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Amag: Altin nanopargacik (AuNP) modifikasyonlarinin sinir sistemi fonksiyonunu nasil
etkileyebilecegi tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada, AuNp’lerin glikoz (GlikozAuNp),
oligoniikleotid (15 baz, d(A)15AuNP) veya peptid (negatif amino asit iceren, AspAuNp) ile
islevsellestirilmis formlarinin fare hipokampal noéronlari iizerindeki biyoelektriksel etkisinin ex
vivo olarak arastirilmasi amaglanmistir. Yontem: AuNP modifikasyonlar1 UV/Vis spektroskopi,
Dinamik Isik Sacilmasi (DLS) ve Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile karakterize edildi ve
ex vivo olarak 4-6 haftalik Balb-c erkek farelerin beyin hipokampiis boélgelerinden alinan
kesitlere eklendi, spontan ve uyarilmis aksiyon potansiyelleri (AP) yama kiskaci, tim hiicre
teknigi ile kaydedildi. Spontan AP’lerinin en biiyiik genlik degeri, ylikselen egimi, yar1 genisligi,
iki pik arasinda gecen stire ve atesleme hiz1 analiz edildi. Bulgular: Karakterizasyon sonuclari
AuNP’lerin ylizey modifikasyonlarinin 5-7 nm c¢apinda ve koloidal oldugunu gésterdi. Spontan
AP’lerin atesleme hizi GlikozAuNp (n=9) gurubunda, kontrol (n=9), AspAuNp (n=6) ve
d(A)15AuNP (n=9) eklenen gruplara gore en fazla olarak o6l¢iildi (sirasiyla 10.1+5.5 4.4+3.2
9.5%3.8 ve 6.2+3.0 pik/s, p>0.05).
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Modifiye altin nanopargaciklarin fonksiyonel nérotoksisitesi

Ek olarak, uyarilmis AP’lerin 6zelliklerini yansitan akim voltaj (I-V) analizinde, GlikozAuNp
(n=8) gurubunun akim uyarilarina ((-150)-(+150 pA)) cevaben olusturduklari membran
potansiyelleri kontrol (n=8) ve d(A)15AuNP (n=9) gruplarinin cevabina gore negatif akim
bolgesinde negatife, pozitif akim wuyaris1 bolgesinde pozitife kaydi. Sonu¢: Medikal
uygulamalarda kullanilacak AuNP’lerin yilizey modifikasyonlarinin hipokampal néronlarin
AP’lerinin atesleme hizini arttirarak, patolojik kosullari tetikleyebilecekleri ve daha biyouyumlu
formlarin belirlenmesi gerektigi énerilebilir.

Anahtar kelimeler: Altin nanopargaciklar, aksiyon potansiyeli, ylizey modifikasyonlari

The effect of modified gold nanoparticles on the function of neurons
of mice hipocampal brain slices

Abstract

Aim: [t is still unclear whether modifications of gold nanoparticles (AuNp) affect the function of
the nervous system. Aim of this study was to investigate the bioelectrical effect of glucose
(GlucoseAuNp), oligoniikleotite (d(A)15AuNP) or peptide (AspAuNp) modified AuNp, on
hippocampal mouse neurons after ex vivo administration. Methods: AuNP modifications were
characterized by UV/Vis spectroscopy, Dynamic Light Scattering (DLS) and Transmission
Electron Microscopy (TEM). Subsequently, AuNp modifications were added ex vivo to sections
of hippocampal regions obtained from the brains of 4-6 week old male Balb-c mice, and then
spontaneous and stimulated action potentials (AP) were recorded by patch clamp with whole-
cell technique. The Peak amplitude, rising slope, half with and firing rate of Aps were analyzed.
Results: Characterization results showed that AuNp modifications have 5-7 nm size and
colloidal shape. The firing rate of the APs measured in the GlucoseAuNp (n=9) group was higher
compared to the AspAuNp (n=7), d(A)15AuNP (n=9), and control (n=9) groups (respectively
10.1+5.5 9.5+3.8, 6.2+3.0 pic/s, and 4.4+3.2, pic/s, p>0.05). In addition, current voltage (I-V)
analysis showed that the membrane potential in response to current stimuli ((-150)-(150 pA))
of the GlucoseAuNp (n=8) shifted negative for negative current stimulations and positive for
positive current stimulations compared to the control (n=8) and d(A)15AuNP (n=9) groups.
Conclusion: The surface AuNp modifications will be used in medical applications might
increase the firing rate of Aps and stimulate neurological patholojies in hippocampal neurons
and it may be suggested that more biocompatible AuNp forms should be identified.

