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ÖZET 

 

 

Gürcistan‟ın doğu bölgesinde yetiĢen Leontice smirnowii‟nin (LS) antioksidan, 

oksijen radikali süpürücü ve antiinflamatuvar etkileri literatürde gösterilmiĢtir. 

Genellikle antioksidan maddeler aynı zamanda nöroprotektif etki de göstermektedir. 

Bu çalıĢmada, LS‟nin potansiyel nörodejeneratif ve nöroprotektif etkileri,  

eriĢkin sıçan serebellum ve korteks doku homojenatlarında WST-1, TUNEL boyama 

ve subG1 faz DNA fragmentasyon testi ile araĢtırıldı. Hidrojen peroksit (H2O2) ve 

kimyasal adı cis-diamminedichloroplatinum (II) olan cisplatin (CP) kullanılarak 

homojenatlarda dejenerasyon oluĢturuldu. WST-1 testinden elde edilen sonuçlar 

istatistiksel olarak değerlendirildi. 

Üç farklı yöntem ile elde edilen sonuçlar kendi aralarında tutarlılık 

göstermiĢtir. LS, H2O2 ile oluĢturulan nörodejenerasyonda etkisiz iken, cisplatin ile 

oluĢturulan nörodejenerasyonda görece düĢük dozlarda koruyucu etki göstermiĢtir. 

Fakat bu etki artan LS dozlarında kaybolmuĢtur. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Leontice smirnowii, nöroproteksiyon, nörodejenerasyon, 

TUNEL, WST-1 

 

 

 

 

 

 



vi 
 

ABSTRACT 

 

 

Anti-oxidant and oxygen radical scavenging effects of Leontice smirnowii that grows 

in the eastern part of Georgia have been shown in the literature. In the literature anti-

inflammatory effects of Leontice smirnowii also have been shown. Generally 

substances showing antioxidant properties also shows neuroprotective effects. 

In this study, potential neurodegenerative and neuroprotective effects of this 

substance was investigated in adult rat cerebellum and cortex tissue homogenates 

with WST-1, TUNEL staining and subG1 phase DNA fragmentation tests. To 

generate degeneration in the homogenates, Hydrogen peroxide (H2O2) and 

diamminedichloroplatinum(II) (cisplatin) was used. Findings obtained from WST-1 

test was subjected to statistical analysis. 

Results obtained from three different methods showed consistence between 

themselves. While Leontice smirnowii had no effect in the neurodegeneration 

generated with H2O2, it shown little effect in cisplatin. However this effect 

disappeared with increasing doses of Leontice smirnowii. 

 

Key words: Leontice smirnowii, neuroprotection, nörodegeneration, TUNEL, WST-

1 
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1.GĠRĠġ VE AMAÇ 

Leontice Smirnowii 

Leontice smirnowii (LS); Gürcistan‟ın doğu bölümünde bulunan, endemik bir 

bitki olan Berberidacae ailesinin bir üyesidir. Bu bitki ailesi geleneksel Gürcü 

tıbbında farklı hastalıklarda kullanılmaktadır
(1)

. 

LS ürünlerinin 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil radikal süpürücü, süperoksit anyon 

radikali süpürücü, hidrojen peroksit süpürücü, indirgeme gücü ve metal bağlayıcı 

etkileri gösterilmiĢtir
(2)

. Ayrıca LS‟nin ham ekstresinin ve monodezmozlarının 

saflaĢtırılmıĢ ekstresinin, deniz yosunlarından üretilen, önemli miktarda selüloz 

içeren ve kıvam artırıcı emülgatör özellikleri olan ve kimyasal bir katkı maddesi 

olarak kullanılan karagenin tarafından indüklenen inflamasyonun etkili inhibitörleri 

oldukları da gösterilmiĢtir
(3)

.  

Nörodejenerasyon 

Belirli beyin bölgelerinde ortak özelliklere sahip nöron gruplarının ölümü 

sonucunda nörodejeneratif hastalıklar ortaya çıkmaktadır. Nörodejeneratif 

hastalıklar, farklı klinik fenotiplere ve genetik etiyolojiye sahip bir grup heterojen 

hastalıktır. Bunlar arasında Alzheimer hastalığı (AH), Parkinson hastalığı (PH), 

Huntington hastalığı (HH) gibi nörodejeneratif hastalıklarla birlikte, epilepsi, 

Friedrich ataksisi, Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) yer almaktadır. 

Bu hastalıklara karĢı kullanılan nöroprotektif ilaçların büyük çoğunluğu güçlü 

bir etkinliğe sahipken aynı zamanda farklı ve ciddi yan etkileri de bulunmaktadır. Bu 

yüzden kimyasal terapötik ilaçlar yerine daha az yan etkiye sahip doğal kaynaklı 

ajanlar tercih edilmelidir
(4)

.  

Pek çok nörodejeneratif bozukluk ve sendrom, reaktif oksijen türlerinin 

(ROT) aĢırı üretimi ve oksidatif stresle iliĢkilidir
(5)

. ÇalıĢmada, apoptotik hücre 

hasarı oluĢturmak için kullanılan hidrojen peroksit (H2O2),  nörodejeneratif 

bozuklukların patofizyolojisinde yer alan ROT‟un en yaygın formlarından birisidir. 

ÇalıĢmada kullanılan diğer madde olan cisplatinin (CP) de nörotoksik olduğu 

bilinmektedir. 
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ÇeĢitli antioksidanların, nörodejenerasyonun çeĢitli biçimlerinde 

nöroprotektif oldukları bildirilmiĢtir
(6)

.   

Bu çalıĢma, antioksidan olduğu bilinen bitkisel kaynaklı LS‟nin öncelikle 

nörodejeneratif olup olmadığını belirlemek, eğer nörodejeneratif değilse H2O2 ve CP 

nörotoksisitesinde,  nöroprotektif etkisini in vitro olarak belirlemek için yapılmıĢtır. 
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2.GENEL BĠLGĠLER 

2.1 NÖRODEJENERASYON 

 Sinir sistemi karmaĢık fizyolojik, anatomik ve biyokimyasal özelliklere 

sahiptir. Nöronlar arası iletim, elektriksel veya kimyasal haberci moleküller 

tarafından sağlanmaktadır. Bu iletiĢim sisteminin düzenlenebilmesi için beyinde 

enerji ihtiyacının sağlıklı olarak sağlanabilmesi gerekmektedir
(7)

.  

 Nörodejeneratif hastalıklar, nöronların belirli gruplarının veya 

fonksiyonlarının kaybı olarak nitelendirilebilirler. Nöronal fonksiyon bozuklukları 

mutlaka nöronal hücre ölümünün sonucu olmayabilirler. Sinaptik kayıp, uzun süreli 

potansiyalizasyon veya hastalık patolojisine bağlı olarak nöronal sinyalizasyonun 

kesilmesinden kaynaklanabilirler
(8)

.  Nöronal strese bağlı oksidatif ürünlerin zamanla 

birikmesi hücre ölümüne neden olur, bu nedenle yaĢlanma bu hastalıklarda etkendir. 

Ancak normal yaĢlanma sırasında nörodejeneratif hastalıklarda görülen yüksek 

seviyedeki nöronal ölümün aksine, göreceli olarak daha düĢük nöronal kayıp 

vardır
(9)

. 

Nöronal Hücrelerde Hücre Ölüm Mekanizmaları 

 Nörodejeneratif hastalıklarda nöronların öldüğü bilinmesine rağmen, hücre 

ölüm mekanizması genelde bilinmemektedir. Nöronal hücre ölümüne neden olduğu 

bilinen yollar Ģunlardır; apoptoz, nekroz, otofajik hücre ölümü ve eksitotoksisite. 

Onkozis ve paraptozis gibi hücre ölümünün diğer Ģekilleri nöronlarda pek fazla 

çalıĢılmamıĢtır ve nörodejeneratif hastalıklardaki hücre ölümünde bu 

mekanizmaların rolü bilinmemektedir
(8)

. 

 Nekroz 

 Nekroz hücre ölümünün akut Ģeklidir. DıĢarıdan gelen hasarla plazma 

membranında oluĢan değiĢiklikler sonucu meydana gelir. Adenozin trifosfat (ATP) 

kaybı, iyon gradiyentlerinin yok olması, hücre ĢiĢmesi ve sonuç olarak hücre lizisiyle 

karakterizedir. Böylece nekroz; hücre içeriklerinin çevreye salınımına bağlı olarak, 

çevreleyen bölgede inflamasyona neden olur (ġekil 2.1 ve 2.2). Hücre zedelenmesi 

sonucu hücrede geliĢen geri dönüĢü olmayan hasar, hücrenin ölümüne neden olur.  
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Nekrotik hücre ölümüne genellikle yüksek toksin seviyeleri gibi, ciddi hücresel stres 

neden olur.  Nekroz programlanmıĢ bir hücre ölümü değildir ve oluĢmasında 

tanımlanabilen biyokimyasal bir yolak yoktur. Nekroz baĢladığında,  terapötik 

müdahaleler için çok fazla olasılık yoktur. 

 

 

ġekil 2.1: Nekroz oluĢumu. 

 

ġekil 2.2: Nekroz oluĢumu 2. 
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Apoptoz 

 Apoptoz nekrozun aksine, hücresel ATP‟nin devam etmesi ve hücre 

büzülmesine, apoptotik gövdelerin tomurcuklanmasına ve bu hücre parçacıklarının 

fagositozuna neden olan biyokimyasal bir yolağın baĢlatılması ile karakterizedir. 

ĠliĢkili herhangi bir hücre lizisi veya inflamasyonu yoktur. Biyokimyasal olarak, 

apoptoz baĢlatan ve sonraki efektör kaspazların fonksiyonel hiyerarĢisinde yer alan 

kaspaz proteazlarının aktivasyonuyla iliĢkilidir (ġekil 2.3). Efektör kaspazlar 

hücrenin degradasyonuna ve ölümüne neden olan protein substrat çeĢitlerinin büyük 

bir kısmını parçalar
(10)

. Memeli hücrelerinde kaspaz aktivasyonunu baĢlatan, en az 

iki tane iyi tanımlanmıĢ yol vardır. Bunlar intrinsik (veya mitokondrial) yolak ve 

ekstrinsik (veya ölüm reseptörü) yolaktır. 

 Ġntrinsik yolakta, kaspaz aktivasyonu sitozol içine mitokondriden sitokrom 

c‟nin serbest bırakılmasıyla baĢlatılır. Sitozol içinde, sitokrom c apoptozom olarak 

adlandırılan bir çeĢit mültimerik kaspaz aktivasyon kompleksi oluĢmasında temel rol 

oynar
(11)

. Belirli bir biçimde, sitozolik sitokrom c, dATP varlığında Apaf-1 ile 

etkileĢir. Bu, kümelenmeye ve baĢlatıcı kaspaz-9‟un otoaktivasyonuna neden olur
(12)

. 

Aktif kaspaz-9 bölünmeye ve kaspaz-3 gibi sonraki efektör kaspazların 

aktivasyonuna yol açar. Bu durum, kolĢisin, glutamat, 6-hidroksidopamin gibi 

nörotoksinleri içeren çeĢitli apoptotik uyaranlara yanıt olarak meydana gelir
(13)

. 

Smac/Diablo, apoptoz indükleme faktörü (AIF) ve Omi/Htra2 gibi diğer pro-

apoptotik faktörler de apoptoz sırasında mitokondriden serbest bırakılır
(14)

. 

Bunlardan AIF kaspaz aktivasyonu olmaksızın kromatin kondensasyonunu 

indükleyebilir. Aslında, nöronal hücrelerdeki apoptotik nükleer morfoloji her zaman 

kaspaz aktivite ile iliĢkili değildir
(15)

 (ġekil 2.4). Ekstrinsik yolakta, ölüm 

reseptörlerinin (örneğin: Fas, TNF-reseptörü, TRAIL reseptörleri) ligand 

bağlanmaları bu reseptörlerin trimerizasyonuna ve hücre içi multiprotein 

kompleksinin oluĢumuna neden olur. Bu kompleksin parçaları olan baĢlangıç 

kaspazları -8 veya -10, çevre tarafından indüklenen otoaktivasyon sonucu bölünme 

ve aktivasyona uğrarlar
(16) 

(ġekil 2.3). 

 Apoptoz, yolaktaki farklı noktalarda düzenlenebilir. Mitokondrial bütünlük 

ve böylece intrinsik yolak, Bcl-2 ailesi tarafından düzenlenir, bu hem pro- (örn: Bax, 

Bak) hem de anti-apoptotik (örn: Bcl-2, Bcl-xL) üyelerini içerir. Mitokondriyal 
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bütünlük, sitozol içine pro-apoptotik faktörlerin salınımını ile düzenlenir veya inhibe 

edilir
(17)

. Sitokrom c‟nin salınımının akıĢı, kaspaz aktivasyonu ve etkinliği apoptoz 

protein inhibitörü (API) ile düzenlenir
(18)

. 

 

 

ġekil 2.3: Apoptoz oluĢumu. 

 

 

ġekil 2.4: Nekroz ve apoptoz oluĢum yolları. 
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 Eksitotoksisite 

 Glutamat santral sinir sisteminde ana eksitatör nörotransmitterdir.  

Aktivasyonu ile nöronlar depolarize olur, oluĢan aksiyon potansiyeli sayısı artar. 

Eksitatör etkiler oluĢturan üç ana iyonotropik glutamat reseptörü vardır. Bunlar; α-

amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propiyonik asit (AMPA), kainat ve N-metil D-

aspartat (NMDA) reseptörleridir. Metabotrobik glutamat reseptörleri ise hem 

eksitatör hem de inhibitör etkiler oluĢturur.   

 AMPA reseptörlerinin GluR1, GluR2, GluR3, GluR4 alt tipleri ve Kainat 

reseptörlerinin GluR4, GluR5, GluR7, KA1 ve KA2 alt tipleri vardır. AMPA ve 

Kainat reseptörleri hızlı sinaptik aĢırımda rol oynarlar.  

 NMDA reseptörü ligandla açılıp kapanan iyon kanalı üzerindeki iki farklı 

protein alt birimi olan NMDAR1 ve NMDAR2 (NR 2A, 2B, 2C ve 2D)‟den oluĢur. 

Bu reseptörler beyin ve omurilikteki belirli nöronlarda yaygın olarak dağılmıĢlardır. 

Özellikle hipokampus ve serebral kortekste yüksek yoğunlukta bulunurlar. AĢırı 

ve/veya uzamıĢ NMDA reseptör aktivasyonu hedef nöronları öldürür. Bu sürece 

eksitotoksisite denir. 

