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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

INSAN RETINAL GLiA HUCRELERINDE GLUTAMAT
EKSITOTOKSISITESINE KARSI SARI KANTARON (Hypericum perforatum)
OZUTLERI, HIPERISIN VE HIPERFORININ ETKIiSI

HIiLAL METIN

KASTAMONU UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

DANISMAN:DR. OGR. UYESi ASLI UGURLU BAYARSLAN

Retina, goz yuvarlaginin en i¢ tabakasini olusturan ve 151k enerjisinin sinir iletisine doniistigii
bir dokudur. Miiller hiicreleri, retinanin ndronlart destekleyen ana glia hiicreleridir. Retina
boyunca uzanan Miiller hiicreleri hem kan damarlart hem de noronlar ile yakin temas
halindedir. Miiller hiicreleri bu konumundan dolay1 retina homeostazina, retina yapisina ve
fonksiyonuna katkida bulunan farkli islevleri gergeklestirebilmektedir. Miiller hiicrelerinin
onemli islevlerinden bir digeri de glutamat gibi norotransmitterlerin alinmasi ve geri
donistiiriilmesidir. Glutamat, merkezi sinir sisteminin ana uyarici norotransmitterlerinden
biridir. Anormal glutamat salimimi, glutamat reseptdrlerinin asir1 uyarilmasina ve
eksitotoksisite olarak bilinen hiicre 6liimiine yol acar. Glutamatin asir1 salinimi ile ortaya ¢ikan
oksidatif strese bagli olarak Miiller hiicrelerindeki fonksiyon bozuklugu, diyabetik retinopati,
glokom gibi retinal hastaliklarin patogenizini destekleyen toksisiteye yol agabilir. Sari
kantaron olarak bilinen Hypericum perforatum, Hypericaceae familyasi igerisinde yer alan
cok yillik otsu bir bitkidir. Farmakolojik ve klinik caligmalar, sar1 kantaron o&ziitlerinin
antidepresan, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antikanser, antioksidan ve noroprotektif
aktiviteleri oldugunu gostermistir. Bu g¢alismada, sar1 kantaron oziitleri (su, etil asetat,
metanol), sari kantaron yagi, hiperisin ve hiperforin bilesenlerinin MIO-M1 retinal glia
hiicreleri ve SH-SYS5Y noron hiicreleri iizerinde sitotoksik aktivitesi test edilmistir. Sari
kantaron oziitleri, sar1 kantaron yagi, hiperisin ve hiperforinin toksik etki gdstermeyen
konsantrasyonlar1 belirlenerek glutamat eksitotoksisitesine karsi koruyucu etkinlik
aragtirtlmistir. Hiicre canlilig1 analizi sonuglarina gore hem glia hem de noron hiicrelerinde
koruma aktivitesi sar1 kantaron yagi muamelesi ile tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Retina, Miiller hiicreleri, glutamat, sar1 kantaron, Hypericum
perforatum, hiperisin, hiperforin

Ocak 2023, 76 Sayfa
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ABSTRACT

MSC THESIS

THE EFFECT OF ST. JOHN’S WORT (Hypericum perforatum) EXTRACTS,
HYPERICIN AND HYPERFORIN AGAINST GLUTAMATE INDUCED
EXCITOTOXICITY IN HUMAN RETINAL GLIAL CELLS

HIiLAL METIN

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. ASLI UGURLU BAYARSLAN

The retina is the tissue that forms the innermost layer of the eye and converts light into nerve
impulses. Miiller cells are the main glial cells of the retina that are in close contact with both
blood vessels and neurons. Thanks to this position, Miiller cells can contribute to retinal
homeostasis, retinal structure and function. One of the important functions of Miiller glia is
the uptake and recycling of neurotransmitters such as glutamate. Glutamate is one of the the
main neurotransmitters of the central nervous system. Abnormal glutamate release causes
overstimulation of glutamate receptors and can lead to damage known as the excitotoxicity.
Excessive glutamate release causes oxidative stress which leads to Miiller cell dysfunction.
Miiller cell dysfunstion affects the pathogenesis of retinal diseases such as diabetic retinopathy
and glaucoma. Hypericum perforatum is a perennial herbaceous plant belongs to Hypericaceae
family. Pharmacological and clinical studies demonstrated that Hypericum perforatum exerts
antidepressant, anti-inflammatory, antimicrobial, anticancer, antioxidant and neuroprotective
effect. In this study, cytotoxicity of Hypericum perforatum extracts, oil, hypericin and
hyperforin on MIO-M1 retinal glial cells and SH-SYS5Y neuronal cells were analyzed. The
protective effect of extracts, oil, hypericin and hyperforin against glutamate excitotoxicity
were determined. According to the cell viability analysis, the gliaprotective and
neuroprotective activity were detected with oil treatment.

KEYWORDS: Retina, Miiller cells, glutamate, St. John’s wort, Hypericum perforatum,
hypericin, hyperforin

January 2023, 76 Page
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1. GIRIS

Bitkilerin tibbi amaglarla kullanilmasi insanlik tarihinin baslangicina kadar uzanmakta
ve modern tibbin kokenini olusturmaktadir. Bitkilerin tedavi amaglhi kullaniminin avei
toplayict donemde yara tedavisinde uygulanmalar1 ile basladigi diistiniilmektedir.
Antik Mezopotamya doneminde tarim ve hayvanciliin artmasi sebebiyle insanlarda
zararli mikroorganizmalara bagli hastaliklar ortaya ¢ikmistir. Stimer yazitlarinda bu
donemde ortaya c¢ikan hastaliklarin bitkisel ilaglar ile tedavi edildigi bilgisi
bulunmaktadir. M.O. 1500’lii yillara ait Ebers Tip Papiriisii’nde 800’den fazla bitki
ismi ve bu bitkilerin tedavi amagli nasil kullanilabilecegine dair tarifler bulunmaktadir.
Modern tibbin temellerini olusturan Hipokrat, Ibn-i Sina, Gaius Plinius Secundus,
Dioscorides, Claudius Galen gibi tarihin en 6nemli hekimleri bitkilerin tedavi amacgh

kullanimina dair bilgilere ve terapétik 6zelliklerine iliskin kitaplar yazmiglardir.

Glinlimiizde kalp hastaliklar1, hipertansiyon, depresyon, agri, kanser, astim, karaciger
hastaliklari, hassas bagirsak sendromu ve norolojik bozukluklar gibi c¢ok cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaclarin %40'indan fazlasi, dogal iiriinlere
dayanmaktadir (URL-1, 2022). Dogal iriinler kolayca elde edilebilir, uygun
maliyetlidir ve sentetik bilesiklerden daha az toksiktir. Ayrica, dogal bilesenler ayn1

anda birden fazla sinyal yolagin1 hedefleyerek avantaj saglamaktadir.

Retina, merkezi sinir sisteminin diger dokularinda oldugu gibi oksidatif hasar,
inflamasyon ve eksitotoksisiteye bagli olarak norodejeneratif hasara ugramakta ve
glokom, yasa bagli makula dejenerasyonu, diyabetik retinopati gibi goz hastaliklari
ortaya ¢ikmaktadir. Antioksidan, antiinflamatuar ve ndroprotektif 6zelliklere sahip
dogal iiriinlerin kullaniminin retinal hastaliklarin tedavisinde faydali olabilecegi cesitli
caligmalarda gdsterilmistir (Ai vd., 2020; Bosch-Morell vd., 2020; Sim vd., 2022). Bu
tez calismasinda da sar1 kantaron 6ziitleri ve bilesenlerinin in vitro retinal hiicreler

tizerindeki etkinligi irdelenmistir.
1.1 Goz

G0z, insan viicudunun en karmasik organlarindan biri olup temel olarak dis, orta ve i¢

olmak iizere li¢ katmandan olusur. Dis katmanda kornea ve sklera bulunur. Kornea



gb6zlimiiziin en 6n kismindaki saydam tabakadir. Goze gelen 151k korneada kirilarak
mercege ve retinaya iletilir. Beyaz ve lifli dokuda olan sklera (sert tabaka) gozii
enfeksiyona ve yapisal hasarlara karsi korur. Kornea ile skleranin birlesme yerine
limbus denir. Skleranin goriinen kismi, konjonktiva adi verilen seffaf bir mukoza zar

ile kaplidir (Sekil 1.1) (Willoughby vd., 2010).

Goziin orta katmani ¢ok damarli bag dokudan olusur ve damar tabaka olarak da
adlandirilir. Orta katman, iris, gdz bebegi, siliyer cisim ve koroidden olusur. iris, kas
liflerini igerir ve goz bebeginin biiyliylip kiiciilmesini saglayarak retinaya ulasan 151k
miktarini kontrol eder. Siliyer cisim mercegin giiclinii ve seklini kontrol eder. Kornea
ve iris arasinda kalan bosluga 6n oda; mercek ve siliyer cisim arasinda kalan bosluga
ise arka oda denir. Koroid ise dis retina katmanlarina besin ve oksijen saglayan damarsi

bir tabakadir (Sekil 1.1) (Riifer vd., 2005).

Retina (ag tabaka) goéziin i¢ katmanini olusturan ¢ok hassas bir yapidir. Retinal
noronlari igerdigi i¢cin noral tabaka olarak da bilinir. Retina, 15181 yakalayan ve isleyen
noronlarin karmagik, katmanli bir yapisim1 olusturur. Gorme sinyali optik sinir
araciligiyla retinadan beyne iletilir. G6z kiiresini dolduran ve retinaya yapisik
konumda olan siv1 kisma ise vitre denir. Retinal ve koroid kan damarlar ise retinada

kan dolagimini saglar (Sekil 1.1) (Willoughby vd., 2010).

Siliyer cisim Ve Sklera
/
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/
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N retinal
\ damarlar
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Vitre \ Retina

Sekil 1.1 Goz anatomisi (URL-2, 2022)



1.1.1 Retina

Retina, goziin i¢ ylizeyini kaplayan ve vitre boslugunu cevreleyen dokudur.
Embriyogenez sirasinda, 6n beynin bir uzantisi olarak optik vezikiiliin invajinasyonu
ile olusur. Optik vezikiiliin i¢ duvari noral retina, dis duvari ise koroid ve sklera ile
cevrili retina pigment epiteli (RPE) haline gelir. Retina, kendisini ¢evreleyen sklera ve
koroid tarafindan korunur (Miiller vd., 2003). Noral retina, cubuk ve koni
fotoreseptorleri, bipolar hiicreler, horizontal hiicreler, amakrin hiicreler ve ganglion
hiicreleri olmak iizere alt1 ¢esit ndron igermektedir. Miiller glia hiicreleri de ndral

retinanin organizasyonel omurgasi olarak gorev yapmaktadir.

Retina ¢ok katmanli bir yapida olup distan ige dogru sinir lifi tabakasi, ganglion hiicre
tabakasi, i¢ pleksiform tabaka, i¢ niikleer tabaka, dis pleksiform tabaka, dig niikleer
tabaka, fotoreseptorlerin dis segmentleri, RPE, Bruch zar1 ve koroid olmak tizere 10

paralel tabakadan olusur (Sekil 1.2) (Riifer vd., 2003).

