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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kaglt) ve elektronik formatta arsivleme ve asag1da verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullamim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

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

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasma fliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde
erigime agilir.

0 Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karart ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmisgtir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karart ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren .. ay ertelenmistir.®
0 Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

Mehmet Evren OZTURK

1 “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Evisime Acilmasina Iliskin Yonerge”

(1)  Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin énerisi ve enstiti anabilim dalinin uygun gériisi izerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu iki yil
sire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
yoéntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun
gorisi lzerine enstitli veya fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak (izere tezin erisime
agilmasi engellenebilir.

(3)  Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenlidi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisanstistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildidi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan
isbirligi protokolii cercevesinde hazirlanan lisansistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi
ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisi izerine Universite yénetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen
tezler Yiiksek6gretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte
tarafindan gizlilik kurallari gercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon
Sistemine yiiklenir

* Tez danmigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.
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OZET

Oztiirk, MLE., Asilarda kullanilan koruyucu ve adjuvan maddelerin olasi toksik
etkilerinin degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Toksikoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Diinya
Saglik Orgiitii asilar1 “immiin sistemimizin viriis ve bakteri gibi patojenleri taniyip
onlarla savagmasini saglayan ve bunlarin olusturdugu hastaliklara kars1 viicudumuzu
koruyan farmasdtik tirlinler” olarak tanimlamaktadir. Asilarla her yil milyonlarca
hayat kurtulmaktadir. Ancak, as1 bilesenlerinin giivenliligi ile ilgili tartismalar devam
etmekte ve bu tartismalar “as1 reddi” veya as1 kararsizligina yol agmaktadir. Ozellikle
asilarda adjuvan olarak kullanilan aliiminyum bilesikleri ve koruyucu olarak kullanilan
tiyomersalin giivenliligi ile ilgili ciddi endiseler vardir. Bu tezde, tiyomersalin ve
alliminyumun olas1 toksik etkilerinin ayr1 ayr1 uygulanarak ve birarada uygulanarak
SH-SYS5Y hiicre hattinda kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirilmesi
amaglanmistir. Tiyomersal ve aliiminyumun sitotoksik etkileri degerlendirilmis;
inhibitdr konsantrasyon 20 (IC20) tiyomersal i¢in 1,15 pM, aliiminyum igin ise 362
uM olarak belirlenmistir. Sonrasinda tiyomersal ve aliiminyum hiicrelere ayr1 ayr1 ve
birarada hiicrelere IC2o dozunda 24 saat boyunca uygulanmistir. IC20 konsantrasyonu
24 saat boyunca uygulanan hiicrelerde oksidatif stres parametreleri, DNA hasari,
NRF2 protein diizeyleri, norotransmitter diizeyleri (dopamin, norepinefrin) ve
dopamin tasiyict protein (DAT) diizeyleri Olgiilmiistiir. Aliiminyum ve
aliminyum-tiyomersal uygulanan hiicrelerde hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’un diizeyleri anlamli derecede artmistir. Aliiminyum uygulanan grupta total
GSH diizeyleri azalmistir. Aliiminyum uygulanan ve aliiminyum+tiyomersal
uygulanan gruplarda total antioksidan kapasite (TAOC) ve protein oksidasyon
diizeyleri 6nemli derecede yiikselmistir. Aliiminyum ve aliiminyum+tiyomersal
uygulanan gruplarda lipit peroksidasyonu istatistiksel 6nemli bir sekilde artmustir.
Tiim uygulama gruplarinda NRF2 diizeyleri ve DNA hasar1 anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Dopamin diizeyleri, tiyomersal ve aliiminyum+tiyomersal uygulanan
hiicrelerde 6nemli derecede artarken, DAT diizeyleri tiim deney gruplarinda kontrole
gore yiiksek bulunmustur. Norepinefrin diizeyleri deney gruplarinda anlamli derecede
degismemistir. Bu bulgular hem tiyomersalin hem de aliiminyumun ndroblastoma
hiicrelerinde oksidan/antioksidan statliyli degistirebildigini ve DNA hasarina yol
acabildigini gostermektedir. Ayrica, tiyomersal ve/veya aliiminyum ndroblastoma
hiicrelerinde dopamin ve DAT iizerinde onemli derecede modifiye edici etkiye
sahiptir. Genel bir degerlendirme yapildiginda ise aliiminyum-+tiyomersal uygulanan
hiicrelerde goriilen degisikliklerin daha belirgin oldugu ifade edilebilir. Influenza
asilar1 dahil bazi asilarda her iki bilesigin bulunmasi nadiren de olsa s6z konusu
olmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle bebekler ve ¢ocuklar gibi hassas popiilasyonlarin
asilanmasinda dikkatli olunmali ve gerek tiyomersal gerekse aliiminyum bilesikleri
yerine daha giivenli alternatifler gelistirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: aliiminyum, tiyomersal, oksidatif stres, nérotransmitter, dopamin
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ABSTRACT

Oztiirk, M.E., Evaluation of possible toxic effects of preservatives and adjuvants
used in vaccines. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Pharmaceutical Toxicology Program Master Thesis, Ankara, 2022. The World
Health Organization defines vaccines as “pharmaceutical products that enable our
immune system to recognize and fight pathogens such as viruses and bacteria and
protect our body against the diseases caused by them”. Vaccines save millions of lives
each year. However, discussions about the safety of vaccine components continue,
leading to "vaccine rejection" or “vaccine hesitancy”. There are serious concerns about
the safety of aluminum compounds used as adjuvant and thiomersal used as
preservative in vaccines. In this thesis, we aimed to evaluate the possible toxic effects
of seperatedly or combined applied thiomersal and aluminum in SH-SY5Y cell line by
comparing with the control group. The cytotoxic effects of thiomersal and aluminum
were evaluated; inhibitory concentration 20 (IC2) was determined as 1.15 uM for
thiomersal and 362 uM for aluminum. Afterwards, thiomersal and aluminum were
applied to the cells separately and together at the dose of ICx for 24 hours. Oxidative
stress parameters, DNA damage, NRF2 protein levels, neurotransmitter levels
(dopamine, norepinephrine) and dopamine transporter protein levels were measured
after 1C2o concentration of these compounds were applied for 24 hours. Intracellular
reactive oxygen species (ROS) levels increased significantly in cells treated with
aluminum and aluminum+thiomersal. Total GSH levels decreased in the aluminum
administered group. Total antioxidant capacity (TAOC) and protein oxidation levels
increased significantly in the aluminum-treated and aluminum+thiomersal-
administered groups. Lipid peroxidation increased in a statistically significant way in
the groups treated with aluminum and aluminum+thiomersal. NRF2 levels and DNA
damage were found to be significantly higher in all treatment groups. While dopamine
levels increased significantly in cells treated with thiomersal and
aluminum+thiomersal, DAT levels were found to be higher in all experimental groups
compared to the control. Norepinephrine levels did not change significantly in the
experimental groups. These findings show that both thiomersal and aluminum can
change the oxidant/antioxidant status in neuroblastoma cells and cause DNA damage.
In addition, thiomersal and/or aluminum have a significant modifiying effect on
dopamine and DAT in neuroblastoma cells. When a general evaluation is made, it can
be stated that the changes observed in cells treated with aluminum + thiomersal are
more pronounced. In some vaccines, including vaccines for influenza, both compounds
are present although rarely. Therefore, care should be taken in vaccinations, especially
in sensitive populations such as infants and children, and safer alternatives of
thiomersal and aluminum compounds should be developed.

Key Words: aluminum, thiomersal, oxidative stress, neurotransmitter, dopamine
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1. GIRIS

Asilar enfeksiyon ajanlarina karsi hayvan ve insanlar1 korumak i¢in gelistirilen
biyolojik Triinlerdir. Asilarin uygulanmasinda temel amag¢ enfeksiyon ajanlari
nedeniyle olusabilecek sakat kalmalari, hayat kalitesinde diismeleri ve oOliimleri
engellemektir. Diinya genelinde as1 uygulanmasi ile birgok hastalik yeryiiziinden
silinmis ve enfeksiyon hastaliklart nedeniyle goriilen morbidite ve mortalitede ciddi
diisiisler saglanabilmistir (1).

As1 uygulanmasindaki temel ama¢ immiin sistemi uyararak, bakteri ve viriis
gibi enfeksiyon ajanlarina karsi koruma saglayabilmektir. Asilar canli virlis ve
bakterilerin atteniie (zayiflagtirilmig) formlarini igerebilecekleri gibi inaktive viriis ve
bakterileri de igerebilirler. Canli atteniie asilar en iyi bagisiklig1 saglarken, inaktive
asilarin canli asilar kadar iyi bagisiklik saglayamadigi bilinmektedir. Ancak, inaktif
asilarin olasi saglik riskleri canli atteniie asilara gore daha diisiiktiir. Bu iki tip asidan
sonra toksoid asilar, rekombinant agilar, mesajct RNA (mRNA) asilar1 gibi yeni tip
asilar da gelistirilmistir. Yeni asilarin olusturdugu immiinojenisite canli ve inaktive
asilardan genelde diisiik olmakla birlikte, yan etkileri azdir ve daha giivenlidirler.
Ancak, bu yeni asilarin olusturabilecegi saglik risklerini 6nceden belirlemek zordur ve
asty1 temel alarak bireysel degerlendirme yapmak daha dogrudur (1,2). Ideal bir as1
givenilir olan ve en uygun maliyetle iretilebilen asidir (3,4). Asilarin
immiinojenisitesi yliksek olmali ve hem hiicresel hem de humoral immiiniteyi
saglamalidir ve boylece enfeksiyon hastaliklarinin eradike edilmesini hizli bir gekilde
saglayabilmelidir (5-7). Asilama sayesinde gecen yiizyilda insan hayatini ciddi
anlamda tehdit edip, agir morbidite ve mortaliteye yol acan enfeksiyonlar artik asiyla
Onlenebilir hastaliklar halini almislardir ve popiilasyon bazinda énemli basarilar elde
edilmistir (7-9).

Ozellikle ¢igek viriisiine kars1 kazanilan basari ile tiim diinyada asilarin 6nemi
iyi bir sekilde anlasilmistir (9). Giinlimiizde asilama sayesinde difteri, tetanoz,
bogmaca, grip ve kizamik gibi hastaliklardan her yil 2-3 milyon Olim
engellenmektedir. Ozellikle ¢ocuk &liimlerinin asilar sayesinde Onlenmesi asi
uygulama programlarinin en biiyiik basarisidir (10). Gliniimiizde asilama programlari
kizamik, kabakulak, kizamike¢ik, sucicegi, bogmaca, difteri, tetanoz, invaziv

Haemophilus influenzae Tip b (Hib) enfeksiyonlari, hepatit A viriisii (HAV), viral



hepatit B, invaziv Streptococcus pneunomoniae enfeksiyonlari, influenza, insan
papilloma viriisii (HPV), rotaviriis, invazif meningokok ve ¢ocuk felci gibi asilar
igcermektedir (11).

Asilar stratejik biyolojik tirinler olmalar1 ve diinya genelinde su sanitasyonu
ile birlikte insan 6liimlerini engelleyen en énemli ara¢ olmalarina ragmen igerdikleri
bilesenlerin toksik etkileri yillardir tartisma konusu olmustur. Ozellikle adjuvan olarak
kullanilan aliiminyum tuzlari ve koruyucu olarak kullanilan tiyomersale, bilim
diinyasinin ilgisindeki artis bu bilesenlerin olas1 toksik etkilerinin yogun olarak
aragtirtlmasin1  beraberinde getirmistir. Aliiminyumun toksik etkileri yillardir
bilinmekle birlikte, asilarda kullanilan dozlar1 olduk¢a diistiktiir. Diger taraftan,
tiyomersal bir organik civa (Hg) bilesidir. Ancak, tiyomersalin de asilarda kullanilan
dozunun oldukga diisiik oldugu, coklu doz asilardan bile maruziyetin ¢ok yiiksek
olmadigr bilinmektedir. Ancak, her iki bileseni de iceren asilarin giivenlilik
degerlendirmeleri yeterli degildir ve aliiminyum ve Hg’ye bir arada maruziyet ile
ortaya cikabilecek olasi toksisitenin degerlendirildigi bir calisma literatiirde yer
almamaktadir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, sunulan tez ¢alismasinda, aliiminyum ve tiyomersalin
ayr1 ayri ve birarada uygulanmasi ile noroblastoma hiicrelerinde olusturabilecekleri
olas1 oksidatif stres ve norotransmitter degisiklikleri degerlendirilmistir. Oksidatif
stres gostergesi olarak total glutatyon (GSH), total antioksidan kapasite (TAOC), lipit
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu 6l¢iilmiistiir. Ayrica, Deoksiriboniikleik asit
(DNA) hasar1 degerlendirilmistir. Diger taraftan, ndrotoksisistenin bir gdstergesi
olarak dopamin (DA), dopamin tasiyici protein (DAT) ve norepinefrin (NE) diizeyleri
degerlendirilmistir. Tez kapsaminda elde edilen veriler, aliminyum ve tiyomersalin
bir arada kullanildigi as1 formiilasyonlarimin olas1 toksik etkilerinin daha iyi

degerlendirilmesine katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

Asilar patojenlere maruziyet sonucunda olusabilecek hastalik ya da
enfeksiyonlara karsi korunma amaciyla immiin cevabi indiikleyen biyolojik tirtinlerdir.
Bagisiklik sisteminde hastaliklara kars1 giiglii bir direng olusturan asilar, enfeksiyon
hastaliklarina kars1 en etkili korunma yollaridir. Asilar canli ya da 6ldiiriilmiis viriisler,
saflagtirillmis viral proteinler, bakteriyel polisakkaritler, inaktive bakteriyel toksinler
gibi immiinojenler igerebilir (1,2). Ayrica asilar sik¢a bakteriyel ya da fungal
kontaminasyonu Onleyen koruyucular (6rn. tiyomersal), antijene 0zgii bagisiklik
yanitini artirmak i¢in adjuvanlar (6rn. aliiminyum tuzlari), zayiflatilmig canli viriisleri
stabilize etmek i¢in katki maddeleri (6rn. jelatin, insan serum albiimini) igerebilir.
Bunlardan bagska tretim asamasinda kullanilan rezidiiel miktarlarda formaldehit,
yumurta proteinleri, maya proteinleri ve antibiyotikler de asilarda eser diizeylerde
bulunabilir (12).

As1 yoluyla viicudun dogal bagisiklik sistemi antikor iiretmekte ve bu yolla
kazanilan diren¢ mikroorganizmalarin hastalik yapma riskini azaltmaktadir (1,2).
Asilama sonucu as1 antijenine karst olusan immiin yanit ile enfeksiyona karsi tam
korunma, hastaligin siddetinde veya hastanede tedavi riskinde azalma gibi faydalar
saglanmaktadir (3). Asilama (bagisiklama) temelde disaridan, belirli kosullar altinda
verilen bir maddeye karsi1 kisinin “bagisiklik yanit1” ve bunun sonucunda “bagisiklik
hafizas1 (bellek)” gelistirmesi siirecidir. Burada yapilan, hastaliga neden olan
mikroorganizmanin bagisiklik sistemini uyaracak kisim(lar)inin (immiinojen)
belirlenerek kontrollii bir sekilde insan viicuduna verilmesi, boylelikle bagisiklik
sisteminin bu mikroorganizmay1 sonraki karsilagmada tanimasini saglamaktir (1).
Asilama cocuklarin ve yetigkinlerin sagligin1 korumada ve bulasici hastaliklari
onlemede en etkili, en giivenilir ve en uygun maliyetli uygulamadir (13). Asilar
modern tip ve halk sagligi i¢in en biiyiik basarilardan biridir (14). Asilama bulasici
hastaliklarin dnlemesi i¢in en etkili stratejilerden biri olarak kabul edilir (5). Asilar
bagisiklik sistemini yonlendirerek viicutta bulasici ajanlarin ve/veya toksik iirtinlerin
hizlica yok edilmesini saglayarak etki eder (6). Ge¢miste yaygin olan ve hayati tehdit
eden enfeksiyonlar artik asiyla onlenebilir hastaliklar halini almiglardir (7). Asilar
sadece asilanan bireyleri korumakla kalmayip hastalifin bir popiilasyon ic¢inde

yayilmasini azaltarak toplum korumasi da saglayabilir (15). Asilarin yaygin sekilde



kullanilmast milyonlarca kiside erken 6liim, korliik, fel¢ ve norolojik hasart dnlemistir
(8). Asilamayla ¢igek hastaligi ortadan kaldirilmistir ve ¢ocuk felci hastaligini bitirme
calismalar1 son asamalardadir (9).

Giliniimiizde agilama sayesinde difteri, tetanoz, bogmaca, grip ve kizamik gibi
hastaliklar nedeniyle meydana gelebilecek her yil 2-3 milyon 6liim engellenmektedir
(10). Rutin uygulanan asilar kizamik, kabakulak, kizamikg¢ik, sugicegi, bogmaca,
difteri, tetanoz, invaziv Hib enfeksiyonlar, HAYV, viral hepatit B, invaziv
Streptococcus pneunomoniae enfeksiyonlari, influenza, HPV, rotaviriis, invazif
meningokok ve ¢ocuk felciden koruyabilen asilar olarak siralanabilir (11).

Ideal bir as1 su 6zellikleri tasimalidir (3,16).

a. Immiinojenik olmali, mukozal ve sistemik immiiniteyi uyarabilmelidir.
b. Birden fazla hastaliga ayn1 anda koruma saglayabilmedilir.
Tek uygulama sonrasinda uzun siireli koruma saglayabilmelidir.

C
d. Yan etkisi olmamalidir.

@

Saglikli olmayan bireylere de uygulanabilmedir.
f.  Kolay uygulanabilir olmalidir.

g. Raf omrii uzun, kolay temin edilebilir ve ucuz olmalidir.
2.1. Asilamanin Tarihcesi

Tip tarihinin en biiyiik global basarilarindan biri olan asinin seriiveni 1796
yilinda Edward Jenner’in buldugu ileride karsilasilacak enfeksiyonlara karsi az
miktardaki bulasict ¢icek hastalifi materyalinin deriye uygulanmasi olan varilasyon
yontemiyle uygulanan ¢igek asisidir (17). Modern anlamda ilk as1 ise, Louis Pasteur
tarafindan gelistirilmistir. Pasteur hastaliga neden olan ayni etkeni kullanarak
laboratuvarda asilar gelistirmistir. ilk olarak 1879-1880°de tavuk kolera asisini;
bundan 5 yil sonra da insan kuduz asisini gelistirmistir (18). Pasteur, canl
mikroorganizmalarin  profilaktik asilar yapmak amaciyla viriilansinin nasil
azaltilabilecegi ile ilgili yontemler agiklamistir (19). 19. yiizy1l mikrobiyolojinin
babas1 Louis Pasteur ve tiliberkiiloza sebep olan mikrobu bulan bilim adami Robert
Koch’un yaptig1 kesiflere tanik oldugundan dolay1 asilar tarihi i¢in 6nemli bir doniim

noktasidir (20).



Birinci kusak olarak da anilan tarihteki ilk asilar, Pasteur’iin izolasyon,
inaktivasyon ve enjeksiyon prensibine dayanmaktadir. Bu uygulamadaki amag¢ dogal
enfeksiyon taklit edilirken dogal bagisikliga benzer bir yanit olusturulmasidir (21). As1
gelistirilmesi ile ilgili ilk ¢alismalar, hastalik etkeni olan patojeni i¢eren canli (ateniie)
ya da 6li (inaktive) formlarda olmasi yoniindedir. Bu asilar “konvansiyonel asilar”
olarak tanimlanmistir (22). Ancak bu metodun patojenin laboratuvarda
iretilmesindeki giicliikler, bazi patojenlerin hiicre i¢i faza sahip olmalari, bazi
patojenlerin (hepatit C-HCV gibi viriisler) antijenik ¢esitlilik géstermeleri ve bagisik
yanitta istenmeyen reaksiyonlar gibi nedenlerden dolayr konvansiyonel asilara
alternatif yeni asilarin gelistirilmesi gereksinimi duyulmustur. Tip ve biyolojideki
ilerlemeler sonucunda “subiinite as1” olarak adlandirilan polisakkaritler veya protein
antijenleri gibi saflastirilmis mikrobiyal hiicre bilesenlerinden olusan “ikinci nesil
asilar”, as1 gelisiminde ¢i1gir agmustir (3).

Ilerleyen donemlerde konvasiyonel asilarin giivenilirliligini daha da artirma
gereksinimi, ¢oklu direngli bakteri tiirlerinin gelisimi, pek¢ok enfeksiyon igin
tedavinin yetersiz kalmasi gibi nedenlerle yeni asi1 tiirlerinin gelistirilmesi ihtiyaci
dogmustur. Buna paralel olarak proteomik, genomik ve immiinomik gibi omik
bilimlerin gelismesiyle bakteri genomu sekanslama caligmalar1 agirlik kazanmis ve
“tersine asilama (reverse vaccination)” dogmustur. Bu metotta patojenin genomu
tarandiktan sonra immiino-informatik metoduyla as1 hedefi proteinleri kodlayan genler
tanimlanmaktadir. Grup B meningokok (Men B) asis1 bu alanda bir ilktir. Bu yontemin
dezavantaj1 ise, Ozellikle polisakkaritler gibi asilamada onemli bircok protein dist
antijenlerin kullanilamamasi, patojenler arasinda genomik ve antijenik degiskenlik

olmasi ve heniiz yeni olmasi nedeniyle gelistirilmesi ihtiyacidir (23,24).
2.2. As1Tiirleri

Asilar  viicudun bagisiklik sistemini uyaran mikroorganizmayr veya
mikroorganizmaya ait bir ajan igerir. Yani agilar, patojenin zayiflatilmis ya da inert
seklini, patojen tarafindan iiretilen toksinleri veya patojenin yiizey proteinlerini
igerebilir (25). Asi tiirleri sekil 2.1.”de gosterilmektedir.

