78
50 118,00+£11,25
75 132,39+31,31
100 117,87+20,77
*p<0,05.
120
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Sekil 4.7. SH-SYS5Y hiicre hattinda estradioliin (0-30 uM) canlilik iizerindeki etkisi.
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Sekil 4.8. SH-SY5Y hiicre hattinda estradioliin (0-30 uM) canlilik tizerindeki etkisi.

*p<0,05.

Tablo 4.4. Estradiol i¢in kullanilan konsantrasyon ve hiicre canliliklart.

Estradiol Konsantrasyonu (uM) Hiicre canlihigi (% kontrol)
0 100,00+8,93
1 110,78+11,09

15 99,05+11,91
2 103,37+8,78
2,5 97,71+£25,28
5 82,07+14,79*
7,5 97,89+22,03
10 102,11+16,89
15 108,93+30,39
20 82,75+22,23
25 81,00+17,17*
30 76,60+15,04*

*p<0,05.



88

4.2. Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Tiirleri

Calisma gruplarinda belirlenen hiicre i¢i ROS kontrole kiyasla % ROS olarak
hesaplanmis ve Sekil 4.9. ve Tablo 4.5.'de verilmistir. T (%5,6; p>0.05) ve M
gruplariin (%16,6; p<0.05) ROS diizeyleri kontrol grubuna gore artig gostermistir.
Ayrica ROS diizeyleri M grubunda (%10,4) T grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. TT ve ET gruplar karsilagtirildiginda, TT grubundaki ROS diizeylerinin
ET grubuna goére anlamli olarak (%6,5) yiiksek oldugu tespit edilmistir.

b b
ac c
a I | | I I
K T M TT ™ ET

Sekil 4.9. Calisma gruplarinda hiicre i¢i ROS diizeyleri.
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abCAyn {issel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Tablo 4.5. Calisma gruplarinda hiicre i¢i ROS diizeyleri.

Deney Gruplar ROS
K 100,00+2,352
T 105,66:+5,84%
M 116,66+2,29°
TT 108,29+2,15°
™™ 114,234+4,23°
ET 101,66+3,642
EM 113, 85+4,95°

abCcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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4.3. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Calisma gruplarinda CAT aktiviteleri Sekil 4.10. ve Tablo 4.6.’da verilmistir.
T ve M gruplariin CAT aktiviteleri kontrol grubuna gore biraz daha yiiksek
bulunmustur (sirastyla %9,7 ve %20,3; p>0,05). Ayrica CAT aktivitesi M grubunda
T'den biraz daha yliksek (%9,6) tespit edilmistir (p>0,05). TT ve ET gruplar1 T grubu
ile karsilastirildiginda, ET grubunun CAT aktivitesi anlamli olarak yiiksek (%29,4;
p<0,05) bulunmustur. TT grubunun CAT aktivitesi T'den daha diisiik (%6,31)
bulunmustur, ancak fark anlamli tespit edilmemistir. TT ve ET gruplar birbirleri ile
karsilagtirildiginda, ET grubundaki CAT aktivitesinin TT grubuna goére anlaml
diizeyde (%38,15; p<0,05) yiiksek oldugu bulunmustur. TM ve EM gruplar1t M grubu
ile karsilagtirildiginda, M grubuna gére EM grubunun CAT aktivitesi anlamli olarak
daha ytiksek (%30,4; p<0,05) ve TM grubunun CAT aktivitesi (%65,6; p<0,05)
anlamli olarak daha diigiik tespit edilmistir. TM ve EM gruplari karsilastirildiginda,
TM grubunun CAT aktivitesi EM grubuna gore 2,8 kat daha yiiksek (p<0,05)

bulunmustur.
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Sekil 4.10. Calisma gruplarinda CAT aktiviteleri.

abedAyni {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlaml1 derecede farklidir (p<0.05).
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Tablo 4.6. Calisma gruplarinda CAT aktiviteleri.

Deney Gruplari CAT (nmol/dak/mg protein)

K 67,34+6,91%
T 73,87+14,69%

M 80,99+9,534¢

TT 69,213,052

™ 134,08+16,14°

ET 95,62+1,80°

EM 56,35+1,919

abcdAyn; {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Calisma gruplarinda SOD aktiviteleri Sekil 4.11. ve Tablo 4.7.’de verilmistir.
T grubunun SOD aktivitesi, kontrol ile hemen hemen ayniyken; M grubunun SOD
aktivitesi kontrol grubuna goére anlamli olarak diisiik (%30,3) bulunmustur. Ayrica
SOD aktivitesinin M grubunda T grubuna gore anlamli olarak daha diisiik (%29,3)
oldugu da tespit edilmistir. TT ve ET gruplar1 T grubu ile karsilastirildiginda, TT
grubunun SOD aktivitesinin T grubundan anlamli derecede diisiik oldugu (%38,7) ve
ET grubunun SOD aktivitesinin T grubundan belirgin olarak farkli olmadigi
goriilmiistiir. TT ve ET gruplart birbiriyle karsilastirildiginda, TT grubunda SOD
aktivitesi ET grubuna gore anlamli olarak (%36) daha diisiik oldugu bulunmustur. TM
ve EM gruplarinin SOD aktiviteleri M grubu ile ve birbirleriyle karsilastirildiginda

gruplar arasinda anlamli fark goriilmemistir.
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Sekil 4.11. Calisma gruplarinda SOD aktiviteleri.

abAyni iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlaml1 derecede farklidir

(p<0.05).

Tablo 4.7. Calisma gruplarinda SOD aktiviteleri.

Deney Gruplari SOD (U/mg protein)
K 0,57+0,092
T 0,570,082
M 0,40+0,02P
TT 0,35+0,06°
™™ 0,36+0,09°
ET 0,54+0,022
EM 0,34+0,09°

abAyn iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Calisma gruplarinda GPx aktiviteleri Sekil 4.12. ve Tablo 4.8.’de verilmistir.
T grubunda GPx aktivitesi kontrole gore daha yiiksek (%11,3; p>0,05) bulunmustur.
M grubunun GPx aktivitesi ise kontrol grubuna ve M grubuna gére anlamli derecede
yiiksek (sirastyla %63 ve %46,4) tespit edilmistir. TT ve ET gruplart T grubu ile
karsilagtirildiginda, TT grubunun GPx aktivitesinin T grubundan anlamli derecede
yiiksek (%48,6) oldugu; ET grubunun GPx aktivitesinin ise T grubundan farkl
olmadig1 gosterilmistir. TT ve ET gruplart karsilastirildiginda, TT grubundaki GPx
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aktivitesinin, ET grubuna gore 6nemli Slclide (%52) daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. TM ve EM gruplar1 M grubu ile karsilastirildiginda, TM ve EM gruplarinin
GPx aktivitelerinin (sirasiyla %46,1 ve %20,9) M grubuna goére anlamli derecede
diisiik oldugu; TM ve EM gruplarinin GPx aktiviteleri karsilagtirildiginda ise gruplar

arasinda anlamli bir fark olmadig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Calisma gruplarinda GPx aktiviteleri.

abAyn iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Tablo 4.8. Calisma gruplarinda GPx aktiviteleri.

Deney Gruplar GPx (nmol/dak/mg protein)
K 4,91+1,422
T 5,47+1,862
M 8,01+1,08P
TT 8,13+1,10P
™ 4,3241,63P
ET 5,35+0,862
EM 6,33£0,642

abAyn iissel harfi tasgtmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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4.4. Oksidatif Stres Parametreleri

Calisma gruplarinda total GSH diizeyleri Sekil 4.13. ve Tablo 4.9.’da
verilmistir. T ve M grubunda total GSH diizeylerinin, kontrolden (sirasiyla %19,5;
p>0,05 ve %61,4; p<0,05) diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica M grubunda GSH
diizeyinin T grubuna gore anlamli olarak daha diisiik (%52,1; p<0,05) oldugu da
gosterilmistir. TT ve ET gruplari, T grubu ile karsilagtirildiginda, TT ve ET gruplarinin
GSH diizeylerinin anlamhi diizeyde azaldigi (sirasiyla %16,6; p<0,05 ve %18,8;
p<0,05) saptanmistir. TT ve ET gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, bu
gruplarin GSH diizeyleri arasinda anlamli fark olmadigi goriilmiistiir. TM ve EM
gruplart M grubu ile karsilastirildiginda, EM ve TM grubunun GSH diizeylerinin daha
yiiksek (sirastyla 2 kat; p<0.05 ve %47,2; p>0.05) oldugu gosterilmistir. TM ve EM
gruplari birbirleriyle karsilagtirildiginda, EM grubunun GSH diizeyinin anlaml1 olarak
yiiksekti (%38,2; p<0,05) oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.13. Calisma gruplarinda total GSH diizeyleri.

abCcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).



Tablo 4.9. Calisma gruplarinda total GSH diizeyleri.
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Deney Gruplar GSH (numol/mg protein)
K 2,98+0,522
T 2,40+0,182
M 1,15+0,35b
TT 2,00+0,182¢
™ 1,69+0,27°¢
ET 1,95+0,21¢
EM 2,34+0,093°

abCAym {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Calisma gruplarinda MDA diizeyleri Sekil 4.14. ve Tablo 4.10.'da verilmistir.

Gruplarin MDA diizeyleri birbirinden farkli bulunmamistir. Bununla birlikte, EM

grubunun, kontrol (%17,5) ve TT (%5,7) gruplaria kiyasla belirgin sekilde daha

diisiik diizeylerde lipit peroksidasyonu gdsterdigi bulunmustur.
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abAyn iissel harfi tagtmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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Sekil 4.14. Calisma gruplarinda MDA diizeyleri.
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Tablo 4.10. Calisma gruplarinda MDA diizeyleri.

Deney Gruplari MDA (nmol/mg protein)
K 1,990,022
T 1,93+0,092
M 1,72+0,142°
TT 1,75+0,242
™ 1,72+0,24%
ET 1,74+0,242
EM 1,65+0,14°

abAyn iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlaml1 derecede farklidir (p<0.05).

