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OZET

Alzheimer, Parkinson, Huntington ve amiyotrofik lateral skleroz gibi noérodejeneratif hastaliklar,
kolinerjik iletim kayb1 (AChE enzim artis1), apoptoz ve inflamasyonun neden olabilecegi noronal hasar
ile karakterizedir. Norodejeneratif hastaliklar i¢in gelistirilen mevcut ilaglar, hastaligin tam anlamiyla
tedavisini saglayamamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, ndrodejeneratif hastaliklarin ortak mekanizmalari
tizerinde etkisi ortaya konmus, dogal ve yeni bir bitkisel ajanin bulunmasi amaglanmigtir. Glaucium
corniculatum bitkisinin kloroform, metanol ve su ekstraktlarinda toplam alkaloid, flavonoid ve fenolik
bilesik miktar1 spektrofotometre ile, biyoaktif bilesen icerigi ise GC-MS ve HPLC ile belirlenmistir.
Ekstraktlarin in vitro ve hiicresel asetilkolinesteraz inhibitér (AChE-i) 6zellikleri Ellman yontemi ile
belirlenmis, hidrojen peroksit (H20>) ile AChE aktivitesi indiiklenmis farklilagtirilmis PC12 (fPC12)
hiicre modelinde AChE gen ve protein diizeyinde etkileri qQRT-PCR ve western blot hibridizasyon
yontemleriyle incelenmistir. Ayni hiicre modeli ile apoptoza indiiklenen fPCI12 hiicrelerinde,
ekstraktlarin apoptozu inhibe edici etkileri qRT-PCR ve western blot hibridizasyon yontemleriyle
belirlenmistir. Ayrica, BV-2 hiicrelerinde lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan inflamatuar hiicre
modelinde ekstrelerin TNF-a ve TL-6 iizerindeki etkileri ELISA kitleri ile tespit edilmistir. Her g
ekstrede de alkaloid (93-112 mg/g ekstre), flavonoid (0,71-1,55 mg/g ekstre) ve fenolik bilesen (1,45-
1,70 mg/g ekstre) belirlenmistir. Ellman yontemiyle gergeklestirilen analizlerde tiim ekstrelerin in vitro
ve hiicresel AChE-i etkilerinin oldugu saptanmis, gen (% 29-90 AChE inhibisyonu) ve protein
diizeyinde (% 16-21 AChE inhibisyonu) elde edilen veriler de bu sonuglari dogrulamustir. Test edilen
tim yontemlerde metanol ekstrakti, AChE-i 6zellik bakimindan diger ekstrelere gore 6ne ¢ikmus olup,
ekstrenin allokriptopin alkaloidini, rutin ve kuersetin flavonoidini yiiksek oranda igerdigi dikkati
cekmistir. Ekstrelerin noral apoptoza indiiklenmis hiicre modelinde Bax, Kaspaz 3, 9 ve Bcl-2 gen ve
proteinlerini baskilayarak, noral apoptozu giderici etki gosterdigi tespit edilmistir. G. corniculatum’un
ti¢ ekstresinin de LPS kaynaklt TNF-o (% 12-70 oraninda) ve IL-6 (% 23-96 oraninda) indiiksiyonunu
onemli dlciide engelledigi ve BV-2 hiicrelerinde anti-inflamatuar etki gosterdigi saptanmistir. Apoptoz
ve inflamasyon yolaklarinda su ekstresinin 1000 pg/mL’lik konsantrasyonu, diger uygulamalara gore
one c¢ikmugtir. Bunun ekstredeki tetrahidroberberin ve oleamid miktariyla iliskili olabilecegi
diistiniilmistiir. Sonuglar, G. corniculatum ekstrelerinin nérodejeneratif hastaliklar tizerinde ti¢ farkli
mekanizma ile etkili olabilecegini gostermistir.
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ABSTRACT

Neurodegenerative diseases such as Alzheimer's, Parkinson's, Huntington's diseases, and Amyotrophic
lateral sclerosis are characterized by neuronal damage which may be caused by loss of cholinergic
transmission (AChE enzyme increase), apoptosis and inflammation. Existing drugs against these
neurodegenerative diseases can not provide a complete cure. In this thesis, a natural and new herbal agent,
the effect of which has been revealed on the common mechanisms of neurodegenerative diseases, has
been aimed to be discovered. The amount of alkaloid, flavonoid and phenolic compounds in the
chloroform, methanol and water extracts of Glaucium corniculatum have been determined by
spectrophotometer and their bioactive component contents determined by GC-MS and HPLC. The in
vitro and cellular acetylcholinesterase inhibitor (AChE-i) properties of the extracts have been determined
by ELISA, their effects of AChE mRNA and protein expression determined by gRT-PCR and western-
blot hybridization methods in differentiated PC12 (fPC12) cell model which AChE activity induced with
hydrogen peroxide (H20). Apoptosis inhibitory effects of extracts have been determined by qRT-PCR
and western blot hybridization methods in the apoptosis-induced fPC12 cells with the same cell model.
Furthermore, the effects of extracts on TNF-a and IL-6 in the lipopolysaccharide (LPS)-induced
microglial BV-2 cell model have been determined by ELISA Kits. In all three extracts, alkaloid (93-112
mg/g extract), flavonoid (0.71-1.55 mg/g extract) and phenolic component (1.45-1.70 mg/g extract) were
determined. In the analysis carried out by the Ellman method, it was determined that all extracts had in
vitro and cellular AChE-i effects and these data obtained at the gene (29-90% inhibition of AChE) and
protein (16-21% inhibition of AChE) level also confirmed these results. In all of the methods tested, the
methanol extract came out with respect to AChE-i properties, and it was noted that the extract contains a
high proportion of allocriptopine alkaloid, rutin and quercetin flavonoids. In the neural apoptosis induced
cell model, the extracts were found to suppress the Bax, Caspase 3, 9 and Bcl-2 genes and proteins and
showed a neural apoptosis inhibiting effect. It was determined that three extracts of G. corniculatum
significantly inhibited LPS-induced TNF-a. (ratio of 12 to 70%) and IL-6 (ratio of 23 to 96%) induction
and showed anti-inflammatory effects in BV-2 cells. The 1000 pg/mL concentration of water extract was
more prominent than other applications in the pathways of apoptosis and inflammation. This was thought
to be related to the amount of tetrahydroberberin and oleamide in the extract. The results demonstrated
that G. corniculatum extracts may be effective in the neurodegenerative diseases through three different
mechanisms.
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar, sinir sisteminin yap1 tast olan ve sinirsel iletisimin
saglanmasinda ana unsur olan noronlarin islev kayiplari, hasarlar1 ve 6liimleri ile karakterize
kronik ve ilerleyici bir grup hastaliktir. Norodejeneratif hastaliklarin en 6nemli temsilcileri,
Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi ve amiyotrofik lateral
sikleroz (ALS)’dur (Jeong, 2017).

2015 yilinda diinya iizerinde 46,8 milyon insanin demans hastasi oldugu, bu saymin 2030
yilina kadar 74,7 milyon olacagi, 2050 yilinda ise 131,5 milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir
(Prince, Wimo, Guerchet, Ali, Wu ve Prina, 2015). Tiirkiye’de nérodejeneratif hastaliklarin
prevalansi ile ilgili bilgilere dayanarak, 600 bin Alzheimer, 100-200 bin Parkinson, 6000-
8000 ALS hastalis1 oldugu tahmin edilmektedir (Internet 1). Norodejeneratif hastaliklar,
diinyada kardiyovaskiiler hastaliklar, inme ve kanser sonrasi en yaygin 6liim nedenidir. Bu
tip ilerleyici hastaliklarda hasta bakim masraflar1 da ¢ok yiiksek maliyetler gerektirmektedir
(Prince ve digerleri, 2015).

Norodejeneratif hastaliklar, her ne kadar farkli fenotipik ve genotipik 6zelliklere sahip
olsalar da hiicresel mekanizmalarin seviyesinde benzerlikler sergileyen ve ortak
noropatolojik 6zellikleri paylasan rahatsizliklardir (Barnham, Masters ve Bush, 2004; Hardy
ve Selkoe, 2002). Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikiminin, kolinerjik
transmisyonda rol oynayan ve sinaptik iletimi sonlandiran asetilkolinesteraz enziminin
(AChE) artigina bagl olarak kolinerjik sistemin bozulmasinin, inflamasyonun ve apoptozun
noronal kayip ile iligkili oldugu bilinmektedir (Giirer, 2005: Cooke, Evans, Dizdaroglu ve
Lunec, 2003; Evans ve Cooke, 2004).

Bu hastaliklar i¢in gelistirilen mevcut ilaglar, hastalik belirtilerinin ortaya g¢ikmasini
geciktirerek  hastaligin  seyrini  yavaslatmakta; fakat tam anlamiyla bir tedavi
saglayamamaktadir. Norodejeneratif hastaliklarin ortak mekanizmalar1 arasinda AChE,
oksidatif stres ve inflamasyon indiiksiyonu oldugundan, noérodejeneratif hastaliklarin
tedavisi i¢in yeni ilaclarin kesfine yonelik calismalar, AChE inhibitér (AChE-i1) 6zellik
gOsteren, antioksidan ve anti-inflamatuar potansiyele sahip etken maddelerin tespiti tizerine
yogunlagmistir. Olusabilecek yan etkinin de en aza indirgenmesini saglaamak adina, bu

caligmalarda yogun olarak dogal kaynakli etken meddeler ele alinmaktadir.



Noral oliimde etkili oldugu bilinen en 6nemli mekanizmalardan biri, oksitatif strestir.
Oksidatif stres, hiicredeki ROS olusum ve giderim dengesinin ROS artis1 lehine bozulmasi
ile baslayan ve hiicrede lipit peroksidasyonunun, niikleer ve mitokondriyal DNAda tek ve
¢ift zincir kiriklarinin olusmasina sebep olan bir durumdur (Cooke ve digerleri, 2003; Evans
ve Cooke, 2004; Giirer, 2005). Hiicrelerde meydana gelen bu hasarlarin, geri doniisiimsiiz
bir hal aldiginda hiicrenin kendi kendini yok etmesine sebep oldugu bilinmektedir. Bu
durumun sinir hiicrelerinde gergeklesmesi halinde ise ndrodejenerasyonun baglayacagi
bildirilmistir (Giirer, 2005; Lipton ve Rosenberg, 1994; Berridge, Bootman ve Lipp, 1998;
Nicholls ve Budd 1998). Oksidatif mekanizma bozukluklari, nérodejeneratif hastaliklar ile
ilgili noropatolojilerde gosterilmistir (Meydani, 2001). Oksidatif strese sebep olan birgok
ROS tespit edilmis olmasina ragmen, hidrojen peroksit (H202)’in demir ve bakir gibi gegis
metalleri ile etkileserek, hidroksil (OH) ve peroksinitrit (NO) gibi daha zararli radikaller
olusturdugu ve diger ROS’lara gore daha kararli bir yapida oldugu bildirilmistir (Willcox,
Ash ve Catignani, 2004). H2O2 nin, sinir hiicrelerinde 6liimii tetikledigi, apoptotik genler ve
proteinlerin ifadesinin artisina, anti-apoptotik genler ve proteinlerin ifadesinin ise azalisina
sebep oldugu bilinmektedir (Feng ve digerleri, 2013; Nair, Olanow ve Sealfon, 2003). Bu
bilgiler, ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisi ve / veya dnlenmesinde ROS inaktivasyonuna
sebep olan antioksidan ve anti-apoptotik bitkisel ajanlarin tespitine yonelik ¢aligmalari
onemli kilmistir. Bitki kimyasallarindan olan sekonder metabolitlerin, organizmanin bir
stres faktoriine maruz kaldigi durumda iretildigi ve anti-apoptotik, antioksidan, serbest
radikal siipiriicii etkilerin olmas1 nedeniyle norodejeneratif mekanizmalarin blokasyonunda
iyi bir aday olabilecegi ongdriilmektedir (Abdel-lateif, Maghrabi ve Eldeab, 2016; Nimse ve
Pal, 2015; Al-Snafi, 2016).