Asilar biyolojik olarak hazirlanislarina gore canli (ateniie) ve 6lii (inaktive)

asilar olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
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Sekil 2.1. As tiirleri

Canlh (atteniie) asilar: Bu tiir asilar yabanil tipteki benzerlerine gore
zayiflatilmis, degistirilmis veya daha az viriilan olmasi i¢in modifiye edilmis
patojenlerden olusur. Canli as1 laboratuvar ortaminda hastaliga neden olan
mikroorganizmanin yani virlisiin veya bakterinin hastalik yapici 6zelliklerinin hastalik
olusturmayacak diizeylerde zayiflatilarak ancak bagisiklik olusturacak diizeyde
logaritmik olarak ¢ogalarak iiretilmesi prensibine dayanmaktadir (26,27).

Canli atteniie agilarda sonraki bir enfeksiyonu 6nlemek amaciyla kuvvetli
humoral ve hiicre aracili bagisiklik tepkilerini uyarma imkanlar1 vardir. Bu tiir agilara
ornek olarak tiiberkiiloz asisi, oral polio asisi, sar1 humma asisi, rotaviriis asist ve
kizamik asis1 verilebilir (27,28).

Inaktif Asilar: Inaktif asilar tiim patojenlerin 1s1, radyasyon ya da formalin
veya formaldehit gibi kimyasallar ile inaktive edilmesi ile iiretilir. Inaktive etme islemi
patojenin hastalik etme ya da ¢gogalma 6zelligini yok eder; ancak, immiinojenisitesini
korur. Bu nedenle bagisiklik sistemi patojeni hala taniyabilir (26). Ancak, inaktif agilar
canlt atteniie agilara gore daha biiylik dozlarda verilmelidir ve bazen de daha sikca
uygulanmalidir (29).

Subiinite, rekombinant, polisakkarit ve konjuge asilar: Subiinite asilar

antijen olarak patojenin tamamini degil de patojenin belirli pargalarmni igerir. Bu



pargalara Ornek olarak polisakkaritler, proteinler ya da viriis benzeri pargaciklar
olusturabilen viriis parcalar1 verilebilir (26). Canli atteniic asilara kiyasla daha iyi
tolere edilebilirler ve sonraki enfeksiyon riskinden yoksundurlar. Ancak, ihtiyag
duyulan genislik ve derinlikte bagisiklik yanit olusturmak agisindan yeterince
immiinojenik etkileri yoktur (30).

Rekombinant asilar: DNA rekombinasyon teknolojisiyle tiiretilir. Bu asilarin
iiretiminde iki énemli adim vardir. ilk olarak istenen antijenleri kodlayabilen DNA
parcalar1 bakteri, maya veya memeli hiicrelerine yerlestirilir. Ikinci olarak antijenler
hiicrelerde eksprese edilir, ekstre edilir ve hiicrelerden saflastirilir (25).

Konjuge asilar: Bir¢ok bakteri i¢in koruyucu bir dis katman gorevi goren
bakteriyel kapsiiller polisakkaritlere kars1 giiglii bir bagisiklik cevabi olusturmak i¢in
gelistirilmiglerdir. Meningokok ve pnomokoklara karsi saflastirilan polisakkaritlerden
olusan asilar bu gruba 6rnek verilebilir (31).

Toksoid asilar: Clostridium difficile, Clostridium tetani ya da
Corynebacterium diphtheriae gibi bazi bakteriler hastaliga patojenik toksinlerini
salgilayarak sebep olurlar. Bu tiir hastaliklara kars1 asilar, toksinin 1s1, kimyasallar
(6rn. formaldehit) veya ikisinin birden kullanilarak detoksifiye edilmesi yontemiyle
iiretilir. Inaktive edilmis toksinler artik patojenik degildir ve toksoidler olarak
adlandirilir. Ancak, toksin ndtralize edici antikorlar1 indiikleme yeteneklerini
kaybetmezler (26).

Diger bir siniflandirma ise agilarin yapilarina gore yapilabilir. Buna gore asilar
fraksiyonel ve tam (whole-cell) asilar olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Tam asilara
polio, HAV, bogmaca asilari drnek olarak verilebilir. Fraksiyonel agilar protein yapili
ve polisakkarit yapili olarak alt gruplara ayrilmaktadir. Protein yapida olan asilara
hepatit B, influenza, difteri, tetanoz asilari; polisakkarit yapida olanlara ise pndmokok,

meningokok ve Hemophilus influenzae Tip b asilar1 6rnek olarak verilebilir (27).
2.2. Asilarin Temel Bilesenleri

Asilarin temel bilesenleri su sekilde siralanabilir (32).
a) Antijenler
b) Adjuvanlar

c) Siispansiyon sivilari



d) Stabilizatorler

e) Koruyucular

a. Antijenler: immiinolojik yanita yol agan aktif maddelerdir. Bir asinin immiin
yanit olusturabilmesi i¢in patojenin bir ya da daha fazla antijenini icermesi
gerekmektedir. Bu antijen ya patojenin kendi komponentlerinden ya da sentetik olarak
tiretilmis benzer komponentlerinden elde edilir. Pek ¢ok as1 bir veya daha fazla protein
antijeni igerir. Ayrica bakteriyel asilar polisakkarit antijenler de i¢erebilmektedir (32).

b. Adjuvanlar: Etkili bir as1 gelistirirken en 6nemli konulardan biri uygun
adjuvanin se¢imidir (33). Birlikte verildigi antijenlere kars1 bagisik yanit1 giiclendiren
ve ayn1 zamanda daha uzun siireli immunolojik yanit olusmasini saglayan maddelerdir.
Adjuvan kelimesi Latince ’adjuvare’’ kelimesinden tiiretilmistir ve yardim etmek
anlamindadir(34). Adjuvanlar genel olarak kendileri immiinojenik olmayip asi
bilesenlerine kars1 bagisiklik yanitini giiglendirmeye hizmet eder (35). Inaktive asilar
mikroorganizmanin tamamindan ya da bir parcasindan {liretilen ve viicut icinde
cogalamayan asilar olduklarindan dolay1r zayif immiinojendirler. Bundan dolay1
antikorlara ve efektor T hiicre islevlerine dayali koruyucu bagisikligi uyarmalari i¢in
adjuvanlara ihtiya¢ duyarlar. Ayrica, bagisiklik olusturabilmesi i¢in birden fazla doz
ve rapel dozu gerekmektedir. Canli (ateniie) asilar ise tek dozda bagisiklik yanit
olusturduklari i¢in adjuvan maddelere ihtiya¢ gdstermezler. Ayni sekilde rekombinant
alt birim asilarda genellikle zayif immunojenik olup adjuvan maddelerle birlikte
verilirler. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onayl agilarda genellikle
kullanilan adjuvanlar aliiminyum tuzlari, su i¢inde yag emiilsiyonlart (MF59 ve
AS03), AS04 (3’-O-deasilatlanmis monofosforil lipid A (MPL) ve aliiminyum tuzlar),
CpG ODN ve AS01 (MPL ve lipozomlarda formiile edilen saponin QS-21), sitokinler,
mikroorganizma temelli adjuvanlar, polisakkaritler ve niikleik asit temelli adjuvanlar
sayilabilir (36). En yaygin olarak kullanilan adjuvanlar aliiminyum tuzlaridir

(aliminyum hidroksit AI(OH)s ve aliiminyum fosfat AI(PO)a4) (37).



Ideal bir adjuvanin 6zellikleri sunlardir (38);
1. Ani ve uzun siireli yan etkiler icermeyecek sekilde giivenli olmalidir.
2. Antijenin tek bagina kullanilmasina gore antijenle birlikte uygulandiginda daha
giiclii koruyucu ya da terapotik bagisiklik cevabi gostermelidir.
3. Antijenin daha diisiik doz ya da konsantrasyonu kullanilarak etkinlik elde
edilmelidir.
4. Geg yan etki riskini azaltmak igin, biyolojik olarak parcalanabilir ve etkisi
sonlandiktan sonra viicuttan kolayca atilabilir olmalidir.
5. Asilarda tutarl yanit saglanmasi ve lotlar arasi farklilik olmamasi i¢in biyolojik
ve kimyasal olarak tanimlanmalidir.
6. Klinik ve ticari fayda igin raf stabilitesi uzun olmalidir.
7. Ekonomik acidan uygun olmalidir.
As1 adjuvanlarinin faydalar1 genel olarak su sekilde siralanabilir (39);
a. Gereken antijen dozunu azaltir.
b. Bebeklerde, yashilarda ve bagisikligi baskilanmis kisilerde as1 etkinligini
artirir.

Daha hizl1 ve uzun siireli bagisiklik cevabi saglar.

o o

Gereken asilanma sayisini azaltir.
Fonksiyonel antikor titresini artirir.
Mukozal bagisiklig1 kolaylastirir.

Genis koruma saglar (¢apraz reaktivite).

> Q —h o

Gigli hiicre aracili bagisiklig: indiikler.

. Kombine asilarda antijen yarigsmasinin tistesinden gelir.
2.3. Aliiminyum Tuzlar:

Aliiminyum c¢evrede en bol bulunan iiclincii element ve en ¢ok bulunan
metaldir. Birgok farmasotik triinde, insan gida zincirinde ve g¢esitli tiiketici
tiriinlerinde bulunmaktadir (40). Bobrekler tarafindan atilan aliiminyum bdbrek
fonksiyon bozukluklari gibi durumlarda viicutta birikebilir ve toksik hale gelir.
Aliiminyum intoksikasyonu Alzheimer hastalig1 ve amyotrofik lateral skleroz (ALS)
ile iliskilendirilmistir (39). Aliminyum tuzu bazli adjuvanlar genel olarak ‘‘alum’’

diye adlandirilir (41). Alum difteri-bogmaca-tetanoz (DPT), difteri-tetanoz (DT),
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HAV, Hib, inaktive polio (IPV), hepatit B ile kombine DT, Streptococcus pneumonia,
meningokok ve HPV gibi lisansli insan asilariin igeriginde bulunur (42).
Aliiminyum adjuvani igeren asilar geleneksel olarak 2 yéntemle hazirlanir: Ilk
yontem alliminyum-¢okeltilmis as1 yontemi seklinde adlandirilir. Antijen ¢bzeltisine
slispansiyon iceren aliiminyum eklenmesi ve bdylece antijen-aliiminyum kompleksi
olusturmak amagclanir. ikinci ydntem ise aliiminyum adsorbe as1 ydntemi seklinde
adlandirilir. Bu yontem 6nceden hazirlanmis aliiminyum fosfat, aliiminyum hidroksit,
alliminyum hidroksit-aliiminyum fosfat karigimi veya aliiminaya antijen igeren bir
¢ozeltinin eklenmesi seklindedir. Boylece aliiminyum adsorbe edilmis as1 olusturmak
hedeflenmektedir (43). Aliminyumun etki mekanizmalarinin sunlar oldugu
diistiniilmektedir (43);
1. Dendritik hiicreler, B hiicreleri ve makrofajlar gibi antijen sunan hiicreler
tarafindan antijen fagositozunu destekleyen partikiil yap1 olusumu
2. Major histo-uyumluluk kompleksi (MHC) sinif 11 ekspresyonunu ve antijen
sunumunu arttirma
3. Siirekli antijen salinimini kolaylastiran depo olusumu
Aliiminyum adjuvanlar yeni gelistirilecek adjuvanlar i¢in karsilastiriimasi
gereken altin standarttir. Yeni adjuvanin aliiminyum adjuvanlara gére daha iyi koruma
saglamasi, daha giivenli olmasi1 veya daha tolere edilebilir olmasi istenir. Tercihen bu
tiglinii birden saglamasi gerekmektedir (44).
Alliminyum igeren adjuvanlarin neden oldugu istenmeyen etkiler sdyle

siralanabilir (43,45,46);

1. Aliiminyum iceren adjuvanlar ara sira uygulama bélgesinde kizariklik ve
sislige sebep olabilir.

2. Bazen ates, halsizlik ve agrilar gibi sistemik reaksiyonlar ortaya ¢ikabilir.

3. Adjuvan olarak aliiminyum hidroksit igeren asinin uygulanmasi eritem,

graniilom, kontakt hipersensitivite ve deri alti nodiiller gibi lokal advers

reaksiyonlara neden olabilir.
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2.4. Koruyucular
2.4.1. Tiyomersal

Tiyomersal (sodyum etil civa salisiliat), asilarda koruyucu olarak kullanilan,
bakteri ve mantar kontaminasyonunu énlemek amaciyla ¢oklu doz asilara eklenen bir
maddedir. 1930’lardan itibaren asilarda koruyucu olarak yaygin bigimde
kullanilmaktadir (47,48).

Tiyomersal, agirlikga %49,6 Hg igeren organik bir bilesiktir (47). Viicutta
hizlica etil civa ve tiyosalisilata ayrilir (49). Tiyomersal asilar disinda topikal ilaglar,
immiinoglobiilin preparatlari, kontakt lensler icin temizleme soliisyonlari,
intrakutan6z cilt testi i¢in soliisyonlar gibi tibbi kullanim i¢in ¢esitli iirlinlere de
koruyucu olarak eklenmektedir (50).

Tiyomersal asilarda %0,01°1lik konsantrasyonda bulunur ve genis bir patojen
spektrumuna sahiptir (51). Hg kiiresel bir ¢evre kirliligine yol acan kuvvetli bir
norotoksik bir agir metaldir (52). Yer kabugunda, havada, toprakta ve suda dogal
olarak bulunan bir elementtir (14). Dogada en ¢ok bulunan organik Hg bilesigi metil
civadir ve yagda depolanma 6zelligine sahiptir (51). Hg’nin yar1 omrii kisadir. Etil
crvanin kanda ilk dagilimi ve atilimi1 metil civa ile benzerdir. Tiyomersal igeren asilarin
tekrarlayan diisiik dozlar halinde 6zellikle prenatal ve postnatal donemde verilmesi ile
beyne ulasabilecegi ve norotoksisite olusturabilecegi bilinmektedir. Tiyomersalin
farmasoétik ve biyolojik tirtinlerde kullanilmasi olasi istenmeyen yan etkileri ile ilgili
kaygilar1 da beraberinde getirmistir. Zira, etil civa da metil civa gibi lipofilik
ozelliktedir ve kan-beyin bariyeri (KBB)’ni kolaylikla ge¢cebilmektedir. Bundan dolay1
tiyomersal i¢eren asi ve otizm spektrum bozuklugu (OSB) arasindaki olasi iligkileri
arastiran ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (14,53-55).

Tiyomersal GSH ve enzimlerin siilthidril bilesiklerine baglanarak bu aktif
bolgeyi inhibe eder. Yiiksek oranda albiimine bagli olarak taginir. Interstisyel sividaki
tiyol gruplarina baglanan etil civa kapiller hiicrelere taginir. Endoplazmik retikulum
membrani tizerindeki inositol trifosfat reseptorii 3 (InsP3) kalsiyum kanalini aktive
ederek hiicre ic¢i kalsiyum salinimini indiikler; kalsiyum sinyal yolagininin
tetiklenmesine ya da inhibisyonuna neden olabilir (55). Tiyomersalin yapisinda metil

civa degil etil civa bulunmaktadir. Etil civa metil civaya gore ¢ok daha hizli sekilde
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parcalanir ve viicuttan atilir. Bu nedenle viicutta birikme ve zarar verme potansiyeli
¢ok daha azdir (14). 1999°da Halk Saghigi Servisi ve Amerikan Pediatri Akademisi
ortak bir agiklama yaparak tiyomersalin asilardan kaldirilmasini istemistir (56).
Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) sadece ¢ok dozlu flakon influenza asilari
koruyucu miktarda (doz basma 25 pg) tiyomersal igerir. Tiyomersal igermeyen
influenza agilar1 da bulunmaktadir (14).

Stabilizatorler: Jelatin, insan serum alblimini gibi stabilizatorler; canli
virlisler agilarinin sicaklik ya da tasima-depolama sirasinda korunmasi amaciyla
kullanilirlar.

Inaktive Edici Maddeler: Viriisleri ya da toksinleri inaktive etmek amaciyla
kullanilirlar. Formaldehit yaygin olarak kullanilan inaktive edici maddelerdendir.

Antibiyotikler: Asilarin igerisinde bakteri kontaminasyonu ve iiremesini
onlemek i¢in kullanilirlar. Ornegin; neomisin, gentamisin siklikla asilarda kullanilan

antibiyotiklerdir (51).
2.5. Otizm

Otizm, Asper (1938) ve Kanner (1943) tarafindan tanimlanmis OSB’lere dahil
olan ciddi bir norolojik gelisim bozuklugudur. OSB, sosyal iletisim ve sosyal
etkilesimde iletisimsel davramiglar ve iligkileri gelistirme, silirdiirme ve anlama
becerileri dahil olmak Ttzere, kalici eksiklikler ve tekrarlayici davraniglar ile
karakterizedir (49,57). OSB’nin sebebinin genetik, epigenetik ve ¢evresel gibi ¢ok
faktorlii oldugu diistiniilmektedir (58).

OSB erken ¢ocukluk déoneminde baz1 davramis degisiklikleri ile ortaya ¢ikar
(59). Genellikle dmiir boyu kalicidir; bazi tedavi ve psikolojik destek ile hasta daha
sosyal ve normal hale gelebilir. Hastalik genelde ilk 3 yas i¢inde teshis edilir (60).
Otizmde esas olarak ii¢ davranigsal semptom goriiliir (61).

a) Hastanin sosyal etkilesimleri diigiiktiir.
b) Hastalarin iletisimleri diistiktiir
c) Hastalarda tekrarlayan davranislara egilim goriilebilir.

OSB erkeklerde kadinlardan 4 kat daha sik goriilen bir hastaliktir (57).

OSB’nin tedavisi olmamakla birlikte, zorlayici davranislar1 azaltmak, sosyal islevi ve

iletisimi gliglendirmek amaciyla tedavileri mevcuttur (62).
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2.5.1. Otizmin Etiyolojisi

Son yillarda otizm vakalarindaki artigla beraber c¢alismalar, OSB’nin olas1
genetik ve epigenetik nedenleri lizerinde yogunlasmistir. Calismalarda OSB’nin ancak
%30-40’ninin  genetik nedenli olabilecegi gosterilmistir. Yine yapilan genetik
calismalarda OSB’li ¢ocuklarin %80'inin normal genomda oldugu, kromozamal
anomalilige sahip olanlarin yalnizca %7’sinde OSB’ye neden olabilecek de novo
mutasyonlar kromozomal mikroarray metoduyla gosterilmistir (63). Ote yandan
ikizlerle yapilan ¢alismalarda OSB’nin tek yumurta ikizlerinde ayr1 yumurta ikizlerine
gore daha yiiksek oranda goriildiigli bildirilmistir (3). Bununla beraber, OSB’den
sorumlu oldugu diisiiniilen spesifik genlerle yapilan bir ¢alismada bir¢ok kromozom
tizerindeki birgok gen incelenmis ve OSB’ye ait spesifik gen mutasyonlarmin az
sayida oldugu agiga ¢ikmistir. Bundan dolayr OSB’nin genetik faktorlerin prenatal ve
postnatal donemdeki cevresel faktorlere etkilesim sonucu olustugu iddia edilmistir
(64). OSB’nin prenatal nedenleri; gebelik déneminde kullanilan ilaglar ve maruz
kalinan ¢evresel kimyasallar (valproik asit, talidomit, misoprostol, alkol, kokain ve
agir metaller), hava kirliligine neden olan 2,5 pm ¢apindan biiyiik partikiile materyaller
(PM 2,5), gebelik sirasinda gegirilen viral enfeksiyonlar (rubella, siklomegoaloviriis
vb.), maternal ve fetal enfeksiyonlar, diabetus mellitus, allerjik astim gibi maternal
hastaliklar olarak siralanabilir (65,66).

[lerlemis anne ve baba yasi da OSB’nin etiyolojisinde rol oynamaktadir. Ayn1
zamanda prematiire dogumun da OSB ile baglantili oldugu yapilan ¢aligmalarda

gosterilmistir. (67-69).
2.5.2. OSB’nin Patogenezi

Son yillarda artan OSB vakalart ile birlikte OSB patogenezisine dair ¢aligmalar
agirhik kazanmigtir. Ayni zamanda genetik ve epigenetik arastirmalarla da bu
calismalar desteklenmistir (65).Yapilan ¢aligmalar sonucunda, beyni etkileyen genel
immiin ve metabolik hastaliklarinda OSB’ye yol acgabilecegi gosterilmis ve bununla
ilgili pek ¢ok mekanizma ileri siiriilmiistiir. Bu mekanizmalarindan biri immun
disregiilasyon sonucu anormal sitokin ve biiylime faktorii diizeyleri ve fetal ve
maternal antikor sayisinda artis, mikroglial aktivasyon, CD4 ve CD8 diizeyindeki

anormallikler ve beyin dokusundaki antikor gesitliligidir (70-72). One siiriilen diger
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bir mekanizma ise, mitokondriyal disfonksiyonun dahil oldugu veya mitokondriyal
disfonksiyonsuz oksidatif strestir. Frye ve ark. (2013) yaptiklari bir ¢alismada OSB’li
cocuklarin en az {igte birinin OSB de goriilen metabolik sendromun bir gostergesi olan
mitokondrial disfonksiyona kismen ya da tamamen sahip olduklarin1 géstermislerdir.
Bu cocuklarda cesitli oksidatif stres biyogostergelerinin arttigt ve spesifik
mitokondrial DNA anomalilerine sahip olduklart bulunmustur (71). Farkh
gorintiileme teknikleriyle yapilan bir ¢alismada ise, otizmin anormal beyaz cevher
baglantis1 ve degismis sinapslarin dahil oldugu beyinde meydana gelen anomali ile
ilgili olabilecegi gosterilmistir. Diflizyon tensor goriintiileme ile OSB’li 22 ¢ocukta
yapilan ¢aligmada, Billeci ve ark. (2012) korpus kollosumun bazi alanlarinda sinirlerin
uzunlugunda artis, fraksiyonal anizotropide artis ve gesitli baglantisal modifikasyonlar
tespit etmislerdir (72). Farelerle yapilan ¢alismalarda anksiyeteye, sosyal iletisimde ve
sosyal beceride azalmaya yol acan beyinde serotonin diizeylerinde anormallik, ¢inko
eksikligi ve bagirsak mikrobiyotasi ve beyin arasindaki etkilesimlerde degisiklikler
tespit edilmistir (49) .