Keywords: Gold nanoparticles, Action potential, Surface modifications

Giris
5 N
Altin nanoparg¢aciklar (AuNP) toksik k“l.l ar'nl'ma51. ve kanser jcedg\{lle.l‘ i
. . " gelistirilmesi (fototermal terapi) gibi bir¢ok
ozelliklerinin az olusu, yuk  ve land < bi 1 tansiveli
hidrofilik /hidrofobik gibi yiizey alanda genly DIF tyguiama potansiyefine

sahiptir3 Ayrica néron davranisinin ve
hiicre farklilasmasinin manipiilasyonu igin
yeni ve etkili bir ara¢g olarak
onerilmektedirler.* Ancak, yakin zamanda
gimiis, c¢inko oksit ve altin gibi
nanopargaciklarin noronlarda sinyal
iletimini ve aksiyon potansiyeli (AP)
ozelliklerini degistirdigi gosterilmistir.5¢ Bu

ozelliklerinin tek katmanda degistirilebilir
olmasi, kolaylikla biyokompleks yapilar
olusturabilmesi nedeniyle son yillarda tip
alaninda 6ne ¢ikan nano malzemelerdendir.
Son derece farkli kiimelesme davranislari,
kolay optik, elektronik ve biyouyumluluk
gibi  Ozellikleri nedeniyle biyosensor
uygulamalari, dokulara ila¢ ve gen
tasinmasi,! bilgisayarl tomografi
goriintiilemede kontrast ajam1 olarak
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parcaciklarin yiizey kimyalarini degistirerek
sinir iletimini ve AP’yi nasil etkilediklerini
belirlemek altin nanoparcaciklarinin tip
alaninda kullanilmas1 ag¢isindan biiyiik
Onem tegkil etmektedir.

Literatiirdeki, AuNP’lerin in vitro

sitotoksisitesiyle ilgili calismalar
parcaciklarin  biyiiklik, yik ve ylizey
kimyalarina bagh olarak toksik

olmayabilecegi konusunda ikna edicidir.
AuNP’ lerin biiytikliklerine (<50nm) bagh
olarak endositozisle hiicrelere girebildigi
gosterilmistir.” Ornegin, Connor ve Schmid8
3 giin boyunca AuNP’ye (18 nm) maruz
kalan insan lésemi hiicreleri icerisine bu
parcaciklarin  girdigini ve  hiicrelerin
canliliginin  korundugunu  gostermistir.
AuNP’ler diger agir metal nano pargaciklara
gore dokuya daha kolay niifuz edebilmekte,
immiin sistemi daha az uyarmakta ve
hiicrede  daha az  toksik  ozellik
gostermektedir.>1® Kan-beyin bariyerini
gecerek beyine ulasabildiklerinden
norolojik bircok hastaligin tedavisinde ve
teshisinde potansiyel tasiyicilar olarak
goriilmektedirler.111213 (zellikle 12 nm’den
kiiciik AuNP’ler hiicre zari, plasenta, kan-
beyin ve kan-testis bariyeri gibi segici
gecirgen oOzellikteki yapilar1 rahathkla
gecebilmektedir.1%121*  AuNP’lerin hiicre
diizeyinde toksikolojisiyle ilgili bir¢ok
calisma bulunmasina ve kiyasla diger agir
metallere gore daha az toksik olduklari
bilinmesine ragmen noéronlarin hiicre
fonksiyonunun nasil etkiledigi ile ilgili
calismalar literatiirde ciplak AuNP’ler ile
sinirhdir.

AuNP’lerin ylizey o6zellikleri hiicre

icine gecebilme ozelliklerini, kan
dolasiminda kalma stirelerin
etkileyebilmekte, ozellikli ligantlari

taniyarak ilgili reseptorlere baglanacak
sekilde degistirilebilmektedir. Zengin ylizey
ozelliklerinde farkli boyut ve sekillerde
olusturulabilen AuNP’ler farkli yontemlerle
hidrofilik (suyu seven) ve hidrofobik (suyu
sevmeyen) karakterlerde
olusturulabilmekte  ve iyon  yikleri
degistirilebilmektedir.'> Cesitli yiizey aktif
maddeler  kullanilarak  farkli  ylizey
fonksiyonelligine sahip AuNP’ler
sentezlenebilmekte AuNP’lerin toksisitesi
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azaltilabilmektedir.  Ornegin,  katyonik
nanoparcaciklarin hiicre zar gecirgenligini
degistirerek hiicre icine daha fazla niifuz
edebildikleri  gosterilmistir.’®  Yiizeyine
negatif yiiklii karbonil gruplar1 baglhh AuNP’
lerin pozitif yiklii amin gruplar1 bagh
olanlara gore daha az toksik oldugu
gosterilmistir.'” Glikoz kapli AuNP’ler (4nm)
insan beyin endotelinden ¢iplak AuNP’lere
gore daha hizli gecebildikleri ve astrositlere
yerlesebildikleri gozlenmistir.’® Bildigimiz
kadariyla, literatiirde AuNP’lerin ylizey
kimyalarindaki degisimlerin néronlarda
olusan AP ozelliklerini nasil etkiledigi ile
ilgili bir ¢alisma mevcut degildir. Ancak
gliimis, silikon dioksit gibi
nanopargaciklarin  ylizey  kimyalarinin
fonksiyonel toksisitelerinde farkliliklar
oldugu  gosterilmistir.’®  Stampfl ve
arkadaslan?® silikon dioksit
nanoparcaciklarinin  kalp atis  hizim
arttirdifini  ve  aritmi  olusturdugunu
gozlerken, hidrofobik 6zellikli silikon
dioksit nanoparcaciklarin kalp atim hizinda,
aritmi olusumunda ya da benzer her hangi
bir kalp fonksiyonunda degisiklize neden
olmadiklarini géstermislerdir.

