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OZET

Giircistan’in dogu bolgesinde yetisen Leontice smirnowii’nin (LS) antioksidan,
oksijen radikali siipiiriicii ve antiinflamatuvar etkileri literatiirde gosterilmistir.

Genellikle antioksidan maddeler ayn1 zamanda noroprotektif etki de gostermektedir.

Bu calismada, LS’nin potansiyel norodejeneratif ve ndroprotektif etkileri,
erigskin sigan serebellum ve korteks doku homojenatlarinda WST-1, TUNEL boyama
ve subG1 faz DNA fragmentasyon testi ile arastirildi. Hidrojen peroksit (H,0,) ve
kimyasal adi cis-diamminedichloroplatinum (Il) olan cisplatin (CP) kullanilarak
homojenatlarda dejenerasyon olusturuldu. WST-1 testinden elde edilen sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirildi.

Ug farkli yontem ile elde edilen sonuglar kendi aralarinda tutarlilik
gostermistir. LS, H,0; ile olusturulan norodejenerasyonda etkisiz iken, cisplatin ile
olusturulan norodejenerasyonda gorece diisiik dozlarda koruyucu etki gostermistir.

Fakat bu etki artan LS dozlarinda kaybolmustur.

Anahtar Kelimeler: Leontice smirnowii, ndroproteksiyon, norodejenerasyon,

TUNEL, WST-1



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 subGl phase DNA fragmentation tests. To
generate degeneration in the homogenates, Hydrogen peroxide (H.0;) and
diamminedichloroplatinum(ll) (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 H202, it shown little effect in cisplatin. However this effect

disappeared with increasing doses of Leontice smirnowii.

Key words: Leontice smirnowii, neuroprotection, nérodegeneration, TUNEL, WST-
1
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1.GIRIS VE AMAC

Leontice Smirnowii

Leontice smirnowii (LS); Giircistan’in dogu boliimiinde bulunan, endemik bir
bitki olan Berberidacae ailesinin bir iiyesidir. Bu bitki ailesi geleneksel Giircii
tibbinda farkli hastaliklarda kullanilmaktadir®.,

LS iirtinlerinin 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil radikal siipiiriicii, stiperoksit anyon
radikali stipiiriicti, hidrojen peroksit siipiiriicli, indirgeme giicii ve metal baglayict
etkileri gosterilmistit®. Ayrica LS’nin ham ekstresinin ve monodezmozlarinin
saflastirilmis ekstresinin, deniz yosunlarindan iiretilen, 6nemli miktarda seliiloz
igeren ve kivam artirici emiilgator 6zellikleri olan ve Kimyasal bir katki maddesi
olarak kullanilan karagenin tarafindan indiiklenen inflamasyonun etkili inhibitorleri

olduklar1 da gésterilmi@tir(3).

Norodejenerasyon

Belirli beyin bolgelerinde ortak 6zelliklere sahip néron gruplarmin 6limi
sonucunda norodejeneratif hastaliklar  ortaya ¢ikmaktadir. Norodejeneratif
hastaliklar, farkli klinik fenotiplere ve genetik etiyolojiye sahip bir grup heterojen
hastaliktir. Bunlar arasinda Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastaligi (PH),
Huntington hastaligit (HH) gibi noérodejeneratif hastaliklarla birlikte, epilepsi,
Friedrich ataksisi, Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) yer almaktadir.

Bu hastaliklara kars1 kullanilan noroprotektif ilaglarin biiyiik ¢ogunlugu giiglii
bir etkinlige sahipken ayni zamanda farkli ve ciddi yan etkileri de bulunmaktadir. Bu
yiizden kimyasal terapotik ilaglar yerine daha az yan etkiye sahip dogal kaynakl
ajanlar tercih edilmelidir®.

Pek cok norodejeneratif bozukluk ve sendrom, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) asir1 iiretimi ve oksidatif stresle iliskilidir®. Calismada, apoptotik hiicre
hasar1 olusturmak igin kullanilan hidrojen peroksit (H,O;), noérodejeneratif
bozukluklarin patofizyolojisinde yer alan ROT un en yaygin formlarindan birisidir.
Calismada kullanilan diger madde olan cisplatinin (CP) de nérotoksik oldugu

bilinmektedir.



Cesitli  antioksidanlarin,  norodejenerasyonun  ¢esitli  bigimlerinde
noroprotektif olduklart bildirilmistir®.

Bu calisma, antioksidan oldugu bilinen bitkisel kaynakli LS’ nin oncelikle
norodejeneratif olup olmadigini belirlemek, eger noérodejeneratif degilse H,O, ve CP

norotoksisitesinde, noroprotektif etkisini in vitro olarak belirlemek i¢in yapilmstir.



2.GENEL BiLGILER

2.1 NORODEJENERASYON

Sinir sistemi karmasik fizyolojik, anatomik ve biyokimyasal o6zelliklere
sahiptir. Noronlar arasi1 iletim, elektriksel veya kimyasal haberci molekiiller
tarafindan saglanmaktadir. Bu iletisim sisteminin diizenlenebilmesi i¢in beyinde
enerji ihtiyacinin saglikli olarak saglanabilmesi gerekmektedir(7) .

Norodejeneratif ~ hastaliklar, néronlarmm  belirli  gruplarmin  veya
fonksiyonlarmin kaybi olarak nitelendirilebilirler. Noronal fonksiyon bozukluklari
mutlaka ndronal hiicre 6liimiiniin sonucu olmayabilirler. Sinaptik kayip, uzun siireli
potansiyalizasyon veya hastalik patolojisine bagli olarak noronal sinyalizasyonun
kesilmesinden kaynaklanabilirler®. Noronal strese bagli oksidatif iiriinlerin zamanla
birikmesi hiicre 6liimiine neden olur, bu nedenle yaslanma bu hastaliklarda etkendir.
Ancak normal yaslanma sirasinda noérodejeneratif hastaliklarda goriilen yiiksek
seviyedeki noronal oliimiin aksine, goreceli olarak daha diisiik ndronal kayip

vardir?,

Noronal Hiicrelerde Hiicre Oliim Mekanizmalari

Norodejeneratif hastaliklarda néronlarin 61diigii bilinmesine ragmen, hiicre
6lim mekanizmasi genelde bilinmemektedir. Noronal hiicre 6liimiine neden oldugu
bilinen yollar sunlardir; apoptoz, nekroz, otofajik hiicre dliimii ve eksitotoksisite.
Onkozis ve paraptozis gibi hiicre 6liimiinlin diger sekilleri noéronlarda pek fazla
calisgtlmamistir  ve  norodejeneratif  hastaliklardaki  hiicre  dlimiinde  bu

mekanizmalarin rolii bilinmemektedir® .

Nekroz

Nekroz hiicre oOliimiiniin akut seklidir. Disaridan gelen hasarla plazma
membraninda olusan degisiklikler sonucu meydana gelir. Adenozin trifosfat (ATP)
kaybi, iyon gradiyentlerinin yok olmasi, hiicre sismesi ve sonug olarak hiicre lizisiyle
karakterizedir. Boylece nekroz; hiicre igeriklerinin ¢evreye salinimina bagli olarak,
cevreleyen bolgede inflamasyona neden olur (Sekil 2.1 ve 2.2). Hiicre zedelenmesi

sonucu hiicrede gelisen geri doniisii olmayan hasar, hiicrenin Sliimiine neden olur.



Nekrotik hiicre 6liimiine genellikle yiiksek toksin seviyeleri gibi, ciddi hiicresel stres
neden olur. Nekroz programlanmig bir hiicre Sliimi degildir ve olusmasinda

tanimlanabilen biyokimyasal bir yolak yoktur. Nekroz basladiginda, terapdtik

miidahaleler icin ¢ok fazla olasilik yoktur.
>

Viable /-* . @

Cell 2]
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Necrosis 7 Cellular and nuclear
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blebbing mation

Sekil 2.1: Nekroz olusumu.
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Sekil 2.2: Nekroz olusumu 2.



Apoptoz

Apoptoz nekrozun aksine, hiicresel ATP’nin devam etmesi ve hiicre
bliziilmesine, apoptotik govdelerin tomurcuklanmasina ve bu hiicre parcaciklarinin
fagositozuna neden olan biyokimyasal bir yolagin baslatilmasi ile karakterizedir.
Mliskili herhangi bir hiicre lizisi veya inflamasyonu yoktur. Biyokimyasal olarak,
apoptoz baslatan ve sonraki efektor kaspazlarin fonksiyonel hiyerarsisinde yer alan
kaspaz proteazlarinin aktivasyonuyla iliskilidir (Sekil 2.3). Efektor kaspazlar
hiicrenin degradasyonuna ve dliimiine neden olan protein substrat ¢esitlerinin biiyiik
bir kismini pargalar(lo). Memeli hiicrelerinde kaspaz aktivasyonunu baslatan, en az
iki tane iyi tanimlanmis yol vardir. Bunlar intrinsik (veya mitokondrial) yolak ve
ekstrinsik (veya oliim reseptdrii) yolaktir.

Intrinsik yolakta, kaspaz aktivasyonu sitozol igine mitokondriden sitokrom
c’nin serbest birakilmasiyla baslatilir. Sitozol i¢inde, sitokrom ¢ apoptozom olarak
adlandirilan bir ¢esit miiltimerik kaspaz aktivasyon kompleksi olusmasinda temel rol
oynar™. Belirli bir bigimde, sitozolik sitokrom ¢, dATP varhiginda Apaf-1 ile
etkilesir. Bu, kiimelenmeye ve baslatici kaspaz-9’un otoaktivasyonuna neden olur®?,
Aktif kaspaz-9 bolinmeye ve kaspaz-3 gibi sonraki efektér kaspazlarin
aktivasyonuna yol agar. Bu durum, kolsisin, glutamat, 6-hidroksidopamin gibi
nérotoksinleri igeren gesitli apoptotik uyaranlara yamit olarak meydana gelir™.
Smac/Diablo, apoptoz indiikleme faktorii (AIF) ve Omi/Htra2 gibi diger pro-
apoptotik faktdrler de apoptoz sirasinda mitokondriden serbest birakilir™?,
Bunlardan AIF kaspaz aktivasyonu olmaksizin kromatin kondensasyonunu
indiikleyebilir. Aslinda, noronal hiicrelerdeki apoptotik niikleer morfoloji her zaman
kaspaz aktivite ile iliskili degildir™ (Sekil 2.4). Ekstrinsik yolakta, 6liim
reseptorlerinin - (0rnegin:  Fas, TNF-reseptorii, TRAIL reseptorleri) ligand
baglanmalart bu reseptorlerin trimerizasyonuna ve hiicre i¢i multiprotein
kompleksinin olusumuna neden olur. Bu kompleksin pargalari olan baslangig
kaspazlari -8 veya -10, ¢evre tarafindan indiiklenen otoaktivasyon sonucu boliinme
ve aktivasyona ugrarlar(16) (Sekil 2.3).

Apoptoz, yolaktaki farkli noktalarda diizenlenebilir. Mitokondrial biitiinliik
ve bdylece intrinsik yolak, Bcl-2 ailesi tarafindan diizenlenir, bu hem pro- (6rn: Bax,

Bak) hem de anti-apoptotik (6rn: Bcl-2, Bcl-x.) iiyelerini igerir. Mitokondriyal



biitiinliik, sitozol i¢ine pro-apoptotik faktdrlerin salinimini ile diizenlenir veya inhibe

edilir'®. Sitokrom ¢’nin salmiminn akist, kaspaz aktivasyonu ve etkinligi apoptoz

protein inhibitorii (API) ile diizenlenir®®.
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Sekil 2.3: Apoptoz olusumu.
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Eksitotoksisite

Glutamat santral sinir sisteminde ana eksitator ndrotransmitterdir.
Aktivasyonu ile noronlar depolarize olur, olusan aksiyon potansiyeli sayisi artar.
Eksitator etkiler olusturan {i¢ ana iyonotropik glutamat reseptorii vardir. Bunlar; o-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propiyonik asit (AMPA), kainat ve N-metil D-
aspartat (NMDA) reseptorleridir. Metabotrobik glutamat reseptorleri ise hem
eksitator hem de inhibitor etkiler olusturur.

AMPA reseptorlerinin GluR1, GluR2, GluR3, GluR4 alt tipleri ve Kainat
reseptorlerinin GluR4, GIuR5, GIuR7, KAl ve KAZ2 alt tipleri vardir. AMPA ve
Kainat reseptorleri hizli sinaptik asirimda rol oynarlar.

NMDA reseptorii ligandla agilip kapanan iyon kanali {izerindeki iki farkl
protein alt birimi olan NMDARI1 ve NMDAR?2 (NR 2A, 2B, 2C ve 2D)’den olusur.
Bu reseptorler beyin ve omurilikteki belirli ndronlarda yaygin olarak dagilmiglardir.
Ozellikle hipokampus ve serebral kortekste yiiksek yogunlukta bulunurlar. Asiri
ve/veya uzamig NMDA reseptor aktivasyonu hedef noronlar1 6ldiiriir. Bu siirece
eksitotoksisite denir.

Eksitotoksisite yoluyla o6liim noronal hiicrelere 6zgilidiir, eksitotoksisite
glutamat reseptorlerinin NMDA alt tipinin asir1 stimiilasyonundan kaynaklanan
toksisitedir. Noronal hiicre 6liimiiniin bu sekli, iskemi sirasinda meydana gelen ATP
kaybinin bir sonucudur.  ATP kaybi, noronlarin genel depolarizasyonuna,
ndrotransmitter saliniminin uyarilmasina ve ATP-bagimli ndrotransmitter geri alim
sistemlerinin bozulmasina neden olur. Glutamat, beyinde en fazla bulunan uyarici
norotransmitter olmasi nedeniyle NMDA reseptorlerinin asir1 eksitasyonuna neden
olur (Bkz. Sekil 2.4). Bu ligand-kapili iyon kanallari hiicre igine Ca’* girisine izin
verir. Daha sonra sitozolik Ca®*, mitokondri ve endoplazmik retikulum (ER)
tarafindan tecrit edilir. Ancak Ca®" miktart fazlalasirsa, bu ER stresine ve/veya
mitokondriyal gecirgenlik artisina neden olur™. Hiicre ici Ca®*’nin fazla miktarlari,
noronal islev bozukluguna ve hiicre 6liimiine yol acabilir. Noronal Ca®" artis1 ATPaz,
fosfolipazlar, proteazlar, endoniikleazlar gibi bir ¢cok enzimi aktive edebilir. Bu
enzimlerin aktivitesindeki artis, geri doniisiimsiiz néronal hasara yol agar.