OSB’nin patogenezisi lizerine yapilan pek c¢ok calisma 6zellikle beyinde
belirgin kronik bir noroinflamasyonun oldugunu gostermistir. Noroinflamasyon
sonucunda, inflamasyonda gorevli olan mikroglia ve astrosit sayis1 ve aktivasyonunda
artis, glial fibriler asidik protein yapimi gézlenmistir. Kronik néronal inflamasyonun
bir sonucu olarak oksidatif streste belirgin artisin meydana geldigi ¢aligmalarda
gosterilmistir. Yine yapilan aragtirmalarda, oksidatif stresin biyogdstergeleri olan
norotrofin-3, 3-nitrotirozin, proinflamatuar sitokin diizeylerinde artis ve ayni zamanda
aktif B hiicrelerinde niikleer faktér kappa B (NFxB)’nin anormal ekspresyonu ve
sonug olarak néronal hiicre kayb1 yapilan ¢aligmalarda tespit edilmistir (73).

Cevresel faktorlerin epigenetik mekanizmalarla mutasyonlara yol ag¢tigi
bilinmektedir. Genetik sekansin degismeden gen ekspresyonun sayi ve yapisinda
degisimler meydana gelmesi olarak acgiklanabilen bu epigenetik mekanizmalar DNA
metilasyonu, histon proteinlerinde degisme ve kodlamayan Riboniikleik asit (RNA)
ekspresyonlar1 olarak siralanabilir. Bu yolla bu mutasyonlar gelecek nesillere de
aktarilabilir (74). Sonug¢ olarak zararli g¢evresel bilesenlere maruziyet embriyo

olusumunda kritik rol oynayan anahtar gelisimsel genlerin ekspresyonunda
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degisimlere ve OSB gibi yanlis gen kodlanmasindan kaynakli hastaliklara neden
olabilir (75).

Yapilan c¢alismalar perinatal donemde organofosfatli ve organoklorlu
insektistlere, ftalatlara, bisfenollere, poliklorlu bifenillere (PCB’ler), polisiklik
aromatik hidrokarbonlara ve perflorokimyasallara maruziyetin otizm gelisimi ile
baglantili olabilecegini gostermistir. Toksik kimyasallar gelismekte olan insan
beyninde ya dogrudan toksisiteye ya da genomla etkilesimlerle hasara neden
olabilirler. 2000 yilinda Amerikan Ulusal Bilim Akademisi ndérolojik davranis
bozukluklarinin %3 iiniin direkt ¢cevresel toksikanlara maruziyet sonucunda %25’ nin
ise genetik yatkinlikla beraber ¢evresel faktorlerle genomun etkilesimi sonucunda
meydana geldigini agiklamislardir (76) .

Grandjean ve Landrigan yaptiklari ¢alismada kursun, metil civa, PCB’ler,

arsenik ve toluenin OSB’nin patolojisinde rol oynayabilecegini iddia etmislerdir (77).
2.5.3. Asilama ve Otizm Arasindaki Olasi iliskinin Degerlendirilmesi

Cocukluk ¢agindaki asilama oranlar yiliksek olsa da son yillarda asi ile otizm
arasinda bir iligski olabilecegi konusundaki kaygilar da ytlikselmistir. As1 ve otizm
arasindaki baglant1 ile ilgili 3 hipotez ileri siiriilmiistiir (78):

a. Kizamik-kabakulak-kizamikgik (KKK) karma asisinin bagirsak duvarina hasar
vererek ensefalopatik proteinlerin merkezi sinir sistemine (MSS) girisi.

b. Bazi agilarin MSS’ye toksik etkisi oldugu bilinen etil civa tuzu olan tiyomersal
igermesi.
C. Coklu asilarin bir arada verilmesi sonucu immiin sistemin asir1 uyarilmasi ya

da zayiflamasi.

Yaklasik olarak son 30 yildir ¢cocukluk caginda agilama ve otizmin arasindaki
iliski ile ilgili olarak ¢alismalar bu hipotezler lizerinde yogunlasmistir (5). 1990’1
yillarda Hg ve OSB arasindaki iliskiye yonelik galigmalar baslarken, Ingiltere’de
caligmalar, KKK karma asis1 ile otizm iligkisi iizerine yogunlagmistir. Ancak KKK
astlamasiyla OSB riski arasinda herhangi bir iligki bulunamamuistir (78).

Madsen ve ark. 1991-1998 yillar1 arasinda Danimarka’da dogan 500.000’den
fazla ¢ocukta yaptiklar1 bir ¢alismada ¢ocuklarin 43.500°1 KKK asisiyla agilanmas,

geri kalan 6500 ¢ocuk ise asilanmamistir. Arastirmacilar, 316 ¢ocuga otistik bozukluk
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ve 422 c¢ocuga ise diger OSB tipleri tanist koymuslardir. Calismanin sonucunda
asilanan ve asilanmayan cocuklar arasinda, otizm gelisimi ile ilgili bir baglanti
olmadigin1 bildirmislerdir (79). Ote yandan yine Danimarka’da tiyomersal igeren
asilarin asamali olarak kullanilmadig1 2002-2004 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada
ise 1994-1995 wyillarina oranla, OSB vakalarinda bir diisiis meydana geldigi de
bildirilmistir (80).

Coklu agsilar ile otizm arasindaki iliskiyi arastirmak amaciyla ABD’de
caligmalar yapilmistir. Yapilan g¢alismalar sonucunda cocuklarda Hg maruziyeti
sonucu olugsan norojenez bozukluklari, hipokampal hiicre oOliimiiniin akut Hg
toksisitesinden kaynaklanabilecegi ve bunun sonucu olarak 6grenme ve konusma
giicliigli, dikkat ve bellek sorunlar1 ile karsilasilabilecegi bildirilmistir. Cocuklarda
KBB’nin erigkinlere gore daha gecirgen olmasindan dolay1 néroinflamatuvar yanita,
oksidatif strese ve beyin dokusunda otoimmiin yanita neden olabilecegini gostermistir.
Bunun sonucu olarak da otizmin gelisebilecegi bildirilmistir (81). OSB hastalari ile
yapilan bir c¢alismada; hastalarin kan, eritrosit ve beyin dokularindaki Hg
konsantrasyonlarinin saglikli deneklere gore anlamli derecede yiiksek oldugu ancak
sa¢ analizlerinde ise diisiik oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar bunun nedeninin
santral sinir sistemi i¢inde Hg’nin birikmesinden kaynaklanabilecegini iddia
etmislerdir (80). Yine OSB’li hastalarla yapilan bir ¢alismada saglikli bireylere gore
hastalarda Hg’nin daha yiliksek oranda sekestre oldugu ve daha diisiik oranda
detoksifiye oldugu goriilmiistiir. Bu durum tiyol gruplarinin saglikli bireylere gore
OSB’li bireylerde daha diisiik diizeylerde bulunmasi ile agiklanabilecegi iddia
edilmistir. Yine aymi hastalarda Hg eliminasyonunun saglikli bireylere gore daha
diisiik olmasinin eliminasyonda gorev alan enzim ya da proteinlerden ya da
mekanizmalardaki bir problemden kaynaklanabilecegi iddia edilmistir. (80,82).

Tiyomersal iceren asilar ve olasi istenmeyen etkileriyle ilgili yapilan
arastirmalarda tiyomersale bagli olarak eriskinlerde gelisebilecek istenmeyen
etkilerin, kabul edilebilir sinirlar icinde olmasina ragmen, bebek ve ¢ocuklar hassas
popiilasyon oldugundan dolay1 ve as1 formiilasyonunun antijenlerinin ve bilesenlerinin
cesitliligi ve etkilesimleri dikkate alindiginda diisiik dozda bile olsa etil civa
maruziyeti ile ilgili riskleri degerlendirmek yiiksek Oneme sahiptir. Ayrica bazi

epidemiyolojik ¢alismalar, tiyomersal maruziyetinin ndrogelisimsel bozukluk
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gelisime neden olabilecegini de gostermistir (83). Japonya’da yapilan bir ¢alismada
ise, cocuklarda erken donemde kombine KKK asis1 ve tiyomersal igeren asilarin OSB
gelisiminde bir etkisinin olmadigi iddia edilmistir. Hastalik Kontrol ve Korunma
Merkezleri tarafindan yapilan 2003-2004 yillar1 arasinda yasamin ilk 7 aymda
tiyomersal igeren as1 uygulanan ¢ocuklarda noropsikolojik gelisim arasindaki iliski
degerlendirildigi calismada, motor bozukluk gelisimi ile tiyomersal arasinda bir

baglanti olabilecegi bildirilmistir (84).
2.6. Norotransmitterler
2.6.1. Dopamin

DA, kardiyovaskiiler ve MSS’de 6nemli rol oynayan norotransmitterdir
(85,86). DA’nin sentezi hiz sinirlayict enzim tirozin hidroksilaz (TH) ve aromatik
amino asit dekarboksilaz tarafindan tirozinden iki basamakta gerceklesir (87). Toplam
noron popiilasyonunun %]1’inden daha azin1 olusturan dopaminerjik ndéronlarin beyin
fonksiyonu tiizerinde etkileri biyiiktiir (88). Beyin dopaminerjik sistemi g¢esitli
fizyolojik ve patofizyolojik siireglerde etkilidir. DA beyinde 6diil ve hareket
diizenlenmesinde de kritik géreve sahiptir (89,90). DA sisteminde sorunlar oldugunda
viicut ve beyin agisindan sonuglar1 agir olmaktadir. Bu sonuglar arasinda Parkinson
hastaligi, sizofreni, Huntington hastaligi, tardif diskinezi sayilabilir (91).

DA dopaminerjik, B-adrenerjik ve a-adrenerjik reseptdre doza baglh bicimde
etki eder (92). DA reseptorleri D1 benzeri ve D2 benzeri olarak iki alt sinifa ayrilir.
D1 benzeri reseptorler (D1 ve D5) adenilat siklazi aktive etme kapasiteleriyle ve D2
benzeri reseptorler (D2, D3 ve D4) adenilat siklazi1 inhibe etme kapasiteleriyle
tanimlanir (93). D1 ve D2 DA reseptorlerinin rol aldigi beynin islevleri daha sonra
bulunan reseptorlerin (D3, D4 ve D5) yaptig1 islerden daha ¢ok bilinir (94). DA
reseptorleri MSS’de yaygin olarak bulunur. Ayrica periferik olarak kan damarlarinda,
kalpte, retinada, bobreklerde ve katekolamin salinimini kontrol eden adrenallerde ve
renin-anjiyotensin sisteminde bulunur (95).

Beyinde dort ana  dopaminerjik  yolak  tanimlanmustir.  Bunlar
tuberoinfundibular, mezolimbik, mezokortikal, nigrostriatal yolaktir.
Tuberoinfundibular yolak 6n hipofizin baz1 fonksiyonlarmi diizenler. Mezolimbik

yolak ventral tegmental alanda (VTA) ortaya ¢ikar ve ventral striatuma, stria
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terminalinin yatak ¢ekirdegine, hipokampus ve septuma yansir. Mezokortikal yolak da
VTA’dan ¢ikar. Ancak, mezolimbik yoldan farklidir ve daha yaygin sekilde temporal
ve frontal kortekslere uzanir (96). Nigrostriatal yolak substantia nigra pars

kompakta’dan ¢ikar ve bazal ganglionlara uzanir (97).
DAT

DAT, Na'/Cl" bagimli norotransmitter tastyicilari ailesine baghidir. DAT, hiicre
disindaki bosluktan ndrotransmitteri temizler ve dopaminerjik sinapslarda sinyal
stiresi ve genliginin 6nemli diizenleyicilerindendir (98). DAT duygulanim, bilis ve
motor islevlerde rol oynar. DAT patolojilerinin dikkat eksikligi-hiperaktivite
bozuklugu (ADHD), anhedoni, bagimlilik, Parkinson hastalig1 gibi bozukluklarla
iliskili olabilecegi diistiniilmektedir. DAT metilfenidat, psikostimulanlar, modafinil,

d-amfetamin ve bupropion gibi birkag ilag i¢in hedeftir (99).
2.6.2. Norepinefrin

NE (Norepinefrin) énemli bir norotransmitterdir ve hormon islevine sahiptir.
NE merkezi ve sempatik sinir sistemindeki noradrenerjik noronlardan salinir ve stres,
uyku, anksiyete ve hafiza kayb1 gibi siireglerle iliskilidir. Idrar ve plazmadaki uygun
olmayan NE diizeyleri hipertansiyon, noéroblastoma ve feokromositoma gibi
hastaliklar i¢in bir biyobelirtegtir (100). Beyin noradrenerjik ndronlarinin geneli beyin
sapindaki nukleus locus coeruleus (LC)’ta bulunmaktadir (101). Hem o hem de 1
reseptorlerinin alt tiplerini uyaran NE B2 reseptorlerine ¢ok az etkilidir (102). NE’nin
asil farmakolojik etkisi damarlardaki tonusu artirmak ve bdylece organ perfiizyonunu
artirmaktir (102).

Norepinefrin tasiyici protein (NET) Na*/Cl" ¢6ziinen tasiyici aile 6 (SCL6) gen
ailesinin bir tiyesidir. Noronal veya endokrin depolarindan salinmasmin ardindan
hiicre dis1 monoamin seviyelerinin aktif olarak sonlandirilmas: ve diizenlenmesinde
kritik rol oynar (104). NET NE’nin sinaptik yariktan ¢ikarilmasinda temel
mekanizmadir. NET’in islevi transkripsiyonel ve ikinci haberci seviyelerindeki
mekanizmalar araciligiyla kontrol edilir (105). NET serotonin, DA, glisin ve
GABA’nin taginmasinda gorevli Na* /Cl~ bagiml tasiyici ailesinin bir tiyesidir. Bu

tasiyicilar benzer aminoasid sekanslarina sahip benzer protein yapilarinda ve pompa
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mekanizmalarina sahiptirler. NET araciligiyla, Na*'nin i¢ce dogru gradyanindan
tiretilen elektrokimyasal enerji, hiicre icinde ndrotransmiter birikimi saglanir.
Noradrenerjik sinapslarin gegisinde 6nemli rol oynayan NET Na*/Cl~ kanallarina
baglanan ilaglarca inhibe edilebilir. Bu ilaglara 6rnek olarak desipramin, imipramin
gibi antidepresanlar verilebilir ve bu tiir ilaglar depresyon tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica ketamin, propofol, tiamilal ve diazepam gibi anestezikler de

gene NET araciligiyla NE’nin geri alinimi inhibe ederek etki gosterirler (106).
2.7. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

ROS, enzimatik oksidazlarin ve mitokondriyal solunum yan firiinleri olan
oksijenin radikal formlaridir. ROS sinyal molekiilii olarak hareket edebilir. Ancak,
hiicresel lipitlere, proteinlere, niikleik asitlere de zarar verirler (107). ROS’a 6rnek
olarak serbest radikal olan siiperoksit radikali (O2 ), hidroksil radikali (*OH),
hidroperoksil radikali (HO>") ve singlet oksijeni (*O2), hidrojen peroksit (H202) gibi
radikal olmayanlar verilebilir (108). ROS iiretimi ve antioksidan savunma arasindaki
dengesizlik sonucu yaslanma, kanser, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1 gibi

cesitli patofizyolojik stirecleri destekleyen oksidatif stres olusur (109).
2.8. Glutatyon

GSH ya da diger adi ile tripeptid-L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin bitki ve
hayvanlarda bulunan 307 g/mol olan diisiik molekiiler agirlikta bir tiyol bilesigidir. Ug
amino asitten ve protein olmayan baglica tiyolden olusan basit bir kiikiirt bilesigi olan
GSH bir¢cok fonksiyona sahip olmakla beraber Ozellikle redoks-homeostatik
dengesinin saglanmasinda etkin bir role sahiptir. GSH toksik ksenobiyotiklere karsi
(ilaglar, kirleticiler, karsinojenler) bir koruyucu ajan olarak tanimlanmistir ve hiicreleri
ROS’a kars1 (serbest radikaller, peroksitler, agir metaller vd.) korumada gorev alir.
GSH aslinda hem bir niikleofil hem de bir indirgeyicidir ve bu nedenle elektrofilik
veya oksitleyici molekiiller ile reaksiyona girebilir. Niikleofilik olan GSH niikleik
asitler ve proteinler gibi daha kritik 6neme sahip hiicresel bilesenlerle etkilesime girer.
Redoks dengesinin saglanmasinda, GSH hem kimyasal hem de enzimatik
reaksiyonlarda yer alir ve GS-S-transferaz enziminin kofaktordiir (110). Oksidatif

stresi Onledigi i¢in hiicre ve hiicre bilesenlerinin islevselliklerinin korunmasinda biiyiik
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oneme sahiptir. GSH diizeyleri, beslenme ve diger faktorlerin yani sira oksidanlar
tarafindan modiile edilir ve tiyol-disiilfid dengesindeki degisiklikler yoluyla protein
yapisini ve aktivitesini etkileyebilir. Bu nedenlerle GSH, gevresel bilgiyi hiicresel aga
entegre eden bir dontstiriicidir (111). GSH tiyol/disiilfid redoks potansiyelini
korumak i¢in sisteini belirli bir hiicresel bir tiyol “redoks tamponu” olarak kullanir.
GSH hiicre, doku ve plazmada birkag farkli formda bulunur. Glutatyon distlfit
(GSSG), ya da diger ad1 ile oksidize glutatyon , GSH’nin okside halidir. Diger disiilfid
formu olan GSSR, proteinler {izerindeki GSH-sisteinil distilfidlerdir. Bdylece,
proteinler glutatyonile edilebilir veya bazen belirtildigi tiyollenebilir.

GSH'nin ayn1 zamanda sinyal iletiminde, gen ekspresyonunda ve apoptozda
rolii vardir. Tiyol redoks dengesi, glutatyon-protein etkilesimleri ve hiicre ¢ogalmasi
birbirleriyle baglatili olup protein glutatyonilasyonunun bu siireclerde etkin rol
oynadig1 bilinmektedir. Ornegin, fosforilaz, kreatin kinaz, karbonik anhidraz, ras,
GSH transferaz, GAPDH ve diger proteinlerin glutationillenmis oldugu gosterilmistir
(112).

2.9. TAOC

Homeostaz, hiicresel ve ozellikle organizma diizeyindeki homeostaz, ROS ve
reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) olusumu ile antioksidanlarin uygun ROS seviyelerini
koruyan ve hayati biyomolekiillerle spesifik olmayan reaksiyonlarini en aza indiren
reaksiyonlar arasindaki dengeyi icerir. Bu denge antioksidan adi verilen maddeler ve
enzimler araciligi ile saglanir. Aerobik ortamda kararli bir metabolit durumunu ve
fonksiyonel biitiinliigii korumak i¢in, antioksidan savunma 3 temel koruma
seviyesinde diizenlenir: dnleme, durdurma ve onarim. Prooksidanlarin c¢esitliligine
uygun olarak, antioksidan silah deposu, yaygimn bir dizi sistemden (antioksidan ag)
olusur (113). Hiicreler, dokular ve viicut sivilari, oksidatif miicadeleye karsi koymaya
yardimct olan giliglii savunma sistemleriyle donatilmistir. Organizmada bulunan
toplam "spesifik olmayan™ antioksidan havuzunun antioksidan aktivitelerinin toplami,

genellikle toplam antioksidan kapasite olarak adlandirilir (114).
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2.10. Lipit Peroksidasyon

Serbest radikaller, basitge, bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren,
bagimsiz olusma yetenegine sahip molekiillerdir. Serbest radikallere 6rnek olarak
stiperoksit (O) ve *OH, her ikisi de oksijen merkezli radikaller, triklorometil (CC13,
karacigerde CC14 metabolizmasi tarafindan olusturulan karbon merkezli bir radikal),
ve nitrik oksit (eslenmemis elektronun her iki atom arasinda delokalize oldugu NO)
verilebilir. Bu serbest radikaller diger molekiillerle ¢esitli sekillerde reaksiyona
girebilirler (115). Boylece, iki radikal karsilasirsa, ortak bir elektron ¢ifti, yani bir
kovalent bag olusturmak i¢in eslesmemis elektronlarini birlestirebilirler. Cogu
biyolojik molekiil radikal olamasina ragmen bir radikal bir elektron verdiginde, bir
elektron aldiginda veya radikal olmayana basitce ekleme yaptiginda, o biyolojik
molekiil radikal haline gelir. Hidrojen atomunun bir protonu ve tek bir elektronu
vardir, bu nedenle bir radikal olarak nitelendirilir. Bir biyolojik molekiilden bir
hidrojen atomunun ¢ikarilmasi, hidrojenin baslangicta bagli oldugu atom iizerinde
eslesmemis bir elektron birakir. *OH gibi yiiksek oranda reaktif radikaller siklikla
hidrojeni soyutlayarak biyolojik molekiillere (lipidler dahil) saldirir. Boylece, lipid
peroksidasyonu baslar.