Bu calismalardan yola ¢ikarak biyo-
uygunluk ve yiklerinden dolay1 sinir
hiicreleri iizerinde farkli biyolojik etkileri
olabilecek glikoz, peptid (negatif aminoasit
iceren) ve oligoniikleotit (15 baz) ile
modifiye edilen AuNP’lerin fare hipokampal
beyin  kesitlerine ex vivo  olarak
eklenmesiyle aksiyon potansiyellerinin
ozelliklerinde  meydana gelen olasi
degisikliklerin belirlenmesi hedeflenmistir.

Yontem

AuNP’lerin glikoz, peptid ve oligoniikleotid ile
modifikasyonu

Glikoz modifikasyonu icin
eppendorf tiip icinde 1 ml AuNP koloidine
100 mg/ml siwv1 formdaki tiyollenmis
glikozdan 45 pL eklendi ve oda sicakliginda
gece boyu calkalanarak karistirildi.

Oligoniikleotid ve peptid ile modifikasyon
icin ise hizli tuz yaslandirma yontemi (fast
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salt-aging process) kullanildi.22  Tim
oligontikleotid (10 pM) ve oligopeptid (100
uM) modifikasyonlar1 %0.01 SDS ve 0.01 M
fosfat tamponu ile tuzun 3 seferde
eklenmesiyle gerceklestirildi ve sentez
tamamlandi.

Modifiye edilen AuNP’lerin karakterizasyonu

Sentezlenen ve yiizeyleri modifiye
edilen AuNP’lerin karakterizasyonunda bu
cesit modifikasyonlarin  gdsterilmesinde
standart olarak kullanilagelmis olan UV/VIS
spektrofotometrik oOl¢iimleri, DLS ve zeta
potansiyeli 6l¢limleri kullanildi.!»?3 AuNP’
lerin UV-Vis spektrumlari (Lambda 25,
Perkin Elmer) spektrofotometre cihazi
kullanilarak elde edildi. Sentezlenmis ve
islevsellestirilmis olan AuNP’lerin
hidrodinamik boyutlar1 25 °C’de ornekler
ddH20 ile seyreltilerek DLS (Nanozetasizer,
Malvern) ile belirlendi. Ayn1 cihazda zeta
potansiyeli oOl¢imleri de gergeklestirildi.
TEM goriintilemeleri Orta Dogu Teknik
Universitesi Merkez  Laboratuvari’'nda
yapildi. Nanoparcaciklarin ortalama caplari
Image ] (Fiji) programi kullanilarak 6l¢tldii.

Fare beyin kesitlerinin hazirlanmasi

Bu calisma, Yeditepe Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan
onayland1 (15/06/2015, Karar No 474).
Deneyler sirasinda farelerin yasamsal
konforlari hayvan haklarinin
(http://www.nap.edu/catalog/5140.html)
prensipleri dogrultusunda korundu ve tiim
etik kurallara uyuldu. Elektrofizyolojik
kayitlar 4-6 haftalik erkek farelerden (Balb-
c) alindi. Etik kurul protokoliine ve
literatiire>® uygun olarak fareler solunum
yolu ile verilen isoflurane anestezisi altinda
sersemletilerek giyotin ile dekapite edildi.
Beyinleri 1 dakika icinde izole edilerek,
vibratomla (Campden instrument 5100
MHz)  yatay olarak  hipokampiisiin
bulundugu  bolgeyi iceren  250-300
mikrometrelik kesitler hazirlandi. Kesitler
oksijenlenen (%95 02, %5 CO0?), 37% de
yapay serebrospinal sivi icinde 1 saat
inkiibe edildi. Daha sonra doku ve sollisyon
mikroskop altindaki hazneye yerlestirildi.
Haznedeki soliisyon 2mL/dakika hizla
deney boyunca perfiize edildi. Yapay
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serebrospinal sivi (mM); 119 Sodyum
Kloriir, 25 sodyum bikarbonat, 11 D(+)
glikoz, 2.5 potasyum Kklorir, 1.25
magnezyum Kkloriir, 2 kalsiyum kloriir, 1.25
monobazik sodyum fosfat bilesenlerini
icermekteydi.