 Eksitotoksisite yoluyla ölüm nöronal hücrelere özgüdür, eksitotoksisite 

glutamat reseptörlerinin NMDA alt tipinin aĢırı stimülasyonundan kaynaklanan 

toksisitedir. Nöronal hücre ölümünün bu Ģekli, iskemi sırasında meydana gelen ATP 

kaybının bir sonucudur.  ATP kaybı, nöronların genel depolarizasyonuna, 

nörotransmitter salınımının uyarılmasına ve ATP-bağımlı nörotransmitter geri alım 

sistemlerinin bozulmasına neden olur. Glutamat, beyinde en fazla bulunan uyarıcı 

nörotransmitter olması nedeniyle NMDA reseptörlerinin aĢırı eksitasyonuna neden 

olur (Bkz. ġekil 2.4). Bu ligand-kapılı iyon kanalları hücre içine Ca
2+

 giriĢine izin 

verir. Daha sonra sitozolik Ca
2+

, mitokondri ve endoplazmik retikulum (ER)  

tarafından tecrit edilir. Ancak Ca
2+ 

miktarı fazlalaĢırsa, bu ER stresine ve/veya 

mitokondriyal geçirgenlik artıĢına neden olur
(19)

. Hücre içi Ca
2+

‟nin fazla miktarları, 

nöronal iĢlev bozukluğuna ve hücre ölümüne yol açabilir. Nöronal Ca
2+

 artıĢı ATPaz, 

fosfolipazlar, proteazlar, endonükleazlar gibi bir çok enzimi aktive edebilir. Bu 

enzimlerin aktivitesindeki artıĢ, geri dönüĢümsüz nöronal hasara yol açar.  

 Eksitotoksisitenin gerçekten hücre ölümünün ayrı bir Ģekli olarak düĢünülüp 

düĢünülemeyeceği tartıĢmaya açıktır, çünkü hem apoptozun hem de nekrozun 
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aktivasyonuna bağlıdır (ġekil 2.4). Örneğin, in vitro bulgular, glutamatın nöronlarda 

hem erken nekroza hem de geç apoptoza neden olabileceğini göstermiĢtir
(20)

. 

 Otofajik hücre ölümü 

 Otofaji, hücre içi makro moleküllerin ve organellerin lizozomlarda 

parçalanmasına yol açan bir mekanizmadır. Kısa ömürlü proteinlerin ubikitin-

proteazom sisteminde parçalanmasına karĢın, uzun ömürlü proteinler ve hücre içi 

organeller otofaji sistemi tarafından parçalanırlar ve aminoasitler gibi yapıtaĢları 

hücre kullanımı için yeniden kazandırılırlar. Otofaji, kelime anlamı olarak kendi 

kendini (auto) yeme (phagy) anlamına gelir ve hücrenin açlıkla karĢılaĢtığı fizyolojik 

koĢullarda, besin elde etmek için hücre içindeki yapıları nasıl parçalandığını ifade 

etmek amacı ile kullanılmıĢtır. Otofajinin, besin yokluğunda hücre içi moleküllerin 

geri dönüĢümünü sağlayarak hücrenin stres ortamına uyumuna yardım ettiği 

gösterilmiĢtir. 

 AĢırı otofajiye bağlı olduğu düĢünülen otofajik hücre ölümü (OHÖ), hücre 

ölümünün bir yolağı olabilir (ġekil 2.5). OHÖ, organel ĢiĢmesi, sitoplazmada boĢluk 

oluĢması ve lokal inflamasyona neden olan membran parçalanmasını içeren belirgin 

bir morfolojidir
(21)

.  OHÖ temel olarak geliĢimsel hücre ölümüyle iliĢkilidir. 

GeliĢimsel hücre ölümünde masif otofaji, çok sayıda hücre ölümünün yol açarak geri 

dönüĢümsüz hücresel atrofiye neden olur
(22)

. Atg7 veya Beclin1 gibi otofaji genlerine 

(Atg) bağlı, hücre ölümü indüksiyonu bildirilmiĢtir
(23)

. 

  

 

ġekil 2.5: Otofajik hücre ölümü. 
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2.2 NÖRODEJENERATĠF HASTALIKLAR 

Nörodejeneratif bozukluklar beynin spesifik bölgelerindeki nöronların 

ilerleyici ve geri döndürülemez kaybı ile tanımlanan bir grup patolojiyi içermektedir. 

Pek çok tipi olan bu patolojilerin en çok bilinenleri; Parkinson hastalığı (PH), 

Alzheimer hastalığı (AH), Huntington hastalığı (HH) ve Amyotrofik Lateral 

Skleroz‟dur (ALS). Ayrıca iskemi de nörodejenerasyona neden olan sebepler 

arasında önemlidir. 

Alzheimer Hastalığı 

AH en sık görülen nörodejeneratif hastalıktır. Klinik olarak, ciddi demansla 

sonuçlanan ilerleyici hafıza kaybı ve biliĢsel fonksiyon bozukluğuyla karakterizedir. 

AH‟nın patolojisi,  hipokampal bölgelerden orta ve geniĢ piramidal nöronların 

kaybını
(24) 

ve aĢırı fosforlanmıĢ tau proteininden oluĢmuĢ intraselüler nörofibiler 

yumaklar ve amiloid iplikçikler içeren ekstraselüler plakların varlığını
(42)

 içerir. 

Ailevi AH‟na amiloid prekürsör protein veya presenilin-1 veya -2‟deki mutasyonlar 

neden olur. Presinilinler γ-sekretaz aktivitede önemli rol oynarlar, γ-sekretaz aktivite 

β-amiloid peptid üreterek amiloid prekürsör proteinin proteolitik iĢleminden 

sorumludur
(25)

. AH mutasyonları, fibriller ve plaklar üreterek, oligomerizasyona 

eğilimi olan, biraz daha büyük peptidin, β-amiloid-42, artmıĢ üretimi ile birlikte 

bozulmuĢ iĢleme neden olur
(26)

. AH‟da nöronal hücre ölümüne neyin neden olduğu 

tam olarak belli değildir. 

Post-mortem beyin dokusu çalıĢmaları, AH‟da nöronal apoptozun meydana 

geldiğini göstermiĢtir
(27)

. AH beyinlerinden alınan post-mortem dokularda aktif 

kaspazlar tespit edilmiĢtir
(28)

. Ama bu görüĢe, AH vakalarında apoptotik morfoloji 

bildirmeyenler tarafından itiraz edilmiĢtir
(29)

. In vitro modeller, β-amiloid‟in 

apoptozu indükleyebileceğini göstermiĢtir
(30)

. Presenilin mutasyonları nöronları 

apoptozun indüksiyonuna ve eksitotoksisiteye hassaslaĢtırır
(31)

. β-amiloid 

birikiminin, AH‟daki eksitotoksisiteye duyarlılığın artmasına neden olduğu
(32)

 ve 

NMDA reseptörlerinin aĢırı aktivasyonunun, spesifik olarak β-amiloid tarafından 

indüklenen dejenerasyonla spesifik olarak iliĢkili olduğu
(33)

 ileri sürülmektedir. 

Eksitotoksisitenin, AH‟nın sonraki aĢamalarında daha önemli bir rolü olduğu da ileri 
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sürülmektedir
(34)

. Otofajinin, AH modelleriyle iliĢkisi olmasına rağmen, hücre ölüm 

yolağının bu bölümü hakkında yeterli bulgu yoktur
(35)

. 

Parkinson Hastalığı 

PH en sık 55 yaĢ üzerindeki kiĢileri etkileyen, ikinci en yaygın görülen 

nörodejeneratif hastalıktır. Patolojik olarak, substantia nigra pars compacta‟daki 

dopaminerjik nöronların dejenerasyonu ve geride kalan nöronların içinde eozinofilik 

intrasitoplazmik inklüzyonların (Lewy gövdeleri) varlığı ile karakterizedir. Bu 

durum, bradikinezi, istirahat tremoru ve rijidite klinik özelliklerinin doğrudan nedeni 

olan striatumda dopamin deplesyonuna neden olur. PH‟nın klinik semptomları, 

substantia nigra içindeki dopaminerjik nöronların yaklaĢık %50-%60‟ı kaybedildiği 

zaman belirgindir. Bu nedenle PH, nöronal hücre kaybının doğrudan gözlemlenen 

klinik özelliklerden sorumlu olduğu nörodejeneratif hastalığın güzel bir örneğidir. 

PH‟nın sebebi, çok büyük ihtimalle multifaktöryeldir; genetik yatkınlık, çevresel 

toksinler ve yaĢlanma hem herediter hem de sporadik PH için baĢlangıç ve 

ilerlemesindeki önemli faktörlerdir. Günümüzde, en az 13 PARK genindeki 

mutasyonlar, ailevi PH‟nın patojeneziyle iliĢkilidir
(36)

. Bunlar, α-sinüklein, parkin, 

PTEN tarafından indüklenen kinaz 1 (PINK1), DJ-1, lösin-zengin repeat kinaz2 

(LRRK2) ve ubikutin karboksi-terminal hidrolaz L1 (UCHL1) proteinlerini kodlayan 

genlerdeki mutasyonları kapsar
(36)

. Bu genlerden, parkin ve UCHL1, zarar görmüĢ 

veya yanlıĢ katlanmıĢ proteinleri parçalayan ubikuitin-proteazom sistemi (UPS) ile 

iliĢkilidir
(37)

. Ġlaveten, parkin, PINK1, DJ-1, ve Omi/Htra2‟nin dahil olduğu bu 

genlerden birkaçı oksidatif strese dirençte ve mitokondriyal fonksiyonda rol oynuyor 

olabilir
(38)

. PH‟da dopaminerjik nöron kaybını baĢlatan moleküler mekanizmalar 

bilinmemektedir. Farklı kaynaklardaki bilgiler, toksin tarafından indüklenen ölüm, 

oksidatif stres, mitokondiriyal kompleks I, protein agregasyonu ve UPS‟deki 

bozulmanın rol oynadığını göstermektedir
(39)

. 

Substantia nigra PH post-mortem dokudaki nöromelanin-içeren hücrelerde 

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl-transferase-mediated deoxyuridine triphospate-

biotin insitu nick-end labelling) boyama ile birlikte apoptotik kromatin kümelerin 

varlığı, apoptotik hücre ölümünün PH‟daki nöronal kayba katkıda bulunduğunu 

göstermektedir
(40)

. Ama bu bulguları desteklemeyen çalıĢmalar da bulunmaktadır
(41)

. 
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Ayrıca, bu hücrelerde aktive olmuĢ kaspaz-3 de gözlemlenmiĢtir
(42)

. Bunun yanı sıra 

PH beyninin post-mortem çalıĢmalarında ekstrinsik apoptotik yolağın da rol 

oynadığına dair bulgular da bulunmaktadır. Bunlar, PH hastalarının orta beyninde 

TNFα, çözünür Fas ve Fas adaptör protein FADD‟nın artmıĢ seviyeleriyle 

iliĢkilidir
(43)

. PH beyinlerindeki nöromelanin-içeren substantia nigra nöronlarında 

önemli biçimde artmıĢ aktif kaspaz-8 tespit edilmiĢtir
(44)

. Parkinson mimetikleri 

MPP
+
 (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropridin) ve 6-hidroksidopamin kullanılan 

PH‟nın in vitro modelleri hem apoptoz hem de nekroz göstermiĢtir
(45)

. Pestisid 

rotenon, karın mezenkefalik dopaminerjik nöronlardaki kaspaz-3-bağımlı apoptozu 

indükler. Mutant α-sinüklein‟nin indüklenebilir ekstensörü protezom aktivitesini 

düĢürür ve mitokondriya-bağlı apoptoza duyarlılığı artırır
(46)

. Nigrostriatal sistemdeki 

α-sinükleinin hedeflenmiĢ overekspresyonu, Parkinson hastalığında yeni bir hayvan 

modeli sağladı
(47)

. Bu modelde, kaspaz-9‟un aktivasyonu ile nigral dopamin 

nöronlarının selektif dejenerasyonu vardı
(48)

. Daha önce yapılan bazı çalıĢmalarda 

PH‟da eksitotoksisitenin rolü olduğu ileri sürülmüĢ ancak daha sonraki çalıĢmalar bu 

hipotezi desteklememiĢtir
(49)

. Ama PH‟da otofajik hücre ölümü rol oynuyor olabilir. 

Ultrastrüktüral inceleme, PH hastalarında substantia nigranın melanize edilmiĢ 

nöronlarındaki otofagozom-benzeri yapıları ortaya çıkarmıĢtır
(50)

. Substantia nigranın 

katekolaminerjik nöronlarındaki möromelanin granüllerinin, çift membranlar ile 

sınırlandığını ve aslında sitozoldeki letal akümülasyondan hücreyi korumak için 

otofagozom tecrit edici dopamin ve metabolitleri olabileceği bildirilmiĢtir
(51)

. Bu 

bilgilerin ıĢığında, dopamin ve MPP
+
‟nin

 
insan nöroblastom hücrelerinde otofajik 

hücre ölümünü indükledikleri gösterilmiĢtir
(52)

. 

Huntington Hastalığı 

  HH trinükleit tekrarlayan bozukluklardan birisidir. Sebebi Huntingtin 

proteininin N-terminusunda çevrilmiĢ CAG tekrarının dominant olarak kalıtsal 

ekspansiyonudur. CAG ekspansiyonunun uzunluğu, hastalık bulgularının baĢlangıç 

yaĢıyla ters iliĢkilidir
(53)

. Ana klinik bulgu, neostriatumda ki projektör nöronların 

selektif kaybının sonucu olan, jeneralize istemsiz hareketlerin varlığıdır
(53)

. Hastalık 

patolojisi; mutant huntingtin içeren nükleer inklüzyonların varlığı ile 

karakterizedir
(54)

. HH‟de nöronal hücre ölümü toksik mutasyona uğramıĢ huntingtin 
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fragmanların birikmesiyle iliĢkili olabilir, çünkü CAG tekrarının 35‟in üzerinde 

ekspansiyonu nöronal hücre ölümüyle sonuçlanır
(55)

. EtkileĢen proteinlerin birkaçı 

tanımlanmasına rağmen, huntingtinin fizyolojik rolü bilinmemektedir. 

 Kaspazların HH beyinlerinde aktifleĢmiĢ olduğu gösterilmiĢtir
(56)

. Ġlginç 

olarak, huntingtin‟in kendisi, toksik olabilecek poliglutamin sistemi içeren trunkat 

fragmanları yaratarak, kaspazlar için bir substrattır
(57)

. Eksitotoksisitenin, HH‟nın 

patojenezinde rol oynadığı ileri sürülmüĢtür. HH‟de kayıp olan projeksiyon 

nöronları, korteksden glutamat-salgılayan nöronlarla sinir sistemine bağlanırlar ve 

sıçan striatumu içinde glutamat reseptör agonistlerinin uygulanması üzerine selektif 

olarak dejenere olurlar
(58)

. Erken evre HH hasta beyinlerinin post mortem analizi, 

NMDA reseptör agonisti, kuinolinik asit ve HH‟de bir endojen eksitotoksin olarak 

davranabileceğini ileri sürerek kuinolinik asidin öncülü 3-hidroksi-kinurenin‟in 

artmıĢ seviyelerini gösterir
(59)

. Bunun yanısıra, mutant huntingtin‟in ekspresyonu, 

azalmıĢ glutamat alımı, glutamat reseptörlerinin bozulmuĢ trafiği ve 

fonksiyonluğunun dahil olduğu, glutamat mörotransmisyonundaki bozulmalarla 

iliĢkilidir
(60)

. Huntingtin‟de farklı mutasyonları gösteren transjenik farelerden 

kültürlenmiĢ projektör nöronlarının, eksitotoksik hasara daha duyarlı olduğu ileri 

sürülürken
(61)

, in vivo deneyler çeliĢkili sonuçlar ortaya koymuĢtur
(62)

. HH 

hastalarında mutant huntingtin ekspresyonu ve eksitotoksisite arasında doğrudan bir 

iliĢki olduğu gösterilmemiĢtir. Otofaji, huntingtin ile stimüle olurken, bunun OHÖ ile 

iliĢkili olup olmadığı bilinmemektedir
(63)

. Paradoksal olarak, belirli huntingtin 

mutant formları nöronları hücre ölümünden korurlar
(64)

.      