Eksitotoksisitenin gercekten hiicre 6liimiiniin ayr1 bir sekli olarak diisiiniiliip

diisiiniilemeyecegi tartigmaya agiktir, ¢linkii hem apoptozun hem de nekrozun



aktivasyonuna baglidir (Sekil 2.4). Ornegin, in vitro bulgular, glutamatin néronlarda

hem erken nekroza hem de ge¢ apoptoza neden olabilecegini gt')stermistir(zo).

Otofajik hiicre oliimii

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin lizozomlarda
parcalanmasina yol acan bir mekanizmadir. Kisa Omiirlii proteinlerin ubikitin-
proteazom sisteminde parcalanmasina karsin, uzun Oomiirlii proteinler ve hiicre ici
organeller otofaji sistemi tarafindan parcalanirlar ve aminoasitler gibi yapitaslari
hiicre kullanimi igin yeniden kazandirilirlar. Otofaji, kelime anlami olarak kendi
kendini (auto) yeme (phagy) anlamina gelir ve hiicrenin aglikla karsilastig1 fizyolojik
kosullarda, besin elde etmek i¢in hiicre i¢indeki yapilari nasil parcalandigini ifade
etmek amaci ile kullanilmistir. Otofajinin, besin yoklugunda hiicre i¢i molekiillerin
geri donlistimiinii saglayarak hiicrenin stres ortamina uyumuna yardim ettigi
gosterilmigtir.

Asir1 otofajiye bagl oldugu diisiiniilen otofajik hiicre 6liimii (OHO), hiicre
dliimiiniin bir yolag1 olabilir (Sekil 2.5). OHO, organel sismesi, sitoplazmada bosluk
olugmasi ve lokal inflamasyona neden olan membran pargalanmasini igceren belirgin
bir morfolojidir®. OHO temel olarak gelisimsel hiicre Sliimiiyle iliskilidir.
Gelisimsel hiicre 6liimiinde masif otofaji, cok sayida hiicre 6liimiiniin yol agarak geri
déniisiimsiiz hiicresel atrofiye neden olur®. Atg7 veya Beclinl gibi otofaji genlerine

(Atg) bagh, hiicre Sliimii indiiksiyonu bildirilmistir®®.
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Sekil 2.5: Otofajik hiicre 6limii.



2.2 NORODEJENERATIF HASTALIKLAR

Norodejeneratif bozukluklar beynin spesifik bolgelerindeki noronlarin
ilerleyici ve geri dondiiriilemez kaybi ile tanimlanan bir grup patolojiyi igermektedir.
Pek ¢ok tipi olan bu patolojilerin en ¢ok bilinenleri; Parkinson hastaligi (PH),
Alzheimer hastaligi (AH), Huntington hastaligi (HH) ve Amyotrofik Lateral
Skleroz’dur (ALS). Ayrica iskemi de norodejenerasyona neden olan sebepler

arasinda onemlidir.

Alzheimer Hastahgi

AH en sik goriilen norodejeneratif hastaliktir. Klinik olarak, ciddi demansla
sonuglanan ilerleyici hafiza kayb1 ve biligsel fonksiyon bozukluguyla karakterizedir.
AH’nin patolojisi, hipokampal bolgelerden orta ve genis piramidal ndronlarin
kayb1n1(24) ve asir1 fosforlanmig tau proteininden olusmus intraseliiler norofibiler
yumaklar ve amiloid iplik¢ikler igeren ekstraseliiler plaklarin Var11g1n1(42) icerir.
Ailevi AH’na amiloid prekiirsor protein veya presenilin-1 veya -2’deki mutasyonlar
neden olur. Presinilinler y-sekretaz aktivitede 6nemli rol oynarlar, y-sekretaz aktivite
B-amiloid peptid iireterek amiloid prekiirsor proteinin proteolitik isleminden
sorumludur®. AH mutasyonlari, fibriller ve plaklar iireterek, oligomerizasyona
egilimi olan, biraz daha biiylik peptidin, B-amiloid-42, artmig iretimi ile birlikte
bozulmus isleme neden olur®. AH’da néronal hiicre 6liimiine neyin neden oldugu
tam olarak belli degildir.

Post-mortem beyin dokusu calismalari, AH’da ndronal apoptozun meydana

@7

geldigini gostermistir“”’. AH beyinlerinden alinan post-mortem dokularda aktif

kaspazlar tespit edilmistir®. Ama bu gériise, AH vakalarinda apoptotik morfoloji

(29)

bildirmeyenler tarafindan itiraz edilmistir In vitro modeller, B-amiloid’in

(30)

apoptozu indiikleyebilecegini gostermistir Presenilin mutasyonlar1 ndoronlari

G B-amiloid

(32) ve

apoptozun indilksiyonuna ve eksitotoksisiteye hassaslastirir
birikiminin, AH’daki eksitotoksisiteye duyarliligin artmasina neden oldugu
NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonunun, spesifik olarak B-amiloid tarafindan

(33)

indiiklenen dejenerasyonla spesifik olarak iliskili oldugu™™ ileri siiriilmektedir.

Eksitotoksisitenin, AH nin sonraki asamalarinda daha 6nemli bir rolii oldugu da ileri



siiriilmektedir®?. Otofajinin, AH modelleriyle iligkisi olmasina ragmen, hiicre 6liim

yolaginin bu béliimii hakkinda yeterli bulgu yoktur®®,

Parkinson Hastahgi

PH en sik 55 yas tzerindeki kisileri etkileyen, ikinci en yaygin goriilen
norodejeneratif hastaliktir. Patolojik olarak, substantia nigra pars compacta’daki
dopaminerjik noronlarin dejenerasyonu ve geride kalan noéronlarin i¢inde eozinofilik
intrasitoplazmik inkliizyonlarin (Lewy govdeleri) varligi ile karakterizedir. Bu
durum, bradikinezi, istirahat tremoru ve rijidite klinik 6zelliklerinin dogrudan nedeni
olan striatumda dopamin deplesyonuna neden olur. PH’nin klinik semptomlari,
substantia nigra i¢indeki dopaminerjik ndronlarin yaklasik %50-%60’1 kaybedildigi
zaman belirgindir. Bu nedenle PH, noéronal hiicre kaybiin dogrudan gézlemlenen
klinik 6zelliklerden sorumlu oldugu nérodejeneratif hastaligin giizel bir 6rnegidir.
PH’nin sebebi, ¢ok biiyiikk ihtimalle multifaktoryeldir; genetik yatkinlik, ¢evresel
toksinler ve yaslanma hem herediter hem de sporadik PH igin baslangic ve
ilerlemesindeki Onemli faktorlerdir. Giiniimiizde, en az 13 PARK genindeki
mutasyonlar, ailevi PH’nin patojeneziyle ili@kilidir(%). Bunlar, a-sintiklein, parkin,
PTEN tarafindan indiiklenen kinaz 1 (PINK1), DJ-1, 16sin-zengin repeat kinaz2
(LRRK2) ve ubikutin karboksi-terminal hidrolaz L1 (UCHLZ1) proteinlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlar1 kapsar®®. Bu genlerden, parkin ve UCHLI, zarar gormiis
veya yanlig katlanmis proteinleri pargalayan ubikuitin-proteazom sistemi (UPS) ile
iliskilidir®". flaveten, parkin, PINK1, DJ-1, ve Omi/Htra2’nin dahil oldugu bu
genlerden birkag1 oksidatif strese direngte ve mitokondriyal fonksiyonda rol oynuyor
olabilir®®. PH’da dopaminerjik ndéron kaybini baslatan molekiiler mekanizmalar
bilinmemektedir. Farkli kaynaklardaki bilgiler, toksin tarafindan indiiklenen &liim,
oksidatif stres, mitokondiriyal kompleks I, protein agregasyonu ve UPS’deki
bozulmanin rol oynadigini gostermektedir®®.

Substantia nigra PH post-mortem dokudaki néromelanin-igeren hiicrelerde
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl-transferase-mediated deoxyuridine triphospate-
biotin insitu nick-end labelling) boyama ile birlikte apoptotik kromatin kiimelerin
varhigi, apoptotik hiicre Slimiiniin PH’daki ndronal kayba katkida bulundugunu

gostermektedir®®. Ama bu bulgulart desteklemeyen calismalar da bulunmaktadir®®.
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Ayrica, bu hiicrelerde aktive olmus kaspaz-3 de gézlemlenmistir(42). Bunun yan1 sira
PH Dbeyninin post-mortem c¢aligmalarinda ekstrinsik apoptotik yolagin da rol
oynadigma dair bulgular da bulunmaktadir. Bunlar, PH hastalarinin orta beyninde
TNFa, c¢oziiniir Fas ve Fas adaptor protein FADD’nin artmis seviyeleriyle
iliskilidir(43). PH beyinlerindeki néromelanin-igeren substantia nigra noronlarinda

“4) " parkinson mimetikleri

onemli bi¢cimde artmig aktif kaspaz-8 tespit edilmistir
MPP*  (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropridin) ve 6-hidroksidopamin kullanilan
PH’nin in vitro modelleri hem apoptoz hem de nekroz gostermistir®®. Pestisid
rotenon, karin mezenkefalik dopaminerjik néronlardaki kaspaz-3-bagimli apoptozu
indiikler. Mutant o-siniiklein’nin indiiklenebilir ekstensorii protezom aktivitesini
diisiiriir ve mitokondriya-bagl apoptoza duyarhihig: artirir®®. Nigrostriatal sistemdeki
a-siniikleinin hedeflenmis overekspresyonu, Parkinson hastaliginda yeni bir hayvan

modeli saglad1(47).

Bu modelde, kaspaz-9’un aktivasyonu ile nigral dopamin
néronlarnin selektif dejenerasyonu vardi®®. Daha énce yapilan bazi ¢alismalarda
PH’da eksitotoksisitenin rolii oldugu ileri siiriilmiis ancak daha sonraki ¢alismalar bu
hipotezi desteklememistir®®. Ama PH’da otofajik hiicre 8liimii rol oynuyor olabilir.
Ultrastriiktiiral inceleme, PH hastalarinda substantia nigranin melanize edilmis
noronlarindaki otofagozom-benzeri yapilari ortaya g:lkarm1$t1r(50). Substantia nigranin
katekolaminerjik noéronlarindaki moéromelanin graniillerinin, ¢ift membranlar ile
smirlandigin1 ve aslinda sitozoldeki letal akiimiilasyondan hiicreyi korumak igin
otofagozom tecrit edici dopamin ve metabolitleri olabilecegi bildirilmistir®. Bu
bilgilerin 15131nda, dopamin ve MPP*’nin insan ndroblastom hiicrelerinde otofajik

hiicre 6liimiinii indiikledikleri gosterilmistir®?.

Huntington Hastahg

HH trinikleit tekrarlayan bozukluklardan birisidir. Sebebi Huntingtin
proteininin N-terminusunda ¢evrilmis CAG tekrarinin dominant olarak kalitsal
ekspansiyonudur. CAG ekspansiyonunun uzunlugu, hastalik bulgularinin baslangig
yasiyla ters iliskilidir®®. Ana klinik bulgu, neostriatumda ki projektér noronlarin
selektif kaybinin sonucu olan, jeneralize istemsiz hareketlerin Varllgldlr(53) . Hastalik
patolojisi; mutant huntingtin igeren niikleer inkliizyonlarmn varhigr ile

karakterizedir®”. HH’de néronal hiicre $liimii toksik mutasyona ugramis huntingtin
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fragmanlarin birikmesiyle iligkili olabilir, ¢linkii CAG tekrarmin 35’in {izerinde
ekspansiyonu noronal hiicre dliimiiyle sonuglanir®. Etkilesen proteinlerin birkaci
tanimlanmasina ragmen, huntingtinin fizyolojik rolii bilinmemektedir.

(56)

Kaspazlarim HH beyinlerinde aktiflesmis oldugu gosterilmistir Ilging

olarak, huntingtin’in kendisi, toksik olabilecek poliglutamin sistemi iceren trunkat

®7  Eksitotoksisitenin, HH’nin

fragmanlar1 yaratarak, kaspazlar i¢in bir substrattir
patojenezinde rol oynadigi ileri siirilmiistir. HH’de kayip olan projeksiyon
noronlar1, korteksden glutamat-salgilayan noronlarla sinir sistemine baglanirlar ve
sican striatumu i¢inde glutamat reseptdr agonistlerinin uygulanmasi iizerine selektif
olarak dejenere olurlar®®. Erken evre HH hasta beyinlerinin post mortem analizi,
NMDA reseptor agonisti, kuinolinik asit ve HH’de bir endojen eksitotoksin olarak
davranabilecegini ileri siirerek kuinolinik asidin onciilii 3-hidroksi-kinurenin’in
artmig seviyelerini gésterir(sg). Bunun yanisira, mutant huntingtin’in ekspresyonu,
azalmis glutamat alimi, glutamat reseptdrlerinin  bozulmus trafigi  ve
fonksiyonlugunun dahil oldugu, glutamat morotransmisyonundaki bozulmalarla
iliskilidir®?. Huntingtin’de farkli mutasyonlar1 gosteren transjenik farelerden
kiiltiirlenmis projektdr noronlarinin, eksitotoksik hasara daha duyarli oldugu ileri

(61)

stiriilirken™”, in vivo deneyler celiskili sonuglar ortaya koymustur(ez). HH

hastalarinda mutant huntingtin ekspresyonu ve eksitotoksisite arasinda dogrudan bir

iliski oldugu gosterilmemistir. Otofaji, huntingtin ile stimiile olurken, bunun OHO ile

®3) " paradoksal olarak, belirli huntingtin

(64)

iligskili olup olmadigi bilinmemektedir

mutant formlar1 noronlari hiicre 6limiinden korurlar

Amyotrofik Lateral Skleroz

ALS spinal kord, motor korteks ve beyin sapindaki motor ndronlarinin
norodejeneratif bozuklugudur. Eksitotoksisite tarafindan takip edilen artmis glutamat
seviyeleri, ALS’de meydana gelen olasi bir patolojik olay olarak gdsterilmistir®.
ALS hastalarinin postmortem beyinlerinden elde edilen motor korteksde, artmis
glutamat alim1 ve glutamat tasiyict EAAT2’nin kaybi gézlemlenmistir@s). Benzer
olarak, ALS’nin transjenik fare modellerinin spinal kordunda, ekstraseliiler glutamat
seviyelerindeki bir artisa ek olarak, EAAT2’de bir azalma da bulunmustur®. Bu

durum, motor néron dejenerasyonuna giden yolakta yaygin bir bilesen olan glutamat
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iletim bozuklulugunu gosterir. ALS’de, EATT2 kaybina neden olan molekiiler
mekanizmalar heniiz anlagilmamistir. EATT2 mRNA’nin seviyelerinin degismemesi,
EATT2 nin azalmasinin translasyon veya post-translasyon seviyelerinde kararsiz bir
durumdan ziyade mRNA’nin azalmis transkripsiyonuna bagli olmadigini gésterir(67).
Sporadik ALS hastalarimin bir alt grubunda, agik dominant negatif Ozelliklerle
beraber aberant bagli formlarin varligi ve anormal EATT2 mRNA diizelmesi
saptandl(ss). Ancak diger arastirmacilar, aberant EAAT?2 transkriptlerinin varlig1 ve
ALS arasinda herhangi bir iliskinin olmadigin1 saptadilar, ¢linkii ayn1 zamanda bu
transkriptler kontrol ve AH oznelerinden elde edilen doku orneklerinde de tespit
edilmistir®. ALS vakasi, aym zamanda oksidatif stres tarafindan da karakterize
edilen norodejeneratif patolojideki glutamat tasiyicilarinin tutulumunu ornekler.