Spontan aksiyon potansiyellerinin
kaydedilmesi

Hiicrede intraselliiler olarak olusan
spontan AP’ler yama kiskaci yontemiyle
MultiClamp 700 B bilgisayar kontrollii
mikroelektrot amplifikatori (Axon
Instruments, Inc, USA)  kullanilarak
kaydedildi. Kisaca, filamentli cam pipetler
(boroslikat kapiler) mikroelektrot cekici (P-
2000, Sutter Instruments, USA) ile cekildi,
elektrotlar pipet soliisyonuyla
dolduruldugunda pipet ucu direnci 3-5
MQ’du. Pipet soliisyonu (mM); 125
Potasyum D Glukonat,5 Na2-Fosfokreatin,
20 Potasyum Kloriir, 5 Sodyum Klortir, 104
EGTA, Hepes  99x10-3  bilesenlerini
icermekteydi. Daha sonra mikropipetlerin
icerisi intraselliiler soliisyon cozeltisi ile
doldurularak hiicre membraninda giga
miihir pipet direnci olusturuldu. Mikroskop
altindaki haznede, hiicreye miihiirlenmis bir
pipet goriintiisii 6rnek olarak (Sekil 1A)'da
sunulmustur. Hiicre membraninin
yirtilmasindan sonra biitiin hiicre (whole
cell) akim kiskaci konfigiirasyonunda
kayitlar alindi. Sinyal 1-2 kHz algak geciren
filtre ile filtrelendi ve 6rnekleme hizi en az
10 kHz olarak ayarlandi. Kontrol gurubunda
(n=9), tekrarlayan spontan AP’lerin
olusumu gozlenen hiicreler secilerek,
spontan AP’ler kaydedildi (Sekil 1B).
Deneyler oda sicaklifinda gercgeklestirildi
(21-24 °C). Hipokampal beyin kesitlerinin
oldugu banyo konsantrasyonu 0.01 mM
olacak sekilde, GlikozAuNP (n=9), peptid
(AspAuNP) (n=7) ve ya oligoniikleotit
(d(A)1sAuNP, n=9) modifiyeli AuNP’ler
perfiizyon sivisina eklendi. 0.01 mM’lik
konsantrasyon AuNP’lerin elektrofizyolojik
etkilerini gosteren Jung ve arkadaslarinin
calismasina dayanarak belirlendi.> Kayitlara
modifiye parcaciklar banyoya eklendikten 5
dakika sonra baslandi ve en fazla 45.
dakikaya kadar devam edildi. Kayit
sinyalleri ~ Clampfit 7.0 yazilim1 ile
kaydedildi ve analiz edildi.

331



Uyarilmis aksiyon potansiyellerinin
kaydedilmesi

Spontan aktivite kayitlar1 icin tarif
edildigi sekilde hazirlanan beyin
kesitlerinden biitin hiicre, akim kiskaci
konfigiirasyonunda -150pA ve +150 pA
arasinda 50 pA’lik adim seklinde
degisimlerle 500ms streli uyarilar verildi
ve hiicre potansiyelinde meydana gelen
degisiklikler kontrol (n=8), GlikozAuNP
(n=8) ve ya d(A)1sAuNP (n=9) guruplari icin
Olctldii. Sekil 1C’de bu protokolden alinan
bir kontrol kayit ornegi gorilmektedir.
Enjekte edilen wuyar1 akimi (I, pA)
sonucunda kaydedilen membran potansiyeli
degisimleri (voltaj cevaplar1 V, mV) analiz
edilerek gruplar karsilastirildi.  Uyari
sonrasl hiicrede olusan AP’ler akim-voltaj
(I-V) grafikleri ile degerlendirildi.

Istatistiksel analiz

Veriler aksi belirtilmedikce
ortalama deger * standart sapma olarak
gosterildi. UV/VIS, DLS ve zeta potansiyel
Olctimleri gl tekrarlar seklinde yapildi,
standart sapmalar her bir degerin yaninda
verildi. Calisilan 6rnek sayilarini belirlemek
icin calisma oOncesinde giic 0.95, etki
biiytikligi 0.8 ve istatistiksel farklilik 0.05
olarak belirlenerek her gurup icin n=9
ornek sayis1 hesaplandi (GPower 3.1).5
Verilerin, Shapiro-Wilk testi ile normallik
gosterip gostermedigi kontrol edildi ve
Levene testi ile varyans homojenligi
kontrolii yapildi. istatistiki farki belirlemek
icin guruplarin homojenlik gosterdigi
durumlarda tek yonlii varyans analizi ve
Bonferroni  posthoc  analizi  yapildi
Guruplarin homojenlik gostermedigi
durumlarda non-parametrik testlerden
Kruskal Walis testi yapildi ve gruplar
arasindaki istatistiksel fark Dunn testi ve
Bonferroni diizeltmesi kullanilarak
belirlendi. n her bir guruptaki 6rnek sayisini
belirtmektedir. Istatistiksel anlamlihk * ile
gosterildi.