Amyotrofik Lateral Skleroz 

  ALS spinal kord, motor korteks ve beyin sapındaki motor nöronlarının 

nörodejeneratif bozukluğudur. Eksitotoksisite tarafından takip edilen artmıĢ glutamat 

seviyeleri, ALS‟de meydana gelen olası bir patolojik olay olarak gösterilmiĢtir
(65)

. 

ALS hastalarının postmortem beyinlerinden elde edilen motor korteksde, artmıĢ 

glutamat alımı ve glutamat taĢıyıcı EAAT2‟nin kaybı gözlemlenmiĢtir
(65)

. Benzer 

olarak, ALS‟nin transjenik fare modellerinin spinal kordunda, ekstraselüler glutamat 

seviyelerindeki bir artıĢa ek olarak, EAAT2‟de bir azalma da bulunmuĢtur
(66)

. Bu 

durum, motor nöron dejenerasyonuna giden yolakta yaygın bir bileĢen olan glutamat 
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iletim bozukluluğunu gösterir.  ALS‟de, EATT2 kaybına neden olan moleküler 

mekanizmalar henüz anlaĢılmamıĢtır. EATT2 mRNA‟nın seviyelerinin değiĢmemesi, 

EATT2‟nin azalmasının translasyon veya post-translasyon seviyelerinde kararsız bir 

durumdan ziyade mRNA‟nın azalmıĢ transkripsiyonuna bağlı olmadığını gösterir
(67)

. 

Sporadik ALS hastalarının bir alt grubunda, açık dominant negatif özelliklerle 

beraber aberant bağlı formların varlığı ve anormal EATT2 mRNA düzelmesi 

saptandı
(68)

. Ancak diğer araĢtırmacılar, aberant EAAT2 transkriptlerinin varlığı ve 

ALS arasında herhangi bir iliĢkinin olmadığını saptadılar, çünkü aynı zamanda bu 

transkriptler kontrol ve AH öznelerinden elde edilen doku örneklerinde de tespit 

edilmiĢtir
(69)

. ALS vakası, aynı zamanda oksidatif stres tarafından da karakterize 

edilen nörodejeneratif patolojideki glutamat taĢıyıcılarının tutulumunu örnekler. 

Rosen ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢma
(70)

, ailevi ALS vakalarının 

yaklaĢık %20‟sinin, gen kodlama Cu
2+

/Zn
2+

 süperoksit dizmutazda (SOD1) hatalı 

duyu (missense) mutasyonları taĢıdığını göstermiĢtir. SOD1‟deki mutasyonlar 

hidroksil radikal veya peroksinitritler gibi zararlı antioksidanların oluĢumunu 

katalize ederler. ÇeĢitli bulgular SOD1 mutantları ve eksitotoksisite aracılı nöronal 

ölüm arasında bir iliĢki olduğunu akla getirmektedir. Transjenik ALS fare ve 

sıçanların spinal kordunda EAAT2‟nin kaybı bildirildi. Bir Xenopus oocyte 

modelinde, insan SOD1 protein ve EATT2‟nin mutant formlarının bazısının 

koekspresyonu taĢıyıcı molekülün inaktivasyonuna neden olmuĢtur
(71)

. Bu yüzden, 

EAAT2‟nin inaktivasyonunun ve kaybının SOD1 mutasyonunun özellikleriyle 

iliĢkili olabilmesi muhtemeldir. 

Genomik DNA‟nın tek-yollu konformasyon polimorfizm analizi kullanılarak, 

sporadik ALS ile iliĢkili EAAT2 geninde bir mutasyon raporlanmıĢtır. Bu mutasyon, 

pozisyon 206‟da (N206S) serin ile asparjini yer değiĢtirir
(72). 

Ayrıca, EAAT2-N206S 

mutantı, transport oranında önemli bir düĢüĢe ve normal etkinlikte anlamlı dominant 

negatif etkiye sahiptir. Transportun azalma oranı, mutasyona uğramıĢ taĢıyıcının 

plazma membranına azalmıĢ akıĢıyla iliĢkilidir. Bunun yanı sıra, EAAT2-N206S 

artmıĢ ters transport kapasitesi gösterir
(73)

. Bu kombine etkiler EAAT2‟nin, 

nöronların sinaptik yarığında glutamatı süpürme yeteneğini bozar. 
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Ġskemi 

 Ġskemi veya felç beyinde besleyici destek, glukoz ve oksijenin lokalize 

azalmasına neden olan, kan akımının kesilmenin neden olduğu akut bir durumdur. 

Nöronlar ATP üretmek için glukoz ve oksijenin sabit teminine bağımlı olduğu için, 

iskemi sırasında ATP kaybı iyon gradiyentlerinin hızlı kaybına neden olur. Bu durum 

da su alınımına, hücre ĢiĢmesine, lizise ve hücre ölümüne yol açar.  

 Ġskemi, akut nöronal hücre ölümü ve ilk travmadan günler sonra meydana 

gelen geç ölümle karakterizedir
(74)

. Hücre ölümünün ilk fazı nekrotik iken geç ölüm 

apoptotiktir. Ġskemik çekirdekteki nöronal hücre ölümü nekrotik olma eğilimindedir, 

penumbra bölgesinde ise apoptotiktir, bu durum travmanın ciddiyetini hücre 

ölümünün mekanizmasının belirlediğini gösterir
(74)

. Hücre ölümünün her iki fazı da 

NMDA reseptörlerinin antagonizması yoluyla bloke edilebilir
(75)

. Bu hücre ölümü 

eksitotoksiktir ve bu yüzden indüklenmiĢ nekroz ve apoptozun bütünlüğü açısından 

aynı özellikleri paylaĢır. Beclin 1‟in upregülasyonu iskemik penumbrada otofajik 

belirteç, iskemik nöronlardaki vakuolik yapılara LC3‟ün hücre içi yeniden dağılımı 

ile birlikte gözlemlenir
(76)

. Bu durum iskemi sırasında otofajinin indüklendiğini 

gösterir. Ama otofajik hücre ölümü kesin olarak gösterilememiĢtir.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

2.3 NÖROPROTEKTĠF ĠLAÇLAR 

Hücre Dejenerasyonuna KarĢı Protektif Ajanlar 

 Memantin 

 Alzheimer hastalığı olan vakalarda, β-amiloid plaklar nöronal yolakların zarar 

verici araları olarak bilinirler, ama bu vakalarda hipokampal N-metil-D-aspartat 

(NMDA)-tip glutamat reseptörlerinde anlamlı bir azalma vardır
(77)

. Glutamat 

reseptörlerinin sabit aktivasyonu, gözlemlenen nöronal hasara bir miktar katkıda 

bulunabilirler. AH vakalarının nöronları, yetersiz metabolizmayı ve enerjinin 

azalmasını açıklar
(78)

 ve her iki aktivite depolarizasyonun korunması ve hücre dıĢı 

glutamatın sağlanması için gereklidir, bunu daha fazla depolarizasyona sebep olarak 

gerçekleĢtirirler
(79)

. Sabit depolarizasyon, NMDA reseptörlerini bloklayan ve hücre 

içi Na
+
 ve Ca

2+
‟nın miktarlarını artıran Mg

2+
‟yı serbest bırakır. Bu iyonların 

sağlanması fonksiyonel bozulmaya ve bunu takiben de nöronal ölüme neden olur
(80)

.  

 Memantin [3, 5-dimetiltrisiklo [3.3.1.1
3,7

]dekan-1-amin] kompetitif olmayan 

bir NMDA antagonisti olup AH‟nın tedavisi için araĢtırılmaktadır. Miguel-Hidalgo 

ve arkadaĢları, sıçanlarda memantinin sürekli infüzyonunun, hipokampusun CA1 alt 

alanının nöronlarının, β-amiloid (1-40) [Aβ(1-40)] indüklenmiĢ dejenerasyondan 

korunduğunu göstermiĢlerdir
(81)

. Bu durum β-amiloid tarafından indüklenmiĢ NMDA 

reseptörlerinin aĢırı aktivasyonuna karĢı memantin‟in antagonistik etkilerinden 

kaynaklanır. Aktivasyon, Aβ‟nin direkt toksik etkilerinden kaynaklanan hücre dıĢı 

glutamatın takviyesini takip edebilir.  

 AH vakalarındaki nöronal dejenerasyon, inflamasyondan da 

kaynaklanabilir
(82)

. Beyin içindeki inflamatuvar moleküller, daha sonraki nöronal 

ölümle sonuçlanan hücre dıĢı glutamat seviyelerinde artıĢı stimüle edebilirler
(83)

 ve 

böylece nöroinflamasyondan kaynaklanan nöronal hasarı azaltabilirler. Willard ve 

arkadaĢları, memantinin bazal önbeyin nöronlarında nöronal hasarı azalttığını 

göstermiĢlerdir
(84)

. Bu çalıĢmada, hasarın lipopolisakkarit tarafından indüklenen 

inflamasyondan kaynaklandığı görülmüĢtür. Miguel-Hidago ve arkadaĢları tarafından 

yapılan bir çalıĢmada, gliyal fibriler asidik protein (GFAP) ve ED1 için 

immünoreaktiviteyi düĢürmede, memantin‟in rolü fark edilmiĢtir
(81)

. 
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 Gliyal hücreler herhangi bir nörolojik hasarın erken cevap vericilerdir
(85).

 

Hasara astrositlerin reaksiyonu, astrositler için özgün bir belirteç olan, GFAP‟nın 

aĢırı ekspresyonuyla karakterize edilen, reaktif gliyozistir
(86)

. Bu astrositler 

nöronların canlı kalmasına yardım ederler ve uygun nöronal çalıĢma için gerekli olan 

iyonik çevrenin düzenlenmesinde görev alırlar
(87)

. 

 Ġnsülin-benzeri büyüme faktörü (IGF)-I 

 (HIV)-1 infeksiyonu vakalarında, HIV iliĢkili demans gibi SSS hastalıkları 

AĠDS vakalarının en azından üçte ikisinde sıklıkla görülür. Nörolojik hasar genelde 

hastalığın gidiĢatında geç ortaya çıktığından, HIV enfekte hücrelerin nörolojik varlığı 

nöronal hücre fonksiyon bozukluğu ve daha sonraki ölümün tek nedeni 

olmayabilirler.
 
Bu nörolojik hasar, gp120 ve Tat gibi viral proteinlere maruziyetinden 

sonra makrofajlar/mikrogliyadan salınan inflamatuvar tümör nekroz faktörü (TNF)-α 

gibi birkaç farklı sitokine bağlı olabilir. Bu sitokinler, ayrıca beyin dokusundaki 

metabolizmayı bozabilirler
(88)

. TNF-α mRNA ve proteinin ekspresyonu, HIV 

tarafından indüklenen nörolojik bozukluklarda daha yüksek seviyelerde 

saptanmıĢtır
(89)

. Tükenme sendromu olan HIV vakalarında ve geliĢme geriliği olan 

çocuklarda, IGF-I serum seviyelerinin düĢük olduğu gösterilmiĢtir
(90,91)

. 

 Çok fonksiyonlu tirozin kinaz olan IGF-I reseptörü çok sayıda hücre tipinde 

aktiftir ve değiĢik rollere sahiptir. Onun sinyali, nöronları iskemiden kaynaklanan 

yaralanmalardan korur. Aynı zamanda, serebellar granül nöronlarındaki düĢük K
+
 

seviyeleri ile indüklenen apoptozu inhibe eder. Ayrıca, beyin tümör hücre çizgilerini, 

ankoraj-bağımsız kültür koĢulları tarafından neden olunan apoptozdan koruyabilir. 

Wang ve arkadaĢları, HIV-enfekte makrofajlardan oluĢturulan ortama maruziyetten 

sonra, farklılaĢmıĢ nöronların daha sonraki akıbetiyle birlikte hem TNF-α hem de 

IGF-I‟nın katkılarını incelediler
(92)

. Sonuçlar; IGF-I stimülasyonu olmaksızın, TNF-

α‟nın HIV-enfekte makrofajlardan Ģartlandırılan ortamla temastan kaynaklanan 

hasara katkıda bulunduğunu gösterdi. Ancak IGF-I tedavisi, koĢullandırılan 

nöronları, HIV/CM ve TNF-α tarafından verilen hasardan korur. IGF-I, IGF-I 

reseptöründen elde edilen anti-apoptotik moleküllerin aktive edilmesinde nöronlara 

olanak sağlar
(92)

.  
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 Ġzofloran 

 Ġzofloran [2-kloro-2-(diflorometoksi)-1, 1, 1-trifloroetan] özellikle 

nöroanestezi için, sıklıkla kullanılan volatil bir anestetikdir. Ġskemi tarafından 

indüklenen nöronal hasarı azalttığı bulunmuĢtur
(93)

. Popovic ve arkadaĢları, simüle 

edilmiĢ iskemiden kaynaklanan hipokampal dilimlerdeki nöronal ölümün esas olarak 

glutamat reseptör aktivasyonundan dolayı olduğunu göstermiĢlerdir
(3)

. Sodyum 

pentotal, izofloran, MK-801, bir NMDA reseptör antagonisti ve hafif hipoterminin 

hepsi benzer verimlilikle hücre ölümünü engellerler. Ġzofloran durumunda 

mekanizma, azalmıĢ glutamat toksisitesini içerir. Kawaguchi ve arkadaĢları ise, 

izofloranın fokal iskemiden kaynaklanan serebral infarktüsü azalttığını ama 

korumadığını ileri sürmüĢlerdir
(94)

.  

 Li ve arkadaĢları yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada, izofloranın, α-amino-3-

hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propiyonik asit (AMPA) enjeksiyonundan önce ve beĢ 

saat sonra izofloranın değiĢen konsantrasyonlarıyla (%1-3) sıçanları tedavi ederek 

sıçan serebral korteksine in vivo AMPA enjeksiyonundan kaynaklanan nöronal 

nekrozun enfartüs boyutunu azaltabileceğini gösterdiler
(95)

. Bu çalıĢma, AMPA 

dozuna bağıl olarak farklı zamanlarda uygulanan izofloranın, nöroprotektif olarak 

kaldığını ve bu etkilerin zamana bağlı olduğunu ancak doza bağlı olmadığını ortaya 

gösterdi. Olası etki mekanizmaları, azalmıĢ koyu renkli hücre dejenerasyonu ve 

Purkinje nöronlarındaki ödemli hasardır. 

