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YUKSEK LISANS TEZi

FARE KARACIGERINDE VE BEYNINDE MSRB1, KASPAZ-3 VE
GADD45 EKSPRESYONUNA SELENYUM METIiYONININ ETKIiSi

Hatice Sema Polat
Aksaray Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
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Damisman: Dr.Ahmet Biilent TURHAN

OZET

Selenyum (Se), esas olarak antioksidan Ozellikleri nedeniyle normal beyin
fonksiyonunu koruyan dnemli bir eser elementtir. Arastirmalar Se’nin karacigeri
koruma yetenegi de dahil olmak {izere gesitli biyoaktivitelere sahip oldugunu
gostermektedir. Dogal bir organik Se bilesigi olan selenometiyonin (Se-Met),
Se’nin ana kimyasal formudur ve yliksek biyoyararlanim, diisiik toksisiteye sahip
olmas1 nedeniyle de son yillarda Se ¢aligmalarinda daha ¢ok kullanilmaktadir. Bu
calismada farenin karacigerinde ve beyninde MsrBl1, Caspase-3 ve Gadd45
genlerinin ekspresyonuna Se metioninin etkisi incelendi. Genlerin ekspresyonunu
analiz etmek icin SYBR Green ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) yontemi kullanildi. Istatistiksel veri analizi grafigini GraphPad Software
Inc. Prism 6 yazilmh bir bilgisayar programi kullanilarak yapildi
Arastirmamizin bulgularina gére SeMet’in farenin karecigerinde ve beyninde bu
genlerin ekspresyonunda anlamli degisiklikler tespit edilmistir. Farenin
karacigerinde ve beyninde bu genlerin ekspresyonuna SeMet’in etkisi ilk kez
incelenmistir. Elde ettigimiz verilerin revize edilmesi daha genis caligmalarla
dogrulanmasi1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler : Selenyum; Selenometiyonin, MsrB1, Kaspaz-3, Gadd45,
gen ekspresyonu.

Ocak, 2024; 58 sayfa
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MASTER'S THESIS

EFFECT OF SELENIUM METHIONINE ON MSRB1, CASPASE-3 AND
GADDA45 EXPRESSION IN MOUSE LIVER AND BRAIN

Hatice Sema Polat
Aksaray University
Institute of Health Sciences
Department of Medical Biology
Supervisor: Dr. Ahmet Biillent TURHAN

ABSTRACT

Selenium (Se) is an important trace element that maintains normal brain function,
mainly due to its antioxidant properties. Research shows that Se has a variety of
bioactivities, including the ability to protect the liver. Selenomethionine (Se-
Met), a natural organic selenium compound, is the main chemical form of Se and
has been used more in Se studies in recent years due to its high bioavailability
and low toxicity. In this study, the effect of selenium methionine on the
expression of MsrB1, Caspase-3 and Gadd45 genes in the liver and brain of mice
was examined. SYBR Green real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
method was used to analyze the expression of genes. Statistical data analysis
chart by GraphPad Software Inc. It was done using a computer program with
Prism 6 software. According to the findings of our research, significant changes
were detected in the expression of these genes in the liver and brain of mice using
SeMet. The effect of SeMet on the expression of these genes in the liver and
brain of mice was examined for the first time. The data we obtained need to be
revised and confirmed with larger studies.

Key Words: Selenium; Selenomethionine, MsrB1, Caspase-3, Gadd45, gene
expression.

January, 2024; 59 pages
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1. GIRIS

Selenyum (Se), uzun bir gecmisi olan biiyiileyici bir elementtir. Onceleri toksik
oldugu diisiiniilen Se’un esansiyel bir eser element oldugu ve bizim i¢inde ne kadar
onem tasidigini yapilan ¢caligmalarda gérmekteyiz (Barceolux, 1999; Oien vd., 2009).
Se, insan viicudunda antioksidan savunma, kardiyovaskiiler, lireme ve bagisiklik

sistemi gibi ¢esitli sistemlerde yer almaktadir (Mckenzie vd., 2002).

Son yillarda Se’un insanlarin, diger tiim memelilerin ve diger bir¢gok yasam
formunun beslenmesinde temel bir unsur oldugu bulunmustur (Petra vd., 2021). Se'a
yeni bir bakis acist da Se'un ¢ok diisiik diyet konsantrasyonlarinda temel bir besin
oldugunu Schwarz ve Foltz'un 1957 yilinda yaptiklar1 g¢aligmalariyla ortaya
konmustur.. Diisiik konsantrasyonlarda Se’un , Torula mayasi ve E vitamininden
yoksun diyet tiiketen sicanlarda karaciger nekrozunu 6nledigi gdsterilmistir (Lucia

vd.,2006).

Se gidalarda temel olarak selenosistein (Secys) ve selenometiyonin (SeMet) (organik
form) olarak bulunurken, selenit veya selenat (inorganik formlar) gida maddelerinde
yalnizca cok kiiciik miktarlarda bulunmaktadir. Se'un biyolojik Onemi, yapisi
benzersiz amino asit Secys igeren selenoproteinlere dayanmaktadir (Saito, 2021). Se
cogu hayvan ve insan dokularinda SeMet formundadir. Dogal Se amino asidi olan
SeMet, biyolojide daha egzotik bir yer tutar ve SeMet, tartismaya deger gercekten
sasirtict ve heyecan verici bazi Ozellikleri bir araya getirir. SeMet bitkilerde ve
mantarlarda iiretilir ve bir¢ok organizmada kelimenin tam anlamiyla kiikiirt analogu
metionin (Met) yerine proteinlere ve enzimlere sizarak bu proteinlere ekstra redoks

aktivitesi verir (Le vd., 2008).

Se’un biyolojik etkileri ve insan sagligi iizerindeki etkisi biiylik Olgiide
selenoproteinlere bagl oldugundan, selenoproteinlerin bu diyet faktorii tarafindan
nasil diizenlendigini aydmlatmak bilim insanlar1 tarafindan ilgi ¢ekici olmustur.
Selenoprotein metiyonin- R -siilfoksit rediiktazin (MsrB1) diyetteki Se durumuna
yanit verdigi bulunmustur (Novoselov vd.,2005; Oien vd., 2009). Bu protein,
oksitlenmis metionin kalintilarin1 tekrar metioninlere indirgeyebilen enzimlerden

biridir (Brot, Weissbach, 1983). Proteinlerdeki bir¢ok amino asit, oksidatif



modifikasyonlara duyarlhidir, ancak kiikiirt igeren amino asitlerin, sistein ve

metiyoninin oksidasyonu 6zellikle dnemlidir ( Vogt,1995).

Se’un organik formlarindan biri olan SeMet’'nin ise antikanser etkileri oldugu
bildirilmistir (Ip vd., 1994; Stewart vd., 1999). Son zamanlarda, SeMet'in
kemopreventif mekanizmasi in vitro caligmalarla arastirilmistir. Organik SeMet
bilesiklerinin, tiimor baskilayicit p53'i aktive ettigi bildirilmistir ve bu aktivasyon,
organik Se’un aracilik ettigi alternatif kemopreventif mekanizmalardan biridir (Seo
vd., 2002). Gadd45 veya Gadd45a, (bliylimeyi durduran ve DNA hasarma neden
olan gen), iyi bilinen ve p53 tarafindan diizenlenen bir gendir. Gadd45'in DNA hasar1
tepkisinin 6nemli bir araci oldugu diisliniilmektedir ve ekspresyonu, DNA hasar1
veya yaslanmasi ile indiiklenir (Liu vd., 2009; Hoffman ve Liebermann 2009). Bagka
bir ¢alismada bu genin ekspresyonunun SeMet tarafindan azaldig1 gosterilmistir (Rao

vd., 2001).

Se, oksidatif strese kars1 kemoterapide kritik roller oynayan temel bir eser element
olarak yerini almis olmasina ragmen yiiksek Se konsantrasyonlarina bagli, toksik ve
oksidatif etkilere de neden oldugu gosterilmistir (Mertens vd., 2015; Week vd.,
2012). Birkag organik seleno bilesik, 6nemli kemopreventif aktiviteler gostermistir
(Ganther, 1999). Hiicre intiharmin programlanmis bir siireci olan apoptoz,
selenobilesiklerin kemopreventif aktiviteleri icin en makul mekanizma olarak One
stiriilmiistiir (Taeho vd., 2001). Kaspazlarin gesitli sistemlerde apoptozu yiiriittiigi
bilinmektedir. Kaspazlar, hiicre farklilasmasi, yeniden sekillenme ve 6lim dahil
olmak iizere bir¢ok hiicresel islevin gergeklestirilmesinde etkili olan bir proteaz

smifidir (Snigdha vd., 2012).

SeMet ile ilgili aragtrmalarin ¢ogu tiroid hastaligi, kanser ve kalp hastaliklarinin
onlenmesine odaklanmigtir. Literatlirde fare karacigerinde ve beyninde MsrBl,
Caspase-3 ve Gadd45 genlerinin ekspresyonuna SeMet’in etkisine iliskin herhangi

caligmaya ve bir veriye su ana kadar rastlanilmamaistir.

Bu ¢alismamizda SeMetle beslenen farelerin karaciger ve beyninde MsrB1, Gadd45
ve Kaspaz-3 genlerinin ekspresyonlarindaki artis ve azaliglarini ortaya koyarak bu

arastirmamizin sonucunda konuyla ilgili bir yorumlanma yapmay1 diisiindiik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Selenyum

Se, periyodik tablonun dordiincii periyodunda, 6A grubunda yer alir ve atom
numarasi 34 olan temel bir eser elementtir. Kiikiirt (S) (komsusu) ile benzer
kimyasal davranig ve reaksiyonlara sahiptir. Se, insanlar ve hayvanlar i¢in en gerekli
mikro besin maddelerinden biridir. Se’un dort farkli oksidasyon durumu vardir

(Barceolux, 1999). Bu oksidasyon durumlari Tablo 1 de gdsterilmistir.

Tablo 1. Selenyumun Oksidasyon Durumlar1 ve Selenyum Bilesiklerine Ornekler

Oksidasyon Durumu + 6 Selenyum trioksit Selenat Selenik asit

Oksidasyon Durumu + 4  Selenyum dioksit Selenoz asit Selenit

Oksidasyon Durumu 0 Elemental Selenodiglutatyon  Selenyum siilfitler
Selenyum

Oksidasyon Durumu -2 Hidrojen selenid Dimetilselenid Sodyum selenid

2.1.1. Kesfi ve Tarihcesi

Se elementi 1817'de Isvecli kimyager Jons Jacob Berzelius tarafindan kesfedilmistir
(Berzelius, 1818). Kesfinden bir yil sonra arastirildiginda bir element oldugu
kanitlanmis ve Yunanca bir sozciik olan ve “ay” anlamina gelen ‘selene’ ismi ile
adlandirilmistir (Flohe L vd., 2000). Se kesfedildiginden beri ¢oziilmesi gereken bir
bulmaca olmustur. Se, uzun yillar boyunca, insanlar iizerinde potansiyel zararli
etkileri olan, besi hayvanlarmi ¢evresel olarak zehirleyen bir madde olarak kabul
edilmistir (Weekley and Harris, 2013). 1842 yilindan beri Se’nin biyolojik rolii,
toksik ve karsinojenik etkileri, Se eksikligi gibi konular ¢alisiimaktadir ve Se’un
onemi 1957'de vurgulanmistir. Buna ragmen 1973 yilina kadar canli biinyesindeki
rolii tam olarak anlasilamamistir. Se’un glutatyon peroksidaz enziminin yapisinda
kesfedilmesi, yiyeceklerdeki ve sagliktaki dneminin anlagilmas: yoniiyle temel bir
baslangi¢ olmustur (Arthur, 1996). Boylelikle Se, insan saglhigi ve hastaligindaki
Oonemli roliinii gdsteren c¢ok sayida bilimsel aragtirmanin konusu olmustur (El-

Bayoumy, 2001).



2.1.2. Biyokimyasi

Amerika Birlesik Devletlerinin Maryland eyaletindeki Montgomer bdlgesinin
giineyindeki Bethesda’da Diinya Saglik Orgiitiine gére 14 yasin {izerindeki bireyler
icin Onerilen ortalama giinliik alim miktar1 55 pg iken, daha kiiciik ¢ocuklarda ihtiyag

15-40 pg/giin arasinda degismektedir (Mikko and Chengjuan, 2018).

Se'u bitkiler topraktan selenat olarak alir ve bunlar daha sonra SeMet ve selenosistein
(Sec, SeCys) organik formlarina doniistiiriilir (Longchamp vd., 2013; Khanam ve
Platel, 2016). SeMet bitkilerde ana Se bilesigidir. Memeliler ve insanlar gibi daha
yiiksek organizmalar SeMet'i sentezleyemez. Bu nedenle insan viicuduna diyetle
alinmasi zorunludur. Viicuda diyetle alinimindan sonra viicudun kullanabildigi ve
daha iyi absorbe edebildigi L-Selenometiyonin izomeridir. D- SeMet ise inorganik Se
formlarina dontstiiriilerek inorganik Se havuzuna katilir ve diyetle Se alimi
durdugunda bu havuzdan organizmaya Se saglanir (Dumont vd., 2006; Schomburg
vd., 2004). Sec sisteinin Se igeren bir analogudur ve Se’un biyolojik olarak aktif
formudur. Sistein amino asidindeki kiikiirt (S) yerine Se geg¢mistir. Sec ribozom
aracilt protein sentezi ile proteinlere katilmak icin kendisine ait bir kodon

tagimaktadir. Genetik koddaki 21. amino asit olan Sec, UGA kodonu tarafindan

kodlanmaktadir.
@ Seril tRNA Fosfoseril
“~___ sentetaz tRNA kinaz
= _— .
[SEC RN Alsersec | [ Seril-tRNAserlsec ] [ Fosfoseril- tRN Al
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v
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'_LT'

Sekil 1. Memelilerde Selenosistein Biyosentezi

H-—Se + AMP



Baglangicta ilk olarak selenosisteil-tRNA’s1t seril tRNA sentetaz tarafindan
katalizlenen bir tepkimeyle seril-tRNA’sina doniistiiriiliir. Seril-tRNA kompleksi
fosforillenir ve selenofosfat sentetaz 2 tarafindan katalizlenen tepkime ile
fosforillenen hidrojen selenid bu kompleks ile birlesirken selenosistein sentezlenmis

olur (Gromer vd., 2005).