Demansin en sik goriilen sekli olan AH’ nin, temel olarak kolinesteraz metabolizmasindaki
degisim ve dejenerasyon ile iliskili oldugu bilinmektedir (Shen, 2004). AH’nin en énemli
belirteglerinden biri, merkezi sinir sisteminin énemli bir néromediyatorii olan, asetilkolin
(Ach)’i hidroliz eden ve dolayisiyla miktarinin azalmasina ve post-sinaptik aktivitesinin
sonlanmasina sebep olan AChE’nin, ¢esitli beyin bolgelerinde artmasidir (Francis, Palmer,
Snape ve Wilcock, 1999). H.O>’nin, AChE aktivitesinin artmasina ve inflamatuar yolaklarin
harekete ge¢mesine sebep oldugu da gosterilmistir (Toiber ve digerleri, 2008).
Norodejeneratif hastaliklarda etkili olan oksidatif stresin, nérodejenerasyondan sorumlu
olan yolaklar iizerinde ¢oklu etkisinin olmasi, ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ve /

veya Onlenmesinde antioksidan etken maddelerin ve AChE-i’lerinin kesfini 6nemli hale



getirmistir (Koganci ve Aslim, 2016). Bugiin AH’nin ilagla tedavisinde en gegerli strateji
AChE-i’leridir (Anand, Gill ve Mahdi, 2014). Ancak, mevcut AChE-i’ler ile AH
semptomlarmin tam anlamiyla tedavisi miimkiin olamamaktadir. Ayrica, bu ilaglar bas
donmesi, bradikardi, atriyal aritmi, miyokard enfarktiisii, anjina, nébetler, sino-atriyal ve
atriyoventrikiiler blok gibi yan etkilere sahiptir (Wollen, 2010; Rowland, Rigby, Harper ve
Rowland, 2007). Bu sebepten, AH tedavisinde tam basar1 saglayamayan ve AH’de koruyucu
etkisi olmayan AChE-i ilaglarin yerine, daha etkin ve yan etkisi daha az olan, yeni ve dogal
ajanlarin kesfi dnemli bir ¢aligma alani haline gelmistir. Bitkilerin savunma mekanizmalar1
icin irettigi alkaloidler, flavonoid, tanenler, saponinler gibi sekonder metabolitler, bitkilere
terapotik oOzellikler kazandirabilmektedir. Ayrica, bitki sekonder metabolitlerinin dogal
yapida olmasi ve sentetik ajanlara gore daha az yan etkiye sebep olabilme potansiyeli
bakimimdan AChE-i 6zelliklerinin arastirilmasi igin iyi bir kaynaktir. AChE-i aktiviteye
sahip bilesiklerin ¢ogunun azotlu bilesikler olmasi nedeniyle, 6zellikle alkaloid bilesikler

sentezleyen bitkiler lizerinde ¢alismalar yogunlagmustir.

Norodejeneratif hastaliklarda ortak bir diger belirte¢ ise, noroinflamasyondur.
Noroinflamasyon, bir organizmanin merkezi sinir sisteminde olusan hasari, enfeksiyonu
veya norodejeneratif hastaliklara sebep olan zararli uyaranlar1 gidermeye calistigi, hiicreleri
ve beynin genel islevini korumak i¢in iyilesme siirecini baslattig1 biyokimyasal ve hiicresel
bir siiregtir (Gendelman, 2002). Akut néroinflamatuar yanit, serbest radikaller, sitokinler ve
kemokinler gibi inflamatuar mediatorlerin salinmasina sebep olarak hasarli dokunun
onarilmasina katkida bulunurken; kronik néroinflamasyon, inflamatuar mediatérlerin stirekli
salinimini, oksidatif stres artisini1 ve apoptozu tesvik ederek ndérodejenerasyonuna sebep
olmaktadir (Milatovic, Zaja-Milatovic ve Gupta, 2014). Bu nedenle, nérodejenerasyonun
tedavisine veya Onlenmesine yonelik ¢alismalalarda inflamatuar mekanizmalarin
anlasilmasi ve anti-inflamatuar ajanlarin kesfi 6nem kazanmigtir (Bakar ve Yulug, 2009).
Arastirmalara gore anti-inflamatuar ajan kullanimi, nérodejeneratif hastaliklarin gelisim
riskini azaltir (Bakar ve Yulug, 2009). Buna karsin, mevcut anti-inflamatuar ajanlarin
tedavide etkisi, istenilen diizeyde degildir. Yapilan ¢aligmalar, bitki sekonder
metabolitlerinin, AChE inhibisyonu, serbest radikallerin etkilerinin giderilmesi, oksidatif
DNA hasarinin tamiri disinda, anti-inflamatuar mekanizmalarla da nérodejenerasyonu
baskilama potansiyellerine dikkat ¢cekmistir (Recio, Andujar ve Rios, 2012). Bitki sekonder
metabolitleri, ylizyillardir bellek bozuklugu tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir.

Bilesenlerin etki mekanizmalarinin yapisal 6zellikleri ile iliskili oldugu ve 6zellikle alkaloid,



flavonoid ve fenolik bilesik gibi sekonder metabolitlerin nérodejeneratif hastaliklarda birgok
yolak tizerinde etki gosterdigi bilinmektedir (Kumar ve Khanum, 2012; Bagli, Goussia,
Moschos, Agnantis ve Kitsos, 2016). Papaveraceae familyasi iiyesi olan ve geleneksel
sifacilar tarafindan hafiza arttirici olarak kullanilan Glaucium corniculatum tiirii, bu
sekonder metabolitleri icermesi bakimindan ndrodejeneratif hastaliklar {izerinde iyilestirici
ve / veya koruyucu etki potansiteli olabilecek bitkilerden biridir (Ahmed, Ghalib, Sasikala
ve Ahmed, 2013; Orhan, Sener, Choudhary ve Khalid 2004). Ayrica, G. corniculatum’un
AH’nin tedavisinde kullanilan en etkili strateji olan AChE’yi inhibe etme potansiyellerinin
oldukea yiiksek oldugu da belirlenmistir (Orhan ve digerleri, 2004). Ancak, literatiirdeki bu
caligmalarin, genellikle in vitro ile sinirli kaldigi ve G. corniculatum’un noérodejeneratif
mekanizmalar tizerinde detayli etkisinin gosterildigi bir ¢alisgmanin bulunmadigi dikkati
¢ekmistir. Bu tez ¢alismasinda, G. corniculatum’un ti¢ farkli ekstresinin hidrojen peroksit
(H20>) ile noral dejenerasyona ugratilmis, norit benzeri farklilagtirilmis PC12 hiicreleri
(fPC12) tizerinde AChE ve apoptoz baskilayici ve lipopolisakkarit (LPS) uygulamasi ile
inflamasyon olusturulmus BV-2 hiicreleri tizerinde anti-inflamatuar etkileri ilk defa ortaya

konulmustur.

Bu tez ¢alismasinda, G. corniculatum bitkisinin kloroform, metanol ve su ekstraktlari ile
calistlmigtir.  Ekstrelerin  toplam alkaloid, flavonoid ve fenolik bilesik miktarlari
spektrofotometre, muhtemel biyoaktif bilesik igerikleri ise gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) ve yiiksek basingli sivi kromotografisi (HPLC) ile belirlenmistir.
Caligmamiz kapsaminda G. corniculatum ekstrelerinin in vitro ve hiicresel (H202 kaynakli
AChE indiiksiyonu ger¢eklestirilmis fPC12 hiicrelerinde) AChE-i 6zellikleri hem gen hem
de protein seviyesinde tespit edilmistir. Ekstrelerin, H>O: ile néral apoptozun indiiklendigi
fPC12 hiicre modelinde, Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 mRNA ve protein ekspresyon
seviyesinde olusan indiiksiyonu inhibe edici, Bcl-2 mRNA ve protein ekspresyon
seviyesinde olusan inhibisyonu ise giderici etkileri incelenmistir. Ayrica, ekstrelerin LPS
uygulamasi ile inflamasyon olusturulmus BV-2 hiicrelerinde, tiimor nekroz faktor alfa
(TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) pro-inflamatuar sitokinlerinin indiiksiyonunu engelleyici

etkileri incelenerek, anti-inflamatuar 6zellikleri ortaya konulmustur.

Bu ¢alismasi ile;
1. G. corniculatum’un ti¢ farkli ¢6ziicii ile (kloroform, metanol ve su) elde edilmis toplam

ekstrelerinin ekstre verimleri, toplam alkaloid, flavonoid ve fenolik bilesik miktarlar1 ve



biyoaktif bilesenleri tespit edilmis olacaktir. Norodejeneratif mekanizmalarda biyoaktif
bilesenler bakimindan en etkin olabilecek ekstre ¢dziiciisii belirlenmis olacaktir.

2. fPC12 hiicrelerinde H20; ile nérodejeneratif hiicre modelinin ve BV-2 hiicrelerinde LPS
ile inflamatuar hiicre modelinin olusturulacagi en uygun konsantrasyon ve uygulama
stiresi belirlenecektir. Aynit zamanda, ekstrelerin nérodejeneratif ve inflamatuar hiicre
modellerinde etkin olabilecek ve yiiksek toksik etki gostermeyecek konsantrasyon ve
uygulama siireleri tespit edilmis olacaktir.

3. Ekstrelerin, AH’nin tedavisi i¢in en gegerli strateji olan AChE-i etkisi hem in vitro hem
de hiicresel olarak saptanmis olacak ve H20Oz ile indiikklenmis fPC12 hiicrelerinde AChE
mRNA ve protein ifadesi iizerinde baskilayici etkileri belirlenmis olacaktir. Boylece
ekstrelerin AChE baskilayici etkisi ti¢ farkli metotla belirlenecek, metotlarla sonuglar
dogrulanacagi gibi her ii¢ yontemin mukayesesi de yapilmis olacaktir.

4. Farkli ¢oziiclilerden elde edilen ekstrelerin bilesen farkliliginin, AChE inhibisyonundaki
etkinliginin ortaya konulmasi amag¢lanmistir. Bu sekilde AChE aktivitesi indiiklenmis
norodejeneratif hiicre modelinde etkin olabilecek bilesen veya bilesenler belirlenmis
olacaktir.

5. Ekstrelerin H20: ile indiiklenmis fPC12 hiicreleri lizerinde noral hiicre 6liimiinii giderici
etkileri apoptoz yolagi iizerinde hem gen hem de protein seviyesinde belirlenmis
olacaktir.

6. Noral apoptoza indilklenmis hiicre modelinde apoptozun baskilanmasinda hangi
ekstrenin ve dolayisiyla hangi bilesen veya bilesenlerin etkin oldugu ortaya konulacaktir.

7. Ekstrelerin AChE-i 6zellikleri ile ndral apoptoz baskilayici etkileri arasindaki iligki ortaya
konulmus olacaktir.

8. Ekstrelerin LPS ile indiiklenerek noéral inflamasyon olusturulmus BV-2 hiicreleri
lizerinde anti-inflamatuar etkileri tespit edilmis olacaktir.

9. Ekstrelerin AChE ile noral apoptozu baskilayici ve anti-inflamatuar etkilerinin iliskili
olup olmadig1 ortaya konulmus olacaktir. Ayrica, ekstrelerin bilesen igeriklerine gore

hangi mekanizma tizerinden etkili olacagi arastirilmis olacaktir.

Calismamiz G. corniculatum ekstrelerinin nérodejeneratif hiicre modelleri {izerinde AChE,
noral apoptoz ve inflamasyon olmak {izere ii¢ farkli mekanizma ile etkisinin ortaya
konulacagi ilk calisma olmasi nedeni ile 6zgiindiir. Norodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin
yeni, bitkisel kaynakli ajanlarin elde edilmesi ve etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi ile

alternatif tedavi ve / veya korumaya yonelik yeni ilag gelistirme g¢alismalarina katki



saglanmis olacaktir. Bu c¢alismanin sonuglarina bagli olarak, nérodejeneratif hastaliklarin
ortak mekanizlamar1 iizerinde etkileri kanitlanmig yeni ve bitkisel bir ajan
belirlenebilecektir. Bu tez kapsaminda yapilan calismalardan elde edilen ¢iktilar ile
norodejeneratif hiicre modellerinde G. corniculatum’un agirlikla hangi bileseninin hangi

mekanizma tizerinden etkili oldugu da ortaya konulacaktir.

Bu ¢alisma, 05/2017-01 No’lu BAP projesi tarafindan desteklenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Norodejeneratif Hastaliklar

Norodejenerasyon, noronlarin yapisal fonksiyonel kaybini temsil eden bir terimdir.
Norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer hastaligt (AH), Parkinson hastaligi, Huntington
hastaligi, iskemi, Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi farkl: klinik fenotiplere ve genetik
etiyolojiye sahip degisik ndrodejenerasyon siireglerini kapsar (Giirer, 2005; Barnham ve
digerleri, 2004). Norodejeneratif hastaliklar, serebral korteks, bazal gangliyonlar,
serebellum, beyin sap1 ve motor sistemleri alanlarinda noronal hiicre kaybi ile karakterize

edilir (Reitz, Brayne ve Mayeux, 2011; Reeve, Simcox ve Turnbull, 2014).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére (World Health Organization, 2006), diinyada nérolojik
bozukluklar sebebiyle gerceklesen dliimiin, toplam 6liimlerdeki ytlizdesi 2005 yilinda 11,67,
2015°te 11,84 olarak belirlenmistir. Bu oranin 2030°da % 12,22 olacagi dngoriilmektedir.
2005 yilindan diinya ¢apinda norodejeneratif hastaliklara sahip 25 milyon kisi oldugu ve bu
rakamin her yil 4 milyon arttig1 bildirilmistir. Herhangi bir 6nleyici veya tedavi edici
stratejinin gelistirilememesi durumunda, bu rakamin 2040°da 80 milyon olacagi tahmin

edilmektedir (Farooqui, 2010: 393).