}Sinir lifi tabakasi

Ganglion hiicre — }Ganglion hiicre tabakasi
A\ ) — i¢ pleksiform tabaka
Amakrin hiicre —| 3
Bipolar hiicre — —ic niikleer tabaka
Horizontal hiicre _
— Dis pleksiform tabaka
Miller hiicre
—Dis niikleer tabaka
Fotoreseptor
(Cubuk) — “ =
Fotoreseptor —
(Koni) —Fotoreseptorlerin

dis segmentleri

—Retina pigment epiteli

— Bruch zari

— Koroid

Sekil 1.2 Retina hiicreleri ve katmanlar1 (URL-3, 2022)



RPE, noral retina ile koroid arasinda uzanan, melanin igeren epitel hiicrelerinin
bulundugu tabakadir. Melanin toksik maddeleri tutabilen bir ajandir. Retina
pigmentleri melanin ve melanozom ad1 verilen sitoplazmik graniiller i¢inde bulunur.
Embriyolojik olarak RPE viicutta ilk pigmente olan dokudur. RPE, retina boyunca
nispeten esit bir yogunluga sahip, altigen bir diizende yaklasik 3,5 milyon epitel
hiicreden olusur. Apikal tarafta RPE hiicreleri, cubuk fotoreseptorlerin dis
boliimlerinin arasina ulagan uzun mikrovilluslar olusturur. RPE hiicrelerinin apikal
sitoplazmasinda c¢ok sayida pigment graniilleri (melanin ve lipofuksin) bulunur.
RPE'nin 6nemli islevleri, fotoreseptdr atiklarimin fagositozunu, pigmentlerin
rejenerasyonu ve sentezini, retina adhezyonunu, subretinal alandaki sivi ve besin
kontroliinii saglayarak yakin dokular i¢in gerekli biiylime faktorlerinin iiretimini, A
vitamini metabolizmasini ve rodopsin sentezini diizenlemektir. Ayrica RPE, kan-
retina bariyeri islevinde 6nemli bir rol oynar. Komsu RPE hiicreleri birbirlerine zonula
okludens ve zonula adherens olarak adlandirilan kompleksler ile baglanir ve dis kan-

retina bariyerini olusturur. Bu baglantilar sayesinde su ve iyonlarin serbest gecisi

Onlenir (Kur vd., 2012).

Cogu omurgalinin gozleri, 15181 algilayabilen koniler ve ¢ubuklar olarak adlandirilan
iki tip fotoreseptor igerir ve bu hiicreler fotoreseptor tabakayi olusturur.
Fotoreseptorler, 1518in elektrik sinyaline donistiiriilmesinden (fototransdiiksiyon)
sorumludur. Bu amacla fotoreseptorlerin dis segment disklerinin zarlari pigmentler
icerir (Kur vd., 2012). Cubuk hiicreleri 1s18a karsi daha hassas olup diisiik 151k
seviyelerinde aktiftir ve alacakaranlikta ve gece gérmeden sorumludur. Parlak 1s1kta
aktif olan koni hiicreleri ise farkli dalga boylarindaki 1s1ga farkl tepki vererek renkli
gormeyi saglar. Koni ve ¢ubuk ¢ekirdeklerinin bulundugu tabakaya dis niikleer tabaka
denir. Fotoreseptorlerin sinapslar1 ile horizontal ve bipolar hiicreler arasi sinapslari

iceren tabaka ise dis pleksiform tabakadir (Sekil 1.2) (Sarks ve Killingsworth, 1988).

Horizontal hiicreler, bipolar hiicreler ve Miiller hiicrelerin ¢ekirdeklerini iceren
tabakaya i¢ niikleer tabaka denir. Bipolar hiicrelerin dendritleri, koni ve ¢ubuklarla
sinaps yaparken aksonlari ise i¢ pleksiform tabakada ganglion ve amakrin hiicrelerle
sinaps yapar. I¢ pleksiform tabaka ayrica ganglion hiicrelerin dendritlerini igerir.
Ganglion hiicrelerinin ¢ekirdekleri ganglion tabakasinda, aksonlari ise sinir lifi

tabakasinda bulunur (Sekil 1.2) (Willoughby vd., 2010).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Dalga_boyu
https://tr.wikipedia.org/wiki/I%C5%9F%C4%B1k

1.1.2 Miiller Glia

Glia hiicreleri, sinir sisteminin korunmasinda 6nemli homeostatik roller oynar.
Hastaliklara, inflamasyona ve yaralanmaya kars1 doku tepkilerine belirgin bir sekilde
katilir. Retinada glia hiicreleri mikroglia ve makroglia olarak iki alt tipe ayrilir (Lee

vd., 2000).

Retina boyunca dagilmis olan mikroglialar 6nemli gelisimsel ve fagositik rollere
sahiptir. Mikroglialar, retinada istilact mikroorganizmalara kars1 konak savunmasinda,
inflamatuar siireglerin baglatilmasinda ve doku onariminda gorev alir. Bu nedenle,
makrofaj yapilarinin 6zellesmis ve evrimlesmis bicimleri olarak kabul edilir.
Makroglialar ise ndronlara onemli yapisal ve metobolik destek saglar. Patolojik
yaralanmalara yanit olarak degisiklikler gosterir. Retinada baslica makroglialar Miiller
hiicreleridir. Omurgali canlilarda makroglialar hiicre popiilasyonunun %9011

olusturmaktadir (Jessen, 2004).

Miiller glia, tiim retinal tabakalar1 kapsayan ve komsu ndéronlarla temas eden retinanin
ana glial bilesenidir. Hiicre govdeleri i¢ niikleer tabakada yer alan Miiller hiicreleri,
dis niikleer tabakadan sinir lifi tabakasina dogru yayilim gostermektedir (Sekil 1.3).
Miiller glia konumundan dolayr retina homeostazina, yapisina ve fonksiyonuna
katkida bulunan farkli islevleri gergeklestirebilmektedir. Miiller hiicreleri retinada su,
iyon ve pH dengesini diizenleyerek doku homeostazini saglamaktadir (Nagelhus vd.,
1998; Newman, 1984; 1994). Bu hiicreler, oksidatif metabolizma icin gerekli besin
maddelerini saglamakta ve tiim doku i¢in enerji rezervi olarak kullanilmak iizere
glikojeni sentezlemekte ve depolamaktadir (Kuwabara ve Cogan, 1961; Poitry-
Yamate vd., 1995; Winkler vd., 2000). Kan akis1 ve anjiyogenezde rol oynayan Miiller
hiicreleri, noronlarin canliligi ve fonksiyonlarmi yerine getirebilmeleri i¢in FGF,
VEGF ve TGF gibi gerekli faktorleri salgilarlar (Bugra ve Hicks, 1997; Cao vd., 1997,
Chakrabarti vd., 1990; Cinaroglu vd., 2005; Gao ve Hollyfield, 1992; Neophytou vd.,
1997; Seki vd., 2005). Miiller hiicreleri, hiicre dis1 glutamat konsantrasyonunu
diizenleyerek eksitotoksisitenin onlenmesinde ve ¢esitli norotransmitterlerin geri
doniistiirilmesinde 6nemlidir (Biedermann vd., 2002; Brew ve Attwell, 1987; Qian ve
Dowling, 1993). Ayrica, glutamat ve sisteinden radikal temizleyici glutatyonu

sentezleyerek oksidatif strese karsi noroprotektif etki gosterirler (Pow ve Crook, 1995;



Reichelt vd., 1997; Schiitte ve Werner, 1998). Miiller glialarin optik kablolar gibi
davranarak 15181 fotoreseptorlere yonlendirdigi bulunmustur (Franze vd., 2007).

Miiller glialarin sayis1 ve yogunlugu tiirler arasinda farklilik gostermektedir. (Yip,

2014).

bl

Sekil 1.3 Miiller hiicresi (URL-4, 2022)

1.1.3 Gliozis

Fotik hasar, retina travmasi, iskemi, retina dekolmani, glokom, diyabetik retinopati ve
yasa bagli makiiler dejenerasyon dahil olmak iizere retinanin hemen hemen her
patolojik degisikligine yanit olarak Miiller hiicreleri aktive olmaktadir. Miiller
hiicrelerinin hasar durumundaki aktivasyonuna reaktif gliozis denir. Reaktif gliozis,
Miiller hiicrelerinin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklerini igerir; bu
degisiklikler hasarin tiirii ve ciddiyetine gore degisir (Wan vd., 2008). Retinal hasarlara
yanit olarak Miiller hiicrelerinin aktivasyonu hem koruyucu hem de zararli etkilere
sahiptir. Miiller hiicrelerinin koruyucu ve rejeneratif tepkileri, norotrofik faktorlerin
tiretimini, antioksidan ajanlarmm salinimini, asirt glutamatin  alimini, kan-beyin

bariyerinin restorasyonunu, neovaskiilarizasyonun ve remiyelinizasyonun tesvik



edilmesini ve aksonal destegi icerir. Ayrica, Miiller hiicreleri progenitér benzeri

hiicrelere farklilagarak doku rejenerasyonuna katilabilir (Graca vd., 2018).

Retinal hastaliklarda Miiller hiicreleri bir yandan noronlarin hayatta kalmasin
desteklerken diger yandan noéronal dejenerasyonun ilerlemesini de hizlandirabilir.
Akson rejenerasyonunu ve ndrit bilylimesini engelleyen skar dokular1 olusturarak
rejeneratif siire¢ler engellenebilir. Reaktif gliozisin daha siddetli formlarinda, Miiller
hiicreleri islevselliklerini kaybeder ve olusan skar dokular1 néron 6liimii ile sonuglanir

(Bringmann vd, 2009).

1.2 Glutamat

Glutamat, esansiyel olmayan bir amino asittir. Merkezi sinir sisteminin ana uyarici
norotransmitteri olan glutamat, 6grenme ve hafiza gibi bilissel fonksiyonlarda rol alir.
Sinaptik baglantilarin yaklasik %90'inda bulunur. Glutamat ve azotun etkilesime

girmesi ile glutamin olusur (Sekil 1.4) (Brosnan, 2013; Ishikawa, 2013).

®NH,

Sekil 1.4 Glutamatin kimyasal yapis1 (URL-5, 2022)

Molekiiler yapilari, elektrofizyolojik ve farmokolojik 6zelliklerine gore glutamat
reseptorleri iyonotropik (iGluRs) ve metabotropik (mGluRs) olmak iizere iki ana

gruba ayrilir.
1.2.1  iyonotropik Reseptorler
N-metil-D-aspartat (NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoazolpropiyonik asit

(AMPA) ve 2-karboksil-3-karboksimetil-4-izopropenilpirrolidin (kainat) reseptorleri
olmak iizere ii¢ ¢esit iyonotropik glutamat reseptorii (iGluRs) vardir (Sekil 1.5).



NMDA reseptorleri, beyin gelisimi, sinaptik plastisite ve bellek olusumunda anahtar
rol oynayan tetramerik protein kompleksleridir (Kew ve Kemp, 2005). Glutamin, Zn*?,
Mg*, glutamat ve poliamin gibi agonistlere dzel baglanma bélgeleri bulunduran
NMDA reseptorleri, aktive olduklarinda hiicre i¢i ve dis1 arasindaki Ca*?, Na*, K*
iyonlarinin degisimleri gergeklesir (Rose vd., 2018). Glutamat baglayict NR2 alt
{initesi ile glisin baglayici NR1 alt iinitesinden olusan protein kompleksi Mg*
baglanmasi ile bloke olur. Ayn1 anda glutamat ve Mg*? baglanmas1 durumunda kanal
aktive olur ve postsinaptik ndronlara Ca*? akis1 saglanir (Sekil 1.6). Artan hiicre ici
Ca*™, Ca*? kalmodulin bagimli protein kinaz II (CaMKII) gibi ¢esitli enzimlerin
aktiflestirir ve sinaptik iletimde degisikliklere yol acar (Suwanjang vd., 2013).

GLUTAMAT RESEPTORLERI
METABOTROPIK [YONOTROPIK
mGluR1
mGluR2
| mGluR3 AMPA/KAINAT NMDA
mGluR4
| mGIuRS - NMDARI
{ mGIuR6 NMDARZA
| mGiR7 AMPA KAINAT - NMDARZB
{ mGluR8 | NMDARZC
| GluR1 1 GIuRS | NMDAR2D
GluR2 Sy NMDAR3
GluR GIuR7
| GluRd KAl
KA2

Sekil 1.5 Glutamat reseptorlerinin siniflandirilmasi (URL-6, 2022)

AMPA reseptorleri dort alt birimden (GluR1, GIluR2, GluR3, GluR4), kainat
reseptorleri ise bes alt birimden (GluRS, GluR6, GIuR7, KA1, KA2) olusur (Sekil 1.5).
AMPA ve kainat reseptorleri Ca*? ve Na* iyonlarinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilar

arasindaki gegisi ile glutamat taginmasina Onciiliik eden reseptorlerdir (Sommer ve

Seeburg, 1992).
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Sekil 1.6 NMDA reseptorlerinin ¢alisma mekanizmasi (URL-7, 2022)

1.2.2  Metabotropik Reseptorler

Metabotropik reseptorler, post-sinaptik iyon kanallarinin acilip kapanmasini saglayan
G-protein bagli reseptorlerdir. Metabotropik reseptorler norotransmitter baglanma

bolgeleri icerir ve monomerik yapili proteinlerdir.