Tablo 1: Calismada kullanilan biyolojik molekdiler yapilar

Ylzey Molekiili

Kimyasal Yap1

Glikoz

Tiyollenmis oligontikleotid

Peptid (negatif yiiklii a.a. den olusan)

CH,OH
H O, OH
H

OH H
HO H

H OH

HS-(AAAAA)s

Cys-Asp-Asp-Glu-Glu

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2019;12(2)

332



Modifiye altin nanopargaciklarin fonksiyonel nérotoksisitesi

Vm (mV)
£o8
E—_

\{m (ﬁw)

Kontrol

,,,,,

rrrrr

Zaman (s)

Sekil 1 (A) Yama kiskaci kayit sisteminin genel gortintiisii. (B) Kayit alinan ndéronal hiicrenin
cam pipet ile mihirlenmis mikroskop goriintiisii (C) Yama kiskaci yontemi ile biitiin hiicre
akim kiskaci teknigi konfigiirasyonu kullanilarak kaydedilmis o6rnek spontan aksiyon

potansiyelleri. (D) Yama kiskaci

yOntemi

ile bitin hicre akim kiskac1 teknigi

konfigiirasyonunda -150pA ve +150 pA arasinda 50 pA’lik degisimlerle 500ms siireli uyarilara

verilen yanitlar icin kontrol 6rnegi.

Bulgular
Altin parcaciklarin sentezi ve
karakterizasyonu

UV/Vis spektrumlarina bakildiginda
5 nm AuNP icin tepe noktasi 516 nm
literatiir ile uyumluydu (24). GlikozAuNP,
peptid (AspAuNP, 100 pM) ve ya
d(A)isAuNP (10 pM) ile modifiye edilen
AuNP’lerde ise bu gozlemlenen tepe
noktasina (sirasiyla 530 nm, 513 nm, 520
nm) ek olarak daha yukar1 dalga boyunda
bir omuz olusumuna da rastlandi (sirasiyla
568 ntm ve 576 nm). Glikoz
modifikasyonunda ise omuz olusumu
gozlemlenmemistir. DLS  analizlerinde
GlikozAuNP 10.99+0.75 nm, AspAuNP
5.73+2.18 nm ve d(A)1sAuNP 3.40+1.90 nm
olarak  belirlendi. @ Zeta  potansiyeli
GlikozAuNP i¢in -40+3.25 mV, AspAuNP icin
-17.121.43 mV ve d(A)isAuNP igin -
18.6+4.48 mV olarak ol¢iildii. TEM analizleri
sonucu GlikozAuNP, AspAuNP ve
d(A)isAuNP’lerin sekillerinde bir bozulma
gozlemlenmedi (Sekil 2A-C). GlikozAuNP’
lerin ortalama ¢apr 5.68+0.87 nm (n=35),
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AspAuNP’lerin ortalama ¢ap1 5.70+1.01 nm
(n=36) ve d(A)isAuNP’lerin ortalama capi
598093 nm (n=27) olarak ol¢ildi.
Tiyollenmis  glikoz trtini FTIR ile
karakterize edildi ve tiyollemeyi isaret eden
pik (1653 cm1) gozlemlendi (Sekil 3).

Aksiyon potansiyellerinin éozellikleri

AuNP’lerin fonksiyonel toksisitesini
belirlemek icin 4-6 haftahk erkek farelerin
beyin Kkesitleri hazirlanarak hipokampiisiin
CA1 bolgesindeki noronlardan spontan ve
uyarimis AP’leri kaydedildi. Spontan AP’lerin
en blyiik genlik degeri (peak amplitude),
yukselen egimi (rise slope), yari genisligi
(half width), iki pik arasinda gecen siire ve
atesleme hizi gibi parametreler analiz
edilerek deney gruplari arasinda
karsilastirilma yapildi. Yiizey
modifikasyonlarindan GlikozAuNP ve
d(A)isAuNP eklenen gruplarda, olusan
spontan AP’lerin genligi kontrol grubuna
kiyasla %32 ve %33 azaldi, guruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark belirlenmedi
(p>0.05). AspAuNp eklenen grupta olusan
spontan AP’lerin genligi istatistiksel anlamh
olarak kontrol gurubundan farkh degildi
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(Tablo 2). Spontan AP’nin atesleme hizinda
(saniyede olusan spontan AP pik sayisi)
GlikozAuNP ve AspAuNP guruplarinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlaml fark
yoktu (Tablo 2). Uygulanan gruplardan
spontan AP’nin atesleme hizin1 Kkontrol
gurubuna gore en ¢ok etkiyen ve artisa
neden olan glikoz modifikasyonuydu (2.3 kat
artis). Ayrica, atesleme hiziyla iliskili olan iki
pik arasinda gecen siire istatistiksel anlamh
olarak  GlikozAuNp gurubunda kontrol
gurubuna gore daha azdi (p<0.05) (Tablo 2).
Iki pik arasinda gecen siirenin kisa olmasi,
GlikozAuNp etKisi ile olusan atesleme hizinin
frekansindaki artis bulgusunu destekler
nitelikteydi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, modifiye AuNp etkisiyle
noronlardan kaydedilen AP’'nin yar genislik,

ylkselen egim ve alaninda istatistiksel olarak

anlamh bir fark gézlenmedi.