Birlesmis Milletler, Ekonomik ve Sosyal Isler Dairesi, Niifus Boliimii’niin 2017°de
yayinladigi Diinya Niifus Beklentileri raporuna gore, 2050 yilinda diinya niifusunun 9,8
milyar, 80 yas ve iizeri diinya niifusunun ise 400 milyon olacag bildirilmistir (Int-2). Bu
durum, 2050°de diinya niifusunun % 24,5’inin 80 yas ve iizeri kisilerden olusacagi anlamina
gelmektedir. Tiirkiye’de ise toplam niifusun % 8,7’sinin 65 yas istii oldugu ve 65 yas {istii
niifusun diger yas gruplarina kiyasla hizli bir artis gosterdigi kaydedilmistir. Buna paralel
olarak norodejeneratif hastaliklarin sayisinda da hizli bir artis izlenmektedir. Tiirkiye’de 600
bin AH’li kisi oldugu belirtilmistir (Int-1). AH’den sonra en sik goriilen ndrodejeneratif
hastaliginin Parkinson oldugu ve Tiirkiye’de 100-120 bin civarinda Parkinson hastasi
bulundugu kaydedilmistir (Int-3). Tiirkiye'de toplam 6000-8000 civarinda ALS hastasi
oldugu ve her y1l 1500-4500 civar1 hastanin ALS tanis1 aldig1 da belirtilmistir (Int-4).

Norodejeneratif hastaliklarin yas ile birlikte ilerledigi ve genellikle 65 yas {istii niifusu

etkiledigi goz Oniine alindiginda, niifustaki yaslanma hizinin nérodejeneratif hastaliklar i¢in



potansiyel bir risk olusturdugu aciktir. Bu durum, nérodejeneratif hastaliklarin teshis ve

tedavisinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu hastaliklarin maddi, toplumsal ve kisisel etkileri gz oniine alindiginda sebeplerinin,
onlemlerinin ve tedavilerinin belirlenmesi, temel ve klinik aragtirmalarin 6nceligi haline
gelmistir. Norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde etkin ve yan etkisi az olan

yeni ilaglarin kesfedilmesi, her gegen giin 6nem kazanmaya devam etmektedir.

2.2. Norodejeneratif Hastahiklara Sebep Olan Etmenler

Norodejeneratif hastaliklardaki kompleks klinikopatolojik bulgularin biyolojik temelleri
belirsiz olmasina ragmen (Mehler ve Gokhan, 2000), bu tiir hastaliklarda meydana gelen
ndron kaybinin, genetik faktorler, protein yanlis katlanmalar1 ve agregasyonu gibi anormal
protein dinamikleri, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve serbest radikal olusumu,
kolinerjik iletimin bozulmasi, inflamasyon olusumu ve hiicre 6liimii gibi ¢ok faktorlii
durumlar ile ortaya ¢iktigin1 gosteren kanitlar vardir (Sheikh, Haque ve Mir, 2013; Giirer,
2005; West, Coleman, Flood, Troncoso, 1994; Price ve digerleri 2001; Gémez —Isla ve
digerleri 1996; Selkoe, 2001) (Sekil 2.1).

Genetik Faktorler / yas Cevresel Faktorler

- ad

Mitokondriyal disfonksiyon\

_— b

Degismis protein modifikasyonu

Oksidatif stres

TMetaller

= —
=
Protein yanlis katlanmasi Protesa bisikams Noronal slim

Sekil 2.1. Norodejenerasyona sebep olan etmenler (Sheikh ve digerleri, 2013)



2.2.1. Genetik faktorlerlerin norodejeneratif hastaliklardaki rolii

Norodejeneratif hastaliklarda, genetik faktorler biiylik oranda hastaligin gelisimi igin
cevresel faktorlere yatkinlik zemini yaratir. Genetik yatkinligin hem kalitsal hem de sporadik
norodejeneratif hastaliklarin baslangic ve ilerlemesinde Onemli bir faktor oldugu

diisiiniilmektedir (Hagenaars ve digerleri, 2018).

AH ve AH’nin genetik faktorleri

AH, 1906 yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan tanimlanan ve merkezi sinir sisteminin
cesitli kisimlarinda sinir hiicresi ve sinaps kayiplarn ile karakterize edilen en yaygin
norodejeneratif hastaliktir (Alzheimer, 1906). 2015 Diinya Alzheimer Raporunun verilerine
gore, diinyada yaklasik 46 milyon kiginin Alzheimer hastasi oldugu bilinmektedir. Bu
rakamin, 2030 yilinda 74,7 milyon; 2050 yilinda ise 131 milyon olacagi tahmin edilmektedir
(Prince ve digerleri, 2015).

AH’de otozomal dominant gegisten sorumlu olan simdiye kadar 3 ayr1 gen tanimlanmistir:
Amiloid prekiirsor protein (APP), presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) (Hooper,
2005). Bu genlerin, hiicrede AChE’nin oraninin artmasi ve birikmesi ile ilgili oldugu ve
AH’nin erken baslangicli (65 yas alt1) formlarinin gelismesine katki sagladig: belirtilmistir
(Zou, Liu, Che ve Huang, 2014). Erken baslangigcli AH’ye sahip vakalarin yaklagik
%70’inde APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerinde mutasyonlar tespit edilmistir (Fargo ve Bleiler,
2014).

Sporadik AH ile apolipoprotein alleli €4 (APOE4), Kklusterin (CLU), fosfatidilinositol
baglayici klatrin birlestirme proteini (PICALM) ve kompleman komponenti (3b/4b) reseptor
1 (CR1) genleri arasinda giiglii bir baglant1 oldugu gosterilmistir (Hooper, 2005). APOE4'in
AH'nin baslangicini ve ilerlemesini nasil etkiledigi heniiz kanitlanmamis olsa da, APOE’de
meydana gelen mutasyonlarin hiicrede nérotransmitterlerin salinimi gibi kritik gorevlerin
aksamasina ve norodejenerasyonun olusmasina sebep olabilecegi bildirilmistir (Kim, Basak
ve Holtzman, 2009). CLU’nun apoptozun giderilmesinde gorevli oldugu bilinmektedir
(Jones ve Jomary, 2002). CLU’da meydana gelen mutasyonlarin, noérodejeneratif ve
inflamatuar hastaliklar gibi oksidatif stres ile ilgili bir¢ok rahatsizlikla iligkili oldugu
belirtilmistir (Koltai, 2014; Sansanwal, Li ve Sarwal, 2015; Lin ve digerleri, 2014).



10

PICALM mutasyonlarinin, AH’nin en 6nemli belirteglerinden olan hiicrede amiloid beta
(AP) proteinin biriklemesine sebep oldugu ve gec baslangicli AH insidansinda etkili oldugu
kaydedilmistir. Ayrica, PICALM mutasyonlarinin, AH’ye sebep olacak taupati, sinaptik
islev bozuklugu, diizensiz lipid metabolizmasi, bagisiklik bozuklugu gibi AB-bagimsiz
yolaklarda etkisinin olabilecegi de gosterilmistir (Xu, Tan ve Yu, 2015). CR1 gen
polimorfizmlerinin, AP birikimi, taupati, immiin disfonksiyon ve glial aracili
noroinflamasyon dahil olmak iizere, AH patogenezi lizerinde olasi1 etkilerinin varligi

bildirilmistir (Zhu ve digerleri, 2015).

Parkinson hastalig1 ve Parkinson hastaliginin genetik faktorleri

Parkinson hastaligi, AH’den sonra ikinci en yaygin noérodejeneratif hastalik olup, esasen 55
yas izerindeki insanlar1 etkilemektedir. Patolojik olarak dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonu ve hayatta kalan ndronlarda eozinofilik intrasitoplazmik inkliizyonlarin

(Lewy cisimcikleri) varligi ile karakterizedir (Vonsattel ve digerleri, 1985).

Primer parkinsonizm vakalariin biiyiik cogunlugu sporadiktir, ancak olgularin yaklalik %
10'unda pozitif bir aile 6ykiisii gériilmektedir (Thomas ve Beal 2007). Parkinson hastaligina
bagli genlerdeki (PARK) mutasyonlarin ailesel parkinsonizm patogeneziyle iliskisi
bulunmustur (Mochizuki, 2007). 18 spesifik kromozomal bdlgelerde bulunan ve
bulunduklar1 kromozomal lokuslara gore adlandirilan PARK ailesi proteinleri, a-sintiklein,
parkin, PTEN ile uyarilan kinaz 1 (PINK1), 16sin agisindan zengin tekrar kinaz 2 ve ubikitin
karboksi terminal hidrolaz L1 (UCHL1) kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu olusur.
Bunlardan parkin ve UCHLI, hasarli veya yanlis katlanmis proteinleri pargalayan ubikitin-
proteazom sistemine (UPS) baghdir (Farrer, 2006). Buna ek olarak, parkin ve PINK1 de
dahil olmak {izere, bu genlerin bir¢ogu mitokondri ile baglantilidir ve mitokondriyal
fonksiyonlarda ve oksidatif stres direncinde rol alabilir (Dodson ve Guo, 2007). Cesitli
kaynaklardan elde edilen veriler, Parkinson hastaligindan sorumlu genlerde meydana gelen
mutasyonlarin, toksin kaynakli 6liime, oksidatif strese, mitokondriyal kompleks 1'deki
kusurlara, protein agregasyonuna ve UPS’nin bozulmasina yol ac¢tigin1 ortaya koymaktadir

(Gandhi ve Wood, 2005).
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ALS ve ALS’nin genetik faktorleri

ALS, motor noronlarin dejenerasyonu ve 6liimii ile karakterize edilen bir nérodejeneratif
bozukluktur (Ince ve digerleri, 2011). ALS’li kisilerin motor noronlarinda bunina
cisimcikleri, lewy cisimcigine benzer cisimcikler, hyalin inkliizyonlar1 ve ubikitin pozitif
inkliizyonlar gibi farkli inkliizyonlarin varlig1 belirlenmistir (Bergmann, 1993; Williams ve
Windebank, 1991; Brooks, Miller, Swas ve Munsat, 2000; Murayama, Mori, Bouldin,
Suzuki ve Tomonaga, 1990).

ALS, otozomal dominant, otozomal resesif veya X'e bagli bir sekilde kalitilabilir. ALS’li
kisilerin % 90’1mnin net genetik baglantisi olmayan sporadik vakalar oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte, vakalarin geriye kalan % 10'u ailesel kaliim gostermektedir (Maruyama
ve digerleri, 2010). ALS’de, stiperoksit dismutaz 1 (SOD1)'e ek olarak, sarkoma fiizyon,
ubikilin 2 (UBQLNZ2), kromozom 9'un 72 nolu agik okuma bdlgesi ve transaktif yanith
DNA-baglayici protein kodlayan genlerdeki mutasyonlar, tipik klinik fenotip ile yakindan
iligkilidir. Bu mutasyonlarin, oksidatif stres, glutamat eksitotoksisite, apoptoz, anormal
norofilament fonksiyonu, protein yanlis katlanmasi, RNA islemede bozulma, artmis
inflamasyon ve mitokondriyal disfonksiyon gibi motor néron dejenerasyonuna yol agan

cesitli yolaklardan sorumlu oldugu kaydedilmistir (Chen, Sayana, Zhang ve Le, 2013).

Huntington hastalig1 ve huntington hastaliginin genetik faktorleri

Huntington hastaligi, kronik ve ilerleyici istemsiz hareketler, kognitif bozukluklar,
duygudurum bozukluklar1 ve davranigsal degisimler ile karakterize olan nérodejeneratif bir
hastaliktir. Huntington hastaligina, bireyin huntingtin adi verilen bir geninin iki
kopyasindaki otozomal dominant mutasyonun neden oldugu bilinmektedir (Dunn, 2016).
Triniikleotid tekrar bozuklugu sonucu, huntingtin geninde olusan sitozin-adenin-guanin

tekrarlarinin sayisindaki artigin, hastaliga sebep oldugu bilinmektedir (Myers, 2004).

2.2.2. Proteinlerin yanhs katlanmas1 ve agregasyonunun nérodejeneratif
hastaliklardaki rolii

Proteinler, metabolizma reaksiyonlarini katalize etmek, DNA replikasyonu saglamak,
uyaranlara cevap vermek ve molekiillerin bir yerden bagka bir yere tasinmasini saglamak

gibi ¢ok gesitli gorevleri iistlenen ve hiicrenin yapitasi olan makro molekiillerdir (Dobson,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3865770/#B26
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2003). Hiicresel proteinler, biyokimyasal ve fonksiyonel aktivitelerini saglamak igin ii¢
boyutlu konformasyonlar olusturur. Proteinlerin kismi veya yanlig katlamasi, fonksiyonel
olarak inaktif hale gelmelerine sebep olur. Tamamlanmamis translasyonel polipeptit
iirlinleri, yanlis katlanmis ara triinler ve oligomerik protein komplekslerinin baglanmamis
alt birimleri, bir agregasyon veya yigin olusturma egilimi olan hidrofobik bolgeleri agiga
cikarir (Hartl ve Hayer-Hartl, 2009). Hiicresel ortamin hidrofilik dogasina bagli olarak, farkli
katlanmis proteinlerden gelen hidrofobik yiizeyler birbiriyle etkilesime girmeye ve hiicresel
agregatlari olusturmaya egilimlidir (Balch, Morimoto, Dillin ve Kelly, 2008).
Norodejeneratif hastaliklara sahip kisilerde, protein yanlis katlanmalar1 sonucu olusan
kiimelenmis proteinlerin varligt gozlemlenmistir. Proteinlerin yanlis katlanmasi ve
birikmesi, AH, Huntington hastaligi, Parkinson hastaligt ve ALS gibi ¢ok sayida
norodejeneratif hastalik i¢in yaygin molekiiler olaylar olarak kabul edilmektedir (Chiti ve

digerleri, 2000; Dobson, 2006). Bu proteinlerin en 6nemlileri AP ve tau proteinleridir.