L-H++OH — H20 + U

Artik, serbest radikaller (6zellikle O) ve diger ROS (H202 gibi) siirekli olarak
meydana gelmektedir (116). Sonug olarak, organizmalar sadece onlara karsi korunmak
icin antioksidan savunma sistemleri gelistirmekle kalmamis, ayn1 zamanda oksidatif
birikimi 6nleyen onarim sistemleri hasarli molekiilleri tamir etme yoluna da gitmistir.
Artmis oksidatif hasarin, basta karsinogenezis olmak {iizere pekc¢ok hastaligin
gelisimine neden oldugu bilinmektedir. Ornegin, peroksidasyon ateroskleroz, iskemik
veya travmatik beyin hasarinda 6nemli etken oldugu bilinmektedir. Oksidatif stres
basta DNA ve proteinler olmak iizere bir¢cok biyolojik molekiilde hasara neden
olmaktadir (117). Biyolojik membranlarda lipid peroksidasyonunun meydana gelmesi,
membran isleyisinin bozulmasina, akigkanligin degismesine neden olur. Zara baglh
reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonu ve Ca? gibi iyonlara kars1 artan spesifik
olmayan gegirgenligi artar. Lipid hasar1 ve lipid peroksidasyonu genellikle bu hasar

stirecinin bir pargasidir ve daha ge¢ ortaya ¢ikar. Lipit peroksidasyonun Ol¢iilmesi
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uzun siierli oksidadtif stresin ve bunun sonucunda meydana gelen hasarin tespitinde

etkin bir metot olarak kullanilmaktadir (118,119).
2.11. Niikleer Faktor Eritroid 2-iliskili Faktor 2 (NRF2) Yolag

ROS/RNS'nin zararli etkilerinden hiicreler indirgenmis GSH ve sistein gibi
diger indirgenmis tiyoller tarafindan ve tioredoksin gibi endojen antioksidan savunma
mekanizmasi ile korunurlar. Bu antioksidanlar birden fazla isleve hizmet eder,
potansiyel olarak zararli ajanlarin metabolizmasia katkida bulunur ve hiicreye
indirgeme giiciinii yeniden kazandirir. Bu dogustan gelen antioksidanlarin birgogunun
biyosentezi Niikleer faktor eritroid 2 (NFE2) dahil olmak iizere Cap 'n' Collar (CNC)
transkripsiyon faktor ailesi tarafindan yonetilir. NRF2 proteinleri antioksidan yanit
elementi (ARE), dahil olmak iizere bircok kemoprotektif genin belirli bir DNA
dizisinin promotdrlerine oksidatif strese tepki olarak baglanir (120,121). Islevsel
olarak, cesitli sitoprotektif genlerin ekspresyonunu indiikleyen bir transkripsiyon
faktorli olan NRF2 hiicresel antioksidan/detoksifikasyonun en énemli faktorlerinden
biridir. NRF2, antioksidan tepkiler i¢in en énemli transkripsiyon faktorii olarak kabul
edilmektedir. Yapilan ¢alismalar hiicreleri farkli stres faktorlerine karsi korumak igin
optimal Dbir NRF2 aktivitesinin gerekli oldugunu ve disfonksiyonunun
oksidatif/kimyasal saldirilara kars1 tolerans1 6nemli 6l¢iide azalttigini géstermistir. Bu
nedenle, NRF2 aktivitesindeki degisiklikler ~dogal yaslanma siireciyle
iligkilendirilmistir ve noérodejeneratif dahil olmak iizere bir¢ok insan kronik
hastaliginin  patogenezine, kardiyovaskiiler hastaliklara, fibrozise, inflamatuar
hastaliklara neden olabilecegi one siiriilmiistiir. Normal kosullar altinda, NRF2 ve
keap1 heterodimerik formda bulunur. Hiicreler dis uyaranlara maruz kaldiginda denge
bozulur ve NRF2 ve keapl'in ayrilmasina yol agar. Daha sonra, NRF2 ¢ekirdege girer
ve antioksidan genler ve faz 11 detoksifikasyon enzimlerin aktivasyonuna yol acar. Bu

yolla da oksidatif stresin yikici etkilerinden korunma saglanir (122,123).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3-(4,5- Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu, F12

Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (DPBS)
Etanol

Florometrik Hiicre i¢i ROS Kiti

Fotal Sigir Serumu (FBS)

GSH Kiti

Penisilin-Streptomisin karigimi

Protein Karbonil Kiti

Protein Miktar Tayini Kiti

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS, Lipid Peroksidasyon) Kiti
TAOC Olgiimii Kiti

Tripsin-EDTA (Etilendiamin Tetra Asetik Asit) ¢ozeltisi

Human DA Enzim-Bagl immiinosorban Yéntemi (ELISA) Kiti
Human Dopamin Beta Hidroksilaz (DBH) ELISA Kiti

Human Norepinefrin ELISA Kiti

Human DAT ELISA Kiti

DNA/RNA Oksidatif Hasar ELISA Kiti

Insan NRF2 ELISA Kiti

3.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

96 kuyulu plak
Buzdolabi
Distile Su Cihaz1

Biyolojik giivenlik kabini

Hassas terazi

Kriyo tiip

Hiicre kiiltiir flasklar1 (25, 75 cm?)
Inkiibatér (CO2’1i)

Neubauer Lami
Lamel

Santriftij Cihazi
Su Banyosu
Vorteks

Steril Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml)

Steril santrifiij tiipleri

Otoklav

Laboratuvar tipi kirtk buz yapma cihazi

Derin Dondurucu (-20 °C)

Derin Dondurucu (-80 °C)

Isik Mikroskobu

Otomatik Pipetler (1-10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml)
Otomatik Pipet Uglart (1-10 pl, 10-200 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml)
Enjektor filtresi (0,22 Mikron por agikligr)
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Sigma-Aldrich

Duchefa Biochemical

Biowest

Biowest

JT Baker

Sigma Aldrich
Biowest

Cayman Chemical
Biowest

Cayman Chemical

Cayman Chemical

Cayman Chemical

Cayman Chemical

Biowest

Cusabio

BT LAB

BT LAB

Elabscience

Cayman Chemical

BT LAB

Grenier Bio-One

Argelik

MES mp Minipure,
mes08/Termo Scienfitic
Holten Lamin Air Model 1,2
Mettler Toledo, XS105
Grenier Bio-One

Corning, Isolab

Heraeus Instruments, Funvtion
Line

Marienfeld

Isolab

Heraeus, Hettich, Rotofix 32A
Memmert, Edelstaht Rostfrei
LMS, Mixer Uzusio VT X-
3000L

Grenier Bio-One

Grenier Bio-One

Niive NC40M

Scotsman AF100

Argelik

Revco, Legaci

Leica

Eppendorf, Isolab
Eppendorf, True-Line
Merck
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3.3. Calismada Kullamilan Hiicre Hatti

Calismada insan noroblastoma hiicre hatti (SH-SY5Y ATCC CRL-2266™)
kullanildi. SH-SY5Y hiicreleri American Type Cell Collection (ATCC)’den satin
alindi. Hiicreler 4 yasinda kiz ¢cocuktan alinan, kemik iligi dokusundan elde edilmis
epiteliyal morfolojide noroblastoma hiicreleridir. Hem adheren hem de siispanse
hiicreleri igerir. Orijinal olarak bir metastatik kemik tiimorii biyopsisinden tiiretilmis,
SH-SYS5Y (ATCC® CRL-2266 ™) hiicreleri, ana SK-N-SH (ATCC® HTB-11 ™)
soyunun bir alt hiicre hattidir.

Hiicreler DMEM/F-12 besiyeri igerisine %10 FBS ve %]l penisilin-
streptomisin eklenerek flasklarda g¢ogaltilmistir. Besiyeri 4 °C’de buzdolabinda
saklanmustir. Inkiibasyon islemi 37 °C ve %5 CO; iceren inkiibatorde yapilmistir.
Besiyeri haftada 2-3 defa degistirilmistir.

3.4. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Tiyomersal Cozeltisinin Hazirlamsi

Molekiil agirligi 404,81 g olan tiyomersalden 4 mg tartilip 5 ml besiyerinde

¢Oziilmiistiir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden ileri seyreltmeler yapilmistir.
3.4.2. Aliiminyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Molekiil agirligt 78 g/mol olan Aliiminyum hidroksit bilesiginin sulu
¢ozeltisinden 312 pl alinmis ve besiyeri ile 10 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu

cozeltiden ileri seyreltmeler yapilmistir.

3.4.3. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler

DMSO

DMSO 6zgiil agirhigi 1,1 g/em® olan ugucu bir sivi olup kullanima hazirdir.
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MTT Cozeltisi
0,5 mg/ml konsantrasyona sahip MTT c¢ozeltisi hazirlamak i¢in 3 ml DPBS’de
15 mg MTT hassas terazide tartilip toplam hacim olaracak sekilde 30 ml besiyerine

eklenmistir .24 saat i¢inde kullanilmistir.
3.4.4. ROS Tayininde Kullanilan Cozeltiler
ROS Tayin Reaktifi
1 ml ROS lik tayin reakti ticari kiti kullanilmstir.
DMSO
0,1 ml DMSO ticari kiti kullanilmistir.
Deney Tamponu
20 ml deney tamponu ticari kiti kullanilmistir.
Master Reaksiyon Karisimi

20 pl ROS tayin reaktifi ile 10 ml deney tamponu karistirilarak hazirlanmis ve

2 sat icinde kullanilmistir.
3.4.5. Hiicrelerin Lizisinde Kullanilan Cozeltiler
Lizis Tampon Cozeltisi

CelLyticTM MT lizis reaktifi kullanilmistir. Proteinlerle minimum girisimi
elde etmek amaciyla deterjan ve 150 nM NaCl ve diisiik konsantrasyonlarda bisin,

¢ozeltisi hazirlanmis ve +4 °C’de saklanmustir.
Proteaz Inhibitorii

Pepstatin A, aprotinin, E-64, lokopeptin, bestatin icermektedirr. Aspartik

proteaz, serin, aminopeptidazlari inhibe eder. -20 °C’de muhafaza edilmistir



26

Proteaz inhibitor Kokteyli
I ml proteaz inhibitdrii 100 ml lizis tampon ¢ozeltisi igerecek sekilde

hazirlanmustir.
3.4.6. Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Protein Belirleme Deney Reaktifi
7,5 ml deney reaktifi 50 ml deiyonize su ile diliie edilmistir
Protein Belirleme Sigir Serum Albumini (BSA) Standardi

%0.9 tuz ¢ozeltisi ve %0.05 sodyum azid igerisinde 10 mg/ml stok
konsantrasyonda olan BSA standardi, konsantrasyonu 40 pg/ml olacak sekilde 4 pl

stok standart 996 pl deiyonize su ile diliie edilmistir
3.4.7. Total GSH Tayininde Kullanilan Cozeltiler
GSH MES Tamponu

0,4 M 2-(N-morfolin)etansiilfonik asit, 0,1 M fosfat ve 2 mM EDTA’dan

olusir. (pH 6.0). 60 ml tampon 60 ml deiyonize su ile diliie edilerek hazirlanmistir.
GSSG Standard:
25 uM 2 ml GSSG kullanima hazir vial seklindedir . 0-4 °C’de 1 yil stabildir.
GSH Co-Faktor Karisim

Liyofilize toz seklinde NADP* ve glukoz-6-fosfat igeren viale 0,5 ml su
eklenmistir. 0-4 °C’de 2 hafta stabildir.

GSH Enzim Karisim

2 ml tampon igerisinde glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz bulunan viale 2 ml MES tamponundan eklenmistir. 0-4 °C’de 2 hafta

stabildir.
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GSH 5,5’-Ditiyo-Bis- (2- Nitrobenzoik asit) (DTNB)

Liyofilize toz halde DTNB (Ellman’s reaktifi) vialec 0,5 ml deiyonize su
eklenir ve 10 dakika i¢inde kullanilir.

3.4.8. Protein Karbonil Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
Hidroklorik asit

12 M HCl igeren viale 40 ml deiyonize su iizerine eklenerek 2,5 M HCI elde
edilmistir. 3 ay oda sicakliginda dayaniklhidir.

2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)

Deney tiipiine DNPH igeren vial ve 2,5 M 10 ml HCI eklenmistir. 4 °C’de
karanlikta 1 hafta dayanikhidir.

Trikoloroasetik asit (TCA) Cozeltisi

Kit 1 g/ml TCA g¢ozeltisi igeren vial igerir. %20 TCA elde etemk i¢in 12 ml
TCA ¢ozeltisi 48 ml deiyonize su ile diliie edilir.Bu ¢ozeltiden 20 ml alinarak 20 ml
deiyonize su eklenip %10’luk TCA ¢ozeltisi elde edilir.

Guanidin Hidrokloriir

Kit kullanuma hazirdir.

Etanol

3 vialde 30’ar ml etanol kullanima hazir ticari kit kullanilmistir.
Etil Asetat

3 vialde 30’ar ml etanol kullanima hazir ticari kit kullanilmistir. Etanol ile 1:1

oraninda dilue edilmistir.
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3.4.9. Lipit Peroksidasyonu Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Tiyobarbitiirik asit (TBA)
2 g TBA vial seklinde ticari kit kullanilmastir.

TBA Asetik Asit

20ml konsantre asetik asiti igeern vial halinde ticari kit kullanilmigtir. 40 ml

asetik asit 160 ml deiyonize su ile diliie edilmistir. 3 ay oda sicakliginda dayaniklidir.
TBA Sodyum Hidroksit

20 ml TBA sodyum hidroksit (NaOH) 180 ml deiyonize su ile diliie edilmistir3
ay oda sicakliginda dayaniklidir

TBA Malondialdehit (MDA) Standardi

500 uM MDA vial seklinde ticari Kkittir.

TBA Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi
SDS ¢ozeltisi igerern vial seklinde ticari kittir
Renk Reaktifi

530 mg TBA iizerine 50 ml seyretilmis TBA asetik asit soliisyonu ,50 ml TBA

seyreltilmis sodyum hidroksit eklenerek hazirlanmistir. 24 saat icinde kullanilmalidir.
3.4.10. TAOC Tayininde Kullanilan Coézeltiler
Antioksidan Deney Tamponu

pH’17.4, 5 mM potasyum fosfat ve %0,9 sodyum kloriir i¢cerecek sekilde 3 ml
konsantre deney tamponu 27 ml deiyonize su ile seyreltilmistir. i4 °C’de saklandiginda

en azindan 6 ay stabildir.
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Antioksidan Deney Kromojen

2,2’-azino-di(3-etilbenztiyazolin siilfonat) (ABTS) liyofilize toz halde olan

viale 6 ml deiyonize su eklenerek vortekslenip ¢oziilmiistiir. 4 °C’de 24 saat stabildir.
Antioksidan Deney Metmiyoglobin

Liyofilize toz halindeki Metmiyoglobin igeren viale 600 pl deney tamponu
eklenerek vortekslenir. -20 °C’de saklanir 1 ay dayaniklidir.

Antioksidan Deney Trolox

Liyofilize toz halde Trolox (6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit) i¢eren viale 1 ml deiyonize su eklenip vortexlenir.4 °C’de 24 saat

stabil halindedir.
Antioksidan Deney Hidrojen Peroksit

441 uM konsantrasyona sahip ¢alisma ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 8.82 M H20>
iceren viale 10 pl H202 990 pl deiyonize su eklenip 20 pl alinmig ve iizerine 3.98 ml

deiyonize su ilave edilmistir.
3.4.11. DBH Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Standart

400 ng/ml standart stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 800 ng/ml lik standarttan 120
ul alinip 0 ng/ml olan 120 pl standart diliient ile seyreltilmistir . Diliisyon 6ncesi 15
dak beklendi.. Bundan da 200 ng/ml ,100 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml’lik ¢ozeltiler

hazirlanmustir.
Yikama Tamponu (25x)

(25x) deiyonize su ile 500 ml’ye seyreltilmis konsantre yikama tamponu

kullanildi.
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3.4.12. DA Diizeylerinin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Cézeltiler
Yikama Tamponu (20x)

15 ml olan konsantre yikama 300 ml’ye deiyonize su ile tamamlanarak diliie

3.4.13. NE Diizeylerinin Belirlenmesi i¢cin Kullanilan Cozeltiler
Standart

2400 ng/L standart ¢ozeltiden 120 pl ve 0 ng/ml’ lik olan 120 pl standart

diliient ile seyreltilerek 1200 ng/L standart stok elde edildi. 15 dakika beklendi ve daha
sonra 120 pl standart diliientten klenerek 600 ng/<I300 ng/L, 150 ng/L, 75 ng/L‘lik

Yikama Tamponu (25x)

20 ml yikama tamponu 500 ml’ye deiyonize su ile diliie edildi.
3.4.14. DAT Tayini icin Kullanilan Cézeltiler

Yikama Tamponu (25x)

750 ml yikama tamponu i¢in 30 ml konsantre yikama tamponu 720 ml

deiyonize su ile seyreltildi.

Standart Calisma Cozeltisi

10 ng/mL calisma ¢6zeltisi i¢in,standart 1 dakika santrifiijlenip 1 ml referans

standart&numune diliienti ilave edildi.10 dakika vial tersyiiz ederek karigamsi

saglandi. 7 adet eppendorf tliptine 500 pL referans standart&numune diliienti eklenip

10 ng/mL ¢alisma ¢ozeltisinden 500 pL ilk tiipe eklenip 5 ng/mL calisma ¢ozeltisi

elde edilmis, bir 6nceki tiipten sonraki tiipe 500 uL aktarilarak 2,5 ng/mL, 1,25 ng/mL,

0,63 ng/mL, 0,32 ng/mL, 0,16 ng/mL, 0 ng/mL’lik ¢alisma c¢ozeltileri hazirlanmustir..

Son tiipe bir dnceki tiipten aktarim yapilmamis ve kor tiip elde edilmistir

Biyotinlenmis Tespit Antikor Calisma Cozeltisi
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Konsantre halde biyotinlenmis tespit antikoru (100x) 1 dakika santrifiij
edildikten sonra 1:99 olacak sekilde biyotinlenmis tespit antikor diliienti ile diliie

edilmistir
Konsantre Bayir Turpu Peroksidazi (HRP) Konjuge Calisma Cozeltisi

Konsantre HRP konjugat1 (100x) 1 dakika santrifiij edilip 1:99 olacak sekilde
HRP konjuge diliienti eklenmistir.

3.4.15. NRF2 Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Standart

80 ng/ml standartdan 120 pl alinmig 120 pl’si ile standart diliient eklenip 40
ng/ml’lik standart stok ¢ozeltisi elde edilmistir. 15 dakika beklenip standart stok
¢ozeltisinden bir sonraki tiipe 120 pl eklenip 20 ng/, 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2 ng/ml’lik

¢ozeltiler elde edilmistir.
Yikama Tamponu (25x)

20 ml konsantre yikama tamponu (25x) deiyonize su ile 500 ml’ye diliie

edilmistir.
3.4.16. DNA Oksidatif Hasar Tayininde Kullanilan Cozeltiler
ELISA Tamponu
Kkonsantre ELISA tamponu (10x) 90 ml ultra saf su ile diliie edilmistir
Yikama Tamponu

5 ml konsantre yikama tamponu (400x) 2 litreye ultra saf su ile tamamlanairak

seyreltilip 1 ml Polisorbat 20 ilave edildi.
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3.5. Hiicreler ve Deney Gruplar:
3.5.1. Deney Gruplar

1. Kontrol Grubu: Bu ruba deneyler sirasinda sadece besiyeri eklenip
herhangi bir uygulama yapilmada..

2. Tiyomersal Grubu: Yapilan sitotoksisite deneyleri sonrasinda tespit edilen
inhibitor konsantrasyon 20 (ICzo, 1,15 uM) tiyomersal 24 saat uygulanmaigtir.

3. Aliiminyum Hidroksit Grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucu tespit edilen
1C20 (362 uM) aliiminyum hidroksit 24 saat uygulanmistir.

4. Tiyomersal + Aliiminyum Hidroksit: Bu grupta bulunan hiicrelere 24 saat
boyunca yapilan sitotoksisite deneyleri sonucu tespit edilen IC20 dozunda tiyomersal

(1,15 uM) ve aliiminyum hidroksit (362 uM) uygulanmastir.
3.5.2. Donmus Hiicrelerin Coziilme islemleri

1. Kullanilacak tiim malzemeler ve biyogiivenlik kabini i¢i %70’lik etil alkol
ile dezenfekte edilmistir.

2. Su banyosunun 37 °C’ye kadar 1sinmasi saglanmustir.

3. Besiyeri +4 °C’deki buzdolabindan ¢ikarilip su banyosunda 1sitilmustir.

4. Hiicrelerin bulundugu kriyotiip -80 °C’den ¢ikariltilip buz iizerine alinmustir.

5. Hicrelerin ¢o6ziilmesi i¢in kriyotlip su banyosunda dikkatli bir sekilde
sitilmastir.

6. Giivenlik kabinine alinan kriyotiipten hiicreler santrifiij tiipline aktarilmigtir.
Uzerine besiyeri eklenmis olup pipetaj ile siispande hale getirilmistir.

7. 1200 devirde 5 dk santiriijlenmistir.

8. Daha sonra siipernatant pipetle alinarak atilmigtir.

9. Pellet iizerine besiyeri eklenmistir.

10. Pipetaj islemiyle pellet ve besiyeri siispande hale getirilmis olugan karigim
pipetle ¢ekilerek flaska alinmistir.

11. Flasktaki hiicreler mikroskopta incelenmistir.

12. Flasklar etiivde (37 °C ve %5 COy) inkiibe edilmistir.
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3.5.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. Kullanilacak tiim malzemeler ve biyogiivenlik kabini i¢i %70’lik etil alkol
ile dezenfekte edilmistir.