Se ayn1 zamanda metiyoninden kiikiirdii ¢ikartarak yerine gecer ve SeMet olusur.
Hem SeMet hem de Sec Se’un biyolojik olarak protein ve enzimlere baglanip

yapilarina katilarak fonksiyon gdstermesini saglar (Gromer vd., 2005).

Se insan viicudunda proteinlere katilarak ve bazi enzimlerin yapisinda kofaktor
olarak islev goriir. Bugiline kadar tanmmlanmis yaklagik 25-33 selenoprotein
bulunmaktadir (Schomburg vd.,2004; Papp vd., 2010). Bunlarin islevlerine gore

smiflandirilmasi Tablo 2 de gosterilmistir.

Tablo 2. Selenoproteinler

Biyolojik Fonksiyon Selenoprotein

Antioksidan Enzimler GPx1 (karaciger), GPx2 (plazma), GPx3
(plazma), GPx4 (gastrointestinal), GPx6,
SelK, SelW, SelR

Redoks Sinyalleri TrxR1, TrxR2, TrxR3

Tiroid Hormon Metabolizmasi DIO1, D102, DIO3

Sec Biyosentezi SPS 2

Se Transportu ve Depolanmasi SelP

Protein Katlanmalan Sell5, SeIN, SelM, SelS

Fonksiyonu Bilinmeyenler SelH, Sell, SelO, SelT, SelV
2.1.3. Metabolizmasi

Bitkilerde, Se’un %90 kadar1 SeMet formunda bulunur. Selenosistein, SeMet ve
selenat emilimi (%70-90)  oldukg¢a etkilidir. Se, kan dolasiminda dolasan
selenoproteini (SePP) sentezleyen ve ihra¢ eden karaciger tarafindan alinir. SePP,
coklu Sec kalintilar: ile Se’u diger dokulara ve organlara nakleder ve tasinan Se,
hiicre i¢ci Se metabolik yollariyla selenofosfata doniistiiriiliir. Se, sirali metilasyon
tarafindan olusturulan kiigiik molekiillii metabolitler seklinde ekshalasyon ve idrar

yoluyla atilir.
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Sekil 2. Selenyum absorpsiyonu, metabolizmas1 ve yikimi

Hidrojen Selenid (H,Se), hem organik hem de inorganik Se bilesiklerinin metabolik
ic doniisiimlerinde merkezi bir noktasidir. Diyetle alinan SeMet selenosisteine
dontistiiriiliir. Bu dontisiimii katalizleyen sistatiyonin B-sentaz ve sistatiyonin y-liyaz
enzimleridir. Selenosistein, B-liyaz tarafindan selenosisteinden selenit (H ; Se)
salgilar. Diyetle alinan Se-metilselenosistein, sistatyonin y-liyaz kataliz etmesiyle
reaksiyonda metilselenole donistiiriilebilir ve bu da selenid iiretmek tlizere demetile
edilebilir. Selenit dogrudan tioredoksin rediiktaz (TXNRD, (kendisi bir
selenoprotein) aktivitesiyle selenide indirgenir veya bir diger yol olan glutatyon
rediiktaz aktivitesiyle bir dizi reaksiyon sonucu selenide indirgenebilir. Selenat,
tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri ile selenide
dontigtiirtiliir. Selenid selenofosfat sentetaz aktivitesiyle birlesip fosfatlanir ve Se
selenosisteil-tRNA 515 pirlegir. Selenid ayrica Se atiliminda ara metabolittir.
Selenid daha diisiik aliniminda selenosekerler halinde idrarla atilir. Daha yiiksek alim

seviyelerinde ise metiltransferazlar selenidi metilselenole doniistiirmek i¢in sirayla



metil gruplar1 ekler, sonra nefes ve feges yoluyla atilan dimetilselenide, ardindan

trimetilselonyuma doniisiir (Longchamp vd., 2013).

2.1.4. Selenometiyoninin Tedavideki Rolii
SeMet’nin bilim tarihindeki kesfinden bu yana karaciger, tiroid, Alzheimer, kanser
ve kalp hastaliklarinin 6nlenmesi konusunda birgok ¢alisma yapilmistir (Lambert

vd., 2017).

Karaciger, Se metabolizmasmin diizenlenmesinde ve viicuttaki seviyesinin
korunmasinda yer alan 6nemli bir organdir. Se’un asir1 seviyelerinin, hiicrelerin
redoks durumunu bozdugunu, oksidatif stresi arttirdigmi ve organ ve dokularda
hasara yol acan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) firettigi bilinmektedir. Se’un
karacigeri koruma yetenegi de dahil olmak {izere ¢esitli biyoaktivitelere de sahip
oldugu bilinmektedir. Yiiksek seviyelerde serbest radikallerin veya ROS'un,
membran lipitlerinin zincir peroksidasyon reaksiyonlarini dogrudan baglatmaktadir;
bu nedenden dolayi, hiicrelerdeki oksidatif stres seviyesi, nihai lipid peroksidasyon
iiriinii malondialdehit (MDA) miktarindaki degisikliklerle ve ayrica antioksidan
enzim aktivitesindeki ve gen ekspresyonundaki degisikliklerle belirlenebilir (Ayala

vd., 2014).

Laboratuvardaki deney fareleri, anatomi ve fizyoloji agisindan insanlarla benzer
ozellik gosterirler. Biyomedikal arastrmalar ve karsilastirmali tip ¢alismalart igin
ideal hayvan modelleri sunmaktadirlar. Fare ve insan genomlar1 yiliksek oranda
benzerdir; bu da, fareyi insan fizyolojisi ve patofizyolojisini modellemek i¢in
milkemmel bir sistem yapmaktadir (Lambert vd., 2017; Bryda, 2013). Hem Se

fazlalig1 hem de eksikligi, insanlarda ve farelerde saglik riski ile iliskilendirilmistir.

SeMet, oksidatif stresi ve bagisiklik sistemini diizenleyerek DNA stabilitesini, hiicre
proliferasyonunu ve apoptotik hiicre oliimiinii etkiledigi i¢in hiicre biiylimesini de
etkileyebilecegi bilim insanlari tarafindan diisiiniilmiistiir (Vinceti vd., 2014). Alkolik
karaciger hasarinin gelisimi, ROS birikimi ile yakindan iliskilendirilmis olup, yapilan
in vitro hiicre kiiltiiri modellerine ve in vivo fare modellerine dayanan bir ¢aligma
da, farenin karacigerinde SeMet takviyesiyle yapilan karaciger korumasma katkisi
incelenmistir. Calismanin sonucunda SeMet takviyesinin, lipit metabolizmasini
diizenledigi ve oksidatif stresi azaltarak farelerde karaciger hasarimi en aza indirdigi

goriilmiistiir. Bu da bilim diinyasma SeMet’in , potansiyel terapotik 6zelliklere sahip



oldugunu ve oksidatif stresin baskilanmasi yoluyla ALD'yi tedavi etmek icin

kullanilabilecegini gdstermistir (Lin vd., 2021).

Sinir sistemi biitiinliigiiniin ve fonksiyonunun korunmasi, Alzheimer hastaligi (AD)
gibi noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde nihai hedef olmustur. Norogenez,
sinirsel ve biligsel islevlerin korunmasinda tamamlayici bir rol oynar ve ndrojenezin
islev bozuklugu, Alzheimer'daki bilissel bozulmanin ana nedeni olarak kabul
edilmistir. Ayrica, endojen ndral kok hiicreleri (NSC'ler) hedefleyerek nérojenezin
indiiklenmesi, en umut verici tedavi stratejilerinden biri olarak kabul edilmistir(Lin

vd., 2021).

SeMet oncelikle beyinde, karacigerde, pankreasta ve bobrekte bulunmaktadir. Zhang
vd.’nin yaptig1 bir ¢calisgmada Se-Met'in § amiloid peptid (AB) ve hidrojen peroksitin
neden oldugu noronal hasara kars1 koruma saglayabildigini gostermislerdir (Zhang
vd., 2014). 2003 yilinda yapilan bir calisma da Se-Met tedavisinin, {i¢lii transgenik
(3xTg) AD farelerinde (APP/PS1/Tau) beyin antioksidan kapasitesini artirmanin yani
sira 6grenmeyi ve hafizay1 dnemli dl¢giide gelistirebildigi bulunmustur (Oddo, 2003).
Bu arada, SeMet tedavisi AP'yr ve Tau hiperfosforilasyonunun birikmesini
azaltabilmis , 3xTg AD'l1 farenin beynindeki sinaptik yaralanmalar1 hafifletebilmistir.
Burada bahsedilenler Se-Met'in noroprotektif 6zelliklerini ortaya koymustur. 2016 da
Zhang vd.,’leri Se-Met'in hipokampal nérogenezin diizenlenmesinde de rol oynayip
oynamadigmi arastirmaya karar vermistir. Bunun {lzerine ilk olarak Se-Met
tedavisinin NSC'lerin ¢ogalmasi iizerindeki etkileri lizerinde arastrma yapmaislardir.
Se-Met'in diisiik konsantrasyonlarda (10 uM) NSC'lerin ¢cogalmasimi tesvik ettigini
ve yliksek konsantrasyonlarda ¢ogalmay1 inhibe ettigini bulmuslardir. Ayrica mevcut
caligmalarinda Se-Met'in AD farelerinde hipokampal NSC proliferasyonunu
destekledigini ve in vitro NSC proliferasyonunu ve ndronal farklilasmay1

kolaylastirdigini kesfetmislerdir (Zhang vd., 2016).

Kolorektal kanser, ABD'de kanser oliimlerinin ikinci sirasinda yer alan bir kanser
tiirii olmaya devam etmektedir (Jemal vd., 2004). Insan klinik deneylerinde, yiiksek
Se iceren maya formundaki Se’un, bir faz II ¢alismasmin ikincil analizinde, kolon
kanserinin goriilme sikligin1 ve mortalitesini azalttig1 gdsterilmistir ve laboratuvar
hayvanlar1 iizerinde yapilan deneyler, cesitli Se bilesiklerinin kolorektal

karsinogenezi inhibe ettigi vurgulanmistir (Clark vd., 1996). SeMet selenlestirilmis



mayadaki ana Se bilesigidir. Ancak SeMet'in etki mekanizmasi belirsizligini

korumaktadir(Clark vd., 1996).

Chigbrow ve Nelson tarafindan 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada, SeMet'in belirli
kontrol noktalarinda hiicre dongiisii ilerlemesini bloke edebildigi gosterilmis; bu,
siklin B ve Cdc2 kinaz aktivitesindeki bir azalmayla agiklanmistir (Chigbrow ve
Nelson, 2001). Diger gruplar tarafindan yapilan caligmalarda, 500 pM'lik bir
konsantrasyonda SeMet, prostat tiimor hiicrelerinde hiicre dongiisti durmasini ve Tyr-
15'te Cdc2'nin fosforilasyonunu indiiklemistir (Menter vd., 2000) . 150 uM'de
SeMet'in aynt zamanda LNCaP biiyiimesini inhibe edebildigi ve Gl fazmnin
durmasiyla iligkilendirilen siklin D1 ve siklin D3'ii azaltabildigi de gosterilmistir ( Ni
vd., 2003). Chigbrow vd., 2005'te yaptig1 in vitro ¢alismasinda diisiik dozda ¢oklu
tedavi protokolii gelistirmislerdir. Caligmalarinda SeMet'in  kolon kanseri
hiicrelerinin biiyiimesini apoptoz yoluyla degil, hiicre dongiisii blokaji (S—G2/M fazi)
yoluyla inhibe ettigini géstermislerdir( Chigbrow vd., 2005).