Amiloid beta (AB) proteininin nérodejeneratif hastaliklardaki rolii

Amiloid beta (AB), 21. kromozomda kodlanan ve bir transmembran proteini olan APP’nin,
metabolizasyonu sonucu olusan bir proteindir. APP’nin metabolizasyonunda iki yol
bulunmaktadir: Bunlardan ilki, alfa (o) sekretaz ve gama (y) sekretaz enzimlerinin rol
oynadigi ve APP’nin pargalanmasi sonucu olusan iiriinlerin toksik olmadigi non—
amiloidojenik yoldur. APP’nin a-sekretaz ile parcalanlasinin ardindan a-APP fragmani ve
karboksi (C)-terminal C83 peptidi olusur. C83 peptidinin y-sekretaz ile metabolizasyonu ile
(AB)17-40-42 olarak da bilinen toksik olmayan p3 peptidi olusur. Ikinci yol ise, beta (B)
sekretaz ve y sekretaz enzimleri araciligiyla AB40 (AB1-40) ve AB42 (AP1-42)’nin olustugu
amiloidojenik yoldur. Bu yolda APP’nin B-sekretaz ile pargalanlasinin ardindan B-APP
fragman1 ve karboksi (C)-terminal C99 peptidi olusur. C99 peptidinin y-sekretaz ile
metabolizasyonu ile toksik AB40 ve AP42 olusur (Hooper, 2005) (Sekil 2.2). Sinir
hiicrelerinde APP molekiiliiniin yanlis kesim islemleri sonrasinda olusan toksik A proteinin
amiloid plak adi verilen noktalar seklinde biriktigi tespit edilmistir. Biriken AB’nin
norotoksik etki gdsterdigi, mitokondri ve sinaps hasarina ve mikrotiibiillerin
stabilizasyonunu saglayan tau proteinin hiperfosforilasyonuna yol agarak nérodejenerasyona

sebep oldugu bildirilmistir (Mohandas, Rajmohan ve Raghunath 2009).
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Sekil 2.2. APP'nin metabolizasyonu (int-5)

Tau proteininin norodejeneratif hastaliklardaki rolii

Tau, 17. kromozom tarafindan kodlanan, hiicre iskeleti olusumunda rol oynayan, mikrotiibtil
iliskili proteinler (MAP) ailesinden bir proteindir. Bunlar, hiicrenin seklinin korunmasi ve
hiicre i¢i tagimanin saglanmasi gibi kritik gérevleri olan mikrotiibiillerin alt birimlerinin bir
arada tutulmast ve yapisinn korunmasinda gorevlidirler (Karol, Ayvali ve Suludere,
2000:187). Hiicre boliinmesi, hiicre hareketi, organellerin hiicre i¢i tasinmasi, aksonal
gelisim siireclerinde tau proteini fosforlanmakta ve mikrotiibiillerden ayrilmaktadir.
Norodejeneratif hastaliklarda (AH, Niemann-Pick hastaligi, fronto-temporal demans,
progresif supraniikleer paralizi, Parkinson hastalig1), tau proteininin hiperaktif kinazlar ve /
veya hipoaktif fosfatazlar araciligiyla hiperfosforilizasyona ugradigi ve mikrotiibiillere
baglanma yeteneginin bozuldugu tespit edilmistir (Meydani, 2001). Mikrotiibiillere
baglanamamis hiperfosforile tau monomerlerinin norofibriler yumaklar (NFY’ler) seklinde
kondanse oldugu ve NFY’lerin hiicre i¢ine sigmayacak derecede biriktiginde, hiicre
iskeletinin biitiinliiglinii ve aksonal transportu bozarak hiicreyi parcalamak suretiyle hiicre

oliimiine sebep oldugu bildirilmistir (Meydani, 2001) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Tau proteininin hiperfosforilasyonu ve NFY'lerin olusumu (int-6)
2.2.3. Oksidatif stresin norodejeneratif hastahiklardaki rolii

Oksidatif stres

Oksidatif stres, canli organizmalarda normalde olusan; fakat, belirli bir dozun iizerinde
oldugunda hiicre fonksiyonlarin1 ve sagkalimimi tehlikeye sokan serbest radikal
molekiillerinin hiicre i¢i artisi ile ortaya ¢ikan bir durumdur. Serbest radikaller, protein, lipid,
DNA ve niikleotid koenzimler gibi birgok biyolojik materyallere baglanabilen, proteinlerin
sistein siilfhidril gruplarini, amino asit kalintilarini, niikleer ve mitokondriyal DNA’y1 okside
ederek yap1 ve fonksiyonlarina zarar verebilen bilesiklerdir (Cooke ve digerleri 2003).
Serbest radikaller ve sebep olduklar1 zararl etkiler, antioksidan sistemler tarafindan ortadan

kaldirilir. Bu isleyisin bozuldugu durumlarda ise, hiicrede oksidatif stres ortaya ¢ikar (Koca

ve Karadeniz, 2003).

Oksidatif stresin norodejeneratif hastaliklardaki roli

Noronal hiicreler, ekstraselliiler alandaki molekiiler bilgiye cevap olarak dallanmalar
olusturabilen ve patolojik durumlara gore ndrit rejenerasyonunu uyarabilen hiicrelerdir. Bu
durum, merkezi sinir sistemi aginin olusmasi igin gereklidir (Diez-Revuelta ve digerleri,
2010). Bu sinir agmin, pek ¢ok nérodejeneratif hastalikta, oksidatif stres tarafindan kesintiye
ugradig1 bildirilmistir (Gillespie, Mullan ve Harrison, 2014). Kiiltiire edilmis noronlarda
olusan norit kisalmasi, nororejencratif potansiyelin bir gostergesi olarak kabul edilir

(Mitchell, Hanson, Quets-Nguyen, Bergeron ve Smith, 2007). Yapilan ¢alismalar, hiicrede
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oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisinin, ortalama norit
uzunlugu, toplam norit sayisi ve hiicre basina diisen toplam dallanma sayilarinda azalmaya
sebep oldugu gostermistir (Tusi, Abraki, Amini ve Khodagholi, 2012). Ayrica, hiicrede
serbest radikal artisina bagli olarak, lipit peroksidasyonu, niikleer ve mitokondriyal DNA’da
tek ve cift zincir kiriklart ve mutasyonlar olusabilir (Cooke ve digerleri 2003; Evans ve
Cooke, 2004; Giirer, 2005). Olusan mutasyonlar sonucunda, hiicrenin enerji dongiisiiniinde
ve genel fonksiyonunda bozulmalarla baslayan, multi sistemik hastaliklar bas gosterir
(Koopman, Willems ve Smeitink, 2012; Oldfors ve Tulinus, 2007). Serbest radikaller
araciligiyla meydana gelen lipit peroksidasyonunun, hiicre iginde kalsiyum iyonlar
(Ca*?)’nm asir1 yiikselmesine, solunum zincirinin geriye doniisiimsiiz olarak bloke olmasina
ve sonugta hiicrenin kendini yok etmesine sebep oldugu kanitlanmistir (Giirer, 2005; Lipton

ve Rosenberg, 1994; Berridge ve digerleri, 1998; Nicholls ve Budd, 1998).

AH, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi ve ALS gibi norodejeneratif hastaliklarda,
santral sinir sistemindeki makromolekiillerde, artmis oksidatif hasar ile ilgili bulgular vardir
(Tao. Shuangrong ve Lina, 2015; Kim ve Choi, 2010; Said, Hung, Zu, Hockberger ve
Siddique, 2000; Valencia ve digerleri, 2012). Enzimatik oksidaz aktivitenin dogal bir yan
irinii olan ROS’larin, kortikal noéron ve sinir hiicrelerinde, AH belirtilerinden olan
asetilkolinesteraz (AChE) enziminin artigina sebep olarak kolinerjik iletimi hasara ugrattig;
ayrica, noronlarda oksidatif stresi ve apoptozu arttirdigi gosterilmistir (Kapur, Agid, Mizrahi

ve Li, 2006; Garcimartin, Lopez-Oliva, Gonzalez, Sanchez-Muniz ve Benedi, 2017).

2.2.4. Mitokondriyal disfonksiyonun norodejeneratif hastaliklardaki rolii

Mitokondriyal membran depolarizasyonu ve fonksiyon kaybi1 cogu noérodejeneratif
bozuklugun ortak bir 6zelligi olarak tanimlanmistir. Hiicrede amiloid oligomerlerin, yanlis
katlanmis proteinlerin birikimesinin ve oksidatif stresin hem hiicre hem de mitokondriyal
membranlarin gecirgenligini arttirdig1 bilinmektedir (Mandemakers, Morais ve De Strooper,

2007; Jellinger, 2009).

Oksidatif fosforilasyon sirasinda, adenosin trifosfat (ATP) olusturmak i¢in elektron tagima
zinciri kullanilir. Elektronlar, siiperoksit anyon radikalleri iiretmek i¢in zaman zaman
oksijen ile tutulur. Mitokondri icerisindeki siiperoksit radikaller, manganez stiperoksit

dismutaz (SOD)’in etkisi ile H202’ye donistiiriiliir. Mitokondrideki H20>, indirgenmis
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glutatyonun (GSH) oksitlenmis glutatyona (GSSH) donilismesi ile olusan glutatyon
peroksidazin (GPx) etkisiyle suya ayrigir. Bu yolakta olusan bir diizensizlik, hiicre i¢i ROS
miktarinda artisina sebep olur (Mandavilli, Boldogh ve Van Houten, 2005; Othman ve Yabe,
2015). Hiicre i¢i ROS artis1, elektron transfer zincirindeki proteinlerin inhibisyonuna,
mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya, ATP kaybina ve hiicre olimii ile
sonuglanan bir dizi reaksiyona sebep olabilir (Mandavilli ve digerleri, 2005; Santos,
Hunakova, Chen, Bortner ve Van Houten, 2002) (Sekil 2.4).

Katalaz '3~ *“* ROsS
nétralizasyonu

. O O, et $, O, w—t 4.

% =N
S GSH GSSG
OH*" + OH -

ROS olugumu

Néronal
disfonksiyon
wve/veva hiicre
Slumi (apoptoz)

Noérodejeneratif
hastahklar

Sekil 2.4. Mitokondride ROS olusumu, nétralizasyonu ve ROS artisinin nérodejeneratif
hastaliklardaki rolleri (Othman ve Yabe, 2015)

Mitokondriyal disfonksiyonun norodejeneratif hastaliklar ile iliskisi

Mitokondriyal dinamiklerdeki degisiklikler, ROS artigi, mitokondriyal DNA hasar1 ve enerji
iiretiminin kaybi, AH, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi da dahil olmak tizere bir¢ok
norodejeneratif hastalik ile iligkili patofizyolojide goriilmektedir (Van Houten, Woshner ve

Santos, 2006).

2.2.5. Kolinerjik iletim kaybi1 ve asetilkolinesterazin (AChE) noérodejeneratif
hastaliklardaki rolii

Kolinasetiltransferaz (ChAT), asetilkolin (ACh), kolinesterazlar (Asetilkolinesteraz (AChE)
ve butirilkolinesteraz (BChE)), kolinerjik reseptorlerden (muskarinik reseptorler ve
nikotinik reseptorler) olusan kolinerjik sistem, bilissel performansin ve 6grenme-bellek

siireclerinin modiilasyonu gibi pek ¢ok farkli islevi kontrol etmede 6nemli bir role sahiptir.
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En yaygin norodejeneratif hastalik olan AH’nin kesin tanisinda en 6nemli belirteclerden biri,

kolinerjik fonksiyonlarin kaybidir (Koganci ve Aslim, 2016).

AChE’nin yapisi1 ve fonksiyonlari

AChE, kolinerjik sinir iletimde rol oynayan en etkili enzimlerden biridir (Koganci ve Aslim,
2016). AChE’nin yapisi, ilk olarak Torpedo californica’da belirlenmistir. AChE, 14 alfa
sarmal ile gevrili 12 beta levhadan olusmaktadir (Taylor, 1991). AChE geni, insanda 7.
kromozomun uzun kolunun 22. bdélgesinde (7q22) bulunur ve 100,889,993-100,896,685
bazlari arasinda yaklasik 6 kilobaz (kb)’lik alan1 kaplar (Sussman ve digerleri, 1991) (Sekil
2.5).