Calisma gruplarinda protein karbonil diizeyleri Sekil 4.15. ve Tablo 4.11.'de
verilmistir. M grubunun protein karbonil diizeylerinin kontrolden farkli olmadigi;
bununla birlikte, T grubunun protein karbonil diizeylerinin kontrol grubuna gore
onemli olgiide (%82,6) yiiksek oldugu bulunmustur. M grubunun protein karbonil
diizeylerinin T grubuna goére anlamli diizeyde (%46,4) diistik oldugu gosterilmistir. TT
ve ET gruplart T grubu ile karsilastirildiginda, TT grubunun protein karbonil
diizeylerinin T grubundan farkli olmadigs; ancak ET grubunda protein oksidasyonunun
hem T hem de TT gruplarina gore belirgin olarak azaldig: (sirasiyla %23,1 ve %30,2)
goriilmistir. TM ve EM gruplart M grubu ile karsilagtirildiginda, EM grubunun
protein karbonil diizeylerinin M grubundan farkli olmadigi; TM grubunun protein
karbonil diizeylerinin ise hem M hem de EM gruplarina gore anlamli derecede ytiksek

(swrasiyla 2 kat ve 2,3 kat) oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.15. Calisma gruplarinda protein karbonil diizeyleri.

abAyn iissel harfi tasgtmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Tablo 4.11. Calisma gruplarinda protein karbonil diizeyleri.
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Deney Gruplar: Protein Karbonil (nmol/mg protein)
K 1,53+0,402
T 2,79+0,46°
M 1,500,162
TT 3,08+0,63P
™ 3,02+0,85P
ET 2,15+0,332
EM 1,32+0,36

abAyn iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

4.5. Oksidatif DNA Hasari

Calisma gruplarinda 8-OHAG diizeyleri Sekil 4.16. ve Tablo 4.12.'de

verilmistir. T grubunun 8-OHAG diizeylerinin kontrole gore yiiksek (%15,5; p>0,05)

oldugu; bununla birlikte, M grubunun 8-OHdG diizeylerinin kontrol grubunun 2 katina

eristigi bulunmustur. Ayrica, M grubunda 8-OHdG diizeylerinin T grubuna gore

anlamli olarak daha yiiksek (%77,3; p<0,05) oldugu da gériilmiistiir. TT ve ET gruplar

T grubu ile karsilastirildiginda, ET grubunun 8-OHdG diizeylerinin T grubundan farkli

olmadigi; TT grubunun 8-OHdG diizeylerinin ise T ve ET gruplaria gore belirgin
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sekilde arttig1 (sirastyla %74,9 ve %72,7; p<0,05) belirlenmistir. TM ve EM gruplar1
M grubu ile karsilastirildiginda, EM grubunun 8-OHdG diizeylerinin M grubundan
farkli olmadigi; TM grubunun 8-OHdG diizeylerinin ise hem M hem de EM gruplarina
gore anlamli derecede azaldig (sirasiyla %28,3 ve %27,6; p<0,05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. Calisma gruplarinda 8-OHdG diizeyleri.

8-OHdG (pg/pg DNA)

abCAyn {issel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Tablo 4.12. Calisma gruplarinda 8-OHdG diizeyleri.

Deney Gruplar: 8-OHdG (pg/ng DNA)
K 15,48+3,512
T 17,88+4,632
M 31,70+1,77°
TT 31,27+5,46°
™ 22,72+4,02°¢
ET 18,10£1,75%
EM 31,38+1,87°

abCcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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4.6. Apoptoz-Kaspaz 3, 8 ve 9 aktiviteleri

Calisma gruplarinda kaspaz 3 aktiviteleri Sekil 4.17. ve Tablo 4.13.'de
verilmistir. T ve M gruplarinin kaspaz 3 aktivitelerinin kontrol grubuna gore daha
yiiksek (sirastyla %4,4 ve %9) ve M grubunun kaspaz 3 aktivitesinin de T grubuna
gore daha yiiksek (%4,5; p>0,05) oldugu bulunmustur. TT ve ET gruplar1 T grubu ile
karsilastirildiginda, ET grubunun kaspaz 3 aktivitesi T'den farkli bulunmazken, TT
grubunun kaspaz 3 aktivitesi T'den (%6,6; p>0,05) anlamli olarak yiiksek oldugu
gosterilmistir. TT grubunun kaspaz 3 aktivitesi ET grubuna gore de anlamli olarak
(%7,9) yiiksek bulunmustur. TM ve EM gruplart M grubu ile karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi; TM ve EM gruplart birbirleriyle
karsilastirildiginda, TM grubunun kaspaz 3 aktivitesinin EM grubuna gore yiiksek
(%10; p<0,05) oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.17. Calisma gruplarinda kaspaz 3 aktiviteleri.

Kaspaz 3 aktivitesi (Kontrole gore %)

abCcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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Tablo 4.13. Calisma gruplarinda kaspaz 3 aktiviteleri.

Deney Gruplari Kaspaz 3 aktivitesi
(Kontrole gore %)
K 100,00+9,64a
T 104,38+3,9420
M 109,06+6,6020¢
TT 111,3246,54b¢
™ 110,15+5,07°¢
ET 103,09+2,432
EM 109,43+4,832

abCcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Calisma gruplarinda kaspaz 8 aktiviteleri Sekil 4.18. ve Tablo 4.14.'de
verilmistir. T ve M gruplarinin kaspaz 8 aktivitelerinin kontrol grubuna gore yiiksek
(swrastyla %2,1; p>0.05 ve %9,2; p<0,05); M grubunun kaspaz 8 aktivitesinin de T
grubuna gore daha yiiksek (%7; p<0,05) oldugu bulunmustur. TT ve ET gruplar1 T
grubu ile karsilagtirildiginda, TT grubunun kaspaz 8 aktivitesinin T'den anlamli
derecede yiiksek (%]11; p<0,05) oldugu; ET grubunun kaspaz 8 aktivitesindeki artigin
ise anlamli olmadig1 (%5,1; p>0,05) goriilmiistiir. TT grubunun kaspaz 8 aktivitesinin
ET grubuna gore anlamli derecede yiiksek (%5,29; p<0,05) oldugu belirlenmistir. TM
ve EM gruplar1 M grubu ile karsilagtirildiginda, TM grubunun kaspaz 8 aktivitesinin
M grubuna gore daha yliksek (%3,6; p<0,05) oldugu; EM grubunun kaspaz 8
aktivitesinin M grubundan farkli olmadig1 ve EM grubunun kaspaz 8 aktivitesinin, TM

grubuna gore daha diisiik (%3,9; p<0,05) oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. Calisma gruplarinda kaspaz 8 aktiviteleri.

abedAyni {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Tablo 4.14. Calisma gruplarinda kaspaz 8 aktiviteleri.
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Deney Gruplari Kaspaz 8 aktivitesi
(Kontrole gore %)

K 100,00+2,602

T 102,11+3,482d

M 109,25+2,33b¢

TT 113,35+4,220

™ 113,18+4,88%

ET 107,35+2,29¢d

EM 108,70+8,614

abedAyni {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Calisma gruplarinda kaspaz 9 aktiviteleri Sekil 4.19. ve Tablo 4.15.'da

verilmistir. T ve M gruplariin kaspaz 9 aktivitelerinin kontrol grubuna goére anlaml

derecede yiiksek (sirasiyla %5,7 ve %7,2; p<0,05) oldugu bulunmustur. TT ve ET

gruplart T grubu ile karsilastirildiginda, TT'nin kaspaz 9 aktivitesinin daha yiiksek

(%3,9; p<0,05) oldugu; ETmin kaspaz 9 aktivitesinin ise azaldigi (p>0.05)

goriilmiistiir. Ayrica TT grubunun kaspaz 9 aktivitesinin ET grubuna gore anlamli
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derecede yiiksek (%4,8; p<0,05) oldugu belirlenmistir. TM ve EM gruplart M grubu

ile karsilagtirildiginda, kaspaz 9 aktiviteleri arasinda fark olmadigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.19. Calisma gruplarinda kaspaz 9 aktiviteleri.

Kaspaz 9 aktivitesi (Kontrole gore %)

abCcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Tablo 4.15. Calisma gruplarinda kaspaz 9 aktiviteleri.

Deney Gruplari Kaspaz 9 aktivitesi
(Kontrole gore %)

K 100,00+2,77a

T 104,4243,265¢

M 105,92+3,17%¢

TT 108,49+1,92°

™ 103,92+3,53¢

ET 103,56+2,53¢

EM 104,13+3,22¢

abCAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
4.7. Oksidatif RNA Hasan

Calisma gruplarinda oksidatif RNA hasar1 diizeyleri Sekil 4.20. ve Tablo
4.16.'da verilmistir. T ve M gruplar1 kontrolle kiyaslandiginda T grubunda degerlerin

kontrole yakin oldugu M grubunda ise kontrole gore degerlerin anlamli derecede
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(%87,8; p<0,05) diisiik oldugu bulunmustur. TT ve ET gruplart karsilastirildiginda,
TT grubunda diizeylerin ET grubuna gore anlamli derecede (%99,5; p<0,05) yiiksek
oldugu goriilmiistiir. TT grubunda degerler T grubuna yakinken, ET grubunda degerler
T grubuna gore anlamh derecede (%56,5; p<0,05) diisiik bulunmustur. TM ve EM
gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda, TM grubunda degerlerin EM grubuna goére
diisiik (%22) oldugu goriilmiistiir. TM ve EM gruplarinda degerler M grubuna gore
anlamli derecede yiiksek (sirasiyla %323 ve 446%; p<0,05) bulunmustur.
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Sekil 4.20. Calisma gruplarinda 8-OHG diizeyleri.

abcdAyny {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Tablo 4.16. Calisma gruplarinda 8-OHG diizeyleri.

Deney Gruplari 8-OHG (pg/ng RNA)
K 64,14+4,31%
T 62,96+9,520
M 7,8043,48¢
TT 54,661,343
™ 32,97+10,82%
ET 27,39+15,08%
EM 42,54+5 489

abcdAyny {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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4.8. Serotonin ve Serotonin Tasiyic1 Protein Diizeyleri

Calisma gruplarinda serotonin diizeyleri Sekil 4.21. ve Tablo 4.17.'de

verilmistir. T grubunun serotonin diizeyi kontrole ¢ok yakinken, M grubunun

serotonin diizeyini kontrol ve T gruplarina gére anlamli derecede (sirastyla %69 ve

%68; p<0,05) yiiksek oldugu bulunmustur. TT ve ET gruplar birbirleri ile ve T grubu

ile karsilastirildiginda, 6nemli bir fark goriilmemistir. TM ve EM gruplari M grubu ile

karsilastirildiginda, serotonin diizeylerinin M grubundan (sirasiyla %23,5 ve %21)

diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.21. Calisma gruplarinda serotonin diizeyleri.

abCAyn {issel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Tablo 4.17. Calisma gruplarinda serotonin diizeyleri.