Uyarilmis aksiyon potansiyellerinin
ozellikleri
Negatif akimlar icin hem

GlikozAuNp  modifikasyonu hem de
d(A)1sAuNP modifikasyonu eklenen
gurubunun -V iliskisi kontrol gurubu ile -
150mV cevabi disinda benzerdi
(p<0.05)(Sekil 4). Ancak, pozitif akimlar icin
GlikozAuNp modifikasyonu eklenen
gurubunun [V iligskisi  d(A)isAuNP
modifikasyonu gurubuna gore istatistiksel
anlamli olarak pozitif degerlere kaydi, artis
gozlenmesine ragmen kontrol gurubuna
kiyasla istatistiksel anlamli farklilik yoktu
(Sekil 4).

Tablo 2. Biitiin hiicre akim kenetleme teknigi kullanilarak kaydedilmis spontan aksiyon
potansiyellerinin 6zellikleri. Kontrol (n=9), GlikozAuNp (n=9), AspAuNp (n=7), d(A)isAuNp
(n=9). Veriler ortalama deger ve standart sapmay1 temsil etmektedir. *p<0.05.

Kontrol GlikozAuNp

AuNpAsp d(A)1sAuNP

En Biiyiik

Genlik (mV) 50,3£14,7 34,1+13,3

Yar1  Genislik

4,9+2,8 4,5+3,4
(ms)
Yiikselen Egim
(mV/ms) 10,9+9,4 3,8+6,7
Alan

288,5x138,4 210,4%+142,5

(mV - ms)
Iki pik arasinda

gecen stire 703,5+567,7 156,2+120,6*

Tek yonlii varyans
46,9+19,4 33,7+23,0 analizi, Bonferroni
post hoc p>0,05

Tek yonlii varyans
4,8+2,2 5,5%4.0 analizi, Bonferroni
post hoc p>0,05

Kruskal Wallis,
9,7+7,1 2,7%5,3 p>0,05
Tek yonlii varyans
323,5+168,0 282,2+234,7 analizi, Bonferroni
post hoc p>0,05

Kruskal Wallis,
Bonferroni
diizeltmesi ile Dunn

211,942051 214621352 oy o ve

(ms) GlokozAuNp,
p<0,05

At.e.sleme hi1z1 43434 10,145,9 9,5¢4.1 6,143,2 Kruskal Wallis,

(pik sayis1 /s) p>0,05

* p<0.05, Kontrol ve GlikozAuNp
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Sekil 2 (A) Glikoz, (B) peptid (Asp) ya da (C) d(A)1s ve ile modifiye edilmis AuNP’lere ait TEM
goriintileri. Ol¢ii cizgileri 20 nm’yi géstermektedir.

120 -SH bag C-S bag — i
- P

. Lawesson reaktifi

100

80
-OH balan

% Gegirim
3

40

20

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalgasayisi (cm)

Sekil 3 Glikoz tiyollenmesinin FTIR ile gozlemlenmesi. Tiyollemeyi isaret eden pik (1653 cm™)
gozlemlenmistir
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o e
H@H

® Kontrol
¢ GlikozAuNp

d(A)15AuNp

Membran potansiyeli (mV)

Sekil 4 Yama kiskaci yontemi ile biitiin hiicre akim kiskaci teknigi kullanilarak kaydedilmis
uyarilmis aksiyon potansiyellerinin enjekte edilen akim membran potansiyeli (I-V) iliskisi. -
150pA ve +150 pA arasinda 50 pA’lik degisimlerle 500 ms siireli uyarilar uygulandi. Kontrol
(n=8), GlikozAuNp (n=8), d(A)is AuNp (n=9). Veriler ortalama deger ve standart hatay1 temsil

etmektedir. *p<0.05.