Sekil 2.5. AChE’nin 7. kromozom {iizerindeki yeri (Getman, Eubanks, Camp, Evans ve
Taylor, 1992)

AChE’nin hiicre adezyonunu, ndrit gelisimini, sinir ag1 olusumunu, tiimdr baskilamasin,
sperm-yumurta etkilesimini ve hiicre go¢iinii saglamak gibi bir¢ok fonksiyonu vardir. Fakat,
birincil rolii, mitokondrilerde hiicresel solunumun bir {iriinii olan asetil koenzim A'dan
(Asetil Ko A) ve lipit metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan kolinden tiiretilen bir
ndrotransmitter olan ACh’nin, sinaptik boslukta serbest birakilmasiyla olusan sinirsel
impulsunun hizla sonlandirmaktir. Pre ve post sinaptik néronlar arasinda bir sinyal iletimi
olusacagi zaman, ACh molekiilleri sinaptik bosluga salinir. Sinaptik bosluktaki ACh
molekiilleri, pre ve post sinaptik membranlarda bulunan ACh reseptorlerine baglanir. Sinyal
iletiminin ger¢eklesmesinin ardindan, ACh molekiilleri reseptorden ayrilir. Reseptorlerden
ayrilan ya da reseptorlere hi¢c baglanamayan ACh molekkiilleri, AChE enzimi tarafindan
kolin ve asetata hidroliz edilir (Schumacher ve digerleri, 1986) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. ACh’nin AChE tarafindan hidrolizi (Schumacher ve digerleri, 1986)

AChE’nin norodejeneratif hastaliklardaki roli

AH’nin baglangi¢ asamasinda gerg¢eklesen ndron kayiplarinin, AChE enzim aktivitesinin
artmasinin ve buna bagli olarak ACh miktar1 ve aktivasyonunun azalmasi sonucu olustugu
bildirilmistir (Francis ve digerleri, 1999; Sahin, 2002; Thacker, 2003). Hiicrede AChE
artisinin, kolinerjik iletimin saglanmasinda rol oynayan ACh’nin, heniiz sinyal iletimini
gergeklestiremeden hidrolize edildilmesine sebep oldugu disiiniilmektedir. Kolinerjik
iletimdeki hasarlarin, bir¢ok ndrodejeneratif hastalik ile iligkili oldugu bilinmektedir. AH’li
hastalarin postmortem beyin dokusu incelemelerinde, korteks ve hipokampiiste AChE
etkinliginin arttig1 tespit edilmistir (Pillay, Maharaj, Daniel ve Daya, 2003). AH’li kisilerin
AChE ifade eden kolinerjik néronlarinda, diger noronlara gore daha yiliksek noéralaopotoz

oldugu da kaydedilmistir (Zhang ve Greenberg, 2012; Colurso, Nilson ve Vervoort, 2003).

2.2.6. inflamasyonun nérodejeneratif hastaliklardaki rolii

1nﬂamasy0n

Inflamasyon, canli dokunun her tiirlii canli ve cansiz yabanci etkene veya i¢sel/dissal doku
hasarina verdigi bir seri yanittir. Mikroglial hiicrelerden ve astrositlerden salinan sitokinler,
inflamatuar tepkinin seviyesini (yogunlugunu ve siiresini) diizenlenmede rol oynamaktadir
(Tuppo ve Arias, 2005). Mikroglialar, merkezi sinir sistemi iginde yerlesik makrofajlardir
ve normal kosullar altinda beyin immiin gézetim ve konakg¢i savunma islevlerini yerine
getirirler (Rock ve digerleri, 2004). Mikroglialar, yaralanma, enfeksiyon veya inflamasyon
gibi durumlarda aktive olurlar. Aktive olmus mikroglialar, NO, prostaglandin E2 (PGE2)
gibi cesitli pro-inflamatuar aracilari, ROS’lar1, bazi sitokinleri ve norotoksik bilesikleri

iretebilir (Takeuchi ve digerleri, 2006; Stone, Reynolds, Mosley ve Gendelman, 2009).
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Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasindaki etkilesim ve iletisim {izerinde spesifik etkilere sahip
proteinlerdir (Rogers ve digerleri, 1996). 1ki ana gruba ayrilirlar: Diger sitokinlerin
sentezlenmesini ve fonksiyonun artmasini saglayan sitokinlere pro-inflamatuar sitokinler
(interlokin ((IL)-1), IL5, IL-6, IL-8, interferon (IFN)-y, timor nekroz faktorii (TNF)),
azalmasimni saglayanlara ise anti-inflamatuar sitokinler (IL-1R, IL-4, 1L-10, IL-13,
transforme edici biiyiime faktorii beta (TGF-B)) denilmektedir (Leonard ve Myint, 2006).
Anti-inflamatuar sitokinler, pro-inflamatuar sitokinleri inhibe edici 6zelliktedirler. Pro-
inflamatuar sitokin seviyelerinin asir1 yiiksek olmasi ya da anti-inflamatuar sitokin
seviyelerinin diisiik olmasi, sitotoksisiteye yol acabilir. Bu durum, noérodejeneratif

hastaliklarin patogenezinde kritik rol oynar.

Inflamasyonun nérodejeneratif hastaliklardaki rolii

Norodejeneratif hastaliklarda goriilen inflamasyonun, oksidatif stres ve nérodejenerasyon
ile baglantili oldugu kesfedilmistir. Travma, enfeksiyon ve toksik metabolitlerin artis1 gibi
cok cesitli etmenler ile olusan hiicre i¢i oksidatif stres artisinin, mikroglia ve astrosit
hiicrelerinin aktivasyonunu saglayarak, norodejenerasyona sebep oldugu bildirilmistir
(Heneka, 2006). Aktif mikroglialarin, AH (Prokop, Miller ve Heppner, 2013), Parkinson
hastalig1 (Long-Smith, Sullivan ve Nolan, 2009), ALS (Sargsyan, Monk ve Shaw, 2005),
multipl skleroz (Napoli ve Neumann, 2010; Brown, 2001), ¢carpma (Yenari, Kauppinen ve
Swanson, 2010), travmatik (Loane ve Byrnes, 2010) ve radyasyona bagli beyin hasari
(Chiang, McBride ve Withers, 1993) gibi ndrodejeneratif hastaliklar da dahil olmak iizere
hemen hemen her tiirlii ndrolojik hastalikta gortiliirdiigii bildirilmistir. Ayrica, makrofajlarin,
bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) gibi mikrobiyal tetikleyicilere karsi yanit gelistirirerek
aktiflestigi de bilinmektedir (Gordon, 2003; Dalton ve digerleri, 1993; Ehrt ve digerleri,
2001). Gram negatif bakterilerin dig membraninin baslica bileseni olan LPS, inflamasyonu
uyarici bir ajandir (Lee, Nagai ve Kim, 2002). LPS, beyindeki sirkiimventrikiiler organlarin,
leptomeninglerin ve koroid pleksusun endotel hiicrelerinde bulunan bagisiklik sisteminde
rol oynayan Toll benzeri reseptorler ailesinden TLR4 reseptdriine ve monositlerin, mast
hiicrelerinin ve notrofillerin ylizey membranina baglanabilme 6zelligine sahiptir. LPS’ nin
baglanmasi ile olusan TLR4 aktivasyonu, sitokin hedef genlerinin transkripsiyona neden

olur (Ericsson, Liu, Hart ve Sawchenko,1995; Herkenham, Lee ve Baker, 1998). Bu durum,
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oncelikle sistemik dolasimla kolayca ulasilan bolgelerde ve daha sonra beyin dokusunda bir
transkripsiyon faktorii olan NF-kB translokasyonuna ve pro-inflamatuar sitokin iiretimine
yol agar. LPS, monositleri ve makrofajlart TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, ve IL-12 gibi pro-
inflammatuar sitokinleri {iretmek iizere aktive eder. LPS’nin mikroglia indiiksiyonu
gerceklestirebilecegi ve alt pro-inflamatuar aracilarin transkripsiyonel indiiklenmesine,
sitokinlerlerin, kemokinlerin ve nitrik oksidin salinmasina sebep olabiecegi bildirilmistir
(Ethuin ve digerleri, 2001). Aktif mikroglialar, hiicrede NFY’lerin ve amiloid plaklarin
birikmesine, ayrica, IL-1, IL-5, IL-6, IL-8, IFNy, TNF gibi pro-inflamatuar sitokin
salmiminin artmasina sebep olarak norodejenerasyona yol agar (Sekil 2.7) (Gamba ve

digerleri, 2015).
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Sekil 2.7. Inflamasyonun oksidatif stres ve ndrodejenerasyon ile baglantis1 (Gamba ve
digerleri, 2015)

TNF-0, mikroglialardan salinan ve ndrodejeneratif hastaliklar ile iligkili inflamatuar tepkinin
diizenlenmesinde gorev alan 6nemli bir pro-inflamatuar sitokindir. Pekc¢ok inflamatuar
sitokinler lizerindeki etkisi nedeniyle ¢ok 6nemli bir diizenleyicidir. TNF-a’nin asir1 ifade
edilmesinin, dogrudan noronal hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (McNaull, Todd,
McGuinness ve Passmore, 2010; Alvarez, Cacabelos, Sanpedro, Garcia-Fantini ve
Aleixandre, 2007).
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Pro-inflamatuar etkiye sahip bir sitokin olan IL-6’nin, &zellikle senil plak formasyonunun
erken basamaklarinda gorev aldigi bilinmektedir (Mehlhorn, Hollborn ve Schliebs, 2000).
AH’de goriilen tau protein hiperfosforilasyonunda gorev alan en 6nemli enzimlerden birisi
cdk5/p35 kompleksidir. Bu enzim aktivitesinin, IL-6 artisindan belirgin sekilde etkilendigi
gosterilmistir ~ (Quintanilla, Orellana, Gonzalez-Billault ve Maccioni, 2004).
Noroinflamasyonun, tau proteininin hiperfosforilasyonu yoluyla NFY’lerin olusmasini
saglayarak AH siire¢lerinde etkili olabilecegi kaydedilmistir (Saez, Pehar, Vargas, Barbeito
ve Maccioni, 2004). Bu konuda yapilan ¢alismalarin sonuglari, sitokinlerin, tau proteininin
modifikasyonunda goérev aldiklarin1 ve AH’de etkili olduklarini ortaya koymaktadir (Zilka
ve digerleri, 2012). Asirt miktarlarda tiretilen IL-6, noropatolojik durumla iliskili
bulunmustur. Bunlarin arasinda, gliozis ve kolinerjik iletinin bozulmasi yer almaktadir.
Yiiksek seviyelerde IL-6, merkezi sinir sistemi enfeksiyonu, travmatik beyin hasari, AH ve
Parkinson hastaligi da dahil olmak ftizere g¢esitli ndrolojik bozukluklar ile iligkilidir
(Kossmann, Hans, Imhof, Trentz ve Morganti-Kossmann, 1996; Gruol ve Nelson, 1997).
Parkinson hastalarinin postmortem beyin dokularinda ve serebrospinal sivilarinda; ayrica,
Parkinson hastaligir hayvan modellerinden alinan beyin dokularinda TNF, IL-1 ve IL-6 gibi
pro-inflamatuar sitokinlerin arttigi gosterilmistir (Barcia ve digerleri, 2005; Boka ve
digerleri, 1994; Ferrari ve digerleri, 2006; Mogi ve digerleri, 2000; Nagatsu ve Sawada 2005;
Sriram ve digerleri, 2002; Sriram ve digerleri, 2006; Brodacki ve digerleri, 2008). AH’li
kisilerin beyin, kan ve beyin omurilik sivilarinda sitokin seviyelerinin degisiktigini gésteren
caligmalar vardir. AH’li beyin dokularinda IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-0, seviyelerinde artis
oldugu kanitlanmistir (Walker, McGeer ve McGeer, 1997; McGeer ve McGeer, 2002).
Huntington hastalarinda, periferde ve merkezi sinir sisteminde immiin aktivite gosterilmis,
saglikli kisilere gore IL-6, 1L-8, IL-4, IL-5 ve TNF-a plazma seviyelerinin yiikseldigi
belirlenmistir. Ayrica, huntington hastalarinda, mikroglial aktivasyon ve astrogliosis gibi
hiicresel degisikliklerin varlig1 da kanitlanmistir (Bjorkqvist ve digerleri, 2008; Hsiao ve
Cherm, 2010). ALS'li kisilerin kanlarinda ve beyin omurilik sivilarinda, immiin sistem
anormallikleri goriilmiistiir. Inflamasyon ve bagisiklik anormallikleri, ALS modeline sahip
hayvanlarda da tespit edilmistir. ALS'de glia aktivasyonunun karakterize edildigi ve ROS
gibi potansiyel olarak sitotoksik molekiillerin, IL-1p, TNF-a ve IL-6 gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin agir1 liretimine sebep oldugu da bildirilmistir (McGeer ve McGeer, 2002). Sinir
sistemi hasarina sebep olan inflamasyon ve oksidatif strese karsi gelistirilecek bagisiklik
tepkisinin, norodejeneratif hastaliklara karsi koruyucu olabilecegi ortaya ¢ikmistir
(McCombe ve Henderson, 2011).
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2.3. Noral Oliim Yolaklar1 ve Norodejeneratif Hastahklardaki Rolii

1972'de hiicre 6liimiinii, apoptoz (genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimii) ve
nekroz (tesadiifi ve programlanmamis hiicre Oliimii) olmak iizere iki baslik altinda
toplanmustir (Kerr, Wyllie ve Currie, 1972). 90°da ise hiicre 6liimii, tip I (apoptoz), tip II
(otofaji) ve tip III (lizozomal olmayan hiicre 6liimii) olmak iizere {ige ayrilmistir (Clarke,
1990). Tip I hiicre 6liimii, sitoplazmik yogunlagsma, niikleer piknoz, kromatin yogunlagmasi,
DNA parcalanmasi, zar kabarciklanmasi, hiicre iskeleti ¢okiisii ve membrana bagli apoptotik
cisimciklerin olusumu ile karakterizedir (Yuan ve Yankner, 2000). Tip II hiicre dliimii
(otofajik Oliim), lizozomal orijinli sitoplazmik otofajik vakuollerin ortaya ¢ikmasi,
mitokondrial dilatasyon, endoplazmik retikulum ve golgi organellerinin genislemesi ile
iligkilendirilmistir. Tip III hiicre 6liimii, hiicre i¢i organellerin sismesi ile baslar, onu
sitoplazmada bosluklarin olusmasi izler ve lizozomal tutulum eksikligi nedeniyle Tip II
hiicre 6liimiinden ayirt edilir (Galluzzi ve digerleri, 2007). 2005 yilinda, Hiicre Oliimii
Adlandirma Komitesi hiicre 6liimiinii morfolojik, enzimolojik, immunojenik 6zellikler ve
fonsiyonel fazlar agisindan degerledirilerek, alt tiplere ayrilmistir (Kroemer ve digerleri,
2005). Buna gore, hiicre 6liimleri morfolojilerine gore: apoptotik, nekrotik, otofajik, mitozla
iliskili; enzimolojik Ozelliklerine gore: niikleaz ya da kaspazlar, katepsinler ve
transglutaminazlar gibi farkli proteaz siniflarini igeren, niikleaz ya da kaspazlar, katepsinler
ve transglutaminazlar gibi farkli proteaz siniflarimi igermeyen; fonksiyonel ozellillerine
gore: programli, rastgele, fizyolojik, patolojik; immiinolojik o&zelliklerine gore:
immunogenik, immunogenik olmayan seklinde siniflandirilmistir (Kroemer ve digerleri,
2005).