(70), ailevi ALS vakalarimm

Rosen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calisma
yaklasik %20’sinin, gen kodlama Cu?*/Zn?* siiperoksit dizmutazda (SOD1) hatali
duyu (missense) mutasyonlart tasidigini gostermistir. SOD1’deki mutasyonlar
hidroksil radikal veya peroksinitritler gibi zararli antioksidanlarin olusumunu
katalize ederler. Cesitli bulgular SOD1 mutantlar1 ve eksitotoksisite aracili néronal
Oliim arasinda bir iliski oldugunu akla getirmektedir. Transjenik ALS fare ve
siganlarin spinal kordunda EAAT2’nin kaybi bildirildi. Bir Xenopus oocyte
modelinde, insan SODI1 protein ve EATT2’nin mutant formlarinin bazisinin
koekspresyonu tasiyict molekiiliin inaktivasyonuna neden olmusturm). Bu yiizden,
EAAT2’nin inaktivasyonunun ve kaybmnin SOD1 mutasyonunun ozellikleriyle
iliskili olabilmesi muhtemeldir.

Genomik DNA’nin tek-yollu konformasyon polimorfizm analizi kullanilarak,
sporadik ALS ile iliskili EAAT2 geninde bir mutasyon raporlanmistir. Bu mutasyon,
pozisyon 206’da (N206S) serin ile asparjini yer degistirir(72)‘ Ayrica, EAAT2-N206S
mutanti, transport oraninda 6nemli bir diisiise ve normal etkinlikte anlamli dominant
negatif etkiye sahiptir. Transportun azalma orani, mutasyona ugramis tasiyicinin
plazma membranmna azalmis akisiyla iliskilidir. Bunun yani sira, EAAT2-N206S
artmig ters transport kapasitesi gésterir(73). Bu kombine etkiler EAAT2’nin,

noronlarin sinaptik yariginda glutamati siipiirme yetenegini bozar.
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iskemi

Iskemi veya felg beyinde besleyici destek, glukoz ve oksijenin lokalize
azalmasma neden olan, kan akiminin kesilmenin neden oldugu akut bir durumdur.
Noronlar ATP iiretmek igin glukoz ve oksijenin sabit teminine bagimli oldugu igin,
iskemi sirasinda ATP kayb1 iyon gradiyentlerinin hizli kaybina neden olur. Bu durum
da su alinimina, hiicre sismesine, lizise ve hiicre 6liimiine yol agar.

Iskemi, akut ndronal hiicre 6liimii ve ilk travmadan giinler sonra meydana
gelen geg Sliimle karakterizedir"®. Hiicre 8liimiiniin ilk faz1 nekrotik iken ge¢ 8liim
apoptotiktir. Iskemik ¢ekirdekteki ndronal hiicre 6liimii nekrotik olma egilimindedir,
penumbra bolgesinde ise apoptotiktir, bu durum travmanin ciddiyetini hiicre
6limiiniin mekanizmasinin belirledigini gésterir(74). Hiicre 6liimiiniin her iki faz1 da
NMDA reseptorlerinin antagonizmasi yoluyla bloke edilebilirf™. Bu hiicre 6liimii
eksitotoksiktir ve bu yiizden indiiklenmis nekroz ve apoptozun biitiinliigii agisindan
ayni Ozellikleri paylasir. Beclin 1’in upregiilasyonu iskemik penumbrada otofajik
belirteg, iskemik noronlardaki vakuolik yapilara LC3’{in hiicre i¢i yeniden dagilimi

(76)

ile birlikte gézlemlenir'™. Bu durum iskemi sirasinda otofajinin indiiklendigini

gosterir. Ama otofajik hiicre 6liimii kesin olarak gosterilememistir.
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2.3 NOROPROTEKTIF iLACLAR
Hiicre Dejenerasyonuna Karsi Protektif Ajanlar

Memantin

Alzheimer hastalig1 olan vakalarda, f-amiloid plaklar néronal yolaklarin zarar
verici aralari olarak bilinirler, ama bu vakalarda hipokampal N-metil-D-aspartat

(7 Glutamat

(NMDA)-tip glutamat reseptorlerinde anlamli bir azalma vardir
reseptOrlerinin sabit aktivasyonu, gozlemlenen noronal hasara bir miktar katkida
bulunabilirler. AH vakalarinin noéronlari, yetersiz metabolizmay1r ve enerjinin

azalmasini ag:1k1ar<78)

ve her iki aktivite depolarizasyonun korunmast ve hiicre dis1
glutamatin saglanmasi i¢in gereklidir, bunu daha fazla depolarizasyona sebep olarak
gerceklestirirler’. Sabit depolarizasyon, NMDA reseptorlerini bloklayan ve hiicre
ici Na" ve Ca?"’min miktarlarim artiran Mg2+’y1 serbest birakir. Bu iyonlarin
saglanmasi fonksiyonel bozulmaya ve bunu takiben de néronal $liime neden olur®?.

Memantin [3, 5-dimetiltrisiklo [3.3.1.1%"]dekan-1-amin] kompetitif olmayan
bir NMDA antagonisti olup AH’nin tedavisi igin arastirilmaktadir. Miguel-Hidalgo
ve arkadagslari, sicanlarda memantinin siirekli infiizyonunun, hipokampusun CA1 alt
alaninin néronlarinin, B-amiloid (1-40) [AP(1-40)] indiikklenmis dejenerasyondan
korundugunu gt')stermislerdir(gl). Bu durum B-amiloid tarafindan indiiklenmis NMDA
reseptOrlerinin agir1 aktivasyonuna karsi memantin’in antagonistik etkilerinden
kaynaklanir. Aktivasyon, AB’nin direkt toksik etkilerinden kaynaklanan hiicre dis1
glutamatin takviyesini takip edebilir.

AH  vakalarindaki  noronal  dejenerasyon, inflamasyondan  da
kaynaklanabilir(sz). Beyin i¢indeki inflamatuvar molekiiller, daha sonraki ndronal
oliimle sonucglanan hiicre dis1 glutamat seviyelerinde artig1 stimiile edebilirler® ve
boylece noroinflamasyondan kaynaklanan noronal hasari azaltabilirler. Willard ve
arkadaglari, memantinin bazal Onbeyin ndronlarinda noronal hasari azalttigini

géstermislerdir(84)

. Bu calismada, hasarin lipopolisakkarit tarafindan indiiklenen
inflamasyondan kaynaklandig1 goriilmistiir. Miguel-Hidago ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir calismada, gliyal fibriler asidik protein (GFAP) ve EDI i¢in

immiinoreaktiviteyi diisiirmede, memantin’in rolii fark edilmigtir(&).
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Gliyal hiicreler herhangi bir norolojik hasarin erken cevap vericilerdir®
Hasara astrositlerin reaksiyonu, astrositler i¢in 6zgilin bir belirte¢ olan, GFAP nin

@) Bu astrositler

asir1  ekspresyonuyla karakterize edilen, reaktif gliyozistir
noronlarin canli kalmasina yardim ederler ve uygun ndronal ¢alisma i¢in gerekli olan

iyonik ¢evrenin diizenlenmesinde gérev alirlar®”,

Insiilin-benzeri biiyiime faktorii (IGF)-1

(HIV)-1 infeksiyonu vakalarinda, HIV iliskili demans gibi SSS hastaliklar1
AIDS vakalarmin en azindan iicte ikisinde siklikla goriiliir. Norolojik hasar genelde
hastaligin gidisatinda ge¢ ortaya ciktigindan, HIV enfekte hiicrelerin norolojik varlig
noronal hiicre fonksiyon bozuklugu ve daha sonraki Oliimiin tek nedeni
olmayabilirler. Bu norolojik hasar, gp120 ve Tat gibi viral proteinlere maruziyetinden
sonra makrofajlar/mikrogliyadan salinan inflamatuvar tiimor nekroz faktorii (TNF)-a
gibi birka¢ farkli sitokine bagli olabilir. Bu sitokinler, ayrica beyin dokusundaki

metabolizmay1 bozabilirler®

. TNF-o. mRNA ve proteinin ekspresyonu, HIV
tarafindan indiiklenen ndrolojik  bozukluklarda daha yiliksek seviyelerde
saptanmistir®. Tiikenme sendromu olan HIV vakalarinda ve gelisme geriligi olan
¢ocuklarda, IGF-I serum seviyelerinin diisiik oldugu gosterilmistir®®.

Cok fonksiyonlu tirozin kinaz olan IGF-I reseptorii ¢ok sayida hiicre tipinde
aktiftir ve degisik rollere sahiptir. Onun sinyali, néronlari iskemiden kaynaklanan
yaralanmalardan korur. Ayni1 zamanda, serebellar graniil noronlarindaki diisiik K*
seviyeleri ile indiiklenen apoptozu inhibe eder. Ayrica, beyin tiimor hiicre ¢izgilerini,
ankoraj-bagimsiz kiiltiir kosullari tarafindan neden olunan apoptozdan koruyabilir.
Wang ve arkadaslari, HIV-enfekte makrofajlardan olusturulan ortama maruziyetten
sonra, farklilasmis néronlarin daha sonraki akibetiyle birlikte hem TNF-a hem de
IGF-I'nin katkilarmi incelediler®?, Sonuglar; IGF-I stimiilasyonu olmaksizin, TNF-
a’nin HIV-enfekte makrofajlardan sartlandirilan ortamla temastan kaynaklanan
hasara katkida bulundugunu gosterdi. Ancak IGF-1 tedavisi, kosullandirilan
noronlar;, HIV/ICM ve TNF-a tarafindan verilen hasardan korur. IGF-1, IGF-I
reseptoriinden elde edilen anti-apoptotik molekiillerin aktive edilmesinde noronlara

olanak saglar®?.
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izofloran

Izofloran  [2-kloro-2-(diflorometoksi)-1, 1, 1-trifloroetan]  &zellikle
ndroanestezi icin, siklikla kullanilan volatil bir anestetikdir. Iskemi tarafindan
indiiklenen ndronal hasar1 azalttigi bulunmustur(gs). Popovic ve arkadaglari, simiile
edilmis iskemiden kaynaklanan hipokampal dilimlerdeki néronal liimiin esas olarak
glutamat reseptdr aktivasyonundan dolayr oldugunu gdstermislerdir®. Sodyum
pentotal, izofloran, MK-801, bir NMDA reseptor antagonisti ve hafif hipoterminin
hepsi benzer verimlilikle hiicre oliimiinii engellerler. izofloran durumunda
mekanizma, azalmis glutamat toksisitesini igerir. Kawaguchi ve arkadaslari ise,
izofloranin fokal iskemiden kaynaklanan serebral infarktiisii azalttigini ama
korumadigini ileri siirmiislerdir®?.

Li ve arkadaglar1 yapmis olduklart bir ¢alismada, izofloranin, a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propiyonik asit (AMPA) enjeksiyonundan once ve bes
saat sonra izofloranin degisen konsantrasyonlariyla (%1-3) sicanlar1 tedavi ederek
sican serebral korteksine in vivo AMPA enjeksiyonundan kaynaklanan néronal
nekrozun enfartiis boyutunu azaltabilecegini gt')sterdiler(%). Bu calisma, AMPA
dozuna bagil olarak farkli zamanlarda uygulanan izofloranin, ndroprotektif olarak
kaldigin1 ve bu etkilerin zamana bagli oldugunu ancak doza bagli olmadigini ortaya
gosterdi. Olasi etki mekanizmalari, azalmig koyu renkli hiicre dejenerasyonu ve
Purkinje ndronlarindaki 6demli hasardur.