Tartisma

Elektriksel iletkenligi olan
AuNp’lerin kan beyin bariyerini gecerek
organizmada noronlarla etkilesime
girebildigi bilinmektedir.111213 Noronlarin
elektriksel  aktivitesindeki degisimlerin
fonksiyon ve davranisa etkileri
olabileceginden néronlarin uyarilabilirligini
etkileyip etkilemediklerinin bilinmesi 6nem
tasimaktadir. Bu c¢alismada, farkli yiizey

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2019;12(2)

kimyalarina sahip AuNP’ lerin ex vivo olarak
noronlara uygulandiginda, hipokampal
noronlarin olusturdugu AP’ nin
ozelliklerindeki olasi degisimler arastirild.
Bu amac1 gergeklestirmek igin oOncelikle
sentezlenen nanoparcaciklar karakterize

edildi. Glikoz, d(A)is veya Asp ile
islevsellestirilen pargaciklarin
karakterizasyonu icin kullanilan UV/Vis
spektroskopi ve DLS yontemleri ile

parcaciklarin ¢apinin 5nm civarinda oldugu
gosterildi. TEM analizleri de beklenildigi
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gibi hidrodinamik biiytikliiklerinin 5-7 nm
araliginda ve kiire benzeri sekiller oldugunu
gosterdi. FTIR olctimleri ise glikoz
sentezinde tiyollenmenin
gerceklestirildigini gosterdi. Biitiin bu
Olctimler AuNp modifikasyonlarin
sentezinin basarili oldugunu kanitlamistir.

Modifiyeli ~ AuNP’ler akut ve
ekstraselliiler olarak beyin Kkesitlerine
eklendikten sonra kaydedilen spontan
AP’lerin atesleme hizinda kontrole gore
GlikozAuNP gurubunda 2.3 kat artis
gozlendi. Bu bulgu, daha Once literatiirde
sunulan ¢iplak  AuNP’lerin noéronlarin
olusturdugu AP’lerin 06zelliklerine olan
etkileri ile paralellik gostermekteydi. Jung
ve arkadaslari, CA1 hipokampiis
bolgesindeki piramidal néron hiicreleri
icine (intraselliiler) gonderilen AuNP’ lerin,
noron hiicrelerinin giris direncini, spike
sayisini ve spontan atesleme hizini
arttirdigint - gosterilmisti.> Ayrica, AuNP’
lerin diisiik Mg ile indiiklenen epilepsi
formundaki aktiviteyi kotilestirebilecegi
gosterilmistir.> Yine Salinas ve arkadaslari,®
noron hiicrelerinin disina (ekstraselliilar)
uygulanan yildiz seklindeki AuNP’lerin
atesleme hizim1 arttirdigini gostermis ve
AuNP’lerin potasyum kanallarin1  bloke
ettigini Onermisti Bu bilgilere ek olarak
sundugumuz calismada glikoz
modifikasyonlu AuNp’lerin de benzer
sekilde ekstraselliilar olarak noronlara
uygulandiginda, noronlarin spontan
atesleme hizini arttirdigl gosterilmis oldu.
Ayrica, bu c¢alismada, negatif yiikli
aminoasitlerden olusan peptid
modifikasyonu (AspAuNp) kontrol grubuna
kiyasla spontan atesleme hizinda
istatistiksel olarak anlamli olmamakla
beraber kontrol gurubuna goére 2.2 kat
artisa neden oldu. Bu sonug, negatif yiikli
AuNP’lerin ndronlarin icine daha fazla niifuz
edebildiklerinden,?1617 AP’de artisa neden
oluyor olabilecegini diistindiirdi. Daha 6nce
literatiirde iyon yiikleri farkli AuNp’lerin
hiicre icine daha fazla niifuz edebildikleri,!?
negatif ytkli karbonil gruplar ile modifiye
edilmis AuNP’lerin pozitif yikli amin
gruplari ile modifiye edilmis AuNp'lere gore
daha az toksik oldugu bildirilmistir.'”
Ayrica, spontan AP’lerin genliginde kontrole
gore GlikozAuNP gurubunda gozlenen %33
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artis, voltaj kapili sodyum kanallarinin
etkilenmis olabilecegine isaret etmektedir.
Ancak, sodyum kapilarinin biiyikligi ve
uygulanan nanopargaciklarin  buytklagi
disliniildiigtinde, bu etkinin fiziksel degil
dolayli olacagi diistintilebilir. Bu konunun
acikliga kavusmasi icin daha fazla calisma
yapilmalidir.

Uyarilmis AP’lerin ozellikleri
degerlendirildiginde = AuNp  uygulanan
gruplarda Jung ve arkadaslarinin

bulgulariyla paralel olarak 50 pA’lik akim
kiskacinda 500 ms’ de olusan AP sayisi
kontrole gore daha fazlaydi.> Enjekte edilen
akim ile hiicre membranindaki degisimin
grafigi olan I-V egrileri karsilastirildiginda;
GlikozAuNp grubundan ol¢iilen I-V iliskinde
egrinin pozitif akim uygulanan bélgesinde,
membran potansiyelinin kontrol grubuna
gore pozitife kaydigi belirlendi. Membran
potansiyelindeki artislar sodyum-potasyum
akimlarinin  etkilendigi ve noéronlarin
uyarilabilirliginin arttigl seklinde
yorumlanabilir. Egri negatif akimlar icin
asagl, pozitif akimlar i¢in yukar1 kaydi. Bu
bulgu, Jung ve arkadaslarinin AuNp
uygulanan grupta negatif akimlar igin
asagiya kaymis [-V egrisi bulgusu ile
benzerdi. Bu c¢alismada, glikoz ve peptid
modifikasyonlar1 spontan atesleme hizinda
2 kattan fazla artisa neden oldugundan, en
biyouyumlu  ylizey = modifikasyonunun
oligoniikleotid oldugu diistiniilmektedir.