Norolojik hastaliklarda meydana gelen noronal disfonksiyon, ndronal hiicre 6liimii sonucu
olusmaktadir. Noronal 6liim mekanizmalar1 arasinda, intrinsik ve ekstrinsik apoptoz,
nekroptoz, partanatoz, ferroptoz, mitokondriyal zar gecirgenliginin degisimi, otoliz,
piroptoz, otofajik hiicre oliimii, paraptoz ve fagoptozun oldugu belirtilmistir (Fricker,
Tolkovsky, Borutaite, Coleman ve Brown, 2018).

2.3.1. Apoptoz

Noronal hiicre Oliimiiniin en iyi anlasilan mekanizmasi, kaspaz ailesi, B hiicre

l6semi/lenfoma-2 (Bcl-2) ailesi ve apoptotik proteaz aktive edici faktoér-1’den olusan
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evrimsel olarak korunmus hiicre yolu ile diizenlenen apoptozdur. Apoptoz, gelisim siirecinde
santral ve periferik sinir sistemindeki néronlarin ve glial hiicrelerin eriskinlikte olmalar
gereken sayisini kontrol eden ve fizyolojik yaslanma sirasinda noron kaybindan sorumlu
olan temel mekanizma olarak tanimlanmistir. Apoptozun, gelismekte olan sinir sisteminde
noronal hiicre sayisin1 ve norit yogunlugunu diizenleyen kritik bir mekanizma olusu, beyin
gelisimini diizenleyen 6nemli bir unsur olduguna isaret etmektedir. Apoptozun intrinsik ve

ekstrinsik yolaklar ile olustugu bilinmektedir (Fricker ve digerleri, 2018).

Intrinsik (icsel) apoptoz

Intrinsik apoptoz, ¢esitli mikrogevresel degisikliklerin baslattig1 ve hiicrede biiyiime faktorii
eksikligine, DNA hasarina, endoplazmik retikulum stresine, ROS’larin asir1 yiiklelmesine,
mikrotiibilil destabilizasyonuna veya mitotik defektlere sebep olan diizenlenmis bir hiicre
oliim tipidir (Czabotar, Lessene, Strasser ve Adams, 2014; Pihan, Carreras-Sureda ve Hetz,
2017; Roos, Thomas ve Kaina, 2016; Vitale, Manic, De Maria, Kroemer ve Galluzzi, 2017).
Igsel yolagin aktivasyonu, mitokondriyal dis zar permeabilizasyonunun (MOMP) geri
doniislimsiiz olarak hasarlanmasina ve dolayisiyla, ATP iiretiminin aksamasina yol acar
(Galluzzi, Kepp ve Kroemer, 2016). Bcl-2 ailesi proteinleri, pro-apoptotik ve anti-apoptotik
tiyelerden olusan ve intrinsik apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip protein
grubudur. Diger proteinlerin sentezlenmesini ve fonksiyonlarinin artmasini saglayan iiyelere
pro-apoptotik (Bax, Bcl-Xs, Bak, Bad, Bid), protein fonksiyonlarinin azalmasini
saglayanlara ise anti-apoptotik (Bcl-2, BclXy, Bcl-w, Mcl-1) denilmektedir. Anti-apoptotik
liyeler pro-apoptotik proteinlerin olugsmasini englelleyerek apoptozu onleme o6zelligine
sahiptir. Hiicresel oksidatif stresin arttig1 durumlarda, Bcl-2 homologu olan BH3 proteinleri
aktive olur. Bu durum, Bax ve / veya Bak gibi pro-aoptotik iiyelerin heterodimerizasyonu
yoluyla kaspaz serbestlesmesini uyarir (Willis ve digerleri, 2007). Bax ve / veya Bak
aktiflestiginde, mitokondri zarimin gegis porlarinin agikligini degistirebilme potansiyeline
sahip sitokrom-c, hiicreden serbestlesir. Serbestlesen sitokrom-c, Kaspaz 9 ve Kaspaz 3’iin
aktivasyonuna sebep olur. Bu olaylarin sonucunda zar, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek
homeostazinda degisime yol acan hasarlar ortaya c¢ikar (Friedlander, 2003; Favaloro,
Allocati, Graziano, Di Ilio ve De Laurenzi, 2012). Anti-apoptotik iiyeler olan Bcl-2 ve Bcl-
Xt, Bel-w ve Mcl-1 kaspazlarin 6ncii formlarinin olusumunu ya da kaspaz akisini direkt

olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyarici faktér (AIF) ve sitokrom-c gibi
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apoptogenik  faktorlerin  mitokondriden serbestlesmesini  engelleyerek apoptozu

baskilayabilir (Fricker ve digerleri, 2018) (Sekil 2.8).

Ekstrinsik (dissal) apoptoz

Ekstrinsik apoptoz, hiicre dis1 mikrogevre degisiminin baglattigi, diizenlenmis hiicre
oliimiidiir (Flusberg ve Sorger, 2015; Gibert ve Mehlen, 2015). Oliim reseptdrleri olarak
bilinen spesifik trans-membran reseptorlerinin, TNF ailesine ait ligandlara baglanmasina
neden olan hiicre dig1 sinyaller ile indiiklenen bir 6liim seklidir. Oliim reseptérleri, ligandlara
baglanirken bir¢ok reseptor molekiilii bir araya getirilir ve kaspaz kaskadinin aktivasyonuna
yol acan Oliim Baslatma Sinyali Kompleksi (DISC) olarak bilinen ¢ok proteinli bir
kompleks olusur. Bu proteinlerden biri Fas-iliskili 6liim alan proteini (FADD)’dir. FADD
prokaspaz 8 molekiillerini baglar, boylece Kaspaz 8 aktive olur. Aktif Kaspaz 8, ek Kaspaz
8 molekiillerini aktive ederek apoptozun baslamasina sebep olur (Fleten ve digerleri, 2016;

Lavrik ve Krammer, 2012) (Sekil 2.8).

Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklari arasinda etkilesimler de sézkonusu olabilir. Bu
durum, proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinden Bid tarafindan saglanir. intrinsik yolakta aktive
olan Kaspaz 8, Bid proteininin kesilmesini ve tBid proteininin olusmasini saglayabilir. tBid
proteini, Bax aktivasyonunu ve MOMP’un indiiksiyonunu saglamak i¢in mitokondriye giris
yapabilir. tBid, ekstrinsik yolagi aktive ederek mitokondriden sitokrom-c ¢ikisini

gergeklestirir (Fricker ve digerleri, 2018) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklar1 (Fricker ve digerleri, 2018)
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Apoptozun norodejeneratif hastaliklardaki rolii

Noronal apoptozunun, bir¢ok nérodejeneratif hastaligin patogenezi ile ilgili olan uyaranlara
yanit olarak ortaya c¢ikabilecegi belirlenmistir (Mitchell ve digerleri, 1994; Bonfoco,
Krainc, Ankarcrona, Nicotera ve Lipton, 1995). AH’den sorumlu AP proteini
(Forloni, Bugiani, Tagliavini ve Salmona, 1996; Estus ve digerleri, 1997), PSEN2
mutasyonlart (Wolozin ve digerleri, 1996), Parkinson hastaligi toksini olan 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) ve metaboliti (Tatton ve Kish, 1997), dopamin
(Ziv ve digerleri, 1994), ALS’den sorumlu SOD1 geninin asir1 ekspresyonu (Rabizadeh ve
digerleri, 1995), bir¢ok norodejeneratif hastaligin ortak sebebi olan mitokondriyal kompleks
1 inhibitérleri (Hartley, Stone, Heron, Cooper ve Schapira, 1994) ve H>O2 benzeri pro-
oksidanlar (Slater, Stefan, Nobel ve Orrenius, 1995), néronal apoptoz kaynagidir. Yapilan
incelemelerde, AH’li kisilerin beyin dokularinda pro-apoptotik (Bax, Bac, Bad) proteinlerin
seviyelerinin artis1 ve onciil Kaspaz 8, 9 ve efektor Kaspaz 3, 6’nin varligi tespit edilmistir
(Behl, 2000; Albrecht ve digerleri, 2007; Stadelmann ve digerleri, 1999; Rohn, Head, Nesse,
Cotman ve Cribbs, 2001; Rohn ve digerleri, 2002). Transgenik AH fare modellerinde
intrinsik apoptotik yolun engellenmesinin, anti-apoptotik Bcl-2 geninin asir1 ekspresyonuna
sebep oldugu, Kaspaz 9 ve 3 aktivasyonunu ise bloke ettigi gosterilmistir (Rohn ve digerleri,
2008; Corona, Pensalfini, Frazzini ve Sensi, 2011).

Parkinson hastalarmin beyin dokularinda Kaspaz 3, 8 ve 9 gibi noronal apoptoz
efektorlerinin ekspresyonlarmin arttigi tespit edilmistir (Anglade ve digerleri, 1997;
Hartmann ve digerleri, 2001; Viswanath ve digerleri, 2001). Ayrica, Parkinson hastalarinin
noromelanin i¢eren hiicrelerinde apoptotik kromatin kiimelerinin varligi, apoptotik hiicre
Oliimiiniin kanit1 niteligindedir (Tompkins, Basgall, Zamrini ve Hill, 1997; Tatton, Maclean-
Fraser, Tatton, Perl ve Warren, 1998; Tatton, 2000; Lev, Melamed ve Offen, 2003). Bu
hiicrelerde, aktive olmus Kaspaz 3 de gozlenmistir (Tatton, 2000). Parkinson hastalarinin
beyin postmortem dokularinda, ekstrinsik apoptotik yolun aktivasyonu gosterilmistir (Mogi
ve digerleri, 1994; Mogi ve digerleri, 1996; Hartmann, Mouatt—Prigent, Faucheux, Agid ve
Hirsch, 2002).

Kaspazlarin, Huntington hastalarinin beyinlerinde de aktive oldugu gosterilmistir (Vis ve
digerleri, 2005; Kiechle ve digerleri, 2002). Huntingtin proteininin kendisinin, kaspazlar i¢in

bir substrat oldugu ve sinir hiicreleri i¢in toksik olabilecegi kaydedilmistir (Wellington ve



26

digerleri, 2002; Wellington ve digerleri, 2000). Kaspaz 8 ekspresyonunun, Huntington
hastalarinin beyin dokularinda arttig1 gosterilmistir (Sanchez ve digerleri, 1999). ALS’de
Bcl-2 mRNA ekspresyonunun azaldigini, Bax ve Kaspaz 3 mRNA ve protein diizeylerinin
ise arttigini gosteren biyokimyasal ¢alismalar mevcuttur (Mu, He, Anderson, Springer ve

Trojanowski, 1996; Ekegren, Grundstrom, Lindholm ve Aquilonius, 1999).

2.3.2. Nekroz

Nekroz kelimesi, ilk olarak Virchow tarafindan hiicreler ve dokulardaki pasif, yikici
degisiklikleri ifade etmek i¢in kullanilmistir (Lee ve digerleri, 2018). Nekrotik hiicrelerin
hiicre i¢i pargalarinin ve salgilariin, apoptozdan farkli olarak bir inflamatuar yaniti
tetikledigi belirlenmistir. Nekrozun, beyinde noroinflamasyonun baslatilmasi veya
giiclendirilmesi ile iliskili oldugu ve geri doniisiimsiiz bir ndronal kaybin temsilcisi oldugu
bildirilmistir. Plazma membranlarinin biitiinliigiiniin bozulmasi1 anlamina gelen nekroz,
bircok farkli mekanizma ile olusabilmektedir. Bu mekanizmalar iki baslik altinda
toplanmistir: Diizenlenmis (veya programlanmis) nekroz, genetik olarak kontrol ve bloke
edilebilen aktif hiicresel siiregleri igerirken; diizensiz nekroz, plazmaya dogrudan etki eden
doku travmasi ya da toksinler sonucu olusan durumlar gibi pasif siirecleri igermektedir
(Berghe, Linkermann, Jouan-Lanhouet, Walczak ve Vandenabeele, 2014). Diizenlenmis
nekrozun ¢esitli formlar1 nekroptoz, partanatoz, ferroptoz, mitokondriyal zar gegirgenliginin

degisimi, otoliz ve pirotozdur.