Anestetiklerin  kesin noroprotektif mekanizmalar1 bilinmezken, volatil
anestetiklerin eksitotoksik hasar1 inhibe edebilecekleri ve iskemi tarafindan
indiiklenen noronal hasar1 azaltabilecekleri hakkinda bulgular vardir®. Bu durum,
eger hiicre dis1 konsantrasyonlar1 mikromolar seviyeye ulasirsa eksitotoksik ndronal
yaralanmaya neden olabilecek eksitator norotransmitter glutamatdaki etkilerinden
kaynaklanir. Tanimlanan glutamat reseptorlerinin baslica ¢ familyasinin,
AMPA /kainit ve NMDA reseptorleri glutamat norotoksisitesine aracilik edebilir ve
metabotropik reseptorleri glutamat norotoksisitesini diizenleyebilir. Hiicre dis1
glutamat seviyelerindeki artis, iskemi tarafindan indiiklenebilir. Glutamat
reseptOrlerinin asir1 stimiilasyonu, NMDA-reseptor aracilik edici hiicre 6liimiiniin
primer mekanizmasi olan ddemli nekrozla sonuglanan néronlarda Ca®* birikmesini

meydana getirir.
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Dopaminerjik Koruyucu Ajanlar

Parkinson hastalig1 dopamin eksikligine sebep olan, dopaminerjik néronlarin
dejenerasyonunun sonucu meydana gelen bir hastaliktir. Ama dopamin replasmani
norodejenerasyonu durdurmaz. PH, MPTP [1-metil-4-fenil-1,2, 3, 6-tetrahidropridin]
ile indiiklenebilir®. Monoamin oksidaz (MAO)-B ile nérotoksik bilesik MPP"ya
[1-metil-4-fenilpridinyum] metabolize edilir. Dopaminerjik ndronal hiicrelerin
mitokondrisinde bu toksik metabolitin takviyesi elektron transport zincirinin
nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) dehidrojenazinin (kompleks 1)
inhibisyonuna neden olur. lave olarak, siirekli vaskiiler endotel hiicre tabakasi olan
kan beyin bariyeri (KBB) fiziksel olarak yiik, ¢oziiniirliik, spesifik tasima sistemleri
ve molekiiler boyuta istinaden c¢ok sayida molekiilin beyine ge¢mesini veya
beyinden ¢ikmasini engeller. Bu hiicreler serebral kapillerin i¢inde yerlesik olduklari
zaman, diger dokularda transvaskiiler tastyici sistemleri olduklarina inanilan

pinositotik vezikiillerden yoksun kalirlar®”.

ONO-2506

Arastirmalar, astrositlerin noronlarin mikro c¢evrelerinin homeostazisinin
devaminda yardimci olduklarini géstermistir(98). MPTP’nin sebep oldugu
dopaminerjik norotoksisitedeki rolleri tam olarak anlasilmamistir. ONO-2506’nin bu
astrositleri modiile ettigi bulunmustur ve bu ndroproteksiyonun hedefi olabilecegini

) Kato ve arkadaslari, yaptiklar1 bir ¢alismayla ONO-2506"nin

gosterir
noroprotektif etkilerini belirlemeyi amagcladilar’®. Kato ve arkadaslar yaptiklari
baska bir ¢alismada, MPTP’ye maruz kalan farelerde, ONO-2506’nin 3 giin sonra
striatumda, dopamin ve onun metaboliti DOPAC’n [3, 4-dihidroksifenilasetik asit]
azaldigin1 ve bir hafta sonra substantia nigrada igerilen dopaminerjik ndronlarin
kaybini engelledigini gésterdiler(m). Ayni zamanda, MPTP dozundan sonra saatlerce
devam eden terapdtik bir etki belirlenmistir®™”. Ancak bu etki MPTP’nin
metabolizmasi sirasinda aktif degildir, daha sonra astrositler aktiflestigi zaman

aktiftir. Bu sekilde, ONO-2506, astrosit diizenlemesinin Parkinson hastaliginin

tedavisinde yeni bir tedavi oldugunu kanitlayabilir.
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Polifenoller

Dogal bitki tiirlerinden ¢ok sayida faydali ilag elde edilmistir veya bunlarin
sentetik tiirevlerin hazirlanmasi icin kursun bilesikleri kullanilmaktadir. Pan ve
arkadaglar1, yesil caydan elde edilen polifenollerin dopamin transporter (DAT)
yoluyla [*H]-dopaminin geri alimini inhibe ettigini géstermislerdir(loz). Bu etki ayni1
zamanda MPP" alimmin blokaji ile sonuglanir ve bdylece dopaminerjik noronlari

korur.

Sodyum Salisilat ve Aspirin

Arastirmalar, Parkinson hastaliginda NO seviyeleri kadar siklooksijenaz
(COX) etkinliginin de arttigini gt')stermistir(log). Inflamasyonun dopamin néronlarina
zarar vermede katkisi bulundugu bildirilmistir. Sairam ve arkadaglari, anti
inflamatuvar ajan olan sodyum salisilatin (SA) noroprotektif etkisinin de oldugunu
saptamslardir®®. Bu etkisi COX inhibisyonuna degil antioksidan etkisine baglidir.
Diger calismalar, SA’nin, glutamat tarafindan indiiklenen ve hidroksil radikalinin
(-OH) neden oldugu noronal dejenerasyondan korudugunu géstermistir(mS).

Aspirin, [O-asetilsalisilik asit], serbest radikalleri temizleyerek A-9-
tetrahidrokannabinol (9-THC)- indiiklenmis hipokampal noéron toksisitesini geri
g:evirebilir(loe). Ayrica, glutamat salinimi aspirin tarafindan inhibe edilir. Bu COX
yolaginin inhibe edilmesine ek olarak diger etki mekanizmasiyla beyin ATP
seviyelerinde artisa neden olur. Castillo ve arkadaglari, inme bulgularinin
baslangicinda verilen diisiik doz aspirinin serebrospinal sivida (CSF) glutamat
konsantrasyonlarinda azalmaya neden oldugunu saptamlslardlr(lm). Daha yiiksek
dozlarda, hem aspirin hem de SA, noroprotektif etkiye sahip olan niikleer faktor
(NF)-xB aktivasyonunu inhibe ederler. Ama nonsteroid anti inflamatuvar ilaglarin
(NSAII) hepsi noroprotektif etkiye sahip degildir ve SA, COX aktivitesini

engellemez.
Retinal Koruyucular

Brimonidin

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

hipertansiyonun tedavisinde kullanilan bir a2-adrenoseptor agonistidir. Klonidin ve
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ksilazin gibi diger a2-agonistlerine benzer sekilde, gozde a2 reseptdrlerine baglanir,
bu durum fotoreseptorlerine 1sikla indiiklenmis zarardan noroproteksiyon saglar.
Ayni zamanda, brimonidinin sigan optik sinirine Ol¢iilii bir yaralanmadan sonra
retinal gangliyon hiicrenin (RGC) sag kalma sansini artirdigi bulunmustur™®. o2-
agonistleri: 1) optik sinir ezilme yaralama modelinden ve intraokiiler basingta (IOB)
episkleral ven fotokoagiilasyon tarafindan indiiklenen artislardan sonra
RGC’lerde™®), 2) retinal iskemi ile indiikklenen IOB’nin gegici artisindan sonra ig
cekirdek yiizeyinin néronlarinda™?, 3) oftalmik damarlarin selektif ligatiiriinden
kaynaklanan retinal iskemiden sonra hem RGC’lerde hem de noronlarda
néroprotektif etkiyi ortaya koyar'?.

Agonistlerin muhtemel etki mekanizmalari, bir fibroblast biiyiime faktori

olan BFGF’nin retina igerisinde endojen upregiilasyonu ve eksitatér amino asitlerin

intra okiiler olarak saliminin azalmasidir.

Timolol

Timolol [S-(-)-1-(t-biitilam,no)-3-[(4-morfolino-1, 2, 5-tiyadiazol-3-il)oksi]-
2-propanol] selektif olmayan bir B-adrenoseptor antagonistidir. Uzun zamandir
antihipertansif olarak kullanilmaktadir. Oftalmik etkileri optik-disk cukurlugu,
azalmig retinal kalinlig1 ve gérme alani kaybinin ilerlemesinin engellenmesini igerir.
Timolol’un IOB’nin azaltilmasinda dogrudan veya dolayli noroproteksiyon sagladigi
kesin degildir.

Betaksolol ve nipradilol gibi diger [-adrenoseptor antagonistlerinin
noroprotektif etkileri vardir ve retinal hasar1 azaltirlar. Goto ve arkadaglari, timololun
L-tipi Ca®* kanallar, K* kanallar, Na* kanallar1 ve y-aminobiitirik asit A reseptorleri
(GABA,) igin bir miktar afinitesi oldugunu bulmuslardlr(m). Ca®* kanallarinin
retinadaki iskemik néronal hasarin olusmasinda rolii vardir. L-tip Ca’®* kanallarinin
bloklanmasi, iskemik zedelenmede retinal néronlarin duyarliligim azaltr™®). GABA
A reseptdrii gibi K ve Na* kanallar1 da retinada ve beyinde ndronal hasarin primer

mekanizmalart ile baglantllldlr(114).

MCI-9042

Norotransmitter serotonin ¢ok sayida reseptor alt tipiyle birlikte (5-HT)
anksiyete, anjina ve diger pek ¢ok hastalikta rol oynar. 5-HT tavsanlarda IOB’yi
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artirabilir veya azaltabilir**®. Erken caligmalarda 5-HT reseptorlerinin bir sinifi olan
5-HT, antagonistlerinin noroprotektif etkileri gosterilirken, MCI-9042 retinada
etkileri gosterilen ilk 5-HT,-selektif antagonistidir™'®. Inoue-Matsuhisa ve
arkadaglari MCI-9042°nin metaboliti olan M-1’in glutamat ile indiiklenen

(117)

norotoksisitede potent etkisi oldugunu gostermislerdir™ . Ana bilesik, iskemi-

reperfiizyon sonrasi i¢ retinal degisiklikleri 6nemli 6l¢iide azaltir.

Kalsinérin Inhibitérii: Siklosporin A

Immiinsiipresan olarak kullanilan siklosporin A’nin (CsA) si¢an transituvar
orta serebral arter okliizyonunda klinik etkinlige sahip oldugu gosterilmistir™®.
Butcher ve arkadaslari, rejyonel olarak enjekte edilen endotelin ile indiiklenen sigan
fokal iskemi vakalarinda CsA’nin ndroprotektif etkisini gt')stermislerdir(llg). Sigan
genel iskemili model kullaniminda, CsA’nin CA1l gecikmis néronal 6liimii 6nemli

(120 CsA kan beyin bariyerini iyi gecemez, bu durum

Olclide azalttigi bulundu
néroproteksiyonda kullaniminda énemli bir sorundur. immiinsiipresan olarak, CsA
kalsindrin blokaji yoluyla T-hiicre aktivasyonunu inhibe eder. Kalsinorin Bcl-2
proteinleri familyasinin pro-apoptotik iiyesi olan BAD nin defosforilasyonu ile hiicre
Olimiinii indiikleyebilir. CsA’nin noroprotektif etkisine mitokondriyal permeabilite
transisyon deliklerini inhibe etmesi kadar kalsindrin aktivasyonunu bloklamasi da

katkida bulunabilir.
Antioksidanlar

Melatonin

Melatonin’in [ N-asetil-5-metoksitriptamin] viicut igerisinde ¢ok sayida
protektif rolii oldugu bulunmustur. Oksidatif norotoksisiteyi azaltirken, singlet
oksijen (O-), peroksil radikali (O,) ve hidroksil radikali (-OH) gibi serbest
radikalleri temizler. Ayrica, siiperoksit anyon radikali (O,-") ve nitrik oksitden (NO)
iiretilen ve oOnciiliinden veya ilgili peroksinitroz asitten (OONOH) daha reaktif ve
gii¢lii olan peroksinitrit anyonunu (OONQO") soniimler. Niikleik asitler ve proteinler
gibi makromolekiiller melatoninin farmakolojik etkileriyle oksidatif hasardan
korunurlar. Melatonin’in, iki molekiil O;-“den H,O, ve O; iireten siiperoksit

dismutaz ve glutatiyon peroksidazi (GSH-Px) stimiile ettigi bulunmustur®.
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Nikotin

Sigara igmenin toksisitesi hakkindaki biitiin arastirmalarin yani sira,
bagimlilik yapan bilesik nikotin [(+)-1-metil-2-(3-piridil)pirolidin] baz1 durumlarda
SSS’de noroprotektif etkilere sahiptir. Kemirgenlere uygulanan nikotin, post-sinaptik
dopamin reseptdr aktivasyonuyla sonuglanan presinaptik dopamin salinimini stimiile
eder™. By yiizden nikotin Parkinson hastaliginin tedavisinde terapdtik etkilere
sahip olabilir ve transdermal ve oral nikotinin Parkinson hastaligina bagli bulgulari

(123)

diizelttigi gosterilmistir~=~. Parain ve arkadaslari, nikotinin MPTP tarafindan

indiiklenen dejenerasyona kars1 fare dopamin ndronlarina kismi koruma sagladigini

bulmuslardir™

. Alzheimer hastalif1 tedavisinde, nikotinin bilissel performansi
artirdigi bulunmustur(lZS). Baska calismalarda, nikotinin ana metaboliti nornikotin ve

nikotindeki kotininin biligsel ve ndroprotektif etkileri gosterilmistir.

Asetilkolin

Alzheimer hastalig1 olan vakalarda, -amiloid proteini, teorik olarak ndronal
hiicrelerin  igine Ca®* girisini ve serbest radikallerin dretimini artirarak
norotoksisiteye neden olur. Kolinerjik néronlarin degradasyonu, bir ndrotransmitter
olmasina ragmen, antioksidan 6zelliklere sahip oldugu varsayilan asetilkolinin (ACh)
onemli derecede seviyelerinin azalmasina neden olur. Pillay ve arkadaslar
asetilkolinin CN" tarafindan indiiklenen serbest radikallerin {iretilmesine karsi

(128)  Serbest radikallerin diizeyleri,

noroproteksiyon sagladigini belirlemislerdir
asetilkolinesteraz (AChaz) tarafindan, ACh metabolize edilirken bile ACh tarafindan
azalttlir™®®. Bir AChaz inhibitorii metabolizmay1 engellerken, ayni zamanda serbest
radikalleri de temizleyebilir. Bu gbézlem, azalmis ACh seviyelerinin serbest radikal

hasarma beyinin duyarliligindaki artis1 agiklayabilir.