Metabotropik glutamat reseptorleri dizi benzerliklerine, sinyal iletim mekanizmalarina
ve ligand baglama profillerine (farmakolojik profillere) gore grup I (mGluR1 ve 5),
grup II (mGIluR2 ve 3) ve grup III (mGluR4, 6, 7 ve §) olarak ti¢e ayrilmaktadir (Tablo
1.1). Grup I ve grup II metabotropik glutamat reseptorleri fosfolipaz C’nin
aktivasyonunda, grup III metabotropik glutamat reseptorleri ise adenilat siklaz

inhibisyonunda rol oynar (Ozdemir, 2016).

Tablo 1-1 Metabotropik glutamat reseptorleri ve iletim yolu mekanizmalari
RESEPTOR ILETIM YOLU MEKANIZMASI

Grup 1 mGluR1 Fosfolipaz C’nin aktivasyonu
mGluR5

Grup 2 mGluR?2 Adenilat siklazin inhibisyonu
mGluR3
mGluR4

Grup 3 mGIluR6 Adenilat siklazin inhibisyonu
mGIluR7
mGIuR8



1.2.3  Glutamat Tasinimi ve Glutamat-Glutamin Dongiisii

Glutamat retinada gorsel sinyallerin iletimi i¢in gerekli olan ana uyarict
norotransmitterdir (Bringmann ve Reichenbach, 2013). Glutamat, fotoreseptdrlerin
sinaptik terminalinden Ca’** bagimli depolarizasyon yoluyla salinmaktadir. Salinan
glutamat, glial hiicreler tarafindan Na* bagimli uyarict amino asit tastyicilari (EAAT)
araciligiyla alinir ve glutamin sentetaz araciligi ile glutamine doniistiiriiliir ve geri
salinir. Salinan glutamin fotoreseptorler tarafindan geri alinir ve glutaminaz enzimi ile
tekrar glutamata doniisiimii saglanir (Sekil 1.7) (Rose vd., 2018). Glial hiicreler
tarafindan alinan glutamatin glutamine doniistiiriilmesiyle sinapslarda glutamat
birikimi onlenmektedir. Sinaptik bosluktaki glutamat seviyeleri, glutamat salinimi ve
sinaptik bosluktaki fazla glutamatin temizlenmesi siki bir sekilde kontrol edilmelidir.
Asir1 glutamat salinimi, néronlarin asir1 uyarilmasina neden olarak hiicre 6liimiine yol

agabilir.

Glutamin

.......

Sekil 1.7 Glutamat-Glutamin dongiisii sematik gosterimi (URL-8, 2022)

Memeli dokularda EAAT’lerin bes alt tipi tanimlanmistir. Retinal glialarda EAATI
ve EAAT? ifade edilmektedir (Tablo 1.2). Retinada, Miiller glia tarafindan glutamat
aliminin 6nemli bir ndroprotektif fonksiyon oldugu kabul edilir. Anormal glutamat

salinimi sonucu glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi, glutamat aliminin

10



inhibisyonu veya glutamin sentetazin inhibisyonu retinal ndronlarda toksisiteye yol

acabilir (Kew ve Kemp, 2005).
Tablo 1-2 Glutamat tasiyicilan ve ifadeleri

Glutamat Tasiyict1  Kodlayic1 Gen Hiicresel ifade Anatomik Yeri

EAATI (GLAST) SLCI1A3 Astrositler Serebellum
Miiller glialar Korteks
Retina
EAAT2 (GLT-1) SLC1A2 Astrositler Tiim beyin
Miiller glialar Retina
Noronlar
EAAT3 (EAAC1) SLCIAl Astrositler Serebellum
Noronlar Hipokampus
EAAT4 SLC1A6 Astrositler Serebellum
Noronlar Hipokampus
Korteks
EAATS SLC1A7 Fotoreseptorler Retina
Bipolar hiicreler

1.2.4 Glutamat Eksitotoksisitesi

Eksitotoksisite, glutamatin sinaptik bosluga asir1 salinimi ile bu bosluktan alinimi igin
postsinaptik reseptorlerin asir1 aktiflesmesiyle o hiicrelerin hasar gérmesine neden
olan homeostatik denge bozuklugudur. Eksitotoksisite, en yaygin incelenen noéronal
hiicre oliimii siireglerinden biridir (Sun vd., 2010). Alzheimer hastalii, Huntington
hastaligi, Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS), demans ve Parkinson hastaligi,
glioblastoma, Miiller hiicre islev bozuklugu, retinal iskemi, kalitsal fotoreseptor
dejenerasyonu ve glokom dahil olmak {izere gesitli hastaliklara neden olmaktadir.
Homeostatik dengenin korunmasi igin hiicre ici Ca*? seviyeleri, Ca** iyonlarmmn
yerlesimi, Ca*>’un hiicre ici ve hiicre dis1 akisi, Ca*? tamponlamasi, Ca™’nin
depolanmasi, kontrolii ve stabilitesinin saglanmasi Onemlidir. Glutamat

eksitotoksisitesi, noronal hiicrelerde anormal Ca*? akisina neden olmaktadir. Bu
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durum proteaz, lipaz, nitrik oksit sentaz (NOS) ve reaktif oksijen tiirlerinde (ROT)
artisa neden olmakta ve noronal hiicre 6limi gerceklesmektedir. Ayrica AMPA
reseptorleri GluR1 alt biriminin yukari regiilasyonu inflamasyonu tetiklemektedir (Liu
vd., 2019). Eksitotoksisiteyi indiikleyen, glutamat gibi ndrotransmitterler,
eksitotoksin ya da ndrotoksin olarak adlandirilmaktadir (Cheng vd., 2019; Danbolt vd.,
2016).

1.3 Sar1 Kantaron

Sar1 kantaron olarak bilinen Hypericum perforarum L., Hypericaceae familyasi
icerisinde yer alan c¢ok yillik otsu bir bitkidir (Sekil 1.8) (Lavie vd., 1995). Sar
kantaron, Bati Asya, Avrupa ve Kuzey Afrika’da yayilim gostermektedir. Sari
kantaron diinyadaki en Onemli bitkisel ilaglardan biridir ve yaygin olarak
yetistirilmektedir. Sar1 kantaron, hafif ve orta siddette depresyon tedavisinde
kullanimiyla bilinmektedir. Bunun yani sira cilt problemleri, yaniklar, yaralar, mide
tilseri, soguk alginligi, migren, bas agrisi, seker hastaligi ve obezitenin geleneksel

tedavisinde kullanilmaktadir (Aksu ve Altinterim, 2015; Wurglics vd., 2006).

Sekil 1.8 Sar1 kantaron (URL-9, 2022)

Sar1  kantaron igeriginde naftodiantronlar, floroglusinoller, flavonoidler,
prosiyanidinler ve ugucu yaglar basta olmak tlizere ¢ok ¢esitli kimyasal bilesikler icerir.
(Tablo 1.3) (Mullaicharam ve Halligudi, 2018). Sar1 kantaron sahip oldugu yogun sar1

rengini, i¢erdigi naftodiantronlardan almaktadir. Isiga duyarl bilesenler olan hiperisin,
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psodohiperisin ve izohiperisin, bu bitkilerden izole edilen ana naftodiantronlardir. Bu

bilesenler yaklagik olarak %0,3 oraninda ¢i¢ek ve yapraklarda bulunur.
Naftadiantronlar1 ¢6zebilen sinirli sayida madde bulunmaktadir. Saf bilesenleri,
Ozellikle hiperisin, oda sicakliginda su igerisinde neredeyse hi¢ ¢oOziinmez
(Mullaicharam ve Halligudi, 2018). Hiperforin ve adhiperforin en Onemli
floroglusinollerdir. Bu bilesenlerin bitkide bulunma oranlar1 yaklasik %2,0-4,5 ve
%0,2-1,9°dur. Sar1 kantaronun toprak iistii kisimlarinda kersetin, hiperosid, kersitrin,
izokersitrin, rutin, kampferol, mirisetin ve amontoflavon olmak {iizere farkh
flavonoidler bulunmaktadir Ugucu yaglar ise sar1 kantaronun yaprak yiizeyinde yer
alan yar1 seffaf bezlerde bulunur. Aktif bilesenleri terpenler ve alkollerdir.
Monoterpenler ve seskiterpenler en bol tanimlanmis terpen tiirleridir (Mullaicharam
ve Halligudi, 2018; Yilmaz vd., 2021). Katesin ve epikatesinler sar1 kantaronda

bulunan baglica prosiyanidinlerdir.

Tablo 1-3 Sar1 kantaron aktif bilesenleri

Biyokimyasal simif | Bitkide bulundugu | Aktif bilesenler
kisimlar

Naftodiantronlar Cigekler, Hiperisin, psodohiperisin,
tomurcuklar izohiperisin

Floroglusinoller Cigekler, Hiperforin, Adhiperforin
tomurcuklar

Flavonoidler Yapraklar, sap, Kersetin, Hiperozit, Kersitrin,
tomurcuklar Izokersitrin,  Rutin,  Kampferol,

Mirisetin, Amentoflavon

Prosiyanidinler Bitkinin toprak iistii | Prosiyanidin, Katesin, Epikatesin
kisimlari,gigekler,
tomurcuklari

Ugucu yaglar Cigekler, yapraklar | Terpenler, Alkoller

1.3.1 Hiperisin

Hiperisin (4,5,7,4',5',7'-hekzahidroksi-2,2'-dimetilnaftodiantron), sar1 kantaronda
bulunan dogal bir kromofordur (Sekil 1.9). Hiperisin, siyah nodiiller igerisinde yer alir

ve bitkinin ta¢ yapraklarinda bulunur (Zou vd., 2004). Hiperisin sar1 kantaronun pek
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cok farmakolojik 6zelligine katki saglamaktadir. Uzun yillar boyunca sar1 kantaronun
antidepresan aktivitesinden sorumlu aktif bilesenin hiperisin oldugu varsayilmis ve
tiim ilaglar %0,3 hiperisin igerecek sekilde standartlagtirilmistir. Buna ragmen, sar1
kantaronun bir biitiin olarak olusturdugu etki, sadece hiperisin etkinliginden daha
giiclidiir. Bu nedenle, sar1 kantaronun antidepresan aktivitesinin tek bir mekanik
bilesen degil, biyoaktif bilesenlerin ¢oklugundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Zou
vd., 2004).

Hiperisin ayn1 zamanda giiglii bir 1518a duyarlilagtiricidir. Hiperisin, kanserli dokuda
normal dokuya gore daha fazla biriktigi i¢in timdr teshisinde etkili bir belirte¢ olarak
kullanilabilir. Ayrica, hiperisin ¢esitli kanser tiirlerinin fotodinamik tedavisinde

uygulanmaktadir (JendZelovska vd., 2016).

OH o] OH
HO R
HO CH,
OH o] OH
Hiperisin R=CH;

Sekil 1.9 Hiperisinin kimyasal yapis1 ( Kashiwada ve Tanaka, 2021)

1.3.2  Hiperforin

Hiperforin ((1R,5S,6R,7S)-4-hydroxy-6-methyl-1,3,7-tris(3-methylbut-2-en-1-yl)-6-
(4-methylpent-3-en-1-yl)-5-(2-methylpropanoyl)bicyclo[3.3.1]non-3-ene-2,9-dione),

sar1 kantaronun yaprak ve ¢iceklerinde en bol bulunan (kuru agirligin %5°1) biyoaktif
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bilesenlerden biridir (Sekil 1.10). Kimyasal kararsizligi nedeniyle, uygun sekilde
kurutulmayan {iriinlerdeki hiperforin igerigi onemli Olglide azalir. Hiperforinin
biyolojik ve farmokolojik 6zellikleri {izerine yapilan ¢aligmalar artmaktadir. In vitro
caligmalarda hiperforinin ¢esitli norotransmitterler1 etkiledigi i¢in sar1 kantaronun
antidepresan aktivitesinde rolii olabilecegi diistiniilmektedir (Kasai vd., 2015).
Hiperforin igerigi standardize edilmis sar1 kantaron oziitleri, klinik antidepresif

etkinlik ile doza bagimli bir sekilde iligkilendirilmistir (Russo vd., 2014).

