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Tez Damismani: Do¢. Dr. Ozer Aylin Giirpmar

Haziran 2022, 71 sayfa

Sunulan bu tez g¢aligmasi kapsaminda ndronal bir hiicre hatti olan SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicre hattinda, iki boyutlu in vitro oksidatif stres modeli olusturulmasi ve
bu modelde iki farkli antioksidanin koruyucu etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu
hedef dogrultusunda SH-SY5Y hicreleri kiiltiire edilmis ve hidrojen peroksit ile
hlcrelerde oksidatif stres modeli olusturulmustur. Bu model lzerinde artan dozlarda n-
asetil sistein ve selenyumun koruyucu etkileri deneysel calismalarla incelenmistir.
Antioksidanlarin hiicre canliligina olan etkileri 24, 48 ve 72. saatlerde yapilan 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir kalorimetrik testi ve akridin/orange
propidyum iyodiir floresan boyamasi ile belirlenmistir. 72. saatte, hiicrelerde olusan
toplam antioksidan ve oksidan kapasite tayini yapilarak oksidatif stres indeksi tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, n-asetil sistein ve selenyumun belirlenen doz
araliklarinda hiicreleri oksidatif hasara kars1 korudugu, ancak yiksek dozlarda hicreler

icin toksik olabilecekleri belirlenmistir. 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarda hidrojen



peroksit hiicre canliliginda énemli Ol¢iide azalmaya sebep olurken, hidrojen peroksit
uygulamasi oncesinde n-asetil sistein ve selenyum uygulanan gruplarda hiicre canliligi
anlamli derecede yliksek bulunmustur. Toplam antioksidan ve oksidan kapasitesi tayinleri
sonucu elde edilen oksidatif stres indekslerinde hidrojen peroksit uygulanan grubun en
yiiksek oksidatif strese sahip oldugu, antioksidan uygulanan gruplarda ise oksidatif
stresin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Selenyum ve n-asetil sistein koruyucu etkileri
arasinda ise anlamli bir farklihik bulunmamustir. Bu dogrultuda, n-asetil sistein ve
selenyumun oksidatif stres kaynakli nérodejenerasyonda koruyucu olabilecegi sonucuna
ulagilmistir. Bununla birlikte, gelecekte yapilacak olan kapsamli in vitro ve in vivo
calismalarla bu sonucun desteklenmesi sayesinde bu iki antioksidan molekiiliin etkileri

cok daha iyi anlasilmis olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, antioksidan, n-asetil sistein, selenyum,

norodejenerasyon, SH-SY5Y insan ndroblastoma hiicre hatti.
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In this thesis, it was aimed to establish a two-dimensional in vitro oxidative stress model
in a neuronal cell line, SH-SY5Y, and to examine the protective effects of two different
antioxidants in this model. In line with this goal, SH-SY5Y cells were cultured and an
oxidative stress model was created with hydrogen peroxide. The protective effects of
increasing doses of n-acetyl cysteine and selenium were investigated in experimental
studies on this model. The effects of antioxidants on cell viability were determined by 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide calorimetric test and
acridine/orange propidium iodide fluorescent staining at 24, 48 and 72 hours. In the 72th
hour application, the total antioxidant and oxidant capacity of the cells and the oxidative
stress index was determined. According to the results obtained, it was determined that n-
acetyl cysteine and selenium protect cells against oxidative damage at specified dose
ranges, but they can be toxic at high doses. While hydrogen peroxide caused a significant

decrease in cell viability in 24, 48 and 72 hours applications, cell viability was found to



be significantly higher in the groups to which n-acetyl cysteine and selenium were applied
before hydrogen peroxide application. In the oxidative stress indices obtained as a result
of the total antioxidant and oxidant capacity determinations, it was determined that the
hydrogen peroxide-treated group had the highest oxidative stress, while the antioxidant-
administered groups had lower oxidative stress. No significant difference was found
between the protective effects of selenium and n-acetyl cysteine. Accordingly, it was
concluded that n-acetyl cysteine and selenium may be protective in oxidative stress-
induced neurodegeneration. This result needs to be supported by more extensive in vitro

and in vivo studies in the future.

Keywords:  Oxidative  stress, antioxidant, n-acetyl cysteine, selenium,

neurodegeneration, SH-SY5Y human neuroblastoma cell line.
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NAC N-Asetil Sistein

MDA Malondialdehit

AH Alzheimer Hastalig1

PH Parkinson Hastalig1
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1. GIRiS

Insan viicudunda gerceklesen fizyolojik ve biyokimyasal siire¢ler sonucunda her giin
belirli bir miktar serbest radikal ve reaktif oksijen (ROT) iiretimi ger¢eklesmektedir. Bu
reaktif molekiiller diisiik dozda diiz kas kasilmasi, immiin savunma ve hiicre i¢i sinyal
iletimi gibi gesitli siiregler igin gereklidir. Bu nedenle viicutta reaktif molekullerin belirli
bir dengede kalmasini saglayan antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir. Bu
sistemler, enzimatik ve enzimatik olmayan ¢esitli siireglerle, reaktif molekiilleri ortadan

kaldirarak ya da daha kararli forma getirerek etki gostermektedir.

Saglikli bir organizmada antioksidanlar/reaktif molekiller orani antioksidanlarin
istlinligiiyle dengededir. Ancak, ¢esitli faktorlerin etkisiyle antioksidan kapasitenin
yetersiz kalip, dengenin reaktif molekiller yoniinde bozulmasi durumunda hiicrelerde
oksidatif stres olusmaktadir. Oksidatif stres proteinler, lipidler ve DNA gibi organizma
icin  onemli biyomolekiillerin yapisina zarar vererek oksidatif hasara neden
olabilmektedir. Bu sebeple astim, diyabet, kanser ve norodejeneratif hastaliklar gibi
bircok hastaligin olusumunda oksidatif stresin Onemli bir parametre oldugu

bilinmektedir.

Ozellikle beynin yap1 ve metabolizmasi nedeniyle oksidatif strese hassas olusu,
norodejeneratif hastaliklarin olusumunda etkili olmaktadir. Alzheimer, Parkinson ve
amyotrofik lateral skleroz hastaliginda (ALS) gibi ¢esitli norodejeneratif hastaliklarda

oksidatif stresin 6nemli bir faktor oldugu bilinmektedir.

Oksidatif stresin azaltilmasina iligkin yaklagimlar ise antioksidan savunma sisteminin
giiclendirilerek, dengenin yeniden olusturulmasina yoneliktir. Hem viicut i¢inde dogal
olarak bulunan antioksidanlar, hem de diyetle disardan alinan antioksidan molekiiller bu
savunma sistemine katki saglamaktadir. Bu nedenle ¢esitli antioksidanlarin etkilerini

belirlemek Gzerine yapilan ¢alismalar giinlimiizde giderek hiz kazanmaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda da selenyum ve n-asetil sistein antioksidanlarinin etkileri
incelenmistir. Selenyum, enzimatik bir antioksidan olan glutatyon peroksidazin
kofaktorl, n-asetil sistein ise bir glutatyon oncilidir. Her iki antioksidan da etkisini
glutatyon sistemi (izerinden gostermektedir. Beyinde glutatyon ve glutatyonla iligkili
enzim miktarinin diger organlara kiyasla diisiik oldugu bilinmektedir. Glutatyon

sistemiyle dogrudan iliskili selenyum ve n-asetil sisteinin kan-beyin bariyerinden



gecebildigi bilinmektedir. Bu sebeple 6zellikle oksidatif stres kaynakli nérodejenerasyon

modellerinde bu antioksidanlarin etkilerinin belirlenmesi ayrica 6nem tagimaktadir.

Bu baglamda, tez ¢alismasinda SH-SYS5Y noronal hiicre hattinda oksidatif stres modeli
olusturularak, selenyum ve n-asetil sisteinin bu model Uzerindeki doza ve siireye bagh
etkileri incelenmistir. Etkilerin belirlenmesi i¢in deney planina uygun olarak, hiicre

canlili1 analizleri ve oksidatif stres tayini yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Serbest Radikaller

Son orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron bulundurmasi nedeniyle,
oldukga kararsiz ve reaktif olan atom, molekiil ve iyonlar serbest radikaller olarak
smiflandirilmaktadir [1]. Ancak, baz1 gecis metalleri eslenmemis elektronlart olmasina

ragmen serbest radikal olmayip, serbest radikallerin olusumunda oldukca etkilidirler.

Serbest radikaller kararli forma gegebilmek i¢in, elektron verici ya da alic1 gruplarla gii¢lii
bir sekilde reaksiyona girmektedir. Bu tiir reaksiyonlar, kararli gruplarin yapisini bozarak
yeni serbest radikallerinin olusumuna yol agmakta ve olusan ikincil serbest radikaller de
diger kararl gruplarla reaksiyona girerek bir dizi zincirleme reaksiyonun baslamasina
neden olmaktadir. Bu zincirleme reaksiyonlar sonucunda canli organizma i¢in hayati
O6neme sahip lipid, protein ve DNA yapilarinda oksidatif hasar meydana gelmektedir [2].
Oksidatif hasar ise astim, diyabet, ateroskleroz, kanser ve nérodejeneratif hastaliklar gibi

birgok hastaligin olusumunda etkili rol oynamaktadir [3].

Serbest radikaller genellikle reaktif oksijen turleri (ROT), reaktif nitrojen tirleri (RNT)
ve reaktif sulfur turleri (RST) gibi gesitli reaktif molekiillerden olusmaktadir. Buna
istinaden, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri terimleri cogu kez birbiri yerine
kullanilsa da tiim ROT, RNT ve RST’lerin serbest radikal olmadiklar1 belirlenmistir [4].
Ornegin bu tez ¢aligmas1 kapsaminda da kullanilan hidrojen peroksit (H20>) bir reaktif
oksijen tiirii olup, serbest radikal degildir. Ancak, serbest radikal {iretimini tetiklemekte

ve bu yolla hiicreye zarar vermektedir.

2.2. Reaktif Oksijen Turleri (ROT)

Reaktif oksijen turleri (ROT), temel durumdaki molekuler oksijenden tiretilen bir dizi
serbest oksijen radikali ve serbest radikal olmayan bazi reaktif molekiillerden
olusmaktadir (Cizelge 2.1.) [5]. ROT, esas olarak molekiler oksijenin indirgenmesi
yoluyla ortaya ¢ikmaktadir. Molekuler oksijen, organizmalar ve biyolojik sistemler igin
gereklidir. Molekuler oksijende temel durumda iki adet radikal merkez bulunur, bu
sebeple diradikaldir. Dig yoriingesinde esit donme kuantum sayisina sahip iki adet
eslenmemis elektron bulunmaktadir. Elektronlarin donme kuantum sayilariin esit

olmasindan dolay1 molekiiler oksijen ayni anda yalnizca bir elektron ile reaksiyona



girmektedir. Oldukga kararsiz ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ise bu elektronlardan
birinin uyarilmasi sonucu gergeklesmektedir. Bu uyarimlar sonucunda siiperoksit (O2™)
radikali ve hidroksil radikali (OH") gibi serbest radikaller ile hidrojen peroksit (H202) ve
singlet oksijen (*O2) gibi reaktif molekiiller olusmaktadir. Olusan bu reaktif oksijen
tirleri, kararli gruplarla reaksiyonlara girerek bir dizi zincirleme reaksiyonlar

baglatmaktadir [6].

Cizelge 2.1. Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tirleri [1]

BAZI REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Radikal Tiirler Radikal Olmayan Tiirler
Stiperoksit Radikali (Oz™) Hidrojen Peroksit (H20a)
Hidroksil Radikali (OH") Singlet Oksijen (103)
Peroksil Radikali (RO7%) Hipokloréz Asit (HOCI)

Hidroperoksil Radikali (HO,") Hipobroméz Asit (HOBr)

2.2.1. Singlet Oksijen (*02)

Singlet oksijen, molekiler oksijenin elektronlarindan birinin elekton transferi yoluyla
uyarilmis halidir. Bu uyarim sonucu molekiiler oksijen, 6nce delta singlet oksijene
(*AQ2), ardindan sigma singlet oksijene (!£0O.) doniismektedir. Singlet oksijenin iki
formu da eslenmemis elektron bulundurmamasma ragmen oldukga reaktif ve kisa

omdarlulerdir [7].

Singlet oksijen formlarinin, organizmada 6zellikle DNA eslenmesi sirasinda adenin:timin
baz ¢iftinin guanin:sitozin baz ¢iftine doniisiine yol agarak, DNA yapisinda hasarlara ve

dolayistyla ¢esitli mutasyonlara neden oldugu bilinmektedir [8].

2.2.2. Superoksit Radikali (0O2™)

Superoksit radikali, diradikal durumdaki oksijenin bir elektron alarak rediikte olmus
halidir. Bu sebeple, negatif yukli bir serbest radikaldir ve siiperoksit anyonu olarak da
isimlendirilmektedir [9]. Molekiiler oksijenin bu sekilde rediikte edilmesi organizmada

ozellikle ATP iiretimi sirasinda mitokondride meydana gelmektedir [10].



Superoksit radikali primer ROT kapsaminda kabul edilmektedir. Ancak, diger
molekdillerle ve baz1 gegis metalleriyle enzimatik ya da enzimatik olmayan reaksiyonlar
yoluyla etkilesime girerek ikincil ROT de uretebilmektedir. Ornegin, suiperoksit radikali
organizmada disik pH’da hidroperoksil olarak ¢ok daha reaktif formda
bulunabilmektedir [11].

Siiperoksit radikalinin 6nemli fonksiyonlarindan biri de organizma igin oldukga 6nemli
bir ROT olan hidrojen peroksit olusumunda rol almasidir. Hem okside edici hem de
rediikte edici Ozelliginden dolayi, perihidroksil radikaliyle serbest radikallerin radikal
olmayan friinler olusturdugu dismutasyon reaksiyonuna girerek, hidrojen peroksit

olusumunda rol almaktadir [12].

2.2.3. Hidrojen Peroksit (H20z2)

Hidrojen peroksit, organizmada farkli siireclerle olusmaktadir. Temel olarak molekuler
oksijenin, gesitli oksidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar sonucu iki elektron
alarak rediklenmesiyle ya da siiperoksit radikalinin bir elektron alarak rediikte olmasiyla
peroksit olusmaktadir. Olusan bu peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucunda da

hidrojen peroksit meydana gelmektedir (Sekil 2.1.) [13].

0, + 2e” + 2H* — H,0,
05" +e” +2H* — H,0,

Sekil 2.1. Hidrojen peroksitin olusumu [12]

Hidrojen peroksit, ayn1 zamanda dismutasyon reaksiyonu sonucunda da olugsmaktadir.
Dismutasyonda, iki stperoksit radikali iki proton alarak hidrojen peroksiti
olusturmaktadir. Bu reaksiyon kendiliginden gerceklesebildigi gibi, siiperoksit dismutaz

(SOD) enzimi tarafindan da gerceklestirilebilmektedir [14].

Hidrojen peroksit, yiiksek oksidan ve bir serbest radikal olmasa da, serbest radikal
olusumunda 6nemli bir rol oynadig: icin ROT kapsamina girmektedir. Ozellikle Fenton
ve Haber-Weiss reaksiyonlart sonucu organizma igin en reaktif serbest radikal olan
hidroksil radikalini (OH") olusturmaktadir.



Gegis metalleri varliginda hidrojen peroksitin pargalanmasiyla hidroksil radikalinin
Olusumu Fenton reaksiyonu; superoksit radikalinin varliginda hidrojen peroksitin
parcalanmasiyla hidroksil radikalinin olusumu ise Haber-Weiss reaksiyonu olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2.2.) [15].

Fenton Reaksiyonu: H,0, + Fet? - OH* + OH™ + Fe*3
Haber-Weiss Reaksiyonu: 05~ + H,0, - OH* + OH™ + 0,

Sekil 2.2. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariin olusumu [15]

2.2.4. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, ¢cok yiiksek reaktiviteye sahip notr bir hidroksit iyonu seklidir. ROT
arasindaki en reaktif formun OH® oldugu disiintilmektedir [16]. Bu sebeple
organizmadaki farkli molekiillerle giiclii reaksiyonlara girerek, molekiillerin yapisina
zarar vermektedir. Bu zarar1 6zellikle protein ve lipid gibi makromolekiiller arasi ¢apraz
baglar olusturarak, molekiillere elektron transfer ederek ya da molekiillerden proton

kopararak vermektedir [17].

Temel olarak hidroksil radikalinin olusumundan daha dnce de bahsedildigi gibi Fenton
ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 sorumludur. Fenton reaksiyonu organizmada ferroz
formundaki demir iyonunun, ferrik formuna doniistimiinii ger¢eklesmektedir. Bu sebeple
biyolojik sistemlerde OH" olusumunun birincil kaynagi Fenton reaksiyonudur (Sekil
2.2.). Hidroksil radikali, superoksit radakali ve hidrojen peroksitle ilgili ikincil
reaksiyonlar sonucu olustugu i¢in, sekonder ROT olusumunun en iyi 6rneklerinden biri

olarak kabul edilmektedir [18].

2.3. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Turleri Kaynaklari

Aerobik organizmalarda serbest radikaller ve ROT olusumu, normal fizyolojik siirecler
boyunca kendiliginden gerceklesmektedir. Bu sekilde organizmanin dogal siireclerinde
olusan serbest radikaller ve ROT’nin kaynaklari endojen kaynaklar olarak
isimlendirilmektedir [19]. Bununla beraber, organizmanin bulundugu g¢evredeki ¢esitli

fiziksel ve kimyasal faktorler de organizmada serbest radikal ve ROT olusumuna neden



olmaktadir. Bu sekilde dis etmenlerin etkisiyle olusan serbest radikaller ve ROT nin

kaynaklari ise eksojen kaynaklar olarak isimlendirilmektedir [20].

2.3.1. Eksojen Kaynaklar
Organizmanin yasadigi ¢evredeki kosullar, bazi ilaglar ve diyetle alinan gesitli maddeler,

eksojen kaynakli serbest radikal ve ROT olusumuna yol acabilmektedir.

Ozellikle, karbonmonoksit, asbest ve sigara dumami gibi hava kirleticiler, formaldehit,
toluen ve tiner gibi kimyasal ¢oziiciiler, UV 151n1 ve X-Ray 1s1n1 gibi radyasyonlar ile
herbisit ve insektisit gibi ¢esitli pestisitlere maruz kalinmast durumunda, organizmada

yan iriin olarak serbest radikal ve ROT olusumu gergeklesmektedir [21].

Hava Kirletici partikiller, igerisinde ¢esitli gegis metalleri ve oksidanlar bulunmasi
nedeniyle; insektisitler ise mitokondrideki elektron transport sisteminde bulunan
kompleksleri inhibe etmesi nedeniyle eksojen kaynaklar arasinda oldukga dnemli bir yere
sahiptir [22].

Kanser tedavisinde kullanilan sisplatin ve doksorubisin gibi antitiimor ilaglarin
birgogunun etki mekanizmasi, ROT iiretiminin asir1 arttirilmasiyla, hiicre DNA’sinda

hasar meydana getirilerek hiicrenin apopotoza yonlendirilmesi seklindedir [23].