2. Su banyosunun 37 °C’ye kadar 1sinmasi saglanmustir.

3. Besiyeri, tripsin-EDTA ve DPBS buzdolabindan alinip su banyosunda
1sitilmagtar.

4. Flasktaki hiicrelerin durumu mikroskopta incelenmistir.

5. Yeterli yogunluga sahip hiicreler pasajlama islemine alinmistir.

6. Hiicrelerin lizerinde olan besiyeri Pasteur pipeti ile alinmistir.

7. Flaska tutunmus hiicreler 5 ml DPBS ile 2 defa yikanmustir.

8. Daha sonra hiicrelerin flask tabanindan kalkmasi i¢in 4 ml tripsin-EDTA
ilave edilerek 3-5 dk inkiibatorde bekletilmistir.

9. Isik mikroskobunda hiicrelerin kalkmasi incelendikten sonra 8 ml besiyeri
flaska eklenmistir.

10. Flask i¢indeki hiicre+tripsin-EDTA+besiyeri karisimi santrifiij tiipiine
almip 1200 devirde 5 dk santrifiij edilmistir.

11. Daha sonra siipernatant atilmis pellet iizerine 10 ml besiyeri eklenerek
siispande edilmistir.

12. Tiipteki hiicre ve besiyeri yeni flaska ekilmistir.

13. Flasklara hiicre tipi, pasaj sayisi, besiyeri bilgisi, tarih bilgileri yazilarak
37°C ve %5 CO2’li etiive yerlestirilmistir.

3.5.4. Hiicrelerin Besiyeri Degisimi

1. Kullanilacak tiim malzemeler ve biyogiivenlik kabini i¢1 %70’lik etil alkol
ile dezenfekte edilmistir.

2. Su banyosunun 37 °C’ye kadar 1sinmasi saglanmustir.

3. DPBS ve besiyeri +4 °C’deki buzdolabindan ¢ikarilip su banyosunda
sitilmastir.

4. Etiivde (37 °C ve %5 CO3) inkiibasyonda olan hiicrelerin mikroskopta

canliliklar1 incelenmistir.
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5.Hiicrelerin tizerindeki eski besiyeri Pasteur pipeti ile alinmigtir.
6. Flasktaki hiicreler 5 ml DPBS ile 2 defa yikanmustir.

7. Flasklara 10 ml taze besiyeri eklenerek inkiibatore koyulmustur.
3.5.5. Hiicrelerin Dondurulma islemi

Flasktaki hiicrelerin mikroskopta incelenmesi sonucu yeterli yogunluga
ulastig1 tespit edildiginde daha sonradan yapilacak deneylerde kullanilmasi amaciyla
dondurularak -80 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.

1. Kullanilacak tiim malzemeler ve biyogiivenlik kabini i¢i %70’lik etil alkol
ile dezenfekte edilmistir.

2. Su banyosunun 37 °C’ye kadar 1sinmasi saglanmustir.

3. Besiyeri, tripsin-EDTA ve DPBS buzdolabindan alinip su banyosunda
1sitilmuastir.

4. 700 pl besiyeri, 200 pul FBS ve 100 ul DMSO igeren dondurma vasati
hazirlanmastir.

5. Flasklar inkiibatérden alinmis olup pipet ile besiyeri uzaklastirilmigtir.
Hiicreler DPBS ile yikanarak geriye kalan besiyeri de uzaklagtirilmistir.

6. Flaska 4 ml tripsin-EDTA ilave edilerek 3-5 dk inkiibatérde bekletilmistir.

7. Flask tabanindan hiicrelerin kalkip kalkmadig1 incelenerek flask tizerine 7-8
ml besiyeri eklenmistir.

8. 1200 devirde 5 dk santrifiij isleminden sonra siipernantant uzaklagtirilmigtir.

9. Pellet lizerine dnceden hazirlanan dondurma vasati eklenerek pipetleme ile
dagitilmistir.

10. Siispansiyon halindeki hiicreler kriyotiipe alinmis olup tiip nce 24 saat -

20 °C “de bekletilmistir. Daha sonra -80 °C’ye kaldirilmistir.
3.5.6. Hiicre Sayim islemi Basamaklari

Hiicre sayim islemi tripan mavisi ile yapilmaktadir. Tripan mavisi canl
hiicrelerin i¢ine giremez ancak Olii hiicrelerin i¢ine kolayca girebilmektedir. Bu
ayrimdan faydalanilarak sayim yapilabilmektedir.

1. Kullanilacak tiim malzemeler ve biyogiivenlik kabini i¢i %70’lik etil alkol

ile dezenfekte edilmistir.



35

2. Su banyosunun 37 °C’ye kadar 1sinmasi saglanmustir.

3. Besiyeri, tripsin-EDTA ve DPBS buzdolabindan alinip su banyosunda
1sitilmustir.

4. Flasktaki hiicrelerin yogunlugu mikroskop ile kontrol edilmis ve besiyeri
uzaklagtirllmistir. 2 defa 5 ml DPBS ile hiicreler yikanmistir.

5. Daha sonra flask tabanindaki hiicrelerin kalkmasi i¢in 4 ml tripsin-EDTA
ilave edilerek 3-5 dk inkiibasyon igin etlive yerlestirilmistir.

6. Hiicrelerin kalktigi mikroskopta goriildiikten sonra 8 ml besiyeri flask
lizerine ilave edilmistir.

7. Flask steril santrifiij tiipiine aktarilarak 1200 devirde 5 dk santrifiij edilmistir.

8. Siipernatant atilip pellet lizerine 10 ml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin
homojen dagilmasi saglanmistir.

9. Daha sonra igerikten 50 ul ependorf tiipe aktarilarak tizerine 50 pl tripan
mavisi ¢ozeltisi eklenerek siispande edilmistir.

10-Hiicre sayimi i¢in Neubauer laminin 2 bdlmesine hiicre siispansiyonundan
10 pl ilave edilmis ve 151k mikroskobunda sayim islemi gergeklestirilmistir. Lamdaki
toplam 8 kare icinde bulunan hiicreler sayilarak islem sonunda sayilan hiicrelerin
ortalamasi alinmistir. Daha sonra ml’de bulunan hiicre sayis1 asagida belirtilen formiil
ile hesaplanmustir;

Toplam hiicre savisit = (sayilan toplam hiicre sayisi x diliisyon faktorii) x 10000
mi 8 ml

3.6. Deneysel Islemler
3.6.1. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Ol¢iimii
Yontem Esasi

MTT hiicre biiylime hizin1 6l¢mede kullanilan en yaygin yontemdir. Y 6ntemin
esast canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenazin tetrazol halkalarin
parcalayabilmesi boylece sar1 ve suda ¢oziinebilen MTT’nin, mor kristalli bir
formazan iiretmek i¢in indirgenmesine dayanir. Bu madde DMSO’da ¢oziiniir. Olusan

kristallerin miktar1 hiicre sayisi ve ve aktivitesi ile dogru orantilidir (124).

Yontemin Uygulanisi
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1- Hiicreler 20000 hiicre/kuyu konsantrasyonda 96 kuyucuklu plaklara ekilmis
ve inkiibatorde 24 saat bekletilmistir.

2- 24 saatin sonunda hiicrelerin bulundugu kuyucuklardan besiyeri
uzaklastirilmis ve hiicrelerin tizerine 0-2500 uM doz araliginda aliiminyum hidroksit
¢ozeltisi ve 0-4 uM doz araliginda tiyomersal ¢ozeltisi uygulanmaistir.

3- 24 saat inkiibasyon sonunda hiicrelerin iizerindeki ¢ozeltiler
uzaklastiriimistir.

4- 6,4 mg MTT tartilmis ve son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde 1 ml
DPBS ve 11,8 ml besiyeri icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.

5- Hazirlanan MTT ¢ozeltisinden 100 pl eklenmis ve 3 saat inkiibe edilmistir.
Bu siire sonunda MTT uzaklastirilmistir.

6- Olusan formazani ¢c6zmek amaciyla 150 pl DMSO eklenerek calkalayicida
5-10 dk calkalanmugtir.

7- Daha sonra absorbans 570 nm’de ol¢iilmiistiir.

8- MTT c¢ozeltisini 1siktan korumak amaciyla deney karanlik ortamda

gerceklesmistir.
Hiicre Canlihginin Hesaplanmasi

Kontrol grubundaki hiicrelerin canlilifi %100 olarak kabul edilmistir. Diger

grupta bulunan hiicrelerin canlilif1 kontrole gore % olarak hesaplanmistir.
3.6.2. Hiicre i¢i ROS Tayini
Yontemin Esasi

ROS aerobik solunum esnasinda oksijenin indirgenmesi ve hiicre i¢indeki baz1
enzimatik olaylar sonucu iretilir. ROS’un artmasi oksidatif stres ve hiicresel hasara
sebep olabilir. Deneyde hiicre i¢ci ROS diizeyi ol¢iiliir. ROS, sitoplazmada bulunan
florojenik bir sensor ile reaksiyona girer boylece florometrik bir {iriin olugur. Olusan

irlin florometrik olarak olgiiliir.

Yontemin Uygulanisi
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1- 40 pl DMSO ile ROS tayin reaktifi karigtiritlmis boylece ROS tayin reaktifi
stok ¢ozeltisi elde edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti -20 °C’de saklanmustir.

2- Plaga SH-SYSY hiicreleri 90 ul besiyeri olacak sekilde ekim yapilmustir.

3- Tiyomersal ve aliminyum hidroksitin IC2o konsantrasyonlarinin 10 kati
cozeltiler hazirlanip 10 pl eklenmistir. Kontrol gruplarina sadece 10 pl besiyeri
eklenmistir.

4- Plak %5 CO2, 37 °C inkiibatérde 30 dakika inkiibe edildi.

5- 20 ul ROS tayin reaktifi stok ¢ozeltisi ve 10 ml deney tamponu karistirilarak
ana reaksiyon karigimi elde edilmistir.

6- Ana reaksiyon karigiminin 100 pl’si hiicreleri igeren plaktaki kuyucuklara
eklendi. Plak %5 CO2, 37 °C inkiibatorde 1 saat inkiibe edildi.

7- Plak 37 °C %5 CO2’li ortamda inkiibat6rde inkiibe edilmistir.

8- Kuyucuklarin floresansi Acksitasyon: 640 nm ve Aemisyon: 675 nm’de

Olclilmiistiir.
ROS Diizeylerinin Hesaplanmasi

Kontrol hiicrelerinin iirettigi ROS miktar1 %100 kabul edilmis diger hiicreler

tarafindan iiretilen ROS miktar1 kontrolle karsilastirilarak %100 olarak hesaplanmuistir.
3.6.3. Protein Miktarimn Olgiimii
Yontem Esasi

Deney protein miktar tayininde sik¢a kullanilan Bradford yontemine dayanir.
Bu yontemde boyanin proteine asidik ortamda baglanmasi sonucu renginin

kahverengiden mavi renge doniismesinin 6l¢iimii yapilir.
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Yontem Uygulanisi

1-Plakta standartlar i¢in belirtilen kuyucuklara 100 pl protein belirleme BSA
standard1 eklenmistir.

2-100 pl numune kuyucuklarina numune eklenmistir.

3-Her bir kuyucuga protein belirleme deney reaktifi eklenmistir.

4-Plak 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

5-Absorbans 595 nm’de ol¢iilmiistiir.

Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Numuneler ve standartlarin absorbans ortalamasi alinmistir. Kor absorbans
degeri numuneler ve standartlarin degerlerinden ¢ikarilmistir. Standarlarin
konsantrasyonlarina kars1t absorbans degerleri kullanilarak egri ¢izilmistir.

Numunelerin protein konsantrasyon degerleri pg/ml olarak ifade edilmistir.
3.6.4. Protein Karbonil Diizeylerinin Ol¢iimii
Yontem Esasi

Protein karbonil igerigi protein oksidasyonun en agik gostegesidir. Deneyin
esasinda DNPH’nin protein karbonilleriyle reaksiyona girerek spektrofotometrik

analiz edilebilen hidrazon tiretmek i¢in Schiff baz1 olugturmasi vardir.
Yontemin Uygulanisi

1- 2 plastik tiipe 200 pl numune koyulmustur. Bir tiip numune bir tiip kontrol
tiipiidiir.

2- DNPH’den 800 pl numune tiipiine, 2,5 M HCIl’den 800 pl kontrol tiipiine
eklenmistir.

3- 1 saat boyunca iki tiipte inkiibe edilmistir

4- Daha sonra her bir tiipe %20 TCA’dan 1 ml eklenip vortekslenmistir. Tiipler
buz tizerine koyulup 5 dakika inkiibe edilmistir.

5- Tipler 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

6- Siipernatant ayrilip pellet 1 ml %10 TCA’da yeniden stispande edildi. Tiipler

5 dakika buz iizerinde bekletilmistir.
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7- Tipler 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

8- Sonra silipernatant ayrilip pellet 1 ml etanol/etil asetat karisiminda yeniden
stispande edildi. Daha sonra 10 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Bu adim 3 defa
gergeklestirildi.

9- Son yikamadan sonra protein pelletler 500 pl guanidin hidrokloriir
vorteksleyerek siispande edilmistir.

10- Sonra tiipler 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

11- Siipernatantin 220 pl’si numune tlipiinden 96 kuyucuklu plaka aktarildi.

12- Siipernatantin 220 pl’si kontrol tiiptinden 96 kuyucuklu plaka aktarilda.

13- Plak okuyucu kullanilarak 360 nm’de absorbans dl¢limii yapildu.

Protein Karbonil Diizeylerinin Hesaplanmasi

Numune ve Kkontroliin ortalama absorbanslar1 hesaplanmistir. Kontroliin
ortalama absorbansi numunenin ortalama absorbansindan ¢ikartilarak diizeltilmis
absorbans degeri bulunmustur. Diizeltilmis absorbans degeri eklenerek asagidaki
denklem ile karbonillerin konsantrasyonu bulunmustur.

Protein Karbonil (nmol/ml) = [(Diizeltilmis absorbans) / (* 0.011 uM-1)] X
(500 ul/200 pl)

370 nm’de DNPH igin gercek ekstinksiyon katsayis1 22,000 M-1cm-1 (0.022
puM-1cm-1)’dir. Bu deger kuyucuktaki ¢ozeltinin yol uzunlugu sebebiyle

diizenlenmistir.
3.6.5. Total GSH Diizeylerinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi

GSH hayvanlarda ve bitkilerde bulunan bir tripeptittir. GSH ksenobitikleri
detoksifiye etmek i¢in GSH transferaza niikleofilik bir kosubstrat olarak hizmet eder.
GSH’in siilfidril gruplar1 DTNB ile reaksiyona girerek sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit (TNB) iiretir. Olusan disiilfiir GSTNB (GSH ve TNB arasinda), daha
fazla TNB tliretmek ve GSH’1 geri doniistiirmek i¢in GR tarafindan indirgenir. Bu geri

doniisiim reaksiyonu TNB iiretim hizi ile dogru orantili olup bu da numunedeki GSH
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konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 414 nm’de TNB absorbansini dlgerek GSH’1n
numunedeki seviyesi belirlenir.

Yontemin uygulanisi

1- Plaktaki kuyucuklara 50 ul standart eklenmistir.

2- Daha sonra 6rnek kuyucuklarina kontrol, tiyomersal, aliiminyum hidroksit,
tiyomersal + aliiminyum hidroksit muamele edilen SH-SYS5Y hiicre lizat1 eklenmistir.

3- Plak kapak ile kapatilmistir.

4- 11,25 ml MES tamponu, 0,45 ml kofaktdr karisimi, 2,1 ml enzim karisima,
2,3 ml distile su ve 0,45 ml DTNB birbiriyle karigtirilarak deney kokteyli
hazirlanmistir. Kokteyl hazirlandiktan sonra 10 dakika i¢inde kullaniimalidir.

5- Kuyucuklarin herbirine 150 pl deney kokteyli eklenmistir.

6- Plak karanlik olacak sekilde calkalayicida 25 dakika inkiibe edilmistir.

7- 25 dakika gectikten sonra 414 nm’de absorbans 6l¢limil yapilmistir.

Total GSH Diizeylerinin Hesaplanmasi

GSSG standart-absorbans egrisi ¢izilmistir. Buradan hareketle numunedeki
total GSH konsantrasyonlar1 hesaplanarak sonug¢lar nmol/mg protein seklinde

verilmigtir.
3.6.6. TAOC Ol¢iimii
Yontem Esasi

Endojen ve besin kaynakli antioksidanlarin toplami total antioksidan aktiviteyi
olugturur. Deneyin esast numunedeki antioksidanlarin metmiyoglobin tarafindan
ABTS’nin  ABTS™ye oksidasyonunu engellemesine dayanir. Numunedeki
antioksidanlarin ABTS’nin oksidasyonunu engelleme kapasitesi suda ¢oziiniir bir
tokoferol analogu olan Trolox ile karsilastirilir ve milimolar Trolox esdegerleri olarak

Olciiliir.
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Yontem Uygulanisi

1- Trolox standartlari, trolox ve deney tamponu kullanilarak kitte belirtildigi
sekilde hazirlanmustir.

2- Hazirlanilan trolox standartlar1 standart kuyucuklarma 10 pl eklenmistir
daha sonra 10 pl methemoglobin ve 150 ul kromojen eklenmistir.

3- Numune kuyucuklarina 10 pl numune, 10 pl methemoglobin ve 150 pl
kromojen eklenmistir.

4- 40 pl H202 calisma ¢ozeltisi biitiin kuyucuklara 1 dakika i¢inde eklenmistir.

5- Plak kapak ile kapatilip oda sicakliginda 5 dakika calkalayicida inkiibe

edilmistir. Sonra absorbans 750 nm’de 6l¢tilmiistiir.
TAOC Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standart ve numunelerin ortalama absorbanslar1 hesaplanmistir. Standartlarin
Trolox konsantrasyonuna karst konsantrasyon-absorbans grafigi cizilmistir. Daha
sonra numunelerin absorbans degerleri grafikten elde edilen denklemde yerine

koyularak numunelerin antioksidan konsantrasyonlar1 bulunmustur.
3.6.7. Lipit peroksidayonunun Tayini
Yontemin esasi

MDA lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelir. Lipid peroksidasyon hiicre
ve dokulardaki oksidatif stresin gostergesi olarak kullanilir. TBARS 1n 6l¢timii lipit
peroksidasyonunu izlemek i¢in iyi bilinen bir mekanizmadir. Deney MDA ve
tiyilibarbitiirik asidin reaksiyona girmesi sonucu olusan bilesigin renk siddetinin 530

nm’de Ol¢ililmesi esasina dayanir.
Yontemin uygulanisi

1- 100 pl MDA standardi ve numune ¢dzeltisi 5 ml tiiplere 100’er pl eklendi.
Daha sonra 100 pl SDS ¢ozeltisi tiiplere eklendi ve karigtirildi.

2- Her tiipe renk reaktifinden 4 ml eklendi.

3- Tiipler 1 saat boyunca su banyosunda kaynatilmigtir. Daha sonra hizlica buz

tizerine koyulmus 10 dakika burada bekletilmistir.
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4- Sonra 10 dakika 3500 devirde santrifiij edilmistir.
5- Sonrasinda 150 pl tiiplerden seffaf plaktaki kuyucuklara eklenmis ve

absorbans 530 nm’de 6l¢lilmiistiir.
MDA Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standartlarin konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilmistir. Buradan hareketle
numunedeki MDA diizeyleri hesaplanmistir. Sonuglar nmol/mg protein seklinde

verilmistir.
3.6.8. DA Diizeylerinin Tayini
Yontem Esasi

Kitte bulunan plaklar antikorla kaplanmistir. Standart ve numuneler DA ve
HRP konjuge DA i¢in spesifik bir antikor ile uygun plak kuyucuklarina eklenir. HRP
etiketli DA ile antikor etiketlenmemis DA arasinda yarismaci inhibisyon reaksiyonu
baglar. Plaga substrat soliiyonu eklenmesiyle numunedeki DA miktarina ters olarak

renk gelisir. Son olarak renk gelisimi durdurularak 6l¢tim yapilir.
Yontem Uygulanis:

1- Kor kuyucuk belirlendi.

2- Her bir kuyucuga 50 pl standart ve numune ¢ozeltileri eklendi.

3- Kor harig biitiin kuyucuklara 50 ul HRP-konjugati eklendi. Daha sonra her
kuyucuga 50 pl antikor eklendi. Karistirilip 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

4- Kuyucuklar aspire edilip 200 pl yikama tamponu ile yikandi. Yikama islemi
3 kez gerceklestirildi. En son plak ters ¢evrilip kagit havluya bastirildi.

5- Her bir kuyucuga 50 ul Substrat A ve Substrat B eklendi ve karistirildi. 37
°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Plak karanlikta bekletildi.

6- Her kuyucuga 50 pl stop ¢ozeltisi eklendi ve karigmasi i¢in plaga hafifge
vuruldu.

7- Mikroplak okuyucuda 450 nm’de optik yogunluk belirlendi.