Deney Gruplar Serotonin (ng/ml)
K 233,33+8,28?2
T 235,47+19,432
M 396,33+19,33P
TT 223,90+16,622
™ 303,21426,29°
ET 227,92+3,542
EM 312,51+26,82°¢
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Calisma gruplarinda SERT diizeyleri Sekil 4.22. ve Tablo 4.18.'de verilmistir.
T grubunun SERT diizeyi kontrolden (%7,2) diisitkken, M grubunun SERT diizeyinin
kontrol ve T gruplarina gore (sirasiyla %20 ve %29) yiiksek oldugu bulunmustur. TT
ve ET gruplar1 T grubu ile karsilagtirildiginda, SERT diizeylerinde diisiis (sirasiyla
%35,7 ve %27,76) gorilmiistiir. ET grubunun SERT diizeyinin TT grubundan daha
yikksek (%13,28) oldugu bulunmustur. TM ve EM gruplart M grubu ile
karsilastirildiginda, SERT diizeylerinin M grubundan diisiik (sirasiyla %55,8 ve
%41,5) oldugu goriilmiistiir. EM grubunun SERT diizeyinin TM grubundan daha
yiiksek (%32,43) oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.22. Calisma gruplarinda SERT diizeyleri.

abCAyn {issel harfi tastmayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Tablo 4.18. Calisma gruplarinda SERT diizeyleri.

Deney Gruplar SERT (pg/mg protein)
K 0,31+0,06%
T 0,29+0,02°
M 0,37+0,10%
TT 0,18+0,012
™ 0,16+0,022
ET 0,21+0,05%
EM 0,22+0,06%

abCcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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4.9. Dopamin ve Dopamin Tasiyic1 Protein Diizeyleri

Calisma gruplarinda dopamin diizeyleri Sekil 4.23. ve Tablo 4.19.'da
verilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda T grubunun dopamin diizeyinin
yiiksek (%24), M grubunun dopamin diizeyinin ise diisiik (%13,96) oldugu ve T
grubunun dopamin diizeyinin M grubundan yiiksek (%44,74) oldugu goriilmiistiir. TT
ve ET gruplart T grubu ile kiyaslandiginda dopamin diizeylerinin anlamli derecede
yiiksek (sirastyla %7000 ve %299) oldugu ve TT grubunun dopamin diizeyinin ET
grubundan da anlamli derecede (%1298,37) yiiksek oldugu goriilmiistiir. TM ve EM
gruplar1 birbirleriyle ve M grubu ile karsilagtirildiginda, TM grubunda dopamin
diizeylerinin M ve EM grubuna gore anlamli derecede (sirasiyla %4670 ve %2551,75)
yiiksek oldugu goriilmistiir. EM grubunun dopamin diizeyinin M grubundan yiiksek
(%79,89) oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.23. Calisma gruplarinda dopamin diizeyleri.

abCAyny iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).



Tablo 4.19. Calisma gruplarinda dopamin diizeyleri.
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Deney Gruplar: Dopamin (ng/ml)

K 1,18+0,382

T 1,48+0,82%

M 1,02+0,128
TT 82,25+17,01°
™ 48,62+22,14
ET 5,88+4,422
EM 1,83+0,582

abCAym {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

Calisma gruplarinda DAT diizeyleri Sekil 4.24. ve Tablo 4.20.'de verilmistir.

T grubunun DAT diizeyi kontrole ¢ok yakinken, M grubunun DAT diizeyinin kontrol

ve T gruplarma gore (sirasiyla %16,09 ve %16,02) diisiikk oldugu bulunmustur. TT ve

ET gruplar birbirleriyle ve T grubu ile karsilagtirildiginda, TT ve T gruplarinin DAT

diizeylerinin ¢ok yakin ve ET grubunun DAT diizeyinin TT ve T gruplarina gore hafif

(swrastyla %10,74 ve %38,59) yliksek oldugu goriilmiistiir. TM ve EM gruplarinin DAT

diizeyleri birbirleriyle ve M grubu ile karsilastirildiginda, EM grubu ile M grubunun

DAT diizeylerinin yakin oldugu, TM grubunun DAT diizeyinin ise M ve EM

gruplarindan (sirasiyla %78,12 ve %58,72) yiiksek oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.24. Calisma gruplarinda DAT diizeyleri.

abAyn iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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Tablo 4.20. Calisma gruplarinda DAT diizeyleri.

Deney Gruplari DAT (pg/mg protein)
K 0,09+0,03%
T 0,09+0,02%
M 0,07+0,012
TT 0,09+0,01%
™ 0,13+0,04%
ET 0,09+0,01°
EM 0,08+0,01%

abCAym {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).

4.10. Global Metilasyon

Calisma gruplarinda global metilasyon diizeyleri Sekil 4.25. ve Tablo 4.21.'de
verilmistir. T ve M gruplar1 kontrolle kiyaslandiginda T grubunda mC degerlerinin
kontrole yakin oldugu M grubunda degerlerin (%42,67) diisiik oldugu bulunmustur.
TT ve ET gruplan birbirleriyle ve T grubu ile karsilastirildiginda, TT ve ET
gruplarinda degerlerin yakin ve T grubuna gore (sirasiyla %24,06 ve %21,37) diisiik
oldugu gorilmustir. TM ve EM gruplart birbirleriyle ve M grubu ile
karsilagtirildiginda, M ve TM grubunda mC degerlerinin yakin oldugu, EM grubunda
ise diizeylerin M ve TM gruplarina gore (sirastyla %118,65 ve %111,81) daha yiiksek

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.25. Calisma gruplarinda 5-mC % diizeyleri.

abCAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir p<0.05).
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Tablo 4.21. Calisma gruplarinda 5-mC % diizeyleri.

Deney Gruplari Global Metilasyon (5-mC %o)
K 2,28+0,63abc
T 2,1140,5620¢
M 1,30+0,772b¢
TT 1,60+0,49P
™ 1,35+0,62°
ET 1,66+0,49°
EM 2,85+0,49¢

abCAym {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
4.11. Histon Asetilasyonu

Calisma gruplarinda histon asetilasyon diizeyleri Sekil 4.26. ve Tablo 4.22.'de
verilmigtir. T ve M gruplarinda histon asetilasyon diizeylerinin kontrole gore (sirastyla
%26,92 ve %85,71) yiiksek ve M grubundaki artisin T grubuna gore yiiksek (%46,32)
oldugu goriilmiistiir. TT ve ET gruplar birbirleriyle ve T grubu ile karsilagtirildiginda,
TT grubunda histon asetilasyon diizeyinin T ve ET gruplarindan (sirastyla %52,66 ve
%42,44) diisiik oldugu goriilmiistiir. TM ve EM gruplar birbirleriyle ve M grubu ile
karsilastirildiginda, EM grubunda histon asetilasyon diizeyinin TM ve M gruplarina
gore (sirastyla %51,83 ve %46,12) diisiik oldugu, TM grubu ile M grubunda degerlerin

yakin oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.26. Calisma gruplarinda asetillenmis histon H3 diizeyleri.

abcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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Tablo 4.22. Calisma gruplarinda asetillenmis histon H3 diizeyleri.

Deney Gruplari Histon Asetilasyon (ng/mg protein)
K 0,03+0,00?
T 0,03+0,01%
M 0,05+0,00°
TT 0,02+0,00°
™ 0,05+0,01°
ET 0,03+0,01%
EM 0,03+0,01%

abCAym {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden istatiksel anlamli derecede farklidir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Criva hem ¢evresel toksisitesi olan hem de insan sagligina bir¢ok olumsuz etkisi
olan kiiresel bir kirleticidir. Elementel, inorganik ve organik civa bilesikleri dahil
olmak tizere bir¢ok kimyasal formda bulunur (15, 233). Civaya maruziyet siklikla
balik ve diger deniz {iriinleri gibi diyete bagl olabilir. Ayrica, tiyomersal iceren asilar
ve dental amalgamlar gibi diyet dis1 kaynaklar yoluyla civa maruziyeti gerceklesebilir.
Diger taraftan, endiistriyel faaliyetler ¢evreye civa yayilmasinda énemli rol oynar.
Civa tireten is yerlerinde ¢alisan is¢ilerinde farkli civa formlarina yiiksek diizeylerde
temast s6z konusudur. Farkli civa formlarinin insanlar tizerinde farkli toksik etkilere
sahip olabilecegi bildirilmistir (15).

Organik civa formlari, element civa karbon ile temas ettiginde olusur. Organik
ctiva formlarina maruziyet ¢ok yaygindir ve metal maruziyetleri icinde en
tehlikelilerden biridir (1). Organik civa bilesiklerine maruziyet, temas siiresine ve
konsantrasyona bagli olarak motor gelisim ve biligsel aktivitelerdeki bozulmalardan
ciddi néromotor degisikliklere kadar degisebilen énemli norotoksik etkilere neden
olmaktadir (37, 234). Organik civa bilesikleri norotoksik etkilerini, birgok farkli
mekanizmayla gosterir. Bu mekanizmalardan en iyi tanimlanmis olanlari sunlardir (2,

235-237):

e Mitokondriyal homeostazdaki bozulma

e Kalsiyum dengesinde degisiklikler

e Norotransmitter sistemlerdeki degisiklikler
e Asirt ROS tiretimi

e Hiicre oliimiiniin indiiklenmesi

e Onemli hiicresel antioksidanlarim tiikenmesi
e Noronal gociin inhibisyonu

e Glutamat taginmasinin inhibisyonu.

Metil civa ve etil civa en sik maruz kalinan organik civa tiirleridir. Genellikle
“kisa zincirli civa molekiilleri” olarak adlandirilirlar (37). Metil civa merkezi sinir

sisteminde ciddi hasara neden oldugu iyi bilinen bir nérotoksik bilesiktir. Etil civa ise,
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tiyomersalin molekiiler agirligmin ~%350'sini olusturan bir diger organik civa
bilesigidir (3). Tiyomersal, basta asilar olmak iizere bir¢ok tibbi ve kozmetik tirlinde
bulunan antibakteriyel ve antifungal bir koruyucudur. Tiyomersalin toksikolojik
profili son 30 yilda birgok bilim insaninin dikkatini ¢ekmistir ve bilesigin
norogelisimsel bozukluklara neden olabilecegi ileri siiriilmektedir (3, 37, 238).

Son yillarda insan ve hayvan c¢aligmalari, norotoksisitede cinsiyet
farkliliklarinin beklenenden daha da 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Cinsiyete
0zgii semptomlarin taninmasi, risk faktorlerinin gézlenmesi ve cinsiyetin kisiyi belirli
metallerin ve kimyasallarin toksisitesine karsi daha savunmasiz hale getirebilecegini
bilmek, etkili 6nleme ve tedavi stratejileri i¢in son derece dnemlidir (81).

Testosteron ve 17B-estradiol esas olarak iireme islevleriyle iliskili steroid
hormonlardir. Canli organizmada hemen her hiicre, doku ve organda bu hormonlara
yanitin gelistigi bilinmektedir. Esas olarak doku ve organ farklilagmasi, kemik
metabolizmasi ve enflamasyon gibi hiicresel olaylar etkilerler. Her iki hormonun da
sinir sistemi, karaciger ve kardiyovaskiiler sistem {izerinde etkileri oldugu
bildirilmektedir (239-241).