Tablo 3. Farkli Hastaliklarin Tedavisinde SeMet’in Etkisi

Hastahk Sonug¢ Kaynak

Alzheimer SeMet, Alzheimer hastaligmin bir fare | Rui vd., 2017
hastalig1 (AD) | modelinde PI3K-Akt-GSK3B-Wnt yolu yoluyla

hipokampal ndrojenezi destekledi,

Alkole  Bagli | SeMet, lipit metabolizmasmi diizenledi ve | Lin vd., 2021 ;

Karaciger oksidatif stresi azaltarak farelerde karaciger Chunliang vd.
Hastalig1 hasarmi en aza indirdi, 2022
(ALD),

SeMet'in hayatta kalma oranini uzatti, serum
Akut karaciger | ALT ve AST'yi azaltti, karaciger nekrozunu
hasar1 (ALI) hafifletti ve hepatosit apoptozunu inhibe etti

Yaslanmayla Se-Met ile yapilan 6n tedavinin PM2.5'e maruz | Xiaofei  vd.,
Iligkili Akciger | kalan A549 hiicrelerinde ¢cGAS/STING/NF-«xB | 2022
Hastalig1 yolunu engelleyerek inflamatuar yaniti1 inhibe

edebildigini ve hiicresel yaslanmay1 onleyebildsi,




C57BL/6]J fare
cGAS

In vivo modeli, Se-Met

tedavisinden  sonra ekspresyonunun
azalmasiyla PM2.5'in neden oldugu fare akciger

dokusunun yaslanmasi hafifledi

Endometrit

Hastalig1

(Rahim Ici

[Itihabr)

SeMet, inflamasyonu ve nekroptozu inhibe
ederek E.colimin neden oldugu endometritise

kars1 korudu

Lu vd., 2023

Parkinson

hastalig1 (PD)

Glu-SeMet'in C. elegans PD modelinde PD'ye
karst noroprotektif etkiye sahip oldugunu ve
Glu-SeMet'in anti-PD etkilerinin SKN-1/Nrf2 ve
TRXR-1 ile iligkili oldugu bulundu

Chang vd.,
2021

Kanser

SeMet ile tedavi edilen hiicrelerde siklin A'da
hafif bir artis ve siklin B'de belirgin bir artig

gbzlemlendi,

SeMet, p53'it DNA hasarindan bagimsiz bir

redoks mekanizmasiyla aktive etti,

Adenoviral MET geni/SeMET tedavisi ayrica
kemirgenlerde tiimor biiylimesini inhibe etti ve

hayatta kalmalarin1 6nemli 6l¢iide uzatti

Chingbrow
vd., 2005;

Young vd.,
2002;

Miki vd., 2001

Tiroid hastalig1

SeMet alan kisilerin  %31,3'iniin  tiroid

fonksiyonlar1 diizeldi,
Tiroglobuline saldiran bagisiklik proteinlerinde

(antikorlar) daha yiiksek bir azalma gosterdi,

SeMet grubunda bebegin dogumunu takiben
genellikle enfeksiyondan sonra viicut tarafindan
iiretilen bir antikor tiirli olan otoantikorlarda da

azalma gorildi

Pirola vd.,
2016;
Kyrgios  vd.,
2019;

Mantovani

vd., 2019
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2.2. Metiyonin siilfoksit rediiktaz B1 (MsrB1 ) Geni

Bu gen, aktif bolgesinde bir selenosistein (Sec) kalintist igeren bir selenoproteini
kodlar. Sec, normalde ¢evirinin sonlandirildigini isaret eden UGA kodonu tarafindan
kodlanir. Selenoprotein genlerinin 3' UTR'si, UGA'mm bir durdurma sinyali yerine
bir Sec kodonu olarak taninmasi i¢in gerekli olan ortak bir kok dongii yapisina, sec
yerlestirme dizisine (SECIS) sahiptir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, yiiksek
oranda karaciger ve bobrekte eksprese edilir ve hiicre ¢ekirdegi ve sitozolde lokalize
olur. Bu protein, proteinlerdeki oksitlenmis metionin kalintilarin1 azaltan onarim
enzimlerini igeren metiyonin siilfoksit rediiktaz (Msr) protein ailesine aittir. Bu
ailenin tyeleri, metiyonin-R-siilfoksitlerin metiyoninlere indirgenmesini katalize
ederek proteinleri oksidatif stresten koruyan onarim enzimleri olarak islev

gormektedir.

Met, R- ve S -diastereomerler olarak mevcut olan metiyonin siilfoksite (MetO)
oksitlenebilir . Yasamin her {i¢ alaninda da mevcut olan metiyonin siilfoksit
rediiktazlar (MSR) , MetO'yu tekrar Met'e indirgeyen enzimlerdir . Bunlar arasinda
en c¢ok karakterize edilenler, sirasiyla MetO'nun S- ve R -diastereomerleri i¢in
kesinlikle stereospesifik olan MSRA ve MSRB'dir . MSR'lerin ¢ogunlugu
substratlarin1 azaltmak icin katalitik bir Cys kullanirken, bazilar1 selenosistein
kullanir . Bu, baslangicta selenoprotein olarak kesfedilen memeli MSRB1'in
durumudur. SELR veya SELX ve sonraki siirimlerin bir MSRB aktivitesi sergiledigi
bulunmustur (Tarrago vd., 2022).
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Sekil 3. MsrB katalitik mekanizmasi

MsrBl  durumunda (seklin  {ist kismi), metiyonin siilfoksit indirgemesi,
selenosistein'in (Sec) substratin kiikiirt atomuna niikleofilik saldirisiyla baglar ve
kararsiz bir ara {iriiniin olusumuna yol agmaktadir. Iyonik yeniden diizenleme, bir
metionin molekiiliiniin eszamanli salinimiyla birlikte bir selenik asit ara maddesinin
olusumuna yol agmaktadir. Geri doniisiim sisteinin (Cys) bu selenik asit ara
maddesine niikleofilik saldirisi, daha sonra tioredoksin (Trx)/tiyoredoksin rediiktaz
(TR)/NADPH rejenerasyon sistemi veya ditiyotreitol (DTT) tarafindan indirgenen
molekiil i¢i bir selenenilsiilfit baginin olusumuna yol agar. Buna karsilik, metionin
salmimindan sonra Cys iizerinde olusan MsrB2 ve MsrB3'lin (seklin alt kismi)
stilfenik ara maddesi, bu mekanizmalardan biri ile dogrudan tam aktif durumuna

indirgenebilir (Kim ve Gladyshev, 2005; Lowther vd., 2002).

Genomik analizler cogu hayvan soyunda ortaya ¢iktigmi gostermis ve biyokimyasal
ve yapisal analizler katalitik mekanizmasini ortaya ¢ikarmustir . Yapilan ¢aligmalarla
transgenik farelerin ve memeli hiicre kiiltliriiniin kullanimi, bunun oksidatif strese
karst koruma , noronal hiicrelerin bakimi, bilis, kanser hiicresi ¢ogalmasi ve

bagisiklik tepkisine karsi korunmadaki fizyolojik onemini ortaya ¢ikarmugstir. Met
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oksitleyici MICAL enzimlerinin kesfiyle ayn1 zamana denk gelen, hiicre iskeleti
aktinin geri doniisimlii stereospesifik Met-R-oksidasyonu yoluyla dogustan gelen
bagisiklik tepkisini diizenleyen MSRB1'in son bulgulari, MSRB1'in biyolojik 6nemi
ve hastaliktaki rolii i¢in yeni yollar ortaya koydu (Radak vd., 2011; Li vd., 2013).
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Sekil 4. MsrB1’in fizyolojik 6nemi

MSRBI ile iligkili hastaliklar arasinda Stafiloenterotoksemi ve Keshan Hastaligi
bulunur . Onceki calismalar MsrB1'in yaslanma, ndérodejeneratif hastalik ve diyabet
gibi oksidatif hasara bagli hastalik veya bozukluklarla yakin iliskisi oldugunu
dogruladi (Radak vd., 2011; Li vd., 2013).

2.2.1. Kanserde MsrB1’in Rolii
MsrB1'in ¢esitli kanserli hiicre dizilerinde kanserin ilerlemesini etkiledigi
gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda MsrB1'in farkli kanser tiirlerinde

spesifik roller oynadigini ortaya ¢ikarmistir (Li vd., 2018; He vd., 2018).

Timor olusumu, DNA iizerindeki oksidatif hasarin, poligenik hastaliklarin
olusumuna dogrudan katilan gen mutasyonuna yol a¢tig1 karmasik bir siirectir. Bir
antioksidan olarak vurgulanan MsrB1, DNA dahil biyolojik molekiillerdeki oksidatif
hasarin onarimina katilmaktadir (Drazic ve Winter, 2014). Chen vd.,’ne goére; Metil,
DNA sentezi i¢in gerekli oldugundan ve MsrBl, MetO'yu Met'e katalize
edebildiginden, MsrB1'in kanser hiicrelerinde DNA sentezini/hiicre ¢ogalmasini
etkiledigini savunmuslardir (Chen vd., 2021). Aslinda birkag¢ ¢alisma, MsrBl'in

timor gelisiminde spesifik roller oynadigini ortaya ¢ikarmistir bu da MsrB1'in timdr
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olusumunda kesfedilmemis ozelliklerine isaret etmektedir (Li vd., 2018; He vd.,
2018). Kolorektal kanser (CRC) diinya ¢apinda en sik goriilen kanserlerden biridir ve
her yil yarim milyon insanin Gliimiine sebep olmaktadir. Coklu cevresel ve yasam
tarz1 faktorleriyle iliskili oldugu rapor edilmistir. MsrB1'in insan kolorektal kanser
(CRC) gelisimindeki rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmesinden dolay1 Chen vd., CRC
dokusunda ve hiicre hatlarinda MsrB1’in ekspresyon seviyesini tespit etmislerdir
(Chen vd., 2021). MsrB1'in CRC dokularinda ve hiicre hatlarinda yiiksek diizeyde
eksprese edildigini ve hiicre ¢ogalmasinin, gociiniin ve istilasinin 6nemli 6lgiide
inhibe edildigini tespit etmislerdir. Tespitlerinin sonucunda MsrBl'in kolon
tiimOriiniin ilerlemesinde onkogen olarak calisabilecegini bulmuslardir ve MsrB1'in
bir biyobelirte¢ olarak potansiyel rolii belirlenmis ve CRC'nin klinik tedavisi i¢in

yeni bir hedef saglayabilecegi sonucuna ulasmiglardir (Chen vd., 2021).

Hepatoseliiler karsinom (HCC), diinya ¢apinda besinci sirada yer alan bir karaciger
kanseridir. MsrB1 bu kanserin tedavisinde de incelenmistir. Kanser hiicreleri artan
diizeyde aerobik glikoliz (Warburg etkisi olarak adlandirilir) ve yiiksek diizeyde
reaktif oksijen tiirleri (ROS) sergilerken, normal hiicreler oksidatif fosforilasyona
bagimhidr (Kim, 2013). ROS regiilasyonu tiimor gelisimi, metastaz ve antikanser
tedavilerine verilen yanitlarda onemli bir faktordiir. ROS, dogrudan veya dolayli
olarak tiimor olusumu ve metastazla baglantili bircok sinyal yolunu diizenlemektedir.
Oksidatif stres indiiksiyonu, kanser hiicrelerinin tercihli olarak o6ldiiriilmesine yol
acabilir. 2018 de He vd.,’nin Hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicreleri iizerinde
yaptig1 calismada, MsrBl'in miidahale ettigi HCC hiicrelerinde proliferasyon ve
metastazin azaldigir goriilmiistiir ve bu kanser ¢aligmasinin sonucu da bu faktoriin
timor tedavisi i¢in biyolojik bir hedef olabilecegini bilim insanlarini

diistindiirmektedir ( He vd.,2018).
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Tablo 4. MsrB1'in Kanserdeki Etkisi

Kanser Sonug Kaynak

Insan Hepatoseliiler Karsi- In vivo olarak MsrBl'in | He vd., 2018

nomu (HCC)
yikilmasi, timor
biiyiimesini  etkili  bir
sekilde inhibe etti
Meme Kanseri Spl transkripsiyon | Luca vd., 2007
faktorlinlin

ekspresyonunda merkezi
bir rol oynayabileceginin
kesfi de dahil olmak
lizere, insan MsrBl1
geninin transkripsiyonel
diizenlemesine iligkin ilk

bilgileri saglar.

2.2.2. Karaciger Hasarinda MsrB1’in Rolii

Asetaminofen ( N -asetil- p -aminofenol, APAP) diinya ¢apinda analjezik ve
antipiretik bir ilag olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, APAP doz asimi, toplam
basarisizlik ve 6liim de dahil olmak iizere ciddi akut karaciger hasarina neden olabilir
(Rumack; 2004). Amerika Birlesik Devletleri ve Birlesik Krallik da dahil olmak
tizere bircok iilkede ilaca bagl karaciger hasarmin en yaygin nedeni olarak
gosterilmistir (Rumack; 2004). Karacigerde APAP'm biyotransformasyonu yoluyla
iretilen reaktif metabolit N -asetil- p -benzokinon imin, glutatyonu (GSH) tiiketir,
proteinlerin tiyol gruplarma kovalent olarak baglanir ve ROS iiretimini indiikleyerek
sonucta hepatotoksisite olusturur . APAP doz asimi hastalar1 i¢in etkili bir tedavi ,
hepatik GSH diizeylerini artirmak ve dolayisiyla ROS diizeylerini azaltmak i¢in GSH
(veya N —asetilsistein) tedavisidir (Rumack; 2004).

MsrB1 karacigerde yiiksek diizeyde eksprese edilir ve ana hepatik MsrB enzimini
temsil eder (Fomenko vd., 2009; Novoselov vd., 2010). Nakavt farclerde MsrBl1,
karaciger ve bobrekte artmig protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu ve
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oksitlenmis GSH seviyeleri sergiler (Novoselov vd., 2010). MsrB1'in bu detoksifiye
edici organlarda antioksidan bir rol oynadigini 6ne stirmektedir. Memeli hiicrelerinde
MsrB1'in yikilmasi, ROS iiretimini ve oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiinii arttirir,
asir1 ekspresyonu ise oksidatif stres kosullar1 altinda hiicrenin hayatta kalmasini

arttirir (Fomenko vd., 2009).