Organizmanin diyetle aldig1 demir ve bakir miktarinin normalin iizerinde olmasi, gecis
metalleriyle indiiklenen Fenton reaksiyonunun hizlanmasma ve dolayisiyla ROT
miktarinda artisa neden olmaktadir. Bununla beraber yine diyetle alinan yiiksek oranda

alkoliin karaciger hucrelerinde serbest radikal olusumunu arttirdigi bilinmektedir [24].

2.3.2. Endojen Kaynaklar
Aerobik organizmalarda gesitli biyokimyasal ve fizyolojik siire¢ler sonucu her guin belirli
bir miktar serbest radikal ve ROT olugmaktadir [25].

Mitokondride bulunan elektron tasima sistemi (ETS), endojen serbest radikal ve ROT
olusumunun ana kaynagidir. Burada enzimatik ve enzimatik olmayan strecler boyunca
serbest radikal ve ROT iiretimi gergeklesmektedir. ETS elemanlarindan kompleks I
(NADH Dehigrogenaz) ve kompleks IIl (ibikinon sitokrom c rediktaz) siiperoksit
radikallerinin enzimatik olmayan yolla iretildigi ana bdolgelerdir. Elektron transferi

sirasinda elektronlarin kompleks | veya Il'den koenzim Q veya ubikinon'a (Q) transferi,



indirgenmis koenzim Q (QH2) formunun olusumuyla sonuglanmaktadir. QH> ise Q
dongiisii sirasinda kararsiz bir semikinon anyonu (*Q") vasitasiyla koenzim Q’yu yeniden
iretmektedir. Olusan bu semikinon anyonu elektronlari hemen molekiiler oksijene
aktararak, stiperoksit radikalinin olusumuna yol agmaktadir. Bu siire¢ enzimatik olmadigi

i¢in siiperoksit radikalinin iiretim miktar1 metabolizma hiziyla dogru orantilidir [26].

Bu siireci takiben, olusan siiperoksit radikali mitokondrinin matriksine ve zarlar arasi
bosluguna salinmaktadir. Bu asamada ise enzimatik yolla H2O2 (retimi
gerceklesmektedir; siiperoksit radikali, mitokondriyel siiperoksit dismutaz enziminin
kataliziyle, hidrojen peroksite (H202) dondstiiriilmektedir. H2O2 hiicrenin antioksidan
kapasitesine bagli olarak katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan detoksifiye
edilmektedir. Antioskidan kapasitenin yetersiz olmasi durumunda ise H.O, Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlar1 sonucunda hiicre igin oldukga reaktif olan hidroksil radikalini

(OH") olusturabilmektedir [27].

Mitokondri disinda, sitoplazmik bir enzim ailesi olan NADPH oksidaz (NOX) da serbest
radikal ve ROT’larin endojen kaynaklarindan biridir. NOX ailesi transmembran yapida
proteinler olup, bir elektronu NADPH’dan FAD’a aktararak molekiiler oksijenin
siiperoksit radikaline déniisiimiinii katalizlemektedirler. Ozellikle immiin sistemde bir
patojen varligiyla aktive olan nétrofil ve makrofajlar, membrana bagli NADPH oksidazin
molekdiler oksijen Uzerindeki etkisiyle superoksit ve tirevlerini Ureterek, bu yolla
ortamdaki patojenleri yok etmektedirler. Ayrica fibroblastlar, endotelyal hicreler,
vaskdler diiz kas hiicreleri, kardiyak monositler ve tiroid dokusu da yine NADPH oksidaz
yoluyla stiperoksit radikali Ureterek, hiicre i¢i sinyal yollarin1 diizenlemektedirler [28].

Bunlara ek olarak, endoplazmik retikulumda flavoenzim EROL1, ksantin oksidaz, siklo-
oksijenazlar, otooksidayson sirasinda sitokrom p450 enzimleri, lipoksijenazlar, flavin
bagimli demetilaz oksidazlar gibi bir dizi hiicre i¢i enzim de endojen serbest radikal ve

ROT uretiminden sorumludur [29].

2.4. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Turleri’nin Fizyolojik Etkileri

Normal fizyolojik suregte, insan viicudunda her giin hiicre bagina 10.000-20.000 arasinda
serbest radikal ve ROT iiretiminin gergeklestigi diistiniilmektedir. Bu miktar viicut
savunmasi, hiicre farklilagmasi ve diiz kaslarin kontrolii gibi hicresel streglerde baslama

ve yanit vermede anahtar rol oynarken, ylUksek dozlar ise lipid, protein ve DNA gibi



biyomolekiiller iizerinde yapisal degisikliklere neden olmaktadir. Bu sebeple serbest

PN

radikal ve ROT nin fizyolojik etkilerinin doza bagimli olarak degistigi bilinmektedir [30].

2.4.1. Diisiik ve Orta Dozlarda Etkiler

Hiicre i¢ci ROT seviyelerinin hiicre aktivitesini biiylik 6l¢iide etkiledigini ve hiicre
proliferasyonu igin belirli bir ROT seviyesinin gerekli oldugu bilinmektedir. Ozellikle
diisiik seviyelerdeki H2O2 ve stiperoksit radikalinin diiz kas hiicrelerinin, fibroblastlarin
ve aort endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini tesvik ettigi belirlenmistir [31]. Bununla birlikte
ROT’nin hiicre proliferasyonunu nasil regiile ettigi heniiz tam olarak aydinlatilamamuistir.
Bu regiilasyon i¢in iki farkli olasilik s6z konusudur. Bunlardan biri ROT lerinin biiyiime
faktorlerini indikleyerek hiicre proliferasyonunu regiile ettigi yoniindedir. Digeri ise
ROT’nin mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yolu gibi hcre
proliferasyonuyla iliskili bir sinyal yolagina dahil olarak regllasyonu sagladigi
yonundedir [32].

1960-1970'lerde Babior ve ark. tarafindan fagositik hiicrelerle yapilan bir ¢alismada,
patojenlerle karsilasan fagositik hiicreler tarafindan NADPH oksidaz enzimi araciligiyla
aniden ve yiksek miktarda ROT'nin Uelretildigi tespit edilmistir. Bu sekilde fagositik
hiicreler tarafindan yiiksek miktarda ROT 0retimi ise solunum patlamasi (oksidatif
patlama) olarak tanimlanmaktadir. Solunum patlamasi sirasinda patojenlerin ROT
araciligiyla yok edilmesi ise ROT’nin insanda dogal bagisiklik sisteminde yer aldigini
goOstermektedir [33].

1980°lerin sonunda Heffetz ve Zick tarafindan yapilan ¢alismada da, ROT’ nden olan
H202’nin bir rat hepatoma hiicre hattinda insiilin reseptorii substrat 1’in tirozin

fosforilasyonundan sorumlu oldugu belirlenmistir [34].

Bu ¢aligmalar1 takiben, ROT’nin hiicre i¢i bir sinyal molekiil olarak rol oynadigi ve
hipoksik tepki, otofaji, hicre blyume ve farklilagsmasi, kok hiicre yenilemesi, yara
iyilesmesi, néromodulasyon, ATP Uretimi, gen ifadesinin diizenlenmesi ve apoptoz gibi

cesitli biyolojik fonksiyonlarda yer aldig: bildirilmistir [35].

2.4.2.YUksek Dozda Etkiler
Serbest radikaller ve ROT, viicutta bulunan her turlt molekul ile kolayca reaksiyona girip

yapisal biitlinliigii bozabildigi ic¢in, yiiksek dozda biyomolekiiller i¢in oldukca
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tehlikelidir. Ozellikle lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA bu molekiiller igin ana
hedeflerdir [36].

2.4.2.1. Lipidler

Yuksek dozda serbest radikal ve ROT’nin lipidlerle reaksiyona girmesi sonucu lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilan bir reaksiyon baslamaktadir. Hiicre membraninda ve
organel membraninda bulunan lipidler, 6zellikle de ¢oklu doymamis yag asitleri, serbest
radikaller tarafindan oksidasyona karsi daha hassastir. Bu sebeple lipid peroksidasyonu
sonucu olusan radikaller hiicre membraninin akiskanhigini ve gecirgenligini
degistirmekte, ayrica membrana bagli proteinlerin varligi nedeniyle enzimlerin ve

reseptorlerin fonksiyonlarini da etkileyebilmektedir [37].

Bunlarin disinda, lipid peroksidasyonu reaksiyonu sirasinda, ikincil haberciler olarak
hareket edebilen, yani toksik etkilerini tretim bolgesinden uzakta gosterebilen bazi toksik

ara tirtinler de olusmaktadir [38].

Lipid peroksidasyonu, serbest radikal ve ROT lerinin yag asidiyle reaksiyona girerek,
konjuge ¢ift baglardan bir hidrojen atomu (H) koparmasiyla baglamaktadir. Hidrojenini
kaybeden yag asidi zinciri, karbon merkezli bir lipit radikali (L") 6zelligi kazanmaktadir.
Lipid radikali ise molekuler oksijen ile reaksiyona girerek bir lipid peroksil radikalini
(LOOe) olusturmaktadir. Bu radikaller, ortamda bulunan diger lipidlerden hidrojen
atomlarin1 kopararak yeni lipid radikalleri ile lipid hidroperoksitler (LOOH) uretmekte

ve bdylece yeni bir lipid peroksidasyon reaksiyonunu baslatmaktadir [39].

Lipid peroksidasyonu, reaksiyon sirasindaki her basamagin kendinden sonraki basamagi
tetiklemesi ve olusan lipid peroksil radikallerinin reaksiyonu tekrar baslatabilmesi
nedeniyle kendi kendini devam ettirilebilen bir zincirleme reaksiyon olarak

tanimlanmaktadir [40].

Lipid peroksidasyonu sirasinda alkanlar, malondialdehit ve izoprostanlar gibi bir dizi
bilesik olusmaktadir. Bu bilesikler ise lipid peroksidasyonunun tahlilinde belirtecgler
olarak kullanilmaktadir. Diyabet, iskemi reperfiizyon ve norodejeneratif hastaliklar gibi
pek cok hastalikta, bu belirteglerden yararlanilarak lipid peroksidasyonunun tayini
yapilabilmektedir [41].
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2.4.2.2. Proteinler

Serbest radikal ve ROT’nin proteinlerle reaksiyona girmesi, yapisal protein ve enzimlerin
yapisinda hasara neden olmaktadir. Bu hasar, proteindeki spesifik bir amino asidin serbest
radikal tarafindan modifikasyonu, serbest radikal aracili peptid bolinmesi ve lipid
peroksidasyon drinleri ile reaksiyona giren proteinlerde ¢apraz baglarin olusumu gibi

farkli siireglerle olusmaktadir [42].

Proteinlerin serbest radikaller ve ROT’inden ne Olgiide etkilendikleri icerdikleri
aminoasit yapisiyla dogrudan iligkilidir. Reaktivitelerinin yiiksek olmasindan dolay1
Ozellikle siilfiir gruplar1 bulunan metiyonin ve sistein aminositleri ile arjinin ve histidin
gibi aromatik aminoasitler igeren proteinler, oksidasyona karsi daha savunmasizdir.
Oksidasyon, protein yapisinda parcalanma ve birikmelere neden oldugunda geri
dontisimstzdir. Ancak, kikirt igeren kisimlarda; 6zellikle sistein kalintilarinda
meydana gelen oksidasyon geri doniisiimliidiir. Sistein kalintilar1 okside olan proteinler
disulfid rediiktazlar ve metionin sllfoksit rediiktazlar tarafindan yeniden eski haline
doniistiiriilebilmektedir [43].

Oksidatif olarak hasar goérmiis proteinlerin Urlnleri, membrana ve birgok hiicresel
fonksiyona zarar verebilecek cok reaktif gruplar icerebilmektedir. Ozellikle hidroksil
radikali ve stiperoksit radikali gibi serbest radikaller ile singlet oksijen ve H20- gibi ROT,
farkli amino asitleri oksidasyona ugratarak, proteinlerin denatiire olmasina, enzim
aktivitesinin bozulmasina, hiicre i¢i sinyal iletimin aksamasina, proteoliz duyarliliginin
bozulmasina, reseptorlerde ve tasima proteinlerinde fonksiyon kaybina neden olmaktadir
[35].

Genel olarak gorece daha kararl1 okside proteinlerin ¢ogu antioksidan enzimler tarafindan
hizla uzaklastirilmakta ve insan viicuduna herhangi bir etkisi bulunmamaktadir. Ancak
protein hidroperoksitler gibi kararsiz oksitlenmis tiriinler, ge¢is metalleri ile etkileserek
daha fazla radikal dUretimine yol agmakta ve yavas yavas birikerek ¢esitli hastaliklara
neden olmaktadir [30].

2.4.2.3. DNA

DNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlari, deoksiriboz sekeri ve ¢ift sarmal yap1 serbest
radikallere kars1 oldukga hassastir. Bu sebeple yiksek dozda serbest radikaller ve ROT,
niikleik asitlere oksidatif hasar verebilmektedir. Ozellikle hidroksil radikali (OH") DNA
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ile reaksyona girdiginde pirimidin bazinin C4-C5 ¢ift bagindan hidrojen (H") kopararak
hidantoin, 5-hidroksideoksitridin, timin glikol ve urasil glikol gibi yan drunlerin

olusumuna neden olmaktadir [44].

Benzer sckilde, piirinlerin  oksidasyonu formamidopirimidinler,  8-hidroksi
deoksiguanozin ve 8-hidroksi deoksiadenosin gibi yan iriinlerin olusumuna neden
olmaktadir. Bu yan iiriinler ise DNA oksidasyonunun tayini i¢in dnemli belirtegler olarak
kullanilmaktadir [45].

Serbest oksijen radikalleri ve ROT tarafindan DNA’da olusturulan zincir kiriklari, DNA
onarimi, apopotoz, gen regiilasyonu gibi bir¢ok siirecin diizenlenmesinde yer alan poli
(ADP-riboz) sentetaz enzimini aktive etmektedirler. Bu enzimin aktivasyonu ise,

DNA’nin parcalanarak, hiicrenin apoptoza yonlendirilmesine neden olmaktadir.

Ayn1 zamanda hiicrede serbest radikal ve ROT {iretiminin ana kaynaklarindan biri
mitokondri oldugu i¢in, mitokondriyel DNA’nin tiim bu siireclerden daha fazla
etkilendigi bilinmektedir [45].

2.4.2.4. Karbonhidratlar

Karbonhidratlar1 olusturan disakkarit ve monosakkarit yapilar1 serbest radikaller ve
ROT’ne kars1 duyarhidir. Ozellikle hidroksil radikali monosakkaritlerde bulunan karbon
atomlarindan hidrojen kopararak okzalaldehitler ve siiperoksitler gibi ikincil karbon
merkezli radikaller olusturmaktadir. Bu ikincil radikallerin ise yalnizca karbonhidratlarin
yapisin1 bozmakla kalmayip, hyaliironik asitte zincir kirilmalarina ve DNA, RNA ve

proteinlerin yapisinda degisikliklere neden olmaktadir [46].

2.5. Antioksidan Savunma Sistemi

Hiicrelerin, dokularin ve hiicre dis1 matriksin reaktif tlrlerin zararli etkilerine maruz
kalmast, bir dizi reaksiyona neden olmaktadir. Bu reaksiyonlar ise reaktif tlrlerin ortadan
kaldirilmasin1  saglayan c¢oklu i¢ savunma mekanizmalarinin aktivasyonunu
indlklemektedir. Biyomolekiilleri serbest radikaller ve ROT nin bu zararli etkilerinden
korumak icin hiicrede, farkli antioksidan molekiiller ve enzimlerden olusan bir
antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir [8]. Antioksidan, hedef molekulun oksidatif
hasarini Onleyebilen, azaltabilen, ortadan kaldirabilen veya onarabilen bir molekul olarak

tanmimlanmaktadir. Antioksidan savunma sistemi ise serbest radikal olusumunun
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inhibisyonunu, serbest radikal tretiminin katalizi icin gerekli olan redoks-aktif metal
iyonlarmin baglanmasini ve antioksidan savunma etkisinin regiilasyonunu saglayan bir

savunma mekanizmasini tanimlamaktadir [30].

Hicreler tarafindan serbest radikallerin elimine edilmesi birbiriyle iliskili birkag
karmagik siire¢ tarafindan gergeklestirilmektedir. Antioksidanlar etkilerini reaktiflere
hidrojen ya da elektron vererek, enzim yapida olan antioksidanlarin yapisina katilarak,
baz1 gegis metallerini yakalayarak ve buna benzer ¢esitli yollarla gosterebilmektedirler
[31].

Temel olarak antioksidanlarin etki mekanizmasi su sekildedir:

Koruyucu/Onleyici Etki: Ik savunma hattinda bulunan antioksidanlarin etkisi
biyomolekadllerin reaktif turlerle reaksiyona girmesini énlemeye yoneliktir. Bunun icin

antioksidanlar reaktiflere baglanip zincirlerini kirarak onlar etkisiz hale getirmektedirler.

Inaktive Edici Etki: Tkinci savunma hattinda bulunan antioksidanlarin etkisi reaktif tiirleri
inaktive ederek biyomolekiillerin korunmasina yoneliktir. Bunun igin antioksidanlar,

reaktif tlirlere bir hidrojen atomu vererek onlarin kararli hale gecisini saglamaktadirlar.

Onarict Etki: Ugiincii savunma hattinda bulunan antioksidanlarin etkisi, reaktif tiirler

tarafindan biyomolekiillerde olusan yapisal hasarin onarilmasina yoneliktir.

Insan viicudunda, dogal olarak var olan ve gidalar veya diyet takviyeleri yoluyla alinan

cok ¢esitli antioksidanlar bulunmaktadir [35].

Bu antioksidanlar dogal antioksidanlar olarak siniflandirilmaktadir. Bunlar diginda
sentetik olarak iiretilen gesitli antioksidanlar da bulunmaktadir. Dogal antioksidanlar

enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak Uzere iki grupta incelenmektedir.

2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

Tim hiicrelerde dogal olarak ROT ve serbest radikal dengesini saglamak ve
biyomoleklleri oksidatif hasardan korumak icin antioksidan enzimler bulunmaktadir. Bu
enzimler, hasarli DNA ve proteinleri onarabilmekte, oksitlenmis lipidlere karsi
savasabilmekte, peroksil lipid radikallerinin zincir yayilmasini durdurabilmekte ve

hasarli hiicre zarlarin1 ve molekiillerini onarabilmektedir [47].

13



2.5.1.1. Superoksit Dismutazlar (SOD)
Superoksit dismutazlar, stiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiler oksijene

dismutasyonunu katalize eden metalloproteinler olarak gorev almaktadir (Sekil 2.3.) [37].

SOD
05_ — HZOZ + 02

Sekil 2.3. Siiperoksit dismutazin etkisi [37]

Bu reaksiyon hiicrede kendiliginden gergeklesse de SOD ile katalizlenen bu reaksiyonun
hizinin, kendiliginden gerceklesen reaksiyon hizindan 4000 kat daha hizli oldugu
bilinmektedir. Bu da siliperoksit radikalinin biyomolekiillere verebilecegi hasarin
Onlenebilmesi adina, etkisiz hale getirilmesindeki en hizli yollardan biri olarak
gOzukmektedir [48].

SOD'larin aktif bolgelerinde bulunan geg¢is metal iyonuna bagl olarak bakir, ¢inko
stperoksit dismutaz (Cu,Zn-SOD ya da SOD1), manganez stperoksit dismutaz (MnSOD
ya da SOD2) ve hiicre dis1 siiperoksit dismutaz (ECSOD ya da SOD3) olmak (izere ¢

farkli izoenzim formu bulunmaktadir [6].