Apoptozun diizenlenmesinde androjen ve Ostrojenlerin farkli hiicre sinyal
yolaklari ile hareket ettigi ve her iki steroid i¢in de farkli dozlarda apoptotik ve anti-
apoptotik davranis gozlenebildigi bilinmektedir. Bu nedenle bu hormonlar hiicre tipi,
hormon konsantrasyonu ve hiicresel ortam gibi faktorlere bagli olarak apoptoz
tizerinde farkli etkiler gosterirler (241, 242). Oksidatif stresin ¢esitli faktorlere bagl
olarak arttig1 durumlarda testosteronun oksidatif strese bagli hasar1 siddetlendirdigi
bildirilmektedir (243). Testosteronun O6zellikle dopaminerjik noronlarda oksidatif
strese bagli norotoksisiteyi artirdigi ve apoptoza yol acgtigi bilinmektedir (93).
Estradioliin noronlar ve glial hiicreler iizerindeki etkisini inceleyen caligmalar,
noronlarin hayatta kalmasini destekledigini ve norodejeneratif hasar1 azalttigim
gostermektedir (244-247). Primer ndronal hiicreler, tiimor kaynakli ndronal hiicre
dizileri, noron/astrosit kiiltiirleri gibi birgok farkli hiicre tipinde olusturulan beyin
hasar1 modellerinde estradioliin hiicre Oliimiine karsi koruyucu etkisi oldugu
bildirilmistir (246, 247).

Sunulan bu tez ¢alismasinda, ¢evrede oldukca yaygin olarak bulunan ve ¢esitli

yollarla siklikla maruz kalinan ¢evresel ndrotoksik bilesiklerden olan metil civa ve
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tiyomersalin neden olabilecegi toksisite ile estradiol ve testosteronun bu toksik etkiler
tizerinde meydana getirecegi degisiklikler SH-SYSY insan néroblastoma hiicre
hattinda incelenmistir. Bu toksik etkilerin altinda yatan olas1 mekanizmalar, oksidatif
stres parametreleri, antioksidan enzim aktiviteleri, oksidatif DNA ve RNA hasari,
ndrotransmitter ve norotransmitter tasiyici diizeyleri, apoptoz ve epigenetik

degisiklikler agisindan kapsamli olarak degerlendirilmistir.
5.1. Hiicre Canlhihg

Metil civa ve tiyomersalin SH-SYSY hiicre hatt1 {izerindeki toksik etkilerini
inceleyen bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (153, 236, 248-254).

Sanfeliu ve ark. (248) SH-SYS5Y hiicrelerinde metil civa kaynakli
norotoksisiteyi arastirmislar ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra metil civa icin letal
konsantrasyon 50 (LCso) degerini 6,9 uM olarak belirlemislerdir. Toimela ve Tahti
(153), SH-SYS5Y hiicrelerine 0,01-1000 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda
metil ctva uygulamiglardir. Noroblastoma hiicrelerinin metil civaya ¢ok duyarli oldugu
ve 24 saat i¢in etkin doz 50 (ECso) degerinin ~1 uM oldugunu bulmuslardir. Franco
ve ark. (236) SH-SY5Y hiicrelerine 0,5; 1; 1,5 ve 2 uM konsantrasyonlarda metil civa
uygulamislar ve hiicre canliliginin doza bagli olarak azaldigini bildirmislerdir. Posser
ve ark. (249) SH-SYS5Y hiicrelerini degisen konsantrasyonlarda (0,1-3 pM) metil
civaya maruz birakmiglar ve hiicre canliligini CellTiter-Blue® yontemi ile
incelemislerdir. Arastirmacilar metil civanin doza bagh bir sekilde hiicre canliligini
onemli 6l¢iide azalttigini bildirmislerdir. Guida ve ark. (250) SH-SYS5Y hiicrelerini 24
saat boyunca degisen konsantrasyonlarda (0,01-1 pM) tiyomersale maruz birakmaislar;
MTT yontemi ile hiicre canliligini belirlemisler ve 0,5 uM tiyomersalin hiicrelerin
yaklasik %50'sinin 6liimiine neden oldugunu bulmuslardir. Ishihara ve ark. (251) SH-
SYS5Y hiicrelerini 1 ve 10 pM metil civa ile 24 saat inkiibasyona birakmislar ve 1 pM
metil civaya maruz kaldiktan sonra hiicrelerin yaklasik %40'min 6ldiginii tespit
etmislerdir. Ayrica 10 uM metil civaya maruziyet sonrasi hiicrelerin neredeyse
%100'iniin 6ldiigiini bulmuslardir. Branco ve ark. (252) SH-SY5Y hiicrelerini metil
civa ve etil ctvaya maruz birakmislar; sitotoksisiteyi laktat dehidrojenaz (LDH) analizi
ile degerlendirmisler ve 24 saat inkiibasyondan sonra etil civa ve metil civa i¢in LCsg

degerlerini sirasiyla 4,6 ve 4,9 uM olarak belirlemislerdir. Algarve ve ark. (253) metil
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ctvaya maruz birakilan SH-SYSY hiicrelerinde hiicre canliligini incelemisler; hiicre
canliliginin 3 uM konsantrasyonda azalmaya basladigin1 ve canli hiicre sayisinin 6 pM
metil civaya maruz kaldiktan sonra yaklasik %50'ye diistiigiinii bulmuslardir. Oguro
ve ark. (254) SH-SY5Y hiicrelerini 1-10 uM dozlarda metil civaya maruz birakmislar
ve MTT analizi ile hiicre canliligin1 degerlendirmislerdir. Aragtirmacilar, 3 pM metil
civa maruziyetinin hiicre canliligini yaklasik %40'a kadar azalttigini1 bildirmislerdir.
10 uM metil civa maruziyetinden sonra hi¢ hiicre canliligi gozlenmedigi tespit
edilmistir. Aragtirmacilar ayrica 0-24 saat arasinda inkiibasyonda hiicrelere 3 uM
dozunda metil civa uygulamiglar ve 2 saat sonra hiicre canliliginin azalmaya
basladigini tespit etmislerdir.

Bu tez calismasinda tiyomersal ve metil civanin insan néroblastoma hiicre hatti
SH-SYSY iizerindeki toksik etkileri degerlendirilmis ve karsilagtirilmistir. Hiicre
canliligin MTT analizi ile degerlendirilmistir. Tiyomersal ve metil civa i¢in ICsg
degerleri sirasiyla 2,37 ve 7,40 uM ve IC2 degerleri sirasiyla 1,15 ve 2,93 uM olarak
belirlenmistir. Hem metil civa hem de tiyomersal i¢in hiicre canlilifinda doza bagli bir
azalma go6zlenmistir. Tiyomersalin IC50 degeri metil civaya goére daha diisiik
bulunmustur. Ancak metil civanin degerlendirilen parametreler i¢in daha belirgin
toksisite gosterdigi belirlenmistir.

Literatiirde metil civa ve tiyomersal (etil civa) karsilastirildiginda, dagilim ve
eliminasyon davraniglarinin, yani toksikokinetik profillerinin farkli oldugu ve etil
civanin daha kisa yar1 dmre sahip oldugu bildirilmistir (3). Yeni dogan maymunlar
lizerinde yapilan ¢alismada, tiyomersal maruziyetinden sonra kandaki civanin
baslangi¢ ve son yarilanma 6mrii sirasiyla 2,1 ve 8,6 giin olarak tespit edilirken, metil
civa maruziyetinden sonra civanin eliminasyon yart omri 21,5 gilin olarak
bulunmustur. Metil civaya maruz birakilan yavru maymunlarda beyindeki toplam civa
konsantrasyonunun, tiyomersale maruz kalanlara kiyasla yaklagik 3 kat daha diisiik
oldugu, ortalama beyin-kan konsantrasyon oraninin ise tiyomersale maruz birakilan
maymunlarda biraz daha yiiksek oldugu (tiyomersal i¢in 3,5+0,5; metil civa i¢in
2,5+0,3) da tespit edilmistir. Tiyomersale maruz birakilan maymunlarda beyindeki
toplam civanin %34’{iniin, metil civaya maruz kalanlarda ise %7’sinin inorganik civa
formunda oldugu da bildirilmistir. Calismanin sonuglari, metil civanin tiyomersal

kaynakli civa maruziyeti riskinin degerlendirilmesi i¢in uygun bir referans olmadigini,
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tiyomersal igeren preparatlarin toksik etkilerinin dogru degerlendirilmesi icin
tiyomersal toksikokinetiginin ve toksisitesinin daha kapsamli calismalarla

arastirtlmasi gerektigini gostermektedir (46).
5.2. Oksidatif Stres Parametreleri ve Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Crva bilesikleri elektrofil olarak, hiicre kiiltlir ortamindan gelen tiyollerle hizla
reaksiyona girerler ve hiicrelerin igine girdikten sonra biyomolekiillerin —-SH ve -SeH
gruplarina neredeyse tamamen baglanmalar1 beklenir (3). Organik civa bilesiklerine
maruziyet sonucu olusan tiyol/selenol redoks durumundaki degisiklikler, genellikle
protein fonksiyonunun kaybina yol agar ve ndrotoksisitelerine énemli dl¢iide katkida
bulunan bir oksidatif etki meydana gelir (3, 237, 255, 256). Tiyomersal ve
biyotransformasyonundan sonra olusan etil civanin toksikolojik mekanizmalari, GSH
tilketmeleri ve ROS artisina yol agmalari; sonrasinda ise mitokondriyal membran
gecirgenligin artis1 sonucu Ca*? akisina neden olmalar seklinde agiklanmustir (257).
Noroblastoma hiicrelerinin, merkezi sinir sistemi i¢in tiyomersal i¢eren asilar ve bu
bilesikleri iceren diger farmasoétik formiillerin toksik potansiyelini olusturan etil civaya
bagli gelisen oksidatif hasara karsi oldukg¢a duyarli oldugu bildirilmistir (258, 259).

Sanfeliu ve ark. (248) SH-SYS5Y hiicrelerinde metil civa kaynakli
norotoksisiteyi arastirdiklar1 c¢alismada, GSH’nin metil civanin neden oldugu
sitotoksisiteye karst onemli bir antioksidan oldugunu bildirmislerdir. Franco ve ark.
(236) yaptiklar1 galismada SH-SY5Y hiicrelerinin 1, 1,5 ve 2 uM metil civa ile 24 saat
inkiibasyonu sonunda GPx aktivitesinde dnemli bir diisiis goriildiigiinii bildirmislerdir.
Petroni ve ark. (260), SH-SY5Y hiicrelerini 0, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda
metil civa ile 48 saat inkiibe etmisler ve GSH diizeylerinin doza bagli olarak anlamh
olglide azaldigini tespit etmislerdir. Branco ve ark. (252) SH-SY5Y hiicrelerinde etil
ve metil civaya 5 uM konsantrasyonda maruz kalmanin bir sonucu olarak, toplam GSH
diizeylerinin etil civa i¢in %40 (p <0,01) ve metil civa i¢in %20 (p <0,05) oraninda
onemli dl¢iide azaldigini bildirmislerdir.