Hiperforin R=H

Sekil 1.10 Hiperforinin kimyasal yapisi (Tanaka ve Kashiwada, 2021)
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2. KAYNAK OZETLERI

Sar1 kantaron, aktif bilesenleri sayesinde antidepresan, antikanser, antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar ve noroprotektif 6zellikler gibi ¢ok

cesitli biyolojik aktiviteler gdstermektedir (Mullaicharam ve Halligudi, 2018)

2.1 Antidepresan Aktivite

Diinya Saglhk Orgiitii, depresyonu, diinya capinda 350 milyondan fazla kisiyi
etkileyen, siirekli iizlintii ve farkli etkinliklere karsi ilgi kaybi ile karakterize olan,
yaygin bir ruhsal bozukluk olarak tanimlamaktadir. Depresyon, terapiler veya
antidepresan  ilaglar veya terapi/antidepresan kombinasyonu ile tedavi
edilebilmektedir. Sar1 kantaron iiriinleri, hafif ila orta siddette depresyon tedavisi i¢in
onemli dogal iirlinlerdir. Sar1 kantaron 6ziitlerinin, hafif ve orta siddette depresyon
tedavisinde plasebo grubuna kiyasla antidepresanlara benzer sekilde etkili oldugu
gosterilmigtir (Marrelli vd., 2019). Duygudurum bozukluklarinin gelisimine
inflamatuar yolaklarin aktivasyonu glutamat metabolizmasi ve ndronal plastisitedeki
degisikliklerin neden oldugu bilinmektedir. Sar1 kantaron 6ziitli muamelesinin fare
hipokampal noron hiicrelerini N-metil-D-aspartat (NMDA) kaynakli eksitotoksisiteye
kars1 koruyucu etkinligi rapor edilmistir. Ayrica, sar1 kantaron 6ziiti muamelesi, LPS
ile uyarilmis insan makrofajlarinda sitokin iiretimini inhibe ederek anti-inflamatuar
etkinligi arttirmistir (Bonaterra vd., 2018). Noronlar1 koruyucu ve anti-inflamatuar

ozelliklerin, depresif bozukluklarin tedavisinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.2 Antikanser Aktivite

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliindiigii ve ¢evre dokulara yayildig1 hastaliklardir.
2020 yilindaki tahmini yeni vakalara gére meme kanseri, akcier kanseri, prostat
kanseri, kolon kanseri ve melanom en sik goriilen kanser tiirleri arasindadir (URL-10,
2022). Sar1 kantaron ve bilesenlerinin anti-kanser aktivitesi tizerine bir¢ok ¢alisma
yapilmistir. Sar1 kantaron hidroalkolik 6ziitiiniin belirli dozda UV 1s1masi sonrasi insan
melanom hiicreleri lizerinde fototoksisite gosterdigi belirlenmistir (Marrelli vd., 2019).

Sar1 kantaron c¢iceklerinden farkli yer ve zamanlarda toplanan ve farkli ¢oziiciilerle
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Oziitlenen numunelerin, insan eritroldsemik K562 hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi
ve apoptotik hiicre dliimiinti indiikledigi gosterilmistir (Valletta vd., 2018). Sari
kantaron etanol Oziitiinlin doza bagl olarak MCF-7 meme kanseri hiicreleri lizerinde
anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkisi oldugunu ve bu etkilerin AMPK/mTOR
yolaginin inhibisyonu ve mitokondriyal apoptoz yolaginin aktivasyonundan

kaynaklandig1 rapor edilmistir (Kim vd., 2018).

Sar1 kantarondan izole edilen hiperisin, fotodinamik terapi yoluyla kanseri tedavi
etmek icin kullanilan giiclii bir 15182 duyarlilagtiricidir. Hiperisine bagli 1s18a duyarlilik
esas olarak mitokondri veya endoplazmik retikulum-golgi kompleksini etkileyerek
hiicre apoptozuna yol agmaktadir (Theodossiou vd., 2009). Hiperisinin, melanom ve
tiroid kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanser hiicrelerine kars1 aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Kim vd., 2018; Theodossiou vd., 2009). Hiperforin, in vitro endotel

hiicre organizasyonunu ve in vivo anjiyogenezi engellemektedir (Brito vd., 2017)

2.3  Antimikrobiyal Aktivite

Sar1 kantaron cigeginden elde edilen metanol 6ziitleri, mastit bakterilerine kars1 anti-
bakteriyel aktivite gostermektedir (Okmen ve Balpinar, 2017). Sar1 kantaron aym
zamanda antifungal etkiye sahiptir. Hiperisin, Trichophyton rubrum, Fusarium
oxysporum, Microsporum canis, Pichia fermentans, Exophiala dermatitidis,
Kluyveromyces marxianus, Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiae gibi
patojenik mantar ve mayalara kars1 aktivite gostermistir (Sytar vd., 2016). Sari
kantaron 6ziitlerinin enfeksiy6z bronsit viriisii ve influenza A virlisline kars1 antiviral
etkinligi de rapor edilmistir (Chen vd., 2019; Pu vd., 2009). Ayrica, sar1 kantaron
bilesenlerinin COVID-19 i¢in ilag olma 6zellikleri molekiiler yerlestirme analizleri ile
arastirilmig, en kararli kompleksin COVID-19 ana proteaz ve hiperisin/izohiperisin
ligandlar ile elde edildigi gosterilmistir (Yalgin vd., 2021). Mohamed ve arkadaslar
(2022) tarafindan yapilan bir ¢alisma, molekiiler yerlestirme analizleri sonuglari ile
tutarli bir sekilde sar1 kantaron ve aktif bileseni hiperisinin SARS-CoV-2 ve farkh
varyantlarina (Alfa, Beta, Delta ve Omikron) kars1 gii¢lii bir antiviral aktiviteye sahip

oldugunu rapor etmistir.
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2.4 Antioksidan Aktivite

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), dis yoriingede bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip olan serbest radikaller olup siiperoksit anyon (-O2-), hidroksil (-OH), peroksil
(ROO"), alkoksil (RO-) ve nitrik oksiti (NO) igerir. ROT, aerobik metabolizma
sonucunda {retilir ve proteinler, DNA ve lipidler gibi 6nemli molekiillere zarar
verebilir. Oksidatif stres, kardiyovaskiiler disfonksiyonlar, ateroskleroz, inflamasyon,
karsinogenez ve norodejeneratif hastaliklar gibi g¢esitli patolojik durumlara neden

olabilir (Jovin vd., 2011).

Sar1 kantaron oOziitlerinin antioksidan etkileri %10'a kadar flavonoid igeriginden
kaynaklanmaktadir. Polifenol bakimindan zengin sar1 kantaron tiirlerinin tiimi
belirgin antioksidan Ozellikler gosterir. Spesifik olarak flavonoid bakimindan
zenginlestirilmis bir sar1 kantaron 6ziitiiniin siiperoksit radikalini konsantrasyona bagl
bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Bununla birlikte, 150 pg'dan daha yiiksek
miktarlarda 0ziit eklendiginde, lipid peroksidasyonu iizerindeki koruyucu etki
kaybolmustur. Sar1 kantaron Oziitiiniin antioksidatif kapasiteleri, ¢ok yiiksek

konsantrasyonlarda pro-oksidatife gecebilir (Zou vd., 2004).

2.5 Noroptotektif Aktivite

Merkezi Sinir Sistemi’nin oksidatif strese karsi 6zellikle duyarli olmas1 Alzheimer,
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Noroprotektif ajanlarin antioksidanlar araciligiyla, anti-inflamatuar etkinlik gostererek
ve norotransmitter salinimini diizenleyerek nérodejeneratif patolojileri 6nleyebilecegi
diistiniilmektedir (Kumar ve Khanum, 2012). Cesitli calismalar, sar1 kantarondan elde
edilen bilesiklerin, noroprotektif mekanizmalar veya antioksidan aktivite araciligiyla
toksik ajanlara kars1 koruma yetenegine sahip oldugunu gostermistir. Sicanlarda AlCl3
ile indiiklenen Alzheimer modelinde sar1 kantaron Oziitleri amiloid-beta (Ap)
birikimini azaltmistir (Cao vd., 2017). Amiloid-beta (AP) birikimi sonucu olusan
plaklar mikroglia hiicrelerini de etkilemektedir. Sar1 kantaron EA 6ziitii ile muamele
edilen mikroglia hiicrelerinde amiloid-beta (AP) birikimin engellendigi tespit

edilmistir (Kraus vd., 2007).
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Sar1 kantaron hidrofilik 6ziitiinlin in vitro oksaliplatin kaynakli ndrotoksisite modeli
tizerinde etkinligi degerlendirilmistir. Noropatik agri, oksaliplatin bazli kemoterapinin
yaygin bir yan etkisidir ve siklikla tedavinin yarida kalmasina neden olmaktadir. Sigan
astrosit hiicrelerinde sar1 kantaron muamelesinin oksaliplatin kaynakli apoptozu
azalttig1 gosterilmis ve kemoterapi kaynakli noropatiye karst potansiyel kullanimi

onerilmistir (Marrelli vd., 2019).

Breyer ve arkadaslar1 (2007) yaptiklar1 ¢alismada fare hipokampal HT22 hiicre
hattinda glutamat maruziyetine bagli hiicre hasarina karst sar1 kantaronun
noroprotektif aktivitesini arastirmis ve sar1 kantaron ile inkiibasyonun ilk 8 saatinde
hiicrelerin glutamat hasarina karsi neredeyse tamamen korundugunu ancak ilerleyen
saatlerde sar1 kantaronun hiicrelerde indiiklenen hasara karsi etkili olmadigini rapor

etmislerdir.

Lu ve arkadaslar1 (2004) H->O> ile indiiklenen oksidatif hasara karsi sar1 kantaron
oziitlerinin sigan PC12 noral hiicrelerin hayatta kalma oranim arttirdigini, hem hiicre
ici hem de hiicre dis1 ROT seviyelerini azalttigin1 ve DNA parcalanmasi ve apoptozu

engelledigini gostermistir.

Sar1 kantaronun da i¢inde bulundugu karisim aksotomi sonrasi retinal ganglion hiicre
canliligint arttirmistir (Cheung vd., 2002). Sar1 kantaron 6ziitii ve hiperisinin iskemili

farelerde patolojik kan damari olusumuna karsi1 koruma sagladigi rapor edilmistir

(Higuchi vd., 2008).

2.6  Diger Biyolojik Aktiviteler

Sar1 kantaron 6ziitlinlin diisiik dozlarda, akut ve kronik agr1 modellerinde analjezik
etkiye sahip oldugu belirtilmistir. In vitro ve in vivo g¢aligmalar ile hiperisin ve

hiperforinin agr1 kesici etkiden sorumlu oldugu gosterilmistir (Galeotti, 2017).

Sar1 kantaron 6ziitii ve hiperforinin, sitokinler tarafindan uyarilan STAT-1, NF-kB
yolaklarin1 inhibe ederek pankreatik  hiicre hasarini engelledigi gosterilmistir. Bu
nedenle, sar1 kantaronun tip 1 diyabete yol acan immiin aracili  hiicre fonksiyon
bozuklugunun 6nlenmesinde potansiyel bir rolii olabilecegi 6nerilmektedir (Novelli

vd., 2016).
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Sar1 kantaron 6ziitliniin hiperlipidemik sicanlarda serum lipid profili, aminotransferaz,
alkalin fosfataz ve lipid peroksidasyonu iizerindeki etkisi degerlendirilmis ve diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterolii ve hiperlipideminin neden oldugu oksidatif
stres ve lipid peroksidasyon belirteclerini azalttig1 rapor edilmistir (Moghaddam vd.,
2016).