Bu bilgilerin 1518inda Kim vd., MsrB1 nakavt fareleri ve primer hepatositleri
kullanarak, ana hepatik MsrB enzimi olan MsrBl'in APAP kaynakl
hepatotoksisiteye karst koruyucu roliinii gostermislerdir. Calismalarinda MsrB1
eksikliginin, sirasiyla farelerde ve hepatositlerde APAP kaynakli karaciger hasarmi
ve sitotoksisiteyi arttirdigini goézlemlemislerdir ( Kim vd., 2017). GSH tiikenmesi ile
artan oksidatif stresin, APAP'n hepatotoksisiteyi indiikledigi dnemli bir mekanizma
oldugu diistiniilmektedir (Saito vd., 2010). MsrB1 eksikligi, lipit peroksidasyonu ve
protein oksidasyonu gibi APAP kaynakli oksidatif stres siire¢lerinde artisa yol
acmistir (Kim vd., 2017). MsrB1'in antioksidan fonksiyonunun, hepatik hiicrelerin
APAP kaynakli toksisiteden korunmasinda anahtar rol oynadigmni gostermektedir

(Kim vd., 2017).

2.2.3. Norodejeneratif Hastahkta MsrB1’in Rolii

Bilim insanlar1 tarafindan yapilan c¢aligmalarda MsrBl'in ndrodejeneratif
hastaliklarla yakindan iligkisi oldugunu biliyoruz. Bunun iizerine Shi vd., , MsrB1'in
merkezi sinir sisteminde Onemli bir rol oynayabilecegini varsaydilar. MsrBl
nakavtmin beyin gelisimi veya 6grenme davranigi iizerinde herhangi bir etkisinin
olup olmadiginmi incelemek icin, MsrB1 eksikligi olan farelerin beyinleri {izerinde
histolojik ¢aligma gerceklestirdiler ve ayrica Morris su labirenti ve elektrofizyolojik
yontemler kullanarak bu farelerin uzaysal 6grenme yetenegini ve uzun vadeli
sinaptik plastisitesini test etmiglerdir. Sonug¢ olarak MsrB1 kaybinin, merkezi sinir
sisteminin genel gelisimini bozmadigi, ancak farelerin uzaysal 6grenmede yetersiz
kalmasmma ve beyin dilimlerinin CAl'inde LTP/LTD ekspresyonunda ciddi
bozulmalara neden oldugu gézlemlenmistir ( Shi vd., 2019). Sonug olarak, MsrB1'in
kaybi farelerin beyninde astrogliosis ( merkezi sinir sistemindeki (CNS) hasara bagli

hastalik ) ile sonu¢lanmistir ( Shi vd., 2019).
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2.3. Gadd45 Geni

Biiylime durmasi ve DNA hasariyla indiiklenebilir (GADD) gen GADD45, DNA'ya
zarar veren ve/veya bliylimenin durmasina neden olan ajanlar tarafindan indiiklenen
bir grup genin bir iiyesidir. Gadd45 gen ailesi ii¢ adet olduk¢a homolog (amino asit
seviyesinde %55-58 genel 6zdeslik), kiiciik, asidik, niikleer proteini kodlayan genleri
olusturmaktadir: GADD45a, GADD45B (MyD118) ve GADD45y (CR®6, sitokin tepki
geni 6). Insanlarda GADD4S5 proteinleri normal yetiskin ve fetal dokularda, 6zellikle
de hareketsiz hiicresel popiilasyonlarda her yerde tespit edilir ve hiicre dongiistiniin
G1 faz1 swasinda yiiksek oranda eksprese edilir, S fazi1 sirasinda ise protein
ekspresyonu 6nemli dlgiide azalir (Kearsey vd., 1995). Cesitli fare dokularindaki
GADD45 protein seviyelerinin analizi, bobrek ve iskelet kasinda yiiksek oranda,
dalak, kalp, akciger, beyin ve karacigerde orta diizeyde, testiste ise diisiik diizeyde
eksprese edilmistir (Zhang vd., 1999).

Gadd45 genleri, hiicre dongiisiiniin durmasi, DNA onarimi, hiicrenin hayatta kalmasi
ve yaslanmasi veya apoptozla sonuglanan cesitli fizyolojik veya cevresel stres
etkenlerine karsi stres sinyalleme yanitlarinda rol oynar. Bugiine kadar elde edilen
bulgular Gadd45 proteinlerinin stres sensorleri olarak islev gordiigiinii, hiicre
dongiisii diizenlemesinde ve hiicrelerin strese tepkisinde rol oynayan diger hiicresel
proteinlerle fiziksel etkilesimlerin karmasik etkilesimi yoluyla aktivitelerine aracilik
ettigini gostermektedir. Bunlar PCNA, p21, cdc2/siklinBl ve p38 ve JNK stres
tepkisi kinazlarini igerir (Zhang vd., 1999).
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Sekil 5. GADDA4S5 aracili hiicre dongiisii durmasi ve apoptoz

GADD45, CDK1/CyclinB1 kompleksinin kinaz aktivitesini inhibe eder ve G2/M

rafeipmdat 1o etkilesim G1/S'nin  tutuklanmasina

tutuklanmasmi destekler; p2
katkida bulunur. GADD45 proteinlerinin MTK1'in N-terminal alani ile etkilesimi,
oto-inhibitdr alaninin ortadan kalkmasma ve hem p38 hem de JNK yollarini aktive
eden ve apoptozu indiikleyen kinaz alaninin aktivasyonuna yol agar. GADD45
proteinleri ayrica EF1-a ile etkilesime girerek mitokondri aracili apoptoza katilir, bu
da hiicre iskeletinin dengesizlesmesine ve Bim'in salinmasina yol agar. Sonug olarak
Bim, sitokrom-c salinimiyla apoptozun indiiklenmesi ile sonuglanir. GADDA45

proteinlerinin inhibisyonu, NF-kB aracili hiicre hayatta kalmasinda onemli bir

adimdir (Zhang vd., 1999).

18



€D40
_'___ _\_‘_\_‘_‘_\_H_‘_*_‘_——h
—" '.,m::m5 .— @ T

H-terminal Kinase domain
Eomx |
MEK4/T) —»
. ©
IxB / -1
\\""—-L

g
6o

>
@*@ Cell Surwvival
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NF-kB, GADD45a ve GADD45y'yi baskilarken, GADD45f ifadesini indiikler. NF-
kB, hiicrenin hayatta kalmasina ve MKK4/7 ve JNK aracili apoptozun inhibisyonuna
yol acan GADDA45p aktivasyonuna aracilik eder. GADDA45 proteinleri ayn1 zamanda
IxB'nin bozulmasmmi ve NF-«xB yolunun aktivasyonunu tesvik eden p38'in

indiiksiyonu yoluyla hiicrenin hayatta kalmasinda da rol oynayabilir.

Gadd45 ile iligkili hastaliktaliklarin cogu kanser iizerinde toplanmistir. Ayn1 zamanda
bagisiklik hastalikligiyla da iliskilendirilmistir (Zhang vd., 1999).

2.3.1. Kanserde Gadd45’ in Rolii

GADDA45 proteinleri, stres sensorleri ve tiimor baskilayicilar olarak gorev yapan
hiicresel genotoksik ve genotoksik olmayan stres yanitlarinda énemli roller oynar.
Kemoterapotik ajanlarin ve steroidal olmayan antiinflamatuar ilaglarin (NSAIDS)
anti-kanser aktivitesinin, tiimor hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve
apoptozun indiiksiyonu i¢in GADDA45 yukar1 regiilasyonuna dayandigina dair
kanitlar da saglanmistir (Rishi vd., 1999; Zerbini vd., 2006) . Tiimor baskilayict gen
irliinii p53'lin hiicre dongiisii kontrol noktalarinin temel bilesenlerinden biri oldugu
belirtilmektedir. p53, p21 WAFLCIPUSDIL p21 ) ve GADD45 dahil olmak iizere bir
dizi 6nemli hiicre dongiisii modiile edici geni yukar1 regiile eden bir transkripsiyon

faktortdiir . p21, siklin/CDK ailesinin her {iyesinin aktivitesini in vitro olarak inhibe
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edebilen ve asir1 eksprese edildiginde hiicre biiylimesini inhibe edebilen sikline
bagimli bir kinaz inhibitoriidiir (Xiong vd., 1993). DNA'ya zarar veren ajanlarin
G1/S kontrol noktasini tetikleme yetenegi, en azindan kismen p53'e bagiml p21

aktivasyonundan kaynaklanir (Xiong vd., 1993).

Insan karsinogenezi sirasinda yapilan bir calismada yaygm bir olay olan p53'iin
etkisizlestirilmesi DNA hasarindan sonra G1/S kontrol noktasnin kaybiyla
sonuglanmustir (Kastan vd., 1992). Insan tiimérlerinde nadir gériilen bir olay olan
p21 fonksiyonundan yoksun hiicreler ayn1 zamanda G1/S kontrol noktasinda da
eksiktir ve bununla birlikte, p53 eksikligi olan farelerin aksine, p21 eksikligi olan
fareler normal gelisime ve normal apoptotik tepkiye sahiptir ve spontan
malignitelerin siklifinda artis olmadigi bulunmustur ( Donehower vd., 1992; Deng

vd., 1995).

Glioblastoma multiforme (GBM) en agresif kanserlerden biridir. Multimodal
tedavilerdeki son gelismelere ragmen yiiksek dereceli glioma 6liimciil olmaya devam
etmektedir. Temozolomid (TMZ), GBM'in klinik tedavisinde diinya capinda
kullanilan bir alkilleyici ajandir. Bunlarin lizerine Wang vd., 2017 yilinda yaptig:
calismada GADD45A'nin hem hiicre dongiisii hem de apoptoz dizilerinde TMZ
tarafindan yukar1 dogru diizenlendigini bulmuslardir. Burada TMZ'nin proliferasyonu
inhibe ettigini ve GBM hiicrelerinin G2/M tutuklanmasini indiikledigini buldular ve
bu nedenle TMZ'den etkilenen hiicre dongiisii ve apoptozla iliskili genleri
tanimlamak i¢in mikrodiziler ger¢eklestirmislerdir ( Donehower vd., 1992; Deng vd.,
1995).

GADDA45’in ekspresyonundaki degisiklikler, ¢esitli tiimor tiplerinde (Tablo 5)’de
gosterilmistir; hepatoseliiler karsinomda (HCC) yan1 sira yumurtalik, akciger, meme,
hipofiz ve mide kanserlerinde ekspresyonda azalma ve multipl miyelom, pankreas
duktal adenokarsinomu, kolanjiyokarsinom ve glioblastomada artan ekspresyon
tespit edilmistir Bu nedenle GADDA45’in karsinogenezde benzersiz roller

oynayabilecegini bizlere gostermistir( Donehower vd., 1992; Deng vd., 1995).
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5. Gadd45'in Kanserdeki Etkisi

Kanser Ttirt GADD45 | Bulgular Kaynak
analiz
yontemi
Yumurtalik qRT-PCR | Normal deneklerin yumurtalik | Yuan vd.,
kanseri dokularma kiyasla yumurtalik tiimor | (2015)
dokularmda GADD45A azalmas1
Kiigiikk  hiicreli | gqRT-PCR | NSLC tiim6r dokularinda bitisik | Higashi
dist akciger normal dokuya kiyasla azalms | vd.,
Meme kanseri | Northern | Normal meme kiiltiirlerine kiyasla | Wang vd.,
blot meme kanseri dokularinda G ADD45A | (2005)
ekspresyonunun azalmasi
Gastrik kardiya | RT-PCR, GADDA45A ve GADD45G | Guo vd.,
adenokarsinomu | qRT-PCR, | ekspresyonunda  azalma,  komsu (2013a)
(GCA) IHC normal mide dokusuyla
karsilagtirildiginda GCA  dokusunda
GADDA45B'de degisiklik yok
GADD45A  veya  GADD45G'nin
negatif ifadesi, kotii hayatta kalma ile
iligkilidir
Glioblastoma gRT-PCR, | Normal beyin dokusuna kiyasla | Reddy
IHC glioblastoma dokularinda | vd., (
GADD45A'nin artan ekspresyonu 2008 )
Pankreas duktal | QqRT-PCR, | Normal pankreas dokusuna kiyasla | Schneider
adenokarsinomu | IHC PDAC'de artan GADD45A vd.,
(PDAC) (2006)
Ozofagus RT-PCR, GADDA45A artist, GADD45G | Guo vd.,
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skuaméz hiicreli | qRT-PCR, | azalmasi, eslesen normal 06zofagus | (2013b)

karsinom [HC dokusuyla karsilastirildiginda ESCC
(ESCC) dokusunda GADDA45B'de degisiklik
yok

IHC Immiinohistokimya, qRT-PCR kantitatif gercek zamanl ters transkriptaz-PCR,
RT-PCR ters transkriptaz-PCR

2.3.1.1. Gadd45'in Kanser Tedavisindeki Rolii

GADDA45’in ekspresyonunda, cesitli kat1 tiimorlerde ve ayrica bu proteinlerin
karsinojenez ve tedavi yanitindaki destekleyici ve inhibe edici rollerinde degisiklikler
caligmalarla tespit edilmistir. Cesitli kemoterapotik ilaglar , transkripsiyonu tesvik
ederek veya transkriptleri stabilize ederek GADDA45 proteinlerinin in vivo ve in vitro
ekspresyonunu indiikler ; bu, hiicre biiyiimesi ve hayatta kalma iizerinde gdzlenen

ilag etkisine katkida bulunabilir ( Guo vd., 2013b ).