Nekroptoz

Hem dis kaynakli hem de endoplazmik retikulum kaynakli etkiler ile ATP diizeylerinin
azalmasi sonucu olusan, programlanmis nekrozdur. Nekroptozun, hiicre membran
biitiinliiglinlin bozulmasi, hiicre ve endoplazmik retikulum dilatasyonu, organellerin
pargalanmasi, hiicrenin lizisi ile karakterize olan nekroz ve apoptoz niteliklerinin birlikte
goriildiigii farkli hiicre 6liim tiplerini temsil ettigi bilinmektedir. Nekroptoz, hiicre 6liim
reseptorlerinin TNF-a ve Fas gibi ligandlara baglanmasi ile baslar. Bu durum kaspazlardan
bagimsiz sekilde gergeklesir (Degterev ve digerleri, 2005). Nekroptozun, reseptor
interaktif protein 1 (RIP1) ve RIP3 kinazlar tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir
(Christofferson ve Yuan, 2010). Beyinde travma, dejenerasyon ve enfeksiyon gibi cesitli

sebeplerle hasar gérmiis sinir hiicrelerinde, nekroptoz goriiliir. Insan embriyonik kok hiicre



27

kaynakli motor ndronlarmin, sporadik ALS'li kisilerden ya da SOD1 mutant farelerden
tiretilen astrositlere maruz kaldiklarinda, RIP1 kinaz bagimli nekroptoza ugradiklari
gosterilmistir. RIP1 inhibisyonunun, kortikal néronlarin eksitoksik 6liimiinii 6nledigine dair
bulgular vardir (Li, Yang, Ma, Qiao ve Zhang, 2008; Xu ve digerleri, 2007). Ayrica,
nekroptoz inhibisyonunun, noéroinflamasyonun azalmasiyla sonuglandigi gosterilmistir

(Chavez-Valdez, Martin, Flock ve Northington, 2012).

Partanatoz

Partanatoz, poli adenozin difosfat polimerazlarin (PARP) aktivitesine bagli diizenlenmis bir
nekroz tiiridiir (Fearnley ve Lees, 1991). PARP'ye bagli 6liim, mitokondriden ¢ekirdege AIF
translokasyonu ve ardindan kromatin yikimi ile gerceklesir (Cheung ve digerleri, 2006;
Culmsee ve digerleri, 2005; Wang ve digerleri, 2004; Yu ve digerleri, 2002). Stres faktorleri
ile aktiflesen PARP-1, AIF’nin indiiklenmesine ve niikleer translokasyonuna sebep olur.
AIF, mitokondriden salinan siklofilin A ile birleserek bir kompleks olusturur (Suzuki ve
digerleri, 2013). Siklofilin A-AIF kompleksinin, niikleer translokasyon yapabildigi, DNA’ya
baglanarak DNA’nin fragmantasyonuna sebep olmak suretiyle hiicre 6liimiinii tetikledigi
kaydedilmistir. Siklofilin A-AIF kompleks olusumunun inhibe edilmesinin, hipokampusta
yer alan sinir hiicrelerinin glutamat kaynakli 6limiinii onledigi bildirilmistir (Doti ve

digerleri, 2015).

Cesitli norodejeneratif bozukluklarda, partanatozun roliiniin oldugu kanitlanmistir. PARP-
I'in ve bazi durumlarda PARP-2’nin genetik veya farmakolojik inhibisyonu, AIF’ nin
niikleer translokasyonunu azaltir ve inme, eksitotoksik stres ve Parkinson hastaliginda
noroprotektif etki gosterir (Lu, Kamboj, Gibson ve Anderson, 2014; Cao ve digerleri, 2007,
Kuzhandaivel, Nistri ve Mladinic, 2010; Mandir ve digerleri, 2000; Mandir ve digerleri,
1999; Yu, Mechawar, Krantic ve Quirion, 2010). Ayrica, Parkinson, AH ve ALS hastalarinin
hastalik ile ilgili sinir sistemi bolgelerinde, artmis AIF aktivasyonu ve AIF’nin niikleer

translokasyonu gozlenmistir (Burguillos ve digerleri, 2011; Lee ve digerleri, 2012).

Ferroptoz

Noronlarda eksitotoksik stresle tetiklenebilen demir bagimli diizenlenmis bir nekrozdur.

Ferroptoz, apoptoz, nekroz, nekroptoz ve otofajik hiicre Oliimlerinden morfolojik ve
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biyokimyasal olarak farklidir. Ferroptoz, erastin gibi toksik etkili bilesikler ile
indiiklenebilir. Ferroptozun indiiklenmesinin ardindan, kromatin yogunlagsmasi ve
mitokondriyal ve niikleer biiziilme ile seyreden hiicre 6liim siireci baglar. Mitokondriyal
biiziilme, ferroptozu diger 6liim formlarindan ayiran essiz bir belirtegtir (Dixon ve digerleri,
2012). Ferroptozun, lipit peroksidasyonu ve AIF’nin niikleer translokasyonu yolu ile hiicre
Olimiine sebep oldugu gosterilmistir (Pallast ve digerleri, 2010; Yang ve digerleri, 2016).
Ferroptoz inhibisyonu ile, Parkinson hastaligi ve ALS gibi eksitotoksik 6liimiin goriildiigii
norodejeneratif hastaliklarda noéronal Oliimiin Onlenebilecegi gosterilmistir (Cheah ve

digerleri, 2006; Wang ve digerleri, 2011).

Mitokondriyal zar gecirgenliginin degisimi

Mitokondriyal zar gecirgenliginin degisimi (mPTP), bir hiicre 6lim formudur. Oksidatif
fosforilasyon ve diisik ATP seviyelerinin sebep oldugu hiicre i¢i Ca*? yiiksekliginin,
mitokondriyal zar gecirgenliginde artisa sebep oldugu gosterilmistir. Mitokondriyal matriks
enzimi olan siklofilin D, mPTP’de etkili olan bir proteindir. Siklofilin D, adenin niikleotid
tastyicilar ve fosfat tasiyicisilar gibi bir veya birkag¢ transmembran proteini ile etkilesime
girerek mitokondriyal zar gecirgenligin arttirilmasina sebep olabilir (Halestrap ve
Richardson, 2015; Shanmughapriya ve digerleri, 2015). Mitokondriyal zar gegirgenligin
arttsi, beyinde iskemi sirasinda ortaya ¢ikar. Iskemi ile indiiklenen néronal hiicre 6liimiiniin,
siklofilin D inhibitorleri ile kismen Onlenebildigi bildirilmistir (Li, Kristian, He ve Siesjo,
2000). AH’nin patogenezinde de mPTP’nin rol oynadigi kaydedilmistir. Siklofilin D

inhibisyonunun, AH’de AP kaynakli mitokondriyal disfonksiyon ve ndron oOliimiinii

.....

2008).

Lizozomal hiicre 6lumii (otoliz)

Otoliz, lizozomal membran permeabilizasyonundan kaynaklanan hiicre olimi olarak
tanimlanir ve norodejeneratif hastaliklarinda goriilen hiicre 6liim sekillerinden biridir
(Serrano-Puebla ve Boya, 2016). Parkinson hastaliginda indiiklenen lizozomal membran

permeabilizasyonu sonucunda otoliz olustugu bildirilmistir (Dehay ve digerleri, 2010).
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Piroptoz

Piroptoz, patojen uyarimli konak hiicre 6liimii anlamina gelmektedir. Kaspaz 1’e bagimh
olarak gelisen hiicre 6liim seklidir (Bergsbaken, Fink ve Cookson, 2009). Interldkin
doniistiiriici enzim olan Kaspaz 1’in, makrofajlarda aktivasyonu sonucu inflamatuar
sitokinlerin iretildigi ve hiicre Oliim siireclerinin basladigt bildirilmistir (Kroemer ve
digerleri, 2009). Iskemi sonrasi, kortikal néron kiiltiirlerinde Kaspaz 1 aktivasyonunun,
mitokondriyal membran permeabilizasyonunu etkinlestirdigi ve hiicre 6liim siireclerinde
etkili oldugu kaydedilmistir (Zhang ve digerleri, 2003). Noronal Kaspaz 1 inhibisyonunun
ise, iskemiyi baskiladigi, ALS'nin SOD1 modelinde ve AH’nin AB modelinde noral 6limi
onledigi belirlenmistir (Tan ve digerleri, 2014).

2.3.3. Otofajik hiicre oliimii

Otofaji, hiicre bilesenlerinin, ortadan kaldirilabilmesi i¢in lizozoma iletildigi siirectir.
Hiicrenin besin elde edemedigi durumlarda ve isgalci patojenlerin nétralize edilip ortadan
kaldirilmasinda otofaji gergeklesir (Paulus ve Xavier, 2015). Otofajide, hiicre bilesenleri
otofagozomlar olarak bilinen vezikiiller yoluyla lizozomlara tasinir. Otofagozom
formasyonu, otofajiye bagl genler ve ek proteinleri igeren multi-protein kompleksini hedef
alan bir sinyal dizisi ile baslatilir (Ohsumi, 2014). Bu kompleksin aktivasyonu, cesitli
sitoplazma parcalarini, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi organelleri i¢ine alan
omegazom olarak bilinen ¢ift-membran yapili tomurcuklarin olusmasini saglar (Ktistakis ve
Tooze, 2016). Otofagozomlarin endozomlar veya lizozomlar ile par¢alanmasi, hiicre i¢in
hayati oneme sahip bazi proteinlerin ve organellerin de yikimina sebep olabilmektedir
(Gozuacik ve Kimchi, 2007). Otofajideki anormalliklerin, kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve
norodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli saglik sorunlarinin nedenleri arasinda yer aldig
gosterilmistir (Platz ve digerleri, 2011). Otofagozom formasyonu i¢in gerekli olan genlerin
susturulmasi ile otofajinin ve dolasiyisiyla nérodejenerasyonun 6nlendigi belirtilmistir (Hara

ve digerleri, 2006).

2.3.4. Paraptoz

Hiicreyi nekroza gotiiren, yapisal ve biyokimyasal agidan apoptozdan farkli, programli bir

hiicre 6liimiidiir. Paraptozda insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptori 1 (ILGF-1)’in



30

aktivasyonunu, mitokondride ve endoplazmik retikulumda sismeler ve hiicre iginde
vakuollerin olusmasi seyreder (Hoa ve digerleri, 2009). Bunu, inflamasyon takip eder.
Paraptozda goriilenlere benzer tipte sitoplazmik vakuoller, AH’de ve diger tauopatilerde

olusan norodejenerasyonlarda kaydedilmistir (Fricker ve digerleri, 2018).

2.3.5. Fagositozla hiicre 6liimii (Fagoptoz)

Fagositoz ile hiicre dliimii (fagoptoz), bir hiicrenin bagka bir hiicre tarafindan fagosite
edilmesi anlamima gelmektedir. Fagositozun inhibe edilmesinin, hiicre dliimiinii 6nledigi
belirtilmistir (Brown ve Neher, 2014). Toll-benzeri reseptoér (TLR) ligandlari, TNF-a veya
AP ile mikroglialarin aktivasyonu, noronlarin fagositozuna sebep olmaktadir. Bu durum,
norodejenerasyonun baslamasina vesile olmaktadir (Neher ve digerleri, 2011). inflamatuar
yanit olusturan LPS’nin, ndronlarin mikroglial fagositozuna ve dolayisiyla néronal kayba
sebep olabilecegi bildirilmistir (Neher, Neniskyte, Hornik ve Brown, 2014). iskemide de

mikroglial fagositozun eslik ettigi noronal kayip gozlenmistir (Neher ve digerleri, 2011).

2.4. Norodejeneratif Hastaliklarin Tedavisi Icin Gelistirilen Tilaclar ve Etki
Mekanizmalari

Amerikan Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ve ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde hali hazirda kullanilan ilaglar mevcuttur. Bu ilaglarin, AChE inhibisyonu,
dopamin arttirici, dopamin reseptor agonisti, anti-inflamatuar siklooksijenaz-2 (COX-2)
inhibisyonu, gamma-aminobutirik asit (GABA) agonisti, N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptor baskilayici, antioksidan ve anti-apoptotik GSK-3f inhibisyonu gibi 6zellikleri
sebebiyle nérodejeneratif hastaliklarin tedavisi / onlenmesinde etkili olduklar1 bilinmektedir
(Durées, Pinto ve Sousa, 2018; Van der Schyf, 2011; Chauhan ve Mehla, 2015; Dey,
Bhattacharya, Mukherjee ve Pandey, 2017).