2.7  Cahismanin Amaci

Sar1 kantaronun oOzellikle antioksidan ve noroprotektif oOzellikleri gdz Oniinde
bulundurularak bu tez calismasinda insan retinal Miiller hiicrelerinde ve SH-SY5Y
ndroblastoma hiicrelerinde, sar1 kantaron dziitlerinin, sar1 kantaron yaginin, hiperisin
ve hiperforin bilesenlerinin glutamat eksitotoksisitesine karsi koruyucu etkisinin

incelenmesi hedeflenmistir.
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3. MALZEMELER VE YONTEM

3.1 Malzemeler
3.1.1  Bitki Ornekleri

Sar1 kantaron Ornekleri Kastamonu-Daday/Ballidag Mevkii’nden toplanmis ve Dr.
Kerim GUNEY tarafindan taksonomik olarak tanimlanmistir. Ornekler kurutularak toz
haline getiirlmis, su, etil asetat, metanol ile 6ziitlenmistir. 40°C doner buharlastirici
(Heidolph, Almanya) ile ¢0ziicli uzaklastirilmistir. Sitotoksisite ve koruma
deneylerinde kullanmak icin su 6ziitli fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) igerisinde, etil
asetat (EA) ozitii, metanol (metOH) o6ziitli, yag ornekleri ve hiperisin %5 dimetil
stilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilmiistiir. 250 pg hiperforin 227 pl metOH igerisinde

¢Oziinmiis halde teslim alinmis ve deneyler i¢in PBS ile seyreltilmistir.
3.1.2  Plastik Uriinler, Kimyasallar, Cihazlar

Tez ¢alismas1 boyunca kullanilan plastik iiriinler TPP (Isvicre), CAPP (Danimarka),
Isolab (Almanya)'dan satin alinmistir. Tiim soliisyonlar ve plastik tirlinler 20 dakika
121°C'de otoklav ile sterilize edilmistir. Kullanilan kimyasallar ve cihazlar Tablo 3.1

ve Tablo 3.2°de belirtilmistir.

Tablo 3.1 Kimyasallar

Kimyasal ad1 Marka
3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5- Neofroxx, Almanya
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT)
DMSO Sigma Aldrich, ABD
PBS Thermo Fisher Scientific, Gibco, ABD
Penisilin/Streptomisin Panbiotech, Almanya
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Tablo 3.1’in devami

Kimyasal adi

Marka

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Thermo Fisher Scientific, Gibco, ABD

Fetal Sigir Serumu (FBS)

Thermo Fisher Scientific, Gibco, ABD

Glutamat Sigma Aldrich, ABD
Hiperisin Biosynth, Isvicre
Hiperforin Biosynth, isvicre

Tripsin-Etilendiamin Tetraasetik Asit
(Tripsin-EDTA)

Panbiotech, Almanya

Tablo 3.2 Cihazlar

Hassas Terazi

Cihaz Adq Marka
Biyogiivenlik Kabini Hedlab
-20 Derin Dondurucu Indesit
-86 Derin Dondurucu VWR

Precisa

Karbondioksit (CO» Inkiibatérii)

Niive, Panasonic

Manyetik Karistirici

Wisd WiseStir

Masaiistili Santrifiij

Niive, Medwelt

Mikropipetler (Tek ve Cok Kanall) Capp
Otoklav Niive
Spektrofotometre Thermo Fisher Scientific
Ters Mikroskop Leica
Vortex Witeg
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3.2 Yontem

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii deneyleri i¢in insan retinasindan izole edilmis Miiller hiicre hatti (MIO-
M1) ve insan noroblastoma SH-SY5Y hiicre hatt1 kullanilmistir. MIO-M1 hiicre hatti
Prof. Dr. Kuyas Bugra (Bogazigi Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii), SH-SY5Y hiicre hatt1 Dog. Dr. Adnan AYNA (Bingdl Universitesi, Kimya

Boliimii) tarafindan hediye edilmistir.

Hiicreler %10 FBS, 100 iinite/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren DMEM
besiyerinde, %5CO, ve 37°C’de Kkiiltiir edilmistir. ki giinliik periyotlar halinde
besiyeri degistirilmis ve hiicreler %80 yogunluga ulasana kadar biiyiitiilmiistiir.
Hiicrelerin besiyeri aspire edilerek PBS ile yikanmis ve petri ylizeyinden kaldirilmasi
icin %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu ile 37°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Tripsin
aktivitesini durdurmak amaciyla serum iceren besiyeri eklenmis ve kaziyici yardimi
ile hiicreler petri ylizeyinden kaldirilmistir. 5 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilerek
hiicreler pelet halinde elde edilmis ve taze besiyeri igerisinde yeniden siispanse
edilmistir. Hiicreler dondurma soliisyonunda (%70 DMEM, %20 FBS, %10 DMSO)
stispanse edilerek kriyotiiplere aktarilarak stoklanmistir. Hiicreler asamali olarak
dondurmak i¢in Oncelikle 24 saat -20 °C’de bekletilmis ve daha sonra uzun siireli

muhafaza edilmesi i¢in -80°C’de saklanmistir.

3.2.2 Sitotoksik Aktivite

Sar1 kantaron 0ziitleri, sar1 kantaron yagi, hiperisin ve hiperforinin MIO-M1 ve SH-
SYSY hiicre hatlar1 {izerinde oncelikle toksisite deneyleri yapilmistir. Hiicreler 96
kuyucuklu petrilerde 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Her &rnek ve
konsantrasyon i¢in 3 kuyucuk hazirlanmistir. Ertesi giin, 31,25-1000 pg/ml
konsantrasyon araliginda su 6ziitii, EA 6ziitii, metOH 06ziitii, sar1 kantaron yag1; 0,5-
50 uM konsantrasyon araliginda hiperisin ve hiperforin ile hiicreler 24 saat inkiibe
edilmistir. Kontrol grubu olarak hiicrelere PBS veya %0,5 DMSO eklenmistir.

Inkiibasyonun ardindan MTT analizi ile hiicre canliligdaki degisiklikler analiz
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edilmistir. ICsp degerleri GraphPad Prism programi kullanilarak log(inhibitor) vs

normalized response — variable slope fonksiyonu kullanilarak hesaplanmistir.

3.23 Glutamat Eksitotoksisitesi

Hiicreler 96 kuyucuklu petrilerde 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Her
konsantrasyon i¢in 3 kuyucuk hazirlanmistir. Ertesi giin hiicreler serumsuz besiyerine
aktarilmistir. Glutamat eksitotoksisitesi olusturmak i¢in MIO-M1 hiicreleri 20, 50,
100, 200, 300, 400, 500 mM glutamat ile 4 saat, SH-SYSY hiicreleri 20, 40, 60, 80,
100 mM glutamat ile 24 saat inkiibe edilmistir. Kontrol grubuna glutamat yerine PBS
eklenmistir. MTT analizi ile hiicre canliligindaki degisiklikler analiz edilmistir. ICso
degerleri GraphPad Prism programi kullanilarak log(inhibitor) vs normalized response

— variable slope fonksiyonu kullanilarak hesaplanmaistir.

3.24 Koruma Deneyleri

Sar1 kantaron Oziitleri, sar1 kantaron yagi, hiperisin ve hiperforinin glutamat
eksitotoksisitesine karst koruyucu aktivitesini belirlemek i¢in MIO-M1 ve SH-SYSY
hiicreleri iizerinde toksisite gostermeyen konsantrasyonlar se¢ilmistir. 96 kuyucuklu
petrilerde 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler ekilmistir. Her &rnek ve
konsantrasyon i¢in 3 kuyucuk hazirlanmistir. Ertesi giin, MIO-M1 ve SH-SYSY
hiicrelerine, su 6ziitli (31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araligi), EA oziitii (31,25-250
png/ml konsantrasyon araligi), metOH 6ziitli (31,25-125 pg/ml konsantrasyon aralii),
sar1 kantaron yag1 (31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araligi), hiperisin (0,5-2,5 uM
konsantrasyon aralig1) ve hiperforin (0,5-50 uM konsantrasyon aralig1) ile 24 saat 6n
inkiibasyon yapilmistir. Ardindan MIO-M1 hiicreleri ICso konsantrasyonunda (367,5
mM) glutamat ile 4 saat, SH-SYSY hiicreleri ise I1Cso konsantrasyonunda (91,95 mM)
glutamat ile 24 saat muamele edilmis ve MTT analizi ile hiicre canlilifindaki

degisiklikler degerlendirilmistir.

3.2.5 MTT Analizi

Inkiibasyonlarin ardindan besiyerleri aspire edilmis ve hiicreler 0,5 mg/ml MTT igeren

besiyerinde 4 saat inkiibe edilmistir. Mitokondrideki dehidrogenaz enzimleri
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tarafindan parcalanan tetrazolium halkasi mor renkli formozani olusturur. Formazan
DMSO ile ¢oziildiikten sonra mikroplaka okuyucu (Multiskan GO, Thermo Fisher

Scientific, ABD) ile 570 nm’de absorbans degerleri l¢iilmiistiir.

3.2.6 lstatistiksel Analiz

Deneyler 3 bagimsiz 6rnek ile tekrarlanmistir. Elde edilen veriler, ortalama + standart
hata olarak gosterilmigstir. GraphPad Prism programi kullanilarak t-test ile istatistiksel
analizler gerceklestirilmis, p < 0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda sar1 kantaron su, EA, metOH 0ziitleri, sar1 kantaron yagi, hiperisin
ve hiperforinin, MIO-M1 ve SH-SYS5Y hiicre hatlar1 {izerinde glutamata bagh
eksitotoksisiteye karsi koruyucu etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda, oncelikle sar1 kantaron su, EA, metOH o6ziitleri, sar1 kantaron yagi,
hiperisin ve hiperforinin MIO-M1 ve SHSYSY hiicreleri {iizerinde sitotoksik
aktiviteleri analiz edilmistir. Glutamat muamelesi ile eksitotoksisite modeli
olusturulan MIO-M1 ve SH-SYSY hiicrelerinde, sitotoksisite gostermeyen (%50
tizerinde hiicre canliligi elde edilen) konsantrasyonlar ile koruma deneyleri
gerceklestirilmistir. Hiicre morfolojisindeki degisiklikler ters mikroskop goriintiileri
ile takip edilmistir. MTT analizi, hiicre canliliginin degerlendirilmesi icin

uygulanmistir.

4.1  MIO-MI1 Hiicreleri Uzerinde Sitotoksik Aktivite

4.1.1  Su Oziitii

MIO-M1 hiicreleri; 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda sar1 kantaron su oziitii
ile 24 saat inkiibe edilmistir. Hiicre morfolojilerinde (Sekil 4.1) ve hiicre canlilik
oranlarinda (Grafik 4.1) kontrol hiicrelere kiyasla su 0Oziitii ile muamele edilen

hiicrelerde degisiklik tespit edilmemistir ve ICso degeri hesaplanamamustir.
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62,5 pg/ml

1000 pg/ml

Sekil 4.1 Su 6ziitii ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.1 Su 6ziitiiniin MIO-M1 hiicre canlilig iizerindeki etkisi, = SH (n=3).

4.1.2 EA Oziitii

MIO-M1 hiicreleri; 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda sar1 kantaron EA
oziitl ile 24 saat inkiibe edilmistir. 31,25-125 pg/ml konsantrasyon araliginda EA

0ziitli muamelesi sonucunda sitotoksik aktivite gdzlenmemistir. 500 pug/ml EA 6ziitii
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muamelesi ile hiicrelerin %45,85’inin ve 1000 pg/ml’de ise %24,08’inin canli kaldig1
belirlenmistir (Grafik 4.2). ICso degeri 495,6 png/ml olarak hesaplanmigtir (Grafik 4.2).
Hiicre canlilik oraninda azalma ve anormal hiicre morfolojileri saptanmistir (Sekil

4.2).

125 pg/ml

1000 pg/ml

Sekil 4.2 EA 6ziitii ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.2 EA o6ziitiinlin MIO-M1 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi, £ SH (n=3). **%
p<0,001; **** p<0,0001

4.1.3 MetOH Oziitii

MIO-M1 hiicreleri; 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda sar1 kantaron metOH
oziiti ile 24 saat inkiibe edilmistir. 31,25-62,5-125 pg/ml konsantrasyonlarda
sitotoksik aktivite gozlenmemistir. 250 pg/ml EA 6ziitii muamelesi ile hiicrelerin
%27,14’linlin, 500 pg/ml’de %18,83’1linlin canli kaldig1 belirlenmistir. ICso degeri

286,6 pg/ml olarak hesaplanmistir (Grafik 4.3). Hiicre canlilik oraninda azalma ve

anormal hiicre morfolojileri saptanmugtir (Sekil 4.3).
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1000 pg/ml

Sekil 4.3 MetOH oziitii ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.3 MetOH o6ziitiiniin MIO-M1 hiicre canlilig: lizerindeki etkisi, = SH (n=3). ***%
p<0,0001
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4,1.4  Sarni Kantaron Yagi

MIO-M1 hiicreleri; 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda sar1 kantaron yagi ile
24 saat inkiibe edilmistir. Sar1 Hiicre morfolojilerinde (Sekil 4.4) ve hiicre canlilik
oraninda (Grafik 4.4) kontrol hiicrelere kiyasla sar1 kantaron yagi ile muamele edilen

hiicrelerde degisiklik tespit edilmemistir ve ICso degeri hesaplanamamustir.