2.3.2. Bagisikhkta Gadd45'in Rolii

Gadd45 proteinleri, hiicre i¢i sinyal aglarmmin 6nemli bilesenleridir. Bir takim
sitokinler ve bakteriyel lipopolisakkaritler tarafindan indiiklenirler. Dogustan gelen
bagisiklik sistemi i¢inde Gadd45 proteinleri, miyeloid hiicrelerin farklilagsmasmnin
yani sira graniilositlerin ve makrofajlarin islevi i¢cin de ¢ok 6nemlidir. Uyarlanabilir
bagisiklik ile ilgili olarak Gadd45 proteinleri 6zellikle T hiicrelerinde iyi karakterize
edilmistir. Gadd45, T hiicresi reseptdriiniin asag1 akisinda p38 kinaz aktivasyonunu
inhibe eder. Bagisiklik sistemindeki birgok islevi nedeniyle Gadd45 proteinlerindeki
eksiklik, otoimmiin hastaliklara ve daha az etkili tliimor immiin gozetimine neden

olur (Guo vd., 2013Db).

Yapilan bir ¢alismada Gadd45'in yokluguna bakilmistir ve kemik iligi hiicrelerinin
in vitro farklilasmas1 makrofaj veya graniilosit soylari, bu hiicre tiplerinin sikligmin
azalmasiyla sonu¢lanmistir (Gupta vd., 2006). Bu, farklilasma sirasinda artan
apoptoz ve Gadd45a ve Gadd45p eksikligi olan hiicrelerin klonojenitesinin azalmasi
ile iliskilendirilmistir. Miyeloid hiicrelerin intraperitoneal 5-floroiirasil enjeksiyonu
ile ablasyona tabi tutulmasi durumunda in vivo olarak miyeloid farklilasmasinda
azalma gozlenmis ve enjeksiyondan 10 giin sonra iyilesme gozlenmistir (Gupta vd.,
2006 ) . Bu nedenle Gadd45 protein ekspresyonu, miyeloid hiicrelerin terminal

farklilagmasin1 destekleyebilcegi ve ayni zamanda bu terminal olarak farklilagmis
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hiicrelerin proliferasyonunu inhibe edebilecegi diisiiniilmiistiir. Bagka bir ¢caligma ,
bir fare modelinde, Gadd45a eksikligi olan ve Gadd45 eksikligi olan fareler, LPS
enjeksiyonu iizerine miyeloid hiicrelerin periton bosluguna aliminda bozulma
sergilemistir (Salerno vd., 2012 ). Gadd45a eksikligi olan ve Gadd45p eksikligi olan
makrofajlarin fago sitik kapasitesi biiyiik 6l¢iide bozulmustur (Salerno vd., 2012 ).
Mekanik olarak bu, Gadd45 proteinleri tarafindan p38 ve JNK mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz sinyalinin diizenlenmesine atfedildi. Ozetle, Gadd45
proteinleri miyeloid hiicrelerin farklilagsmasi, ¢ogalmasi ve fonksiyonunda c¢ok

onemli bir rol oynamaktadir (Salerno vd., 2012).

2.4. Kaspaz-3 Geni (CASP3)

Kaspaz-3, programlanmig bir hiicre 6liimii siireci olan apoptozda ¢ok dnemli rol
oynayan bir enzimdir. Birincil islevi, bir hiicre i¢cindeki ¢esitli proteinleri parcalamak
veya parcalayarak hiicrenin kontrollii bir sekilde pargalanmasina yol agmaktir. Bu
stire¢, doku homeostazisinin siirdiiriilmesi, hasarli veya enfekte hiicrelerin ortadan
kaldirilmas: ve cesitli gelisimsel siireclerin diizenlenmesi igin gereklidir. Kaspaz-3
aktivasyonu, apoptozun yiiritme asamasmda onemli bir adimdir; burada hiicrenin
yapisal bilesenlerinin par¢alanmasina yardimei olur ve hiicrenin kendi kendini yok

etmesini saglayan diger enzimleri aktive eder (Gervais vd., 1999).

CASP3 proteini sistein - aspartik asit proteaz ( kaspaz ) ailesinin bir {iyesidir . Bu gen
tarafindan kodlanan protein, hiicre apoptozunun yliriitme asamasinda merkezi bir rol
oynayan bir sistein-aspartik asit proteazidir. Kodlanan protein,(ADP-riboz)
polimeraz1 parcalayip etkisiz hale getirirken, sterol diizenleyici element baglayici
proteinlerin yani swra 6, 7 ve 9 kaspazlarin1 da parcalayip aktive eder. Bu proteinin
kendisi de 8, 9 ve 10 numarali kaspazlar tarafindan islenir. Alzheimer hastaliginda
ndron Oliimiiyle iliskili olan amiloid-beta 4A Oncili proteininin boliinmesinde rol
oynayan baskin kaspazdir (Gervais vd., 1999). Bu genin alternatif eklenmesi, ayni

proteini kodlayan iki transkript varyantiyla sonuglanir(Gervais vd., 1999).
Kaspaz-3 aktivasyonunun mekanizmasi ve apoptozdaki rolii su sekilde 6zetlenebilir:

1. Baslatma : Apoptoz, DNA hasari, biiyiime faktoriiniin cekilmesi veya
bagisiklik sistemi sinyalleri gibi gesitli sinyallerle tetiklenir. Bu sinyaller,
Kaspaz-8 veya Kaspaz-9 gibi baslatict kaspazlarin farkli yollardan

aktivasyonuna yol acar.
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2. Kaspaz-3'iin Aktivasyonu : Bagslatici kaspazlar aktive edildikten sonra
Kaspaz-3'ii pargalaylp aktive ederler. I¢sel yolda (mitokondriyal yol),
mitokondriyal hasara yanit olarak Kaspaz-9 aktive edilir. Ekstrinsik yolda
(6lim reseptorii yolu), kaspaz-8, 6liim ligandlarinin hiicre yiizeyindeki 6lim
reseptorlerine baglanmasi iizerine aktive edilir. Her iki yol da sonunda

Kaspaz-3 aktivasyonuna yol acar.

3. Yiiriitme Asamasi : Aktive edilen Kaspaz-3, uygulayici kaspaz gorevi goriir.
Yapisal proteinler ve DNA onarim enzimleri dahil olmak iizere c¢esitli
hiicresel proteinleri parcalar. Bu boliinme siireci hiicrenin yapisal bilesenlerini

parcalara ayrrarak hiicrenin biiziilmesine ve par¢alanmasina yol acar.

4. Hiicresel Degisiklikler : Anahtar hiicresel proteinlerin Kaspaz-3 tarafindan
boliinmesi, apoptotik hiicrelerde DNA parcalanmasi, membran tagmasi ve

apoptotik cisimlerin olusumu gibi karakteristik degisikliklere yol agar.

5. Fagositoz : Apoptotik hiicre ve onun parcalar1 daha sonra taninir ve komsu
hiicreler veya fagositik bagisiklik hiicreleri tarafindan yutulur, béylece zararh

hiicresel iceriklerin ¢evredeki dokuya salinmasi dnlenir.

6. Inflamasyonun Onlenmesi : Kaspaz-3 gibi kaspazlarm aracilik ettigi
apoptoz, inflamasyonu tetiklemeyen, doku biitlinliigiinii korumak ve

inflamasyona bagli hasar1 6nlemek icin ¢ok dnemli olan diizenli bir siiregtir.

Ozetle Kaspaz-3, apoptotik yolda merkezi bir oyuncudur; burada, iltihaplanmaya
neden olmadan kontrollii hiicre parcalanmasini saglamak i¢in ¢esitli hiicresel
proteinleri parcalayarak bir uygulayici olarak gorev yapar. Bu siire¢ normal geligim,
doku homeostazisi ve hasarli veya istenmeyen hiicrelerin viicuttan uzaklastiriimasi

icin gereklidir (Gervais vd., 1999).

Maddeler halinde anlatilan Kaspaz-3’iin mekanizmas1 ve apoptozdaki rolii asagida

Sekil 7° de gosterilen Apoptoz mekanizmasini anlamamiza kolaylik saglayacaktir.

Apoptoz iki farkli dissal ve igsel yollarla aktive edilebilirler. Ilki, 6liim
reseptOrlerinin aktivasyonu yoluyla tetiklenir ve baslatict kaspaz-8'i aktive eden bir
olaylar dizisini baslatir. I¢sel yol, hiicre stres altindayken indiiklenebilir; bu,
mitokondriyal membranin depolarizasyonuna ve ardindan baslatic1 kaspaz-9

aktivasyonunun kokeninde proapoptotik molekiillerin salinmasina yol agar (Sekil 7).
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Bu aktive edilmis baslatict kaspazlar, uygulayici kaspazlari-3, -6 ve -7'yi baslatir;
kaspaz-3 ve -7'nin yedek rolleri vardir (McComb vd., 2019; Riedl ve Shi, 2004) .
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Sekil 7. Apoptoz Mekanizmalar1

Ekstrinsik yolda, oliim reseptorleri aktive edilir ve baglatict kaspaz-8 ve -10'un
aktivasyonuna yol acar. i¢sel yolda hiicresel stres, normalde Bax ve Bak proteinlerini
inhibe eden antiapoptotik proteinler Bcl-2 ve Bcl-2-benzeri-1'1 devre disi birakan
yalnizca Bcl-2 homoloji 3 (BH3) proteinlerinin aktivasyonuna yol agar. Bu,
mitokondriyal membranin gecirgenlesmesiyle sonuglanir, mitokondriyal membran
depolarizasyonuna ve sitokrom c¢ ve Smac proteinlerinin salinmasina neden olur.
Sitokrom ¢, apoptozom olusumunu indiikkler ve bunu baslatici kaspaz-9'un
aktivasyonu takip eder. Her iki yolda da baslatic1 kaspazlar efektor kaspazlari aktive
ederek hiicre i¢i materyalin par¢alanmasini ve hiicrenin dlimiinii bagslatir(McComb

vd., 2019; Riedl ve Shi, 2004) .
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Sekil 8 . Kaspaz Aktivasyonu ve Inhibisyonu Mekanizmalarinin Sematik Diyagrami

Apoptozun diizensizligi cesitli kosullara yol agabilir. Ornegin Alzheimer hastalig
veya Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklar, genellikle asir1 apoptoz
yoluyla noron kaybiyla karakterize edilir (Singh vd., 2019). Ek olarak apoptoz,
iskemik kalp hastalig1 gibi hastaliklarin ana etkenleri arasindadir. Aksine, kanserin
ayrt edici 6zellikleri arasinda kanserli hiicrelerin apoptozdan kagma yetenegi vardir
(Hanahan ve Weinberg, 2011). Bu nedenle yaygin bir tedavi stratejisi, kaspaz
kaskadinin aktivasyonu yoluyla tiimorlerde apoptozun indiiklenmesidir (Hanahan ve

Weinberg, 2011).

2.4.1. Kanserde Kaspaz-3’iin Rolii
Kaspaz-3 kanserde karmasik ve baglama bagh bir rol oynar. Rolii, kanser gelisiminin
evresine, kanserin tiiriine ve tiimérde mevcut olan spesifik genetik ve molekiiler

degisikliklere bagli olarak degigsmektedir (Chen ve Wong, 2009).

Kanser hiicrelerinde su ana kadar {i¢ baskin apoptotik yol agiklanmistir: 6lim
reseptOriiniin aracilik ettigi digsal yol, mitokondrinin aracilik ettigi i¢sel yol ve
endoplazmik retikulum stresinin aracilik ettigi apoptotik oksidatif stres yolu (Chen
ve Wong, 2009). Apoptoz, proapoptotik proteazlardan ve mitokondriyal
degisikliklerden olusan karmasik bir mekanizmay1 tetikleyen, spesifik
endoniikleazlarin aktivasyonuna ve DNA fragmantasyonuna yol agan hiicre dis1 ve

hiicre ici sinyaller tarafindan baslatilabilir (Shi 2002; Brookes vd., 2004 ).
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Mitokondri proapoptotik sinyallere maruz kalirsa mitokondriyal sitokrom csitozole
salinir. Salman sitokrom c, Apaf-1'e baglanir ve ardindan kaspaz-9 aktivasyonuna
katilir. Aktive edilmis kapaz-9 sonu¢ olarak kaspaz-3'i aktive edebilir, bu da
kaspazla aktiflesen DNaz proteinini parcalayarak kaspazla aktiflesen DNaz'n bir
inhibitoriinden kaspazla aktiflesen bir DNaz'1 aktive eder (Yoon vd., 2002 ) . Bu
siire¢, apoptozda belirleyici bir olay olan DNA bozulmasina yol agar. Strese bagh
cesitli uyaranlar, reaktif oksijen tiirleri (ROS) dahil olmak {izere apoptotik faktorleri
aktive eder. Son calismalar H,O, gibi ROS'un Oksidatif strese bagl cesitli
bozukluklarla iligkili olarak olusan bu hiicreler hiicre olimiiyle iligkili olabilir ve

dolayistyla apoptozda 6nemli rol oynayabilir (Halliwell 2006; Naziroglu 2007a ) .

Se, bircok biyolojik siirecte kritik rol oynayan 6nemli bir eser mineral olarak iyi
bilinmektedir; ve dolayisiyla optimal insan saghgi icin bu elementin yeterli
miktarlar1 gereklidir (Rayman 2000). Aslinda Se, oncelikle glutatyon peroksidazin
(GSH-Px) bir bileseni olarak antioksidan aktivitesi ve terapotik yonlerden

kemopreventif, antiinflamatuar ve antiviral 6zellikleriyle de bilinir (Rayman 2000 ).