Bu calismada oksidatif stresi degerlendirmek i¢in GSH, lipit peroksidasyonu
ve protein oksidasyonu diizeyleri ile antioksidan enzimler CAT, SOD ve GPx
aktiviteleri Olciilmistlir. Lipit peroksidasyon son iirliinli olan MDA diizeyleri

degerlendirildiginde gruplar arasinda fark bulunmamistir. Tiyomersal ve metil civa
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uygulanmis hiicrelerde toplam GSH diizeyleri azalmistir ve metil civa grubundaki
diisiis anlamlidir. Protein karbonil diizeyleri metil civa grubunda kontrole gore farkli
bulunmazken, tiyomersal grubunda belirgin sekilde daha yiliksek bulunmustur.
Testosteron ve estradioliin tiyomersal ve metil civa ile muamele edilmis hiicrelerdeki
etkileri degerlendirildiginde, yliksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda tiyomersal
uygulanan hiicrelerde yalniz tiyomersal uygulanan gruba gére GSH diizeylerinin
azaldig1 ve protein karbonil diizeylerinin arttig1 goriilmiustiir. Yiiksek estradiol/diisiik
testosteron ortaminda tiyomersal uygulanan hiicreler yalniz tiyomersal uygulananlarla
kiyaslandiginda ise, GSH diizeyinde yine diislis oldugu, protein karbonil diizeylerinin
ise yakin degerlerde oldugu tespit edilmistir. Yiiksek testosteron/diisiik estradiol
ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerde (yalniz metil civa uygulanan hiicrelere
kiyasla), toplam GSH diizeylerinin biraz daha yiiksek ve protein karbonil diizeylerinin
Oonemli Olclide daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yiiksek estradiol/diisiik
testosteron ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerde yalniz metil civa uygulanan
hiicrelere kiyasla toplam GSH diizeylerinin 6nemli 6lgiide yiiksek oldugu ve protein
karbonil diizeylerinin ise belirgin bir sekilde degismedigi tespit edilmistir.

Hem tiyomersal hem de metil civa uygulandiklar hiicrelerde kontrol grubuna
kiyasla CAT aktivitesinde Onemli olmayan bir artisa neden olmustur. GPx
aktivitesinde tiyomersal kaynakli artis 6nemli bulunmazken, metil civa hem kontrol
hem de tiyomersal gruplarina kiyasla belirgin bir artisa yol agmistir. SOD aktivitesi,
tiyomersal uygulanmis hiicrelerde kontrole kiyasla azalirken, metil civa grubunda hem
kontrol hem de tiyomersal gruplari ile karsilastirildiginda SOD aktivitesinde 6nemli
bir diisiis gdzlenmistir. Testosteron ve estradioliin tiyomersal ve metil civaya maruz
kalmus hiicrelerdeki etkileri degerlendirildiginde, yiiksek testosteron/diisiik estradiol
ortaminda tiyomersal uygulanan hiicreler yalniz tiyomersal uygulanan hiicrelerle
karsilastirildiginda, CAT ve SOD aktivitelerinin azaldig1 ve GPx aktivitesinin 6nemli
Olclide arttig1 goriilmiistiir. Yiiksek estradiol diisiik testosteron ortaminda tiyomersal
uygulanan hiicrelerde SOD ve GPx aktivitelerinin sadece tiyomersal uygulananlara
cok yakin oldugu, CAT aktivitesinde ise artis goriildiigli bulunmustur. Yiiksek
testosteron/diisilik estradiol ortaminda metil civa uygulanan hiicreler yalniz metil civa
uygulanan hiicreler ile karsilastirildiginda, CAT aktivitesinin 6nemli dlglide arttig1 ve

GPx aktivitesinin 6nemli Ol¢lide azaldigi tespit edilmistir. Yiiksek estradiol/diisiik
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testosteron ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerde yalniz metil civa uygulananlara
kiyasla CAT ve GPx aktiviteleri nemli 6l¢iide azaldigi, SOD aktivitesinde ise belirgin
degisiklik olmadig1 goriilmiistiir.

5.3. Hiicre ici ROS Diizeyleri

Petroni ve ark. (260) SH-SYS5Y hiicrelerini 0, 25, 50 ve 100 nM
konsantrasyonlarda metil civa ile 24 ve 48 saat inkiibe etmisler ve her iki zaman
periyodunda da 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda metil civanin ROS olusumunu iki
kat arttirdigini tespit etmislerdir. Ishihara ve ark. (251) ROS 6l¢iimii igin floresan
probu [2',7'-diklorodihidrofloresein diasetat (H.DCFDA, diklorofloresin diasetat)]
kullanilmis ve SH-SY5Y hiicrelerinin 1 uM metil civaya maruz birakilmasindan sonra
hiicre i¢i ROS diizeylerinin 6nemli dlgiide arttigini belirlemislerdir. Oguro ve ark.
(254) SH-SYS5Y hiicrelerinde hiicre i¢i ROS diizeylerinin, 3 pM metil civa maruziyeti
ile 2 saatlik inkiibasyondan sonra énemli 6l¢lide arttigini bildirmislerdir.

Bu c¢aligmada hiicre i¢i ROS diizeyleri ol¢lilmiistiir. Hiicre i¢i ROS diizeyleri,
kontrole kars1 tiyomersal grubunda biraz artmistir. Ote yandan, metil civaya maruz
kalmis hiicrelerde ROS diizeyleri, kontrole gore onemli Ol¢iide daha yiiksek
bulunmustur. Testosteron ve estradioliin tiyomersal ve metil civaya maruz kalmisg
hiicrelerdeki etkileri degerlendirildiginde, yiiksek testosteron/diisiik estradiol
ortaminda tiyomersal uygulanan hiicrelerde hiicre i¢ci ROS diizeyleri yalniz tiyomersal
uygulananlara kiyasla biraz artmistir. Yiiksek estradiol diisiik testosteron ortaminda
tiyomersal uygulanan hiicre i¢ci ROS diizeyleri yalniz tiyomersal uygulananlarla
aynidir. Yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda ise, metil civa uygulanan ve
yiiksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerde hiicre

ici ROS diizeyleri yalniz metil civa uygulananlarla aynidir.
5.4. Oksidatif DNA ve RNA Hasan

Hem ekzojen hem endojen kaynaklt ROS hiicresel DNA, RNA, protein ve
lipitlere zarar verir. Bu reaktif bilesikler 6zellikle niikleik asitlerde kimyasal
modifikasyonlara neden olabilmektedir. Civa bilesiklerinin niikleik asitlerde hasari
indiikleme ve mitokondriyal fonksiyon gibi Onemli hiicresel siiregleri bozma

potansiyeline sahip olduklar1 bilinmektedir.
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Algarve ve ark. (253) ¢alismalarinda 3 uM metil civaya maruz birakilan SH-
SYS5Y hiicrelerinde DNA hasarini degerlendirmisgler ve metil civanin, kontrol grubuna
kiyasla 8-deoksiguanozin (8-dOHG) diizeylerini yaklasik 4 kat arttirdigini
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada DNA’da meydana gelen oksidatif hasari tespit etmek i¢in 8-
OHAJG diizeyleri 6lgtilmiistiir. Tiyomersal ve metil civa uygulanan hiicrelerde 8-OHdG
diizeylerinin kontrole gore arttig1 ve bu artisin metil civa verilen grupta iki kat kadar
oldugu bulunmustur. Ayrica metil civa verilen grupta 8-OHdG diizeylerinin T grubuna
gore de anlamli olarak daha yliksek oldugu tespit edilmistir. Testosteron ve estradioliin
tiyomersal ve metil civaya maruz kalmis hiicrelerdeki etkileri degerlendirildiginde,
yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda tiyomersal uygulanan hiicreler yalniz
tiyomersal uygulanan hiicrelerle karsilastirildiginda, 8-OHdG diizeylerinin belirgin
sekilde arttig1 belirlenmistir. Yiiksek estradiol diisiik testosteron ortaminda tiyomersal
uygulanan hiicrelerde 8-OHdG diizeylerinin T grubundan farkli olmadigi tespit
edilmistir. Yiksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda metil civa uygulanan
hiicreler yalniz metil civa uygulanan hiicreler ile karsilastirildiginda 8-OHdG
diizeylerinin metil civa uygulanan hiicrelere gore anlamli derecede azaldig1 tespit
edilmistir. Yiksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda metil civa uygulanan
hiicrelerde yalniz metil civa uygulananlara kiyasla 8-OHdG diizeylerinin farkl
olmadig1 gortilmiistiir.

Bu calismada, RNA’da meydana gelen oksidatif hasari tespit etmek icin 8-
OHG diizeyleri ol¢iilmiistiir. Yalniz metil civa uygulanan hiicrelerde RNA hasar
diizeylerinin yalnmiz tiyomersal uygulanan hiicreler ve kontrole grubuna gore anlamli
derecede diisiik oldugu bulunmustur. Yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda
tiyomersal uygulanan hiicrelerde RNA hasarinin yiiksek estradiol/diisiik testosteron
ortaminda tiyomersal uygulanan hiicrelerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ayrica yliksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda tiyomersal uygulanan hiicrelerde

RNA hasar1 yalniz tiyomersal uygulanan hiicrelere gére daha diisiik bulunmustur.
5.5. Apoptoz (Kaspaz 3, 8 ve 9 Aktiviteleri)

Hiicre oliimii, doku homeostazin1 koruyan, istenmeyen veya hasarli hiicreleri

uzaklastiran ve daha fazla biiylime ve farklilasmay1 destekleyen hiicresel bilesenlerin
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geri doniisiimiinii saglayan temel bir siiregtir. Olen hiicrelerin morfolojisine dayanarak,
yaygin olarak incelenen iki farkli hiicre 6liimii tipi apoptoz ve nekrozdur. Kaspazlar,
apoptozdaki rolleri iyi tanimlanmis sistein proteazlardir. Kaspaz 8, hiicre oliimiinde
hem reseptor aracili apoptoza hem de yoklugunda nekroptoza aracilik ederek ikili rol
oynar. Kaspaz 8 ayrica yetigkin T hiicre popiilasyonunun korunmasi ve homeostazinda
da iglev goriir. Kaspaz 3, doku farklilasmasi, rejenerasyon ve noral gelisimde de etkili
bir role sahiptir. Ayrica, belirgin apoptotik aktivite géstermeden de regiilasyonunu
sagladig1 birgok yolakta gorev alir (261).