1000 pg/ml

Sekil 4.4 Sar1 kantaron yagi ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.4 Sar1 kantaron yaginin MIO-M1 hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi, = SH (n=3).

4.1.5 Hiperisin

MIO-M1 hiicreleri; 0,5-50 uM konsantrasyon araliginda hiperisin ile 24 saat inkiibe
edilmistir. 0,5-1-2,5 uM konsantrasyonlarda sitotoksik aktivite gézlenmemistir. 5 uM
hiperisin muamelesi ile hiicrelerin %37,35’inin, 10 uM’da %42,09’unun, 20 uM’da
%44,43linlin, 25 uM’da %48,24’liniin ve 50 uM’da ise %39,02’sinin canl kaldig:
belirlenmistir. ICso degeri 12,83 uM olarak hesaplanmistir (Grafik 4.5). Hiicre canlilik

oraninda gozlemlenen diislis goézlenmistir ancak anormal hiicre morfolojisi tespit

edilmemistir (Sekil 4.5).
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20 uM 25 uM 50 uM

Sekil 4.5 Hiperisin ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri

Hiperisin
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Grafik 4.5 Hiperisinin MIO-M1 hiicre canlilif1 {izerindeki etkisi, £ SH (n=3). * p<0,05; **,
p<0,01, *** p<0,001
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4.1.6 Hiperforin

MIO-M1 hiicreleri; 0,5-50 pM konsantrasyon araliginda hiperforin ile 24 saat
muamele edilmistir. Hiicre morfolojilerinde (Sekil 4.6) ve hiicre canlilik oraninda
(Grafik 4.6) kontrol hiicrelere kiyasla hiperforin ile muamele edilen hiicrelerde

degisiklik tespit edilmemistir ve ICso degeri hesaplanamamustir.

20 25 uM ‘ 50 M

Sekil 4.6 Hiperforin ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.6 Hiperforinin MIO-M1 hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi, + SH (n=3).

4.2  SH-SY5Y Hiicreleri Uzerinde Sitotoksik Aktivite

4.2.1 Su Oziitii

SH-SYSY hiicreleri; 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliinda sar1 kantaron su
oOziitii ile 24 saat inkiibe edilmistir. Hiicre morfolojilerinde (Sekil 4.7) kontrol hiicrelere
kiyasla su 0ziitii ile muamele edilen hiicrelerde degisiklik tespit edilmemistir. Su 6ziitii
SH-SYSY hiicreleri iizerinde sitotoksik etkinlik gostermemistir ve ICso degeri

hesaplanamamistir (Grafik 4.7).
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31 25 pg/ml

1000 pg/ml

Sekil 4.7 Su 6ziitii ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.7 Su 6ziitiiniin SH-SY5Y hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi, £ SH (n=3).
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4.2.2  EA Ouziitii

SH-SYSY hiicreleri; 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda sar1 kantaron EA
Ozt ile 24 saat inkiibe edilmistir. EA 6ziitii muamelesi ile SH-SY5Y hiicrelerinde
konsantrasyona bagli olarak hiicre canlilig1 oraninin azaldig1 gézlenmistir. 125 pg/ml
ve daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginin %50 altina diistiigii tespit
edilmistir. 125 pg/ml EA 6ziitii muamelesi ile hiicrelerin %42,62’sinin, 250 pg/ml’de
EA 6ziitli %26,62’sinin, 500 pg/ml’de %22,58’inin ve 1000 pg/ml’de ise %18,78’inin
canli kaldig1 belirlenmistir. ICsodegeri 123,5 pug/ml olarak hesaplanmistir (Grafik 4.8).
Hiicre canlilik oraninda azalma ve hiicre morfolojilerinde anormallikler saptanmistir

(Sekil 4.8).

125 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml

1000 pg/ml

Sekil 4.8 EA 6ziitii ile muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.8 EA 6ziitliniin SH-SYSY hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi, = SH (n=3). ***, p<0,001;
*kx 1n<0,0001

423 MetOH Oziitii

SH-SYSY hiicreleri; 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda sar1 kantaron metOH
Oziitii ile 24 saat inkiibe edilmistir. MetOH o0ziiti muamelesi ile SH-SYS5Y
hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak hiicre canlilifi oranmin azaldig:
gozlenmistir. 125 pg/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginin %50
altina diistiigii tespit edilmistir. 125 pg/ml metOH 6ziitii muamelesi ile hiicrelerin
%30,86’sm1n, 250 pg/ml metOH o6ziitii muamelesi ile %15,34’{iniin, 500 pg/ml’de
%16,01’inin ve 1000 pg/ml’de ise %13,22°sinin canli kaldig1 belirlenmistir. ICso
degeri 78,82 pg/ml olarak hesaplanmistir (Grafik 4.9). Hiicre canlilik oraninda azalma

ve hiicre morfolojilerinde anormallikler saptanmistir (Sekil 4.9).
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Kontrol 31.25 pg/ml 62,5 pg/ml
125 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml

1000 pg/ml

Sekil 4.9 MetOH 0ziitii ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.9 MetOH o6ziitliiniin SH-SYS5Y hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi, = SH (n=3). *#%*,
p<0,0001
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4,2.4  Sari Kantaron Yagi

SH-SYS5Y hiicreleri; 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda sar1 kantaron yagi ile
24 saat muamele edilmistir. Hiicre morfolojilerinde (Sekil 4.10) ve hiicre canlilik
oraninda (Grafik 4.10) kontrol hiicrelere kiyasla sar1 kantaron yag1 ile muamele edilen
SH-SYS5Y hiicrelerinde  degisiklik tespit edilmemistir ve ICso degeri

hesaplanamamusgtir.

3125 pg/ml

250 pg/ml 500 pg/ml

1000 pg/ml

Sekil 4.10 Sar1 kantaron yag1 ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.10 Sar kantaron yaginin SH-SYSY hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi, £ SH (n=3).

4.2.5 Hiperisin

SH-SYSY hiicreleri; 0,5-50 pM konsantrasyon araliginda hiperisin ile 24 saat
muamele edilmistir. 0,5 uM, 1 uM ve 2,5 uM konsantrasyonlarda sitotoksik aktivite
gozlenmemistir. 5 M hiperisin muamelesi ile hiicrelerin %52,09’unun, 10 uM’da
%150,39’unun, 25 uM’da %48,73’linlin ve 50 uM’da ise %47,88’inin canli kaldigi
belirlenmigtir. ICso degeri 20,37 uM olarak hesaplanmistir (Grafik 4.11). Hiicre
canlilik oraninda diisiis gozlenmistir ancak hiicre morfolojilerinde anormallikler tespit

edilmemistir (Sekil 4.11).
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25 uM 50 UM

Sekil 4.11 Hiperisin ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojileri

Hiperisin

150+

Hiicre canlhihg (%6)

© Q‘:\} e -"1:? e "\Q "'LE? "JQ'

Konsantrasyon (u\)

Grafik 4.11 Hiperisinin SH-SY5Y hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi, = SH (n=3). *, p<0,5; **,
p<0,01
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4.2.6 Hiperforin

SH-SYS5Y hiicreleri; 0,5-50 uM konsantrasyon araliginda hiperforin ile 24 saat inkiibe
edilmistir. Hiicre morfolojilerinde (Sekil 4.12) ve hiicre canlilik oraninda (Grafik 4.12)
kontrol hiicrelere kiyasla hiperforin ile muamele edilen hiicrelerde degisiklik tespit

edilmemistir ve ICso degeri hesaplanamamastir.

25 50 uM

Sekil 4.12 Hiperforin ile muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.12 Hiperforinin SH-SYSY hiicre canlilig: {izerindeki etkisi, = SH (n=3).
4.3 MIO-M1 Hiicrelerinde Glutamat Eksitotoksisitesi

MIO-M1 hiicrelerinde glutamat eksitotoksisite modeli olusturmak i¢in hiicreler 0, 20,
50, 100, 200, 300, 400, 500 mM glutamat ile 4 saat inkiibe edilmistir. MTT analizi ile
hiicre canliligindaki degisiklikler analiz edilmistir. Kontrol hiicrelere kiyasla 20, 50,
100 ve 200 mM konsantrasyonlarda hiicre morfolojisi ve hiicre canliliginda 6nemli bir
degisiklik gézlenmemistir. 300 mM glutamat muamelesi ile hiicrelerin %68,32’sinin,
400 mM glutamat muamelesi ile hiicrelerin %39,79’unun ve 500 mM glutamat
muamelesi ile hiicrelerin %25,91’inin canl kaldig1 belirlenmistir. ICso degeri 367,5
mM olarak hesaplanmistir (Grafik 4.13). Hiicre canlilik oraninda goriilen azalma ile

birlikte hiicre morfolojilerinde de anormallikler saptanmustir (Sekil 4.13).
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Kontrol 20 mM 50 mM
100 mM 200 mM 300 mM
400 mM 500 mM

Sekil 4.13 Glutamat ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.13 Glutamatin MIO-M1 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi, + SH (n=3). **, p<0,01
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4.4 SH-SYS5Y Hiicrelerinde Glutamat Eksitotoksisitesi

SH-SYS5Y hiicrelerinde glutamat eksitotoksisite modeli olusturmak i¢in hiicreler 0, 20,
40, 60, 80, 100 mM glutamat ile 24 saat inkiibe edilmistir. MTT analizi ile hiicre
canlilifindaki degisiklikler analiz edilmistir. Glutamat konsantrasyonuna bagl olarak
SH-SYSY hiicre canliliginda azalma goézlenmistir. 100 mM glutamat muamelesi
hiicrelerin morfolojisini degistirmis (Sekil 4.14) ve hiicre canliligi orant %40,85’e

diismiistiir. ICso degeri 91,95 mM olarak hesaplanmistir (Grafik 4.14).

60 mM 80 mM 100 mM

Sekil 4.14 Glutamat ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.14 Glutamatin SH-SYS5Y hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi, £ SH (n=3). **, p<0,01;
***, p<0,001, ****, p<0’0001
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4.5 MIO-M1 Hiicrelerinde Glutamat Eksitotoksisitesine Kars1 Koruma
Aktivitesi

Glutamat eksitotoksisitesinin dnlenmesi retina hastaliklarinin tedavisi i¢in potansiyel
bir yaklagimdir. Sar1 kantaron Oziitleri, sar1 kantaron yagi, hiperisin ve hiperforinin
koruyucu etkileri glutamat eksitotoksisitesi modeli olusturularak MIO-M1 glia
hiicrelerinde analiz edilmistir. Koruma deneylerinde 6ziitlerin, sar1 kantaron yaginin,
hiperisin ve hiperforinin sitotoksisite analizlerine gore toksik etkinlik gostermeyen

konsantrasyonlar1 kullanilmaistir.