Se’nin farkli konsantrasyonlarinin hiicresel hayatta kalma ve Olim tiizerindeki
diizenleyici etkileri acikliga kavusturulmadigindan, Uguz vd.,’leri Se’un hiicre
canliligi ve hiicre i¢i depolardan Ca2+ salinimindaki roliinii kontrol ederek insan
promyelositik 16semi HL-60 hiicrelerindeki ikili etkisini arastirmislardir (Uguz vd.,
2009). Calisilan kanser hiicresi tiplerinin ¢ogunda kaspazlar, Se’nin neden oldugu
apoptotik hiicre 6liimiiniin ana uygulayicilar1 olarak gorev yapmaktadir. Ayrica baska
bir Se caligmasinda, kaspaz-3 yoklugunda ve p53 ve p38 yollarinin katilimiyla tipik
niikkleer pargalanma olmadan kaspazdan bagimsiz apoptozu indiikledigi de

bulunmustur (Jiang vd., 2004).

Caligmalar, selenit ve SeMet’in, siiperoksit asir1 iiretiminin aracilik ettigi p53 ve
kaspaz aktivasyonunun katilimiyla insan prostat kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiikledigini gostermistir (Jiang vd., 2004; Zhao vd., 2006). Kaspaza bagimli veya
bagimsiz apoptotik yollarin indiiksiyonu, Se’nin kimyasal formlarina ve ilgili hiicre
tiplerine baghdir. Bildigimiz kadariyla Se konsantrasyonlariin oksidatif strese bagl
kaspaz aktiviteleri ve apoptoz lizerindeki etkilerine dair bir rapor bulunmamaktadir.
Uguz vd.,bu calismada yiiksek konsantrasyonlarda Se’nin HL-60 hiicrelerinde

kaspaz-3- ve -9'a bagh apoptozu indiikledigini gdzlemlemislerdir. Dolayisiyla bu
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gozlemler Se’un bir antiapoptotik sinyali aktive ederek hiicrenin hayatta kalmasini

sagladigimi gostermistir (Uguz vd., 2009).

Tablo 6. Kaspaz-3’iin Kansere Etkisi

16semi (HL-60)

kaspaz aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikler

Kanser Ttirt Bulgular Kaynak

Akciger Kanseri Kaspaz-3'in aktivitesi ve ifadesi oOnemli | Liao  vd.,
Olgiide artt1 2023

Bas ve boyun | Kaspaz 3'teki artigin malignitenin OPMD'den | Fabio  vd.,

kanseri (HNC) HNC'ye ilerlemesini destekledi 2022

Kolorektal Kanser | Kaspaz 3, gen ekspresyon diizeyinin | Zainab ,

(CRO) kolorektal kanserli hastalar ile iligkili | 2023
oldugunu gosterdi

Meme Kanseri Yiiksek Kaspaz-3 ekspresyonunun, olumsuz | Xuan vd.,
meme kanserine Ozgii sagkalim ile 6nemli | 2017
olctide iliskili oldugu saptandi

Kanser Kageksisi Kaspaz-3, tiimor kaseksisi siirecinde kas | Zheng vd.,
proteini tliketiminde anahtar bir faktor | 2014
olabilecegi ihtimali artt1

Farede Meme | Kaspaz-3 ekspresyonu artt1 Mustofa

Kanseri vd., 2018

Sicanlarda  Beyin | Apostain ve kaspaz-3 ile boyanmis apoptotik | Ozbal vd.,

dokusunun iskemi- | hiicreler tedavi grubunda anlamli derecede | 2008

reperflizyon  (IR) | azaldi

hasar1

Insan Se-metilselenosisteinin (MSC) insan | Tacho vd.,

Promiyelositik promiyelositik 16semi (HL-60) hiicrelerinde | 2001
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2.4.2. Norodejeneratif Hastahkta Kaspaz-3’iin Rolii

Oliime araciik eden proteazlar olarak kaspazlar ve &zellikle kaspaz-3'iin
norodejeneratif siireglerde, yaslanmada ve AD’da rol oynadig1 gosterilmistir. Ancak
ortaya cikan kanitlar, hiicre Oliimiindeki klasik rollerine ek olarak kaspazlarin,
sinaptik fonksiyonun modiile edilmesinde de anahtar bir role sahip oldugunu

gostermektedir (Gillardon vd., 1999; Du vd., 1997).

Kaspaz aracili hiicre 6liimiiniin genel mekanizmasi, korteks, hipokampus ve beyincik
gibi beyin yapilarindaki néronlar da dahil olmak tizere farkli hiicre tiplerinde yiliksek
oranda korunur (Gillardon vd., 1999;Du vd., 1997). Kaspazlar hiicrelerde inaktif
zimojenler olarak sentezlenir. Proteoliz iizerine kaspaz-8, -9, -10 ve -2 gibi baslatict
kaspazlar, yiiriitiicii kaspazlari-3, -6 ve -7'yi ayirir. Cellat kaspazlar arasinda kaspaz-
3'lin aktivasyonu, noronal apoptozda son derece Onemli bir rol oynar ve hiicre
oliimiinden Onceki terminal olay olarak kabul edilir. Kaspaz-3 dncelikle kaspazlar 9
ve 8 tarafindan yoOnlendirilen iki baslatici yol tarafindan aktive edilmektedir

(Gillardon vd., 1999;Du vd., 1997).

Noronal hiicrelerdeki bir hayatta kalma/plastisite anahtarinin, néronlardaki kaspaz-3
aktivasyonunun nihai etkisini diizenledigi goriilmektedir. Yaygin kaspaz
aktivasyonuna sahip hiicrelerde kaspazlar apoptozu baslatir. Lokalize kaspaz-3
aktivasyonu olan geng hiicrelerde, Kaspazlar dal budamasma aracilik eder ve saglikli
yetiskinlerde Hebbian ve homeostatik plastisitenin normal bakimi i¢in kaspaz-3
aktivasyonu gereklidir. Bu nedenle AD kaspaz diizensizligi gibi noérodejeneratif
durumlarda, hem normal plastisite fonksiyonunun kayb1 hem de sinaptik ve hiicresel
bozulmanm indiikklenmesi yoluyla iki kat zararli etkiye sahip olabilecegi
diistiniilmiistiir. Kaspazlarin patolojik etkilerini tam kaspaz inhibisyonu yoluyla
azaltmaya calismak, dolayisiyla normal fizyolojik kaspaz fonksiyonlarmm kaybma

neden olabilecegi diisiiniilenler arasindadir (Gillardon vd., 1999; Du vd., 1997).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Arastirma deneysel (in vitro) bir caligmadir. 4-6 haftalik disi laboratuvar fareleri
deney Ornekleri olarak kullanilmistir. Calismamizda kontrol grubunu olusturan ve
normal beslenen 6+6 iki gruba ayrilmis toplam 12 fare, ¢alisma grubunda ise
calisma siiresince giinliik iki kez musluk suyunda eritelerek verilen 0,4 mg/kg k.m.
doz selenometiyonin ile beslenen 13 fare ile 0,2 mg/kg k.m. doz selenometiyonin ile
beslenen 14 disi farenin karaciger ve beyin doku 6rnekleriyle caligilmistir.. Bulgular
boliimiinde belirttigimiz grafiklerde de goriilecegi lizere farelerin karaciger ve beyin
dokular1 her bir gen i¢in iki farkli grupta incelendiler ve her bir genin farkli SeMet

dozuna ve kontrol grubuna gére anlamlandirildilar.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:

Bu arastirma Kasim 2022 ile Kasim 2023 tarihleri arasinda Litvanya Saglik Bilimleri
Universitesi (LSMU) Norobilim Enstitiisii Molekiiler Norobiyoloji Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

3.3. Fare karacigerinden ve beyninden RNA saflastirmasi

GenelJet RNA saflagtirma kiti (Thermo Scientific, kat. no. #K0731, #K0732), fare
karacigerinden ve beyninden RNA saflastirmasi icin kullanildi. RNA Saflagtirma

asamalar1 basitge Sekil 9 da gosterilmistir.

Sample
Preparation
Fresh or Frozen Tissue

RNA Binding Wash Elution

Sekil 9. Memeli dokudan RNA Saflastirmasi
1) Isleme baslamadan &nce Lizis Tamponu ve Proteinaz K soliisyonu yapildi:
- 20 uL B-merkaptoetanol, her 1 mL Lizis Tamponuna eklendi;

- 590 uL TE tamponuna (10 mM Tris HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA) 10 uL Proteinaz K
eklendi.
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2) Yaklasik 30 mg donmus doku, sivi nitrojen igerisine yerlestirildi ve bir havan

tokmagi ile iyice ezildi ve 1.5 mL'lik bir tiipe aktarildi.

3) Daha sonra doku ile birlikte tiipe 300 uL Lizis Tamponu eklendi. Topak
kalmayacak sekilde iyice vortekslendi.

4) Vorteksin ardindan 600 pL Proteinase K soliisyonu ilave edilerek tekrardan
vortekslenerek karistirildi. Tiip 50 °C sicaklikta 10 dakika inkiibe edildi.

5) Tiip 10 dakika 12000 x g'de santrifiijlendi. Siipernatan daha sonra yeni bir RNaz

icermeyen mikrosantrifiij tiipline aktarildi.
6) 450 uL %96 etanol eklendi ve pipetleme ile karistirildi.

7) Ayrica, toplama tiipline yerlestirilen GeneJET RNA Saflastirma Kolonuna 700
pL'ye kadar lizat aktarildi. Kolon 12000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi. Akiskan atildi

ve saflastirma kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

8) 7 numarali adim lizatin tamami kolona aktarilip santrifiij edilene kadar tekrar
edildi. Akigkan soliisyonu iceren toplama tiipii atildi. GeneJET RNA Saflastirma
Kolonu 2 mL'lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

9) Daha sonra GeneJET RNA Saflastirma Kolonuna 700 uL. Wash Buffer 1 eklendi
ve 12000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi. Akig atildi ve saflastirma kolonu tekrar
toplama tiipiline yerlestirildi.

10) Sonra GeneJET RNA Saflastirma Kolonuna 600 uL Yikama Tamponu 2 eklendi
ve 12000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi. Akis atildi ve saflastirma kolonu tekrar
toplama tiipiine yerlestirildi.

11) GeneJET RNA Saflagtirma Kolonuna 250 uL Wash Buffer 2 eklendi ve 12000 x
g'de 2 dakika santrifiijlendi. Akis soliisyonunu igeren toplama tiipii atildi ve GeneJET
RNA Saflagtrma Siitunu steril bir 1,5 mL RNaz icermeyen mikrosantrifiij tlipline
aktarild1.

12) Ayrica GeneJET RNA Saflastrma Kolonu zarinin merkezine 20 pL (beyin
numuneleri i¢in) veya 50 pL (karaciger numuneleri i¢in) niikleaz icermeyen Su ilave
edildi. 1 dakika inkiibe edildi ve ardindan RNA'y1 elute etmek i¢in 12000 x g'de 1
dakika santrifiijjlendi. Saflastirma kolonu atild1.

13) Ardindan “NanoDrop 2000” ile RNA konsantrasyonu 0lciildii ve kullanilana
kadar -80 °C'de saklandi.
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3.4. Kopya DNA (cDNA) sentezi
Kopya DNA sentezi i¢in yiiksek kapasiteli bir cDNA ters transkripsiyon kiti (Thermo
Scientific, kat. no. 4373966) kullanild1.

1) Ilk énce kit bilesenleri buz iizerinde ¢oziildii ve gerekli reaksiyon sayisini

hazirlamak i¢in gerekli bilesenlerin hacmi hesaplandi.

2) 7 numaral tablodaki bilesenler kullanilarak master mix karigtirildi

Tablo 7. cDNA sentez icerigi

Bilesen Bir bilesen icin hacim, pl
10X RT Tamponu 2
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
10X RT Rastgele Primerler 2
MultiScribe.:TM Ters 1
Transkriptaz
RNagz inhibitérleri 1
Niikleaz Icermeyen H20 3,2
Toplam 10

3) Daha sonra 10 pl ana karigim 0.2 ml'lik tiiplere eklendi.

4) Tekrar ayn1 0.2 ml'lik tiiplere 10 pl 0,1 pg/ul RNA o6rnegi eklendi. Her sey

vortekslendi ve santrifiijlendi.

5) Tiipler termal dongiileyiciye yerlestirildi ve cDNA sentezini ger¢eklestirmek i¢in 8

numarali tabloda yazan program kullanildi.

Tablo 8. Termal dongiileyici i¢in program

Ayarlar 1. Adim 2. Adim 3.Adim 4. Adim
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Zaman 10 dk 120 dk 5dk -

6) cDNA sentezi tamamlandiktan sonra numuneler 5 ng/ul konsantrasyona seyreltildi

ve kullanilana kadar -80 20 °C 'de saklandi.
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3.5. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

Arastirmada, genlerin ekspresyonunu analiz etmek icin SYBR Green gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanildi. Literatiir goézden
gecirildikten sonra selenyum metiyonin ile etkilenen farelerin karaciger ve
beyinlerinde MsrB1, Gadd45 ve Caspase-3 ekspresyonunun arastirilmasina karar
verildi. Bu yontem kullanilarak, numuneler dahili kontrol geni - f-aktin'in
ekspresyonunu analiz etmek icin de kullanildi. Reaksiyonlarin giivenilirligini

dogrulamak i¢in niikleaz igermeyen suyun negatif kontrolii kullanildi.