 Anestetiklerin kesin nöroprotektif mekanizmaları bilinmezken, volatil 

anestetiklerin eksitotoksik hasarı inhibe edebilecekleri ve iskemi tarafından 

indüklenen nöronal hasarı azaltabilecekleri hakkında bulgular vardır
(94)

. Bu durum, 

eğer hücre dıĢı konsantrasyonları mikromolar seviyeye ulaĢırsa eksitotoksik nöronal 

yaralanmaya neden olabilecek eksitatör nörotransmitter glutamatdaki etkilerinden 

kaynaklanır. Tanımlanan glutamat reseptörlerinin baĢlıca üç familyasının, 

AMPA/kainit ve NMDA reseptörleri glutamat nörotoksisitesine aracılık edebilir ve 

metabotropik reseptörleri glutamat nörotoksisitesini düzenleyebilir. Hücre dıĢı 

glutamat seviyelerindeki artıĢ, iskemi tarafından indüklenebilir. Glutamat 

reseptörlerinin aĢırı stimülasyonu, NMDA-reseptör aracılık edici hücre ölümünün 

primer mekanizması olan ödemli nekrozla sonuçlanan nöronlarda Ca
2+

 birikmesini 

meydana getirir.  
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Dopaminerjik Koruyucu Ajanlar 

 Parkinson hastalığı dopamin eksikliğine sebep olan, dopaminerjik nöronların 

dejenerasyonunun sonucu meydana gelen bir hastalıktır. Ama dopamin replasmanı 

nörodejenerasyonu durdurmaz. PH, MPTP [1-metil-4-fenil-1,2, 3, 6-tetrahidropridin] 

ile indüklenebilir
(96)

. Monoamin oksidaz (MAO)-B ile nörotoksik bileĢik MPP
+
‟ya 

[1-metil-4-fenilpridinyum] metabolize edilir. Dopaminerjik nöronal hücrelerin 

mitokondrisinde bu toksik metabolitin takviyesi elektron transport zincirinin 

nikotinamid adenin dinükleotid (NADH) dehidrojenazının (kompleks I) 

inhibisyonuna neden olur. Ġlave olarak, sürekli vasküler endotel hücre tabakası olan 

kan beyin bariyeri (KBB) fiziksel olarak yük, çözünürlük, spesifik taĢıma sistemleri 

ve moleküler boyuta istinaden çok sayıda molekülün beyine geçmesini veya 

beyinden çıkmasını engeller. Bu hücreler serebral kapillerin içinde yerleĢik oldukları 

zaman, diğer dokularda transvasküler taĢıyıcı sistemleri olduklarına inanılan 

pinositotik veziküllerden yoksun kalırlar
(97)

.  

 ONO-2506 

 AraĢtırmalar, astrositlerin nöronların mikro çevrelerinin homeostazisinin 

devamında yardımcı olduklarını göstermiĢtir
(98)

. MPTP‟nin sebep olduğu 

dopaminerjik nörotoksisitedeki rolleri tam olarak anlaĢılmamıĢtır. ONO-2506‟nın bu 

astrositleri modüle ettiği bulunmuĢtur ve bu nöroproteksiyonun hedefi olabileceğini 

gösterir
(99)

. Kato ve arkadaĢları, yaptıkları bir çalıĢmayla ONO-2506‟nın 

nöroprotektif etkilerini belirlemeyi amaçladılar
(100)

. Kato ve arkadaĢları yaptıkları 

baĢka bir çalıĢmada, MPTP‟ye maruz kalan farelerde, ONO-2506‟nın 3 gün sonra 

striatumda, dopamin ve onun metaboliti DOPAC‟ın [3, 4-dihidroksifenilasetik asit] 

azaldığını ve bir hafta sonra substantia nigrada içerilen dopaminerjik nöronların 

kaybını engellediğini gösterdiler
(101)

. Aynı zamanda, MPTP dozundan sonra saatlerce 

devam eden terapötik bir etki belirlenmiĢtir
(100)

. Ancak bu etki MPTP‟nin 

metabolizması sırasında aktif değildir, daha sonra astrositler aktifleĢtiği zaman 

aktiftir. Bu Ģekilde, ONO-2506, astrosit düzenlemesinin Parkinson hastalığının 

tedavisinde yeni bir tedavi olduğunu kanıtlayabilir. 
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 Polifenoller 

  Doğal bitki türlerinden çok sayıda faydalı ilaç elde edilmiĢtir veya bunların 

sentetik türevlerin hazırlanması için kurĢun bileĢikleri kullanılmaktadır. Pan ve 

arkadaĢları, yeĢil çaydan elde edilen polifenollerin dopamin transporter (DAT) 

yoluyla [
3
H]-dopaminin geri alımını inhibe ettiğini göstermiĢlerdir

(102)
. Bu etki aynı 

zamanda MPP
+
 alımının blokajı ile sonuçlanır ve böylece dopaminerjik nöronları 

korur. 

 Sodyum Salisilat ve Aspirin 

 AraĢtırmalar, Parkinson hastalığında NO seviyeleri kadar siklooksijenaz 

(COX) etkinliğinin de arttığını göstermiĢtir
(103)

. Ġnflamasyonun dopamin nöronlarına 

zarar vermede katkısı bulunduğu bildirilmiĢtir. Sairam ve arkadaĢları, anti 

inflamatuvar ajan olan sodyum salisilatın (SA) nöroprotektif etkisinin de olduğunu 

saptamıĢlardır
(104)

. Bu etkisi COX inhibisyonuna değil antioksidan etkisine bağlıdır. 

Diğer çalıĢmalar, SA‟nın, glutamat tarafından indüklenen ve hidroksil radikalinin 

(·OH) neden olduğu nöronal dejenerasyondan koruduğunu göstermiĢtir
(105)

.  

 Aspirin, [O-asetilsalisilik asit], serbest radikalleri temizleyerek Δ-9-

tetrahidrokannabinol (9-THC)- indüklenmiĢ hipokampal nöron toksisitesini geri 

çevirebilir
(106)

. Ayrıca, glutamat salınımı aspirin tarafından inhibe edilir. Bu COX 

yolağının inhibe edilmesine ek olarak diğer etki mekanizmasıyla beyin ATP 

seviyelerinde artıĢa neden olur. Castillo ve arkadaĢları, inme bulgularının 

baĢlangıcında verilen düĢük doz aspirinin serebrospinal sıvıda (CSF) glutamat 

konsantrasyonlarında azalmaya neden olduğunu saptamıĢlardır
(107)

. Daha yüksek 

dozlarda, hem aspirin hem de SA, nöroprotektif etkiye sahip olan nükleer faktör 

(NF)-κB aktivasyonunu inhibe ederler. Ama nonsteroid anti inflamatuvar ilaçların 

(NSAĠĠ) hepsi nöroprotektif etkiye sahip değildir ve SA, COX aktivitesini 

engellemez.    

Retinal Koruyucular 

 Brimonidin 

 Brimonidin [5-bromo-6-(2-imidazolin-2-ylamino)kuinoksalin] oküler 

hipertansiyonun tedavisinde kullanılan bir α2-adrenoseptör agonistidir. Klonidin ve 
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ksilazin gibi diğer α2-agonistlerine benzer Ģekilde, gözde α2 reseptörlerine bağlanır, 

bu durum fotoreseptörlerine ıĢıkla indüklenmiĢ zarardan nöroproteksiyon sağlar. 

Aynı zamanda, brimonidinin sıçan optik sinirine ölçülü bir yaralanmadan sonra 

retinal gangliyon hücrenin (RGC) sağ kalma Ģansını artırdığı bulunmuĢtur
(108)

. α2-

agonistleri: 1) optik sinir ezilme yaralama modelinden ve intraoküler basınçta (IOB) 

episkleral ven fotokoagülasyon tarafından indüklenen artıĢlardan sonra 

RGC‟lerde
(109)

, 2) retinal iskemi ile indüklenen IOB‟nin geçici artıĢından sonra iç 

çekirdek yüzeyinin nöronlarında
(110)

, 3) oftalmik damarların selektif ligatüründen 

kaynaklanan retinal iskemiden sonra hem RGC‟lerde hem de nöronlarda 

nöroprotektif etkiyi ortaya koyar
(111)

. 

 Agonistlerin muhtemel etki mekanizmaları, bir fibroblast büyüme faktörü 

olan βFGF‟nin retina içerisinde endojen upregülasyonu  ve eksitatör amino asitlerin 

intra oküler olarak salımının azalmasıdır.  

 Timolol 

 Timolol [S-(-)-1-(t-bütilam,no)-3-[(4-morfolino-1, 2, 5-tiyadiazol-3-il)oksi]-

2-propanol] selektif olmayan bir β-adrenoseptör antagonistidir. Uzun zamandır 

antihipertansif olarak kullanılmaktadır. Oftalmik etkileri optik-disk çukurluğu, 

azalmıĢ retinal kalınlığı ve görme alanı kaybının ilerlemesinin engellenmesini içerir. 

Timolol‟un IOB‟nin azaltılmasında doğrudan veya dolaylı nöroproteksiyon sağladığı 

kesin değildir. 

 Betaksolol ve nipradilol gibi diğer β-adrenoseptör antagonistlerinin 

nöroprotektif etkileri vardır ve retinal hasarı azaltırlar. Goto ve arkadaĢları, timololun 

L-tipi Ca
2+

 kanalları, K
+
 kanalları, Na

+
 kanalları ve γ-aminobütirik asit A reseptörleri 

(GABAA) için bir miktar afinitesi olduğunu bulmuĢlardır
(112)

. Ca
2+

 kanallarının 

retinadaki iskemik nöronal hasarın oluĢmasında rolü vardır. L-tip Ca
2+

 kanallarının 

bloklanması, iskemik zedelenmede retinal nöronların duyarlılığını azaltır
(113)

. GABA 

A reseptörü gibi K
+
 ve Na

+
 kanalları da retinada ve beyinde nöronal hasarın primer 

mekanizmaları ile bağlantılıdır
(114)

. 

 MCI-9042 

 Nörotransmitter serotonin çok sayıda reseptör alt tipiyle birlikte (5-HT) 

anksiyete, anjina ve diğer pek çok hastalıkta rol oynar. 5-HT tavĢanlarda IOB‟yi 
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artırabilir veya azaltabilir
(115)

. Erken çalıĢmalarda 5-HT reseptörlerinin bir sınıfı olan 

5-HT2 antagonistlerinin nöroprotektif etkileri gösterilirken, MCI-9042 retinada 

etkileri gösterilen ilk 5-HT2-selektif antagonistidir
(116)

. Inoue-Matsuhisa ve 

arkadaĢları MCI-9042‟nin metaboliti olan M-1‟in glutamat ile indüklenen 

nörotoksisitede potent etkisi olduğunu göstermiĢlerdir
(117)

. Ana bileĢik, iskemi-

reperfüzyon sonrası iç retinal değiĢiklikleri önemli ölçüde azaltır. 

Kalsinörin Ġnhibitörü: Siklosporin A 

 Ġmmünsüpresan olarak kullanılan siklosporin A‟nın (CsA) sıçan transituvar 

orta serebral arter oklüzyonunda klinik etkinliğe sahip olduğu gösterilmiĢtir
(118)

. 

Butcher ve arkadaĢları, rejyonel olarak enjekte edilen endotelin ile indüklenen sıçan 

fokal iskemi vakalarında CsA‟nın nöroprotektif etkisini göstermiĢlerdir
(119)

. Sıçan 

genel iskemili model kullanımında, CsA‟nın CA1 gecikmiĢ nöronal ölümü önemli 

ölçüde azalttığı bulundu
(120)

. CsA kan beyin bariyerini iyi geçemez, bu durum 

nöroproteksiyonda kullanımında önemli bir sorundur. Ġmmünsüpresan olarak, CsA 

kalsinörin blokajı yoluyla T-hücre aktivasyonunu inhibe eder. Kalsinörin Bcl-2 

proteinleri familyasının pro-apoptotik üyesi olan BAD‟nin defosforilasyonu ile hücre 

ölümünü indükleyebilir. CsA‟nın nöroprotektif etkisine mitokondriyal permeabilite 

transisyon deliklerini inhibe etmesi kadar kalsinörin aktivasyonunu bloklaması da 

katkıda bulunabilir. 

Antioksidanlar 

 Melatonin 

 Melatonin‟in [ N-asetil-5-metoksitriptamin] vücut içerisinde çok sayıda 

protektif rolü olduğu bulunmuĢtur. Oksidatif nörotoksisiteyi azaltırken, singlet 

oksijen (O·), peroksil radikali (O2·) ve hidroksil radikali (·OH) gibi serbest 

radikalleri temizler. Ayrıca, süperoksit anyon radikali (O2·
-
) ve nitrik oksitden (NO) 

üretilen ve öncülünden veya ilgili peroksinitröz asitten (OONOH) daha reaktif ve 

güçlü olan peroksinitrit anyonunu (OONO
-
) sönümler. Nükleik asitler ve proteinler 

gibi makromoleküller melatoninin farmakolojik etkileriyle oksidatif hasardan 

korunurlar. Melatonin‟in, iki molekül O2·
-
„den H2O2 ve O2 üreten süperoksit 

dismutaz ve glutatiyon peroksidazı (GSH-Px) stimüle ettiği bulunmuĢtur
(121)

. 
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 Nikotin 

 Sigara içmenin toksisitesi hakkındaki bütün araĢtırmaların yanı sıra, 

bağımlılık yapan bileĢik nikotin [(+)-1-metil-2-(3-piridil)pirolidin] bazı durumlarda 

SSS‟de nöroprotektif etkilere sahiptir. Kemirgenlere uygulanan nikotin, post-sinaptik 

dopamin reseptör aktivasyonuyla sonuçlanan presinaptik dopamin salınımını stimüle 

eder
(122)

. Bu yüzden nikotin Parkinson hastalığının tedavisinde terapötik etkilere 

sahip olabilir ve transdermal ve oral nikotinin Parkinson hastalığına bağlı bulguları 

düzelttiği gösterilmiĢtir
(123)

. Parain ve arkadaĢları, nikotinin MPTP tarafından 

indüklenen dejenerasyona karĢı fare dopamin nöronlarına kısmi koruma sağladığını 

bulmuĢlardır
(124)

. Alzheimer hastalığı tedavisinde, nikotinin biliĢsel performansı 

artırdığı bulunmuĢtur
(125)

. BaĢka çalıĢmalarda, nikotinin ana metaboliti nornikotin ve 

nikotindeki kotininin biliĢsel ve nöroprotektif etkileri gösterilmiĢtir.  

 Asetilkolin 

 Alzheimer hastalığı olan vakalarda, β-amiloid proteini, teorik olarak nöronal 

hücrelerin içine Ca
2+

 giriĢini ve serbest radikallerin üretimini artırarak 

nörotoksisiteye neden olur. Kolinerjik nöronların degradasyonu, bir nörotransmitter 

olmasına rağmen, antioksidan özelliklere sahip olduğu varsayılan asetilkolinin (ACh) 

önemli derecede seviyelerinin azalmasına neden olur. Pillay ve arkadaĢları 

asetilkolinin CN
-
 tarafından indüklenen serbest radikallerin üretilmesine karĢı 

nöroproteksiyon sağladığını belirlemiĢlerdir
(126)

. Serbest radikallerin düzeyleri, 

asetilkolinesteraz (AChaz) tarafından, ACh metabolize edilirken bile ACh tarafından 

azaltılır
(126)

. Bir AChaz inhibitörü metabolizmayı engellerken, aynı zamanda serbest 

radikalleri de temizleyebilir. Bu gözlem, azalmıĢ ACh seviyelerinin serbest radikal 

hasarına beyinin duyarlılığındaki artıĢı açıklayabilir. 