Toimela ve Tahti (153), mitokondriyal suda ¢6zlinen formazan 1 (WST-1) testi
ve apoptoz diizeylerine gore metil civanin SH-SYSY hiicrelerinde doza ve zamana
bagli toksisiteye neden oldugunu bildirmislerdir. Calismada 6, 24 ve 48 saat sonra 0,1;
1 ve 10 uM konsantrasyonlarda metil civa maruziyetine baglh olarak kaspaz 3
aktivitesinde bir artis oldugu da gosterilmistir. Franco ve ark. (236) metil civa
uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde apoptozu propidyum iyodiir (PI) analizi ile
degerlendirmislerdir. 0,5 puM’dan 1,5 pM konsantrasyonlara apoptotik c¢ekirdek
sayisinin arttigini ve 24 saat siireyle 1 uM metil civa ile inkiibe edilen hiicrelerde poli
(ADP-riboz) polimeraz (PARP) bolinmesinin belirgin oldugunu bildirmiglerdir.
Posser ve ark. (249) SH-SYSY hiicrelerini degisen konsantrasyonlarda (0,1-3 uM)
metil civaya maruz birakmislar ve hiicre 6liimiinii PI ve PARP yarilma analizi ile
degerlendirmislerdir. Hiicrelere farkli konsantrasyonlarda metil civa uygulandiktan
sonra, apoptotik hiicre sayisinda doza bagh bir artis goriildiigii ve 0,5; 1 ve 1,5 pM
metil civa konsantrasyonlarinin hiicrelerde apoptotik c¢ekirdekleri énemli olciide
arttirdig1 bildirilmistir. Ek olarak, 0,5 ve 1 uM metil civa konsantrasyonlarinin, 24
saatlik inkiibasyondan sonra PARP boliinmesine neden oldugu da gosterilmistir.
Guida ve ark. (250) SH-SY5Y hiicrelerini 24 saat boyunca degisen konsantrasyonlarda
(0,01-1 uM) tiyomersale maruz birakmislar, Annexin V-PI boyamasimi kullanarak
tiyomersalin erken apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugunu belirlemislerdir. Branco
ve ark. (252) SH-SYSY hiicrelerinde hiicre 6liimiinii kaspaz 3 aktivitesi ve apoptotik
hiicre sayimmi ile degerlendirmislerdir. 5 pM etil civanin kaspaz 3 aktivitesini 1,5 kat
arttirdigin1 ve 24 saatin sonunda hem metil hem de etil civa (0, 1, 5, 10, 25, 50 uM)
uygulanan hiicrelerde apoptotik hiicre sayisinin 6nemli 6lgiide arttigin1 bulmuslardir.

Algarve ve ark. (253) calismalarinda 3 pM metil civaya maruz birakilan SH-SY5Y
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hiicrelerinde hiicre Oliimiinii degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, metil civanin,
kontrol grubuna kiyasla kaspaz 3 ve kaspaz 8 diizeylerinin kontrole gore 6nemli dl¢iide
(sirastyla yaklasik 6 kat ve 7 kat) daha yliksek oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alismada tiyomersal ve metil civa uygulanan hiicrelerin kaspaz 3, kaspaz
8 ve kaspaz 9 aktivitelerinin kontrole gore ve metil civa uygulanan hiicrelerin kaspaz
3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivitelerinin tiyomersal uygulananlara gére daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Testosteron ve estradioliin tiyomersal ve metil civa ile muamele
edilmis hiicrelerdeki etkileri degerlendirildiginde, yiiksek testosteron/diisiik estradiol
ortaminda tiyomersal uygulanan hiicreler yalniz tiyomersal uygulanan hiicrelerle
karsilastirildiginda, kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivitelerinin daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Yiiksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda tiyomersal uygulanan
hiicrelerde kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivitelerinin tiyomersal uygulanan hiicrelerden
farkli olmadig1, kaspaz 9 aktivitesinde ise azalma goriildiigi tespit edilmistir. Yiiksek
testosteron/diisiik estradiol ortaminda tiyomersal uygulanan hiicreler, yiiksek
estradiol/dlisiik  testosteron  ortaminda  tiyomersal uygulanan hiicrelerle
karsilastirildiginda ise, kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivitelerinin anlamli derecede yiiksek
oldugu bulunmustur. Yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda metil civa
uygulanan hiicreler ve yiiksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda metil civa
uygulanan hiicreler yalniz metil civa uygulanan hiicrelerle kiyaslandiginda kaspaz 3
aktivitesinde anlamli bir fark olmadig1 gosterilmistir. Ancak, yiiksek testosteron/diisiik
estradiol ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerde kaspaz 3 aktivitesinin yiiksek
estradiol/diistlik testosteron ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerden daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda metil civa
uygulanan hiicreler yalniz metil civa uygulanan hiicrelerle kiyaslandiginda kaspaz 8
aktivitesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Yiiksek estradiol/diisiik testosteron
ortaminda metil civa uygulanan hiicreler yalniz metil civa uygulanan hiicrelerle
kiyaslandiginda fark goriilmemistir. Yiksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda
metil civa uygulanan hiicreler, yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda metil civa
uygulanan hiicrelerle karsilastirildiginda ise, kaspaz 8 aktivitesinin daha diistik oldugu

bulunmustur.



120

5.6. Noroendokrin Parametreler
5.6.1. Dopamin ve Dopamin Tasiyic1 Protein

Beyin, metil civanin toksik etkilerinden en ¢ok etkilenen organdir. Noronal
O0lim ve norotransmisyonun bozulmasi, metil civanin neden oldugu davranigsal
anormalligin patolojik temelidir (41). Norotransmitter dopamin, beyin devrelerinin
pozitif ve negatif diizenlenmesinde rol oynayan bir néromodiilatordiir. Dopamin
yetersizligi veya asir1 yiiklenmesi, norolojik ve psikiyatrik hastaliklarin patogenezinde
kilit rol oynayan noral devrelerin anormal aktiviteleri ile iliskilendirilmistir (262).
1957'deki kesfinden bu yana, beyindeki dopaminin islevsel ¢esitliligine iligkin bilgiler
onemli oOlgiide ilerlemistir (263). Dopaminerjik noronlar, goniillii hareket, odiil
davraniglar1 ve endokrin fonksiyonlar1 diizenlemek icin ayr1 beyin bolgelerinde islev
gosterir (264). Dopaminerjik ndronlar ¢cevresel faktorlere karsi oldukca savunmasizdir
(262, 265). Norotoksik etkileri iyi bilinen bir madde olan metil civanin kemirgenlerde
ve Caenorhabditis elegans modellerinde dopaminerjik néron hasarina yol agtigina
iliskin ¢alismalar bulunmaktadir (262). Norotoksik bir bilesik olan MPTP, substantia
nigradaki dopaminerjik ndronlar1 segici olarak hedefler ve yaygin olarak PD’nin in
vitro modellemelerinde kullanilir (266). Bir genomik ve proteomik ¢aligmada, metil
ctvanin MPTP ile benzer seliiler hedeflere sahip oldugu bulunmustur. Ozellikle hem
metil civa hem de MPTP tarafindan degistirilen gen {iriinleri, dopamin sinyal yolunda
yer almaktadir (267). Onemli olarak, metil ctvanin kaudat-putamende (268) ve fare
striatal dilimlerinde (269) beyin dopamin homeostaziyla ilgili sayisiz son noktayi
etkiledigi gosterilmistir. Metil civanin sicanlarda intrastriatal uygulamasinin, dopamin
saliiminda konsantrasyona bagl bir artisa yol actig tespit edilmistir (270). Ayrica,
metil civanin ventral mezensefalik néronal hiicre kiiltiirlerinde hiicre kiiciilmesi ve
norit sayisinda azalma gibi 6nemli degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (271).
Bununla birlikte, metil civa maruziyeti tizerine dopaminerjik nérodejenerasyon ile
iliskili mekanizmalar heniiz tanimlanmamistir. Metil civanin dopamin salinimina yol
acan dopamin tasiyici protein ile de etkilesimi oldugu bildirilmistir (270, 272-274).
Metil civaya maruz kalan hayvanlarin yetiskinlikte dopaminerjik ajanlara kars1 bir

duyarlilik gosterebilecegi belirtilmistir (275).
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Hem prepubertal hem de yetiskin erkek sicanlarda metil civaya [0,5
mg/kg/giin, gestasyonel giin (GD)7-postnatal giin (PND)7] maruziyetin ardindan
degismis dopaminerjik sinir iletimini iizerinde etkilerinin oldugunu diislindiiren
davranig degisiklikleri (I6komotor aktivitede ve uzamsal 6grenme yeteneginde azalma,
ortama uyum saglama ve uyarana yanitlarda diisiis) gozlemlenmistir (10, 11). Metil
ctvanin kronik intraperitoneal enjeksiyonunun (2 ve 3 ay boyunca 0,1 mg/giin, 2 ay
boyunca 0,5 mg/giin ve 1 ay boyunca 2 mg/giin), dopamin ve/veya metabolitleri 3,4-
dihidroksifenilasetik asit (DOPAC) ve homovanilik asidin in vivo sigan striatumundan
saliimint arttirdigi bulunmustur (276). Metil civanin farkli deneysel merkezi sinir
sistemi doku Orneklerinde monoaminlerin spontan salinimini uyarabilecegi
gosterilmistir (277, 278).

Metil civanin dopamin metabolizmasinit ve dopaminin taginmasini bozdugu
bilinmektedir. Metil civanin dopamin ve metaboliti DOPAC (diizeylerini artirdigini
veya azalttigimi (211, 268, 279, 280), sican korteksindeki D1 benzeri reseptorlerin
yogunlugunu ve korteks ve kaudat-putamenlerdeki D2 benzeri reseptorlerin afinitesini
ve yogunlugunu azalttigini (281, 282), dopamin reseptorlerinin gen ekspresyonunu
azalttigin1 (Drdla, Drd2 ve Drd3) (283), dopaminin spontan salinimini arttirdigini
(273, 279) ve dopamin aracilikli lokomotor aktiviteyi arttirdigini (282) gosteren g¢ok
sayida calisma bulunmaktadir. Erken yasamda metil civa maruziyetinin, yabanil tip
solucanlarda yasamin ilerleyen donemlerinde dopaminerjik fonksiyon kayb1 i¢in bir
risk faktorii oldugu gosterilmistir (284).