1) Tablo 9'da listelenen reaktiflerle 6nce RT-PCR i¢in karigim yapildi. Listelenen tiim
reaktifler 1,5 mL'lik bir tiipe eklendi, vortekslenerek karistirildi ve ardindan

santrifiijlendi.

Tablo 9. RT-PCR reaksiyon igerigi

Bilesenler, nl Bir bilesen icin hacim, pl
2X SYBR Green/ROX Master Mix 6
Forward Primers 0,5
Reverse Primers 0,5
5 ng/ ul mRNA cDNA 3
Niikleaz Icermeyen H20 2
Toplam 12

2) Daha sonra hazirlanan ana karigimdan 9 pl her RT-PCR plakasi kuyucuguna
yerlestirildi.

3) Sonraki 3 ul cDNA numunesi, RT-PCR plaka kuyularma dokiildii. Numuneler ii¢
kopya halinde eklendi.

4) Daha sonra RT-PCR reaksiyonu sirasinda ortamdan kontaminasyonu ve ¢dzeltinin

buharlagsmasini 6nlemek i¢in plaka 6zel bir seffaf film ile kaplanir.

5) Plaka, duvarlardan damlaciklarin toplanmasi i¢in santrifiijlendi, RT-PCR termal
dongiileyici "7500 Fast Real Time PCR System" icine yerlestirildi ve "7500
Software" bilgisayar programinda ayarlanan kosullara gore ger¢eklestirildi (ayrmtili

RT-PCR termocycler programi Tablo 10'da listelenmistir).
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Tablo 10. RT-PCR reaksiyonunun sicaklik kosullar1

Asama Sicakhk ,°C Zaman Dongii sayis1
Depolama Asamasi 95 10 dk 1
95 I5s
Dongiilerin Asamasi 40
59 30s

6) RT-PCR gerceklestirildikten sonra, elde edilen B-aktin, Kaspaz-3, Gadd45 ve
MsrB1 ekspresyon verileri ile 96 oyuklu plakalar, se¢ilen numunelerin Ct degerlerine

gore karsilastirildi.

7) Standart sapmas1 0,25'i agan ornekler RT-PCR yOntemiyle yeniden analiz edildi

veya ileri hesaplama ve analizlerin diginda tutuldu.

8) Test edilen genlerin her birinin Ct degerleri incelenip, elde edilen referans B-aktin

'ne gore normallestirilir. Ct degerleri: ACt = Ct (incelenen gen) — Ct ( B-aktin).
9) Daha fazla islenmis veri, istatistiksel analiz i¢in kullanild1.

3.6. Istatiksel Analiz

Istatistiksel veri analizi GraphPad Software Inc. Prism 6 yazilimli bir bilgisayar
progranu kullanilarak yapildi. Iki farkli SeMet dozu (0,2 ve 0,4 mg/kg k.m.) ile fare
karacigeri ve beyninde ayr1 ayr1 Gadd45, Kaspaz-3 ve MsrB1 genlerinin ekspresyon
diizeyleri arasindaki iligki Pearson korelasyon katsayis1 r hesaplandi. Parametrik
Ogrenci t-testi ile iliskileri saptandi. Son olarak tek yonli ANOVA ile tek yonlii
varyans analizi ile degerlendirildi. Istatistiksel hipotezleri test etmek icin p < 0,05

degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farenin Beyninde ve Karacigerinde Metiyonin siilfoksit rediiktaz B1 ‘in
(MsrB1 ) Gen Ekspresyon Sonucu

Beyin ve karaciger dokusunda gerceklestirilen MsrB1 enziminin gen ekspresyon
sonuglarinin GraphPad Prism 9 programi kullanilarak istatistik hesaplamalar1 t-test
analizi ile degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler

anlamlandirildi. Cizilen grafikler Sekil 10 ve 11°de verildi.

Beyin MsrB1 ekspresyon seviyesinde kontrole kiyasla SeMet 0,2 mg/kg ile SeMet
0,4 mg/kg uygulanan grupta belirli bir artig gostermesine ragmen istatiksel anlamda

bir degisiklik gdzlenmedi (p=0,0596).
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Sekil 10. Farenin beyninde kontrol grubu, SeMet’in 0,2 mg/kg ve SeMet’in 0,4
mg/kg dozlarindan etkilenen MsrB1’in gen ekspresyon sonuglar1 . Istatistiksel
anlamlilik yildiz isaretleriyle gosterilmistir: p >0.05 = ns (anlamsiz) , p <0.05 = *
(anlamli), p <0.01= **(¢ok anlamli), p <0.001= *** (yiiksek derecede anlamli) , p<
0,0001=****,

Karaciger MsrB1 ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla SeMet 0,2 mg/kg uygulanan
grupta istatiksel olarak ¢ok anlamli bir azalma gozlemlendi (p<0,01), yine kontrol

grubuna kiyasla SeMet 0,4 mg/kg uygulanan grupta azalma gdzlendi fakat istatiksel
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olarak bir anlam bulunamadi. SeMet 0,2 mg/kg uygulanan grup ile SeMet 0,4 mg/kg

uygulanan grupta ise istatiksel olarak anlamli artis gézlendi (p <0,05).
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Sekil 11. Farenin karacigerinde kontrol grubu, SeMet’in 0,2 mg/kg ve SeMet’in
0,4 mg/kg dozlarindan etkilenen MsrB1’in gen ekspresyon sonuglari . Istatistiksel
anlamlilik yildiz isaretleriyle gosterilmistir: p >0.05 = ns (anlamsiz) , p <0.05 = *
(anlaml1), p <0.01= **(¢ok anlaml1), p <0.001= *** (yiiksek derecede anlamli) ,
p< 0,0001="****

4.2. Farenin Beyninde ve Karacigerinde Gadd45°in Gen Ekspresyon Sonucu

Beyin ve karaciger dokusunda gerceklestirilen Gadd45 enziminin gen ekspresyon
sonuglarinimn GraphPad Prism 9 programi kullanilarak istatistik hesaplamalar1 t-test
analizi ile degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler

anlamlandirildi. Cizilen grafikler Sekil 12 ve 13’de verildi.

Beyin Gadd45 ekspresyon seviyesi kontrol grubu ile SeMet 0,2 mg/kg uygulanan
grupta istatiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (p <0,05), SeMet 0,4 mg/kg ile
kontrol uygulanan grupta istatikseksel olarak c¢ok anlamli bir azalma gozlendi.

(p<0,01).
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Sekil 12. Farenin beyninde kontrol grubu, SeMet’in 0,2 mg/kg ve SeMet’in 0,4
mg/kg dozlarindan etkilenen Gadd45’in gen ekspresyon sonuglari . Istatistiksel
anlamlilik yildiz isaretleriyle gosterilmistir: p >0.05 = ns (anlamsiz) , p <0.05 = *
(anlamli), p <0.01= **(¢ok anlamli), p <0.001= *** (yiiksek derecede anlamli) ,
p< 0,0001="****

Karaciger Gadd45 ekspresyon seviyesi kontrol grubu ile SeMet 0,2 mg/kg uygulanan
grupta istatiksel olarak ¢ok anlamli bir artis gézlendi (p <0.01) , yine kontrol grubu
ile SeMet 0,4 mg/kg uygulanan grupta istatiksel olarak yiiksek derecede anlamli artig
gdzlendi (p< 0,0001) ve son olarak da SeMet 0,2 mg/kg uygulanan grup ile SeMet
0,4 mg/kg uygulanan grupta ¢cok anlamli artig gézlendi (p< 0,0001).
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Sekil 13. Farenin karacigerinde kontrol grubu, SeMet’in 0,2 mg/kg ve SeMet’in
0,4 mg/kg dozlarindan etkilenen Gadd45’in gen ekspresyon sonuglar: . Istatistiksel
anlamlilik yildiz isaretleriyle gosterilmistir: p >0.05 = ns (anlamsiz) , p <0.05 = *
(anlamli), p <0.01= **(¢ok anlaml1), p <0.001= *** (yiiksek derecede anlamli) ,
p< 0,0001="****

4.3. Farenin Beyninde ve Karacigerinde Kaspaz-3‘iin Gen Ekspresyon Sonucu

Beyin ve karaciger dokusunda gergeklestirilen Kaspaz-3 enziminin gen ekspresyon
sonuglarinin GraphPad Prism 9 programi kullanilarak istatistik hesaplamalar1 t-test
analizi ile degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler

anlamlandirildi. Cizilen grafikler Sekil 14 ve 15°de verildi.

Beyin Kaspaz-3 ekspresyon seviyesi kontrol grubu ile SeMet 0,2 mg/kg uygulanan
grupta istatiksel ¢ok anlamli azalma gozlendi (p <0.01), kontrol grubunun SeMet
0,4 mg/kg uygulanan grubu ile de istatiksel ¢ok anlamli bir azalma goézlendi.

(p <0.01).
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Sekil 14. Farenin beyninde kontrol grubu, SeMet’in 0,2 mg/kg ve SeMet’in
0,4 mg/kg dozlarmdan etkilenen Kaspaz-3’iin gen ekspresyon sonuglar: . Istatistiksel
anlamlilik yildiz isaretleriyle gosterilmistir: p >0.05 = ns (anlamsiz) , p <0.05 = *
(anlaml1), p <0.01= **(¢ok anlamli), p <0.001= *** (yiiksek derecede anlamli) ,
p< 0,0001="****

Karaciger Kaspaz-3 ekspresyon seviyesi kontrol grubu ile SeMet 0,4 mgkg
uygulanan grupta istatiksel anlamli artis gdzlendi (p <0.05), Kaspaz-3 ekspresyon
seviyesi kontrol grubu ile SeMet 0,2 mg/kg uygulanan grupta artis gozlendi fakat

istatiksel bir anlam bulunamadi.
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Sekil 15. Farenin karacigerinde kontrol grubu, SeMet’in 0,2 mg/kg ve SeMet’in
0,4 mg/kg dozlarmdan etkilenen Kaspaz-3’iin gen ekspresyon sonuglar: . Istatistiksel
anlamlilik yildiz isaretleriyle gosterilmistir: p >0.05 = ns (anlamsiz) , p <0.05 = *
(anlaml), p <0.01= **(¢ok anlaml1), p <0.001= *** (yiiksek derecede anlamli) ,
p< 0,0001="*#**
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5. TARTISMA VE SONUC

Eser mineral Se, insan sagligi i¢in temel dneme sahip temel bir besindir. Se, cesitli
temel metabolik aktivitelerde yer alan dnemli bir eser elementtir: oksidatif hasara
karst1 korumada, bagisikhik ve tiroid fonksiyonunun diizenlenmesinde ve
dogurganlikta yer almaktadir (Liu vd., 2012;Moon vd.,2012). Siddetli Se eksikligi,
kardiyovaskiiler hastalik, kanser, romatoid artrit, Alzheimer hastaligi, HIV
enfeksiyonu ve Kashin-Beck hastaligi gibi hastaliklara yatkinlik agisindan olumsuz
sonuglara yol acabilirken, Se takviyesi insanlar1 bu hastaliklara karsi koruyabildigi
gosterilmistir (Rayman,2000). Yapilan bir¢ok c¢alismada, epidemiyoloji, genetik ve
transgenik hayvan caligmalarma dayali olarak Se'un osteoartritte (OA) potansiyel
olarak koruyucu rolii bildirilmistir (Meulenbeltvd., 2008;Downey vd., 2009). Bazi
in vitro ¢aligmalar da Se'un koruyucu bir etkisi oldugunu ileri siiriilmiistiir. Ornegin
Se, kiiltiirlenmis makrofajlarda lipopolisakkarit (LPS) uyarimmna yanit olarak
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX2) gen
ekspresyonlarint degistirmektedir (Prabhu vd., 2002; Vunta vd., 2008). 2005 yilinda
Andriamanalijaona vd., kondrositlerin in vitro SeMet’e maruz birakilmasinin,
kikirdak matriks makromolekiiliiniin (kollajen II ve agrekan) sentezinin IL-1f aracili
inhibisyonunu bloke edebildigini gosterdi. Son zamanlarda Cheng ve ark.,
antioksidan SeMet'in, birincil insan kondrositlerinde iNOS ve COX2 gen
ekspresyonunun modiilasyonu yoluyla IL 1 ile indiiklenen NO ve PGE2 iiretimini

inhibe ettigini bildirmislerdir (Cheng vd., 2011).

Karaciger, Se metabolizmasmin diizenlenmesinde ve viicuttaki seviyesinin
korunmasinda goérev alan 6nemli bir organdir. Hepatik Se’nin ¢ogu selenoproteinlerin
sentezi i¢in kullanilmaktadir (Rayman, 2005). Bdyle bir protein-selenoprotein P -
karacigerden kan dolasimima girer, ekstrahepatik dokulara ulasir, boylece hiicrelere
Se saglar (Kipp vd., 2015). Se ayn1 zamanda motor aktiviteyi, bilisi, koordinasyonu
ve hafizayr siirdiirmede hayati bir rol oynadig1 i¢in normal beyin fonksiyonunun
korunmasinda da o6zellikle 6nemlidir (Solovyev vd., 2015). Se’un sinir dokusuna
girigi, asiriligindan kaynaklanan toksisitesini dnlemek i¢in siki bir sekilde kontrol
edilmelidir, ancak kan seviyeleri diisiik olsa bile beyinde eksikligi genellikle

meydana gelmez (Solovyev vd., 2021).