Huperzin A

Huperzia serrata’dan Lycopodium alkaloidi olan Huperzin A geri
dondiiriilebilir bir AChaz inhibitdriidiir. Huperzin A’nin, toksisiteye aract olan AB25-
35 tarafindan indiiklenen ROS seviyelerinde azalmaya neden oldugu
bulunmusgtur®?”, Huperzin A, NMDA reseptor antagonizmasi, anti-AChaz etkinligi

ve antiiskemik yaralanmadaki diger etkileri araciligiyla antiapoptotik olabilir®?®).
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Huperzin A’nin ayrica, apoptozda onemli rolleri olan sistein proteazlari ailesinin
tiyesi olan kaspaz-3’ii inhibe ettigi bulunmustur®?”, Kaspaz-3 noronal yaralanmay1

takip eden ndronal hiicre 6liimiinden sorumlu olabilir.

a-Tokoferol

Tokoferollerin ve tokotrienollerin bir grubu ortaklasa olarak vitamin E olarak
bilinirler. Sano ve arkadaslarinin yaptigi klinik bir calismada E vitamini
verilmesinden  sonra  Alzheimer hastaliinin  ilerlemesinin  yavasladigini
gosterilmistir®®. Baska bir arastirmada da a-tokoferoliin parakuat [1, 1°-dimetil-4,
4’-bipridinyum dikloriir] tarafindan verilen O, ile indiiklenen sitotoksisiteyi

onledigi bulundu™?.

H,O, tarafindan yapimi artirilan -OH sitotoksisitesi ise
etkilenmedi. o-Tokoferol ayrica NO’nin sitotoksisitesini de inhibe etti. NO’nin
norotoksisitesi, Oy~ ile reaksiyonu ile olusan ONOO“den kaynaklanir. Bu yiizden,

noroproteksiyon O;-~ seviyelerindeki azalma ile saglanir.

WR-2721

WR-2721  [2-[(3-aminopropil)aminoetanetiyol]-dihidrojenfosfat  (ester)]
niikleer saldir1 durumunda zarar verici ROS’larin konsantrasyonlarini azaltmak igin
radyoprotektant olarak gelistirildi. On ilag olan WR-2721’in defosforilasyonu WR-
1065 tretir. Dokular i¢inde, H iyonlarimi verir ve bdylece onu disiilfide oksidize eder
ve oksidan tirlerine indirger. Yapilan bir ¢alismada, WR-2721’nin
radyoproteksiyonunun kan beyin bariyerini gecemedigi i¢in iyi olmadigim

gosteri Imistir*)

(132)

. Bagka bir caligmada ise, siganlarda noroproteksiyon bulgusu
saptandi™”. Ayrica, serbest radikallerin asir1 iretiminden kaynaklanan zarari
siirlayarak, radyasyon tarafindan indiiklenen motor ve morfolojik anormalliklerin

kismen onlendigi de gésterildi(l33).

Quercetin Flavonoidleri

Opuntia ficus-indica var. Saboten tiiriinden ii¢ flavonoidin, fare kortikal
kiiltiirlerinde serbest radikaller tarafindan indiiklenen néronal hasar1 inhibe ettikleri
bulundu®™*. Bitkinin geleneksel kullanimi diyabet, 6dem, yaralanmalar, bronsiyel
astim ve diger rahatsizliklar igerir. Bitkinin ekstrelerinden ve kokiinden elde edilen

10 bilesen tanimlandi. Ug aktif bilesen quercetin, (+)-dihidroquercetin ve quercetin
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3- metil eterdir. Bu ii¢ bilesenin antioksidan oldugu ve quercetin 3-metil eter
kiiltiirlenmis sigan kortikal hiicrelerinde H,O, veya ksantin (X)/ ksantin oksidaz
(XO) tarafindan indiiklenen oksidatif hasara karsi en potent ndéroprotektan oldugu

gésterilmistir(l35).

Uncaria Alkaloidleri

Uncaria sinensis (Oliv.) Havil.’den izole edilen ¢ok sayida oksindol alkaloidi
vazodilatif etkiye, Ca**-kanal-bloker aktivitesine ve glutamat tarafindan indiiklenen
konviilsiyon etkiye sahiptir. Corynoxiene, isocorynoxiene, rhynchophylline ve
isorhynchophylline oksindol alkaloidleridir. Geissoschizine metil eter, hirsuetine ve
hirsutine indol alkaloidleridir. Shimada ve arkadaslari, hirsuetine ve hirsutin indol
alkaloidlerinin ve isocorynoxiene, rhynchophylline ve isorhynchophylline oksindol
alkaloidlerinin noronlar1 glutamat tarafindan indiiklenen 6limden korumada etkin

(136)

oldugunu gosterdiler Bu alkaloidlerin hiicrelere Ca®* enflaksim1 inhibe

etmelerinin, onlarin etki mekanizmalarina bagli oldugu diigiiniilmektedir.

Kabergolin

Parkinson hastaligi tedavisinde, potansiyel olarak norotoksik olan levodopa
halen en etkili semptomatik tedavidir. Dopamin D, (DA D;) reseptdr agonistleri,
levodopa tarafindan indiiklenen norotoksik etkileri engellemek ve bulgular
diizeltmek i¢in klinik kullanima girmistir. Oral DA agonistlerinin biiyiikk kismi, ¢ok
kisa etki siireleri nedeniyle ihtiyag duyulan siirekli dopaminerjik stimiilasyonu
saglamakta yetersizdirler. Kabergolin [N-[3-(dimetilamino)propil]-N-
[(etilamino)karbo-nil]-6-(2-propenil)-(83)-ergolin-8-karboksamid]  potent,  uzun
stireli DA D, agonist etkileri olan ergolin tiirevidir. Kabergolinin yar1 émrii 63-68
saattir ve bu tek bagina veya levodopa ile kombinasyonda, Parkinson hastaliginda
tedavi etkinligini artirr™”. Noronlarin oksidatif stresten korunmasi Parkinson
hastaliginda o6nemlidir. Clinkii zarar verici serbest radikaller nigrostriatal
dopaminerjik nérodejenerasyonunun muhtemel 6nemli mekanizmasidir™®.

Lombardi ve arkadaslari, kabergolinin, t-BuOOH tarafindan indiiklenen
oksidatif strese maruz kalan SH-SY5Y insan ndroblastom hiicrelerinin korunmasini

(139)‘ in

sagladigim1 belirlemislerdir vivo etkinligin oksidan hasarin azalmasi (lipid

peroksidasyon) ve hiicre i¢i glutatyon (GSH) deplesyonu kadar dopaminomimetik
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etkilerden oldugu sonucu cikartilmistir. Finotti ve arkadaslari kabergolinin lipid

(140)

peroksitlerin in vivo bazal seviyelerini azalttigini belirledile . Yoshioka ve

arkadaslar1 kabergolinin hem in vivo hem de in vitro olarak GSH sistemini aktive

ettigini ve serbest radikalleri temizledigini gdstermislerdir®?.

NOS inhibitérii: Spiramin T

Spiramin T Spiraea japonica var. Acuta (Rosaceae)’dan izole edilen bir
atizin-tip diterpenoid alkaloiddir. Bu bitkiler geleneksel Cin tibbinda oksiiriik,
basagrisi, disagrisi ve inflamasyon tedavisinde kullanildigi gibi diiiretik, analjezik ve
detoksikan olarak da kullanilirlar. Li ve arkadaslari, nimodipin gibi spiramin T’nin
de oksijen radikallerinin {retiminin azaltilmasi veya silinmesinin artmasi ile
sonuglarak, bazi Ca®" kanallarimi blokladigini belirlemislerdir®?. Ama nimodipin
serebrovaskiiler sistem igin periferikvaskiiler sistemden daha spesifiktir. Daha sonra
yapilan bir c¢alismada, Li ve arkadaglari spiramin T’nin etkinliginin, bir H,O;
stiptiriiciisii olan glutatyon peroksidazin (GSH-PX) etkinliginin artmasina bagh

@43 Hem spiramin T hem de nimodipin néronal Ca®'

oldugunu belirlemislerdir
seviyelerini azaltarak nitrik oksidaz (NOS) aktivitesini inhibe ederler. Ama spiramin
T, NOS’un ¢ok daha giiclii bir inhibitoriidiir. Spiramin T’nin ndroprotektif etkileri,

NOS etkinligini azaltirken GSH-PX etkinligindeki artigtan kaynaklanir.

a-1 Modiilatorii: Dekstrometorfan

Dekstrometorfan (DM) [(+)-3-metoksi-17-metilmorfinan] opioid olmayan bir
Okstiriik baskilayicist olarak tasarlanmis ve senelerdir bu amagla kullanilmaktadir.
DM ve onun major metaboliti dekstrofanin (DX) her ikisi de o-1 bolgesine
baglanirlar. DM, kainik asit (KA) ve BAY k-8644 (L-tip Ca®* kanal blokeri)
tarafindan indiiklenen ndbetlerin engellenmesinde DX’den daha etkindir™?. Bazi ¢
bolgeleri presinaptik olarak dopamin terminalinde yerlesiktir. Arastirmalar, DM’nin
o-1 bolgesine DX’den 2-5 kat daha fazla afinite ile baglandigini ve en azindan bir
yiiksek afinite baglanma bolgesinin 6-1’¢ 6zdes oldugunu gostermistir. Bu durum
DM’nin bulunma problemlerine neden olur®®. Bu yiiksek afinite DM bdlgeleri,
siklikla. NMDA reseptor katyon kanal kompleksinin aktive olmasiyla iliskili olan
yiiksek afinite DX bolgelerinden farkhidir. Kim ve arkadaglari, DX’in, DM’nin

antikonviilzif/noroprotektif etkileri i¢cin gerekli olmadigini géstermiglerdir(l46).
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Ayrica DM’nin KA tarafindan indiiklenen noérotoksisiteyi, o-1 bolgesini modiile
ederek engelledigi belirlenmistir. Bu durum, DM’nin bazi nébetlerin olugsmasini

engelleyebilecegini gosterir.

AMPA Antagonisti: YM872

Glinlimiizde, iskemik inme tedavisinde kullanilan mevcut tek ilag, 527 amino
asit proteini olan trombolitik doku plazminojen aktivatoriidiir (t-PA). t-PA’nin
etkinligi NBQX gibi bir AMPA antagonistinin ilavesi ile artirilabilir. Yakin tarihte
gelistirilen ikinci jenerasyon AMPA antagonisti, YM872 [(2, 3-diokso-7-(1H-
imidazol-1-il)-6-nitro-1, 2, 3, 4-tetrahidrokuinoksalin-1-il)asetik asit) reseptor
seciciligi, potansi ve su ¢Oziiniirligii gosterir, norotoksik degildir ve ndronlar igine
AMPA tarafindan indiiklenen Ca** enflaksinin inhibisyonu 1ile etki gosterir.
YMS872’nin serebral enfarktiislii modellerde ndoroprotektif etkileri oldugu
gosterilmistir™"”. YM872 iskemik inmenin akut fazinda etki gosterir ve bu yiizden t-

PA ile beraber uygulandiginda daha potenttir.

Ca’" Kanal Blokeri: Vinkonat

Catharansus rosea’dan izole edilen vinka alkaloidlerinin ndrolojik
semptomlarda ve serebral dolasimda etkileri vardir. Vinkristin ve vinblastin bazi
kemoterapi protokollerinde kullanilmaktadir. Vinkonat serebral metabolizmay1
diizenlemek i¢in gelistirilmis bir vinka tlirevidir. Araki ve arkadaglari, vinkonat’in
kan beyin bariyerini kolaylikla gectigini ve hipokampusa ulastigini
belirlemislerdir®®. iskemik néronal hasarda protektif etki gostererek hipokampal
CA1l noronlarinda dogrudan etki gosterebilir. Anormal Ca®" birikmesini azaltir,
béylece Ca®" kanal inhibitor etkilerini gosterir. Arastirmalar, vinkonat’in dopaminin
anormal metabolizmasindan  kaynaklanan serbest radikallerin olusumunu

engelleyerek lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini gdstermistir™,

Ostrojen: Ostradiol-17p

En giiglii disi cinsiyet hormonu 6stradiol-17p [(17pB)-estra-1, 3, 5(10)-trien-3,
17-diol] ¢ok sayida etkinlige sahiptir. Bunlardan birisi beyindeki aminerjik

baglantilarin gelisimidir. Rao ve Kolsch’liin gézden gegirmesi ostradiol-173’nin
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noroprotektif ozelliklerini ve reseptorleri ve tasiyicilari etkileyerek sizofrenideki

etkilerini igermektedir(lso).

Glikoprotein (GP) 11B/I11A Antagonistleri: Absiksimab ve Tirofiban

Aktive edilmis GP IIb/Illa reseptorleri fibrinojen araciligi ile trombosit
agregasyonunu kolaylastirir. Tirofiban gibi antagonistler azalmis mikrotrombiisten
kaynaklanan enfarkt boyutunu azaltirlar. Insan/fare rekombinant monoklonal
antikorunun, kimerik Fab fragmani olan absiksimabin da, akut inme tedavisinde
etkili oldugu klinik bir calismada gosterilmistir™". Tirofiban kullanilabilir bir ajan
olmasina ragmen ¢ok kisa yarilanma omriine (yaklasik 2 saat) sahiptir. Yapilan bir
calismada, tirofiban’in enfarktin igine gegerek iskemik beyin dokusunu korudugu

gésterilmistir(l52).

Diger Noroprotektif Ajanlar

Mescengricin

Mescengricin Streptomyces griseoflavus 2853-SVS4’den izole edilen bir a-
karbolindir. Civciv primer mesensefalik noronlarinda L-glutamat toksisitesini

azalttig gésterilmistir(153).

Staurosporin

Staurosporin, K-252a ve K252b mikrobik orijinli alkaloidlerdir, nérolojik
bliylime faktorlerinin etkilerinin antagonistleri ve inhibitorleridir. Cheng ve
arkadaslari, staurosporin, K-252a ve K252b’nin, siklik niikleotid kinazlari, trozin
kinazlar1 ve protein kinaz C’yi inhibe etmek i¢in ¢ok diisiik olan konsantrasyonlarda,
noronlart glukoz deprivasyon tarafindan indiiklenen hasardan korudugunu
gostermislerdirt*®”. H-7 gibi bilinen protein kinaz C inhibitdrleri, bu proteksiyonu

saglamaz(155).