 Huperzin A 

 Huperzia serrata‟dan Lycopodium alkaloidi olan Huperzin A geri 

döndürülebilir bir AChaz inhibitörüdür. Huperzin A‟nın, toksisiteye aracı olan Aβ25-

35 tarafından indüklenen ROS seviyelerinde azalmaya neden olduğu 

bulunmuĢtur
(127)

. Huperzin A, NMDA reseptör antagonizması, anti-AChaz etkinliği 

ve antiiskemik yaralanmadaki diğer etkileri aracılığıyla antiapoptotik olabilir
(128)

. 
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Huperzin A‟nın ayrıca, apoptozda önemli rolleri olan sistein proteazları ailesinin 

üyesi olan kaspaz-3‟ü inhibe ettiği bulunmuĢtur
(127)

. Kaspaz-3 nöronal yaralanmayı 

takip eden nöronal hücre ölümünden sorumlu olabilir. 

 α-Tokoferol 

 Tokoferollerin ve tokotrienollerin bir grubu ortaklaĢa olarak vitamin E olarak 

bilinirler. Sano ve arkadaĢlarının yaptığı klinik bir çalıĢmada E vitamini 

verilmesinden sonra Alzheimer hastalığının ilerlemesinin yavaĢladığını 

gösterilmiĢtir
(129)

. BaĢka bir araĢtırmada da α-tokoferolün parakuat [1, 1‟-dimetil-4, 

4‟-bipridinyum diklorür] tarafından verilen O2·
-
 ile indüklenen sitotoksisiteyi 

önlediği bulundu
(130)

. H2O2 tarafından yapımı artırılan ·OH sitotoksisitesi ise 

etkilenmedi. α-Tokoferol ayrıca NO‟nın sitotoksisitesini de inhibe etti. NO‟nın 

nörotoksisitesi, O2·
-
 ile reaksiyonu ile oluĢan ONOO

-
„den kaynaklanır. Bu yüzden, 

nöroproteksiyon O2·
-
 seviyelerindeki azalma ile sağlanır. 

 WR-2721 

 WR-2721 [2-[(3-aminopropil)aminoetanetiyol]-dihidrojenfosfat (ester)] 

nükleer saldırı durumunda zarar verici ROS‟ların konsantrasyonlarını azaltmak için 

radyoprotektant olarak geliĢtirildi. Ön ilaç olan WR-2721‟in defosforilasyonu WR-

1065 üretir. Dokular içinde, H iyonlarını verir ve böylece onu disülfide oksidize eder 

ve oksidan türlerine indirger. Yapılan bir çalıĢmada, WR-2721‟nin 

radyoproteksiyonunun kan beyin bariyerini geçemediği için iyi olmadığını 

gösterilmiĢtir
(131)

. BaĢka bir çalıĢmada ise, sıçanlarda nöroproteksiyon bulgusu 

saptandı
(132)

. Ayrıca, serbest radikallerin aĢırı üretiminden kaynaklanan zararı 

sınırlayarak, radyasyon tarafından indüklenen motor ve morfolojik anormalliklerin 

kısmen önlendiği de gösterildi
(133)

. 

 Quercetin Flavonoidleri 

 Opuntia ficus-indica var. Saboten türünden üç flavonoidin, fare kortikal 

kültürlerinde serbest radikaller tarafından indüklenen nöronal hasarı inhibe ettikleri 

bulundu
(134)

. Bitkinin geleneksel kullanımı diyabet, ödem, yaralanmalar, bronĢiyel 

astım ve diğer rahatsızlıkları içerir. Bitkinin ekstrelerinden ve kökünden elde edilen 

10 bileĢen tanımlandı. Üç aktif bileĢen quercetin, (+)-dihidroquercetin ve quercetin 
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3- metil eterdir. Bu üç bileĢenin antioksidan olduğu ve quercetin 3-metil eter 

kültürlenmiĢ sıçan kortikal hücrelerinde H2O2 veya ksantin (X)/ ksantin oksidaz 

(XO) tarafından indüklenen oksidatif hasara karĢı en potent nöroprotektan olduğu 

gösterilmiĢtir
(135)

.  

 Uncaria Alkaloidleri 

 Uncaria sinensis (Oliv.) Havil.‟den izole edilen çok sayıda oksindol alkaloidi 

vazodilatif etkiye, Ca
2+

-kanal-bloker aktivitesine ve glutamat tarafından indüklenen 

konvülsiyon etkiye sahiptir. Corynoxiene, isocorynoxiene, rhynchophylline ve 

isorhynchophylline oksindol alkaloidleridir. Geissoschizine metil eter, hirsuetine ve 

hirsutine indol alkaloidleridir. Shimada ve arkadaĢları, hirsuetine ve hirsutin indol 

alkaloidlerinin ve isocorynoxiene, rhynchophylline ve isorhynchophylline oksindol 

alkaloidlerinin nöronları glutamat tarafından indüklenen ölümden korumada etkin 

olduğunu gösterdiler
(136)

. Bu alkaloidlerin hücrelere Ca
2+

 enflaksını inhibe 

etmelerinin, onların etki mekanizmalarına bağlı olduğu düĢünülmektedir. 

 Kabergolin 

 Parkinson hastalığı tedavisinde, potansiyel olarak nörotoksik olan levodopa 

halen en etkili semptomatik tedavidir. Dopamin D2 (DA D2) reseptör agonistleri, 

levodopa tarafından indüklenen nörotoksik etkileri engellemek ve bulguları 

düzeltmek için klinik kullanıma girmiĢtir. Oral DA agonistlerinin büyük kısmı, çok 

kısa etki süreleri nedeniyle ihtiyaç duyulan sürekli dopaminerjik stimülasyonu 

sağlamakta yetersizdirler. Kabergolin [N-[3-(dimetilamino)propil]-N-

[(etilamino)karbo-nil]-6-(2-propenil)-(8β)-ergolin-8-karboksamid] potent, uzun 

süreli DA D2 agonist etkileri olan ergolin türevidir. Kabergolinin yarı ömrü 63-68 

saattir ve bu tek baĢına veya levodopa ile kombinasyonda, Parkinson hastalığında 

tedavi etkinliğini artırır
(137)

. Nöronların oksidatif stresten korunması Parkinson 

hastalığında önemlidir. Çünkü zarar verici serbest radikaller nigrostriatal 

dopaminerjik nörodejenerasyonunun muhtemel önemli mekanizmasıdır
(138)

.  

 Lombardi ve arkadaĢları, kabergolinin, t-BuOOH tarafından indüklenen 

oksidatif strese maruz kalan SH-SY5Y insan nöroblastom hücrelerinin korunmasını 

sağladığını belirlemiĢlerdir
(139)

. Ġn vivo etkinliğin oksidan hasarın azalması (lipid 

peroksidasyon) ve hücre içi glutatyon (GSH) deplesyonu kadar dopaminomimetik 
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etkilerden olduğu sonucu çıkartılmıĢtır. Finotti ve arkadaĢları kabergolinin lipid 

peroksitlerin in vivo bazal seviyelerini azalttığını belirlediler
(140)

. Yoshioka ve 

arkadaĢları kabergolinin hem in vivo hem de in vitro olarak GSH sistemini aktive 

ettiğini ve serbest radikalleri temizlediğini göstermiĢlerdir
(141)

. 

NOS Ġnhibitörü: Spiramin T 

  Spiramin T Spiraea japonica var. Acuta (Rosaceae)‟dan izole edilen bir 

atizin-tip diterpenoid alkaloiddir. Bu bitkiler geleneksel Çin tıbbında öksürük, 

baĢağrısı, diĢağrısı ve inflamasyon tedavisinde kullanıldığı gibi diüretik, analjezik ve 

detoksikan olarak da kullanılırlar. Li ve arkadaĢları, nimodipin gibi spiramin T‟nin 

de oksijen radikallerinin üretiminin azaltılması veya silinmesinin artması ile 

sonuçlarak, bazı Ca
2+

 kanallarını blokladığını belirlemiĢlerdir
(142)

. Ama nimodipin 

serebrovasküler sistem için periferikvasküler sistemden daha spesifiktir. Daha sonra 

yapılan bir çalıĢmada, Li ve arkadaĢları spiramin T‟nin etkinliğinin, bir H2O2 

süpürücüsü olan glutatyon peroksidazın (GSH-PX) etkinliğinin artmasına bağlı 

olduğunu belirlemiĢlerdir
(143)

. Hem spiramin T hem de nimodipin nöronal Ca
2+

 

seviyelerini azaltarak nitrik oksidaz (NOS) aktivitesini inhibe ederler. Ama spiramin 

T, NOS‟un çok daha güçlü bir inhibitörüdür. Spiramin T‟nin nöroprotektif etkileri, 

NOS etkinliğini azaltırken GSH-PX etkinliğindeki artıĢtan kaynaklanır. 

α-1 Modülatörü:  Dekstrometorfan 

 Dekstrometorfan (DM) [(+)-3-metoksi-17-metilmorfinan] opioid olmayan bir 

öksürük baskılayıcısı olarak tasarlanmıĢ ve senelerdir bu amaçla kullanılmaktadır. 

DM ve onun majör metaboliti dekstrofanın (DX) her ikisi de σ-1 bölgesine 

bağlanırlar. DM, kainik asit (KA) ve BAY k-8644 (L-tip Ca
2+

 kanal blokeri) 

tarafından indüklenen nöbetlerin engellenmesinde DX‟den daha etkindir
(144)

. Bazı σ 

bölgeleri presinaptik olarak dopamin terminalinde yerleĢiktir. AraĢtırmalar, DM‟nin 

σ-1 bölgesine DX‟den 2-5 kat daha fazla afinite ile bağlandığını ve en azından bir 

yüksek afinite bağlanma bölgesinin σ-1‟e özdeĢ olduğunu göstermiĢtir. Bu durum 

DM‟nin bulunma problemlerine neden olur
(145)

. Bu yüksek afinite DM bölgeleri, 

sıklıkla NMDA reseptör katyon kanal kompleksinin aktive olmasıyla iliĢkili olan 

yüksek afinite DX bölgelerinden farklıdır. Kim ve arkadaĢları, DX‟in, DM‟nin 

antikonvülzif/nöroprotektif etkileri için gerekli olmadığını göstermiĢlerdir
(146)

. 
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Ayrıca DM‟nin KA tarafından indüklenen nörotoksisiteyi, σ-1 bölgesini modüle 

ederek engellediği belirlenmiĢtir. Bu durum, DM‟nin bazı nöbetlerin oluĢmasını 

engelleyebileceğini gösterir. 

AMPA Antagonisti: YM872 

 Günümüzde, iskemik inme tedavisinde kullanılan mevcut tek ilaç, 527 amino 

asit proteini olan trombolitik doku plazminojen aktivatörüdür (t-PA). t-PA‟nın 

etkinliği NBQX gibi bir AMPA antagonistinin ilavesi ile artırılabilir. Yakın tarihte 

geliĢtirilen ikinci jenerasyon AMPA antagonisti, YM872 [(2, 3-diokso-7-(1H-

imidazol-1-il)-6-nitro-1, 2, 3, 4-tetrahidrokuinoksalin-1-il)asetik asit) reseptör 

seçiciliği, potansi ve su çözünürlüğü gösterir, nörotoksik değildir ve nöronlar içine 

AMPA tarafından indüklenen Ca
2+

 enflaksının inhibisyonu ile etki gösterir. 

YM872‟nin serebral enfarktüslü modellerde nöroprotektif etkileri olduğu 

gösterilmiĢtir
(147)

. YM872 iskemik inmenin akut fazında etki gösterir ve bu yüzden t-

PA ile beraber uygulandığında daha potenttir. 

Ca
2+

 Kanal Blokeri: Vinkonat 

 Catharansus rosea‟dan izole edilen vinka alkaloidlerinin nörolojik 

semptomlarda ve serebral dolaĢımda etkileri vardır. Vinkristin ve vinblastin bazı 

kemoterapi protokollerinde kullanılmaktadır. Vinkonat serebral metabolizmayı 

düzenlemek için geliĢtirilmiĢ bir vinka türevidir. Araki ve arkadaĢları, vinkonat‟ın 

kan beyin bariyerini kolaylıkla geçtiğini ve hipokampusa ulaĢtığını 

belirlemiĢlerdir
(148)

. Ġskemik nöronal hasarda protektif etki göstererek hipokampal 

CA1 nöronlarında doğrudan etki gösterebilir. Anormal Ca
2+

 birikmesini azaltır, 

böylece Ca
2+

 kanal inhibitör etkilerini gösterir. AraĢtırmalar, vinkonat‟ın dopaminin 

anormal metabolizmasından kaynaklanan serbest radikallerin oluĢumunu 

engelleyerek lipid peroksidasyonunu inhibe ettiğini göstermiĢtir
(149)

.  

Östrojen: Östradiol-17β 

En güçlü diĢi cinsiyet hormonu östradiol-17β [(17β)-estra-1, 3, 5(10)-trien-3, 

17-diol] çok sayıda etkinliğe sahiptir. Bunlardan birisi beyindeki aminerjik 

bağlantıların geliĢimidir. Rao ve Kölsch‟ün gözden geçirmesi östradiol-17β‟nın 
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nöroprotektif özelliklerini ve reseptörleri ve taĢıyıcıları etkileyerek Ģizofrenideki 

etkilerini içermektedir
(150)

. 

Glikoprotein (GP) IIB/IIIA Antagonistleri: Absiksimab ve Tirofiban 

 Aktive edilmiĢ GP IIb/IIIa reseptörleri fibrinojen aracılığı ile trombosit 

agregasyonunu kolaylaĢtırır. Tirofiban gibi antagonistler azalmıĢ mikrotrombüsten 

kaynaklanan enfarkt boyutunu azaltırlar. Ġnsan/fare rekombinant monoklonal 

antikorunun, kimerik Fab fragmanı olan absiksimabın da, akut inme tedavisinde 

etkili olduğu klinik bir çalıĢmada gösterilmiĢtir
(151)

. Tirofiban kullanılabilir bir ajan 

olmasına rağmen çok kısa yarılanma ömrüne (yaklaĢık 2 saat) sahiptir. Yapılan bir 

çalıĢmada, tirofiban‟ın enfarktın içine geçerek iskemik beyin dokusunu koruduğu 

gösterilmiĢtir
(152)

.  

Diğer Nöroprotektif Ajanlar 

 Mescengricin 

 Mescengricin Streptomyces griseoflavus 2853-SVS4‟den izole edilen bir α-

karbolindir. Civciv primer mesensefalik nöronlarında L-glutamat toksisitesini 

azalttığı gösterilmiĢtir
(153)

. 

 Staurosporin 

 Staurosporin, K-252a ve K252b mikrobik orijinli alkaloidlerdir, nörolojik 

büyüme faktörlerinin etkilerinin antagonistleri ve inhibitörleridir. Cheng ve 

arkadaĢları, staurosporin, K-252a ve K252b‟nin, siklik nükleotid kinazları, trozin 

kinazları ve protein kinaz C‟yi inhibe etmek için çok düĢük olan konsantrasyonlarda, 

nöronları glukoz deprivasyon tarafından indüklenen hasardan koruduğunu 

göstermiĢlerdir
(154)

. H-7 gibi bilinen protein kinaz C inhibitörleri, bu proteksiyonu 

sağlamaz
(155)

.    