SOD1, temelde sitozolik bir enzim olup, tim hiicre tiplerinde olduk¢a yaygindir. Enzimin
her bir alt birimi, yapisal destek gérevi goren bir Zn, katalitik bir Cu ve temel bir disulfid

bagi igermektedir [8].

SOD2, temelde mitokondriyal matrikste bulunan bir enzidir. Bu sebeple matirks iginde
ETS tarafindan Uretilen stperoksitin detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Enzim, her alt biriminde bir Mn’ye sahip bir homotetramerdir. SOD2 geni inhibe edilen
transgenik farelerde yapilan calismalarda o©lii dogum gozlendigi i¢in, SOD2’nin

mitokondri fonksiyonunun devami i¢in 6nemli bir yeri oldugu bilinmektedir [9].

SOD3, tipk1 SOD1 gibi aktif bolgesinde Cu ve Zn igeren ana hiicre dis1 antioksidan
enzimdir. Ozellikle vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan sentezlendigi bilinmektedir. Bu

sebeple ozellikle vaskiiler kaynakli hastaliklarin patofizyolojisinde dnemlidir [31].
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2.5.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz bir reaktif oksijen tlirii olan hidrojen peroksitin, su ve oksijene dismutasyonunu
katalizleyen, dort adet hem grubu iceren homotetramerik bir enzimdir (Sekil 2.4.) [3].
H202 molekiilii cok ¢esitli reaksiyonlar sirasinda olusup, diger reaktiflerin tiretimini de
tetikledigi i¢in birikimine izin verilmeden hizli bir sekilde pargalanmasi hiicre canliligi
icin 6nemlidir. Katalaz enziminin dakika yaklasik 6 milyon H>O> molekulini su ve

oksijene déniistiirebildigi bilinmektedir [8].

CAT
2H,0, — 2H,0 + 0,

Sekil 2.4. Katalazin etkisi [3]

Katalaz ¢ogunlukla peroksizomlarda lokalize olup, tim aerobik Okaryotlarda
bulunmaktadir. Ozellikle yag asitlerinin B-oksidasyonu, glioksilat donglsu ve purin
katabolizmas1 sirasinda peroksizomlarda oksidazlar tarafindan Uretilen hidrojen

peroksitin uzaklastirilmasinda 6nemli bir role sahiptir [37].

Fenton ve haber-weiss reaksiyonlarinda bir substrat olan hidrojen peroksitin katalaz
enizimi tarafindan su ve oksijene pargalanmasi, hiicreler icin en reaktif radikal olan

hidroksil radikalinin olusumunu engelleyerek, hiicreyi oksidatif hasardan korumaktadir.

Katalaz, oksidatif doku hasar1 kaynakli gesitli hastaliklarda énemli bir enzimdir. Ornegin,
nefrektomi yapilan ve katalaz eksikligi olan farelerle yapilan bir ¢alismada, bu farelerin

oksidatif doku hasarina ve renal fibrozise daha duyarli oldugu bildirilmistir [48].

2.5.1.3. Glutatyon Sistemi
Glutatyon sistemi oldukca énemli bir hiicresel antioksidan savunma sistemidir. Bu sistem
redikte glutatyon (GSH) ve reaktif tirleri detoksifiye eden glutatyon peroksidaz,

glutatyon reduiktaz ve glutatyon S-transferaz enzimlerinden olusmaktadir [3].

Glutatyon peroksidaz (GSH Px, GPx), GSH varliginda H>O3, ¢esitli lipid peroksitleri ve
lipid hidroperoksitlerini pargalayan, kofaktor olarak dort adet selenyum atomu bulunan
tetramerik bir enzimdir. Genel olarak sitozolde bulunsa da, mitokondride de aktivite

gostermektedir. Selenyum, GPx'in protein sentezi ve enzimatik aktivitesi igin gereklidir.
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GPx’in farkli genler tarafindan kodlanan, hiicresel yerlesim ve substrat bakimindan
farklilik gosteren en az sekiz izozimi oldugu bilinmektedir. Tim GPx enzimleri, GSH’1
indirgeyici olarak kullanarak, hidrojen peroksitin suya indirgenmesini katalize
etmektedir. Bu reaksiyon sonucunda su ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) olugsmaktadir
(Sekil 2.5.) [4].

GP
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Sekil 2.5. Glutatyon peroksidazin etkisi [4]

Glutatyon rediiktaz (GR) ise GSSG’nin rediikte edilerek yeniden GSH formuna gegisini
katalizleyen NADPH bagimli bir enzimdir (Sekil 2.6.) [12]. GSH dongisi (Sekil 2.7.),
glutatyon sisteminin devamliligi ve antioksidan savunma ic¢in ¢ok Onemli bir

mekanizmadir. GSH/GSSG orani, hiicrenin antioksidan kapasitesini belirlemektedir [11].

GR
GSGG + NADPH* + H* —» 2GSH + NADP*

Sekil 2.6. Glutatyon rediiktazin etkisi [12]

SOD
07" —— Hzozf— GP; szO
GSH

GSSG

N w

Sekil 2.7. Glutatyon donglsu [11]

Glutatyon-S-Transferaz (GST), lineolat ve arasidonik asit gibi lipit hidroperoksitlere karsi
tipki1 GSH-Px aktivitesi gibi ancak selenyumdan bagimsiz olarak bir savunma sistemi
saglamaktadir (Sekil 2.8.) [48].



GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

Sekil 2.8. Glutatyon-S-transferazin etkisi [48]

2.5.1.4. Diger Antioksidan Enzimler
Stiperoksit dismutazlar, katalaz ve glutatyon sistemi disinda, glutaredoksinler,
mitokondriyel sitokrom oksidaz ve tiyol igeren birka¢ enzim grubu da yine antioksidan

savunma sisteminde yer alan enzimlerdir [47].

2.5.2. Enzimatik Olmayan Metabolik Antioksidanlar

Serbest radikal ve ROT ne kars1 birinci savunma hattinda yer alan enzimatik olmayan
antioksidanlar koruyucu/onleyici etkiye sahiptir [35]. Ozellikle kan plazmasindaki
seruloplazmin, ferritin, transferrin ve albimin bu tarz antioksidanlara 6rnektir. Bu
proteinler, gegis metal iyonlarin1 baglayip yeni reaktif tiirlerin olusumunu engelleyerek

islev gostermektedirler [21].

2.5.2.1. Metal Baglayic1 Proteinler (MBP)
Tanimlanan ilk endojen antioksidanlar metal baglayici proteinler (MBP’ler)’dir. MBP’ler
ozellikle kan plazmasinin antioksidan kapasitesine katki saglamaktadir. Antioksidatif

etkilerini metal iyonlarini baglayarak gostermektedirler [21].

Ozellikle bakir ve demir gibi gegis metallerinin varhginda hidrojen peroksitin
parcalanarak, hidroksil radikaline doniistiigii fenton reaksiyonunun baskilanmasinda
MBP’ler etkilidir. Ornegin transferrin, ferritin ve laktoferrin gibi MBP'ler, fenton
reaksiyonunda ferréz formundaki demir iyonunu (Fe*?) baglayarak reaksiyonu
baskilayabilmektedirler. Buna Karsilik, seruloplazmin, hem bakir hem de demir iyonlarini
baglayarak, oksidatif zincir kiric1 bir antioksidan olarak hareket etmektedir. Albtimin ise
demir ve bakir iyonlarini baglayan ve ayn1 zamanda hidroksil radikali ile reaksiyona
girerek htcreyi oksidatif hasardan koruyan cok islevli bir antioksidatif proteindir.

Miyoglobin de esas olarak nitrik oksiti etkisiz hale getiren bir antioksidandir [49].
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2.5.2.2. Glutatyon

Glutatyon, glisin, sistein ve glutamik asit aminoasitlerinden olusan diisiik molekiiler
agirlikli bir tripeptidtir (Sekil 2.9.). Glutatyon fizyolojik kosullarda bir¢ok farkli dokuda
sentezlenmektedir, ancak; en yogun glutatyon sentezi hepatositlerde meydana
gelmektedir. Insan viicudunda glutatyon, rediikte glutatyon (GSH) ve okside glutatyon
(GSSG) olarak farkli formlarda bulunabilmektedir [49]. Bir antioksidan olarak GSH, hem
ROT'ne kars1 gesitli savunma hatlarinda hem de hasarli hiicrelerin onarim siirecinde
onemli bir rol oynamaktadir. Yapisinda bulunan sistein kismindaki tiyol grubu (-SH)
tersinir sekilde hem oksitlenebilen hem de indirgenebilen bir ajandir. Bu tiyol grubu
sayesinde non-enzimatik olarak proteinlerdeki diger tiyol gruplarini oksidatif hasara kars1
koruma yetenegine sahiptir. Glutatyon bu sekilde hicrelerin redoks durumunun
korunmasinda ¢ok onemli bir rol oynamakta, bu nedenle de en Onemli hcresel

antioksidanlardan biri olarak kabul edilmektedir [8].

O o} SH o
N
-0 I;l ,/ o
*NH, . o
glisin
glutamat sistein

Sekil 2.9. Glutatyon yapis1 [8]

2.5.2.3. Melatonin (MEL)

Melatonin, hiicre zarlarini ve kan-beyin bariyerini kolayca gegme yetenegine sahip giicli
bir antioksidandir. MEL'in 6nemli islevlerinden biri, diger antioksidan enzimlerin
aktivitesini diizenleyerek serbest radikal ve ROT olusumunu onlemek ve azaltmaktir.
MEL 0zellikle hidroksil radikali singlet oksijen, peroksinitrit anyon ve nitrik oksit gibi

reaktifleri detoksifiye etme yetenegiyle karakteristiktir [49].

2.5.2.4. Urik Asit (UA)

Urik asit (UA), plrin metabolizmas1 sirasinda iiretilen diisiik molekiiler agirlikli organik
bilesiklerden biridir. Kan plazmasindaki antioksidatif savunmanin tgte ikisinde rol
almaktadir [35]. UA, peroksinitrit, hidroksil radikali, singlet oksijen ve lipid peroksitler
gibi ¢esitli ROT'nin gii¢lii bir detoksifiye edicisidir. Ayni zamanda demir ve bakir iyonlari
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ile kararli1 kompleksler olusturarak Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu gibi
serbest radikal reaksiyonlariin inhibisyonunu saglamaktadir. Bununla beraber UA,
SOD1 ve SOD3 gibi antioksidan enzimlerin korunmasi ve modiilasyonuna da katkida
bulunmaktadir [49].

2.5.2.5. Bilirubin (BIL)

Bilirubin (BIL), esas olarak hemoglobin ve diger hem proteinlerinin bozunma GrinGdar.
BIL, temel olarak tersinir bir mekanizma ile olusmaktadir.Eritrositlerin
parcalanmasindan sonra, hemoglobinin hem kalintis1 enzimatik olarak hem oksijenaz
(HO) tarafindan biliverdin'e ayrismakta ve biliverdin rediktaz (BVR) tarafindan BIL'e
indirgenmektedir [40]. BIL Ozellikle peroksil radikallerine karsi gii¢lii antioksidatif
etkilere sahiptir [42].

2.5.3. Enzimatik Olmayan Eksojen Antioksidanlar

Serbest radikal ve ROT’ ne kars1 ikinci savunma hattinda yer alan enzimatik olmayan
antioksidanlar da inaktive edici etkiye sahiptir [36]. Bu antioksidanlar, serbest radikalleri
ve oksidanlar1 hizla inaktive etme yetenegi ile karakterizedirler. Ozellikle vitaminler ve

flavanoidler bu yolla reaktif tirleri inaktive etmektedir (Cizelge 2.2.) [30].

2.5.3.1. Askorbik Asit (C Vitamini)

Askorbik asit olarak da bilinen C vitamini suda ¢6zunebilen, kollajen, karnitin ve
norotransmiterlerin biyosentezi i¢in gerekli bir vitamindir. Antioksidatif, anti-aterojenik,
anti-kanserojen ve immiinomodiilator 6zellikleri ile organizma igin oldukga faydalidir. C
vitamini genellikle vicutta glutatyon ile reaksiyona girerek indirgenmis formda
tutulmaktadir. Antioksidatif etkisini de ¢ogunlukla nitrozamin olusumunu onleyerek,
H20. gibi ROT'ni indirgeyerek gostermektedir. Dogal C vitamini kaynaklari ise asitli
meyveler, yesil sebzeler ve domatestir. C vitamini diyetle alinip, viicutta depolanmadan
idrar yolu ile atilsa da, giinliik 2000 mg’dan fazla C vitamini aliminin biyoyararlanimi

diisiirdiigii bildirilmistir [50].
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2.5.3.2. E Vitamini

E vitamini, yiiksek antioksidan etkiye sahip yagda ¢6ziinen bir vitamindir. a, B, y, o
tokoferol ve a, B, y, & tokotrienol olmak {izere sekiz adet izomeri bulunmaktadir. E
vitamininin temel fonksiyonu hicreyi lipid peroksidasyonundan korumaktir [8]. o-
tokoferol E vitamininin insanda en ¢ok calisilan formu olup, hiicre zarma gémiilii halde
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda bu formun insanda en ylksek biyoyararlanima sahip
oldugu bilinmektedir. a-tokoferol, lipit peroksidasyonu sirasinda lipit radikalleri ile
reaksiyona girerek yapisinda bulunan hidroksil radikali sayesinde zincir kirict etki
gostermektedir. Bu reaksiyon sonucunda a-tokoferol radikali olusturmaktadir. Olusan bu
radikal form ise askorbik asit, retinol veya ubikinon tarafindan orijinal formuna
indirgenmektedir. a-tokoferoliin yagda ¢oziiniir olmasi ise 6zellikle hiicre membranlarini

serbest radikallerin zararlar1 etkilerinden korumaktadir [50].

2.5.3.3. Flavonoidler

Flavonoidler, ¢ogu bitkide bulunan polifenolik bilesiklerdir. Kimyasal yapiya gore
4000'den fazla flavonoid tamimlanmus ve bu flavonoidler flavanoller, flavanonlar,
flavonlar, izoflavonlar, katesinler olarak siniflandirilmistir. GUcl antioksidatif 6zellikleri
sayesinde insan saglig1 iizerinde faydali etkileri oldugu bilinmektedir. Flavonoidler,
stiperoksit ve nitrik oksit gibi bircok reaktif tliri detoksifikiye etmekte, lipid radikallerini

parcalayarak lipid peroksidasyonunu sonlandirmaktadir [51].

2.5.3.4. Karotenoidler

Karotenoidler, bitkilerde hem fotosenteze yardimci olan hem de ¢icek ve meyvelere renk
veren bilesiklerdir. Karotenoidlerden Beta-karoten antioksidatif etkisi yiksek bir
provitamindir. Vicutta retinole doniistiiriilmekte ve 6zellikle singlet oksijenin ortadan
kaldirilmasinda rol oynamaktadir. Beta-karoten Gzellikle havug, yesil bitkiler, kabak,
1spanak gibi besinlerde bulunmaktadir. Diger bir karotenoid olan likopen de reaktif
tiirlerin parcalanmasinda yiiksek antioksidatif etkiye sahiptir. Likopenin ana kaynagi
domatestir. Ancak, pigmis domateste bulunan likopenin biyoyararlaniminin daha yuksek

oldugu bildirilmistir [50, 51].
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2.5.3.5. Selenyum (Se)

Bu tez ¢alismasi kapsaminda da kullanilan selenyum (Se), toprakta, suda, sarimsak,
sogan, tahillar, findik, soya fasulyesi gibi bitkilerde, deniz Grunlerinde, kirmiz1 ette,
karacigerde ve mayada bulunan bir iz elementtir [50]. Ozellikle glutatyon peroksidaz
olmak {izere ¢esitli antioksidan enzimlerin aktif bolgesinde yer almaktadir [3]. Bu yolla
antioksidan enzimlerin aktivitesini regile ederek antioksidatif etkisini gdstermektedir.
Diisiik dozda antioksidan, anti kanserojen ve immiinomodiilatér oldugu bildirilmistir.
Ancak, gunliik olarak 400 pg dozun asilmasinin, gastrointestinal bozukluklar, sa¢ ve
tirnak dokiilmesi, siroz, akciger 6demi ve 6liimle karakterize bir selenyum zehirlenmesi

olan selenoza yol agabildigi bilinmektedir [52].

2.5.3.6. N-Asetil Sistein (NAC)

Bu tez ¢alismasi kapsaminda da kullanilan N-asetil sistein (NAC) esas olarak L-sisteinin
aminoasidinin N-asetil tirevidir ve bir tiyol molekili olarak oldukga kararli bir yapiya
sahiptir. Reaktif biyobelirtegleri Olgiilerek yapilan birkag in vitro ¢alismada, NAC
uygulamasindan sonra reaktif miktarinin azaldigi, dolayisiyla NAC’in iyi bir antioksidan

oldugu gosterilmistir [53].
NAC antioksidan aktivitesini:

Direkt Etki: NAC belirli reaktif tiirlere kars1 (siiperoksit radikali hari¢) dogrudan radikal
sipdricu etki gostererek, reaktif molekiilii ortadan kaldirmaktadir [54].

Dolayli Etki: NAC, glutatyon biyosentezinde hiz smirlayict faktor olan sisteinin bir
onciisii oldugu i¢in, bir antioksidan ve glutatyon sisteminin substrati olan indirgenmis
glutatyonun (GSH) miktarim1 arttirmaktadir. Bu sekilde NAC, GSH depolarmin
yenilenmesini saglayarak, glutatyon ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin aktivitesini
arttirmakta ve dolayli olarak hiicrenin reaktiflere kars1 savunmasina destek olmaktadir.
Buna ek olarak, endojen sistein ve GSH'nin tikenmesi ile karakterize edilen bazi
kosullarda NAC’in, hidroksil radikali gibi bazi oksidan tiirler i¢in dogrudan bir
antioksidan ajan olarak hareket ettigi bildirilmistir [54].

Disiilfit Kiricr Etki: NAC, disiilfit kiricr etkisiyle tiyollenmis proteinleri pargalayarak
tiyollerin serbest kalmasini saglamaktadir. NAC’1n bu etkisi GSH ve tiyol igeren diger

antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirmaktadir [55].
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Cizelge 2.2. Bazi reaktif oksijen tiirleri ve etkili antioksidanlar [21]

Reaktif Oksijen Turleri (ROT) Etkili Antioksidanlar
Hidroksil Radikali ;:si\;ltamlm’ glutatyon, flavonoidler, lipoik
Superoksit Radikali C vitamini, glutatyon, flavonoidler, SOD

C vitamini, glutatyon, selenyum, n-asetil
Hidrojen Peroksit sistein, beta karoten, E vitamini, koenzim
Q10, flavonoidler, lipoik asit

Beta karoten, E vitamini, Gbikinon,

Lipit Peroksitleri flavonoidler, glutatyon peroksidaz

2.5.4. Sentetik Antioksidanlar

Bu kisima kadar bahsedilen antioksidanlarin tamami dogal antioksidanlardir. Ancak,
cesitli sentetik aktioksidanlarin iiretimi de yapilmaktadir [56]. GlUnumizde 6zellikle
biitillenmis hidroksianisol, biitillenmis hidroksitoluen, tersiyer bitil hidrokinon ve propil
gallat gibi c¢esitli sentetik antioksidanlar Uretilmektedir. Bu antioksidanlar, serbest
radikallerle etkileserek serbest radikal zincir reaksiyonunu engelleyen sentetik fenolik

bilesiklerdir. Ozellikle besin maddeleri icerisine koruyucu olarak eklenmektedir [57].