DA Diizeylerinin Belirlenmesi
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DA  diizeylerinin  hesaplanmasinda  Molecular ~ Devices-Softmax®
programindan faydalanilmistir. Numune, standart ve kontrol gruplarina ait
absorbanslar programda yazilarak standart egri elde edilmistir. Numunelerin DA

seviyeleri buradan elde edilen denkleme gore belirlenmistir.
3.6.9. DAT Diizeylerinin Tayini
Yontem Esasi

Yontem Sandvi¢ ELISA esasina dayanir. Kitteki plak insan DAT’a 6zgi
antikor ile kaplanmistir. Numune veya standartlar eklenerek spesifik antikorlarla
birlestilir. Sonra insan DAT ve Avidin-HRP konjugatina 6zgii biyotinlenmis bir
antikor plak kuyularina eklenerek inkiibe edilir. Yikama iglemi yapildiktan sonra her
kuyucuga substrat soliisyonu eklenir. insan DAT, Avidin-HRP konjugat: ya da
biyotinlenmis saptama antikoru olan kuyucuklar mavi renkte goriiniir. Durdurma
cozeltisi eklenir ve renk sartya doniisiir. Son olarak optik yogunluk 450 nm’de 6lg¢iiliir.

Optik yogunluk insan DAT’1 ile orantilidir.
Yontemin Uygulansi

1- Standart kuyucuklarina 50 pl strandart eklenmistir.

2- Numune kuyucuklarina 40 pl numune eklenmis olup daha sonra 10 ul anti-
DBH antikor eklenmistir. Daha sonra numune ve standart kuyucuklarma 50 pl
streptavidin-HRP  eklenmistir (Kor kontrol kuyucuga eklenmemistir). Plak
karigtirildiktan sonra kapatilip 37 °C*de 1 saat inkiibe edilmistir.

3- Plak agildiktan sonra yikama tamponu ile 5 kez yikanmstir. Plak kagit havlu
ile kurulanmustir.

4- Her bir kuyucuga 50 pl substrat c¢ozeltisi A ve substrat ¢ozeltisi B
eklenmistir. Plak tizeri kapatilip karanlikta 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

5- 50 pl stop ¢ozeltisi kuyucuklara eklenmistir. Mavi rengin sartya dondiigi
gozlenmistir.

6- Stop ¢ozeltisi eklendikten sonraki 10 dakika i¢inde mikroplak okuyucuda
450 nm’de dl¢lim yapilmistir.

DAT Diizeylerinin Hesaplanmasi
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DAT diizeyleri Molecular Devices-Softmax® programi araciligtyla
hesaplanmistir. Numune, standart ve kontrol gruplarinin absorbans degerleri programa
girilerek standart egri elde edilir. Numunedeki DAT seviyeleri buradan elde edilen

denkleme gore belirlenir.
3.6.10. DBH Diizeylerinin Ol¢iimii
Yontem Esasi

Yontem Sandvig ELISA esasina dayanir. Plak 6nceden insan DBH antikoru ile
kaplanmistir. Numunedeki DBH eklenir ve boylece kuyucuklarin iizerine kaplanan
antikorlar ile baglanir. Sonra biyotinlenmis insan DBH antikoru eklenir ve
numunedeki DBH’ye baglanir. Daha sonra streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis
DBH antikora baglanir. Daha sonra inkiibasyon ve yikama islemi gerceklestirilip ilgili

¢oOzeltiler eklenir. 450 nm’de absorbans olgiiliir.
Yontem Uygulanisi

1-Standart kuyucuklarina 50 pl standart eklenmistir.

2- Numune kuyucuklarina 40 pl numune eklenmis olup daha sonra 10 pl anti-
DBH antikor eklenmistir. Daha sonra numune ve standart kuyucuklarina 50 pl
streptavidin-HRP  eklenmistir (Kor kontrol kuyucuga eklenmemistir). Plak
karigtirildiktan sonra kapatilip 37 °C*de 1 saat inkiibe edilmistir.

3- Plak agildiktan sonra yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir. Plak kagit havlu
ile kurulanmustir.

4- Her bir kuyucuga 50 pl substrat c¢ozeltisi A ve substrat ¢ozeltisi B
eklenmistir. Plak tizeri kapatilip karanlikta 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

5- 50 ul stop ¢ozeltisi kuyucuklara eklenmistir. Mavi rengin sariya dondiigii
gozlenmistir.

6- Stop c¢ozeltisi eklendikten sonraki 10 dakika i¢inde mikroplak okuyucuda
450 nm’de 6l¢iim yapilmustir.
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DBH Diizeylerinin Hesaplanmasi

DBH diizeyleri Molecular Devices-Softmax® programi araciligiyla
hesaplanmistir. Numune, standart ve kontrol gruplarinin absorbans degerleri programa
girilerek standart egri elde edilir. Numunedeki DBH seviyeleri buradan elde edilen

denkleme gore belirlenir.
3.6.11. NE Diizeylerinin Tayini
Yontem Esasi

Yontem Sandvig ELISA prensibine dayanmaktadir. Kitteki plak insan NE
antikoruyla kaplanmistir. Numunedeki NE eklenir ve kuyucuklarin iizerine kaplanan
antikorlar ile baglanir. Sonra biyotinlenmis insan NE antikoru eklenir ve numunede
bulunan NE ile baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis NE
antikoruna baglanir. Daha sonra inkiibasyon ve yikama islemi gerceklestirilip ilgili

cozeltiler eklenir. Absorbans 450 nm’de olgtliir.
Yontemin Uygulanisi

1- Standart kuyucuklarina 50 ul standart eklenmistir.

2- Numune kuyucuklarina 40 pl numune eklenmis olup sonra 10 pl anti-NE
antikor eklenmistir. Daha sonra 50 ul streptavidin-HRP hem numune hem de standart
kuyucuklarma eklenmistir (Kor kontrol kuyucuguna eklenmemistir). Plak iyice
karigtirtlip tizeri kapatildiktan sonra 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

3- Yikama tamponu ile plak 5 kere yikanmistir. Plak kagit havlu ile
kurulanmustir.

4- Her bir kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A ve substrat ¢ozeltisi B
eklenmistir. Plak karanlikta tizeri kapatilip 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

5- 50 pl stop ¢ozeltisi her bir kuyucuga eklenmis olup mavi rengin sar1 renge
doniistiigli gdzlenmistir.

6- Mikroplaka okuyucuda 450 nm’de 6lgtim yapilmistir.
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NE Diizeylerinin Hesaplanmasi

NE diizeyleri Molecular Devices-Softmax® programi araciligiyla
hesaplanmistir. Numune, standart ve kontrol gruplarinin absorbans degerleri programa
girilerek standart egri elde edilir. Numunedeki DAT seviyeleri buradan elde edilen

denkleme gore belirlenir.
3.6.12. NRF2 Diizeylerinin Tayini
Yontem Esasi

Yontem Sandvi¢ ELISA esasina dayanir. Plak insan NRF2 antikoru ile
kaplanmistir. Numunedeki NRF2 eklenir ve kuyucuklardaki antikorlara baglanir.
Sonra biyotinlenmis insan NRF2 antikoru eklenir ve numunedeki NRF2’ye baglanir.
Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve o da biyotinlenmis NRF2’ye baglanir. Daha
sonra inkiibasyon ve yikama islemi gergeklestirilip ilgili ¢ozeltiler eklenir. 450 nm’de

absorbans Ol¢iliir.
Yontemin Uygulamsi

1- Standart i¢in belirlenen kuyucuklara 50 pl standart eklenmistir.

2- Daha sonra numune kuyucuklarina 40 pl numune ve 10 pl insan Insan NRF2
antikoru eklenmistir. Standart ve numune kuyucuklarina ise 50 pl streptavidin-HRP
ilave edilmistir (Kor kontrol kuyucuklarina eklenmedi). Karnstirilip plak tizeri
kapatilip 1 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir.

3- Daha sonra iizeri agilip plak yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Plak kagit
havlu ile kurulandi.

4- Her kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A eklenip sonra 50 pl substrat ¢ozeltisi
B eklendi. Daha sonra plak ftizeri kapatilip 37 °C’de 10 dakika boyunca inkiibe
edilmistir.

5- Her bir kuyucuga 50 pl stop ¢ozeltisi eklenmistir. Mavi rengin sariya
dondiigl gozlenmistir.

6- Stop c¢ozeltisi eklendikten sonraki 10 dakika i¢inde 450 nm’de Olgiim
yapild.
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NREF2 Protein Diizeylerinin Hesaplanmasi

NRF2 protein diizeyleri Molecular Devices-Softmax® programi aracilifiyla
hesaplanmistir. Numune, standart ve kontrol gruplarinin absorbans degerleri programa
girilerek standart egri elde edilir. Numunedeki NRF2 protein diizeyleri buradan elde

edilen denkleme gore belirlenir.
3.6.13. DNA izolasyonu

1-Hiicreler kaldirilarak siipernatant atildi. Daha sonra 500 pl genomik lizis
tamponu ( tampona son seyreltme %0,5 olacak sekilde beta-merkaptoetanol eklendi)
eklendi. Hiicreler 4-6 saniye vortekslenerek yeniden siispande edilip 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

2- Karigim toplama tiipi igerisinde Zymo-SpinTM 1ICR kolonuna transfer
edildi. 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

3- Kolon yeni toplama tiipiine alindi. 200 pl DNA 6n yikama tamponu eklenip
10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

4- Sonra 500 pl g-DNA yikama tamponu kolona eklenip 10.000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

5- Daha sonra kolon temiz bir eppendorfa transfer edildi. En az 50 pl olacak
sekilde DNA eliisyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda 4 dakika inkiibe edildi. En
yiiksek hizda 30 saniye santrifiij edildi.

6-Eppendorfa alinan DNA -20 °C’de deneyde kullanilmak {izere saklandi.

3.6.14. DNA Oksidatif Hasar Diizeylerinin Olciimii
Yontem Esasi

Deneyin esast yarigmali ELISA yontemine dayanmaktadir. DNA yaslanma
veya kanser sebebiyle oksidasyon yoluyla hasar gorebilmektedir. DNA’da guaninin
oksidasyonu sonucu hasar1 diizeltmek i¢in onarim islemleri baglar ve bu asamada 8-

hidroksi-2’-deoksiguanozin(8-OHdG) olusur.
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Yontem Uygulanisi

1-100 pl ELISA tamponu spesifik baglanma olmayan kuyucuklara eklendi.
Sonra 50 ul ELISA tamponu maksimum baglanma olan kuyucuklara eklendi.

2- Daha sonra hazirlanan standartlar kuyucuklarina eklenmistir.

3- Her bir kuyucuga 50 pl numune eklenmistir.

4- Total aktivite ve kor kuyucuklari hari¢ olmak tizere 50 pl DNA oksidatif
hasar asetilkolinesteraz izleyici kuyucuklara eklenmistir.

5- Her bir kuyucuga 50 pl DNA oksidatif hasar ELISA monoklonal antikor
eklenmistir ancak total aktivite, kor ve spesifik olmayan baglanma kuyucuklarina
eklenmemistir.

6- Plak kapatilip 18 saat 4 °C’de inkiibe edilmistir.

7- Kitte bulunan Ellman’s reaktifi 20 ml ultrasaf su karistirilarak hazirlanmistir.

8-Kuyucuklar bosaltilip 5 kez yikama tamponu ile yikanmuistir.

9-Her bir kuyucuga 200 pl Elman reaktifi eklenmistir.

10-Total aktivite kuyucuguna izleyiciden 5 pl eklenmistir.

11- Plak kapatilip ¢alkalayicida 1,5 saat bekletilmistir.

12-Daha sonra plak agilip 405 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmustir.

DNA Oksidatif Hasar Diizeyinin Hesaplanmasi

B0 ve NSB kuyucuklarina ait absorbans okumalarinin ortalamasi alinir. BO’dan
NSB ortalamasi ¢ikarilir. Bu sekilde elde edilen deger diizeltilmis BO’dir. Kuyucuklar
i¢cin absorbanslardan NSB ortalamasi ¢ikarilarak ve ¢ikan sonug¢ B0’a béliinerek B/B0
(Ornek veya Standart Smir/Maksimum Smir) degerleri hesaplanir. Standart
kuyucuklarin konsantrasyonlarmma karst B/BO degerleri kullanilarak 4-parametre
grafigi cizilir. Standart egri grafiginden elde edilen denklem kullanilarak G6rnek

konsantrasyonlari belirlenir.
3.6.15. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi i¢in SPSS 17.0 (Chicago, IL)
programi kullanilmistir. Tiim gruplardan elde edilen sonuclarin karsilagtirilmasi

Kruskal-Wallis varyans analizi ile yapilmig ve gruplar arasindaki fark Student t testi
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kullanilarak yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmis, p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



50

4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite

Aliminyum ve tiyomersalin sitotoksik etkileri MTT yontemiyle tayin edilmis
olup deneyler ii¢ farkli giinde ve giinde 2 tekrar yaparak degerlendirilmistir.

Deneylerin sonucunda giinliik hayattaki maruziyet de degerlendirilerek
deneyler i¢in IC2o konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

Aliiminyum i¢in kullanilan konsantrasyon ve hiicre canliliklar1 Tablo 4.1.’da

verilmistir.

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

Aliiminyum Konsantrasyonu (nM) Hiicre canlihig (% kontrol)
0 100+0,055
10 94,417+0,035
25 95,801+0,077
50 87,004+0,027

100 82,970+0,054
250 70,561+0,029
500 66,573+0,061
750 67,488+0,055
1000 61,952+0,052
1500 57,237+0,044
2000 59,11340,040
2500 61,881+0,028

Alliminyum i¢in drnek bir sitotoksisite grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.



51

Aluminyumun Sitotoksisite Degerlendirmesi
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Sekil 4.1. Aliminyum i¢in 6rnek bir sitotoksisite grafigi.

Tiyomersal i¢in kullanilan konsantrasyon ve hiicre canliliklar1 Tablo 4.2.’de

verilmistir.

Tablo 4.2. Tiyomersal i¢in kullanilan konsantrasyon ve hiicre canliliklart.

Tiyomersal Konsantrasyonu (uM)

Hiicre canlihig: (% kontrol)

0 100+0,079
1 87,265%0,069
11 85,448+0,067
1,25 79,377+0,054
1,3 70,782+0,055
15 64,026+0,017
1,75 61,824+0,041
2 45,156+0,020
2,5 35,143+0,020
3 17,282+0,009
4 15,516+0,009

Tiyomersal i¢in 6rnek bir sitotoksisite grafigi Sekil 4.2.”de verilmistir.
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Tiyomersal Sitotoksisite Degerlendirmesi
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Sekil 4.2. Tiyomersal i¢in 6rnek bir sitotoksisite grafigi.

Aliiminyum ve tiyomersal icin belirlenen ortalama inhibitdr konsantrasyon

(ICsp), inhibitor konsantrasyon (1Cz0) ve 1C2o dozlar1 Tablo 4.3.”de verilmistir.

Tablo 4.3. Aliiminyum ve tiyomersal igin belirlenen ortalama ICsg, 1C30 Ve 1C2o

dozlar1.
1Cs0 (M) 1C30 (M) 1C20 (M)
Aliiminyum 2812,89 889,81 362
Tiyomersal 2,59 1,75 1,15

4.2. Hiicre i¢i ROS Uretimi

Deney gruplarinda hiicre i¢gi ROS iiretimi Tablo 4.4. ve Sekil 4.3.°de
gosterilmistir. T grubunda hiicre i¢i ROS iiretimi %5,67 artmigken, A grubunda bu
artis %17,33 olarak belirlenmistir (p<0,05). Aliiminyum ve tiyomersalin birlikte
uygulanmasi hiicre i¢i ROS iiretimini %11,26 arttirmistir (p<0,05). AT grubunda A
grubuna gore artisin daha az goriilmesi, aliiminyum ve tiyomersalin birlikte

uygulanmasiyla artan sitotoksisiteye baglanabilir.



Tablo 4.4. Deney gruplarinda hiicre i¢i ROS tiretimi.

Deney grubu Hiicre ici ROS iiretimi (kontrole gore%)
K 100,000+2,3482
T 105,657+5,5242
A 117,336+1,985P
AT 111,257+1,985b

abAyn iissel harfi tasgtmayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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abAyn iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.3. Deney gruplarinda hiicre i¢ci ROS iiretimi.

4.3. Total GSH Diizeyleri

GSH standart grafigi Sekil 4.4.’de verilmistir

53
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Glutatyon Standart Grafigi
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Sekil 4.4. GSH standart grafigi.

Deney gruplarinda total GSH diizeyleri Tablo 4.5. ve Sekil 4.5.°de
gosterilmistir. Aliiminyum uygulanan grupta total GSH diizeyleri ~%47 azalirken

(p<0,05), diger deney gruplarinda total GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik goriilmemistir.

Tablo 4.5. Deney gruplarinda toplam GSH diizeyleri.

Deney grubu Total GSH (ng/mg protein)

K 6,907+1,1972
T 6,211+0,5128
A 3,674+0,299°
AT 6,163+0,7912

abAyn iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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Total Glutatyon Dizeyleri
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Sekil 4.5. Deney gruplarinda toplam GSH diizeyleri.

Total GSH (ng/mg protein)

abAyn iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.4. TAOC Diizeyleri

TAOC standart grafigi Sekil 4.6.’de verilmistir.

TAOC Standart Grafigi
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Sekil 4.6. TAOC standart grafigi.
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Deney gruplarinda TAOC diizeyleri Tablo 4.6. ve Sekil 4.7.’de gosterilmistir.
Aliiminyum uygulanan grupta TAOC diizeyleri ~%43 artarken (p<0,05), AT grubunda
TAOC diizeyleri 2,66 kat yiikselmistir (p<0,05).

Tablo 4.6. Deney gruplarinda TAOC diizeyleri.

Deney grubu TAOC (nmol/mg protein)

K 0,086=0,0092
T 0,083+0,006%
A 0,123+0,017°
AT 0,229+0,028¢

abCAym {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlaml derecede farklidir (p<0,05).

Total Antioksidan Kapasite Diizeyleri
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Sekil 4.7. Deney gruplarinda Taoc diizeyleri.
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= w

abcAyn {issel harfi tastmayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
4.5. Lipit Peroksidasyonu Diizeyleri

MDA standart grafigi Sekil 4.8.’de verilmistir.
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MDA Standart Grafigi
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Sekil 4.8. MDA standart grafigi.

Deney gruplarinda lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri
Tablo 4.7. ve Sekil 4.9.°de gosterilmistir. Aliiminyum uygulanan grupta MDA
diizeyleri ~%36 artarken (p<0,05), AT grubunda MDA diizeyleri 2,71 kat yiikselmistir
(p<0,05).

Tablo 4.7. Deney gruplarinda MDA diizeyleri.

Deney grubu MDA (nmol/mg protein)
K 2,128+0,2302
T 1,928+0,0882
A 2,900+0,422°
AT 5,762+0,854¢

abCAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.9. Deney gruplarinda MDA diizeyleri.

abCcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
4.6. Protein Karbonil Diizeyleri

Deney gruplarinda protein oksidasyonunun gostergesi olan protein karbonil
diizeyleri Tablo 4.8. ve Sekil 4.10.’de gosterilmistir. T grubunda protein karbonil
diizeyleri %40 artarken (p>0,05), aliiminyum uygulanan grupta protein karbonil
diizeyleri ~%78 artmistir (p<0,05). AT grubunda ise protein karbonil diizeyleri

diizeyleri ~2,6 kat yiikselmistir (p<0,05).

Tablo 4.8. Deney gruplarinda protein karbonil diizeyleri.

Deney grubu Protein karbonil (nmol/mg protein)
K 1,996+0,8552
T 2,795+0,456%0
A 3,546+ 0,863°
AT 5,182+1,504P

abAym iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.10. Deney gruplarinda protein karbonil diizeyleri.

abAyn iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.7. NRF2 Diizeyleri

NRF2 standart grafigi Sekil 4.11.’de verilmistir.
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Sekil 4.11. NRF2 standart grafigi.
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Deney gruplarinda NRF2 protein diizeyleri Tablo 4.9. ve Sekil 4.12.’de

gosterilmistir. T grubunda NRF2 diizeyleri ~%44 artarken (p<0,05), A grubunda ise
artis %55°tir (p<0,05). AT grubunda NRF2 diizeyleri ~2,2 kat ylikselmistir (p<0,05).

Tablo 4.9. Deney gruplarinda NRF2 diizeyleri.

Deney grubu NRF2 (ng/mg protein)
K 1,605+0,0672
T 2,313+0,074
A 2,493+ 0,439b¢
AT 3,519+0,348°

abCAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.12. Deney gruplarinda NRF2 diizeyleri.

abecAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.8. DNA Hasan

8-OHdG standart grafigi Sekil 4.13.’de verilmistir.
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8-OHdG Standart Grafigi
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Sekil 4.13. 8-OHdG standart grafigi.

Deney gruplarinda 8-OHdG diizeyleri Tablo 4.10.ve Sekil 4.14.°de
gosterilmistir. T grubunda 8-OHAG diizeyleri ~%13 artarken (p>0,05), A grubunda ise
artis ~2,2 kattir (p<0,05). AT grubunda OHdG diizeyleri ~3,3 kat yiikselmistir
(p<0,05).

Tablo 4.10. Deney gruplarinda 8-OHAG diizeyleri.

Deney grubu 8-OHdG (pg/ug DNA)
K 15,482+3,5102
T 17,883+4,6352
A 33,393+ 6,550P
AT 50,795+3,766°

abCAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.14. Deney gruplarinda 8-OHdG diizeyleri.

abCcAyn {issel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.9. DA Diizeyleri

Deney gruplarinda DA diizeyleri Tablo 4.11. ve Sekil 4.15.’te gosterilmistir. T
grubunda DA diizeyleri ~%47 artarken (p>0,05), A grubunda ise %4,5 azalmistir
(p>0,05). AT grubunda DA diizeyleri ~3,3 kat ylikselmistir (p<0,05).

Tablo 4.11. Deney gruplarinda DA diizeyleri.