4.5.1  Su Oziitii

MIO-M1 hiicreleri 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda su oziitii ile 24 saat
boyunca 6n inkiibasyon sonrasinda, 367,5 mM glutamat ile 4 saat muamele edilerek
eksitotoksik kosullar olusturulmustur. PBS kontrole kiyasla glutamat muamelesi hiicre
canliligint %41.36’ya distirmistir (Grafik 4.15). Uygulanan tim su 0ziiti
konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 glutamat kontrol seviyesinde kalmistir. Su o6ziitii
ile 6n inkiibasyon yapildiginda, sadece glutamat ile muamele edilen hiicrelere kiyasla
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Grafik

4.15). Hiicre morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.15°te gosterilmistir.
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Kontrol Glutamat kontrol 31.25 pg/ml
62.5 pg/ml 125 pg/mi 250 pg/ml

500 pg/ml 1000 pg/ml

Sekil 4.15 Su 6ziitii ve glutamat ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.15 Su 6ziitii ve glutamat muamelesinin MIO-M1 hiicre canlilig iizerindeki etkisi, &
SH (n=3). *** p<0,001
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452 EA Ouziitii

MIO-M1 hiicreleri 31,25-125 pg/ml konsantrasyon aralifinda EA 6ziitii ile 24 saat
boyunca 6n inkiibasyon sonrasinda, 367,5 mM glutamat ile 4 saat muamele edilerek
eksitotoksik kosullar olusturulmustur. DMSO kontrole kiyasla glutamat muamelesi
hiicre canliligint %38’e diistirmiistiir (Grafik 4.16). EA 0ziiti uygulanan tim
konsantrasyonlarda, sadece glutamat ile muamele edilen hiicrelere kiyasla hiicre
canliliginda o6nemli bir degisiklik tespit edilmemistir (Grafik 4.16). Hiicre
morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.16’da gosterilmistir.

Kontrol Ghutamat kontrol 31.25 pg/ml
62.5 pg/ml 125 pg/ml

Sekil 4.16 EA 6ziitii ve glutamat ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.16 EA 0ziitii ve glutamat muamelesinin MIO-M1 hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi, +
SH (n=3). **** p<0,0001

453 MetOH Oziitii

MIO-M1 hiicreleri 31,25-125 pg/ml konsantrasyon araliginda metOH 0ziitii ile 24 saat
boyunca 6n inkiibasyon sonrasinda, 367,5 mM glutamat ile 4 saat muamele edilerek
eksitotoksik kosullar olusturulmustur. DMSO kontrole kiyasla glutamat muamelesi
hiicre canliligin1 %38,85’e diistirmiistiir (Grafik 4.17). MetOH 0ziitii uygulanan tiim
konsantrasyonlarda, sadece glutamat ile muamele edilen hiicrelere kiyasla hiicre
canliliginda onemli bir degisiklik tespit edilmemistir (Grafik 4.17). Hiicre
morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Kontrol Glutamat kontrol 31.25 pg/ml
62.5 pg/ml 125 pg/ml

Sekil 4.17 MetOH o6ziitii ve glutamat ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.17 MetOH ve glutamat muamelesinin MIO-M1 hiicre canlilig: iizerindeki etkisi, =
SH (n=3). **** p<0,0001

4.5.4  Sari Kantaron Yagi
MIO-M1 hiicreleri 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda sar1 kantaron yagi ile
24 saat boyunca 6n inkiibasyon sonrasinda, 367,5 mM glutamat ile 4 saat muamele

edilerek eksitotoksik kosullar olusturulmustur. DMSO kontrole kiyasla glutamat

muamelesi hiicre canliligini %38,04’e dislirmistiir (Grafik 4.18). Sar1 kantaron
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yaginin 1000 pg/ml konsantrasyonu ile 6n inkiibasyon yapildiginda, sadece glutamat
ile muamele edilen hiicrelere kiyasla hiicre canlilifinda %13 oraninda istatistiksel

olarak anlamli bir artis gozlenmistir (Grafik 4.18). Hiicre morfolojisindeki

degisiklikler Sekil 4.18’de gosterilmistir.

Kontrol Glutamat kontrol 31,25 pg/ml
62.5 pg/ml 125 pg/ml 250 pg/ml
500 pg/ml 1000 pg/ml
Sekil 4.18 Sar1 kantaron yagi ve glutamat ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin
morfolojileri
150+
,5 100 mm
E :
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Yag (pug/ml) - - 31,25 62,5 125 250 500 1000

Grafik 4.18 Sar1 kantaron yag1 ve glutamat muamelesinin MIO-M1 hiicre canlilig1 {izerindeki
etkisi, £ SH (n=3). *, p<0,05; **** p<0,0001
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4.5.5 Hiperisin

MIO-M1 hiicreleri 0,5-2,5 uM konsantrasyon araliginda hiperisin ile 24 saat boyunca
on inkiibasyon sonrasinda, 367,5 mM glutamat ile 4 saat muamele edilerek
eksitotoksik kosullar olusturulmustur. DMSO kontrole kiyasla glutamat muamelesi
hiicre canliligmi %42,45°e diislirmiistiir (Grafik 4.19). Hiperisin uygulanan tim
konsantrasyonlarda, sadece glutamat ile muamele edilen hiicrelere kiyasla hiicre
canliliginda onemli bir degisiklik tespit edilmemistir (Grafik 4.19). Hiicre
morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.19°da gosterilmistir.

1 M | ‘ 25 M .

Sekil 4.19 Hiperisin ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.19 Hiperisin ve glutamat muamelesinin MIO-M1 hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi, =
SH (n=3). **, p<0,01

4.5.6 Hiperforin

MIO-M1 hiicreleri 0,5-50 uM konsantrasyon araliginda hiperforin ile 24 saat boyunca
On inkiibasyon sonrasinda, 367,5 mM glutamat ile 4 saat muamele edilerek
eksitotoksik kosullar olugturulmustur. PBS kontrole kiyasla glutamat muamelesi hiicre
canliligint  %44,61 duistrmistir (Grafik 4.20). Uygulanan tiim hiperforin
konsantrasyonlarinda hiicre canlilifi glutamat kontrol seviyesinde kalmistir.
Hiperforin ile 6n inkiibasyon yapildiginda, sadece glutamat ile muamele edilen
hiicrelere kiyasla hiicre canlilifinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gbozlenmemistir (Grafik 4.20). Hiicre morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.20°de

gosterilmistir.
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50 uM

Sekil 4.20 Hiperforin ile muamele edilen MIO-M1 hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.20 Hiperforin ve glutamat muamelesinin MIO-M1 hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi,
+ SH (n=3). **** p<0,0001
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4.6 SH-SY5Y Hiicrelerinde Glutamat Eksitotoksisitesine Karsi Koruma
Aktivitesi

Sar1 kantaron su, etil asetat, metanol Oziitleri, sar1 kantaron yagi, hiperisin ve
hiperforinin glutamat eksitotoksisitesine karsi koruyucu etkileri SH-SYS5Y noéron
hiicrelerinde analiz edilmistir. Koruma deneylerinde 6ziitlerin, sar1 kantaron yaginin,
hiperisin ve hiperforinin sitotoksisite analizlerine gore toksik etkinlik gdstermeyen

konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

4.6.1  Su Oziitii

SH-SYSY hiicreleri 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda su oziitii ile 24 saat
On inkiibasyon sonrasinda, 91,95 mM glutamat ile 24 saat muamele edilerek
eksitotoksik kosullar olusturulmustur. PBS kontrole kiyasla glutamat muamelesi hiicre
canliligin1 %45,28 diisiirmiistiir (Grafik 4.21). Su 6ziitiiniin 31,25-62,5-125-250 pg/ml
konsantrasyonlarinda hiicre canliligi glutamat kontrol seviyesine kiyasla artis
gostermesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilememistir.

(Grafik 4.21). Hiicre morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.21°de gosterilmistir.
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Kontrol Glutamat kontrol 31,25 pg/ml

500 pg/ml 1000 pg/ml

Sekil 4.21 Su 6ziitii ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.21 Su 6ziitli ve glutamat muamelesinin SH-SY5Y hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi, =
SH (n=3). #*** p<0,0001

57



4.6.2 EA Oziitii

SH-SYS5Y hiicreleri 31,25 ve 62,5 pg/ml konsantrasyonlarda EA 6ziitii ile 24 saat 6n
inkiibasyon sonrasinda, 91,95 mM glutamatile 24 saat muamele edilerek eksitotoksik
kosullar olusturulmustur. DMSO kontrole kiyasla glutamat muamelesi hiicre
canliligint  %45’e distirmiistiir (Grafik 4.22). Uygulanan tiim EA 06ziiti
konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 glutamat kontrol seviyesinde kalmistir. EA 6ziitii
ile 6n inkiibasyon yapildiginda, sadece glutamat ile muamele edilen hiicrelere kiyasla
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Grafik

4.22). Hiicre morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.22°de gosterilmistir.

Kontrol Glutamat kontrol 31.25 pg/ml

62,5 pg/ml

Sekil 4.22 EA 6ziitii ile muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.22 EA 6ziitii ve glutamat muamelesinin SH-SY5Y hiicre canlilig iizerindeki etkisi,
+ SH (n=3). **** p<0,0001

4.6.3 MetOH Oziitii

SH-SYSY hiicreleri 31,25 ve 62,5 ng/ml konsantrasyonlarda metOH 0ziitii ile 24 saat
on inkiibasyon sonrasinda, 91,95 mM glutamat ile 24 saat muamele edilerek
eksitotoksik kosullar olusturulmustur. DMSO kontrole kiyasla glutamat muamelesi
hiicre canliligint %45°e distirmistiir (Grafik 4.23). Uygulanan tiim metOH o6ziitii
konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 glutamat kontrol seviyesinde kalmigtir. MetOH
0ziitli ile 6n inkiibasyon yapildiginda, sadece glutamat ile muamele edilen hiicrelere
kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmemistir

(Grafik 4.23). Hiicre morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.23°de gosterilmistir.
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Kontrol Glutamat kontrol 31,25 pg/ml

62,5 pug/ml

Sekil 4.23 MetOH o6ziitii ile muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.23 MetOH 6ziitii ve glutamat muamelesinin SH-SYS5Y hiicre canliligi iizerindeki
etkisi, = SH (n=3). **** p<0,0001

4.6.4  Sari Kantaron Yagi

SH-SYSY hiicreleri 31,25-1000 pg/ml konsantrasyon aralifinda sar1 kantaron yagi ile
24 saat On inkiibasyon sonrasinda, 91,95 mM glutamat ile 24 saat muamele edilerek
eksitotoksik kosullar olusturulmustur. DMSO kontrole kiyasla glutamat muamelesi
hiicre canliligin1 %45’e diisiirmiistiir (Grafik 4.24). Sar1 kantaron yaginin 31,25 pg/ml
ve 62,5 pg/ml konsantrasyonlari ile 6n inkiibasyon yapildiginda, sadece glutamat ile

muamele edilen hiicrelere kiyasla hiicre canlilifinda sirasiyla %18 ve %21 oraninda
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istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir (Grafik 4.24). Hiicre morfolojisindeki

degisiklikler Sekil 4.24’de gosterilmistir.

Kontrol Glutamat kontrol 31.25 pg/ml
62,5 pg/ml 125 pg/ml 250 pg/ml

500 pg/ml 1000 pg/ml

Sekil 4.24 Sar1 kantaron yagi ile muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.24 Sar1 kantaron yag1 ve glutamat muamelesinin SH-SY5Y hiicre canlilig lizerindeki
etkisi, + SH (n=3). *, p<0,05; **** p<0,0001
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4.6.5 Hiperisin

SH-SYS5Y hiicreleri 0,5-2,5 uM konsantrasyon araliginda hiperisin ile 24 saat 6n
inkiibasyon sonrasinda, 91,95 mM glutamatile 24 saat muamele edilerek eksitotoksik
kosullar olusturulmustur. DMSO kontrole kiyasla glutamat muamelesi hiicre
canliigint %49 dislirmiistiir  (Grafik 4.25). Hiperisinin uygulanan tiim
konsantrasyonlarinda hiicre canliligi glutamat kontrol seviyesine kiyasla artis
gbstermesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilememistir.

(Grafik 4.25). Hiicre morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.25°de gdsterilmistir.

Kontrol

2,5 M 5 uM

Sekil 4.25 Hiperisin ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.25 Hiperisin ve glutamat muamelesinin SH-SY5Y hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi,
+ SH (n=3). ****, p<0,0001
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4.6.6 Hiperforin

SH-SYSY hiicreleri 0,5-50 uM konsantrasyon araliginda hiperforin ile 24 saat
boyunca 6n inkiibasyon sonrasinda, 91,95 mM glutamat ile 24 saat muamele edilerek
eksitotoksik kosullar olusturulmustur. PBS kontrole kiyasla glutamat muamelesi hiicre
canliligint  %49’a  disiirmiistiir (Grafik 4.26). Hiperforinin uygulanan tiim
konsantrasyonlarinda hiicre canliligi glutamat kontrol seviyesine kiyasla artig
gdstermesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilememistir.