2.5.5. Antioksidan Takviye Edici Gidalar

Antioksidan takviyeleri, dogal gidalardan ekstraksiyon veya kimyasal sentez yoluyla elde
edilen bilesiklerdir. Ancak, gidalarda bulunan antioksidanlarla bire bir aymi bilesime
sahip degillerdir. Bu nedenle, antioksidan takviyelerinin gidalardaki antioksidanlarla ayni
yarar1 saglayip saglamadigi konusunda farkli goriisler bulunmaktadir. Yine de birgok

ulkede antioksidan takviyesi kullanimi giderek yayginlasmaktadir [S0].

Pek cok epidemiyolojik veri, antioksidanlarin bir¢ok kronik hastalik iizerinde faydal bir
etkiye sahip olabilecegini one siirse de, kontrollii calismalarin eksikligi, uzun vadeli
etkilerin net olmayis1 ve her hastalik tiirii i¢in gerekli dozajlarin belirsizligi devam
etmektedir. Ayrica, antioksidan takviyelerinin Onerilen dozun fizerinde aliminin,
antioksidanlarin pro-oksidanlar olarak hareket etmesine neden olabildigi bildirilmistir

[52].

22



Ancak, mesleginden dolay1 tiim gidalara ulasamayan askerler ya da denizciler, mide-
bagirsak rahatsizlig1 olan hastalar veya diigiik gelir diizeyine sahip toplumlar gibi bazi

0zel durumlarda diyet takviyelerinin gerekli ve yararli olabilecegi bilinmektedir.

Ozel bir durum olmadikga, antioksidanlarin takviyelerden ziyade meyve ve sebzelerden

zengin bir diyetten alinmasi en saglikli yol olarak goziikmektedir [58].

2.6. Oksidatif Stres

Organizmada biyokimyasal ve fizyolojik siireclerin diizgiin bir sekilde ilerleyebilmesi
icin belirli diizeyde serbest radikal ve ROT ne ihtiyag¢ vardir. ROT, hiicre i¢i sinyallesme,
hicre proliferasyonu ve immin savunma gibi fonksiyonlar icin gereklidir. Saglikli bir
organizmada serbest radikal ve ROT uretimi, antioksidan savunma sistemi tarafindan
belirli  bir dengede tutulmaktadir (Antioksidan/ROT). Bu denge durumunda
antioksidanlar, hiicreyi reaktiflere kars1 korumaktadir [59].

Denge durumundaki saglikli hiicrelerde antioksidan/ROT dengesinin ROT yoniinde
bozulmas1 durumu oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir [60]. ROT ile reaksiyona giren
endojen ve eksojen bilesiklerin artmasi, antioksidan Uretimindeki azalmayla beraber
rezervlerin tikenmesi ve antioksidan enzimlerin inaktivasyonu gibi sebepler hiicrelerde

oksidatif stres olusumuna yol agmaktadir [61].

Oksidatif stres ve oksidatif hasar ¢ogu zaman birbiri yerine kullanilsa da, oksidatif stres
potansiyel olarak hiicre hasarina yol agabilen bir durumken, oksidatif hasar;
biyomolekiillerde oksidatif stres sonucu olusan hasar1 tammlamaktadir. Ozellikle ROT
konsantrasyonunun gecici veya kronik olarak artip hiicresel metabolizmayr ve
metabolizma dizenlenmesini bozmasi sonucu hiicresel bilesenler oksidatif hasar
alabilmektedir [62].

Onceki kisimlarda bahsedilen ROT iiretiminden sorumlu endojen ve eksojen kaynaklarin
hepsi, antioksidan savunmanin yetersiz oldugu kosullarda oksidatif stresin de kaynagidir.
Bu nedenle ROT Uretimini arttiran ¢esitli hava kirleticiler, kimyasal ¢oziiciiler, pestisitler

ve endojen reaksiyonlar aslinda oksidatif stresi de induklemektedir [21, 25, 27, 60].

Oksidatif stres, lipid peroksidasyonu sonucu olusan aldehitler ve izoprostanlar, protein
oksidasyonu sonucu olusan protein karboniller ve DNA oksidasyonu sonucu olusan baz

eklentileri gibi oksitlenmis {irlinlerin birikmesiyle hiicrelerde degisikliklere yol
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acabilmektedir. Bu Urunler ise oksidatif stresin gesitli hastaliklardaki roliiniin saptanmasi

icin biyobelirteg olarak kullanilabilmekedir [63].

2.6.1. Oksidatif Stres Biyobelirtecleri

Biyolojik sistemler igin biyobelirteg, belirli bir durum icin 6zgll olan ve Olgulebilen
spesifik bir molekil olarak tanimlanmaktadir [63]. Oksidatif stres biyobelirtecleri,
hlicrede ya da dokuda meydana gelen oksidatif stresin tayini i¢in kullanilmaktadir. Bu

sayede Ozellikle patolojik durumlarda oksidatif stresin rolu belirlenebilmektedir [64].

Oksidatif stres belirtegleri ¢ogunlukla, oksidatif stresin hasar verdigi lipid, DNA ve
proteinlerin oksidasyon iiriinlerinden olugsmaktadir (Cizelge 2.3.). Bunun disinda azalan

enzim ve antioksidan savunma da oksidatif stresin tayini i¢in kullanilmaktadir [65].

Cizelge 2.3. Baz1 oksifatif stres biyobelirtecleri [66]

OKSIDATIF STRES BiYOBELIRTECLERI

Proteinler Lipidler DNA Ant|0k5|_dan
Kapasite
3-nitrotirozin Malondialdehit 8-hidroksi-deoksi- Glutatvon
(MDA) guanozin y
3-klorotirozin 8-izoprostaglandin 5-hidroksi-sitozin GSH/GSSG
e 4-hidroksi-2-  2,4-diamino-4-OH-  SuPeroksit
Ditirozin nonenal formamidoprimidin Dismutazlar
P (SOD)
Karbc_)nllll Konjuge dienler 8-hidroksi guanozin Ferritin
proteinler
SH gruplari F2-izoprostan 8-hidroksi adenin Vitamin C

Oksidatif stres, biyomolekillere hasar vererek tim hicreler tizerinde gesitli hasarlara
neden olabilmektedir. Bu nedenle oksidatif stres belirtecleri diyabet, kardiyovaskiler
hastaliklar, akciger hastaliklari, kanser ve bu tez kapsaminda da aydinlatilmaya calisilan

ndrodejeneratif hastaliklar gibi ¢ok ¢esitli hastaliklarda tespit edilmistir [67].
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2.6.2. Oksidatif Stres ve Norodejeneratif Hastaliklar
Sinir sistemi, beyin ve dolayisiyla néronlar, oksidatif strese karsi olduk¢a hassastir. Bu

hassasligin temel nedenleri su sekildedir:

« Beyindeki zar lipidlerinde ROT’ne kars1 hassas ve oksidasyona egilimli olan ¢oklu

doymamus yag asidi miktar1 oldukga fazladir [68],

» Noronlar diger hiicrelere kiyasla enerji Uretimi icin oksidatif fosforilasyonla ¢ok daha
fazla ATP dretimi yapmaktadirlar. Oksidatif fosforilasyon, yiiksek miktarda ROT
kacaklarinin olustugu bir reaksiyon olmasi nedeniyle oksidatif stres olusumunu

induklemektedir [67],

* Beyin viicut agirliginin sadece %>5'ini olusturmasina ragmen, solunan oksijenin yaklasik
%20'sini kullanarak yuksek oksijen konsantrasyonlarina maruz kalmaktadir. Fizyolojik
kosullar altinda tiikketilen O2'nin %1-2'si ROT'ne doniistiiriilerek oksidatif strese yol
acmaktadir [69],

* ROT olusumu igin guclu bir katalizor gorevi goren gegis metalleri beyinde yogunlukla
bulunmaktadir. Ozellikle orta beyinde dopaminerjik noron tretimiyle karakteristik
substantia nigra gibi alanlarda demir varligi, ge¢is metalleri varliginda indiiklenen Fenton

reaksiyonu yoluyla ROT iiretimine neden olmaktadir [68],

* ROT’nin detoksifikiye edilmesinde énemli bir rol oynayan katalaz, siperoksit dismutaz
ve glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin beyindeki miktarinin diisiik ile orta duzeyde
oldugu bilinmektedir [70].

Yiiksek duyarliligi ve fonksiyonel 6nemi nedeniyle beyin, kan-beyin bariyeri araciligiyla
korunmaktadir [71]. Kan beyin bariyeri, esas olarak mikrovaskuler endotel hiicreleri,
astrositler, perisitler ve bazal membrandan olusan olduk¢a karmasik ve dinamik bir
yapidir. Segici gegirgen yapisi sayesinde kandaki toksinlerin ve diger makromolekiillerin
beyne ulagmasini engellemektedir. Oksidatif stresin perisitler ve astrositler gibi cesitli
hicre tiplerine zarar vererek, kan beyin bariyerinde hasar olusturabildigi bildirilmistir. Bu

da ¢esitli norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde dnemli bir rol oynamaktadir
[72].

Norodejeneratif hastaliklar, beyin ve omurilikten gelen sinir hiicrelerindeki hasar sonucu,

noronlarda fonksiyonel kayip (ataksi) veya duyusal islev bozuklugu (demans) ile
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karakterizedir [68]. Normal fizyolojik kosullarda noronlar, homeostatik dengelerini
dizenleyerek oksidan saldirilarini 6nleme yetenegine sahiptir. NOrodejenerasyon
olusumu ise yanlis protein katlanmalar1 ve kiimelenmeleri, mitokondriyel fonksiyon
bozukluklari, ¢cevresel etmenler ve genetik yatkinlik dahil olmak Uzere bir dizi faktér

tarafindan indiiklenmektedir. Bu faktorlerden biri de oksidatif strestir [20].

Norodejeneratif hastaliklar genel olarak ilerleyen yasla beraber ortaya g¢ikmaktadir.
Telomer kisalmasi ve artan oksidatif stresin yaslanmaya yol acan iki temel faktor oldugu
diistiniilmektedir. Bu da yash popllasyonda ndrodejeneraitf hastaliklarin goriilme

sikliginin artigin1 destekler niteliktedir [73].

Ozellikle yasa bagl nérodejeneratif durumlarin ilerlemesi sirasinda, serbest radikallerin
birikimi, htcrelerin redoks dengesini koruma kapasitesinin azalmasi, mitokondriyal
fonksiyon bozukluklari, glutamat tasiyicilari ve nodronal glikoz tasiyict GLUT3’iin
azalmasit gibi sebepler noronal hasara yol acgarak, norodejeneratif hastaliklarin

olusumunda rol oynamaktadir [68].

2.6.2.1. Oksidatif Stres ve Alzheimer Hastahg (AH)

Alzheimer (AH), dinyada en sik goriillen nérodejeneratif hastaliktir. ilerleyici hafiza
bozukluklari, bilissel bozulma ve kisilik degisiklikleri ile karakterizedir. Patalojik
oOzellikleri neokorteks, hipokampus ve beynin diger alt kortikal bolgelerindeki néronlarin
ve sinapslarin kaybiyken; histolojik 6zellikleri intranéronal nérofibriller ve senil plaklar
(amiloid-p proteini) olarak adlandirilan hiicre dist proteinlerin birikimidir [74]. Pappolla
ve ark. 1998 yilinda yaptig1 ¢alismada, Senil plagin ana bileseni olan amiloid-f3 proteininin
norotoksik oldugu ve bu tiir toksisitenin olusumuna serbest radikallerin aracilik ettigi
bildirilmistir [75]. Ayni zamanda, postmortem hastalardan alinan plaklarda, sarmal
filamentlerde ve beyin omurilik sivisinda yiiksek seviyelerde oksitlenmis ve nitratlanmis
proteinler bulundugu bildirilmistir [72]. AH’daki oksidatif hasar, mitokondri ve
cekirdekte artan 8-hidroksi-deoksi-guanozin gibi DNA oksidasyon drdnlerinin; 4-
hidroksi-2-nonenal, malondialdehit gibi lipid peroksidasyon urinlerinin tayini yoluyla
belirlenebilmektedir. Bunlar ve benzeri biyobelirtecler, AH’da oksidatif stresin etkili

oldugunu gostermektedir [64, 65].
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2.6.2.2. Oksidatif Stres ve Parkinson Hastahg (PH)

Parkinson (PH), yasli insanlarda en sik goriilen ikinci nérodejeneratif hastaliktir. PH,
beynin orta bélgesindeki substantia nigrada dopaminerjik néronlarinin kaybi ve hiicre igi
Lewy cisimciklerinin (a-sintklein proteinleri) birikmesi ile karakterize edilmektedir [76].
Substantia nigra i¢indeki ndronlarin karakteristik bir 6zelligi, metal iyonlarini, 6zellikle
demiri biriktiren koyu kahverengi bir pigment olan néromelaninin yasa bagl birikimidir.
Noromelanin igeren noronlarin dejenerasyonunun PH'da daha olast oldugu
distiniilmektedir [72]. Aym1 zamanda dopaminin normal metabolizmasi sirasinda ROT
tiretiminin  gergeklestigi bildirilmistir. Substantia nigra’da dopaminin oksidasyon

tirtinleri, néromelanini olusturmak Gzere polimerize olabilmektedir [74].

Postmortem hastalardan alinan érneklerde rediikte glutatyon (GSH) seviyelerinde énemli
bir azalma ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) seviyelerinde orta derecede bir artis
gozlenmistir. Yine postmortem c¢alismalarda 4-hidroksi-2-noneal, 8-hidroksi-2-
deoksiguanosinin hidroperoksit ve malondialdehit gibi oksidatif stres biyobelirte¢

miktarinin artti@1 bildirilmistir [72].

2.6.2.3. Oksidatif Stres ve Diger Norodejeneratif Hastaliklar

Alzheimer ve Parkinson hastalig1 disinda farkli nddejeneratif hastaliklarda da oksidatif
stresin etkili olabilecegi bildirilmistir. Motor noéronlarin  segici ve 1ilerleyici
dejenerasyonuyla karakterize edilen amyotrofik lateral skleroz hastaliginda (ALS), lipid
peroksidasyon drlinleri olan plazma 2-tiyobarbitlrik reaktif maddelerinin yiikseldigi,
SOD enzim aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir [72, 10]. Ozellikle striatumda ilerleyici,
biiyilk bir néron kaybiyla karakteristik Huntington hastaliginda, stiratumda demir
konsantrasyonlarinin yiiksek seviyelere ulastigi, bu yiikselisin de oksidatif stresi
indiikleyerek hastaligin ilerlemesine neden oldugu bildirilmistir [11]. Merkezi sinir
sisteminde bulunan néronlarin demiyelinizasyonuyla karakterize edilen Multipl Skleroz
hastaliginda (MS) ise, demir metabolizmasinin bozulmasi sonucu ROT iiretiminde artig
oldugu, bunun sonunca miyelin kilifi {izerinde biriken demir plagin demiyelinizasyona

neden olan bir inflamatuar yanit1 baslattig1 belirtilmistir [1].

Sonug olarak, bir¢ok ndrodejeneratif hastaligin olusumunda oksidatif stresin etkili bir
faktor olup, bu faktoriin etkilerinin azaltilabilmesi igin iyi bir antioksidan savunma

sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir [77].
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2.7. Norodejeneratif Hastaliklar ve Antioksidanlar

Oksiradikallerin C vitamini, E vitamini, B-karoten gibi diyetle alinan antioksidanlar
tarafindan etkisiz hale getirilmesinin, ndroproteksiyonda énemli bir yaklasim olabilecegi
distintilmektedir [77]. Yapilan birkag ¢aligmada diyetle ya da takviye olarak antioksidan
alimimin noérodejenerasyonun olusumunu ya da ilerleyisini 6nlemede etkili oldugu
bildirilmistir. Bu konuda umut verici bir érnek, yiksek antioksidan 6zellikleriyle bilinen
Ginkgo biloba bitkisinin Alzheimer hastaliginda B-amiloid toksisitesini sinirlamasidir
[70]. Antioksidanlarin norodejeneratif hastaliklara karsi etkisinde, kan-beyin
bariyerinden ge¢is durumu Onemlidir. Antioksidanlar ¢ok ¢esitli kimyasal yapilara
sahiptir ve ticari antioksidanlarin ¢ogunun terapétik kullanimi kan-beyin bariyerini

ge¢mediklerinden siurlidir [71].

Cogu antioksidan enzimin ekspresyonu, enzimatik antioksidanlari kodlayan genlerdeki
transkripsiyon faktorl niikleer faktor-E2 ile iliskili faktor (Nrf2) ve antioksidan yanit
elementleri (ARE) tarafindan kontrol edilmekte ve oksidatif stres tarafindan
indiklenmektedir. MS hastalarinda, Nrf2/ARE tarafindan diizenlenen antioksidanlarin
ekspresyonunun artmasinin oksidatif stresi diigiirdiigi bildirilmistir. Bu nedenle,
Nrf2/ARE yolunun aktive edilerek endojen antioksidan enzimlerin indiklenmesinin ve
sistemik uygulamadan sonra kan-beyin bariyerini gecebilen bir antioksidan

gelistirmesinin, oksidatif stres faktori icin etkili olacagi diigsiiniilmektedir [70].

2.8. Noronal Hiicre Hatlar:

In vitro arastirmalar igin hiicre hatt1 kullaniminin bircok avantaji vardir [78]:

* Hiicre hattinda homojen bir hiicre popiilasyonu mevcuttur,

* Elde edilmesi oldukga kolaydir ve siv1 nitrojen i¢inde siiresiz olarak saklanabilmektedir,
« Standart kiiltiir ortaminda kiiltiiriin devami saglanabilmektedir,

* Hizli bir sekilde cogalip, siirekli alt kiiltiirleri yapilarak kisa siirede ¢ok sayida hiicre

elde edilmesine olanak saglamaktadir.

Noronal hiicrelerin in vitro kilturlerinin yapilmasi 6zellikle sinir sisteminin isleyisinin
arastirilabilmesi  acisindan Onem tasimaktadir. Noronal hicrelerin - kdltlrinun

devamliligi, olgun noéronlar hiicre boliinmesine ugramadigi i¢in olduk¢a zordur. Bu
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nedenle noronal tiimorlerden tiiretilen ve oliimsiizlestirilmis hiicre hatlarinin kullanimi

kiiltiiriin devamliligini kolaylastirmaktadir [79].

GunUmuzde ilag kesfi ve ¢esitli toksisite arastirmalari i¢in in vitro model olarak kullanilan
birgok néronal hiicre hattt mevcuttur. Ozellikle PC12, LUHMES ve bu tez kapsaminda
da kullanilan SH-SYSY gibi hatlar, in vitro ¢aligmalarda siklikla kullanilmaktadir [80].

2.8.1. SH-SY5Y insan Néroblastoma Hiicre Hatti

SH-SYS5Y hiicre hatti, temelde SK-N-SH hiicre hattinin ti¢tincti alt kiltGridir. Esas
olarak SK-N-SH hiicre hatti, dort yasindaki bir kizin metastatik kemik iliginden alinan
biyopsi 0rneginden olusturulmustur. Noroblastom kanser formu, kiiciik cocuklar arasinda
en yaygm kanserlerden biri olup, noral krest hucrelerinden kaynaklandigi tahmin
edilmektedir. Sonrasinda SK-N-SH hiicre hattindan ilk olarak SH-SY, ardindan SH-SY5
ve son olarak SH-SY5Y alt kiiltiirleri olusturulmustur [81].