Deney grubu DA (ng/ml)
K 0,754+0,0932
T 1,110+£0,7502°
A 0,719+ 0,1802
AT 2,492+0,465°

abAyn iissel harfi tasgtmayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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Dopamin Duzeyleri
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Sekil 4.15. Deney gruplarinda DA diizeyleri.

abAyn iissel harfi tastmayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.10. DAT Diizeyleri

Deney gruplarinda DAT diizeyleri Tablo 4.12. ve Sekil 4.16.’de gosterilmistir.

T grubunda DAT diizeyleri ~%28 artarken (p<0,05), A grubunda artis %38’dir

(p<0,05). AT grubunda DAT diizeyleri %29 yiikselmistir (p<0,05).

Tablo 4.12. Deney gruplarinda DAT diizeyleri.

Deney grubu DAT (pg/mg protein)
K 8,586+1,2582
T 10,984+2,558
A 11,719+ 0,152
AT 11,087+0,711P

abAym iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlaml1 derecede farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.16. Deney gruplarinda DAT diizeyleri.

DAT (pg/mg protein)
[+]

abAym iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlaml derecede farklidir (p<0,05).
4.11. DBH Diizeyleri

Deney gruplarinda DBH diizeyleri Tablo 4.13. ve Sekil 4.16.’da gosterilmistir.
T grubunda DBH diizeyleri ~%48 artarken (p>0,05), A grubunda artis ~%63’tir
(p<0,05). AT grubunda ise DBH diizeyleri ~%93 yiikselmistir (p<0,05).

Tablo 4.13. Deney gruplarinda DBH diizeyleri.

Deney grubu DBH (ng/mg protein)
K 8,254+1,9872
T 12,234+2,347%0
A 13,466+ 2,82920
AT 15,949+1,383°

abAym iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.17. Deney gruplarinda DBH diizeyleri.

Dopamin B-hidroksilaz (ng/mg protein)

o N 2 O O

2Ayni iissel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
4.12. NE Diizeyleri

Deney gruplarinda NE diizeyleri Tablo 4.13. ve Sekil 4.17.’de gosterilmistir. T
grubunda NE diizeyleri ~%9 artarken (p>0,05), A grubunda artis sadece %1 dir
(p>0,05). AT grubunda NE diizeyleri %7 azalmistir (p>0,05).

Tablo 4.14. Deney gruplarinda NE diizeyleri.

Deney grubu NE (pg/ml)
K 238,083+16,3212
T 258,736+15,0252
A 240,720+ 9,8092
AT 220,747+24,8472

2Ayni lissel harfi tasimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.18. Deney gruplarinda NE diizeyleri.
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38Aynu iissel harfi tagimayan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Asilama ve su sanitasyonu kiiresel sagliga en biiyiik katki saglayan olaylar
olarak ifade edilmektedir. Halk sagliginin saglanmasi ve korunmasi agisindan hem
asillanma hem de temiz suya ulagim son derecede 6nemlidir (125).

Asilar giiniimiizde toplumda her yastan tim bireylerin sagliginin ve iyilik
halinin korunmasi i¢in kullanilmasi zorunlu olan biyolojik ilaglardir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO)’ye gore “asilar immiin sistemimizin viriis ve bakteri gibi patojenleri
tantyip onlarla savasmasini saglayan ve bunlarin olusturdugu hastaliklara karsi
viicudumuzu koruyan farmasdétik triinler”dir (126). Asilamanin ana hedefi “genel
saglik halinin 6liim, kalic1 sakatlik, siddetli hastalik ve hastaliklarin 6nlenmesi yolu ile
korunmas1” olarak ifade edilebilir. Asilama, her yasta hayati tehdit eden enfeksiyon
hastaliklarinin engellenmesinde son derece giivenli, etkili ve ucuz bir yontemdir (125).

Immiinizasyon (bagisiklama), DSO tarafindan “bir asinin uygulanmasi ile
bireyin bir enfeksiyon ajanina bagisik veya rezistan hale gelmesi” olarak tanimlanir ve
diinya genelinde milyonlarca hayatin kurtulmasmi saglamistir (126). Insan asilarinin
gelistirilmesinden ve yaygin olarak kullanima girmesinden once ¢icek, kizamik,
kabakulak, kizamikgik, sugicegi ve bogmaca gibi hastaliklar1 gegirmeden ¢ocukluk
cagini atlatabilen ¢ok az birey oldugu bilinmektedir (127).

Enfeksiyon hastaliklar1 basta yenidoganlar, bebekler ve ¢ocuklar olmak iizere
tiim hassas poplilasyonlar i¢in global sagligi tehdit eden en 6nemli hastaliklardir.
Enfeksiyon hastaliklarinin ¢ogu giiniimiizde tedavi edilebilir olsa da buradaki en
onemli unsur en basta “hastalanmamak™ olmalidir. Bunu i¢in de dogru zamanda ve
dogru dozda asilama yapilmasi gereklidir. Her yil agilama ile onlenebilir hastaliklar
nedeniyle milyonlarca insan dlmekte veya sakat kalmaktadir. Buradaki en onemli
unsur astya erigimdir. Diger 6nemli unsurlar ise soyle siralanabilir (125):

e  Yasanan iilke/sehir

e Ebeveynlerin egitim diizeyi

e Agsilarin tekli veya ¢oklu doz olmast

e  Toplum genelinde etkin olan bireylerin aciklamalari, toplumun genel yargilar
e  Advers reaksiyon endiseleri

e  Saglik personelinin asilamaya yaklagimi
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Ozellikle advers reaksiyon endiseleri ve toplumsal yargilar “as1 reddi” veya
“as1 kararsizligi’na yol agan en dnemli faktorlerdir. Asilarla goriilen advers etkiler
disinda, 6zellikle ¢oklu doz flakonlarda koruyucu olarak kullanilan tiyomersal ve en
stk adjuvan olarak kullanilan bilesik olan aliiminyumun norotoksik olduklarina dair
calismalar infant ve ¢ocuk asilanmasinda ciddi red ve karasizlik nedeni olmaktadir
(125,126).

Tiyomersalin igerdigi Hg agir metal olarak kabul edilir. Agir metaller,
kimyasal 06zellikleri ve biyolojik islevleri agisindan oldukg¢a farklilik gosteren
heterojen bir element grubudur. Periyodik tabloda 4 ve tizeri periyodlardaki grup 3-16
arasindaki elementler, 5g/cm? ve iizeri yogunluga sahip olduklarindan “agir metaller”
olarak tanimlanmaktadir. Agir metaller diinyanin varolus siirecinde olustuklarindan,
cevremizde yaygin olarak bulunurlar. Aliminyum ise, diisiik agirlikli bir metal kabul
edilir (128). Tarafli oldugu sonradan belirlenen ve ¢ogu yayindan ¢ekilen birgok
calisma tiyomersalin ¢ocuklarda otizm ile iliskili olabilecegini iddia etmistir
(125,127). Diger taraftan, aliiminyumun norotoksik etkileri uzun yillardir
bilinmektedir. Aliiminyum ozellikle norodejeneratif hastaliklarla
ilgskilendirilmektedir. Basta Alzheimer hastaligi olmak iizere bir¢ok norodejeneratif
hastaligin beyinde aliiminyum ve Hg dahil agir metal birikimiyle olustugu ifade
edilmistir (125,127,128). Ancak hem OSB, hem de Alzheimer hastaligi multi-
faktoriyel hastaliklar olup, bunlarin etiyolojisinde sadece maruziyetlerin degil, genetik
yatkinliklarin da etkin olabilecegi unutulmamalidir.

Tez kapsaminda elde edilen veriler 3 bolimde incelenecektir: tiyomersal
maruziyetiyle ortaya c¢ikan etkiler aliminyum maruziyetiyle ortaya ¢ikan etkiler ve

aliminyum + tiyomersal maruziyetiyle ortaya ¢ikan etkiler.
5.1. Tiyomersal maruziyetiyle ortaya cikan etkiler

Hg, kursun, arsenik, mangan ve kadmiyum gibi bir¢ok agir metalin insan ve
cevre sagligi iizerine etkileri birgok arastirmanin konusu olmustur. Bu agir metallere
maruziyet genellikle oral yolla veya inhalasyonla gergeklesir. Agir metal
maruziyetiyle ortaya ¢ikan toksik etkilerin tiirii ve hedef organlar, metalin ve maruz
kalan organizma tiiriine, maruz kalinan siire ve zamana (prenatal, postnatal, ergenlik),

etkiledigi biyolojik yolaklara ve maruz kalma yoluna baghdir (79,129). Agir
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metallerin birgogunun iireme, beyin gelisimi ve genel gelisim iizerinde olumsuz
etkileri vardir. Prenatal temas ile dogum kusurlari, fetal gelisim bozukluklari, nérolojik
hasarlar, gelisim gecikmesi, 6grenme giicliikleri ve davranigsal anomaliler goriilebilir.
Agir metallerin norogelisimi olumsuz etkiledigine ve OSB riskini artirdigina dair
kanitlar bulunmaktadir (130-134).

OSB genetik veya epigenetik temelli olabilir. Ancak, ¢evresel maruziyetlerin
de OSB gelisiminde biiyiik etkisi olabilir. Genel olarak kabul edilen OSB gibi
kompleks hastaliklarda genetik, epigenetik ve ¢evresel etkilerin kombine olarak etkin
olabilecegidir. Yani, OSB’de bir¢ok farkli mekanizmanin tek tek veya bir arada etkin
oldugu ifade edilebilir. Oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, ekstraseliiler
sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) yolagindaki degisiklikler OSB’ye yol agabilecegi
gibi, serotonerjik sistemde anomaliler, beyinde beyaz cevher yapisinda anomaliler,
farklilagsmis sinapslar, anormal sitokin diizeyleri ve biiyiime faktorlerini igeren immiin
sistem disregiilasyonu, beyin dokusuna karsi olusan fetal-maternal antikorlar ve
mikroglial aktivasyon da OSB gelisiminde 6nemli etmenler olabilir (135). Diger
taraftan, bebegin dogumu esnasindaki farkli faktorler de OSB’ye yol agabilir Yapilan
caligmalar, diisitk dogum agirhigr (<2500 g), 5. dakikada diisiik Apgar skoru (<6-<7),
37 haftadan kisa gebelik siiresi, sezaryen ve konjenital malformasyonlarin otizmle
iliskili oldugu gostermistir. Ayrica, sorunlu gegen gebelikler, ailede OSB’li birey
bulunmasi, sosyoekonomik durum, ebeveynlerin psikiyatrik Oykiisii ve perinatal
faktorler de otizme katkida bulunabilir (136).

Prenatal donem norogelisim i¢in hassas bir donem oldugundan ¢ocugun maruz
kalabilecegi g¢evresel etkenler OSB ig¢in onemli bir risk faktorii olabilir. Prenatal
valproik asit, antidepresan, agir metal, Kirli hava ve pestisite maruziyetlerinin OSB
gelisimini etkileyebilecegi ifade edilmistir. Annenin sigara, alkol ve bagimlilik yapici
madde kullanimiyla OSB arasinda bir iliski olabilecegi de ifade edilmistir (137). Diger
taraftan, gebelikte gegirilen enfeksiyonlar, olusan IgG antikorlar1 veya annenin
immiinokompromize olmasi gibi faktorler de OSB riskini artirabilir. Annenin Rubella,
Epstein-Barr, Herpes simplex ve sitomegaloviriis gibi virlislerin olusturdugu
hastaliklar1 gebelikte gegirmesi OSB gelismine katkida bulunabilir. Annedeki
matermal dengesizlikler, gestasyonel diyabet, tip 1l diyabet, hipertansiyon,
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obezite/metabolik sendrom gibi metabolik hastaliklar ve hatta babanin yasi da
OSB’nin etiyolojisinde rol alabilir (138).

Son yillarda OSB gelisimnde ¢evresel maruziyetlerin katkisini aragtiran birgok
calisma yapilmis; prenatal ve postnatal cevresel maruziyetlerin OSB gelismine katkis1
olabilecegi vurgulanmis; ancak bu maruziyetler ile nasil OSB gelisebilecegi altindaki
primer toksisite mekanizmalar1 aydmlatilamamistir (139,140). Cevresel faktorler,
ozellikle epigenetik mekanizmalar (histon proteinlerindeki degisiklikler, histon
modifikasyonlar;, DNA metilasyonu, global metilasyon kalibinda degisiklikler ve
kodlamayan RNA'larin  ekspresyonlarinda  degisiklikler) araciliglyla  gen
ekspresyonunun kalitesini ve miktarini etkileyebilir. Bu degisiklikler de ayn1 genetik
mutasyonlar gibi transjenerasyonel etkilere yol agabilir (73). Diger taraftan, ¢evresel
maruziyetler embriyo olusumunun kritik donemlerinde ve organogenezde gelisimle
ilgili kritik genlerin ekspresyonunu etkileyebilir ve OSB gelisimine yol agabilir (126).
Son yillarda yapilan ¢aligmalarin temel odak noktasi ise, dogum Oncesi ¢evrenin fetal
programlamayi nasil etkiledigine yogunlagsmistir (139).

OSB’nin patolojisinde ¢esitli ksenobiyotiklerin rolii bircok toksikolojik
aragtirmanin konusu olmustur. Grandjean ve Landrigan tarafindan 2006 yilinda
gerceklestirilen bir ¢alismada, epidemiyolojik veriler degerlendirilerek, bes
endiistriyel kimyasal madde “gelisimsel nérotoksik madde” olarak tanimlamistir. Bu
maddeler kursun, metil civa, PCB’ler, arsenik ve toluen olarak belirtilmistir. Mount
Sinai Cocuk Cevre Sagligt Merkezi, Amerikan Ulusal Cevre Saghigi Bilimleri
Enstitlisti (National Institute of Environmental Health Sciences, NIEHS) ve Autism
Speaks'nin birlikte gerceklestirdikleri bir ¢alistayda, OSB ve 6grenme giigliigiine yol
actigindan siiphelenilen ¢evresel kimyasal maddelerin en dnemlileri olarak kursun,
metil civa, PCB’ler, organofosfath pestisitler ve organoklorlu pestisitler sayilmistir.
Ayrica ftalatlar, polibromlu difenil eterler (PBDE’ler) ve perflorooktanoik asit
tirevleri (PFOA tiirevleri) gibi endokrin bozucular, otomotiv egzozu ve PAH’lara da
maruziyetin de, OSB gibi noérogelisimsel ve noéroendokrin bozukluklara yol
acabilecegine dair veriler sunulmustur (77).

Asi igeren ¢ok kullanimli flakonlara, siringa ignesi asi sivisi ile bir¢ok kez
temas ettiginden, mikrobiyal kontaminasyonu 6nlemek ig¢in bir koruyucu eklenmesi

mutlaka gerekmektedir ve tiyomersalin giiniimiizde hala en iyi koruyuculardan biri
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oldugu diisiiniilmektedir. Tiyomersal, agirlikca %49,55 Hg igeren sodyum etil civa
tiyosalisilat bilesigidir ve biyotransformasyonla hizlaca etil civa ve tiyosalisilata
parcalanir. Etil civa ve metil civa gibi organik Hg bilesiklerinin norotoksik 6zellikleri,
lipofiliklikleri, KBB’deki tasiyicilarin varligi ve bu tasiyicilarin substratlarina
benzerliklerine baglidir ve hizla KBB’yi gegebilirler. Etil civa da ayn1 metil civa gibi,
KBB’yi kolaylikla gecebilen lipofilik bir maddedir. Bir etil civa bilesigi olan
tiyomersal de ¢esitli enzimlerin siilfhidril igeren aktif bolgesini inhibe eder. Vuctittaki
en 6nemli tiyol olan GSH’1n, sisteinin ve proteinlerdeki siilthidril gruplar1 dahil olmak
lizere siilthidril bilesiklerine baglanma kapasitesi yiiksektir. Interstisyel s1vidaki tiyol
gruplaria baglanan etil civa 6nce kapiler hiicrelere, daha sonra benzer kimyasal ve
biyokimyasal yolaklarla agirliklt olarak albiimine bagli olarak tasinir. Ayrica,
tiyomersal endoplazmik retikulum membrani tizerindeki InsP3’¢ ait kalsiyum kanalini
aktive eder ve boylece hiicre i¢i kalsiyum salinimini tetikler. Bu nedenle, tiyomersal
kalsiyum sinyallemesine bagli olan gesitli hiicresel islevleri indiikleyebilir veya inhibe
edebilir (53,76). Etil civanin yar1 6mrii metil civaya (1,5 ay) oranla oldukga kisadir.
Bobreklerde birikebilir; dagilimi ve fegesle atilimi metil civa ile benzerdir. Ancak,
metil ve etil civanin, dokularda birikme o6zellikleri ve inorganik Hg’ye
biyotransformasyonlar1 farklidir. Metabolizmadaki bu degisiklikler metil civa ile
tiyomersalin risk degerlendirmesinin karsilastirilmasini  giiglestirmektedir. Bu
nedenle, temel olarak metil civa ile ilgili toksisite verilerinin tiyomersalin risk
degerlendirilmesinde uygun bir referans olmadig ifade edilmistir (76).

Asilardaki tiyomersal 1980°li yillardan itibaren bir¢ok arastirmanin ve
tartismanin konusu olmaya baslamistir. 1990’larin sonunda FDA postnatal ilk alt1 ay
boyunca “Amerikan As1 Programi™na gore asilanan bebeklerin kullanilan as1
formiilasyonlarindan Cevre Koruma Ajanst (EPA)nin metil civa i¢in belirledigi
limitleri (0,0001 mg/kg/giin) asan miktarda etil civaya maruz kalabilecegini belirten
bir aciklama yapilmistir. Ancak, degerlendirme metil civa ile etil civa karsilastirilarak
yapildig1 igin sonuglarin yorumu tartigmalidir (56). 1999'da ise, Amerikan Pediatri
Akademisi ve Ingiliz Halk Sagligi Hizmeti, bebek ve ¢ocuklara uygulanan tiim
asilardan Hg iceren koruyucularin en kisa siirede ¢ikarilmasini isteyen ortak bir bildiri
yayinlamis ve bu iki kurulus tiyomersal i¢eren asilardan etil civa maruziyeti ile iliskili

potansiyel riskleri aragtiran ¢alismalarin yapilmasi konusunda fikir birligine varmistir
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(141). Immunization Safety Review Committee of Institute of Medicine (Tip
Enstiitiisii Immiinizasyon Giivenlilik Degerlendirme Komitesi, ISR) Hg’ye maruz
kalmanin otizm gibi ndrogelisimsel bozukluklar i¢in bir risk faktorii olmasinin
biyolojik olarak miimkiin olabilecegini belirtmistir (142).

Glinlimiize kadar yapilan c¢aligmalarda, metil civa ve etil civanin, insan
viicudundaki yar1 Omiirleri, farmakodinamik ve farmakokinetik o6zelliklerindeki
farkliliklar nedeniyle ayni toksikolojik profili ortaya koymadiklarina iliskin veriler
elde edilmistir (79,143,144). Metil civa ve etil civadan kaynaklanan norolojik etki
esiklerinin sirasiyla yaklasik 200 pg/L ve 1000-2000 pg/L oldugu tahmin edilmektedir
(76). Tiyomersal igeren asilari alan 2-6 aylik bebeklerin kan, idrar ve diskilarindaki
Hg  konsantrasyonlarint  6lgmeyi  amacglayan  arastirmalarda, kan Hg
konsantrasyonlarinin yaygin olarak kabul edilen giivenli degerlerin iizerine ¢ikmadigi
gosterilmistir. Etil civanin insanlarda eliminasyonunun ¢ok iyi oldugu ve kandaki yar1
Omriiniin 4- 10 giin arasinda degistigi bildirilmistir (143). Ancak, daha sonraki yillarda
etil ctvanin KBB’den gecisi hakkinda yeterli veriye sahip olunmadigi i¢in hala
stipheler olabilecegi de ifade edilmistir (143).

Cocukluk caginda organik Hg bilesiklerine ve de 6zellikle metil civaya maruz
kalmanmn, dil, dikkat ve bellekteki norofizyolojik anomaliler ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Calismalar, hipokampal hiicre 6liimiiniin, ndrojenezdeki bozukluklarin
ve ciddi 6grenme eksikliklerinin, gelisim siirecinde metil civaya akut maruziyetten
kaynaklandigin1 gostermistir (145). Cocuklarda KBB’ nin gecirgenligi eriskinlere gore
daha yiiksek oldugu i¢in Hg’nin beyinde birikebilecegi, néro-inflamatuvar yanit ve
oksidatif stres siirecini baglatabilecegi, ayn1 zamanda beyin dokusu oto-antikorlarinin
diizeylerini  arttirabilecegi  belirtilmektedir. Bu  mekanizmalarin  otizmin
patofizyolojisinde ve diger norogelisimsel bozukluklarda ¢ok 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir (146). Hg zehirlenmesinde karakteristik motor bulgular ataksi ve
dizartridir. Akut veya kronik nispeten yiiksek dozlara maruz kalindiginda, titreme,
kaslarda agr1 ve zayiflama goriilebilir. Fungusitlerin i¢indeki etil civaya maruz
kalinmastyla da ayni belirtilerin goriildiigiinii ifade eden vaka raporlari vardir (147).