2- AraĢidonoil Gliserol 

2- AraĢidonoil Gliserol (2-AG), beyinde ve periferde bulunan ve etkileri 

kısmen bilinen endojen bir kannabinoidtir. CB1 kannabinoid reseptörü beyinde, CB2 

reseptörleri ise perifer dokularda bulunmaktadır. 2-AG‟nin bazı ROT ve TNF-α‟nın 
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oluĢumunu engellediği gösterilmiĢtir
(156)

. Panikashvili ve arkadaĢları, 2-AG‟nin etki 

bölgesini araĢtırdıkları bir çalıĢmada, kannabinoid antagonisti olan SR 1741716A‟nın 

2-AG‟nin protektif etkilerini geri çevirdiğini, bunun hem 2-AG hem de CB1 

reseptörünün nöroproteksiyonunda rol alabileceğini belirlediler
(157)

. Ancak, 2-

AG‟nin protektif etkisini engellemek için yüksek doz antagonist gerekmesi nedeniyle 

2-AG, CB1 reseptörüne bağlanmayabilir. 

Peptidler 

 Anneksinler 

 Nörotoksisitede anneksinlerin katılımı ile nörodejeneratif hastalıklarda rolü 

Ca
2+

 ile düzenlenir, hücre ölümü/sağkalımı ise Bcl-2 ile düzenlenir
(158)

. 

 Aktif Protein C (APC) 

 APC anti inflamatuvar bir faktör olmasının yanı sıra sistemik antikoagülan 

etkinliğe de sahiptir. Ġnmeli, iskemik yaralanmalı ve sepsisli hayvan modellerinde, 

organ hasarını azalttığı gösterilmiĢtir. APC‟nin nöroprotektif etkileri olduğu 

gösterilmiĢtir
(159)

. APC‟nin hipoksik insan beyin endotelinde, pro-apoptotik Bax/Bcl 

2 oranını normalize ederek, kaspaz-3 sinyalleĢmesini azaltarak ve tümör süpresor 

protein p53‟ü inhibe ederek apoptozu doğrudan engellediği bulunmuĢtur
(160)

. 

Proteaz-aktif reseptör 1 (PAR-1) ve endotel protein C reseptörü (EPCR) endotel 

sitoproteksiyon için gereklidirler.  
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2.4 LEONTĠCE SMĠRNOWĠĠ 

Fitoterapi 

Fitoterapi, bitkilerin ve bitki ekstrelerinin (özellikle de normal diyetin bir 

parçası olmayan bitkilerin) tıbbi amaçlarla kullanımıdır.  Geleneksel tıpta bitkilerin 

kullanılması ile ilgili ilk yazılı belgeler M.Ö. 3.000 yıllarında Ninova tabletlerinde 

bulunmuĢtur. Geleneksel Çin, Hint ve Mısır tıp uygulamalarında da bitkisel tedaviler 

kullanılmıĢtır. Yunan tıbbının önemli isimlerinden Eskulab ve modern tıbbın babası 

sayılan Hipokrat kitaplarında 400 civarında bitkisel ilaçtan bahsetmiĢlerdir. Ebu 

Reyhan, Ġbni Sina ve Al Gafani de bitkisel tıp konusunda önemli eserlere imza 

atmıĢlardır. Fitoterapi teriminin ilk kez, 1870-1953 yılları arasında yaĢamıĢ Fransız 

hekimi Henri Leclerc tarafından La Presse Medical adlı dergide kullanıldığı iddia 

edilmiĢtir. Günümüzde fitoterapi, Eczacılığın Farmakognozi ana bilim dalı altında 

ele alınmaktadır. Nöroprotektif ilaçların büyük bölümü potent aktiviteye sahipken, 

aynı zamanda bu ilaçların farklı ve ciddi yan etkileri de vardır. Bu nedenler kimyasal 

terapötik ilaçlar yerine daha az yan etkiye sahip doğal kaynaklı ajanlar tercih 

edilmelidir 
(4)

.  

Berberidaceae 

 Berberidaceae sıklıkla barberry ailesi olarak adlandırılan 15 çeĢit çiçekli 

bitkiden oluĢan bir ailedir. Bu aile Ranuncules takımı içerisindedir. Aile yaklaĢık 570 

tür içerir, bu türlerin yaklaĢık 450‟si Berberis içerisindedir. Türler ağaçları, çalıları 

ve çok yıllık otsu bitkileri içerir. Berberidaceae cinsleri Ģunlardır: 

 Achlys  

 Berberis - Barberry  

 Bongardia  

 Caulophyllum  

 Diphylleia  

 Dysosma  

 Epimedium  

 Gymnospermium  

 Jeffersonia - Twinleaf  

 Leontice  

http://tr.wikipedia.org/wiki/Farmakognozi
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 Mahonia  

 Nandina  

 Podophyllum - Mayapple  

 Ranzania  

 Vancouveria  

Bazı kaynaklar Plagierhegma ve Sinopodophyllum‟u da Berberidaceae cinsleri 

olarak kabul etmektedir. 

Leontice 

 Leontice‟nin 28 alt grubu vardır. Bunlar; Leontice alberti, Leontice alpina, 

Leontice apiifolia, Leontice armeniaca, Leontice brevibracteata, Leontice chrysgonia, 

Leontice chrysgonium, Leontice darwasica, Leontice eversmanni, Leontice incerta, 

Leontice kiangnanensis, Leontice leontopetaloides, Leontice leontopetalum, Leontice 

microrrhyncha, Leontice minor, Leontice odessana, Leontice oliverii, Leontice 

robusta, Leontice robustum, Leontice secunda, Leontice silvatica, Leontice 

smirnowii, Leontice tempskyana, Leontice thalictrifolium, Leontice thalictroides, 

Leontice triphylla ve Leontice vesicaria‟dır. Sağlık alanında an fazla kullanılan 

Leontice türü, halk arasında arslan pençesi ve kırkbaĢ otu adıyla bilinen Leontice 

leontopetalum‟dur. Sigarayı bıraktırıcı, bazı kanserleri önleyici, menopoz dönemi 

Ģikayetlerini önleyici ve epilepsi nöbetlerini engelleyici etkileri olduğu iddia 

edilmektedir.  

 Leontice leontopetalum ve onun alkaloid petalin klorürü gine domuzunun 

izole edilmiĢ düz kasında ve kalbinde test edilmiĢtir. Petalin klorürün düĢük 

konsantrasyonlarının epinefrin ile kasılmıĢ aortun gevĢemesine, ileumun kasılmasına 

neden olduğu ve nefes borusunda hiçbir etkisinin olmadığı gösterilmiĢtir. Daha 

yüksek konsantrasyonlarının aortun ve soluk borusunun sürekli geniĢ kasılmasına ve 

ileumun fazik kasılmalarının geniĢlemesinde artıĢa neden olmadığı saptanmıĢtır
(161)

. 

 Leontice kiangnanensis‟in etanolik ekstresinin farede kulak inflamasyonu ve 

abdominal kapillerlerin geçirgenliğini inhibe ettiği gösterildi. Ayrıca sıçanların 

pamuk peletlerle indüklenmiĢ granülomanın proliferasyonunu ve pençe ödemini de 

inhibe ettiği bulundu
(162)

.  

 



31 
 

Leontice Smirnowii 

 Leontice Smirnowii Gürcistan‟ın doğu kısmında yetiĢen endemik bir bitkidir. 

Yumru kökleri geleneksel Gürcü tıbbında birkaç hastalığın tedavisinde 

kullanılmaktadır
(1)

. 

LS ürünlerinin, 1,1- difenil-2-pikril-hidrazil radikali, süperoksit anyon 

radikali ve hidrojen peroksit süpürücü, indirgeyici gücü ve metal bağlayıcı 

etkinlikleri ile toplam antioksidan etkinlikleri gösterilmiĢtir
(2)

. Ayrıca LS‟nin ham 

ekstresinin ve monodezmozlarının saflaĢtırılmıĢ ekstresinin, önemli miktarda selüloz 

içeren bir kimyasal katkı maddesi olan karagenin (deniz yosunlarından üretilen, 

kıvam artırıcı ve emülgatör özellikleri olan bir madde) tarafından indüklenen 

inflamasyonun etkili inhibitörleri oldukları da gösterilmiĢtir 
(3)

.  
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

 AraĢtırmamız Abant Ġzzet Baysal Üniversitesi etik kurulu tarafından 

onaylandı (Bkz.Ek:1) ve çalıĢma süresince etik kurallara tümüyle uyuldu. Bu 

çalıĢmadaki amaç sıçan serebellum ve korteksinde LS‟nin nörodejeneratif ve 

nöroprotektif etkilerini belirlemekti. Bu nedenle mutlaka canlı hayvan kullanılması 

gerekiyordu. Abant Ġzzet Baysal Tıp Fakültesi Etik Kurulu Yönergesi, Deney 

Hayvanları AraĢtırma Ġlkeleri ve 1974 Paris Hayvan Hakları Evrensel Bildirisi 

okunmuĢ ve imzalanmıĢtır. Mümkün olan en az sayıda hayvan kullanılmıĢ, 

hayvanlara acı çektirilmemiĢtir. 

 Bitki materyali Gürcistan‟ın Shiraki bölgesinden toplandı (07.2000) ve 

karanlıkta kurutuldu. Kanıt numune Gürcistan Tiflis‟de ki Farmakokimya Enstitüsü 

Farmakobotanik bölümünde tutulmaktadır. ( Yumru kök No: 73700). EzilmiĢ kökler 

(500 gram) MeOH ile ekstre edildi Konsantrasyondan sonra, sulu tabaka saponinlerin 

ham ekstresini elde etmek için BuOH ile muamele edildi (100 gram). %5 sulu KOH 

(5 ml) içinde saponinlerin ham ekstresi 90 dakika sızdırmaz tüpde 100ºC‟da ısıtıldı. 

%10‟luk HCl (pH =5)  ile nötralizasyondan sonra, prosapogeninler (monodezmozlar) 

BuOH ile ekstre edildi, 120 mg açık sarı toz monodezmoz elde edildi.  

 Toplamda, ağırlıkları 140-180 gram arasında değiĢen 5 Wistar albino sıçanı 

kullanıldı. Standart yiyecek ve musluk suyuyla beslendiler, 12 saatlik 

karanlık/aydınlık döngüde 22ºC oda ısısında tutuldular. ÇalıĢmaya baĢlamadan 

hemen önce operasyon odasına getirilip eter anestezisi altında sakrıfiye edildiler. 

Çıkartılan korteks ve serebellum, standart besiyer çözeltisi olan 3 ml DMEM‟e 

(Dulbecco‟s modified eagle‟s medium) konuldu. Homojenizatör ile homojenize 

edildi ve vortekslendi. Doz belirlemesi sub-G1 faz DNA ekstraksiyonunda yatay 

agoroz jel elektroforezi kullanılarak yapıldı. Toksik doz belirlendikten sonra Sub-G1 

faz DNA fragmentasyon testi ve TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl-transferase-

mediated deoxyuridine triphospate-biotin insitu nick-end labelling) boyama ile 

apoptozun varlığı, WST-1 metodu ile spektrofotometrik ölçüm yapılarak 

mitokondrial aktivite gösterildi. 
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Sub-G1 faz DNA fragmentasyon testi 

Sub-G1 faz DNA fragmentasyonunda apoptozun varlığını saptamak için 

yatay %1,5‟luk agaroz jel elektroforezi kullanıldı. Bu yöntem agaroz jel içerisinde 

elektriksel alana maruz bırakılan, DNA ve RNA parçalarının büyüklüklerine göre 

ayrıĢtırılması için kullanılan bir yöntemdir. Agaroz kırmızı bir alg türü olan agar 

agar‟dan izole edilen doğrusal bir polisakkarittir. Agaroz sıcak suda çözünür ve 

soğutulduğu zaman polimerde karĢılıklı hidrojen bağlarının oluĢumu ile jel yapısı 

oluĢur. Bu oluĢum geri dönüĢümlüdür. Agarozların saflık dereceleri farklı 

olabilmektedir. Bu durum DNA‟nın göç hızını etkiler. DNA‟nın jelde görünür hale 

gelebilmesi etidyum bromürün DNA bağları arasına bağlanarak 300 veya 360 nm‟de 

ıĢığı absorblaması sonucu fluerosan etki göstermesi ile olur. Agaroz jel 

elektroforezinde apoptoz halinde kırılmalar görülür. Doz belirleme ve LS‟nin 

nöroprotektif olup olmadığını belirlemek için yapılan test iĢlemleri aĢağıda 

belirtildiği gibi uygulandı: 

Doz belirlemek için: 

 10 seri 200 μL hücre homojenatı alındı. Bir tanesi kontrol olarak bırakılırken 

kalan 9 tanesi 3‟erli olarak gruplandı. Bir seriye konsantrasyonu sırasıyla 0,5 

mM, 1 mM ve 2 mM olacak Ģekilde H2O2 ilave edildi. Diğer bir seriye 

konsantrasyonu sırasıyla 0,025 mM, 0,05 mM ve 0,1 mM olacak Ģekilde 

cisplatin ilave edildi. Son seriye ise 5 μL, 10 μL ve 20 μL LS ekstresi ilave 

edildi. LS çözeltisi, 30 mg LS monodezmozu 1,5 mL DMSO (Dimetil 

sülfoksit) içerisinde hazırlandı. 

 4.000 rpm devirde 5 dakika santrifüj edildi, süpernatant atıldı ve saf su ile 

yıkandı. 

 Her bir örneğe, 98 μL reaktif B ve 2 μL proteinaz K ile elde edilen 100 μL 

çözelti ilave edildi. 

 50ºC‟da 6 saat bekletildi. 

 100μL 25:24:1 oranında hazırlanmıĢ fenol, kloroform, izoamilalkol çözeltisi 

eklendi. 10 saniye çalkalandı ve 11.000 rpm devirde 5 dakika santrifüj edildi. 

Üstteki faz alındı. 

 Yukarıdaki basamak tekrar edildi. 

http://www.lafmacun.org/bak/agaroz+jel
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 2 hacim %100‟lük etanol ve 1/10 hacim 3M sodyum asetat pH:5,0 eklendi. 

 10 dakika 11.000 rpm devirde santrifüj edildi. Etanol alındı. 

 100μL %70‟lik etanol eklendi. 11.000 rpm devirde 2 dakika santrifüj edildi. 

Etanol pipetlenerek ortamdan alındı. 

 Elde edilen pellet kurutuldu. 

 100μL ultra saf H2O ilave edildi. Milli Q ile 1,5 saat 56ºC‟da arada 

vortekslenerek homojenize edildi. 

 Jele 4μL boya ve 6μL homojenat olarak ekildi. 

 70 V akım altında 60 dakika %1,5‟luk agaroz jelde yürütüldü. 

 Lambda marker için 1μL DNA ladder, 1μL boya ve 4μL su ile hazırlanan 

karıĢım yürütüldü. 

 Wealtec marka dolphin UV görüntüleyici ile görüntülendi. 

LS’nin nöroprotektif etkisini test etmek için: 

 10 seri 200 μL hücre homojenatı alındı ve iki gruba bölündü. Her bir seride 

birer tanesi kontrol olarak bırakıldıktan sonra bir seride kalan dört örneğe 

konsantrasyonu 1mM olacak Ģekilde H2O2 ilave edildi. Toksik etkinin 

görülmesi için 37ºC‟da 30 dakika bekletildikten sonra üç örneğe sırasıyla 

1μL, 3μL ve 5μL LS eklendi. Diğer seride kalan dört örneğe konsantrasyonu 

0,1mM olacak Ģekilde CP ilave edildi. Toksik etkinin görülmesi için 37ºC‟da 

30 dakika bekletildikten sonra üç örneğe sırasıyla 1μL, 3μL ve 5μL LS 

eklendi.  