SK-N-SH hatt1, ndroblastik (N-tipi), substrata bagli néronal olmayan form (S-tipi) ve ara
tip (I-tipi) olmak uzere morfolojik ve biyokimyasal olarak (¢ farkli hicre tipi
icermektedir. N-tipi hiicreler, kisa noritik sureclere sahip, zayif sekilde baglanmis
yuvarlak hiicre kimeleri olarak biylyen noroblastlara karsilik gelmektedir. S-tipi

hlcreler, blylk ve ndronal olmayan dnci hticrelere benzemektedir [82].

I-tipi hlcreler ise kiicik, yass1 ve orta derecede yapigiklardir. Kultlrde bir araya toplanma
egilimi ve bazen de kigik noritik uzamalar gostermektedirler. SH-SY5Y hiicre hattinin
da ikiden fazla morfolojik olarak farkli fenotipten olustugunu gosteren galigsmalar vardir.
Ornegin, normal bir SH-SY5Y Kkiilturtinde, her ikisi de canl1 olan ylizeye yapisik ve yiizen
hiicreler bulunmaktadir. Yapigkan ve yiizen hiicreler arasindaki molekiiler farkliliklar ise

hendz belirlenememistir [83].

SH-SYS5Y hiicre hattinda 6zellikle farkli molekiiler profillere sahip biri ndroblastik, digeri
epitel benzeri olmak (zere, iki farkli hiicre tipinin varhigi biyolojik agidan oldukca
6nemlidir. Noroblastik hicreler, tirozin hidroksilaz ve dopamin-f-hidroksilazi eksprese
edip, sinir buyume faktoriine (NGF) yanit verirken, epitel benzeri hiicreler bunlar

yapamamaktadir [79].

SH-SYS5Y hiicre hattr, norotoksinlerin ozellikleri ve yeni terapotik bilesiklerin

gelistirilmesi {lizerine yapilan ¢aligmalarda, nérodejeneratif hastaliklarin patogenezi ve
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ilag calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Ayni zamanda, Parkinson hastalig1

modelinde en sik kullanilan hiicre hatlarindan biri SH-SY5Ydir [81].

SH-SY5Y hucreler, all-trans-retinoik asit (ATRA) forbol ester 12-O-tetradekanoilforbol-
13-asetat (TPA) ve farkli NGEF’lerin muamelesi ile ndron benzeri hiicrelere
farklilagtirilabilmektedir. Farklilasma sonrasinda norepinefrin, ndrona 6zgl enolaz ve

diger nérona 6zgii belirteclerin birikiminde artig olmaktadir [84].

Hem farklilasmamis hem de farklilasmis SH-SYS5Y hdcreleri, in vitro calismalarda
kullanilmaktadir [85]. Farklilasmamis formda, SH-SY5Y hucreleri morfolojik olarak
noroblast benzeri, polarize olmayan hiicre govdeleri ve olgunlasmamis ndronal
belirtecleri ile karakterize edilmektedir. Bu hiicreler, olgunlasmamis katekolaminerjik

néronlara benzemekte ve kiimeler halinde biuyumektedir [79].

SH-SYS5Y hiicre hatti, ndrotoksisite, oksidatif stres, sinyal yollari, nérodejenerasyon ve
hatta diyabetik noropati gibi c¢ok ¢esitli arastirmalar i¢in in vitro model olarak
kullanilmaktadir [81].

30



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. L929 Fare Fibroblast Hiicre Hatt1 Ile Doz Araliklarinin Belirlenmesi

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hattt (ATCC)
saglikli morfolojide en fazla 15. pasaja kadar kilttre edilebilmektedir. Daha yiiksek pasaj
sayilarinda hiicre morfolojisinin degistigi ve hiicrenin saglikli tiremedigi tespit edilmistir.
Bu baglamda Tiirkiye Sap Enstitiisii’nden Satin alinan hiicre hattinin 8. pasajda olmasi
nedeniyle, etkin doz ¢alismalar1 hiicre kiiltiir koleksiyonunda hali hazirda var olan ve
siklikla kullanilan L929 fare fibroblast hiicre hatt1 (ATCC) ile yapilmustir. L929 huicreleri,
%10 oraninda Fetal Sigir Serumu (FBS) (Biowest, B.S181H-500) iceren DMEM/F12
(Biowest, B.L0092-500) besiyerinde kiiltiire edilmistir. Bu hiicre hattina deneyde
kullanilacak oksidan ve antioksidanlarin genis aralikta dozlar1 uygulanmig ve 24 saatlik
hiicre canlilig1 analizi yapilmistir. Hem hidrojen peroksitin etkin dozu bulunmus, hem de

antioksidanlarin tek basina hilicreler tizerindeki etkilerine bakilmistir. Elde edilen sonuglar

dogrultusunda SH-SY5Y hiicre hattindaki asil ¢alismalara baglanmistir.

3.1.1. Hidrojen Peroksit Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Hicreler Gzerinde oksidatif stres olusturucu ajan olan hidrojen peroksit (H-02) (Sigma-
Aldrich, 18304-1L) su ya da besiyeri i¢inde hazirlanabilmektedir. Deneysel ¢alismalarda
hidrojen peroksit konsantrasyonlari %10 FBS iceren DMEM/F12 besiyeri igerisinde
hazirlanmistir. Konsantrasyonlar daha once literatiirde yapilan farkli ¢alismalar temel
alinarak belirlenmistir. Yapilan denemelerde hidrojen peroksitin taze hazirlanmadigi
slirece stabil bir sonu¢ vermedigi tespit edilmis, bu nedenle her deneme sirasinda taze

olarak hazirlanmstir.

Stok H202’nin molaritesi 11,5 M olarak hesaplanmistir. Bu stoktan 17,3 pl alinarak 20

ml besiyeri igerisine eklenmis ve 10 mM’lik yeni bir stok elde edilmistir. H2O2’nin ana
stogu steril olmadigi i¢in, yeni stok 0,22 pm’lik filtreden (ISOLAB, LB.IS.094.07.001)

gecirilerek steril edilmistir.

Bu stok uizerinden besiyeriyle bir dizi seri seyreltme yapilarak 0.1 mM ile 1 mM arasinda

0.1 mM artan dozlarda 10 farkli konsantrasyon hazirlanmistir.
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3.1.2. N-Asetil Sistein Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Antioksidan ajanlardan biri olan N-asetil sistein (NAC) (SISTECS, 300mg/ml) su ya da
besiyeri i¢inde hazirlanabilmektedir. Deneysel ¢alismalar boyunca NAC’in
konsantrasyonlart %10 FBS iceren DMEM/F12 besiyeri igerisinde hazirlanmistir.
Konsantrasyonlar daha oOnce literatiirde yapilan cesitli calismalar temel alinarak

belirlenmistir.

Stok NAC’in molaritesi 700 mM olarak hesaplanmistir. Bu stok steril olup, besiyerine
dogrudan eklenmistir. Besiyeriyle yapilan bir dizi seri seyreltmelerle 0.5 mM, 1 mM, 5
mM, 7 mM, 10 mM, 40 mM, 50 mM ve 100 mM olmak fizere 8 farkli konsantrasyon

hazirlanmstir.

3.1.3. Selenyum Konsantrastyonlarinin Hazirlanmasi

Antioksidan ajanlardan digeri olan selenyumun, hiicre kiiltiirii caligmalar1 igin uygun olan
sodyum selenit (Sigma-Aldrich, 214485) formu kullanilmistir. Sodyum selenit de H20-
ve NAC gibi su ve besiyeri iginde hazirlanabilmektedir. Deneysel ¢alismalar siiresince
sodyum selenitin konsantrasyonlar1 %10 FBS iceren DMEM/F12 besiyeri igerisinde
hazirlanmistir. Konsantrasyonlar daha Once literatiirde yapilan farkli ¢alismalar temel

alinarak belirlenmistir.

Sodyum selenit toz formda oldugu i¢in, Oncelikle tartim yapilarak bir stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Bunun igin, 0,0432 g sodyum selenit, besiyeri igerisine eklenmistir. Toz
formun besiyerinde ¢Oziilmesini saglamak amaciyla 1 dakika boyunca vorteksleme
yapilmistir. Toz formun tartimi steril hava kabini disinda yapildigi i¢in, elde edilen 25
mM’lik stok 0,22 pum’lik filtreden gecirilerek steril edilmistir. Besiyeriyle yapilan bir dizi
seri seyreltme ile 10 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 250 nM, 500 nM, 1 mM ve 25 mM

olmak tzere 8 farkli konsantrasyon hazirlanmistir.

3.1.4. Hazirlanan Konsantrasyonlarin L1929 Hiicre Hattinda Denenmesi

Hazirlanan H202, NAC ve sodyum selenit konsantrasyonlarinin hiicrelere uygulanmasi
icin L929 hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kabina, kuyucuk basmna 1x10* hiicre olacak
sekilde ekilmistir. Canli hiicre sayisin1 belirlemek i¢in, tripsinle siispanse hale getirilen
hicrelerden 0.1 ml ve Tripan mavisi boyasindan (Sigma-Aldrich, T8154) 0.1 ml alinarak

neubauer laminda hiicre sayimi1 gergeklestirilmistir.
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Her bir ajan ti¢ tekrarl olarak, belirlenen konsantrasyonlardan (Cizelge 3.1.) 100’er pl

olacak sekilde hiicreler Uizerine eklenmis ve 24 saat boyunca etiivde 37 °C sicaklik ve %5

CO2 oraninda inkiibasyon yapilmistir (Sekil 3.1). 24. saatin sonunda yapilan tekrarli 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) testi ile hicre

canliligindaki degisimler kaydedilmistir. Bu denemeden elde edilen veriler, SH-SY5Y

hiicre hattinda yapilacak olan ¢aligmalar i¢in 6nayak olmustur.

Cizelge 3.1. L929 hiicre hatti i¢in deney ve kontrol gruplari

HIDROJEN PEROKSIT
GRUPLAR DOZLAR
L. Grup 0,1 mM
2. Grup 0,2 mM
3. Grup 0,3 mM
4. Grup 0,4 mM
5. Grup 0,5 mM
6. Grup 0,6 mM
7. Grup 0,7 mM
8. Grup 0,8 mM
9. Grup 0,9 mM
10. Grup 1 mM

Kontrol Grubu  Yalmizca Besiyeri

N-ASETIL SISTEIN

GRUPLAR
L. Grup

N - B -
)
d
la=]

8. Grup
Kontrol Grubu

DOZLAR
0.5 mM
1 mM
5 mM
7 mM
10 mM
20 mM
40 mM
50 mM
Yalnizca Besiyeri
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SODYUM SELENIT
GRUPLAR DOZLAR
L. Grup 10 nM
2. Grup 50 nM
3. Grup 100 nM
4. Grup 200 nM
5. Grup 250 nM
6. Grup 500 nM
7. Grup 1 mM
8. Grup 25 mM

Kontrol Grubu

Yalnizca Besiyeri




H202 Uygulamasi

Hucrelerin EKimi

NAC Uygulamasi

Hucrelerin Ekimi
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Sodyum Selenit Uygulamasi

Sekil 3.1. 1929 hiicrelerinde deney semasi

Hucrelerin Ekimi



3.2. SH-SY5Y Insan Néroblastoma Hiicre Hattimin Kiiltiire Edilmesi
SH-SYS5Y hiicre hatt1 (ATCC), 8. pasajda Tiirkiye Sap Enstitiisii’'nden dondurulmus
olarak satin alinmistir. Hiicreler, deneylere baslanilmadan oOnce c¢ogaltilip, farkli

pasajlarda dondurularak stoklanmustir.

Dondurulmus halde satin alinan hicreler ilk olarak 37 °C’deki sicak su banyosunda 1
dakika boyunca ¢ozdiriilmiistiir. Sonrasinda dondurma besiyerini uzaklastirmak
amactyla 800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek, steril hava kabininde
supernatant atilmistir. Pelet kismma 1 ml %20 Fetal Sigir Serumu (FBS) (Biowest,
B.S181H-500) iceren DMEM/F12 (Biowest, B.L0092-500) besiyeri eklenerek hiicreler
25 cm?lik flasklara alinmistir. Flask igerisine 5 ml %20 FBS iceren DMEM/F12
koyulduktan sonra homojenizasyon yapilmistir. Flask tizerine hiicrenin adi, pasaj sayisi,
tarih ve arastirmaci adi yazildiktan sonra, etlivde 37 °C sicaklik ve %5 CO2 oraninda
inkiibasyon yapilmistir. Hiicrelerin giin asirt besiyerleri degistirilerek, Kkultlrin
devamlilig1 saglanmistir. Inkiibasyonun ortalama 24. saatine gelindiginde hiicreler kulttr
kabma tutunmus ve yar1 konfluent duruma ulagmistir (Sekil 3.2a.). Besinci giiniin
sonunda hucreler inverted mikroskop ile (Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japonya)
morfolojik olarak incelenmis ve flask ylizeyini tamamen kaplayan hiicrelerin (Sekil 3.2b.)
bir kismi1 pasajlanip, kalan kisim ise dondurularak saklanmistir. SH-SY5Y huicrelerinin
pasaj sayisinin sinirli olmasi nedeniyle, her pasaj sayisinda mutlaka dondurarak stoklama
islemi yapilmistir. Bu sekilde hiicreler cogaltilmis ve deney sirasinda kullanilan 96
kuyucuklu kiltiir kaplarindaki tiim hiicrelerin pasaj sayilarmin ayni olmasi (pasaj 10)

saglanmustir.
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Sekil 3.2. SH-SY5Y hicrelerinin inkiibasyonun 24. saatindeki morfolojik gorintisi
(10X) (@) SH-SY5Y hucrelerinin inkiibasyonun 48. saatindeki morfolojik goruntisu
(10X) (b)

Pasajlama islemi i¢in besiyeri uzaklastirilmig, 1 ml tripsinle (Biowest, B.L0930-100) bir
kez yikama yapilmistir. Sonrasinda flask igerisine 1 ml tripsin eklenerek etlivde 37 °C
sicaklik ve %5 CO; oraninda 5 dakika boyunca bekletilmistir. Kiiltiir kabinin yiizeyinden
ayrilan hiicreler tizerine 2 ml %20 FBS iceren DMEM/F12 besiyeri koyularak tripsinin
inhibisyonu saglanmistir. Hiicreler santrifiij tiipiine aktarilarak 800 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Steril kabinde siipernatant atilarak, hiicrelerin
homojenizasyonu saglanmistir. Hiicreler yogunluklarina gore 3 ya da 4 flaska pasajlanip,
etivde 37 °C sicaklik ve %5 CO2 oraninda inkiibasyona birakilmistir. Her tripsin
uygulamasi sonrasi pasaj sayist bir arttirilmigtir. Artan hiicreler ise dondurularak stok

yapilmistir.

Dondurma iglemi i¢in pasajlama islemindeki ayni prosediir tekrar edilmis, santrifiij
sonrast hiicreler tizerine %95 oraninda FBS %5 oraninda dimetil siilfoksit (DMSO) igeren
dondurma besiyeri eklenerek kryotiip igerisine alinmistir. Kryotiip tizerine hiicrenin adi,
pasaj sayist, tarih ve arastirmaci adi yazildiktan sonra 6nce +4 °C’de birka¢ dakika, daha
sonra -80 °C’de bir gece bekletilip, son olarak -196°C sivi azot tankina alinmigtir. Bu
sekilde, devam eden pasajlar i¢in de kademeli dondurma islemi yapilip, hiicrelerin

cogaltilmasi ve stoklanmasi saglanmistir.
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3.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi1 ve Deney Plam

Deney asamasinda, SH-SY5Y hicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina, kuyucuk basina
1x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Canli hiicre sayisin1 belirlemek igin, tripsinizasyon
isleminden sonra siispanse olarak elde edilen hiicreler 0.1 ml ve tripan mavisi boyasindan

0.1 ml alinarak neubauer laminda hiicre sayimi1 gerceklestirilmistir.

A x 10*x 2 (A: neubauer laminda tiim alandaki toplam hiicre sayis1) formiiliiyle 1 ml’de

bulunan canli hiicre sayis1 hesaplanmustir.

Oncelikle H202 nin yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonunu (1Cso) belirleyebilmek
icin SH-SY5Y hicreleri 0.1 mM, 0.15 mM, 0.17 mM ve 0.2 mM konsatrasyonlarindaki
H202ile 24 saat muamele edilmis ve hiicre canlilig1 analizi yapilarak, SPSS probit analizi

ile 1Cs0 degeri hesaplanmustir.

NAC ve sodyum selenitin koruyucu etkilerinin belirlenebilmesi agisindan hiicreler NAC
ve sodyum selenitin bes farkli konsantrasyonuyla 24 saat muamele edilmistir. Bu sirada
kontrol grubu ve H2O; igin ayrilan kuyucuklara yalnizca besiyeri koyulmustur. 24. saatin
sonunda, kontrol grubu hari¢ tim gruplara 0.15 mM H2O: eklenmistir. Bu sekilde 24, 48
ve 72. saatlerde hiicre canlilig1 analizi yapilmig, 72. saatin sonunda ise oksidatif stres

miktar1 0l¢tilmiistiir.
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Cizelge 3.2. SH-SYS5Y hiicre hatt1 i¢in deney ve kontrol gruplari.