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda tiyomersalin néroblastoma hiicrelerinde
oksidatif stres olusturucu etkisi hiicre i¢i ROS, total GSH, TAOC, lipit

peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 diizeyleri degerlendirilerek
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belirlenmistir. Tiyomersal uygulana hiicrelerde hiicre i¢i ROS tiretimi %5,67 artmustir.
Tiyomersal total GSH, TAOC ve MDA diizeylerini anlamli 6l¢lide degistirmezken,
protein karbonil diizeylerini %40 artirmistir (p>0,05). Yapilan bir ¢calismada, prenatal
tiyomersal maruziyetinin serebellar oksidatif stresi tetikleyebildigi belirlenmistir
(148). Noroblastoma hiicrelerinde tiyomersal ve metil civa maruziyetlerinin
degerlendirildigi ve estradiol/testosteron konsantrasyonlari ayarlanarak erkek ve disi
beyin modellemesinin yapildigi bir ¢alismada, SH-SY5Y hiicrelerinde total GSH
diizeylerinde sadece metil civa uygulanan grupta anlamli azalma goriiliirken, disi
hiicre modelinde bu diisiis goriilmemistir. Sadece yliksek testosteron uygulanan grupta
T grubunda 6nemli bir artis tespit edildi. Testosteronun baskin oldugu ve metil civa
uygulanan grupta protein karbonil diizeylerinde bir artis gézlenmistir. Tiyomersal
DNA hasarini arttirmazken, metil civanin DNA hasarina neden oldugu belirlenmistir
(149). Diger taraftan, tiyomersalin NRF2 diizeylerini de arttirdigi sunulan tez
calismasinda bulunmustur. Bu artisin nedeni, NRF2 yolagiin yiiksek oksidatif stres
varliginda tetiklenmesi olabilir.

Dopaminerjik sistemde goriilen bozukluklar, sizofreni, bagimlilik ve Parkinson
hastaligi dahil olmak {izere c¢esitli hastaliklarin gelisiminde rol oynar (150,151).
Dopaminerjik tonusu diizenlemede rol oynayan anahtar proteinlerden biri DAT tir.
DAT, dopaminerjik noronlarin hiicre zar iizerinde yer alir ve DA’y1 hiicre dist
bosluktan presinaptik nérona hizla alma islevi goriir. DAT, yalnizca hiicre dis1 DA
sinyalinin biiyiikligiini ve siiresini kontrol etmez; ayni zamanda hiicre ici DA
diizeylerini korumak icin de hareket eder. DAT nakavt (DAT-KO) farelerde,
depolanan DA seviyeleri, DA sentezi oranindaki artisa ragmen %95 oraninda azalir
(152, 153). DA doku igerigindeki bu ¢arpici diisiis biiyiik 6lglide dokudaki alimin
diistisiyle ilgilir. Zira, DAT-KO farelerinde dopaminerjik ndronlarin sayisi
cogunlukla korunur (152,153). DAT-KO hayvanlarindan elde edilen bu bulgular,
DAT'm onemli fizyolojik islevlerinden biri olan presinaptik néronun DA ile
yiiklenmesindeki kritik roliinli vurgulamaktadir.

Norotransmitterlerdeki degisiklikler degerlendirildginde ise, tiyomersal
grubunda DA diizeyleri ~%47 artarken, DAT diizeylerindeki artis ~%28 olarak
belirlenmistir. DBH diizeyleri ise %48 artmistir. NE diizeyleri ise degismemistir. Bu
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konuda daha 6nce yapilan bir ¢calisma bulunmadigindan elde edilen verileri literatiir

ile karsilagtirmak miimkiin olmamustir.
5.2. Aliiminyum maruziyetiyle ortaya ¢ikan etkiler

Aliiminyum, yerkabugunda en bol bulunan ii¢lincii elementtir ve bilesikleri, ev
esyalari, ilaclar ve terlemeyi Onleyici olarak kullanilir. Aliminyum noérotoksik bir agir
metaldir. Ozellikle +3 degerlikteki aliiminyumun, ndrorodejeneratif hastaliklar ve
ozellikle de Alzheimer hastaligi ile olasi iliskisi post-mortem ¢alismalarda incelenmis,
Alzheimer hastaliginda beyinde aliiminyum miktarinin artis1 gézlenmistir. Ayrica, bu
calismalarda alliminyumun noropati, ndrofibriler dejenerasyon, oksidatif stres ve
inflamatuvara yol acabilecegi belirlenmistir (154). Aliiminyumun in vitro AP
oligomerlesmesinde capraz baglayict olarak davrandigi belirlenmistir; ancak
Alzheimer hastalig1 patogenezindeki bagimsiz rolii hala tartigmalidir (155). igme
suyundan aliminyuma kronik maruziyetle Alzheimer hastaligi ile iliskili senil plak
olusumlar1 gézlenmistir (156,157).

Mirza ve ark. (2017), ailevi Alzheimer hastalig1 teshisi konan 12 kisinin post-
mortem beyin dokusu 6rneklerinde aliiminyum degerlerinin oldukga yiiksek oldugu; 5
kiside aliiminyumun >10 g/g (kuru dokuda) oldugunu belirlemislerdir. Bir dondriin
beyninde odaksal yogun aliiminyum birikimi tespit edilmistir. Diger bir arastirmada,
beyinde ayni bolgelerde AP plaklarinin ve aliiminyumun birlikte lokalizasyonlari
tespit edilmistir. Bu veriler, Alzheimer hastaliginda genetik yatkinlik nedeniyle
beyinde aliiminyum tutma/biriktirme egiliminin arttirdigini diisindiirmektedir. Bu
birikimin ise, AB’nin artigina bagh olarak gerceklestigi 6ne siiriilmektedir (158).

Yapilan bu tez ¢alismasinda, alliminyum uygulanan néroblastoma hiicrelerinde
ROS fretiminin %17,33 artt1g1, total GSH diizeylerinin degismedigi, TAOC
diizeylerinin %43, MDA diizeylerinin %36 arttig1 ve protein karbonil diizeylerinin
~%78 ylikseldigi belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar aliiminyum uygulamasinin
noroblastoma hiicrelerinde oksidatif stresi belirgin bir sekilde arttirdiginin bir
gostergesidir.

Yapilan bir ¢alismada aliiminyumun (100 uM - 600 pM; 1, 3 ve 6 saat
uygulama, aliiminyum maltolat seklinde) ndroblastoma hiicrelerinde hiicre i¢ci GSH

diizeylerinin tiikkenmesi ile birlikte ROS iiretimini ve hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini
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artirarak oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. Aliiminyumun etkileri doz ve
siire bagimli olarak belirlenmistir (159). Bu calismada GSH diizeylerinin azalmasi
ancak tez ¢alismasi kapsaminda artis1 uygulama siire farkliliklarindan kaynaklaniyor
olabilir. Aliminyum uygulamas1 basta total GSH diizeylerini baskilayabilir; ancak
sonrasinda hiicre savunma mekanizmalar1 devreye girerek total GSH diizeyleri
artabilir. Diger taraftan, ayni ¢alismada arastiricilar aliiminyum uygulamasinin kaspaz
9, kaspaz 12 ve kaspaz 3 aktivitelerini arttirdigini belirlemislerdir. Ancak, spesifik
kaspazlarin ve pan-kaspazlarin inhibitorlerinin kullanilmasi ile kaspaz 12 inhibisyonu
gerceklestiren arastirmacilar, bu yolla noronal hiicre 6liimiiniin Onlenebilecegini
gosterilmistir. Diger taraftan, bu uygulamayla gosterilen bu koruyucu etki sayesinde
aliminyum toksisitesinde endoplazmik retikulum stresinin de éneminin oldugunun
belirlendigini ifade etmislerdir. Calismanin sonunda arastiricilar genel olarak
bulgularinin aliiminyumun néronal hiicrelerin antioksidan savunmasini tehlikeye atan
endoplazmik retikulum stresini ve ROS olusumunu indiikledigini ve bdylece p53
bagimsiz yolunda néronal apoptozu tesvik ettigini gosterdigi sonucuna varmislardir
(159). Aliiminyum uygulamast ile artan 8-OHdG diizeyleri, aliiminyumun DNA hasar1
olusturabilecegini gdstermistir. Rather tarafindan yapilan bir ¢laismada da aliiminyum
maltolat uygulamasinin noroblastoma hiicrelerinde DNA hasarina yol acabilecegi
belirtilmistir (160).

NRF2, oksidanlara kars1 hiicresel direncin 6nemli bir diizenleyicisidir. NRF2,
oksidan maruziyetinin fizyolojik ve patofizyolojik sonuglarini diizenlemek i¢in bir dizi
ARE’ye bagli genin bazal ve uyarilmis ekspresyonunu kontrol eder. NRF2, temel
bolge 16sin fermuar (bZip) transkripsiyon faktorlerinin CNC alt ailesinin bir tiyesidir.
NRF2, eritropoez ve trombosit gelisimi i¢in gerekli olan B-globin lokus kontrol
bolgesinde bir cis diizenleyici sekans olan NFE2-baglama motifine baglanmasi
sayesinde klonlanmistir (161). NRF2 kan hiicrelerinin farklilasmasi i¢in elzem
degildir. Ancak GSH S-transferaz ve NAD(P)H:kinon oksidorediiktaz 1 (NQO1) gibi
bir dizi ilag metabolize edici enzim (DME'ler)’in antioksidanlar ve elektrofiller
tarafindan indiiksiyonuna aracilik ettigi bulunmustur. indiiksiyon, NFE2-baglama
motifine benzeyen ARE adi verilen ortak bir DNA dizisi gerektirir. DME'lerin
uyarilmasi, artan detoksifikasyona ve c¢ok sayida eksojen ve bazi endojen

kimyasallarin ortadan kaldirilmasimi saglar. Bu durumda NRF2, oksidanlara ve
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elektrofillere karsi adaptif yaniti diizenlemek i¢in ksenobiyotikle aktive olan bir
reseptor (XAR) olarak iglev goriir. NRF2'nin son on yilda yapilan ¢alismalardan ortaya
¢ikan O6nemli bir islevi, oksidan strese karsi direngteki roliidiir. Farelerde NRF2'nin
knockout’u (NRF2 KO), farelerin genis bir kimyasal toksisite ve oksidatif patoloji ile
baglantili hastalik kosullarima duyarliligini 6nemli o6lgiide arttirmistir.  NRF2
aktivitesinin kemoprotektif ajanlarla farmakolojik olarak giiclendirilmesi, hayvanlar
oksidatif hasardan korumaktadir (162-165).

Bu tez calismasinda NRF2 diizeyleri aliiminyum uygulanan grupta %55
artmistir. Bunun nedeni, ndroblastoma hiicrelerinin olusan oksidatif hasara karsi
kendilerini korumak amaciyla verdikleri bir yanit olarak yorumlanabilir. Yukarida
sOzii edilen ¢alismada ise, NRF2 diizeylerinin ndroblastoma hiicrelerine aliiminyum
uygulamasi ile 24 saat sonra azaldigi belirlenmistir. Bunun nedeni, uygulanan
aliminyum bilesiginin farkli olmasi olabilir. Arastiricilar, antioksidan enzimlerin
transkripsiyonuyla hiicrelerdeki koruyucu mekanizmay1 oksidatif strese karsi
diizenleyen NRF2 seviyelerinin aliiminyum uygulamasi ile azalmasmin farkli
norodejeneratif hastaliklarla iligkilendirilebilecegini ifade etmislerdir (159).

Tez kapsaminda aliiminyumun olasi ndrotoksik etkileri DA, DAT ve NE
diizeylerinin degerlendirilmesiyle belirlenmeye calisilmistir. Aliiminyum uygulamasi
DA ve NE diizeylerini anlamli derecede degistirmezken, DAT diizeyleri artmstir.
Diger taraftan, DBH diizeyleri ise %63 yiikselmistir. DAT diizeylerindeki artis,

zamanla DA iireten noronlarin kaybina ve oksidatif strese yol acabilir (166).
5.3. Aliiminyum + tiyomersal maruziyetiyle ortaya ¢ikan etkiler

Bebek ve ¢ocuklarda aliiminyum ve Hg’ye maruziyet kaynaklart farklidir.
Ancak, ikisine kombine halde asilardan maruz kalinmasi miimkiindiir. ki metal
absorpsiyon, dagilim (beyin erisimi) ve metabolizma profilleri agisindan farklilik
gosterir. Tiyomersal igeren agilarda tiyomersalin kullanim miktarlari bellidir (genelde
25 png/doz). Az gelismis iilkelerde ve gelismekte olan iilkelerde yasayan ve as1 olan
bireylerin tiyomersal ve aliiminyuma ayni anda maruz kalmalar1 miimkiindiir.
Cevresel olarak ozellikle metil civaya maruziyetin ndrotoksisitesi ¢ocuklarda
norodavranigsal sonuglarla iligkilidirilmisse de, c¢evresel olarak aliiminyuma

maruziyetin 0zellike c¢ocuklardaki norotoksik etkilerinin detayli bir sekilde
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degerlendirildigi epidemiyolojik c¢aligsmalar yoktur. Tam bir asilama programi
nedeniyle olusan viicut aliiminyum yiikiiniin, emzirmeden veya yiiksek aliiminyum
soya bazli formiillerden kaynaklananlardan daha yiiksek seviyelere ulastigi tahmin
edilmektedir. Hem aliiminyum hem de Hg’ye (inorganik Hg, metil civa, etil civa
[tiyomersal kaynakli veya ¢evresel kaynakli]) diinya capinda tiim popiilasyonun farkli
oranlarda maruz kalmasina ragmen, kombine maruziyet hakkindaki bilgimiz, bunlarin
birlesik norotoksik etkilerini ve de daha 6nemlisi diger norotoksik maddelerle birlikte
aliminyum ve Hg’ye maruz kalinmasi sonrasi Ortaya ¢ikan norotoksisiteyi tahmin
etmek i¢in yetersizdir (167).

Bu tez kapsaminda, SH-SY5Y hiicrelerinde goriilen en dramatik degisiklikler
aliminyum-+tiyomersal uygulamasimin birlikte uygulandigi hiicrelerde olmustur.
Aliiminyum ve tiyomersalin birlikte uygulanmasi hiicre i¢i ROS {iretimini %11,26
arttirmistir (p<0,05). AT grubunda A grubuna goére artisin daha az goriilmesi,
aliminyum ve tiyomersalin birlikte uygulanmasiyla artan sitotoksisiteye baglanabilir.
AT grubunda total GSH diizeylerinin azalmamasi, yiiksek oksidasyona bagli olarak
hiicrelerin GSH sentezinde bir artiga gitmesi olarak yorumlanabilir. Ancak, GSH
sentez yolagi ve GSH ile ilgili enzimlerin aktivite ve diizeyleri dlgiilerek kesin bir
yoruma varmak miimkiin olabilir. Yapilan bir ¢alismada hiicrelerin kursun, arsenik,
aliminyum, Hg veya etil civa igeren koruyucu tiyomersale maruz birakilmasi, GSH
sentezi i¢in hiz sinirlayict olan bir asama olan sistein alimini alzatarak GSH
diizeylerini diisiirmiis ve metiyonin sentaz aktivitesini inhibe etmistir (168). AT
grubunda TAOC diizeyleri 2,66 kat ve NRF2 diizeyleri ~2,2 kat yiikselmistir. Bunun
nedeni de aynt GSH’ta oldugu gibi hiicrelerin asir1 oksidatif strese karst verdigi
yanittan kaynaklanabilir. Lipit peroksidasyon, protein oksidasyonu ve DNA hasarinda
goriilen degisikliklerle bu sonuca varmak miimkiindiir. Zira AT grubunda MDA
diizeyleri 2,71 kat yiikselirken, protein karbonil diizeyleri ~2,6 kat artmistir ve 8-
OHdG diizeyleri ~3,3 kat yiikselmistir (p<0,05).

Aluminyum ve tiyomersalin birlikte uygulanmasi DA diizeylerini ~3,3 kat
arttirmistir ve DAT diizeyleri %29 yiikselmistir (p<0,05). Ayrica, DBH diizeyleri %93
artmistir. Bu degisiklikler AT uygulamasinin 6zellikle dopaminerjik sistem iizerindeki
olumsuz etkilerini yansitmaktadir. AT grubunda noepinefrin diizeyleri %7 azalmistir.

Ancak, bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug¢ olarak, AT grubundan
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elde edilen sonuglar her iki metalin bir arada uygulanmasi ile oksidatif stresin 6nemli
Olgiide tetiklendigini ve dopaminerjik sistem iizerine iki metalin bir arada

uygulanmasinin ciddi olumsuz etkileri olabilecegini kanitlar niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda tiyomersal, aliiminyum ve aluminyum ve tiyomersalin birlikte
uygulanmas1 ile SH-SY5Y  noroblastoma  hiicrelerinde  oksidatif  stres
biyogostergelerinde ve nérotransmitter ve norotransmitter tasiyici sistemde goriilen
degisiklikler degerlendirilmistir. Hiicrelere tiyomersal ve aliiminyumun ICzo
konsantrasyonlar1 24 saat boyunca uygulanmis ve ortaya ¢ikan degisikler hiicre pelleti
veya medyumda Sl¢iilmiistiir.

Bu tezin sonunda varilan son noktalar ve hedefler sunlardir:

a. Kontrol grubuna gore tekli maruziyet gruplarinda veya kombine maruziyet
grubunda tiyomersal ve aliminyum hidroksitin sitotoksik potansiyellleri
belirlenmistir.

b. Kontrol grubuna gore tekli maruziyet gruplarinda veya kombine maruziyet
grubunda tiyomersal ve aliiminyum hidroksitin ROS diizeyleri tizerine etkileri
belirlenmistir.

c. Oksidatif strese kars1 en 6nemli yolaklardan biri olan NRF2 yolaginin tiyomersal
vel/veya aluminyum hidroksit maruziyeti ile ne derecede aktive oldugu
belirlenmistir.

d. En onemli oksidatif stres biyogdstergeleri olan lipit peroksidasyon, taoc, protein
oksidasyonu ve total GSH diizeylerinin kontrol grubuna gore tekli maruziyet
gruplarinda  veya kombine maruziyet grubunda nasil  degistigi
degerlendirilmistir.

e. Tekli ve kombine maruziyette DNA baz hasarlarindaki olas1i degisimler
belirlenmistir.

f. Nor6toksisite biyomarkorleri (DBH, DA, DAT ve norepinefrin diizeyleri)
oOl¢iilecek ve ozellikle kombine maruziyet grubundaki degisimler belirlenmistir.

Tiyomersal ve aliiminyumun ayr1 ayri belirli oksidatif stres biyomarkorlerini
etkiledikleri gézlenmistir. Her iki metalinde norotoksisiteleri uzun zamandir birgok
arastirmanin konusu olmakla birlikte, SH-SY5Y hiicrelerindeki olas1 toksisitelerini
karsilastirmali olarak degerlendiren bir bagka ¢aligmaya literatiirde rastlanmamustir.

Her ne kadar iilkemizde kullanilan c¢ocukluk c¢ag1 asilarinin
formiilasyonlarindan tiyomersal ¢ikartilmis olsa da, tiyomersal hala gelismekte olan

iilkelerde kullanilan ¢oklu doz asilarda ve Ozellikle de influenza asilarinda hala
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kullanilmaktadir. Bu nedenle, ozellikle bebekler ve c¢ocuklar gibi hassas
poiilasyonlarda tiyomersalin maruziyetinin 6zellikle bebek ve ¢ocuklarda dikkatli
degerlendirilmesi gerekir. Diger taraftan, aliiminyum da yol agabilecegi oksidatif stres
ve dopaminerjik sistem bozukluklarin yasamin erken evrelerinde farkli norotoksik
etkilere yol agabilecegi 6ngoriilebilir. Aluminyuma tiyomersal ile birlikte maruziyetin
ise daha dramatik etkilerinin olabilecegi, oksidatif stresin kombine maruziyet ile daha
fazla tetiklenebilecegi ve dopaminerjik sistemin ¢ok daha fazla etkilenebilecegi ifade
edilebilir. Giin i¢inde, farkli kaynaklarla da organik Hg bilesiklerine ve aliiminyum
bilesiklerine de maruz kalindig1r diisiiniiliirse, kiimiilatif maruziyetin etkilerinin
Ozellikle yasamin erken yillarinda gelismekte olan noronlara toksik etkisinin daha

belirgin bir sekilde ortaya ¢ikabilecegi goz ardi1 edilmemelidir.
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1. ciris

ajanlanng kargt bayvas ve insanlan kommak igin

yeryiizinden silinmis ve enfeksiyon hastabklan nedeniyle wérilen morbidite ve
‘mortalitede ciddi disislorsaglanabilmistir (11,

Ayt wp bk (el s s st py sk, bkl ve virds

wibi enfeksiyon ajealonioa karst koruma sallaysbiloektic. Aqlar casli vils v

founlanm i gibi ingktive vivls ve

asalann canlt sl kadar iyi bagipklk saglayan

aplann olas: saglk sisklos cenli atenic agghira give dabe dogtkior. B ik tip ssidan
sonm toksoid egior, rekombinant agiar, mRNA asilar vl yeni tip agilar da
acligtiilmigtic. Yeni aplann olusturdug immiinojenisite canl ve inakiive aplardan
b

el gk olak bk, yom etkilen sl ve daha g

yeai agilaria olustusabileeei saglik ciskleriai Saceden belifemek zordar ve agys

tomel alarmle bireyacl defierler

me yapmak dabn Gofudor {17). ldosl bir g
slivenilis olan ve cn uypun maliyoe Gectilchilen spdi. {15). Aglaom

immincjcnisitesi ikeck olmah ve hem hicresel hem de umoral imminiteyi

saiilamalidir ve by ivon hastabklanmm eradil ini huzh bir gekilde
sailayabilmelidin (6-8). Agbuna soyednde pepen vievikls s hayann ciddi
b bt edip, v motaliteye ol i syl

Gnlenchilic hastaliclar halini almislardu ve popillasyon bazmda dnemli besanlar elde
tiimistir 15101

Cuellikle ek virisime karg sl b e m m onerm

i bir sekilde anlglmisr (1), Gonbmlzde aglama sy tewnoz,

bogmaca, grip ve kamk ghi Msalkbrdm her i milyon slim

engelleamekicdir. Ozellikle gocuk Slimlcrinin agilar sayesinde Gnlenmesi o3
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