(Grafik 4.26). Hiicre morfolojisindeki degisiklikler Sekil 4.26°da gdsterilmistir.

Glutamat kontrol

5 uM

10pm 25 pM 50 UM

Sekil 4.26 Hiperforin ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojileri
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Grafik 4.26 Hiperforin ve glutamat muamelesinin SH-SYSY hiicre canliligi lizerindeki etkisi,
+ SH (n=3). ****, p<0,0001
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5. TARTISMA

Glia hiicreleri ve noron hiicreleri glutamat eksitotoksisitesine karst oldukg¢a hassastir.
Fazla glutamat salinimi, glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasina neden olur ve
eksitotoksisite olarak bilinen ndronal hasara yol agabilir. Eksitotoksisite retinada
oksidatif stres seviyesinin artigina ve buna bagli olarak GLAST ve glutamin sentetaz
aktivitesinde azalmaya yol agarak Miiller hiicrelerinin hiicre dis1 glutamati temizleme
fonksiyonunda bozukluga neden olur. Bu hasar ilerleyerek néronlarin oliimiine ve
diyabetik retinopati, glokom, iskemi ve kalitsal fotoreseptor dejenerasyonu gibi retinal
hastaliklara neden olabilir. Bu hastaliklarin 6nlenmesi i¢in glutamat salinimi, geri

alimimi ve glutamat-glutamin dongiisii sik1 bir sekilde kontrol edilmelidir.

Eksitotoksisiteye neden olan ana mekanizma heniiz tam olarak anlasilamamuistir.
Eksitotoksisitenin meydana gelmesi Miiller hiicrelerinin mitokondrilerindeki islev
bozuklugundan kaynaklaniyor olabilir (Toft Kehler vd., 2014). Glutamatin hiicre i¢ine
alinimi1 sodyum ve potasyum pompalari araciligiyla gerceklesir ve bu pompalar ATP
ile aktif hale gelmektedir. Mitokondride meydana gelen herhangi bir islev bozuklugu
gerekli olan ATP’nin iiretilememesi, dolayisiyla sodyum ve potasyum pompalarinin
inaktif hale gelmesi demektir. Bu durum glutamatin hiicre i¢ine alinamayip hiicre

disinda birikmesine sebep olabilir (Toft-Kehler vd., 2014).

Bu tez caligmasinda, oncelikle MIO-M1 insan retinal Miiller hiicrelerinde ve SH-
SY5Y noroblastoma hiicrelerinde sart kantaron Oziitlerinin, sar1 kantaron yaginin,
hiperisin ve hiperforin bilesenlerinin sitotoksik etkinligi analiz edilmistir. Daha sonra,
glutamat eksitotoksisitesi indiiklenmis ve sar1 kantaron Oziitlerinin, sar1 kantaron
yagiin, hiperisin ve hiperforin bilesenlerinin glutamat eksitotoksisitesine karsi
koruyucu etkisi incelenmistir. Laboratuvarimizda retinal noron hiicre hatti

bulunmadigi i¢in SH-SYS5Y noéroblastoma hiicre hatt1 calismaya dahil edilmistir.

Sitotoksisite deneylerinde sar1 kantaron su 6ziitii, sar1 kantaron yag1 ve hiperforinin
her iki hiicre hattt icin de toksik aktivite gostermedigi saptanmustir. Yiiksek
konsantrasyonlarda EA 0ziitli, metOH o6ziitlii ve hiperisinin MIO-M1 ve SH-SY5Y

hiicrelerine sitotoksik oldugu belirlenmistir. EA 6ziitli ve metOH 6ziitii i¢gin SH-SYS5Y
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hiicrelerinde daha diisiik ICso degerlerinin elde edilmesi, bu hiicrelerin EA 6ziitii ve

metOH 6ziitii muamelesine kars1 daha hassas oldugunu gostermektedir ( Tablo 5.1).

Tablo 5.1 MIO-M1 ve SH-SYS5Y hiicrelerinde ICso degerleri

Oziit/Yag/Bilesen MIO-M1 SH-SY5Y
Su oziitii - -

EA asetat 0zitu 495,6 pg/ml 123,5 pg/ml
MetOH 286,6 pg/ml 78,82 pg/ml
Sar1 kantaron yag1 - -

Hiperisin 12,83 uM 20,37 uM
Hiperforin - -

Cheng ve arkadaslar1 (2006) glutamat eksitotoksisitesinin neden oldugu oksidatif
strese kars1 betulinik asit tiirevlerinin koruma aktivitesini arastirmak i¢in 100-500 mM
konsantrasyon araliginda glutamat ile MIO-M1 hiicrelerini muamele etmisler ve 300
mM ve iistii konsantrasyonlarda glutamatin sitotoksik oldugunu bulmuslardir. Zong ve
arkadaslar1 (2010) 60 mM ve daha yiiksek glutamat konsantrasyonlarinin SH-SYSY
hiicreleri i¢in toksik oldugunu bulmuslardir. Literatiirle uyumlu bir sekilde glutamat
ile muamele edilen MIO-M1 hiicreleri i¢in ICso degeri 365,7 mM, SH-SYS5Y hiicreleri
icin 91,95 mM olarak hesaplanmistir. Glutamat eksitotoksisitesi modeli olusturmak

icin hesaplanan 1Cso degerleri kullanilmistir.

Glutamat eksitotoksisitesi modeli olusturulduktan sonra, sitotoksik etki gdstermeyen
Oziit, yag, hiperisin, hiperforin konsantrasyonlar1 ile koruma deneyleri yapilmistir
Assis ve arkadaslar1 (2014) C6 glioma hiicrelerinde glutamat ile indiiklenen hasara
kars1 kariofilenin koruyucu aktivitesini arastirdiklar1 ¢caligmada, eksitotoksisite dncesi
inkiibasyonun eksitotoksisite ile es zamanli inkiibasyona kiyasla daha etkin koruma
aktivitesi sagladigini rapor etmislerdir. Bu tez calismasinda da koruma deneyleri hem
es-zamanli inkiibasyon hem 0On inkiibasyon seklinde gerceklestirilmis ve benzer

sekilde On inkiibasyon ile daha verimli koruma aktivitesi elde edilmistir.
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Tablo 5.2 Glutamat eksitotoksisitesine karsi koruma aktivitesi karsilastirmasi

Oziit/Yag/Bilesen Konsantrasyon | MIO-M1 SH-SY5Y

Su oziitii 31,25 pg/ml - %24
62,5 ng/ml - %26
125 pg/ml - %21
250 pg/ml %10 %21
500 pg/ml - 96
1000 pg/ml - -

EA asetat 6ziitli 31,25 pg/ml - -
62,5 pg/ml - -

MetOH 31,25 pg/ml - -
62,5 pg/ml - -

Yag 31,25 pg/ml - Y022%
62,5 pg/ml - %0 28*
125 pg/ml %1 921
250 pg/ml - %8
500 pg/ml - %10
1000 pg/ml %013* %12

Hiperisin 0,5 uM %5 %9
1 uM - %11
2,5 uM - %10

Hiperforin 0,5 uM %4 P17
1 uM %10 %22
2,5 uM %6 %19
5uM %13 %16
10 uM %11 %14
20 uM %18 -
25 uM %9 %16
50 uM %3 -
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Sar1 kantaronun su 0ziitli muamelesi ile yapilan koruma deneylerinde MIO-M1 hiicre
hatt1 iizerinde 31,25 pg/ml, 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml
konsantrasyonlarda; SH-SYS5Y hiicre hatti iizerinde 250 pg/ml konsantrasyonda
eksitotoksisite kosuluna kiyasla artis gézlemlenmis olmasina ragmen bu artislarin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 tespit edilmistir. EA ve metOH 6ziitlerinin her iki
hiicre hattinda da koruma aktivitesi gdzlenmemistir. Sar1 kantaron yagi muamelesi ile
yapilan koruma deneylerinde MIO-M1 hiicre hatti iizerinde 1000 pg/ml ve SH-SYSY
hiicre hatt1 i¢in 31,25 pg/ml, 62,5 pg/ml konsantrasyonlarda eksitotoksisite kosullarina
kars1 koruma aktivitesi saptanmustir. Hiperisin ile yapilan koruma deneylerinde MIO-
M1 hiicre hatt1 tizerinde 0,5 pM konsantrasyonda; SH-SY5Y hiicre hatt1 tizerinde 0,5
puM, 1 pM, 2,5 uM konsantrasyonlarda hiicre canliliginda artis gozlemlenmis
olmasina ragmen bu artislar istatistiksel olarak anlamli degildir. Hiperforin ile yapilan
koruma deneylerinde hem MIO-M1 hiicreleri hem SH-SYSY hiicrelerinde
eksitotoksisite kosullara kiyasla hiicre canliliginda artislar gézlemlenmis ancak

istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamuistir (Tablo 5.2).

Yapilan bir ¢alismada merkezi sinir sisteminde demiyelinizasyon ve aksonal kayip ile
karakterize olan maltple skleroz hastalifinin patogenezinde sorumlu oldugu bilinen
JAK-STAT sinyal yolu ilizerinde sar1 kantaron yaginin etkisi incelenmistir. MS modeli
olusturulan farelerde JAK/STAT yolundaki protein ekspresyon diizeyini Onemli
derecede azalttig1 gosterilmis ve sar1 kantaron yaginin ndroprotektif aktivitesine dair

yeni bulgular bulunmugstur (Bulut vd., 2022).

Ozetle, sar1 kantaron yag ile glutamat eksitotoksisitesi éncesi on inkiibasyon hem
MIO-M1 hem de SH-SYS5Y hiicrelerini hasara karsi koruyabilmistir. Ji ve
arkadaslarinin calismasinda da (2021) H. perforatum ve H. bellum’un ugucu
yaglarinin, norit bliylimesini tesvik etti§i ve noroprotektif aktivite gosterdigi rapor
edilmis ve yaglarin dogal noroprotektif ajanlarin umut verici kaynaklar1 olduklari

belirtilmistir (Ji vd., 2021).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda sar1 kantaron su, etil asetat, metanol oziitleri, sar1 kantaron yagi,
hiperisin ve hiperforinin MIO-M1 ve SH-SYSY hiicrelerinde sitotoksik aktivitesi
belirlenmistir. Su 0ziitii, sar1 kantaron yagi ve hiperforin glial ve néron hiicreleri
tizerinde sitotoksisite gostermezken, EA 6ziitli, metOH oziitii ve hiperisin belirli

konsantrasyonlarda toksiktir.

Asirt glutamat salinimi ve buna bagl olarak gelisen hastaliklarin tedavisi igin sar1
kantaron ve bilesenlerinin ila¢ olma potansiyelini analiz edebilmek amaciyla glutamat
eksitotoksisitesi modeli olusturulmustur. Hem glia hem de ndron hiicrelerinde sari
kantaron yagi muamelesininin eksitotoksisiteye karst koruma etkinligi gosterdigi

tespit edilmistir.

Sar1 kantaron yagimin glutamat eksitotoksisitesine karsi koruma etkinliginin retinal
noronlar ve Miiller hiicreleri birlikte kiiltiire alimarak ve 3D kiiltiir yontemleri
kullanilarak analiz edilmesi, siirecin daha net bir sekilde anlasilmasina katki

saglayacaktir.

Glutamat eksitotoksisitesi indiiklenen glial hiicrelerde olasi mitokondri islev
bozuklugu ve glutamatin hiicre disindan alinimi i¢in mitokondriler tarafindan iiretilen
enerjinin yetersiz kalmasi durumu goz Oniinde bulundurularak ATP testlerinin
yapilmast ve sar1 kantaron yagi muamelesinin mitokondri fonksiyon bozuklugu
tizerindeki etkisinin analiz edilmesi, koruma aktivitesinin mekanizmasina dair bilgi
verecektir. Ayrica, sar1 kantaron yaginin glutamat tasiyicilarinin gen ifadesine ve
protein seviyesine etkisi irdelenerek koruma aktivitesi saglayan mekanizmanin
detaylar1 belirlenebilecektir. Hiicre kiiltiiri ¢alismalariile elde edilen bu bulgular

model organizmalar kullanilarak in vivo hayvan deneyleri ile desteklenebilir.
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