Antioksidan
Deney Grubu Muamelesi ve H>O, Muamelesi ve Uygulama Suresi
Uygulama Siresi
1. Grup 24 sa. 10 nM 24 sa. 0,15 48sa.0,15mM 72 sa. 0,15 mM
Sodyum Selenit ~ Sodyum Selenit mM H20, H20, H>0,
+ H,O; Igeren Igeren Iceren Iceren
Grubu Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
2. Grup 24 sa. 50 nM 24 sa. 0,15 48 s5a.0,15mM 72 sa. 0,15 mM
Sodyum Selenit  Sodyum Selenit mM Hz0: H20; H20;
+ H,0; Igeren Igeren Igeren Igeren
Grubu Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
3 Gru 24 sa. 100 nM 24 sa. 0,15 48 sa.0,15mM 72 sa. 0,15 mM
SR 5odyum Selenit MM H,0, H,0, H,0,
Sodyum Selenit : X . ,
+ H,0,Grubu Ige_ren_ Ige_ren_ Ige_ren_ Ig:e_ren_
Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
4 Gru 24 sa. 250 nM 24 sa. 0,15 48sa.0,15mM  72sa. 0,15 mM
ST Sodyum Selenit mM H,0; H,0; H,0;
Sodyum Selenit . . - .
+ H,0,Grubu Ige'ren_ Ic;e_ren' I(;e_ren. I(;e_ren.
Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
5 Gru 24 sa. 500 nM 24 sa. 0,15 48 sa. 0,15 mM 72 sa. 0,15 mM
) P Sodyum mM H0; H-0> H20;
Sodyum Selenit s . . .
Selenit Igeren Igeren Iceren Iceren
+ H20,Grubu S L . .
Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
6. Grup 24sa. 0,5 mM 24 sa. 0,15 48sa.0,15mM  72sa. 0,15 mM
NAC + H,0, .NAC mM H,0, .Hzoz .Hzoz
Grubu Ige'ren _ Ige_ren ' I(;e_ren . I(;e_ren .
Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
7. Grup 24 sa. 1 mM 24 sa. 0,15 48 sa.0,15mM 72 sa. 0,15 mM
NAC + H202 .NAC mM H>0O, .Hzoz 'Hzoz
Igeren Igeren Iceren Iceren
Grubu . . . .
Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
8. Grup 24 sa. 5 mM 24 sa. 0,15 48sa.0,15mM  72sa. 0,15 mM
NAC + H202 .NAC mM H20; .HZOZ _HzOz
Grubu Ige_ren _ Ige_ren ' I(;e_ren _ I(;e_ren _
Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
9. Grup 24 sa. 7 mM 24 sa. 0,15 48 sa.0,15mM 72 sa. 0,15 mM
NAC + H202 NAC mM H20; .HZOZ 'HZOZ
Igeren Igeren Iceren Iceren
Grubu . L . L
Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
10. Grup 24 sa. 10 mM 24 sa. 0,15 48s5a.0,15mM 72 sa. 0,15 mM
NAC + H202 .NAC mM H,0, .HZOZ 'Hzoz
Iceren Iceren Iceren Iceren
Grubu A L L L
Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
11. Grup 24 sa. 0,15 48sa.0,15mM 72 sa. 0,15 mM
Yalnizca Normal Besiyeri mM H0; H20: H20:
LB @i Igeren Igeren Igeren
a=e Besiyeri Besiyeri Besiyeri
12. Grup 24 sa
Kontrol Grubu  Normal Besiyeri R 48 sa. Besiyeri 72 sa. Besiyeri
Besiyeri
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Antioksidanlarin H,O>’nin
Hiicrelerin Ekimi Uygulanmas! Uygulanmasi

24 saat 24 saat

24,48 ve 72.
Saatlerde Analizler

Sekil 3.3. SH-SY5Y hiicrelerinde deney semasi
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3.4. Deneyde Kullanilan Analiz Yontemleri

3.4.1. 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum bromur (MTT) Testi

MTT testi, hiicre canliligin 6l¢timii i¢in kullanilan kalorimetrik bir yontemdir. MTT, esas
olarak soluk sar1 renkli bir tetrazolyum boyasidir. Bu boya kiiltiir ortamina koyuldugunda
canli hiicrelerde bulunan mitokondriyel dehidrogenazlar tarafindan indirgenmektedir. Bu
indirgenme sonucunda ise mor renkli formazen kristalleri olugsmaktadir (Sekil 3.4.).
Membran biitiinliigli bozulmus, 6lii hiicrelerde ise mitokondriyel fonksiyonlar durdugu
igin tetrazolyum boyasinda renk degisimi olusmamaktadir. Sar1 tetrazolyum boyasinin
indirgenme miktar1 canlt hiicre sayisina bagl oldugundan, hiicreler tarafindan iiretilen
mor renkli formazan kristallerinin optik yogunlugu 570 nm dalga boyunda dlgiilerek,

hiicre canliliginin miktart belirlenmektedir.

Y \}N
/ Mitokondrivel /

S S
!ﬂ~N Dehidrogenazlar
ON\“ %@ —_— @N "}‘@
+ N
Br_
MTT Formazen Kristalleri
(San Tetrazolyum) (Mor)

Sekil 3.4. Formazen kristalleri olusumu

Calisma boyunca hem 1.929 hem de SH-SY5Y hiicrelerindeki deney ve kontrol gruplari
icin MTT testi yapilmustir. L929 hiicreleriyle yapilan 6n ¢aligmalarda antioksidanlarin ve
H202nin dozlar1 genis araliklarda denenerek giivenli doz araliklar1 bulunmustur. SH-
SY5Y hicrelerinde ise MTT testi ile dncelikle H2O> igin yari-maksimum inhibisyon
konsantrasyonu (ICso) belirlenmis, sonrasinda deney gruplartyla yapilan ¢aligmalardaki

hiicre canlilig1 6l¢iilmiistiir.

MTT testi icin, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarindan besiyeri uzaklastirilarak, %10 oraninda
MTT boyasi i¢eren serumsuz besiyeri MEM-ALPHA (Biowest, L0476) her kuycuga 100
Ul olacak sekilde eklenmistir. Bu sekilde hiicreler dort saat boyunca etlivde 37 °C sicaklik
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ve %5 CO2 ortaminda inkiibe edilmistir. DOrdlncl saatin sonunda hticreler lzerindeki
boya uzaklastirilarak her kuyucuga 100 pl izopropanol (Merck Millipore, 109634)
eklenerek reaksiyon sonlandirilmis; hiicre canliligi 570 nm dalga boyunda ELISA

okuyucuda (uQuantTM, BiotekW Instruments Inc). absorbans degeri olarak dl¢tilmiistiir.

3.4.2. Akridin Orange/Propidyum Iyodiir (AO/PI) Floresan Boyama Yontemi ile
Hiicre Canhihiginin incelenmesi

Akridin orange (Sigma, A6014) ve propidyum iyodur (Sigma, P4170) hem canli hem de
oli hiicrelerin aym1 anda goruntilenebilmesi icin kullanilan floresan boyalardir. AO,
hiicre membranindan kolayca girebilen lipofilik zayif bir baz olup, hem canli hem de 6li
hiicrelerin niikleik asitlerine baglanarak yesil renkte floresan 1s1ma yapmaktadir. PI ise,
hiicre membranindan gegemedigi i¢in yalnizca membran biitiinliigii bozulmus hiicrelerin
niikleik asitlerine baglanarak, kirmizi/turuncu renkte floresan i1sima yapmaktadir.
Boylece, hiicrelerdeki renk degisimi {izerinden hiicre canliligi yiizdesi

hesaplanabilmektedir.

Tez ¢alismasinda, H>O> ile olusturulan oksidatif hasar modelinde antioksidanlarin hiicre
canliligina etkisinin incelenebilmesi i¢cin AO/PI floresan boyama yapilmistir. Bu boyama
i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki hiicrelerin Uzerindeki besiyeri uzaklastirilarak iki kere
fosfat tamponlu salin (PBS) (P4417, Sigma-Aldrich) ile yikama yapilmistir. Sonrasinda
1:1 oraninda hazirlanan AO (25ug/ml) ve Pl (25pg/ml) boya karigimi ile hiicreler 50
saniye sure ile boyanmistir. Boyama sonras1 PBS ile tekrar iki kere yikama yapilarak boya
uzaklastirilmistir. Hucreler, 520 nm dalga boyunda floresan 1s1ik altinda inverted
mikroskopta (Olympus 1X70 Inverted Mikroskop, Japonya) FITC filtresinde incelenerek
goriintiilenmistir. Bu goriintiilerde, membran biitiinliigii bozulmamis, normal morfolojiye
sahip yesil renkli hiicreler canli;; membran biitiinliigii bozularak normal morfolojiden
uzaklagmis turuncu renkli hiicreler ise 6lii hiicre olarak sayima dahil edilmistir. Belirlenen
sayim alaninda yukarida belirtilen renk dagilimina gore canli ve 6l hiicre sayilar

bulunarak % canlilik oran1 hesaplanmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Canl1 ve 6lii hiicre sayisinin hesaplanmasi

Canli hiicre sayis1 (yesil renkli hiicreler
y1s1 (yes ) x100

%  Canl Hiicre Sayisi: Toplam hicre sayis:

Olii hiicre sayisi (kirmizi ve turuncu renkli hiicreler
yisi ( ) %100

%0Olii Hiicre sayisi:
° y Toplam hiicre sayis1

3.4.3. Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAS) Tayini

Toplam antioksidan kapasitesi, TAS ELISA Kkiti (TAS, Rel Assay Diagnostics)
kullanilarak Ol¢tlmistir. Bu Kit, radikal bir katyon olan 2,2'-Azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS™)’in antioksidanlar tarafindan ABTS’ye
rediksiyonu ilkesine dayanmaktadir. Koyu mavi/yesil rengi ile karakteristik ABTS™
molekill, antioksidanlar tarafindan indirgendigi zaman koyu renk agilmaktadir (Sekil
3.5.). indirgenme miktar1, renk degisimi ve absorbans, antioksidan miktarina bagl olarak
degismektedir. Testin kalibrasyonu igin ise bir E vitamini analogu olan Trolex
kullanilmaktadir [94].

ANTIOKSIDANLAR
ABTS** ABTS

Koyu Renk Acik Renk
Sekil 3.5. ABTS""de renk degisimi

TAS tayini igin, deney ve kontrol gruplarmin besiyerleri toplanarak, Kitte bulunan
reaktifler ile karistirilmis ve 620 nm’de ELISA okuyucuda (pQuantTM, BiotekW
Instruments Inc) iki ayr1 absorbans 6lgiimii yapilmistir. Son absorbans degerinden ilk
absorbans degerinin ¢ikarilmasiyla elde edilen delta (A) degerleriyle, kitte belirtilen
sekilde toplam antioksidan kapasitesi mmol Trolox Eq/L olarak hesaplanmuistir.
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3.4.4. Toplam Oksidan Kapasitesi (TOS) Tayini

Toplam oksidan kapasitesi, TOS ELISA kiti (TAS, Rel Assay Diagnostics) kullanilarak
hesaplanmustir. Bu Kit, ferréz formdaki demir iyonunun (Fe*?) oksidanlar tarafindan ferrik
formdaki demir iyonuna (Fe*®) oksidasyonu ilkesine dayanmaktadir. Oksidasyonla
beraber artan Fe* iyonu, kit iceriginde bulunan kromojen ile birleserek renkli bir
kompleks olusturmaktadir. Bu renk degisimi, toplam oksidan miktariyla dogru orantili
olarak degismektedir. Testin kalibrasyonu icin ise bir reaktif oksijen tirt olan H20:
kullanilmistir [95].

OKSIDANLAR

Fe+2 N Fe+3

Renksiz Renkli

Sekil 3.6. TOS kitindeki renk degisimi

TOS tayini igin, deney ve kontrol gruplarinin besiyerleri toplanarak, kitte bulunan
reaktifler ile karistirtlmis ve 570 nm’de ELISA okuyucuda (pQuantTM, BiotekW
Instruments Inc) iki ayr1 absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Son absorbans degerinden ilk
absorbans degerinin c¢ikarilmasiyla elde edilen delta (A) degerleriyle, kitte belirtilen
sekilde toplam antioksidan kapasitesi umol H202 Eq/L olarak hesaplanmustir.

3.4.5. Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Belirlenmesi

Oksidatif stres indeksi, toplam oksidan kapasitesinin, toplam antioksidan kapasitesine
orant ile belirlenmektedir (TOS/TAS). Bunun igin dncelikle mmol Trolox Eg/L cinsinden
hesaplanan TAS sonuglar1 pmol Trolox Eg/L’e ¢evrilmistir. Sonrasinda TOS ve TAS

oranlarak oksidatif stres indeksi belirlenmistir.

3.5. Istatistiksel Analizler

Tez ¢alismasindaki analizler, bir set iginde sekiz tekrar ve her bir set i¢in de li¢ tekrarli
olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen verilerin istatistigi, IBM SPSS Statistics 23
programi araciligiyla yapilmistir. On denemelerde zaman sabit olup yalnizca uygulama

dozlar degistigi i¢in gruplar arasindaki farklilik, parametrik olmayan Mann Whitney U
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testi ile yapilmigtir. SH-SYS5Y hiicre hattinda yapilan denemelerde ise zaman ve doza
bagli degisimler i¢in parametrik olmayan Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Yine gruplar
arasindaki farklilik parametrik olmayan Mann Whitney U testi ile belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore anlamlilik degeri p<0,05 olan veriler, istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1. L929 Fare Fibroblast Hiicre Hattinda Doz Araliklarimin Sonuclari

Bu agamada, L929 hiicreleri H202, sodyum selenit ve NAC’1n farkli konsantrasyonlari ile
24 saat boyunca inkiibe edilmis ve 24. saatin sonunda hucreler morfolojik olarak
incelenerek goriintiilenmistir (Sekil 4.1.). Sonrasinda MTT testiyle hiicre canlilig1 analizi

yapilmistir.

Sekil 4.1. inkiibasyonun 24. satinde H20, sodyum selenit ve NAC ile muamele sonrasi
L929 hucrelerinin morfolojik gorintisi (10X) H202 (a), Sodyum selenit (b), NAC (c),
kontrol (d)
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L.929 hiicreleri ile yapilan bu MTT testi sonucunda, H2O2’nin 0.1 mM dozu haricindeki
tim dozlarin hiicre canliligini 6nemli dlglide azalttigi ve kontrolden anlamli derecede

farkli oldugu (p<0,05) bulunmustur (Sekil 4.2.).

1,200
1,000
0,800
0,600

0,400

Hiicre Canliligi (Absorbans)

*
0,200 *
i BTEEEEREERER.
0.1mM 0.2mM 0.3mM 0.4mM 0.5mM 0.6 mM 0.7mM 0.8mM 0.9mM 10mM Kontrol
H.0, H0, H;0; H,0, H0, HO; H0; H0; H0, HO;
H202 Konsantrasyonlari

0,000

Sekil 4.2. L929 hiicrelerinde H202 uygulamasi sonrast MTT testi sonuglari

* Kontrol grubundan anlamli derecede farklilik (p<0,05)
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L929 hiicreleri ile yapilan bu MTT testi sonucunda, NAC i¢in denenen dozlarin higbiri
kontrolden anlamli derecede farkli ¢ikmamustir. (Sekil 4.3.) Bu sonuca gére NAC igin
belirlenen doz araliklarinin hiicreler i¢in herhangi bir toksik etkisinin olmadigi
belirlenmis ve SH-SYS5Y hiicre hattinda yapilan calismalarda bu giivenli doz araliklari

kullanilmaistir.

1,000
0,800
0,600
0,400
0,200

0.5mM 1 mM 5mM 7 mM 10 mM 15mM 20mM 30mMm Kontrol
NAC NAC MNAC NAC NAC NAC NAC NAC

NAC Konsantrasyonlan

Canli Hiicre (Absorbans)

Sekil 4.3. L929 hiicrelerinde NAC uygulamasi sonrast MTT testi sonuglari
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L.929 hiicreleri ile yapilan bu MTT testi sonucunda sodyum selenit igin denenen dozlarda
ise yalnizca 25 mM dozu kontrolden anlamli derecede farkli (p<0,05) ¢ikmistir. Bu doz
haricindeki diger dozlarin hiicreler i¢in herhangi bir toksik etkisinin olmadigi belirlenmis
ve yiiksek doz sodyum selenitin hiicreler icin toksik olabilecegi tespit edilmistir. SH-

SYS5Y hiicre hattinda yapilan ¢alismalarda bu gilivenli doz araliklar1 kullanilmistir.

1,200

1,000
0,300
0,600
0,400
0,200
B

0,000
10 nM 50nM 100 nM 200 nM 250 nM 500 nM 25mM Kontrol
Sodyum S. Sodyum 5. Sodyum S. Sodyum S. Sodyum S. Sodyum S. Sodyum S.

Canli Hiicre (Absorbans)

Sodyum Selenit Dozlan

Sekil 4.4. L929 hiicrelerinde sodyum selenit uygulamasi sonrast MTT testi sonuglari

* Kontrol grubundan anlamli derecede farklilik (p<0,05)
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4.2. SH-SY5Y Hiicre Hattinda Hidrojen Peroksit I¢in ICso Degeri Belirlenmesi

SH-SY5Y hiicrelerinde oksidatif stres olusturmak ig¢in kullanilan H2O2’nin ICso dozu,
L.929 hiicrelerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda belirlenmistir. Yapilan MTT testi
sonucu L929 hucrelerinde 0.1 mM H202’nin kontrolle benzer sonug verdigi, 0.2 mM
H202’nin ise hiicre canliligini 6nemli 6lgiide azalttigi belirlenmistir. Bu nedenle 0.1 mM
ile 0.2 mM arasinda 0.15 mM, 0.17 mM ve 0.20 mM H20 dozlar1 denenmistir. Her li¢
doz da kontrolden anlamli derecede farkli bulunmustur (Sekil 4.4.). H2O2 igin I1Cso degeri
ise 0.15 mM olarak hesaplanmistir. Bu asamadan sonraki tiim deneysel ¢aligmalar igin

H202 dozu 0.15 mM olarak kullanilmistir.

110%
100%
90%
80%
70%
60%

*
50%
40% =
*

30%
20%
10%

0%

0.1mMH;0; 0.15mM H;0; 0.17 mM H,O; 0.20mM H.0; Kontrol
H.0; Dozlan

Hiicre Canlihgi (%)

Sekil 4.5. SH-SY5Y hiicrelerinde H202 uygulamasi sonrast MTT testi sonuglari

* Kontrol grubundan anlamli derecede farklilik (p<0.05)
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4.3. SH-SY5Y Hucrelerinde MTT Analizi Sonuclar:

Yapilan MTT testinin sonuglarina gore, inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde H20>
uygulanan grupta hiicre canliliginin anlamli derece azaldigi (p<<0.05) belirlenmistir (Sekil
4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7.). ‘H20.+antioksidan’ uygulanan tim gruplarda ise hicre
canliligi, H2O> uygulanan gruba gore anlamli derecede daha yiiksek (p<0.05)
bulunmustur. ‘H>Oz+antioksidan’ uygulanan gruplarin kendi iglerinde hiicre canliligi
acisindan anlamli bir fark bulunmamustir (p>0.05). Bu durumda her iki antioksidanin da
benzer etkilere sahip oldugu sonucuna ulasilmigtir. Sonuglara gore kullanilan tim
antioksidan dozlar1 ICsg dozundaki H.O>’ye kars1 koruyucu etki gostermis, boylece NAC
ve sodyum selenit uygulamasimin SH-SY5Y hcrelerini H2O: ile olusturulan oksidatif

hasara kars1 koruyucu roliiniin oldugu gosterilmistir.
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Konsantrasyonlar

Sekil 4.6. SH-SY5Y hiicrelerinde 24 saatlik MTT testi sonucu

** Diger tim gruplardan anlamli derecede farklilik (p<0.05)
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Sekil 4.7. SH-SY5Y hicrelerinde 48 saatlik MTT testi sonucu

** Diger tim gruplardan anlamli derecede farklilik (p<0.05)
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Sekil 4.8. SH-SY5Y hicrelerinde 72 saatlik MTT testi sonucu

** Diger tiim gruplardan anlamli derecede farklilik (p<0.05)
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4.4. Akridin Orange/Propidyum Iyodiir (AO/PI) Floresan Boyama Yontemi ile Hiicre
Canhligimin Incelenmesi

Yapilan MTT analizi sonuglarma gore, H20. eklenen sodyum selenit ve NAC
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamaistir. Bu nedenle
AO/PI boyama ile % canlilik hesaplari sirasinda, sodyum selenit ve NAC i¢in bulunan
sonuglarin ortalamasi alinarak, NAC ve sodyum selenit icin tek bir deger tizerinden
cizelge hazirlanmistir (Cizelge 4.1.). Bu hesaplamalar sirasinda membran biitiinligi
bozulmamis, normal morfolojiye sahip yesil renkli hiicreler canli; membran biitiinliga
bozularak normal morfolojiden uzaklasmis turuncu renkli hiicreler ise 6lii hiicre olarak

sayima dahil edilmistir (Sekil 4.8.).