Se ve karaciger saghgi ile ilgili bazi ¢alismalar da bulunmaktadir. Karaciger ve

bobreklerin Se biriktirme kapasitesi en yiiksek olan organlar oldugu bildirilmistir
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(Navarro-Alarcon 2008 ve Cabrera-Vique, 2008; Zwolak ve Zaporowska,2012).
Ustelik diisiik Se alim, yiiksek karaciger hastaligi riskiyle iliskilendirilmistir. Se,
hepatit, yagh karaciger veya siroz hastalarinda eser elementleri destekleyerek
karaciger hiicrelerinin onarimini ve yenilenmesini destekleyebilir(Navarro-Alarcon
2008 ve Cabrera-Vique, 2008). Se iceren proteinler ve diisiik molekiiler Se
bilesikleri, transgenik farelerde hepatokarsinogenezi etkili bir sekilde inhibe
edebilir(Novoselov vd., 2005). Bildirildigine gore, Se eksikligi olan hastalarda
karaciger hiicrelerindeki hasar ve nekroz, asir1 alkol tiiketiminin neden oldugu hasar
ve nekrozla benzerlik bildirilmistir(Navarro-Alarcon vd., 2002). Se, karaciger
hastaliklar1 da dahil olmak {iizere antioksidan aktiviteye bagli hastaliklara karsi
faydali etkileri nedeniyle bilimsel ilgiyi cekmistir.

Yeterli dozlarda alindiginda, esas olarak selenosistein formundaki Se, antioksidan
selenoproteinlerin yapisina eklenir ve antioksidan aktivitesini gdsterir (Steinbrenner
vd., 2016). Bu arada, supra niitrisyonel dozlarda, organik SeMet ve inorganik Se
toksik olabilir, dolayisiyla prooksidan aktivitesini agiga ¢ikararak beyin bozukluklari,
endokrin sistem bozulmasi ve kanser riskinin artmasina neden olur (Barchielli, 2022;
Navarro-Alarcon 2008 ve Cabrera-Vique, 2008). Asir1 Se seviyelerinin, daha sonra
hiicrelerin redoks durumunu bozan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) {irettigi
bilinmektedir , bu da oksidatif stresin artmasma ve organ ve dokularda hasara neden
olur (Brodin vd., 2015; Nandi vd., 2019). Yiiksek diizeydeki serbest radikallerin veya
ROS'un, membran lipitlerinin zincir peroksidasyon reaksiyonlarini dogrudan
baslattig1 bilinmektedir ; dolayisiyla hiicrelerdeki oksidatif stres diizeyi, son lipit
peroksidasyon {iriinii malondialdehid (MDA) miktarindaki degisikliklerin yani sira
antioksidan enzim aktivitesi ve gen ekspresyonundaki degisikliklerle de belirlenebilir

(Ayala vd., 2014).

Laboratuvar fareleri, anatomi ve fizyoloji acgisindan insanlarla pek ¢ok benzerlige
sahip olmalar1 nedeniyle biyomedikal arastirmalar ve karsilagtrmali tip ¢aligmalari
icin ideal hayvan modelleri sunmaktadir. Fare ve insan genomlar1 yaklasik % 85
aynidir ve genlerin nasil kontrol edildigine iliskin prensipler tiirler arasinda
benzerdir; bu, fareyi insan fizyolojisi ve patofizyolojisini modellemek i¢in
milkemmel bir sistem haline getirir (Lambert vd., 2017; Bryda, 2013). Hem Se
fazlalig1 hem de eksikligi insanlarda ve farelerde saglik riski ile iligkilidir ( Yim vd.,

2019) .
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Yaptigimiz ¢alismada MsrB1, Caspase-3 ve Gadd45 genlerinin ekspresyonlari
arastirtlmigtir.  Erigilebilir tiim literatiir incelendiginde SeMet’ten etkilenen bu
genlerin farenin karacigerinde ve beyninde yapilan gen ekspresyon sonuglara dair
herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu baglamda yaptigimiz bu ¢alismanin ilk

kez bizim tarafimizdan yapildigmi sdyleyebiliriz.

Selenoprotein MsrB1 diyetteki Se durumuna duyarli oldugu bildirilmistir (Novoselov
vd., 2005;0ien ve Moskovitz, 2009). Bu protein, oksitlenmis metionin kalintilarini
tekrar metioninlere indirgeyebilen enzimlerden biridir (Brot ve Weissbac,
1983;Kryukov vd., 2002;Vogt, 1995). Proteinlerdeki bircok amino asit oksidatif
modifikasyonlara kars1 hassastir ancak kiikiirt iceren amino asitler olan sistein ve
metioninin oksidasyonu 6zellikle dnemlidir (Brot ve Weissbac, 1983;Vogt, 1995).
Metiyonin siilfoksit indirgemesinin, hayvanlarda yasam siiresi ve norolojik
bozukluklarin ilerlemesi dahil olmak iizere ¢ok sayida biyolojik siirecin
diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir (Stadtman vd., 2005). Son g¢aligmalar,
metiyonin siilfoksit azalmasinin hayvanlarda yasam siiresinin diizenlenmesinde olas1
bir roliinii ortaya c¢ikarmistir (Koc vd.,2005; Moskovitz vd.,2001;Ruan vd.,2002;
Salmon vd.,2009). 2017 yilinda Lee vd.,’nin yaptig1 calismada Se iceren bir
MsrB1'in, bagisiklikla aktiflesen makrofajlarda yiiksek diizeyde eksprese edildigini
ve hiicresel ve organizmasal bagisiklik tepkilerinin sekillenmesine katkida
bulundugu gosterilmistir. Bizim ¢aligmalarimiz sonucunda farenin beyninde MsrB1
geninin ekspresyon seviyesi sonucu kontrole kiyasla SeMet 0,2 mg/kg uygulanan
grupta belirli bir artig gostermesine ragmen istatiksel anlamda bir  degisiklik
gozlenmedi (p=0,0596). Farenin karacigerinde ise MsrB1l geninin ekspresyon
seviyesi sonucu SeMet 0,2 mg/kg kiyasla SeMet 0,4 mg/kg uygulanan gruplarda ise
istatiksel olarak anlamli artis gozlendi (p <0,05), SeMet 0,2 mg/kg ile kontrol
uygulanan grupta istatiksel olarak ¢ok anlamli bir azalma gozlemlendi (p<0,01).
Yaptigimiz ¢aligmalarimizin sonucu SeMet ile beslenen farelerin, MsrB1 proteininin
beyin iizerinde daha yiiksek noroprotektif etkiye sahip oldugunu, ancak kontrol
farelerinin daha yiiksek diizeyde MsrB1 proteini ifade etmesi nedeniyle karacigerde

oksidatif strese karsi daha diisiik koruma sagladigini géstermistir.

Programlanmig bir hiicre Oliimii siireci olan apoptoz, selenobilesiklerin
kemopreventif aktiviteleri i¢in en makul mekanizma olarak Onerilmistir. Son

zamanlarda Se iizerine yapilan c¢aligmalar onun kemopreventif aktivitesine
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odaklanilmistir (Ganther, 1999). 2001 yilinda Kim vd.,’nin yaptig1 caliymada Se-
metilselenosisteinin (MSC) insan promyelositik 16semi (HL-60) hiicrelerinde kaspaz
aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikledigi goriilmistiir Kaspaza bagimli veya
bagimsiz apoptotik yollarin indiiksiyonu, Se’nin kimyasal formlarma ve ilgili hiicre
tiplerine baghdir. Caligmalar, selenit ve SeMet’in, siiperoksit asir1 liretiminin aracilik
ettigi kaspaz aktivasyonu ve p53 katilimiyla insan prostat kanseri hiicrelerinde
apoptozu indiikledigini gdéstermistir (Jiang vd., 2004; Zhao vd., 2006). 2021 yilinda
Kaur ve ark.larinin fareler iizerinde yaptigi ¢alismada, Se takviyesinin Kaspaz-3
geni ile oksidatif stresi ve apoptozu modiille ederek farelerde venlafaksin
hidrokloriiriin neden oldugu testis hasarimi hafiflettigi bulunmustur. Bizde caligma
sonuglarimiza gore kiyasladigimizda farenin beyninde Kaspaz-3 geninin ekspresyon
seviyesi kontrol grubu ve SeMet 0,2 mg/kg uygulanan grupta istatiksel ¢ok anlamli
azalma gozlendi (p <0.01), kontrol grubunun SeMet 0,4 mg/kg uygulanan grubu ile
de istatiksel olarak c¢ok anlamli bir azalma gdzlenmistir (p <0.01). Farenin
karacigerinde ise Kaspaz-3 geninin ekspresyon seviyesi sonucu kontrol grubu ve
SeMet 0,4 mg/kg uygulanan grupta istatiksel anlamli artis gozlendi (p <0.05).
Kaspaz-3 ekspresyon seviyesi kontrol grubu ile SeMet 0,2 mg/kg uygulanan grupta
artis gozlendi fakat istatiksel bir anlam bulunamadi (p >0.05). Kaspaz-3 noron
Oliimiinden sorumludur ve beyinde Kaspaz-3 ekspresyonunun diisiik olmasi (inaktive
olmasi), daha az ndron 6liimii anlamma gelir. SeMet 0,2 mg/kg ile beslenen fareler
en iyi etkiye sahiptir. Ancak fareler daha fazla selenyum aldik¢a karacigerde
Kaspaz-3’iin ekspresyonu artiyor. Bu, daha fazla Kaspaz-3 aktivasyonuna neden

oldugu ve hepatositlerin apoptozunu arttirabilecegi anlamina gelmektedir.

Gadd45 ve p21 (Wafl/Cipl, bir sikline bagimli kinaz inhibitorii), p53 tarafindan
diizenlenen iki iyi yapilandirilmig gendir. p53'in ekspresyonu, DNA hasarina neden
olan hiicresel stresler tarafindan indiiklenir ve p53 ekspresyonundaki bu artis, hiicre
dongiisiiniin durdurulmasini veya DNA onarimimi tesvik eder (Lane, 1992). p53'iin
SeMet tarafindan aktivasyonunun, hiicrelerin ultraviyole (UV) i1siniminin neden

oldugu DNA hasarma kars1 korunmasinda rol oynadig: ileri siiriilmiistiir (Seo vd.,

2002).

Jung vd.,’nin 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada Gadd45a'nin onarim proteinleri ile p53'e
bagimli etkilesiminin, organik Se bilesigi SeMet'e yanit olarak BER'in

aktivasyonunda rol oynadigma dair ilk kanitlar1 saglamislardir. Bunun iizerine Jung
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vd.,’nin caligmalar1 antioksidan Se’nin yeni bir kemopreventif 06zelligini
tanimlamistir. Bizim g¢alismalarimiz sonucunda farenin beyninde Gadd45 geninin
ekspresyon seviyesi sonucu kontrol grubu ve SeMet 0,2 mg/kg uygulanan grupta
istatiksel olarak anlamli bir azalma gdzlenmis (p <0,05), SeMet’in 0,4 mg/kg ile

kontrol grubunda istatikseksel olarak ¢ok anlamli bir azalma gézlenmistir. (p<0,01).

Farenin karacigerinde Gadd45 geninin ekspresyon seviyesi kontrol grubu ile
SeMet’in 0,2 mg/kg uygulanan grubunda istatiksel olarak c¢ok anlamli bir artig
gbzlenmis (p <0.01), yine kontrol grubu ile SeMet 0,4 mg/kg uygulanan grupta
istatiksel olarak yiiksek derecede anlamli artis goriilmiistiir (p< 0,0001) ve son olarak
da SeMet 0,2 mg/kg uygulanan grup ile SeMet 0,4 mg/kg uygulanan grupta istatiksel
olarak ¢ok anlamli bir artig oldugu ortaya konmustur. (p< 0,0001). Farenin beyninde
SeMet ile beslenen farelerde Gadd45 ekspresyonunda kontrole kiyasla anlamli bir
fark yoktu ve bu, bu proteinin yonlendirdigi ndronal fonksiyonlarin degigsmedigini
gosteriyor. Bununla birlikte, farenin karacigerinde SeMet ile beslenen fareler,
hepatoprotektif SeMet etkisine isaret eden Gadd45 geninin yliksek ekspresyonuna
sahiptir.

Se’nun kanser kemopreventif 6zellikleri 20 yili agkin bir siiredir arastirilmaktadir. Se
bilesiklerinin hem inorganik hem de organik formlarinin antikanser aktivitesi
incelenmistir. Se’nin organik formlar1 arasinda SeMet antikanser etkilere sahip
oldugu rapor edilmistir . Bizim de bu ¢alismamiz sonucunda literatiirle benzer ve
uyumlu bir sekilde SeMet’in MsrB1, Kaspaz-3 ve Gadd45 genleriyle olusturdugu bu

ekspresyonlar anlamli degisiklikler bulunmustur.

Tiim literatiir incelendiginde yaptigimiz ¢aligmada farenin faracigerinde ve beyninde
MsrB1, Kaspaz-3 ve Gadd45 ekpresyonuna selenyum metiyoninin etkileri ilk kez
bizim calismamizla incelenmistir. Arastirmada farenin karacigerinde ve beyninde
SeMet’in, in vitro ortam kosullarinda, doza ve gene bagimli olarak degistigini ve
farenin karacigeri ile beyninde bu genlerin SeMet ile biiyiik 6l¢iide korele oldugu

ortaya konmustur.

Elde ettigimiz bulgularin kanser, bagisiklik sistemi , karaciger, tiroid, alzheimer ve

benzer hastaliklarla ileri ¢aligma yapacak arastirmacilara 11k tutacagmi diistintiyoruz.
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