2- Arasidonoil Gliserol

2- Arasidonoil Gliserol (2-AG), beyinde ve periferde bulunan ve etkileri
kismen bilinen endojen bir kannabinoidtir. CB; kannabinoid reseptérii beyinde, CB;

reseptorleri ise perifer dokularda bulunmaktadir. 2-AG’nin bazi ROT ve TNF-a’nin
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olusumunu engelledigi gbsterilmistir(lss). Panikashvili ve arkadaslari, 2-AG’nin etki
bolgesini arastirdiklari bir ¢alismada, Kannabinoid antagonisti olan SR 1741716A nin
2-AG’nin protektif etkilerini geri ¢evirdigini, bunun hem 2-AG hem de CB;
reseptOriinlin  ndroproteksiyonunda rol alabilecegini belirlediler™®. Ancak, 2-
AG’nin protektif etkisini engellemek i¢in yiiksek doz antagonist gerekmesi nedeniyle

2-AG, CB; reseptoriine baglanmayabilir.
Peptidler

Anneksinler

Norotoksisitede anneksinlerin katilimi ile ndérodejeneratif hastaliklarda rolii

Ca?" ile diizenlenir, hiicre liimii/sagkalimi ise Bcl-2 ile diizenlenir™®,

Aktif Protein C (APC)

APC anti inflamatuvar bir faktor olmasinin yani sira sistemik antikoagiilan
etkinlige de sahiptir. Inmeli, iskemik yaralanmali ve sepsisli hayvan modellerinde,
organ hasarin1 azalttifi gosterilmistir. APC’nin noroprotektif etkileri oldugu
gﬁsterilmistir(l5g). APC’nin hipoksik insan beyin endotelinde, pro-apoptotik Bax/Bcl
2 oranmi normalize ederek, kaspaz-3 sinyallesmesini azaltarak ve tiimor siipresor
protein p53° inhibe ederek apoptozu dogrudan engelledigi bulunmustur(160).
Proteaz-aktif reseptor 1 (PAR-1) ve endotel protein C reseptorii (EPCR) endotel

sitoproteksiyon i¢in gereklidirler.
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2.4 LEONTICE SMIRNOWIi

Fitoterapi

Fitoterapi, bitkilerin ve bitki ekstrelerinin (6zellikle de normal diyetin bir
pargasi olmayan bitkilerin) tibbi amaglarla kullanimidir. Geleneksel tipta bitkilerin
kullanilmas: ile ilgili ilk yazili belgeler M.O. 3.000 yillarinda Ninova tabletlerinde
bulunmustur. Geleneksel Cin, Hint ve Misir tip uygulamalarinda da bitkisel tedaviler
kullanilmistir. Yunan tibbinin 6nemli isimlerinden Eskulab ve modern tibbin babasi
sayillan Hipokrat kitaplarinda 400 civarinda bitkisel ilagtan bahsetmislerdir. Ebu
Reyhan, Ibni Sina ve Al Gafani de bitkisel tip konusunda dnemli eserlere imza
atmuglardir. Fitoterapi teriminin ilk kez, 1870-1953 yillar1 arasinda yasamis Fransiz
hekimi Henri Leclerc tarafindan La Presse Medical adli dergide kullanildig1 iddia
edilmistir. Gliniimiizde fitoterapi, Eczaciligin Farmakognozi ana bilim dali altinda
ele alinmaktadir. Noroprotektif ilaglarin biiyiik boliimii potent aktiviteye sahipken,
ayni zamanda bu ilaglarin farkli ve ciddi yan etkileri de vardir. Bu nedenler kimyasal
terapotik ilaclar yerine daha az yan etkiye sahip dogal kaynakli ajanlar tercih

edilmelidir @,

Berberidaceae

Berberidaceae siklikla barberry ailesi olarak adlandirilan 15 gesit cicekli
bitkiden olusan bir ailedir. Bu aile Ranuncules takimi igerisindedir. Aile yaklasik 570
tiir icerir, bu tiirlerin yaklasik 450°si Berberis icerisindedir. Tiirler agaglari, calilari
ve ¢ok yillik otsu bitkileri igerir. Berberidaceae cinsleri sunlardir:

e Achlys

o Berberis - Barberry

« Bongardia

o Caulophyllum

o Diphylleia

e Dysosma

o Epimedium

o Gymnospermium

o Jeffersonia - Twinleaf

e Leontice
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e Mahonia
o Nandina
o Podophyllum - Mayapple
e Ranzania
e Vancouveria
Bazi kaynaklar Plagierhegma ve Sinopodophyllum’u da Berberidaceae cinsleri

olarak kabul etmektedir.

Leontice

Leontice’nin 28 alt grubu vardir. 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’dir. Saglik alaninda an fazla kullanilan
Leontice tiirli, halk arasinda arslan pengesi ve kirkbas otu adiyla bilinen Leontice
leontopetalum’dur. Sigarayr biraktirici, bazi kanserleri 6nleyici, menopoz donemi
sikayetlerini Onleyici ve epilepsi nobetlerini engelleyici etkileri oldugu iddia
edilmektedir.

Leontice leontopetalum ve onun alkaloid petalin kloriirii gine domuzunun
izole edilmis diiz kasinda ve kalbinde test edilmistir. Petalin kloriiriin diisiik
konsantrasyonlarinin epinefrin ile kasilmig aortun gevsemesine, ileumun kasilmasina
neden oldugu ve nefes borusunda higbir etkisinin olmadigi gosterilmistir. Daha
yiiksek konsantrasyonlariin aortun ve soluk borusunun siirekli genis kasilmasina ve
ileumun fazik kasilmalarinin genislemesinde artisa neden olmadig: saptanmlstlr(lel).

Leontice kiangnanensis’in etanolik ekstresinin farede kulak inflamasyonu ve
abdominal kapillerlerin gegirgenligini inhibe ettigi gosterildi. Ayrica si¢anlarin
pamuk peletlerle indiiklenmis graniilomanin proliferasyonunu ve penge ddemini de

inhibe ettigi bulundu®®?.
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Leontice Smirnowii

Leontice Smirnowii Giircistan’in dogu kisminda yetisen endemik bir bitkidir.
Yumru kokleri geleneksel Giirci tibbinda birka¢ hastaligin  tedavisinde
kullaniimaktadir®.

LS driinlerinin, 1,1- difenil-2-pikril-hidrazil radikali, siiperoksit anyon
radikali ve hidrojen peroksit siipiiriicii, indirgeyici giici ve metal baglayici
etkinlikleri ile toplam antioksidan etkinlikleri gosterilmistir®. Ayrica LS’ nin ham
ekstresinin ve monodezmozlarimin saflastirilmis ekstresinin, 6nemli miktarda seliiloz
iceren bir kimyasal katki maddesi olan karagenin (deniz yosunlarindan iiretilen,
kivam artirict ve emiilgator Ozellikleri olan bir madde) tarafindan indiiklenen

inflamasyonun etkili inhibitorleri olduklar1 da gosterilmistir ®),
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3.GEREC VE YONTEM

Aragtirmamiz  Abant Izzet Baysal Universitesi etik kurulu tarafindan
onayland1 (Bkz.Ek:1) ve calisma siiresince etik kurallara tiimiiyle uyuldu. Bu
calismadaki amag¢ sigan serebellum ve korteksinde LS’nin nérodejeneratif ve
noroprotektif etkilerini belirlemekti. Bu nedenle mutlaka canli hayvan kullanilmasi
gerekiyordu. Abant Izzet Baysal Tip Fakiiltesi Etik Kurulu Yonergesi, Deney
Hayvanlar1 Arastirma Ilkeleri ve 1974 Paris Hayvan Haklari Evrensel Bildirisi
okunmus ve imzalanmigtir. Mimkiin olan en az sayida hayvan kullanilmas,
hayvanlara aci1 ¢ektirilmemistir.

Bitki materyali Giircistan’in Shiraki bolgesinden topland1 (07.2000) ve
karanlikta kurutuldu. Kanit numune Giircistan Tiflis’de ki Farmakokimya Enstitiisii
Farmakobotanik boliimiinde tutulmaktadir. ( Yumru kék No: 73700). Ezilmis kokler
(500 gram) MeOH ile ekstre edildi Konsantrasyondan sonra, sulu tabaka saponinlerin
ham ekstresini elde etmek i¢in BuOH ile muamele edildi (100 gram). %5 sulu KOH
(5 ml) i¢inde saponinlerin ham ekstresi 90 dakika sizdirmaz tiipde 100°C’da 1s1t1ldu.
%10’luk HCI (pH =5) ile notralizasyondan sonra, prosapogeninler (monodezmozlar)
BuOH ile ekstre edildi, 120 mg agik sar1 toz monodezmoz elde edildi.

Toplamda, agirliklar1 140-180 gram arasinda degisen 5 Wistar albino sigani
kullanildi. Standart yiyecek ve musluk suyuyla beslendiler, 12 saatlik
karanlik/aydinlik dongiide 22°C oda 1sisinda tutuldular. Caligmaya baslamadan
hemen Once operasyon odasina getirilip eter anestezisi altinda sakrifiye edildiler.
Cikartilan korteks ve serebellum, standart besiyer ¢ozeltisi olan 3 ml DMEM’e
(Dulbecco’s modified eagle’s medium) konuldu. Homojenizator ile homojenize
edildi ve vortekslendi. Doz belirlemesi sub-G1 faz DNA ekstraksiyonunda yatay
agoroz jel elektroforezi kullanilarak yapildi. 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 varligi, WST-1 metodu ile spektrofotometrik oOlglim yapilarak

mitokondrial aktivite gosterildi.
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Sub-G1 faz DNA fragmentasyon testi

Sub-G1 faz DNA fragmentasyonunda apoptozun varligini saptamak igin
yatay %1,5’luk agaroz jel elektroforezi kullanildi. Bu yontem agaroz jel igerisinde
elektriksel alana maruz birakilan, DNA ve RNA parcalarinin biiytikliiklerine gore
ayristirtlmasi i¢in kullanilan bir yontemdir. Agaroz kirmizi bir alg tiirii olan agar
agar’dan izole edilen dogrusal bir polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢oziiniir ve
sogutuldugu zaman polimerde karsilikli hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapisi
olusur. Bu olusum geri doniisiimlidiir. Agarozlarin saflik dereceleri farkli
olabilmektedir. Bu durum DNA’nin gé¢ hizini etkiler. DNA’nin jelde goriiniir hale
gelebilmesi etidyum bromiiriin DNA baglar1 arasina baglanarak 300 veya 360 nm’de
15181 absorblamasi sonucu fluerosan etki gostermesi ile olur. Agaroz jel
elektroforezinde apoptoz halinde kirilmalar goriiliir. Doz belirleme ve LS’nin
noroprotektif olup olmadigini belirlemek i¢in yapilan test islemleri asagida

belirtildigi gibi uygulanda:

Doz belirlemek icin:

e 10 seri 200 pL hiicre homojenat1 alindi. Bir tanesi kontrol olarak birakilirken
kalan 9 tanesi 3’erli olarak gruplandi. Bir seriye konsantrasyonu sirasiyla 0,5
mM, 1 mM ve 2 mM olacak sekilde H,O, ilave edildi. Diger bir seriye
konsantrasyonu sirasiyla 0,025 mM, 0,05 mM ve 0,1 mM olacak sekilde
cisplatin ilave edildi. Son seriye ise 5 puL, 10 uL ve 20 uL LS ekstresi ilave
edildi. LS ¢ozeltisi, 30 mg LS monodezmozu 1,5 mL DMSO (Dimetil
stilfoksit) i¢erisinde hazirlandi.

e 4.000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi, slipernatant atild1 ve saf su ile
yikandi.

e Her bir 6rnege, 98 pL reaktif B ve 2 puL proteinaz K ile elde edilen 100 puL
¢oOzelti ilave edildi.

e 50°C’da 6 saat bekletildi.

e 100uL 25:24:1 oraninda hazirlanmis fenol, kloroform, izoamilalkol ¢ozeltisi
eklendi. 10 saniye calkalandi ve 11.000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi.
Ustteki faz alindu.

¢ Yukaridaki basamak tekrar edildi.
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2 hacim %100’liik etanol ve 1/10 hacim 3M sodyum asetat pH:5,0 eklendi.
10 dakika 11.000 rpm devirde santrifiij edildi. Etanol alindu.

100uL %70’lik etanol eklendi. 11.000 rpm devirde 2 dakika santrifiij edildi.
Etanol pipetlenerek ortamdan alindi.

Elde edilen pellet kurutuldu.

100pL ultra saf H,O ilave edildi. Milli Q ile 1,5 saat 56°C’da arada
vortekslenerek homojenize edildi.

Jele 4uL boya ve 6puL homojenat olarak ekildi.

70 V akim altinda 60 dakika %1,5’luk agaroz jelde yiirtitiildii.

Lambda marker i¢in 1ul. DNA ladder, 1uL boya ve 4uL su ile hazirlanan
karigim yiirtiildii.

Wealtec marka dolphin UV goriintiileyici ile goriintiilendi.

LS’nin noroprotektif etkisini test etmek i¢in:

10 seri 200 pL hiicre homojenati alind1 ve iki gruba boliindii. Her bir seride
birer tanesi kontrol olarak birakildiktan sonra bir seride kalan dort 6rnege
konsantrasyonu 1mM olacak sekilde H,O, ilave edildi. Toksik etkinin
goriilmesi i¢in 37°C’da 30 dakika bekletildikten sonra ii¢ Ornege sirasiyla
IuL, 3uL ve SuL LS eklendi. Diger seride kalan dort 6rnege konsantrasyonu
0,1mM olacak sekilde CP ilave edildi. Toksik etkinin goriilmesi i¢cin 37°C’da
30 dakika bekletildikten sonra ii¢ 0rnege sirasiyla 1pL, 3uL ve 5SpuL LS
eklendi.

4.000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi, slipernatant atild1 ve saf su ile
yikandi.

Her bir 6rnege, 98uL reaktif B ve 2uL proteinaz K ile elde edilen 100uL
¢oOzelti ilave edildi.

50°C’da 6 saat bekletildi.

100pL 25:24:1 oraninda fenol, kloroform, izoamilalkol ¢ozeltisi eklendi. 10
saniye calkalandi ve 11.000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi. Ustteki faz
alind1.