 4.000 rpm devirde 5 dakika santrifüj edildi, süpernatant atıldı ve saf su ile 

yıkandı. 

 Her bir örneğe, 98μL reaktif B ve 2μL proteinaz K ile elde edilen 100μL 

çözelti ilave edildi. 

 50ºC‟da 6 saat bekletildi. 

 100μL 25:24:1 oranında fenol, kloroform, izoamilalkol çözeltisi eklendi. 10 

saniye çalkalandı ve 11.000 rpm devirde 5 dakika santrifüj edildi. Üstteki faz 

alındı. 

 Yukarıdaki basamak tekrar edildi. 

 2 hacim %100‟lük etanol ve 1/10 hacim 3M sodyum asetat pH:5,0 eklendi. 



35 
 

 10 dakika 11.000 rpm devirde santrifüj edildi. Etanol alındı. 

 100μL %70‟lik etanol eklendi. 11.000 rpm devirde 2 dakika santrifüj edildi. 

Etanol pipetlenerek ortamdan alındı. 

 Elde edilen pellet kurutuldu. 

 100μL ultra saf H2O ilave edildi. Milli Q ile 1,5 saat 56ºC‟da arada 

vortekslenerek homojenize edildi. 

 Jele 4μL boya ve 6μL homojenat olarak ekildi. 

 70 V akım altında 60 dakika %1,5‟luk agaroz jelde yürütüldü. 

 Wealtec marka dolphin UV görünteleyici ile görüntülendi. 

TUNEL boyama 

        TUNEL yöntemi DNA kırıklarının in situ olarak tanınmasını sağlar. Parafin 

bloklar, donmuĢ kesitler, kültürü yapılmıĢ solüsyon halindeki veya plakalara ekilmiĢ, 

ya da lameller üzerinde büyütülmüĢ hücrelerde apoptozun varlığı bu metodla 

saptanabilir. Apoptotik sinyaller DNA üzerinde kırıklar oluĢturmaktadır. Açığa çıkan 

DNA parçacıklarının serbest 3'-OH uçlarına terminal deoksinukleotidil transferaz 

(TdT) aracılığıyla biotin ile iĢaretlenmiĢ ve iĢaretlenmemiĢ deoksinukleotidler 

eklenir. Daha sonra biotin ile iĢaretlenmiĢ nukleotidler, streptavidin-horseradish 

peroksidaz konjugatı ile tespit edilir. Diaminobenzidine, iĢaretlenmiĢ örnek ile 

tepkimeye girerek DNA kırığı bölgesinde çözünemeyen bir substrat oluĢturur. IĢık 

mikroskopu altında incelemede apoptotik hücreler boyanmıĢ olarak görünür. Testte 

Promega marka dead end kolorimetrik TUNEL boyama ekipmanı kullanıldı Test 

iĢlemleri aĢağıda anlatıldığı gibi uygulandı: 

 

 6 adet hücre çözeltisi hazırlandı; 

i 100μL hücre homojenatı + 900μL DMEM 

ii 100μL hücre homojenatı + 5μL Cisplatin + 895μL DMEM 

iii 100μL hücre homojenatı + 50μL H2O2 + 850μL DMEM 

iv 100μL hücre homojenatı + 25μL LS + 875μL DMEM 

v 100μL hücre homojenatı + 50μL H2O2 + 25μL LS + 825μL DMEM 

vi 100μL hücre homojenatı + 5μL cisplatin + 25μL LS + 870μL DMEM 

 Hücreler santrifüj edildi ve 1 x PBS ile iki sefer yıkandı. 
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 50μL PBS eklenip polilizinli lamlara yayıldılar. 15 dakika kurutuldular. 

 2 defa PBS ile yıkandı. 

 %10‟luk tampon formaldehid ile 25 dakika Ģaleye koyuldular. 

 PBS ile 5 dakika bekletildiler. Bu iĢlem tekrarlandı. 

 Fazla sıvı alındı. 100μL denge tamponuyla lamlar kaplandı ve 5-10 dakika oda 

ısısında bekletildi. 

 Kurutma kağıdıyla fazla denge tamponu alındı ve rTdT reaksiyon karıĢımı 

konuldu. 

 Üzeri kapatıldı ve 60 dakika 37ºC‟da tutuldu. 

 2 x SSC (300 mM sodyum klorür ve 30 mM sodyum sitrat, pH 7,4) içinde Ģaleye 

konuldu ve 15 dakika bekletildi. 

 PBS ile 3 sefer 5 dakika yıkandı. 

 %0,3 „lük H2O2‟da (PBS içinde) 3-5 dakika bekletildi. 

 PBS ile 3 sefer 5 dakika yıkandı. 

 1:500 olacak Ģekilde Streptovidin HRP (horseradish peroxidase-labeled 

streptavidin ) PBS içinde çözüldü, bu çözeltiden her bir lama 100 μL eklendi ve 

oda ısısında 30 dakika inkübe edildi. 

 PBS ile 3 sefer 5 dakika yıkandı. 

 100μL DAB (3,3‟-diaminobenzidine) çözeltisi ( Çözelti için 50μL DAB substrat 

20x tampona 950μL deiyonize su eklendi. Bu çözeltiye 50μL DAB 20x 

chromogen ve 50μL %30‟luk H2O2 ilave edilerek hazırlandı) lamlara koyuldu ve 

10 dakika bekletildi.  

 Deiyonize su ile 3-4 sefer yıkanıldı. 

 Etrafı oje ile iĢaretlenip entellan ortama konuldu.    

 Kurutulduktan sonra OLYMPUS marka ıĢık mikroskopu ile incelendi. 

 

WST-1 

WST-1 testi mitokondrilerdeki veya hücrelerdeki dehidrojenaz enzim 

aktivitesini gösteren bir testtir. WST-1 elektron bağlayabilen ajan içeren bir çeĢit 

tetrazolyum boyasıdır. Mitokonriyal dehidrojenaz tarafından 490 nm‟deki 

absorbansda izlenen formazan boyasına dönüĢür. Absorbansı canlı hücre sayılarıyla 
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güçlü bir korelasyona sahiptir. Benzer testler olan MTT ve XTT testlerinden daha 

duyarlıdır. WST-1 testinde canlı hücre sayısı arttıkça absorbans değeri daha yüksek 

çıkmaktadır. Test iĢlemleri aĢağıda anlatıldığı gibi uygulandı: 

 

 BeĢerli iki grup hücre çözeltisi hazırlandı. Birinci grupta bütün testler için 

100μL hücre homojenatı koyuldu. Birinci örnek kontrol için bu Ģekilde 

bırakıldı. Diğer dört örneğe konsantrasyonu 0,1mM olacak Ģekilde cisplatin 

eklendi. Toksik etkinin görülmesi için 30 dakika beklendikten sonra üçüncü 

örneğe 1μL, dördüncü örneğe 3μL beĢinci örneğe 5μL LS eklendi. Ġkinci 

grupta bütün testler için 100μL hücre homojenatı koyuldu. Birinci örnek 

kontrol için bu Ģekilde bırakıldı. Diğer dört örneğe konsantrasyonu 1mM 

olacak Ģekilde H2O2 eklendi. Toksik etkinin görülmesi için 30 dakika 

beklendikten sonra üçüncü örneğe 1μL, dördüncü örneğe 3μL beĢinci örneğe 

5μL LS eklendi. 

 Örnekler 24 saat oda ısısında bekletildi. 

 Bütün örneklere 10μL WST-1 çözeltisi ilave edildi. 

 4 saat 37ºC sıcaklıkta %5 CO2‟li ortamda arada vortekslenerek bekletildi. 

 4.000 rpm devirde 6 dakika santrifüj edildi. 

 Mikroplate kuyucuklara 20μL çözeltilerden koyuldu. 

 Bio-Rad Benchmark Plus mkroplate spektrofotometre ile 480 nm‟de 690 nm 

referans alarak absorbans ölçümleri yapıldı.  

 Üçer farklı seri için ölçümler yapıldı, her ölçüm kontrol amaçlı iki sefer 

tekrarlandı. 

 

Verilerin istatistiksel değerlendirmesi SPSS-11.0 programı kullanılarak 

yapıldı. Elde edilen veriler, ortalama ± standart hata olarak verildi. Veri sayısının az 

olması nedeniyle istatistiksel değerlendirmede nonparametrik test olan Friedman testi 

kullanıldı.  Anlamlılık düzeyi olarak p<0.05 kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

Yatay agaroz jel elektroforezi kullanılarak, Leontice Smirnowii‟nin 

nörodejeneratif olup olmadığını belirlemek ve H2O2 ile cisplatin‟in (CP) 

nörodejeneratif dozları araĢtırıldı. Bu çalıĢmada LS‟nin herhangi bir nörodejeneratif 

etkisi saptanmazken, CP için 0,1mM dozu, H2O2 için ise 1mM dozu nörodejeneratif 

doz olarak saptandı.  

ġekil 4.1‟de LS için, Ģekil 4.2‟de CP için ve Ģekil 4.3‟de ise H2O2 için doz 

cevap görüntüsü izlenmektedir. LS için olan görüntüde DNA kırığı görülmezken, CP 

için olan görüntüde 0,1mM konsantrasyonunda DNA hasarı belirgin bir Ģekilde 

görülmektedir. 

 

                  

ġekil 4.1: LS için doz cevap görüntüsü. ġekil 4.2: CP için doz cevap görüntüsü. 
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ġekil 4.3: H2O2 için doz cevap görüntüsü.  

1mM konsantrasyonda belirgin olarak DNA hasarı görülmektedir. 
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CP ve H2O2 toksisitesine karĢı LS‟nin koruyucu etkisinin olup olmadığını ve 

eğer varsa dozlarını belirlemek amacıyla yatay agaroz jel elektroforezi kullanıldı. 

Sub-G1 faz DNA fragmentasyon testi sonucunda; H2O2 toksisitesi için LS‟nin 

herhangi bir koruyucu etkisinin olmadığı saptandı. CP toksitesi için ise 1μL dozunda 

LS eklendiğinde hafif bir koruyucu etki görülürken, bu etkinin artan LS dozlarında 

bu etkinin kaybolduğu görüldü.  

ġekil 4.4‟de H202 ve Ģekil 4.5‟de CP için LP‟nin koruyuculuk görüntüleri 

izlenmektedir. 

 

                                                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                        

ġekil 4.4: H2O2 için LS koruyuculuk             ġekil 4.5: CP için LS koruyuculuk   

çalıĢma görüntüsü.      çalıĢma görüntüsü. 
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TUNEL Boyama 

Apoptotik hücre ölümünü göstermek amacıyla TUNEL boyama tekniği de kullanıldı. 

AĢağıdaki Ģekillerde apoptotik hücrelerle ilgili görüntüler izlenmektedir. 

 

 

ġekil 4.6: 100μL hücre homojenatı + 900 μL DMEM TUNEL görüntüsü. 

 

Apoptotik hücre görülmedi. 
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ġekil 4.7: 100μL hücre homojenatı + 5μL CP + 895μL DMEM TUNEL görüntüsü. 

Apoptotik hücreler resimde okla gösterildi. 

 

 

ġekil 4.8: 100μL hücre homojenatı + 5μL CP + 25μL LS + 870 μL DMEM TUNEL 

görüntüsü. 

Apoptotik hücreler resimde okla gösterildi. 
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ġekil 4.9: 100μL hücre homojenatı + 50μL H2O2 + 850 μL DMEM TUNEL 

görüntüsü 

Apoptotik hücreler resimde okla gösterildi. 

 

 

ġekil 4.10: 100μL hücre homojenatı + 50μL H2O2 + 25μL LS + 825  μL DMEM 

TUNEL görüntüsü. 

Apoptotik hücreler resimde okla gösterildi. 
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ġekil 4.11: 100μL hücre homojenatı + 25μL LS + 875  μL DMEM TUNEL 

görüntüsü. 

 

Apoptotik hücreler görülmedi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

WST-1 testi 

Hücre yaĢayabilirliğini mitokondriyal aktivite yoluyla göstermek amacıyla WST-1 

tekniği kullanıldı. Elde edilen absorbans sonuçlarının ortalaması alındı. Kontrol için 

absorbans değeri 100 kabul edilerek toksik madde ve LS ilavelerinden sonra 

absorbanslarda oluĢan değiĢim yüzde (%) olarak hesaplandı. Tablo 4.1‟de H2O2 ile 

Tablo 4.2‟de CP ile yapılan WST-1 testlerinde elde edilen sonuçlar gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 4.1: H2O2 ile yapılan WST-1 testinden elde edilen değerler. 

 Kontrol 1 mM H2O2 1 mM H2O2 

+ 1μL LS 

1 mM H2O2 

+ 3μL LS 

1 mM H2O2 

+ 5μL LS 

Ortalama 

Absorbans 

2,63633 1,48050 1,36050 1,417 1,14133 

% 

Absorbans 

100 56,16 51,61 53,75 43,29 

% değiĢim 

 

- -43,84 -48,39 -46,25 -56,71 

 

Hücre yaĢayabilirliği arttıkça elde edilen absorbans değeri daha yüksek çıkmaktadır. 

Kontrol hücrelerinde absorbans değerleri yüksek iken H2O2 ilavesiyle bu değerler 

düĢmüĢtür. LS eklenmesi herhangi bir düzeltici etki göstermemiĢtir. 

 

Tablo 4.2: CP ile yapılan WST-1 testinden elde edilen değerler. 

 Kontrol 1 mM CP 0,1 mM CP 

+ 1μL LS 

0,1 mM CP 

+ 3μL LS 

1 mM CP + 

5μL LS 

Ortalama 

Absorbans 

2,49350 1,61317 2,07200 1,44300 1,18167 

% 

Absorbans 

100 64,69 83,09 57,87 47,39 

% değiĢim 

 

- -35,31 -16,91 -42,13 -52,61 

 

Elde edilen absorbans değeri hücre yaĢayabilirliği arttıkça daha yüksek çıkmaktadır. 

Kontrol hücrelerinde absorbans değerleri yüksek iken CP ilave edilince bu değerler 

düĢmüĢtür. 1μL dozunda LS eklenmesi hücre yaĢayabilirliğinde bir artıĢ saptanırken 

dozun artırılması ile bu etki ortadan kalkmıĢtır. 
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Elde edilen verilerin istatistiksel değerlendirme sonuçları Tablo 4.3‟de H2O2 ve 

Tablo 4.5‟de CP için verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.3: H2O2 ile yapılan testten elde edilen veriler. 

 N Ortalama Standart Sapma Minimum Maksimum 

Kontrol 6 2,63633 0,327497 2,362 3,051 

H2O2 6 1,48050 0,232287 1,292 1,823 

H2O2 +1 ml LS 6 1,36050 0,396338 ,979 1,904 

H2O2 +3 ml LS 6 1,41700 0,338990 1,099 1,870 

H2O2 +5 ml LS 6 1,14133 0,337275 ,715 1,465 

 

Tablo 4.4: H2O2 ile yapılan test sonucu elde edilen verilerin Friedman testi ile 

değerlendirilmesi. 