Metil civanin neden oldugu sitotoksisitede farkli ndrotransmitterlerin nasil bir
rol oynayabilecegini arastirmak amaciyla yapilan ¢alismada, 10 uM dopaminin MN9D
dopaminerjik sinir hiicrelerini diisiik konsantrasyonlarinda uygulanan metil civa
kaynakli toksisiteden onemli 6l¢iide korudugu gosterilmistir. Ayrica arastirmacilar
metil civa ve 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP+) uygulanan dopaminerjik ndron
hiicrelerinide dopaminerjik sinyal iletiminin en ¢ok etkilenen yol oldugunu
belirtmislerdir (267). Metil civanin farklilasmamis PC12 hiicrelerinde dopaminin
metabolik profilini degistirdigi gosterilmistir (280). Mohamed Moosa ve ark. (285) 6-
hidroksidopamin (6-OHDA, oksidopamin)’e maruz kaldiktan sonra, in utero metil
ctvaya maruz kalan siganlarin kontrol grubuna goére 6dnemli Ol¢iide daha diisiik bir

antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gostermistir.
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Bu c¢aligmada kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiyomersal grubunun
dopamin diizeylerinin hafif yiiksek, metil civa grubunun dopamin diizeyinin ise hafif
diisiik oldugu ve T grubunun dopamin diizeyinin M grubundan yiiksek oldugu
gorilmistiir. Yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda tiyomersal uygulanan
hiicreler yalniz tiyomersal uygulanan hiicreler ve yliksek estradiol/diisiik testosteron
ortaminda tiyomersal uygulanan hiicreler ile kiyaslandiginda dopamin diizeyinin
anlamli derecede yliksek oldugu goriilmiistiir. Yiiksek testosteron/diisiik estradiol
ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerde de dopamin diizeyleri, yalniz metil civa
uygulanan ve yiiksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda metil civa uygulanan
hiicrelere gore anlamli derecede yliksek bulunmustur. Bu ¢alismada DAT diizeyleri
incelendiginde, metil civa uygulanan hiicrelerde DAT diizeyinin kontrol grubu ve
tiyomersal uygulanan hiicrelere gore diisiik oldugu bulunmustur. Yiksek
estradiol/diisiik testosteron ortaminda tiyomersal uygulanan hiicrelerde DAT
diizeylerinin yalniz tiyomersal uygulanan ve yiiksek testosteron/diisiik estradiol
ortaminda tiyomersal uygulanan hiicrelerden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerde DAT
diizeyinin ise yalniz metil civa uygulanan ve yiiksek estradiol/diisiik testosteron
ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerden yiiksek oldugu bulunmustur.

Organik civa bilesiklerinin kalsiyum homeostazin1 ve kalsiyuma bagimh
stirecleri bozarak, dopaminerjik sinaptik islevi ve ndrotransmisyonu degistirebilecegi
diistiniilmektedir. Dopamin miktarindaki artis olumsuz sosyal deneyimler ve sosyal
yenilgi benzeri duygularda artisa neden olmaktadir (286). Yiiksek dopamin diizeyleri
ofori, uyku bozukluklari, diirtii kontroliinde zayifliklar ve agresyon ile de iliskilidir.
Bircok norodejeneratif bozuklukta dopaminin islevi bilinmektedir. Farkli
norodavranigsal bozukluklarda beynin belirli bolgelerinde dopamin artis1 belirli
bolgelerinde dopamin diisiisii gozlenir. Civanin dopamin salinimini arttirdigini
bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (270). Bu artis civanin depolama vezikiillerinden
dopamin salinimini artirmasi, monoamin oksidazi inhibe etmesi ya da sinaptik kleftte
ndrotransmitterin ana eliminasyon mekanizmasi olan dopamin geri alimini inhibe
etmesinden kaynaklanabilir. Calismamizda yiiksek testosteron ortaminda metil civa ve
tiyomersal verilen gruplarda dopamin diizeyleri anlamli olarak artmistir. Bu durum

testosteron baskin ortamda dopamin saliniminin arttig1 ve dopamin yiiksekligine baglh
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olarak gozlenen degisikliklerin erkek beyin modelinde daha belirgin olabilecegini

distindiirmektedir.
5.6.2. Serotonin ve Serotonin Tasiyic1 Protein

Metil civa uygulamasinin noérokimyasal fonksiyon iizerindeki akut ve kronik
etkilerini arastiran caligmalar literatiirde bulunmaktadir. Metil civanin kalsiyuma
bagimli serotonin salinimina (287) ve 7 ve 21 giin besiyeri ortaminda kalan astrosit
hiicrelerine 30 dakika siireyle 10uM metil civa uygulanmasiin in vitro serotonin
aliminin inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir (288). Bu etkilerin in vivo olarak
da goriildiigii bildirilmistir. Zhou ve ark. (289) Fundulus heteroclitus balik larvalarini
10 pg/L metil civaya maruz birakmiglardir. Larvalarda metil civanin nérokimyasal
degisiklikleri indiikledigi, 7. giinde serotonerjik aktivitenin arttigi ve 14. giinde
serotonin diizeylerinin azaldigi bildirilmistir. Daha diisiik metil civa dozlarmin,
serotonin sentezini degistirdigi gosterilmistir (290).

Aragtirmacilar siganlara dogum sonrast 5. Gilinden baglayarak norolojik
bozukluklarin goriildiigii toksisite evresine kadar 24 saat araliklarla 0,01 M (5 mg
Hg/kg veya 6.26 mg CH3HgCl/kg olacak sekilde) metil civa uygulamislar ve erken
postnatal donem metil civa maruziyetinden sonra sican serebral korteksinde artan
serotonin diizeyleri belirlemislerdir (268). Ayrica, akut tek doz diisiik metil civaya (1,0
yada 5,0 pg/g1i.p) akut olarak maruz kalan zebra baliklarinda beyin hiicre dis1 stvisinda
serotonin diizeylerinde azalma, buna eslik eden anksiyete benzeri semptomlar ve artan
lipit peroksidasyonu tespit edilmistir (291).

Metil civanin neden oldugu sitotoksisitede farkli nérotransmitterlerin nasil bir
rol oynayabilecegini aragtirmak amaciyla yapilan ¢alismada 20 uM serotoninin MN9D
dopaminerjik sinir hiicrelerini 100 nM metil civa kaynakli toksisiteden dnemli 6l¢iide
koruyabildigi ancak daha yiliksek metil civa konsantrasyonlarna karsi koruma
saglamadigi tespit edilmistir (267, 292).

Bu tez c¢aligmasinda yalniz metil civa uygulanan hiicrelerde serotonin
diizeylerinin yalniz tiyomersal uygulanan hiicreler ve kontrol grubuna gore anlamh
derecede yliksek oldugu bulunmustur. Yalmiz metil civa uygulanan hiicrelerde
serotonin diizeyinin yiiksek testosteron/diisiik estradiol ve yliksek estradiol/diistik

testosteron ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerden daha yiiksek oldugu da
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goriilmiistiir. SERT diizeyleri incelendiginde ise, yalniz tiyomersal uygulanan
hiicrelerde SERT diizeyi kontrole gore diisiik bulunurken, yalniz metil civa uygulanan
hiicrelerde kontrol ve yalniz tiyomersal uygulanan hiicrelere gore yiiksek bulunmustur.
Yalniz tiyomersal uygulanan hiicrelerde SERT diizeylerinin yiiksek testosteron/diisiik
estradiol ve yliksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda tiyomersal uygulanan
hiicrelerden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yalniz metil civa uygulanan hiicrelerde
SERT diizeylerinin yiiksek testosteron/diisiik estradiol ve yliksek estradiol/diisiik
testosteron ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerden yiliksek oldugu tespit
edilmistir.

Yiiksek serotonin diizeyleri, serotonin sendromu olarak da bilinen bir dizi
belirtiye yol agmaktadir. Bu belirtiler arasinda sinirlilik, bulanti, kusma, ishal,
biliylimiis gbzbebekleri, tremorlar, ajitasyon, huzursuzluk, kas segirmeleri ve spazmlar,
konfiizyon, hezeyan, kalp atis hizinda artis, yiiksek kan basinci, nobetler ve bayilmak
sayilabilir. Serotonin diizeylerindeki degisikliklerin migren, epilepsi, PH, MS, ALS,
ADHD ve OSB’nin patofizyolojisinde rol oynayabilecegi bilinmektedir. Merkezi sinir
sistemi ve periferik serotonin reseptorlerindeki artis serotonerjik aktivite,
noromiiskiiler hiperaktivite, zihinsel degisiklikler ve otonomik semptomlarla
sonuclanir. Literatiirle uyumlu olarak ¢aligmamizda metil civa uygulanan grupta
serotonin artis1 goriilmektedir. Metil civanin potasyum etkisini taklit ederek hiicre ici
kalsiyum diizeylerini degistirdigi ve serotonin salinimini bu sekilde artirabilecegi
diistiniilmektedir. Calisjmamizda serotonin tasiyici protein diizeylerinin de serotonin
ile uyumlu olarak metil civa verilen grupta arttig1 tespit edilmistir. Bu durum SERT’in
hiicre i¢i serotonin diizeylerinin kontroliinde ©nemli bir mekanizma oldugunu

destekleyebilir.
5.7. Epigenetik Degisiklikler

Epigenetik bilimi, niikleotid dizilerindeki modifikasyonlardan bagimsiz olarak
meydana gelen gen ekspresyonundaki kalitsal degisiklikleri inceler (293). Gen
ekspresyonunun kontrolii, hiicrenin normal fizyolojik isleyisi i¢in esastir ve epigenetik
mekanizma bu siireglerin diizenlenmesinde onemli bir role sahiptir. Epigenetik
diizenleme, DNA’nin hipometilasyonunu ya da hipermetilasyonunu, histon

modifikasyonlarint ve miRNA ekspresyonunu igerir. Cesitli norodejeneratif
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bozukluklarin gelismesinde epigenetik degisikliklerin gorev aldigi one siiriilmektedir
(294). Epigenetik degisiklikleri indiikleyen ¢evresel toksik maddeler, g¢evresel
kaynakli kronik hastaliklarin duyarliliginda ve ilerlemesinde rol oynar (295, 296).
DNA metilasyon degisiklikleri, sitozinlerin 5 pozisyonuna bir metil grubunun
eklenmesi yoluyla oncelikle CpG bolgelerinde meydana gelir ve siklikla genlerin
sessizlestirilmesi ile sonuglanir (297). Niikleozomun histon 3 ve histon 4'tindeki lizin
kalintilarimin  asetilasyonu veya metilasyonu en yaygin Dbilinen histon
modifikasyonlaridir ve genellikle sirasiyla aktif veya bastirilmis bir kromatin
durumuna neden olur (298).