_ 200pm _

Sekil 4.9. SH-SY5Y hucrelerinde deney ve kontrol gruplarinda AO/PI boyamasi 6rnegi.
Mavi renkli oklarla gosterilen hiicre tipi canli, beyaz oklarla gosterilen hticre tipi ise 6li
kabul edilerek hesaplamalar yapilmistir (10X) H2O2 (a), NAC (b), Sodyum selenit (c),
Kontrol (d)

53



Cizelge 4.1. 24, 48 ve 72. saatlerdeki AO/PI boyama sonucu hiicre canlilig1 sonuglari

Gruplar 24. Saat 48. Saat 72. Saat
H,0 C_gnh Hiicre: % 44.9 C__anh Hiicre: % 30 C__anh Hiicre: % 30.1
22 Olii Hiicre: % 55.1 Ol Hiicre: % 70 Olii Hiicre: % 69.9
SSOedIZrl:iT Canl1 Hiucre: % 87.5 Canli Hiuicre: % 79.84 Canl1 Hucre: % 85.27
s 0,05 0,02 0,007
H,0 Oli Hicre: % 12.5 Ol Hiicre: % 20.16 Ol Hiicre: % 14.73
(Ozrt'; +0.05 +0.02 +0.007

NAC Canli Hiicre: % 90.24

+ +0.03
H202 Ol Hiicre: % 9.76
(Ort.) +0.03

Canli Hucre: % 100

Kontrol ™ 514 Hicre: % 0

Canl1 Hiicre: % 80.51
+0.03

Ol Hiicre: % 19.49
+0.03

Ce}nh Hicre: % 94
Oli Hicre: % 6

Canl1 Hiicre: % 83.73
+0.01
Olii Hiicre:% 16.27
+0.01

Cz}nh Hiicre: % 95
Olu Hicre: % 5

4.5. Toplam Antioksidan Kapasitesi Sonuglari

Yapilan TAS tayini sonucunda, ‘‘H202 + sodyum selenit’’ ve ‘‘H202 + NAC’’ gruplarinin

antioksidan konsantrasyonlari arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamstir.

Bu sebeple bu gruplarin her dozu igin ayr1 ayr1 degerler hesaplandiktan sonra, ortalama

alinarak grafiklendirilmistir. “‘H202"’, “‘H202 + NAC”’, “‘H20. + sodyum selenit’’ ve

“‘kontrol grubu’’ ile TAS kitinde hesaplamalar i¢in kullanilan su ve standartin iki ayri

absorbansi Olciilerek son absorbanstan ilk absorbans ¢ikarilmis ve delta (A) degeri

bulunmustur. Bu delta degeri formiilde (Cizelge 4.2.) yerine koyularak her grup igin TAS

duzeyi mmol Trolox Eg/L olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9.). Hesaplamalar sonucu en
yiiksek TAS miktarinin “‘H202+ NAC’’ grubunda, en diisiik TAS miktarinin ise “‘H202""

grubunda oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Toplam antioksidan kapasitesinin hesaplanmasi igin kullanilan formiil [94]

TAS ASu — AOrnek
"~ ASu — AStandart

25
B
[+1]
s
g 2
| = Il
L1 ™
¥ o B
c 1,5
-
53
A
=l 1
c
< E
e £
5 05
o
2 *%

0
H,0, + Sodyum H,0, + NAC H.O, Kontrol

Selenit

Deney Gruplari

Sekil 4.10.Toplam antioksidan kapasitesi tayini ** En diisiik TAS miktar1

4.6. Toplam Oksidan Kapasitesi Sonuclari

Yapilan TOS tayini sonucunda, H.O> eklenen sodyum selenit ve NAC’m kendi
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunamistir. Bu sebeple
bu gruplarin her dozu i¢in ayr1 ayr1 degerler hesaplandiktan sonra, ortalama alinarak
grafiklendirilmistir. “‘H202"", “‘H202 + NAC”’, “‘H202 + sodyum selenit’’ ve * ‘kontrol
grubu’’ ile TOS kitinde hesaplamalar i¢in kullanilan standartin iki ayri1 absorbansi
Olciilerek son absorbanstan ilk absorbans ¢ikarilmis ve delta (A) degeri bulunmustur. Bu
delta degeri formiilde (Cizelge 4.3.) yerine koyularak her grup i¢in TOS duzeyi pmol
H20. Eqg/L olarak hesaplanmistir (Sekil 4.10.). Hesaplamalar sonucu en yiksek TOS
miktarinin H20; grubunda oldugu, en diigitk TOS miktarinin ise H2O2 + NAC ve H,O; +

sodyum selenit gruplarinda oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Toplam oksidan kapasitesinin hesaplanmasi i¢in kullanilan formiil [95]

AOrnek

0OS=———
T AStandart X

L, 10
o)
:E 9
°© 8
£
= 7
3z ;
=
(%]
— 5
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x g 4
=
L 3
(%]
= 2
© 1
: ] I
© 0 [
j= 1
2 H,0, + Sodyum H,0, + NAC H,0, Kontrol
Selenit

Deney Gruplari

Sekil 4.11. Toplam oksidan kapasitesi tayini ** En yiiksek TOS miktari
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4.7. Oksidatif Stres Indeksi Sonuclar

Oksidatif stres indeksinin hesaplanmasi i¢in oncelikle mmol cinsindeki TAS verileri
pumol cinsine gevrilmistir. Sonrasinda oksidatif stres indeksi igin TAS ve TOS kitlerinde
verilen formdil (Cizelge 4.4.) kullanilarak hesaplamalar yapilmistir. En yuksek oksidatif

stres indeksine sahip grup ise beklendigi sekilde H,O> grubu olmustur. (Sekil 4.11.)

Cizelge 4.4. Oksidatif stres indeksinin hesaplanmasi i¢in kullanilan formiiller [94,95]

TOS pymol H,0, Eq/L

0SI = x 100
TAS pmol Trolox Eq/L
ya da
e TOS pmol H,0, Eq/L
~ TAS mmol Trolox Eq/L x10

5 k%
— 'i"S
z
2 g
G 3,5
L
E°
2 2,5
a2
s 15
=
n 1
© 05

0

H,O, + Sodyum H,0, + NAC H.0, Kontrol
Selenit

Deney Gruplan

Sekil 4.12. Oksidatif stres indeksi sonuglar1 ** En yuksek oksidatif stres indeksi
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Bu tez caligmasinda 1929 hiicreleri ile yapmis oldugumuz 6n denemelerde, 24 saatlik
uygulamada hidrojen peroksitin artan dozlarda hiicre canliligin1 6nemli dlglide azalttigi
(p<0.05); ancak bununla birlikte kritik doz olarak belirledigimiz 0.1 mM hidrojen
peroksit konsantrasyonunda hiicre canliliginin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamli bir farklilik olmadigi gdsterilmistir (p>0.05). Hatta Burdo ve Rice-Evans
tarafindan 1989 yilinda yapilan bir ¢alismada diisiikk dozlardaki hidrojen peroksitin
fibroblast hiicrelerinde hiicre proliferasyonu arttirtigi bildirilmistir [86].

Literattrde hidrojen peroksitin dozu ve etki siresine dair farkli hiicreler iizerinde ¢ok
farkli uygulamalar mevcuttur. Tsai ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda yapilan bir
calismada 1929 hiicrelerinde oksidatif stres modeli olusturmak igin 0.25 mM hidrojen
peroksit ile U¢ saat uygulama yapilirken [87], 2002 yilinda Takeyama ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise 0.5 mM hidrojen peroksit 90 dakika streyle
uygulanmustir [88]. Wang ve arkadagslar1 2015 yilinda yapmis olduklart ¢alismalarinda,
SH-SYS5Y hiicrelerinde oksidatif stres olusturmak i¢cin 0.2 mM hidrojen peroksitle 24
saatlik uygulama yaparken [89], 2004 yilinda Kang ve arkadaslari ise 0.3 mM hidrojen
peroksit ile 24 saatlik uygulama yapmuislardir [90].

Literatiideki bu farkli uygulamalar 1s1ginda, L929 hiicrelerinde farkli dozlar ve farkli
uygulama siireleri denenerek, calismaya en uygun yontem belirlenmistir. Caligsmalar
sirasinda Oncelikle besiyeri igerisinde hazirlanan hidrojen peroksit stok olarak hazirlanip
+4 °C’de saklanmistir. Ancak, bu stogun hiicreler iizerinde etkisinin giderek azaldig, 24
saatlik 1 mM uygulamalarda bile hiicre canliliginda herhangi bir degisim olmadig:
belirlenmistir. Buradan yola ¢ikarak, hidrojen peroksit dozlar1 her uygulama oncesi taze
hazirlanmis ve hemen akabinde uygulanmustir. Bu sekilde L929 hiicrelerinden elde edilen

sonuglar, SH-SY5Y hiicrelerinde yapilan ¢alismalar igin belirleyici olmustur.

Sodyum selenit ve n-asetil sisteinin dozlarmin belirlemesine yonelik olarak 1929
hiicreleri ile yapmis oldugumuz 6n ¢alismalarda, 24 saatlik uygulamada belirlenen
dozlarda (NAC i¢in 0.5 mM, 1 mM, 5 mM, 7 mM, 10 mM; sodyum selenit igin 10 nM,
50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM) herhangi bir toksik etki olmadigi goriilmiistiir.
Literatlirde yapilan bir¢cok ¢aligmada bu antioksidanlarin ayni1 zamanda pozitif kontrol
olarak da benzer doz araliklarinda kullanildigi gortilmistiir. Ancak, 2010 yilinda Willcox
ve arkadaglarinin yayimladigi bir calismada, antioksidan molekiillerin yiiksek dozlarda
pro-oksidan olarak hareket edip, hiicrelere zarar verebilecegi bildirilmistir [52]. Bu tez

calismasinda da paralel sekilde sodyum selenitin, belirlenen dozlarin gok tizerindeki 25
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mM’lik uygulama dozunun, hiicre canliliginda 6nemli Glglide azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (p<0.05). Bunun sonucunda, SH-SYSY hiicre hattinda yaptigimiz
caligmalar, L1929 hiicrelerinden elde edilen giivenli doz araliklarina gore

sekillendirilmistir.

SH-SY5Y hicrelerine 24 saatlik 0.15 mM hidrojen peroksit uygulamasmin hiicre
canliligini %50 oraninda azalttig1 belirlenmis ve bu doz ICso dozu olarak kabul edilmistir.
Hidrojen peroksit, kendisi bir serbest radikal olmasa da ge¢is metallerinin varliginda,
fenton reaksiyonu sonucu organizma icin son derece reaktif olan hidroksil radikalini
olusturmaktadir [18]. Ge¢is metallerinin yogunlukla bulundugu beyinde, hidrojen
peroksitin, ndronal hiicrelerde 6zellikle fenton reaksiyonu yoluyla in vitro oksidatif stres

olusturucu iyi bir ajan oldugu diistintilmektedir [15].

Bhattacharya 2015 yilinda yayimladigi ¢alismada oksidatif strese giren hicrelerde,
oksidatif hasar olusumunun 6zellikle hiicre membranindaki lipid ve proteinlerin yapisal
biitiinliigiiniin  bozulmasiyla gergeklestigini gostermistir [36]. Calismamizda hiicre
membran biitiinliigiiniin bozulmasmin bir analiz parametresi olarak kullanildigi akridin
orange/propidyum iyodur boyamasi ile yapilan morfolojik analizlerde, yalnizca hidrojen
peroksit uygulanan gruptaki hiicrelerin, normal morfolojiden ¢ok uzaklagarak, membran
biitiinliigiiniin  bozularak, apoptoz benzeri bir morfoloji sergileyerek oldikleri

gosterilmistir. Bu sonug, canli ve 6lii hiicre %’leri hesaplanarak dogrulanmastir.

Hidrojen peroksit ile yapmis oldugumuz standardizasyon caligmalarinin ardindan,
antioksidan molekullerin uygulamasma gecilmistir. SH-SY5Y hiicrelerinin sodyum
selenit ve n-asetil sistein ile 24 saatlik inkiibasyonunun ardindan yapilan hidrojen peroksit
muamelesi sonrasinda, hiicre canliliginin tiim gruplarda, yalnizca hidrojen peroksit
uygulanan gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05). Hidrojen
peroksit uygulamasi Oncesi 24 saat yalnizca antioksidan muamelesinin yapildig:
gruplarda ise hucreler tzerinde herhangi bir toksik etkinin olmadigi goriilmiistiir.
Buradan hareketle, n-asetil sistein ve sodyum selenit i¢in kullanilan bes farkli dozun da
0.15 mM’lik hidrojen peroksit uygulamasina kars1 koruyucu etkisi oldugu sonucuna
vartlmistir. Bununla birlikte, her iki antioksidanin kendi dozlari arasinda hiicre canliligi
bakimindan anlamli bir fark olmadigi goriilmistiir (p>0.05). MTT analizi sonucu elde
edilen bu bilgi dogrultusunda, n-asetil sistein ve sodyum selenitin kendi icindeki
dozlarindan elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak, tek bir deger {lizerinden diger

analizler yapilmistir. Bu baglamda yapilan AO/PI florasan boyama ve TAS-TOS
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analizleri i¢in, sonuglar bu ortalama degerler {lizerinden yorumlanmistir. Sonucta,
kullanmig oldugumuz iki antioksidan olan sodyum selenit ve n-asetil sisteinin, hidrojen
peroksitin olusturdugu oksidatif hasara karsi SH-SY5Y hiicreleri Uzerinde koruyucu

etkisi oldugu gosterilmistir.

Calismamizda antioksidan olarak sodyum selenitin tercih edilme sebeplerinden biri, bu
antioksidanin kan-beyin bariyerinden gecebildiginin bilinmesidir. Solovyev ve
arkadaslarinin 2021 yilinda yayimladigi calismada, selenyum ve diisiik molekiiler
agirlikli selenyum tiirevlerinin lipoprotein reseptorii ile iliskili protein 8'e (LRP8) bagimli
bir yol ile kan beyin bariyerinden gectigi bildirilmistir [91]. Gilgun-Sherki ve
arkadaglarinin 2001 yilinda yaptig1 bir ¢alismada ise antioksidanlarin beyindeki oksidatif
stres Uzerinde koruyucu olabilmesi igin, kan-beyin bariyerini gegmesinin gerekli oldugu

vurgulanmustir [72].

Sodyum selenitin tercih edilmesinin bir diger nedeni ise selenyumun viicutta dogal olarak
bulunan ve bizim de oksidatif stres olusturucu ajan olarak kullandigimiz hidrojen
peroksiti suya indirgeyen glutatyon peroksidaz antioksidan enziminin kofaktori
olmasidir [4]. Ozellikle beyinde, diger organlara kiyasla antioksidan enzimlerin oraninin
olduk¢a diisiik oldugu [70] g6z Oniine alindiginda, ¢alismamizda sodyum selenitin,
hidrojen peroksitle olusturulmus oksidatif stres modelindeki etkisinin néronal hiicreler

tizerinde arastirilmasinin ¢ok daha anlamli oldugu sonucuna vartlmistir.

Calismamizda diger bir antioksidan olarak n-asetil sisteinin tercih edilme sebeplerinden
biri, bu antioksidanin farkli doz ve uygulama yollariyla kan-beyin bariyerinden gegtiginin
bilinmesidir. Sheffner ve arkadaslarinin 1966 yilinda yaptigi ¢alismada siganlara oral
yoldan n-asetil sistein verilip, iki saat sonra beyin dokusu incelenmis ve beyinde n-asetil
sisteine rastlanmigtir [92]. 1995 yilinda McLellan ve arkadaglari tarafindan yapilan bir
baska galismada ise siganlara intravenoz ve intrakarotis yoluyla verilen n-asetil sisteinin
yine kan beyin bariyerinden gegebildigi bildirilmistir [93]. N-asetil sisteinin bu 6zelligi,
kan-beyin bariyerinden gecebilen antioksidanlarin beyin dokusunda olusan oksidatif stres

tizerinde daha etkili olacagi sonucuna varmamizi saglamistir.

N-asetil sisteinin antioksidan bir molekiil olarak kullanilmasinin bir diger nedeni de bu
molekdlun glutatyon sisteminde indirgeyici ajan olarak kullanilan rediikte glutatyonun
onciilii olmasidir. Rediikte glutatyon, hem kendisi bir antioksidan olup, hem de glutatyon

peroksidaz enzimi tarafindan indirgeyici ajan olarak kullanilmaktadir. Bu noktada, n-
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asetil sistein glutatyon rezervlerinin yenilenmesini saglayarak, glutatyon peroksidaz
enzim aktivitesini arttirmaktadir [54]. Bunun yaninda, n-asetil sistein kendi bagina bir
reaktif stipiiriicii ve distlfit kiric1 etkiler gostererek de reaktif molekiilleri daha kararl

hale getirebilmektedir [55].

Calismamizda SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in vitro oksidatif stres modelinde,
sodyum selenit ve n-asetil sisteinin koruyucu etkileri arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0.05). 24, 48 ve 72. saatlerde yapilan MTT analizi, AO/PI floresan
boyama ve 72. saatte yapilan TAS-TOS tayininde her iki antioksidan icin de birbirine cok
yakin sonuglar elde edilmis ve bunun da istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gorilmistiir
(p>0.05). Bunun nedeninin, iki antioksidanin da etki mekanizmasini glutatyon sistemi

uzerinden gergeklestirmesi oldugu diistiniilmektedir.

Calismalarimiz sirasinda dikkat ¢eken bir diger konu da n-asetil sistein uygulanan
gruplarda yapilan MTT analizi sirasinda ortaya ¢ikmistir. Testin ¢alisma prensibinde sar1
renkli olan tetrazolyum tuzu, canli hiicrede bulunan mitokondriyel enzimler tarafindan
koyu mor renkli formazen kristallerine donustiiriilmektedir. Ancak, n-asetil sistein
uygulanan gruplarda MTT boyasi eklenir eklenmez mor renk olusumu gézlenmistir. Bu
durum, absorbans degerinin Sl¢iilmesi prensibine dayanan MTT testinin giivenilirligini
azaltti81 i¢in, n-asetil uygulanan gruplara MTT boyasi koyulmadan 6nce iki kez serumsuz
besiyeri MEM-ALPHA ile yikama yapilmistir. Yikama sonrast MTT boyasinda hemen
renk degisimi gozlenmemis, testin giivenilir bir sekilde ilerlemesi saglanmistir.
Literatiirde bu duruma 6zgii bir agiklama yer almasa da MTT boyasi ile n-asetil sistein

icindeki sulfiir grubunun bir etkilesiminin olabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi kapsaminda n-asetil sistein ve sodyum selenitin, SH-SY5Y
noronal hiicrelerinde hidrojen peroksitle olusturulmus oksidatif hasara kars1 koruyucu
etki gosterdikleri ve olasi etki mekanizmalarinin glutatyon sistemi tizerinden
gerceklestigi sonucuna varilmistir. Elde ettigimiz bu sonuglarin yapilacak olan in vitro ve
in vivo ¢alismalarla desteklenerek, ndrodejenerasyonun oksidatif stres parametresi

tizerinde etkili olabilecegi diigiiniilmektedir.

61



5. KAYNAKLAR

[1] A.Phaniendra, D.B. Jestadi, L. Periyasamy, Free radicals: properties, sources, targets,
and their implication in various diseases, Indian journal of clinical biochemistry 30(1)
(2015) 11-26.