N 6 

Chi-Square 20,133 

df 4 

Asymp. Sig.  (p) ,000 

 

H2O2 ile yapılan çalıĢmada kontrol hücre homojenatı, H2O2 eklenmiĢ hücre 

homojenatı ve LS eklenmiĢ H2O2‟lu hücre homojenatları arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık saptandı (p<0.05).   

 

Tablo 4.5. CP ile yapılan testten elde edilen veriler. 

 N Ortalama Standart Sapma Minimum Maksimum 

Kontrol 6 2,49350 ,434595 2,131 3,051 

CP 6 1,61317 ,276608 1,273 1,882 

CP +1 ml LS 6 2,07200 ,086930 1,967 2,192 

CP +3 ml LS 6 1,44300 ,100564 1,307 1,551 

CP +5 ml LS 6 1,18167 ,108271 1,103 1,329 

 

Tablo 4.6: CP ile yapılan test sonucu elde edilen verilerin Friedman testi ile 

değerlendirilmesi. 

N 6 

Chi-Square 18,267 

df 4 

Asymp. Sig. (p) ,001 

 

CP  ile yapılan çalıĢmada kontrol hücre homojenatı, CP eklenmiĢ hücre homojenatı 

ve LS eklenmiĢ CP‟li hücre homojenatları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık saptandı (p<0.05).   
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Hidrojen peroksit WST-1 ölçümü
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ġekil 4.12: H2O2 için WST-1 absorbans ölçüm grafiği. 

 

Konsantrasyon ekseninde 1 noktası kontrol, 2 noktası 1mM H2O2, 3 noktası 1mM 

H2O2 + 1μL LS, 4 noktası 1mM H2O2 + 3μL LS ve 5 noktası 1mM H2O2 + 5μL LS 

konsantrasyonuna denk gelmektedir. Grafikte görüldüğü gibi hücre homojenatına 

H2O2 eklenmesi ile absorbansta önemli bir düĢüĢ meydana gelirken, LS ilavesi 

absorbansta önemli bir değiĢiklilik oluĢturmamaktadır. 

 

Cisplatin WST-1 ölçümü
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ġekil 4.13: CP için WST-1 ölçümü grafiği. 

 

Konsantrasyon ekseninde 1 noktası kontrol, 2 noktası 0,1mM CP, 3 noktası 1mM CP 

+ 1μL LS, 4 noktası 0,1mM CP + 3μL LS ve 5 noktası 0,1mM CP + 5μL LS 

konsantrasyonuna denk gelmektedir. Grafikte görüldüğü gibi hücre homojenatına CP 

eklenmesi ile absorbansta önemli bir düĢüĢ meydana gelmektedir. 1μL LS ilavesi 

absorbansta bir düzelme meydana getirirken LS‟nin dozunun artırılması bu etkiyi 

ortadan kaldırmaktadır. 
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5.TARTIġMA 

Nörodejenerasyon nöronların ölümünü de içeren, nöronların fonksiyonlarının 

veya yapısının ilerleyici kaybıyla karakterize bir tablodur
(8)

. Normal yaĢlanma 

sırasında da nöron kayıpları görülmektedir ancak nörodejeneratif hastalıklarda ki 

nöron kaybı, normal yaĢlanma sırasında görülenden daha fazladır
(9)

. 

Nöronal hücrelerin ölümüne neden olan ve bu yolla nörodejeneratif 

hastalıklara yol açan farklı mekanizmalar bilinmektedir. Bu mekanizmalar; nekroz, 

apoptoz, otofajik hücre ölümü ve eksitotoksisiteyi içermektedir. Bizim çalıĢmamızda 

nörodejenerasyon için apoptotik hücre ölümü çalıĢıldı. 

Nekroz dıĢarıdan gelen hasarla meydana gelen hücre ölüm Ģeklidir. 

ProgramlanmıĢ bir ölüm değildir. Tanımlanabilen herhangi bir biyokimyasal yolak 

olmaması nedeniyle terapötik müdahaleye imkan tanımaz. 

Apoptoz programlanmıĢ hücre ölümünün ana biçimlerinden birisidir. Memeli 

hücrelerinde tanımlanmıĢ iki apoptoz yolağı vardır. Ekstrinsik apoptotik yolak, hücre 

dıĢındaki faktörlerin hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerini aktive etmeleriyle 

meydana gelir. Bu, kaspaz 8 veya 10‟un aktivasyonuyla gerçekleĢir
(16)

. Ġntrinsik 

apoptotik yolak ise kaspaz 9‟un aktivasyonuna neden olan, sitokrom c‟nin 

mitokondriyal salınımı veya endoplazmik retikulum iĢlev bozukluğuna bağlıdır
(11,12)

. 

Apoptoz, yolaktaki farklı noktalarda düzenlenebilir
(17)

.   

Eksitotoksite sadece nöronal hücrelere özgü bir ölüm Ģeklidir. Ġskemi 

sırasında, ATP‟nin azalmasıyla meydana gelir. Eksitotoksisitenin meydana gelmesi 

için hem apoptozun hem nekrozun aktivasyonu gerektiği için ayrı bir hücre ölüm 

Ģekli olup olmadığı tartıĢmalıdır
(20)

. 

Otofaji kelimesinin Yunanca anlamı “kendini yeme”‟dir. Hücrenin, kendi 

salgıladığı enzimlerle yok olması anlamına gelmektedir.  

Nörodejeneratif hastalıkların pek çok tipi tanımlanmıĢtır. Bunların en 

önemlileri; Parkinson, Alzheimer, Huntington ve Amyotrofik Lateral Skleroz 

hastalığıdır. 

Alzheimer, en sık görülen nörodejeneratif hastalıktır. Ortalama olarak 65 

yaĢın üzerindeki kiĢilerde %10 oranında görülürken. 85 yaĢın üzerinde bu oran 

%50‟ye çıkmaktadır. Bu hastalıkta nöronal hücre ölümüne neyin neden olduğu tam 

olarak bilinmemektedir. 



49 
 

En yaygın ikinci nörodejeneratif hastalık Parkinson hastalığıdır. Elli yaĢ 

üzerindeki kiĢilerde görülme oranı %1 iken yaĢla birlikte bu oran artmakta ve 85 yaĢ 

üzerinde bu %50‟ye çıkmaktadır.  

Huntington hastalığı, genetik geçiĢ gösteren bir hastalık olup görülme sıklığı 

5/100.000‟dir. Genellikle 30-50 yaĢları arasında görülmekte olup semptomların 

ortaya çıkmasından sonraki 4-20 yıl içerisinde hasta kaybedilmektedir. 

Amyotrofik Lateral Skleroz‟un görülme sıklığı 1/100.000 – 3/100.000 olup 

genellikle 55 yaĢ üzeri erkeklerde görülmektedir. Beklenen yaĢam süresi tanıdan 

sonra 2-5 yıldır. 

Nörodejeneratif hastalıklar, hastanın ve hasta yakınlarının yaĢam kalitesini 

düĢürmektedir. Günümüzde bu hastalıklarda ki ortalama yaĢam süresinin uzaması ile 

birlikte hem ailede ki hem de sağlık sisteminde ki ekonomik giderlerde önemli artıĢa 

neden olmaktadır. Ayrıca hem hastalarda hem de yakınlarında birtakım psikolojik 

problemler ortaya çıkarmakta, bu da mali yükün artmasına neden olmaktadır. 

 Hemen hemen nörodejeneratif hastalıkların hiçbirisinin kesin tedavisi 

olmamakla birlikte hastaların yaĢam kalitelerini artırmak ve yaĢam sürelerini 

uzatmak için çok sayıda ilaç kullanılmaktadır. Bu ilaçların bazıları Ģunlardır; 

memantin, IGF-I, izofloran, dopaminerjik koruyucu ajanlar, ONO-2506, polifenoller, 

sodyum salisilat ve aspirin, brimonidin, timolol, MCI-9042, siklosporin A, 

melatonin, nikotin, asetilkolin, huperzin A, α-tokoferol, WR-2721, quercetin 

flavonoidleri, uncaria alkaloidleri, kabergolin, spiramin T, dekstrometorfan, YM872, 

vinkonat, östradiol-17β, absiksimab, tirofiban, mescengricin, staurosporin, 2-

araĢidonoil gliserol, anneksinler ve aktif protein C. 

Bu ilaçların bir kısmının güçlü nöroprotektif etkilerinin olmasının yanında 

ciddi yan etkileri de bulunmaktadır. Bu nedenle kimyasal sentezle elde edilen ilaçlar 

yerine, yan etkileri daha az olan bitkisel kaynaklı ekstrelerin kullanımı tercih 

edilmektedir. Antioksidan ilaçların sıklıkla nöroprotektif etkilerinin de olduğu daha 

önce de bilinmektedir. ÇalıĢmamızda kullanılan LS‟nin antioksidan etkisi daha 

önceki çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Bu nedenle biz çalıĢmamızda bitkisel kaynaklı 

LS‟nin nöroprotektif etkilerini araĢtırdık. 

Nöroprotektif etkisini araĢtırmadan önce, LS‟nin nörodejeneratif olup 

olmadığının gösterilmesi gerekliydi. Bu amaçla Sub-G1 faz DNA fragmentasyon 
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testi kullanıldı. Bu test ile LS‟nin herhangi bir DNA kırığı oluĢturmadığı saptandı 

(bkz. ġekil 4.1). DNA kırığı saptanmaması, LS‟nin herhangi bir nörodejeneratif 

etkisinin olmadığının göstergesiydi. 

Daha sonra nörodejenerasyona neden olduğu bilinen ve bu nedenle 

çalıĢmamızda nörodejeneratif ajan olarak kullanılan H2O2 ve CP‟nin 

nörodejenerasyona neden olan dozlarını saptamak amacıyla yine Sub-G1 faz DNA 

fragmentasyon testi kullanıldı. H2O2 için nörodejeneratif dozun 1mM (Bkz. ġekil 

4.3) ve CP için bu dozun 0,1mM olduğu saptandı (Bkz. ġekil 4.2). 

Belirlenen dozlar kullanılarak oluĢturulan nörodejenerasyonda farklı dozlarda 

LS kullanılarak yapılan çalıĢmayla LS‟nin nöroprotektif etkisinin olup olmadığı ve 

eğer varsa bu etkinin dozla iliĢkili olup olmadığı incelendi. Bunun için üç farklı test 

kullanıldı, DNA fragmentasyonu için Sub-G1 faz DNA fragmentasyon ve TUNEL 

boyama testi, hücre yaĢayabilirliğini incelemek için de WST-1 testi uygulandı. 

Sub-G1 faz DNA fragmentasyon testinde LS‟nin H2O2 toksisitesinde 

herhangi bir koruyucu etkisi saptanmazken (Bkz. ġekil 4.4) CP toksisitesinde, 1μL 

dozunda LS kullanıldığı zaman koruyucu etkisinin olduğu saptandı. Fakat LS dozu 

artırıldığında bu koruyucu etkinin de ortadan kalktığı gözlendi (Bkz. ġekil 4.5). 

Bu sonucu doğrulamak amacıyla TUNEL boyama testi de kullanıldı. Test 

sonucunda elde edilen görüntüler incelendiğinde elde edilen sonuçların, Sub-G1 faz 

DNA fragmentasyon testi ile uyumlu olduğu görüldü. Kontrol amacıyla sadece hücre 

homojenatı kullanılan ve yalnızca LS ilave edilen örnekler dıĢında, diğer bütün 

örneklerde apoptotik hücreler gözlendi. Test niceliksel değil niteliksel amaç için 

yapıldığından herhangi bir sayısal karĢılaĢtırma yapılmadı. 

Hücre yaĢayabilirliğini test etmek amacıyla WST-1 testi kullanıldı. Bu testte 

sayısal sonuçlar elde edilmesi nedeniyle değerlendirilmesi daha kolaydı. Testte her 

bir toksik madde için 3 farklı seri hücre homojenatı kullanıldı ve her bir seri için 2 

ölçüm yapıldı. Sonuç olarak toksik maddelerin her ikisi için de toplam 6‟Ģar adet veri 

elde edildi. Bu ölçümlerin her birisi, kendi içinde ve kullanılan diğer iki test 

sonuçlarıyla uyumluydu. Kontrol hücre homojenatı 100 kabul edilerek toksik madde 

ve LS ilaveleri yüzde olarak hesaplandı. Bu hesaplama sonucunda H2O2 ve CP için 

mitokondriyal aktivite yoluyla gösterilen hücre yaĢayabilirliğinde yüksek oranda 

azalma olduğu belirlendi. Sonuçların istatistiksel analizleri için verilerin ortalamaları 
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ve standart sapmaları hesaplandı. Elde edilen ortalamalar esas alınarak çizilen grafik 

de bunu desteklemektedir. Son olarak elde edilen verilere Friedman testi uygulandı. 

Bu test sonucunda her iki seri için de p değeri 0,05‟den küçük bulundu. Bu sonuç 

kontrol hücre homojenatıyla toksik madde eklenen örnekler arasında farklılık 

olduğunu ve LS eklenmesinin bu farklılığı ortadan kaldırmadığını gösterdi 

Yapılan her üç testin sonuçları da birbiriyle uyumluydu. TUNEL boyama ve 

DNA fragmentasyon testlerinin her ikisi de DNA kırıklarını göstermek amacıyla 

kullanılmaktadır. Bizim çalıĢmamızda TUNEL testi, DNA fragmentasyon testinden 

elde edilen sonuçların doğrulanması amacıyla kullanıldı. Her iki testten elde edilen 

görüntüler karĢılaĢtırıldığında benzer sonuçlar elde edildiği bulgular bölümünde 

görülebilir. WST-1 testi, diğer iki testten farklı olarak mitokondriyal aktivite yoluyla 

hücre yaĢayabilirliğini gösterir. Bu testin, diğer iki teste göre avantajı sayısal değerler 

elde edilebilmesi ve istatistiksel değerlendirme yapılabilmesidir. Diğer iki test ile 

apoptoza uğramıĢ hücreler tespit edilirken bu test ile apoptoza uğramamıĢ hücreler 

saptanmaktadır. 

 Sonuç olarak; LS‟nin H2O2 toksisitesinde herhangi bir koruyucu etkisinin 

olmadığı, CP toksisitesinde ise 1μL dozlarında kullanıldığında kısmi koruyucu 

etkisinin olduğu ve bu etkinin artan dozlarda kaybolduğu saptanmıĢtır. 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 
 

6.SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu çalıĢmada elde edilen bulgular değerlendirildiğinde LS‟nin; 

 Nörodejenerasyona yol açmadığı, 

 H2O2 nörotoksisitesine karĢı herhangi bir koruyucu etkisi olmadığı,  

 CP nörotoksitesinde belirli dozlarda koruyucu etkisi olduğu ancak artan 

dozlarda bu etkisinin ortadan kalktığı belirlenmiĢtir. 

 

Sonuç olarak; LS, CP‟nin neden olduğu nörotoksisitelerde ve belirli dozlarda 

nöroprotektif olarak bulundu. Daha farklı nörotoksik ajanlarla yapılacak çalıĢmaların 

ve doz belirlemek için yapılacak daha fazla çalıĢmanın faydalı olabileceği 

düĢünülmektedir.  
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