Metil civanin epigenetik degisiklikler iizerindeki etkilerini inceleyen in vitro
calismalar genellikle noral kaynakli hiicrelerle sinirlidir. Konsantrasyon ve maruziyet
stiresine gore degisiklikler gosterse de miRNA ekspresyonu, histon modifikasyonlari
ve DNA metilasyonu {izerinde etkiler goézlenmistir (299). SH-SY5Y néroblastoma
hiicrelerinde 24 saat 1 uM metil civa maruziyetine bagl olarak histon deasetilaz 4
(HDACA4) proteininde artis goriildiigii bildirilmistir (300). Bu artisin HDAC4’{in beyin
kaynakli norotrofik faktér (BDNF) promotoriine baglanmasinin da artmasi ve SH-
SYSY hiicrelerinde global histon 4 (H4) asetilasyonunun azalmasi ile korele oldugu
da tespit edilmistir (300, 301). Metil civaya 48 saat 2,5 ya da 5 nM dozlarda maruz
birakilan sican kortikal noéral kok hiicrelerinde, azalmis DNA metiltransferaz
(DNMT)-3b gen ekspresyonu ile iligkili olarak global DNA metilasyonunda azalma
oldugu gorilmistiir (302). Guida ve ark. (303) tiyomersalin, HDACS, 6, 7 ve 9’y1
degil, spesifik olarak HDAC4 protein ekspresyonunu arttirdigini bildirmislerdir.

Bu tez ¢aligmasinda yalniz metil civa uygulanan hiicrelerde 5-mC degerlerinin
yalniz tiyomersal uygulanan hiicreler ve kontrol grubuna gore diisiik oldugu
goriilmiistiir. Yalniz tiyomersal uygulanan hiicrelerde 5-mC diizeylerinin ytiksek
testosteron/diisiik estradiol ve yliksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda
tiyomersal uygulanan hiicrelerden yiiksek oldugu bulunmustur. Yiiksek
estradiol/dlisiik testosteron ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerde 5-mC
diizeylerinin yalniz metil civa uygulanan ve yiiksek testosteron/diisiik estradiol
ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
yaptigimiz caligmalarda tiyomersal ve metil civa uygulanan hiicrelerde histon

asetilasyonun kontrole gore yliksek oldugu ve metil civa grubundaki histon asetilasyon
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diizeyinin de tiyomersal uygulanan gruba gore yiikksek oldugu bulunmustur. Yiiksek
testosteron/diisiik estradiol ortaminda tiyomersal uygulanan hiicrelerde histon
asetilasyon diizeyinin, yalmiz tiyomersal ve yiiksek estradiol/diisiik testosteron
ortaminda tiyomersal uygulanan hiicrelere gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Yiiksek estradiol/diisiik testosteron ortaminda metil civa uygulanan hiicrelerde histon
asetilasyon diizeyinin yalniz metil civa uygulanan ve yliksek testosteron/diisiik
estradiol ortaminda metil civa uygulanan hiicrelere gore daha diisiik oldugu
bulunmustur.

DNA metilasyonu son derece karmasik bir diizenleyici mekanizmaya sahip
olan dinamik bir siirectir. DNA’ nin hipermetilasyonu transkripsiyonu baskilarken,
hipometilasyon transkripsiyonu artirarak gen etkinligini degistirmektedir. Belirli
bolgelerde metilasyonun kaybi sonrasi kromozal instabilite, imprinting kaybi ve
protoonkogenlerin aktivasyonu meydana gelebilir. Metil civa grubunda goriilen diigiik
%5-mC diizeylerinin boyle bir etki meydana getirebilecegi diistiniilebilir. Estradiol
baskin ortamda metil civa verilen grupta ise metilasyon diizeyleri artmustir.
Testosteron ve estradiol baskinliginin metilasyon paternini degistirdigi goriilmektedir.
Tiyomersal grubunda goriilen metilasyon artisi ise embriyonik ve néronal biiyiimeyi
etkileyecek sonuglar meydana getirebilir. DNA metilasyonu nérogelisimsel siireclerde
hiicrelerde stres yaratan bir durumdur ve hem yiiksekligi hem de disiikliigii siirecte
onemli sonuglar dogurabilir (304). Histon asetilasyonu, kromatini agarak veya
yogunlagtirarak genlerin aktivitesini diizenleyen dinamik ve geri doniisiimlii bir
stiregtir. Genel olarak histon asetilasyonu, gen transkripsiyonel aktivasyonuna yol
acarken, deasetilasyon gen susturulmasina neden olur. Bu calismada tiyomersal ve
metil civanin histon H3 asetilasyon diizeylerini arttirdig1 goriilmiistiir. Estradiol baskin
ortamda ise her iki grupta da diizeyler kontrole yakindir. Estradioliin asetilasyon siireci
tizerinde bir koruyucu etkisi olabilecegi sOylenebilir. Testosteron baskin ortamda
tiyomersal verilen grupta diizeyler diiserken, metil civa verilen grupta yiikselmistir.
Epigenetik degisiklikler agisindan metil civa ve tiyomersalin farkli etki
mekanizmalarina sahip oldugu ve testosteronun iki madde iizerinde farkli etkiler

meydana getirdigi de diistiniilebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tiyomersal, bir¢ok kozmetik iirlinde ve tibbi formiillerde, 6zellikle asilarda
kullanilan bir koruyucudur. Olas1 toksik etkileriyle ilgili endiseler nedeniyle bir¢ok
asidan ¢ikarilmis olmasina ragmen, cesitli iiriinlerle bu maddeye maruziyet halen
devam etmektedir. Bu tez caligmasi kapsaminda tiyomersalin olasi etkilerini
karsilastirmak i¢in ndrotoksik etkileri iyi bilinen bir organik civa bilesigi oldugu i¢in
metil civa se¢ilmistir. Organik civa bilesiklerine maruz kaldiktan sonra gdzlenen
norotoksik etkiler ile otizm semptomlar1 arasindaki benzerlikler, 6zellikle erken
cocukluk doneminde tiyomersal maruziyetinin otizm ile iliskilendirilmesine yol
acmistir. Otizm spektrum bozukluklarinin goriilme sikligi, bircok noérodejeneratif
bozuklukta oldugu gibi cinsiyete gore farklilik gdsterdiginden, ¢alisma kapsaminda
testosteron ve estradioliin bu organik civa bilesiklerinin toksik etkilerini nasil
degistirdiginin arastirilmasi amaglanmistir.

Otizme yatkinlikta seks steroidlerinin olas1 etkilerini hangi molekiiler
mekanizmalar ile  gerceklestirildiklerine  dair  kesin  bilgiler literatiirde
bulunmamaktadir. Amniyotik sividaki yiiksek fetal testosteron diizeylerini otistik
semptomlarla iliskilendiren (305) ve otistik bireylerin lenfoblastoid hiicrelerinde daha
yiiksek testosteron diizeylerini saptayan ¢alismalar literatiirde bulunmaktadir (306).
Sarachana ve ark. (307), kadin ve erkek cinsiyet hormonlarmin SH-SYS5Y hiicre
dizisinde bir otizm aday1 gen olan retinoik asit reseptdr (RAR) iligkili yetim reseptor
A (RORA)nin ekspresyonunu farkli sekilde diizenledigini gostermislerdir.
Arastirmacilar ayrica, RORA’nin ekspresyonunun, ilgili reseptorleri araciligiyla
testosteron ve estradiol tarafindan diizenlenebilecegini ve transkripsiyonel
hedeflerinden birinin, testosteronun dstrojene doniistiiriilmesinden sorumlu bir enzim
olan sitokrom P450 19A1 (CYP19Al, aromataz) oldugunu gostermistir. RORA
ekspresyonunun testosteron etkisiyle negatif, estradiol etkisiyle pozitif geri bildirim
gosterdigi de tespit edilmistir. Calismanin sonuglari, testosteronun otizmde rol
oynadig1 mekanizma i¢in Oneriler sunmaktadir.

Spesifik norotoksik etkileri iyi bilinen bir bilesik olan metil civa ile 6zellikle
asilardan maruz kalinarak ciddi tartismalara konu olan tiyomersalin insan
noroblastoma hiicreleri lizerindeki etkileri karsilastirildiginda hem tiyomersal hem de

metil civanin toksik etkileri oldugu sdylenebilir. Bu toksik etkiler oksidatif hasar,
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antioksidan savunma siirecini etkileme, hiicre Oliim mekanizmalarini tetikleme,
oksidatif DNA ve RNA hasari, epigenetik degisiklikler ve néroendokrin parametreler
tizerindeki etkiler ile kendini gostermektedir. Metil civanin birgok parametre icin
tiyomersalden daha siddetli sonuglar iirettigi gézlemlenmis; ancak tiyomersalin toksik
etkilerinin de ihmal edilemeyecek diizeyde oldugu belirlenmistir.

Son yillarda hemen hemen tiim norogelisimsel bozukluklarda onemli bir
cinsiyet farki oldugu cok sayida ¢alisma ile gosterilmistir. Bu ¢alismada, tiyomersal
ve metil civanin ortaya koydugu toksik etkilerin yliksek estradiol/diisiik testosteron ve
yiiksek testosteron/diisiik estradiol ortamlarinda degisip degismedigini incelemek igin
iki farkli hiicresel model olusturulmasi amaglanmistir. Farkli konsantrasyonlarda seks
steroid hormonlar1 uygulayarak disi ve erkek beyinlerini taklit etmeye ¢alistigimiz bu
modeller, bu cinsiyet farkliliklarinin metil civa ve tiyomersalin toksik etkileri
tizerindeki etkilerini degerlendirmede basarili goriinmektedir. Testosteronun oksidatif
stres ile ilgili bircok parametrede dnemli degisiklikler yaparak tiyomersal kaynakli
toksisite lizerinde onemli artiric1 etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Norotoksik
ajanlarin farkli cinsiyetlerde farkli etkiler gosterebilecegi sonucuna varilabilir. Bu in
vitro ¢alisma, in vivo kosullar1 tam olarak yansitmasa da testosteron ve estradioliin
fizyolojik  konsantrasyonlarda toksik etkiyi  degistirdigi  gozlemlenmistir.
Norodejeneratif bozukluklarda cinsiyet farkliliginin etkilerine yonelik ¢aligmalarin
yapilmasi dnerilebilir. Bu sekilde, olas1 molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasinda
testosteron ve estradioliin etkisi agikliga kavusturulabilir.

Sonug olarak, tiyomersal ve metil civanin ndrotoksik etkilerinin erkek ve disi
beyinlerindeki etkilerinin farkli olabilecegi, yiiksek testosteron diizeylerinin daha
yiiksek toksik etkiler ile iligkilendirilebilecegi ve otizm gibi hastaliklarda ve
norodejeneratif hastaliklarda testosteronun hastaliklarin gelismesi agisindan dnemli bir
etkiye sahip oldugu sOylenebilir. Yiiksek estradiol diizeylerinin ise, tiyomersal ve
metil civa toksisitesinde modifiye edici roliiniin olabilecegi ve yiiksek estradiol/diistik
testosteron ile olusturulan disi in vitro modellemesinde koruyucu olabilecegi ifade
edilebilir. Testosteron ve estradioliin otizm ve ndrodejeneratif hastaliklardaki rollerini
daha detayli ortaya koyabilecek mekanistik in vitro ve in vivo calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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