[2] H. Sies, Oxidative stress: Concept and some practical aspects, Antioxidants 9(9)
(2020) 852.

[3] T. Florence, The role of free radicals in disease, Australian and New Zealand journal
of ophthalmology 23(1) (1995) 3-7.

[4] V.. Lushchak, Free radicals, reactive oxygen species, oxidative stress and its
classification, Chemico-biological interactions 224 (2014) 164-175.

[5] P.D. Ray, B.-W. Huang, Y. Tsuji, Reactive oxygen species (ROS) homeostasis and
redox regulation in cellular signaling, Cellular signalling 24(5) (2012) 981-990.

[6] I. Belhadj Slimen, T. Najar, A. Ghram, H. Dabbebi, M. Ben Mrad, M. Abdrabbah,
Reactive oxygen species, heat stress and oxidative-induced mitochondrial damage. A
review, International journal of hyperthermia 30(7) (2014) 513-523.

[7] A. Ciesielka, Singlet oxygen discovery, (2021).

[8] O.E. Ifeanyi, A review on free radicals and antioxidants, Int. J. Curr. Res. Med. Sci
4(2) (2018) 123-133.

[9] F. De Lazzari, L. Bubacco, A.J. Whitworth, M. Bisaglia, Superoxide radical
dismutation as new therapeutic strategy in Parkinson’s disease, Aging and disease 9(4)
(2018) 716.

[10] H.P. Indo, H.-C. Yen, I. Nakanishi, K.-i. Matsumoto, M. Tamura, Y. Nagano, H.
Matsui, O. Gusev, R. Cornette, T. Okuda, A mitochondrial superoxide theory for
oxidative stress diseases and aging, Journal of clinical biochemistry and nutrition 56(1)
(2015) 1-7.

[11] K.A. Wojtunik-Kulesza, A. Oniszczuk, T. Oniszczuk, M. Waksmundzka-Hajnos,
The influence of common free radicals and antioxidants on development of Alzheimer’s
Disease, Biomedicine & pharmacotherapy 78 (2016) 39-49.

[12] S. Di Meo, P. Venditti, Evolution of the knowledge of free radicals and other
oxidants, Oxidative medicine and cellular longevity 2020 (2020).

[13] C. WinterbournChristine, Biological production, detection, and fate of hydrogen
peroxide, Antioxidants & redox signaling (2018).

[14] R.Z. Hopkins, Hydrogen peroxide in biology and medicine: an overview, Reactive
Oxygen Species 3(7) (2017) 26-37.

62



[15] T.K. Das, M.R. Wati, K. Fatima-Shad, Oxidative stress gated by Fenton and Haber
Weiss reactions and its association with Alzheimer’s disease, Archives of Neuroscience
2(2) (2015).

[16] B. Lipinski, Hydroxyl radical and its scavengers in health and disease, Oxidative
medicine and cellular longevity 2011 (2011).

[17] B. Halliwell, A. Adhikary, M. Dingfelder, M. Dizdaroglu, Hydroxyl radical is a
significant player in oxidative DNA damage in vivo, Chemical Society Reviews (2021).

[18] R.V. Lloyd, P.M. Hanna, R.P. Mason, The origin of the hydroxyl radical oxygen in
the Fenton reaction, Free radical biology and medicine 22(5) (1997) 885-888.

[19] A.A. Alfadda, R.M. Sallam, Reactive oxygen species in health and disease, Journal
of Biomedicine and Biotechnology 2012 (2012).

[20] X. Chen, C. Guo, J. Kong, Oxidative stress in neurodegenerative diseases, Neural
regeneration research 7(5) (2012) 376.

[21] J.C. Ozougwu, The role of reactive oxygen species and antioxidants in oxidative
stress, International Journal of Research 1(8) (2016).

[22] P. Mgller, P.H. Danielsen, D.G. Karottki, K. Jantzen, M. Roursgaard, H. Klingberg,
D.M. Jensen, D.V. Christophersen, J.G. Hemmingsen, Y. Cao, Oxidative stress and
inflammation generated DNA damage by exposure to air pollution particles, Mutation
research/Reviews in mutation research 762 (2014) 133-166.

[23] A.D. Sarma, A.R. Mallick, A. Ghosh, Free radicals and their role in different clinical
conditions: an overview, International Journal of Pharma Sciences and Research 1(3)
(2010) 185-192.

[24] P. Schrdder, J. Krutmann, Environmental oxidative stress—Environmental sources of
ROS, Reactions, Processes (2005) 19-31.

[25] T. Finkel, N.J. Holbrook, Oxidants, oxidative stress and the biology of ageing, nature
408(6809) (2000) 239-247.

[26] D.B. Zorov, M. Juhaszova, S.J. Sollott, Mitochondrial reactive oxygen species
(ROS) and ROS-induced ROS release, Physiological reviews 94(3) (2014) 909-950.

[27] A.J. Kowaltowski, N.C. de Souza-Pinto, R.F. Castilho, A.E. Vercesi, Mitochondria
and reactive oxygen species, Free Radical Biology and Medicine 47(4) (2009) 333-343.

[28] R.P. Brandes, N. Weissmann, K. Schrdder, Nox family NADPH oxidases: molecular
mechanisms of activation, Free Radical Biology and Medicine 76 (2014) 208-226.

[29] S. Di Meo, T.T. Reed, P. Venditti, V.M. Victor, Role of ROS and RNS sources in
physiological and pathological conditions, Oxidative medicine and cellular longevity
2016 (2016).

[30] M.A. Qazi, K.I. Molvi, Free radicals and their management, American Journal of
Pharmacy and Health Research 6(4) (2018) 1-10.

63



[31] L. Covarrubias, D. Hernandez-Garcia, D. Schnabel, E. Salas-Vidal, S. Castro-
Obregdn, Function of reactive oxygen species during animal development: passive or
active?, Developmental biology 320(1) (2008) 1-11.

[32] Y. Son, Y.-K. Cheong, N.-H. Kim, H.-T. Chung, D.G. Kang, H.-O. Pae, Mitogen-
activated protein kinases and reactive oxygen species: how can ROS activate MAPK
pathways?, Journal of signal transduction 2011 (2011).

[33] B.M. Babior, R.S. Kipnes, J.T. Curnutte, Biological defense mechanisms. The
production by leukocytes of superoxide, a potential bactericidal agent, The Journal of
clinical investigation 52(3) (1973) 741-744.

[34] D. Heffetz, Y. Zick, H20, potentiates phosphorylation of novel putative substrates
for the insulin receptor kinase in intact Fao cells, Journal of Biological Chemistry 264(17)
(1989) 10126-10132.

[35] M. Valko, D. Leibfritz, J. Moncol, M.T. Cronin, M. Mazur, J. Telser, Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease, The international
journal of biochemistry & cell biology 39(1) (2007) 44-84.

[36] S. Bhattacharya, Reactive oxygen species and cellular defense system, Free radicals
in human health and disease, Springer2015, pp. 17-29.

[37] H.S. El-Beltagi, H.l. Mohamed, Reactive oxygen species, lipid peroxidation and
antioxidative defense mechanism, Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca
41(1) (2013) 44-57.

[38] G.D. Ouédraogo, R.W. Redmond, Secondary Reactive Oxygen Species Extend the
Range of Photosensitization Effects in Cells: DNA Damage Produced Via Initial
Membrane Photosensitization{, Photochemistry and photobiology 77(2) (2003) 192-203.

[39] E.E. Farmer, M.J. Mueller, ROS-mediated lipid peroxidation and RES-activated
signaling, Annual review of plant biology 64 (2013) 429-450.

[40] N. Wadhwa, B.B. Mathew, S. Jatawa, A. Tiwari, Lipid peroxidation: mechanism,
models and significance, Int J Curr Sci 3 (2012) 29-38.

[41] E. Niki, Biomarkers of lipid peroxidation in clinical material, Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-General Subjects 1840(2) (2014) 809-817.

[42] M.T. Mohammed, S.M. Kadhim, A.N. Jassimand, S. Abbas, Free radicals and human
health, International Journal of Innovation Sciences and Research 4(6) (2015) 218-223.

[43] S. Noori, An overview of oxidative stress and antioxidant defensive system, Open
access scientific reports 1(8) (2012) 1-9.

[44] C.A. Juan, J.M. Pérez de la Lastra, F.J. Plou, E. Pérez-Lebefa, The chemistry of
reactive oxygen species (ROS) revisited: outlining their role in biological
macromolecules (DNA, lipids and proteins) and induced pathologies, International
Journal of Molecular Sciences 22(9) (2021) 4642.

64



[45] H. Karabulut, M.S. Giilay, Serbest radikaller, Mehmet Akif Ersoy University Journal
of Health Sciences Institute 4(1) (2016).

[46] R. Morelli, S. Russo-Volpe, N. Bruno, R. Lo Scalzo, Fenton-dependent damage to
carbohydrates: free radical scavenging activity of some simple sugars, Journal of
Agricultural and Food Chemistry 51(25) (2003) 7418-7425.

[47] A.A. Adwas, A. Elsayed, A. Azab, F. Quwaydir, Oxidative stress and antioxidant
mechanisms in human body, J. Appl. Biotechnol. Bioeng 6(1) (2019) 43-47.

[48] A. Santo, H. Zhu, Y.R. Li, Free radicals: From health to disease, React. Oxyg.
Species 2 (2016) 245-263.

[49] 1. Mironczuk-Chodakowska, A.M. Witkowska, M.E. Zujko, Endogenous non-
enzymatic antioxidants in the human body, Advances in medical sciences 63(1) (2018)
68-78.

[50] L.A. Pham-Huy, H. He, C. Pham-Huy, Free radicals, antioxidants in disease and
health, International journal of biomedical science: 1JBS 4(2) (2008) 89.

[51] S.B. Nimse, D. Pal, Free radicals, natural antioxidants, and their reaction
mechanisms, RSC advances 5(35) (2015) 27986-28006.

[52] J.K. Willcox, S.L. Ash, G.L. Catignani, Antioxidants and prevention of chronic
disease, Critical reviews in food science and nutrition 44(4) (2004) 275-295.

[53] Y. Jiao, S. Ma, J. Li, L. Shan, Y. Yang, M. Li, J. Chen, The influences of N-acetyl
cysteine  (NAC) on the cytotoxicity and mechanical properties of poly-
methylmethacrylate (PMMA)-based dental resin, PeerJ 3 (2015) e868.

[54] Y. Hara, N. McKeehan, P. Dacks, H. Fillit, Evaluation of the neuroprotective
potential of N-acetylcysteine for prevention and treatment of cognitive aging and
dementia, Evaluation 4(3) (2017) 201-206.

[55] G. Aldini, A. Altomare, G. Baron, G. Vistoli, M. Carini, L. Borsani, F. Sergio, N-
Acetylcysteine as an antioxidant and disulphide breaking agent: the reasons why, Free
radical research 52(7) (2018) 751-762.

[56] A. Augustyniak, G. Bartosz, A. Cipak, G. Duburs, L.U. Hordkova, W. Luczaj, M.
Majekova, A.D. Odysseos, L. Rackova, E. Skrzydlewska, Natural and synthetic
antioxidants: an updated overview, Free radical research 44(10) (2010) 1216-1262.

[57] J. Pokorny, Are natural antioxidants better—and safer-than synthetic antioxidants?,
European journal of lipid science and technology 109(6) (2007) 629-642.

[58] D. Fusco, G. Colloca, M.R.L. Monaco, M. Cesari, Effects of antioxidant
supplementation on the aging process, Clinical interventions in aging 2(3) (2007) 377.

[59] H. Sies, Strategies of antioxidant defense, European journal of biochemistry 215(2)
(1993) 213-2109.

[60] H. Sies, C. Berndt, D.P. Jones, Oxidative stress, Annual review of biochemistry 86
(2017) 715-748.

65



[61] T. Yoshikawa, Y. Naito, What is oxidative stress?, Japan medical association journal
45(7) (2002) 271-276.

[62] J.E. Klaunig, L.M. Kamendulis, B.A. Hocevar, Oxidative stress and oxidative
damage in carcinogenesis, Toxicologic pathology 38(1) (2010) 96-1009.

[63] K. Maiese, Z.Z. Chong, J. Hou, Y.C. Shang, Oxidative stress: Biomarkers and novel
therapeutic pathways, Experimental gerontology 45(3) (2010) 217-234.

[64] 1. Dalle-Donne, R. Rossi, R. Colombo, D. Giustarini, A. Milzani, Biomarkers of
oxidative damage in human disease, Clinical chemistry 52(4) (2006) 601-623.

[65] P. Therond, D. Bonnefont-Rousselot, A. Davit-Spraul, M. Conti, A. Legrand,
Biomarkers of oxidative stress: an analytical approach, Current Opinion in Clinical
Nutrition & Metabolic Care 3(5) (2000) 373-384.

[66] M. Kao, D. Ang, A.a. Pall, A. Struthers, Oxidative stress in renal dysfunction:
mechanisms, clinical sequelae and therapeutic options, Journal of human hypertension
24(1) (2010) 1-8.

[67] 1. Liguori, G. Russo, F. Curcio, G. Bulli, L. Aran, D. Della-Morte, G. Gargiulo, G.
Testa, F. Cacciatore, D. Bonaduce, Oxidative stress, aging, and diseases, Clinical
interventions in aging 13 (2018) 757.

[68] J.N. Cobley, M.L. Fiorello, D.M. Bailey, 13 reasons why the brain is susceptible to
oxidative stress, Redox biology 15 (2018) 490-503.

[69] X. Wang, E.K. Michaelis, Selective neuronal vulnerability to oxidative stress in the
brain, Frontiers in aging neuroscience 2 (2010) 12.

[70] A. Rao, B. Balachandran, Role of oxidative stress and antioxidants in
neurodegenerative diseases, Nutritional neuroscience 5(5) (2002) 291-309.

[71] K. Song, Y. Li, H. Zhang, N. An, Y. Wei, L. Wang, C. Tian, M. Yuan, Y. Sun, Y.
Xing, Oxidative stress-mediated blood-brain barrier (BBB) disruption in neurological
diseases, Oxidative Medicine and Cellular Longevity 2020 (2020).

[72] Y. Gilgun-Sherki, E. Melamed, D. Offen, Oxidative stress induced-
neurodegenerative diseases: the need for antioxidants that penetrate the blood brain
barrier, Neuropharmacology 40(8) (2001) 959-975.

[73] S. Urano, Y. Sato, T. Otonari, S. Makabe, S. Suzuki, M. Ogata, T. Endo, Aging and
oxidative stress in neurodegeneration, Biofactors 7(1-2) (1998) 103-112.

[74] K. Jomova, D. Vondrakova, M. Lawson, M. Valko, Metals, oxidative stress and
neurodegenerative disorders, Molecular and cellular biochemistry 345(1) (2010) 91-104.

[75] M. Pappolla, Y. Chyan, R. Omar, K. Hsiao, G. Perry, M. Smith, P. Bozner, Evidence
of oxidative stress and in vivo neurotoxicity of beta-amyloid in a transgenic mouse model
of Alzheimer's disease: a chronic oxidative paradigm for testing antioxidant therapies in
vivo, The American journal of pathology 152(4) (1998) 871.

66



[76] SNN. ASLAN, B. KARAHALIL, OKSIDATIF STRES VE PARKINSON
HASTALIGI, Journal of Faculty of Pharmacy of Ankara University 43(1) (2019) 94-116.

[77] B. Moosmann, C. Behl, Antioxidants as treatment for neurodegenerative disorders,
Expert opinion on investigational drugs 11(10) (2002) 1407-1435.

[78] A. Verma, M. Verma, A. Singh, Animal tissue culture principles and applications,
Animal Biotechnology, Elsevier2020, pp. 269-293.

[79] J. Gordon, S. Amini, General overview of neuronal cell culture, neuronal cell culture
(2021) 1-8.

[80] G. Shui, Development of In Vitro Neural Models for Drug Discovery and Toxicity
Screening, (2011).

[81] H. Xicoy, B. Wieringa, G.J. Martens, The SH-SYS5Y cell line in Parkinson’s disease
research: a systematic review, Molecular neurodegeneration 12(1) (2017) 1-11.

[82] P.S. Cohen, J.J. Letterio, C. Gaetano, J. Chan, K. Matsumoto, M.B. Sporn, C.J.
Thiele, Induction of Transforming Growth Factor/31 and Its Receptors during all-f/'Yms-
Retinoic Acid (RA) Treatment of RA-responsive Human Neuroblastoma Cell Lines,
Cancer Research 2380.

[83] S. Acosta, C. Lavarino, R. Paris, I. Garcia, C. de Torres, E. Rodriguez, H. Beleta, J.
Mora, Comprehensive characterization of neuroblastoma cell line subtypes reveals
bilineage potential similar to neural crest stem cells, BMC developmental biology 9(1)
(2009) 1-14.

[84] J. Kovalevich, D. Langford, Considerations for the use of SH-SY5Y neuroblastoma
cells in neurobiology, Neuronal Cell Culture, Springer2013, pp. 9-21.

[85] S. Amoroso, A. Gioielli, M. Cataldi, G. Di Renzo, L. Annunziato, In the neuronal
cell line SH-SY5Y, oxidative stress-induced free radical overproduction causes cell death
without any participation of intracellular Ca2+ increase, Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Molecular Cell Research 1452(2) (1999) 151-160.

[86] R.H. Burdo, C. Rice-Evans, Free radicals and the regulation of mammalian cell
proliferation, Free radical research communications 6(6) (1989) 345-358.

[87] W.-C. Tsai, W.-C. Li, H.-Y. Yin, M.-C. Yu, H.-W. Wen, Constructing liposomal
nanovesicles of ginseng extract against hydrogen peroxide-induced oxidative damage to
L929 cells, Food chemistry 132(2) (2012) 744-751.

[88] N. Takeyama, S. Miki, A. Hirakawa, T. Tanaka, Role of the mitochondrial
permeability transition and cytochrome C release in hydrogen peroxide-induced
apoptosis, Experimental cell research 274(1) (2002) 16-24.

[89] J. Wang, Y. Zhao, B. Zhang, C. Guo, Protective effect of total phenolic compounds
from Inula helenium on hydrogen peroxide-induced oxidative stress in SH-SY5Y cells,
Indian journal of pharmaceutical sciences 77(2) (2015) 163.

67



[90] S.S. Kang, J.Y. Lee, Y.K. Choi, G.S. Kim, B.H. Han, Neuroprotective effects of
flavones on hydrogen peroxide-induced apoptosis in SH-SY5Y neuroblostoma cells,
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 14(9) (2004) 2261-2264.

[91] Solovyev, Nikolay, et al. Selenium at the neural barriers: a review Frontiers in
Neuroscience (2021) 88.

[92] Sheffner, A. L., et al. Metabolic studies with acetylcysteine. Biochemical
pharmacology 15.10 (1966) 1523-1535.

[93] McLellan, Lesley I., et al. Uptake and distribution of N-acetylcysteine in mice:
tissue-specific effects on glutathione concentrations.Carcinogenesis 16.9 (1995) 2099-
2106.

[94] Erel, Ozcan. A novel automated direct measurement method for total antioxidant
capacity using a new generation, more stable ABTS radical cation. Clinical biochemistry
37.4 (2004) 277-285.

[95] Erel, Ozcan. A new automated colorimetric method for measuring total oxidant
status. Clinical biochemistry 38.12 (2005) 1103-1111.

68