Nanoparg¢aciklarin yilizey yiiklerini
temsil eden zeta potansiyel o6l¢iimiiniin
noronlar ile nanoparcaciklar arasindaki
etkilesimi belirledikleri diistiniilmektedir.?>
Dante ve arkadaslari1?> negatif yiizey ytikiine
sahip nanopargaciklarin noronlarla
etkilesime girdigini, nétr ya da pozitif
nanoparcaciklarin ndronlarla daha az
etkilesime girdigini gostermislerdir. Bu
calismada kullanilan modifiye AuNp’lerin
hepsinin yiizey yiikii negatif oldugundan
hepsinin nodronlarla etkilesime girdigi

disiiniilmektedir. Bu parcaciklarin
membran potansiyelini ve
sodyun/potasyum akimlarin hangi

mekanizma ile etkilediginin agiklanmasi i¢in
daha fazla c¢alisma yapmak gereklidir.
Ayrica, GlikozAuNp gurubunun yiizey
ylkiinden bagimsiz olarak glikozun hiicre.
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ile iliskisinden kaynakli néronlar iizerinde
diger guruplara gore daha fazla etkisi
oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum glikoz
modifikasyonu sayesinde daha fazla
parcacigin hiicre igine girmis olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Literatlirde
AuNp’lerin hiicre ig¢ine alindiklari, canh
hayvana enjekte edildiginde hayvan beynine
ulastigi ve noronlarin icine alindiklan ile
ilgili TEM goriintiilerine dayanan birgok
calisma mevcuttur. 26 Ancak, bu calismada
GlikozAuNp, d(A)1s AuNp veya
AspAuNp’lerin beyin kesitlerindeki néron
hiicrelerine  girerek  etki  gosterdigi
varsaylmistir. Elektrofizyolojik
degisikliklere neden olan AuNp
modifikasyonlarinin  hiicre igine alinip
alinmadig ve subselliiler degisikliklere yol
aclp acmadigr ilerideki c¢alismalarda
belirlenebilir.

Memeli sinir sistemindeki
uyarilabilir hiicrelerin en temel 6zelligi olan
AP’deki degisikliklerin epilepsi, agr1 ve
psikiyatrik bozukluklar gibi bir¢cok nérolojik
hastaliga yol acabilecegi
diistiniilmektedir.2527.28  Sonu¢ olarak bu
projede uygulanan gruplar arasinda
noronlarin biyoelektriksel 6zelliklerinde en
az degisiklige sebep olan oligoniikleotid ile
islevsellestirilmis ~ AuNp’lerdi.  Projenin
sonuglar1 tipta 6zellikle noral hastaliklarda
hedefe ilag/gen tasinmasi ve goriintiilleme
tekniklerinin iyilestirilmesinde kullanilacak
glivenli nanoparcacik sec¢imlerine kaynak
teskil  edebilir.  ileriki  ¢alismalarda
membran kanali inhibitérleri kullanilarak
AuNp’lerin fare beyin kesitlerine ex vivo
uygulanmasi  sonrasinda  néronlardan
kaydedilen AP’lerin ozelliklerinde
olusturduklar degisikliklerin
mekanizmasini ve detaylarini arastirmak
amaciyla membrandaki = sodyum @ ve
potasyum akimlar1 ayr1 ayr1 6lgiilebilir ve
modellemeler yapilabilir. Aym1 sekilde
AuNp’lerin farelere in vivo enjeksiyonu
sonrasinda spontan atesleme hizinda
degisiklik olusturup olusturmayacaklari
arastirilabilir.
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TesekKkiirler

Calismacilar TUBITAK'a desteklerinden
dolay1 tesekkiir eder. Yazarlarin herhangi
bir ¢ikar catismasi1 bulunmamaktadir.

Yazarlarin katkilar:: Calisma fikrinin ve
hipotezinin olusumunda BGT, makalenin
yazilmasinda BGT, c¢alismanin tasariminda
BGT, BY, MC ve SD, deneylerin
gerceklestirilmesinde ve analizlerinde BGT,
YY, GK, MS, MK, MC, AM, SD, ve elestirel
incelemede biitiin yazarlar makaleye katki
saglamistir.

Cikar catismasi: Herhangi bir c¢kar
catismasi bulunmamaktadir.
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