Yukaridaki basamak tekrar edildi.

2 hacim %100’k etanol ve 1/10 hacim 3M sodyum asetat pH:5,0 eklendi.
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e 10 dakika 11.000 rpm devirde santrifiij edildi. Etanol alindi.

e 100uL %70’lik etanol eklendi. 11.000 rpm devirde 2 dakika santrifiij edildi.
Etanol pipetlenerek ortamdan alindi.

e Elde edilen pellet kurutuldu.

e 100puL ultra saf H,O ilave edildi. Milli Q ile 1,5 saat 56°C’da arada
vortekslenerek homojenize edildi.

e Jele 4uL boya ve 6puL homojenat olarak ekildi.

e 70V akim altinda 60 dakika %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiildii.

e Wealtec marka dolphin UV gériinteleyici ile goriintiilendi.

TUNEL boyama

TUNEL yontemi DNA kiriklarin in situ olarak taninmasim saglar. Parafin
bloklar, donmus kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki veya plakalara ekilmis,
ya da lameller tiizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozun varligi bu metodla
saptanabilir. Apoptotik sinyaller DNA tizerinde kiriklar olusturmaktadir. Agiga ¢ikan
DNA parcaciklarinin serbest 3'-OH uglarina terminal deoksinukleotidil transferaz
(TdT) aracihgiyla biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksinukleotidler
eklenir. Daha sonra biotin ile isaretlenmis nukleotidler, streptavidin-horseradish
peroksidaz konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine, isaretlenmis o6rnek ile
tepkimeye girerek DNA kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusturur. Isik
mikroskopu altinda incelemede apoptotik hiicreler boyanmis olarak goriiniir. Testte
Promega marka dead end kolorimetrik TUNEL boyama ekipmani kullanildi Test

islemleri asagida anlatildig1 gibi uygulandi:

e 6 adet hiicre ¢6zeltisi hazirlandi;
i 100uL hiicre homojenati1 + 900uL DMEM
il 100uL hiicre homojenati + SuL Cisplatin + 895uL DMEM
iii 100uL hiicre homojenatt + 50ulL H,O, + 850ul. DMEM
iv. 100uL hiicre homojenatt + 25ul. LS + 875uL DMEM
v 100puL hiicre homojenat1 + 50uL H,O, + 25uL LS + 825uL DMEM
vi 100pL hiicre homojenat1 + SuL cisplatin + 25uL LS + 870uL DMEM

e Hiicreler santrifiij edildi ve 1 x PBS ile iki sefer yikandi.
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50uL PBS eklenip polilizinli lamlara yayildilar. 15 dakika kurutuldular.

2 defa PBS ile yikandi.

%10’luk tampon formaldehid ile 25 dakika saleye koyuldular.

PBS ile 5 dakika bekletildiler. Bu islem tekrarlandi.

Fazla sivi alindi. 100uL denge tamponuyla lamlar kapland1 ve 5-10 dakika oda
1s1sinda bekletildi.

Kurutma kagidiyla fazla denge tamponu alindi ve rTdT reaksiyon karigimi
konuldu.

Uzeri kapatildi ve 60 dakika 37°C’da tutuldu.

2 X SSC (300 mM sodyum kloriir ve 30 mM sodyum sitrat, pH 7,4) iginde saleye
konuldu ve 15 dakika bekletildi.

PBS ile 3 sefer 5 dakika yikandi.

%0,3 ‘lik H,0,’da (PBS iginde) 3-5 dakika bekletildi.

PBS ile 3 sefer 5 dakika yikandi.

1:500 olacak sekilde Streptovidin HRP (horseradish peroxidase-labeled
streptavidin ) PBS i¢inde ¢6ziildii, bu ¢ézeltiden her bir lama 100 pL eklendi ve
oda 1s1sinda 30 dakika inkiibe edildi.

PBS ile 3 sefer 5 dakika yikandu.

100uL DAB (3,3’-diaminobenzidine) ¢ozeltisi ( Cozelti icin S0uL DAB substrat
20x tampona 950uL deiyonize su eklendi. Bu ¢ozeltiye SOuL. DAB 20x
chromogen ve 50uL %30’luk H,0, ilave edilerek hazirlandi) lamlara koyuldu ve
10 dakika bekletildi.

Deiyonize su ile 3-4 sefer yikanildi.

Etrafi oje ile isaretlenip entellan ortama konuldu.

Kurutulduktan sonra OLYMPUS marka 151k mikroskopu ile incelendi.

WST-1

WST-1 testi mitokondrilerdeki veya hiicrelerdeki dehidrojenaz enzim

aktivitesini gosteren bir testtir. WST-1 elektron baglayabilen ajan igeren bir ¢esit

tetrazolyum boyasidir. Mitokonriyal dehidrojenaz tarafindan 490 nm’deki

absorbansda izlenen formazan boyasina doniigiir. Absorbansi canli hiicre sayilariyla
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giiclii bir korelasyona sahiptir. Benzer testler olan MTT ve XTT testlerinden daha

duyarlidir. WST-1 testinde canli hiicre sayisi arttikca absorbans degeri daha yiiksek

cikmaktadir. Test islemleri asagida anlatildig1 gibi uygulandi:

Beserli iki grup hiicre c¢ozeltisi hazirlandi. Birinci grupta biitiin testler igin
100uL hiicre homojenat1 koyuldu. Birinci 6rnek kontrol i¢in bu sekilde
birakildi. Diger dort 6rnege konsantrasyonu 0,1mM olacak sekilde cisplatin
eklendi. Toksik etkinin goriilmesi i¢in 30 dakika beklendikten sonra tigiincii
ornege 1uL, dordiincii drnege 3uL besinci 6rmege SpL LS eklendi. ikinci
grupta biitiin testler i¢in 100uL hiicre homojenati koyuldu. Birinci 6rnek
kontrol i¢in bu sekilde birakildi. Diger dort 6rnege konsantrasyonu 1mM
olacak sekilde H,O, eklendi. Toksik etkinin goriilmesi i¢in 30 dakika
beklendikten sonra ii¢lincli 6rnege 1uL, dordiincii 6rnege 3uL besinci 6rnege
SuL LS eklendi.

Ornekler 24 saat oda 1s1sinda bekletildi.

Biitlin 6rneklere 10pL WST-1 ¢ozeltisi ilave edildi.

4 saat 37°C sicaklikta %5 CO;’li ortamda arada vortekslenerek bekletildi.
4.000 rpm devirde 6 dakika santrifiij edildi.

Mikroplate kuyucuklara 20uL ¢ozeltilerden koyuldu.

Bio-Rad Benchmark Plus mkroplate spektrofotometre ile 480 nm’de 690 nm
referans alarak absorbans dl¢limleri yapildi.

Uger farkli seri icin olgiimler yapildi, her 6l¢iim kontrol amagh iki sefer

tekrarlandi.

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS-11.0 programi kullanilarak

yapildi. Elde edilen veriler, ortalama + standart hata olarak verildi. Veri sayisinin az

olmas1 nedeniyle istatistiksel degerlendirmede nonparametrik test olan Friedman testi

kullanildi. Anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yatay agaroz jel -elektroforezi kullanilarak, Leontice Smirnowii’nin
norodejeneratif olup olmadigimi belirlemek ve H0, ile cisplatin’in (CP)
norodejeneratif dozlari arastirildi. Bu ¢alismada LS’nin herhangi bir ndrodejeneratif
etkisi saptanmazken, CP i¢in 0,1mM dozu, H,O; i¢in ise ImM dozu nérodejeneratif
doz olarak saptandi.

Sekil 4.1°de LS ig¢in, sekil 4.2°de CP igin ve sekil 4.3’de ise H,0, i¢in doz
cevap goriintiisii izlenmektedir. LS i¢in olan goriintiide DNA kirig1 gériilmezken, CP

icin olan gorintide 0,1mM konsantrasyonunda DNA hasar1 belirgin bir sekilde

goriilmektedir.

Sekil 4.1: LS i¢in doz cevap goriintiisii. Sekil 4.2: CP i¢in doz cevap goriintiisii.
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Sekil 4.3: H,0, i¢in doz cevap goriintiisii.

1mM konsantrasyonda belirgin olarak DNA hasar1 gériilmektedir.
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CP ve H,0, toksisitesine karst LS’nin koruyucu etkisinin olup olmadigini ve
eger varsa dozlarin1 belirlemek amaciyla yatay agaroz jel elektroforezi kullanildi.
Sub-G1 faz DNA fragmentasyon testi sonucunda; H,O, toksisitesi i¢in LS’nin
herhangi bir koruyucu etkisinin olmadig: saptandi. CP toksitesi i¢in ise 1uL dozunda
LS eklendiginde hafif bir koruyucu etki goriiliirken, bu etkinin artan LS dozlarinda
bu etkinin kayboldugu goriildii.

Sekil 4.4’de H,0; ve sekil 4.5°de CP i¢in LP’nin koruyuculuk goriintiileri

izlenmektedir.

H202 1mM
Cis 0,1mM

CiS 0,1mM + 3 micL LS

H202 1miM + 1 micL LS
H202 1mM + 3 micL LS
H202 1mM + 5 micL LS
CisS 0,1mM + 1 micL LS
CiS 0.1mM + 5 micL LS
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Sekil 4.4: H,0; i¢in LS koruyuculuk Sekil 4.5: CP i¢in LS koruyuculuk

caligma goriintiisii. caligma goriintiisii.
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TUNEL Boyama

Apoptotik hiicre 6liimiinii gostermek amaciyla TUNEL boyama teknigi de kullanildu.
Asagidaki sekillerde apoptotik hiicrelerle ilgili goriintiiler izlenmektedir.

Sekil 4.6: 100pL hiicre homojenat1 + 900 uL DMEM TUNEL goriintiisi.

Apoptotik hiicre goriilmedi.

41



Sekil 4.7: 100uL hiicre homojenati + SuL. CP + 895uL. DMEM TUNEL goriintiisii.

Apoptotik hiicreler resimde okla gosterildi.

Sekil 4.8: 100uL hiicre homojenat1 + Sul. CP + 25uL LS + 870 uL DMEM TUNEL
goruntiisi.

Apoptotik hiicreler resimde okla gosterildi.
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Sekil 4.9: 100pL hiicre homojenat1 + 50uL H,O, + 850 pyL DMEM TUNEL
goruntiisu

Apoptotik hiicreler resimde okla gosterildi.

Sekil 4.10: 100puL hiicre homojenat1 + 50uL H,O, + 25uL LS + 825 uL DMEM
TUNEL goriintiisti.

Apoptotik hiicreler resimde okla gdsterildi.
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Sekil 4.11: 100uL hiicre homojenatt + 25uL. LS + 875 uL DMEM TUNEL

goruntisu.

Apoptotik hiicreler goriilmedi.
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WST-1 testi

Hiicre yasayabilirligini mitokondriyal aktivite yoluyla gostermek amaciyla WST-1
teknigi kullanildi. Elde edilen absorbans sonuglarinin ortalamasi alindi. Kontrol igin
absorbans degeri 100 kabul edilerek toksik madde ve LS ilavelerinden sonra

absorbanslarda olusan degisim yiizde (%) olarak hesaplandi. Tablo 4.1°de H,O; ile

Tablo 4.2°de CP ile yapilan WST-1 testlerinde elde edilen sonuglar gosterilmistir.

Tablo 4.1: H,0; ile yapilan WST-1 testinden elde edilen degerler.

Kontrol 1mMH0, | 1mMH,0, | 1mMH,0, | 1 mM H,0,
+1pLLS | +3uLLS | +5uLLS
Ortalama 2,63633 1,48050 1,36050 1,417 1,14133
Absorbans
% 100 56,16 51,61 53,75 43,29
Absorbans
% degisim - -43,84 -48,39 -46,25 -56,71

Hiicre yasayabilirligi arttikca elde edilen absorbans degeri daha yiiksek ¢ikmaktadir.

Kontrol hiicrelerinde absorbans degerleri yiiksek iken H,O, ilavesiyle bu degerler

diismiistiir. LS eklenmesi herhangi bir diizeltici etki gostermemistir.

Tablo 4.2: CPile yapilan WST-1 testinden elde edilen degerler.

Kontrol ImMCP | 01mMCP | 0(I1mMMCP | 1mMCP+
+1uL LS | +3uLLS SuL LS
Ortalama 2,49350 1,61317 2,07200 1,44300 1,18167
Absorbans
% 100 64,69 83,09 57,87 47,39
Absorbans
% degisim - -35,31 -16,91 -42,13 -52,61

Elde edilen absorbans degeri hiicre yasayabilirligi arttik¢a daha yiliksek ¢ikmaktadir.
Kontrol hiicrelerinde absorbans degerleri yliksek iken CP ilave edilince bu degerler
diismiistiir. 1uL dozunda LS eklenmesi hiicre yasayabilirliginde bir artis saptanirken

dozun artirilmasi ile bu etki ortadan kalkmustir.
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Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.3’de H,O, ve

Tablo 4.5’de CP igin verilmistir.

Tablo 4.3: H,0; ile yapilan testten elde edilen veriler.

N | Ortalama | Standart Sapma | Minimum | Maksimum
Kontrol 6| 2,63633 0,327497 2,362 3,051
H,0, 6| 1,48050 0,232287 1,292 1,823
H,0,+1 ml LS 6| 1,36050 0,396338 ,979 1,904
H,O, +3 ml LS 6| 1,41700 0,338990 1,099 1,870
H,0,+5 ml LS 6| 1,14133 0,337275 ,715 1,465

Tablo 4.4: H,0; ile yapilan test sonucu elde edilen verilerin Friedman testi ile
degerlendirilmesi.

N 6
Chi-Square 20,133
df 4
Asymp. Sig. (p) ,000

H.O, ile yapilan calismada kontrol hiicre homojenati, H,O, eklenmis hiicre
homojenati ve LS eklenmis H,O;’lu hiicre homojenatlar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik saptandi (p<0.05).

Tablo 4.5. CP ile yapilan testten elde edilen veriler.

N | Ortalama | Standart Sapma | Minimum | Maksimum
Kontrol 6| 2,49350 ,434595 2,131 3,051
CP 6| 161317 ,276608 1,273 1,882
CP+1mlLS| 6| 2,07200 ,086930 1,967 2,192
CP+3mlILS| 6| 1,44300 ,100564 1,307 1,551
CP+5mILS| 6| 1,18167 ,108271 1,103 1,329

Tablo 4.6: CP ile yapilan test sonucu elde edilen verilerin Friedman testi ile
degerlendirilmesi.

N 6
Chi-Square 18,267
df 4
Asymp. Sig. (p) ,001

CP ile yapilan ¢alismada kontrol hiicre homojenati, CP eklenmis hiicre homojenati
ve LS eklenmis CP’li hiicre homojenatlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik saptandi (p<0.05).
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Hidrojen peroksit WST-1 dl¢giimu

5 -
2 41 2,63633
©
£ 37
S 5 1,4805 1,3605 1,417 1,14133
g 1 4 - 4.\-
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon

Sekil 4.12: H,0; i¢in WST-1 absorbans 6l¢tim grafigi.

Konsantrasyon ekseninde 1 noktasi kontrol, 2 noktast 1mM H;0,, 3 noktasi 1mM
H,O, + 1uL LS, 4 noktas1 ImM H,0; + 3uL LS ve 5 noktasi ImM H,0, + 5uL. LS
konsantrasyonuna denk gelmektedir. Grafikte goriildiigii gibi hiicre homojenatina
H,O, eklenmesi ile absorbansta 6nemli bir diisiis meydana gelirken, LS ilavesi

absorbansta 6nemli bir degisiklilik olusturmamaktadir.

Cisplatin WST-1 olcimii
5 —_
4 -
(2]
S 34 2,4935
'§ 2,072
2 21 1,443 1,18167
1 1,61317
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon

Sekil 4.13: CP i¢in WST-1 dl¢limii grafigi.

Konsantrasyon ekseninde 1 noktasi kontrol, 2 noktas1 0,ImM CP, 3 noktas1 ImM CP
+ 1puL LS, 4 noktast 0,ImM CP + 3uL LS ve 5 noktast 0,lmM CP + 5uL LS
konsantrasyonuna denk gelmektedir. Grafikte goriildiigii gibi hiicre homojenatina CP
eklenmesi ile absorbansta 6nemli bir diisiis meydana gelmektedir. 1uL LS ilavesi
absorbansta bir diizelme meydana getirirken LS’nin dozunun artirilmasi bu etkiyi

ortadan kaldirmaktadir.
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5.TARTISMA

Norodejenerasyon noronlarin liimiinii de igeren, noronlarin fonksiyonlarinin
veya vapisinn ilerleyici kaybiyla karakterize bir tablodur®. Normal yasglanma
sirasinda da noron kayiplar1 goriilmektedir ancak norodejeneratif hastaliklarda ki
néron kaybi, normal yaslanma sirasinda griilenden daha fazladir®.

Noronal hiicrelerin  dliimiine neden olan ve bu yolla ndrodejeneratif
hastaliklara yol agan farkli mekanizmalar bilinmektedir. Bu mekanizmalar; nekroz,
apoptoz, otofajik hiicre 6liimii ve eksitotoksisiteyi icermektedir. Bizim ¢alismamizda
noérodejenerasyon i¢in apoptotik hiicre Sliimii ¢alisildi.

Nekroz disaridan gelen hasarla meydana gelen hiicre olim seklidir.
Programlanmis bir 6liim degildir. Tanimlanabilen herhangi bir biyokimyasal yolak
olmamasi nedeniyle terap6tik miidahaleye imkan tanimaz.

Apoptoz programlanmis hiicre 6limiiniin ana bigimlerinden birisidir. Memeli
hiicrelerinde tanimlanmis iki apoptoz yolagi vardir. Ekstrinsik apoptotik yolak, hiicre
disindaki faktorlerin hiicre ylizeyindeki oliim reseptorlerini aktive etmeleriyle
meydana gelir. Bu, kaspaz 8 veya 10’un aktivasyonuyla gerceklesir™®. Intrinsik
apoptotik yolak ise kaspaz 9’un aktivasyonuna neden olan, sitokrom c’nin

mitokondriyal salinimi veya endoplazmik retikulum islev bozukluguna bag11d1r(11'12).

Apoptoz, yolaktaki farkli noktalarda diizenlenebilir*",

Eksitotoksite sadece ndronal hiicrelere 6zgii bir 6liim seklidir. Iskemi
sirasinda, ATP’nin azalmasiyla meydana gelir. Eksitotoksisitenin meydana gelmesi
icin hem apoptozun hem nekrozun aktivasyonu gerektigi i¢in ayr1 bir hiicre 6liim
sekli olup olmadigi tartlsmahdn(zo).

Otofaji kelimesinin Yunanca anlami “kendini yeme’’dir. Hiicrenin, kendi
salgiladig1 enzimlerle yok olmasi1 anlamina gelmektedir.

Norodejeneratif hastaliklarin pek c¢ok tipi tanimlanmistir. Bunlarin en
onemlileri; Parkinson, Alzheimer, Huntington ve Amyotrofik Lateral Skleroz
hastaligidir.

Alzheimer, en sik goriilen ndrodejeneratif hastaliktir. Ortalama olarak 65
yasin Uzerindeki kisilerde %10 oraninda goriiliirken. 85 yasin ilizerinde bu oran

%50’ye ¢ikmaktadir. Bu hastalikta noronal hiicre 6liimiine neyin neden oldugu tam

olarak bilinmemektedir.
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En yaygin ikinci norodejeneratif hastalik Parkinson hastaligidir. Elli yas
tizerindeki kisilerde goriilme oran1 %1 iken yasla birlikte bu oran artmakta ve 85 yas
tizerinde bu %50°ye ¢ikmaktadir.

Huntington hastaligi, genetik gecis gdsteren bir hastalik olup goriilme siklig
5/100.000°dir. Genellikle 30-50 yaslari arasinda goriilmekte olup semptomlarin
ortaya ¢cikmasindan sonraki 4-20 yil i¢erisinde hasta kaybedilmektedir.

Amyotrofik Lateral Skleroz’un goriilme sikligr 1/100.000 — 3/100.000 olup
genellikle 55 yas tizeri erkeklerde goriilmektedir. Beklenen yasam siiresi tanidan
sonra 2-5 yildir.

Norodejeneratif hastaliklar, hastanin ve hasta yakinlarinin yagam kalitesini
diistirmektedir. Giiniimiizde bu hastaliklarda ki ortalama yasam siiresinin uzamasi ile
birlikte hem ailede ki hem de saglik sisteminde ki ekonomik giderlerde 6nemli artiga
neden olmaktadir. Ayrica hem hastalarda hem de yakinlarinda birtakim psikolojik
problemler ortaya ¢ikarmakta, bu da mali yiikiin artmasina neden olmaktadir.

Hemen hemen norodejeneratif hastaliklarin higbirisinin  kesin tedavisi
olmamakla birlikte hastalarin yasam kalitelerini artirmak ve yasam siirelerini
uzatmak i¢in ¢ok sayida ilag kullanilmaktadir. Bu ilaglarin bazilar1 sunlardir;
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, a-tokoferol, WR-2721, quercetin
flavonoidleri, uncaria alkaloidleri, kabergolin, spiramin T, dekstrometorfan, YM872,
vinkonat, Ostradiol-173, absiksimab, tirofiban, mescengricin, staurosporin, 2-
arasidonoil gliserol, anneksinler ve aktif protein C.

Bu ilaglarin bir kisminin gii¢lii néroprotektif etkilerinin olmasinin yaninda
ciddi yan etkileri de bulunmaktadir. Bu nedenle kimyasal sentezle elde edilen ilaglar
yerine, yan etkileri daha az olan bitkisel kaynakli ekstrelerin kullanimi tercih
edilmektedir. Antioksidan ilaglarin siklikla néroprotektif etkilerinin de oldugu daha
once de bilinmektedir. Calismamizda kullanilan LS’nin antioksidan etkisi daha
onceki calismalarda gosterilmistir. Bu nedenle biz ¢alismamizda bitkisel kaynakl
LS’nin noéroprotektif etkilerini aragtirdik.

Noroprotektif etkisini arastirmadan Once, LS’nin norodejeneratif olup

olmadiginin gosterilmesi gerekliydi. Bu amagla Sub-G1 faz DNA fragmentasyon
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testi kullanildi. Bu test ile LS’nin herhangi bir DNA kirigi olusturmadigi saptandi
(bkz. Sekil 4.1). DNA kirig1 saptanmamasi, LS’ nin herhangi bir nérodejeneratif
etkisinin olmadigimin géstergesiydi.

Daha sonra norodejenerasyona neden oldugu bilinen ve bu nedenle
calismamizda norodejeneratif ajan olarak  kullamilan H,O, ve CP’nin
norodejenerasyona neden olan dozlarimi saptamak amaciyla yine Sub-G1 faz DNA
fragmentasyon testi kullanildi. H>O, i¢in noérodejeneratif dozun ImM (Bkz. Sekil
4.3) ve CP igin bu dozun 0,1mM oldugu saptandi1 (Bkz. Sekil 4.2).

Belirlenen dozlar kullanilarak olusturulan nérodejenerasyonda farkli dozlarda
LS kullanilarak yapilan calismayla LS’nin ndroprotektif etkisinin olup olmadig1 ve
eger varsa bu etkinin dozla iliskili olup olmadig incelendi. Bunun i¢in {i¢ farkli test
kullanildi, DNA fragmentasyonu i¢in Sub-G1 faz DNA fragmentasyon ve TUNEL
boyama testi, hiicre yasayabilirligini incelemek i¢cin de WST-1 testi uygulandi.

Sub-G1 faz DNA fragmentasyon testinde LS’nin H,O, toksisitesinde
herhangi bir koruyucu etkisi saptanmazken (Bkz. Sekil 4.4) CP toksisitesinde, 1uL
dozunda LS kullanildig1 zaman koruyucu etkisinin oldugu saptandi. Fakat LS dozu
artirtldiginda bu koruyucu etkinin de ortadan kalktig1 gézlendi (Bkz. Sekil 4.5).

Bu sonucu dogrulamak amaciyla TUNEL boyama testi de kullanildi. Test
sonucunda elde edilen goriintiiler incelendiginde elde edilen sonuglarin, Sub-G1 faz
DNA fragmentasyon testi ile uyumlu oldugu goriildii. Kontrol amaciyla sadece hiicre
homojenat1 kullanilan ve yalnizca LS ilave edilen ornekler diginda, diger biitiin
orneklerde apoptotik hiicreler gozlendi. Test niceliksel degil niteliksel amag igin
yapildigindan herhangi bir sayisal karsilastirma yapilmadi.

Hiicre yasayabilirligini test etmek amaciyla WST-1 testi kullanildi. Bu testte
sayisal sonuglar elde edilmesi nedeniyle degerlendirilmesi daha kolaydi. Testte her
bir toksik madde icin 3 farkli seri hiicre homojenat1 kullanildi ve her bir seri i¢in 2
6l¢tim yapildi. Sonug olarak toksik maddelerin her ikisi i¢in de toplam 6’sar adet veri
elde edildi. Bu olgiimlerin her birisi, kendi icinde ve kullanilan diger iki test
sonuglartyla uyumluydu. Kontrol hiicre homojenati 100 kabul edilerek toksik madde
ve LS ilaveleri yiizde olarak hesaplandi. Bu hesaplama sonucunda H,O; ve CP igin
mitokondriyal aktivite yoluyla gosterilen hiicre yasayabilirliginde yiiksek oranda

azalma oldugu belirlendi. Sonuglarin istatistiksel analizleri i¢in verilerin ortalamalari
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ve standart sapmalar1 hesaplandi. Elde edilen ortalamalar esas alinarak ¢izilen grafik
de bunu desteklemektedir. Son olarak elde edilen verilere Friedman testi uygulandi.
Bu test sonucunda her iki seri ig¢in de p degeri 0,05’den kiigiik bulundu. Bu sonug
kontrol hiicre homojenatiyla toksik madde eklenen oOrnekler arasinda farklilik
oldugunu ve LS eklenmesinin bu farklilig1 ortadan kaldirmadigini gosterdi

Yapilan her ii¢ testin sonuglar1 da birbiriyle uyumluydu. TUNEL boyama ve
DNA fragmentasyon testlerinin her ikisi de DNA kiriklarimi gostermek amaciyla
kullanilmaktadir. Bizim ¢alismamizda TUNEL testi, DNA fragmentasyon testinden
elde edilen sonuglarin dogrulanmasi amaciyla kullanildi. Her iki testten elde edilen
goriintliler karsilastirildiginda benzer sonuglar elde edildigi bulgular bolimiinde
gortilebilir. WST-1 testi, diger iki testten farkli olarak mitokondriyal aktivite yoluyla
hiicre yasayabilirligini gosterir. Bu testin, diger iki teste gore avantaji sayisal degerler
elde edilebilmesi ve istatistiksel degerlendirme yapilabilmesidir. Diger iki test ile
apoptoza ugramis hiicreler tespit edilirken bu test ile apoptoza ugramamis hiicreler
saptanmaktadir.

Sonug olarak; LS’nin H,O, toksisitesinde herhangi bir koruyucu etkisinin
olmadigi, CP toksisitesinde ise 1pL dozlarinda kullanildiginda kismi koruyucu

etkisinin oldugu ve bu etkinin artan dozlarda kayboldugu saptanmastir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada elde edilen bulgular degerlendirildiginde LS nin;
e Norodejenerasyona yol agmadigi,
e H,0; norotoksisitesine karsi herhangi bir koruyucu etkisi olmadigi,
e CP norotoksitesinde belirli dozlarda koruyucu etkisi oldugu ancak artan

dozlarda bu etkisinin ortadan kalktig1 belirlenmistir.

Sonug olarak; LS, CP’nin neden oldugu noérotoksisitelerde ve belirli dozlarda
noroprotektif olarak bulundu. Daha farkli norotoksik ajanlarla yapilacak ¢alismalarin
ve doz belirlemek icin yapilacak daha fazla calismanin faydali olabilecegi

distiniilmektedir.
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