2.4.1. AChE inhibitorleri (AChE-i’leri)

Hiicrede artan AChE aktivitenin, pro-inflamatuar sitokin ve interlokin {iiretimi gibi
degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir. AChE artisinin, glukoz regiilasyonu ve apoptozda
etkili olan glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3)’ii harekete gegirerek pro-apoptotik proteinlerin
(Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9) artisina sebep oldugu saptanmustir. Ayrica, GSK3 artiginin anti-

apoptotik bir protein olan Bcl-2’yi bloke ettigi, boylece, hiicrede apoptozun baslamasina
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sebep oldugu gosterilmistir. GSK3 artisinin, tau hiperfosforilasyonunu tetikledigi ve bu
mekanizma tizerinden ndrodejenerasyona sebep oldugu da belirtilmistir. AChE, GSK3 ve
Kaspaz inhibitérlerinin (AChE-i, GSK-i, Kasp-i) ise, bloke edici bir rol iistlenerek, apoptozu
ve tau hiperfosforilasyonunu baskiladigi kanitlanmistir (Sekil 2.9) (Toiber ve digeleri 2008).

Apo ptotik etken
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Sekil 2.9. AChE inhibitorlerinin (AChE-i) noral apoptozdaki rolii (Toiber ve digeleri 2008)

AChE-i’ler, AChE enzimini geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz sekilde inhibe ederek,
ACh’nin hidrolizini engellerler. Presinaptik néronda Asetil Ko A ve kolinin, ChAT ile
birlestirilmesi sonucu iretilen ACh, sinaptik araliga salinir. Sinaptik araliktaki ACh,
postsinaptik membran {izerindeki asetilkolin reseptoriine baglanir. Hiicre ici bir yanit
tetiklendiginde, ACh reseptorden ayrilir. AChE, sinaptik iletimi sonlandirmak igin serbest
kalan ACh’yi asetat ve koline hidrolize eder (Schumacher ve digerleri, 1986). Kolin, kolin
tastyici tarafindan presinaptik noron igine taginir ve ACh iiretimi igin bir substrat gorevi
goriir. Hiicrede AChE artis1 oldugunda, ACh sinyal iletimini ger¢eklestiremeden hidrolize
edilir. AChE-i'lerin AChE’yi inhibe ederek, ACh etki siiresinin uzatilmasina, bdylece
hiicrede smpuls iletiminin dogru sekilde saglanmasina yardimeci oldugu kanitlanmistir

(Koganci ve Aslim, 2016) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. AChE inhibitorlerinin (AChE-i) fonksiyonlar1 (Jeger, 2013; Koganci ve Aslim,
2016)

AChE-i’lerin, aktif mikroglial hiicreler ile astrositleri baskilayarak sitokin tiretimini
durdurduklari bilinmektedir (Tabet, 2006). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda, AChE-i tedavisinin
periferik kan mononiikleer hiicreler tlizerine etkileri incelenmis ve tedavi sonrasinda
inflamasyonu baskilama yetenegine sahip olan MCP-1 ve IL-4 iiretiminin belirgin 6lciide
artt1g1, buna karsilik periferik kanda yiikselen IL-1f3, IL-6, TNF-a diizeylerinin belirgin
olctide baskilandig gosterilmistir (Gambi ve digerleri, 2004).

Giliniimiizde AChE inhibisyonu, AH’nin ilagla tedavisinde kullanilan en etkili yontemdir.
Bugiin FDA onayli AChE-i’ler rivastigmin (exelon®), takrinin (cognex®), donepezil
(aricept®) ve galantamin (reminyl®)’dir (Casey, Antimisiaris ve O’Brien, 2010). Fakat,
mevcut ilaglarin, bradikardi, atriyal aritmi, miyokard enfarktiis, sino-atriyal ve
atriyoventrikiiler blok gibi yan etkileri sebebiyle kullanimi1 kisitlanmaktadir (Wollen, 2010;
Rowland ve digerleri, 2007). Bu nedenle, AH {izerinde koruyucu ve / veya iyilestirici
potansiyeli olan, daha az yan etkiye sahip veya hi¢ yan etkisi olmayan yeni AChE-i’lerin
belirlenmesi, 6nemli bir ¢aligma alan1 haline gelmistir. Arastirmacilar, yeni ve daha etkili
AChE-i'lerin tespiti i¢in, dogal etken maddeler olmalar1 bakimindan, bitkisel kaynakli

bilesiklere odaklanmiglardir (Murray, Faraoni, Castro, Alza ve Cavallaro, 2013).

Farlow ve Hake’ye gore (2001) ideal AChE-i’lerin sahip olmasi gerek ozellikler soyle

tanimlanmistir:
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e lyi tolere edilmelidir.

o Ozellikle AChE artisinin goriildiigii spesifik beyin bdlgelerinde (serebral korteks ve
hipokampus) etkili olmalidir.

e 9% 60-80 oraninda AChE inhibisyonu saglamalidir.

e Periferik kolinerjik sistem tizerine minimal etkilere sahip olmalidir.

e Organ toksisitesi olmamalidir (Farlow ve Hake, 2001; Ulger, Yavuz, Halil, Cankurtaran
ve Ariogul, 2009).

2.4.2. Dopaminerjik etkili ilaclar

Dopamin, hareketlerin saglanmasi, 6grenme ve hafizanin gelistirilmesi ve korunmasi,
davraniglarin belirlenmesi, uyku dengesinin saglanmasi gibi durumlarda etkili olan ve
beyinde salgilanan bir ndrotransmitterdir (Rutledge ve digerleri, 2009). Parkinson
hastaliginda beynin substantia nigra ad1 verilen bolgesinde, dopamin iireten néronlarin kaybi
sozkonudur. Parkinson hastaliginin ilagla tedavi yaklasimlarinda, dopamin seviyesini
arttiran, dopamin reseptorlerini uyaran ve dopamin metabolizasyonunu azaltan ilaglar
giindemdedir. Dopamin prekiirsorii olan levodopa adli ilag, dopamin seviyesinin artmasina
katkida bulunarak Parkinson hastaliginda semptomlarin azaltilmasinda etkili olmaktadir
(Parkinson Study Group, 2004). Dogrudan postsinaptik domein reseptorlerini uyararak
Parkinson semptomlar1 lizerinde etkili olan ilaglar, pergolid, lisurid, pribedil, kabergolin,
bromokriptin, pramipeksol, ropinirol, apomorfindir (Rascol, Goetz, Koller, Poewe ve
Sampaio, 2002). influenza tedavisinde kullanilan bir antiviral olan amantadinin de
noronlarda dopamin sentezini arttirdigi bildirilmistir (Goetz ve digerleri, 2017). Dopamin
eksikligi sebebiyle ortaya ¢iktigi diisiiniilen kolinerjik artis1 diizenleyen anti-kolinerjik
ilaglar da, Parkinson hastaligmnin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlar: Biperiden,
benztropin, bornaprin, orfenadrin, prosiklidin, triheksifenidil, tropatepindir (Rosa, Ferreira,
Coelho, Freire ve Sampaio, 2010). Dopamini metabolize eden monoaminooksidaz-B
enziminin inhibitorleri: selejilin, lazabemid, rasajilindir. Dopamini metabolize eden bir
bagka enzim olan katekol o-metiltransferaz inhibitorleri tolkapon ve entakapon da Parkinson

hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir (Cakmur, 2011).
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2.4.3. Anti-inflamatuar ilaglar

Artan kanitlar, inflamasyonun bir¢ok norodejeneratif hastaligin patogenezinde yer aldigini
gosterir. Bu nedenle, anti-inflamatuar ilaglarin, beyindeki inflamasyonun kiimiilatif
etkilerini azaltabilecegi One striilmistiir. Bugiine kadar yapilan bazi epidemiyolojik
caligmalar, anti-inflamatuar ilaglarin siirekli kullanimi ile ndrodejeneratif hastaliklarda
ilerlemenin yavaslatildig1 gostermistir. Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar (NSAII'ler),
anti-inflamatuar, antipiretik ve analjezik Ozellikleri nedeniyle diinya ¢apinda en yaygin
olarak kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir. NSAIll'lerin, siklooksijenaz (COX)
enziminin inhibisyonu yoluyla anti-inflamatuar etkilere aracilik ettikleri kesfedilmistir
(YYaksh, Dirig ve Malmberg, 1998). Noroinflamasyon ile iliskili bir protein olan COX-2’nin,
baz1 beyin ve sinir fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, AH’de ve inflamasyonda rol oynadigi
bilinmektedir (Kaufmann, Worley, Taylor, Bremer ve Isakson, 1997). Ayrica, korteks ve
hipokampiiste postsinaptik sinyallerin olusumunda etkilidir ve indirekt olarak glutamat geri
alinimini arttirir, néronal hasara yol agar. COX-2 enziminin ekspresyonunun AH'li
beyinlerde arttig1 gosterilmistir. AH’li beyinlerde hiperfosforile tau proteinlerinin
olugturdugu norofibriler yumaklarin ortaya ¢ikmasindan hemen dnce COX-2 seviyesinin
yiikseldigi tespit edilmistir (Oka, Itoh ve Takashima, 1999). ALS hastalarinin ve ALS fare
modellerinin spinal kordlarinda da yiiksek COX-2 seviyeleri belirlenmistir (Yasojima,
Tourtellotte, McGeer ve McGeer, 2001; Yoshihara ve digerleri, 2002). Parkinson hastalig
fare modellerinde COX-2 spesifik inhibitorlerinin noroprotektif etkilerinin  oldugu
gosterilmistir (Teismann ve Ferger, 2001). Norodejeneratif hastaliklarda, COX-2
inhibisyonu yolu ile anti-inflamatuar etki gosteren ilaglar, asetaminofen ve ibuprofendir.
Ayrica, indometasin, flurbiprofen ve sulindak gibi NSAII'lerin, COX-inhibisyonundan
bagimsiz olarak reseptor-g aktivasyonu (Sastre ve digerleri, 2003; Camacho ve digerleri,
2004), Ras sinyal yolunun inhibisyonu (Zhou ve digerleri, 2003) ve presenilin-1
interaksiyonu yoluyla amiloid-f birikimini azalttigi gosterilmistir (Gasparini, Ongini ve
Wenk, 2004).

2.4.4. Gamma-aminobutirik asit (GABA) agonistleri

Glutamik asidin bir iiriinii olan gamma-aminobutirik asit (GABA), bir norotransmitterdir
(Pearl, 2018). Noronlarda GABA isleyisinin bozulmasi, mental reterdasyon, epilepsi,
Huntington hastalig1, Parkinson, ALS gibi pek ¢cok norolojik ve psikiyatrik hastalik ile iliskili
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bulunmustur (Ramirez-Jarquin ve Tapia, 2017). GABA agonisti olan diazepam ve
baklofenin Huntington hastaligit ve ALS tedavisinde kullanimi sézkonusudur (Liu ve
digerleri, 2018b).

2.4.5. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor baskilayicilari

Iyon kanali bagimli reseptorler olarak da bilinen NMDA reseptorlerleri, Ca*? gecisini
saglayan aracilardir. Hiicrede NMDA reseptérlerinin fonksiyon artisi, Ca*? diizensizlikleri
ile gelisen norodejenerasyona sebep olmaktadir (Bading, 2017). Kalsiyum kanal bloklayict
etki gosteren dantrolen ve NMDA reseptor baskilayici etki gosteren rulizoliin, ALS;
memantinin ise, AH tedavisinde etkili oldugu bilinmektedir (Larsen, Mau, Padilla ve Enciso,
2017).

2.4.6. Antioksidan bilesikler

Noronlarda serbest radikallerin iiretilmesi, tiim ndrodejeneratif hastaliklarda ortak olan
Ozelliktir (Shah ve digerleri, 2008). Antioksidan ilaglarin norotoksik uyaranlara karsi
norokoruyucu etki gosterdigi in vivo ve in vitro ¢alismalar ile gosterilmistir (Przedborski ve
Ischiropoulos, 2005; Aliev ve digerleri, 2008). E vitamini, melatonin, resveratrol, karnozin
ve koenzim Q10 gibi bir dizi antioksidan molekiiliin ndrodejeneratif hastaliklarin

onlenmesinde ve tedavisinde yararli olabilecegi kanitlanmistir (Sureda ve digerleri, 2011).
2.4.7. Anti-apoptotik GSK-3p inhibitorleri

GSK-3p, cesitli substratlar1 fosforile etme kabiliyeti nedeniyle hiicre i¢i apoptotik sinyal
yolaklarinin modiilasyonunda &nemli bir rol oynar. Ornegin, AH'de, bu hastaligin
ndropatolojisine dogrudan katilan protein tau, bu enzim tarafindan fosforile edilir. Bu
nedenle, GSK-3B inhibisyonu, AH'in tedavisi ve Onlenmesinde uygun bir stratejidir
(Hernandez, Nido, Avila ve Villanueva, 2009). Ayrica, néronlarda GSK-3B’nin asirt
aktivitesi pro-apoptotik ozellik gosterir ve GSK-3 inhibisyonu noroproteksiyonu saglar
(Bhat, Budd Haeberlein ve Avila, 2004). Lityumun dogrudan ve tersine gevrilebilir bir GSK-
3 inhibit6rii oldugu bildirilmistir (Camins ve digerleri, 2009). Eksitotoksisite, f-amiloid
muamelesi ve H2O; aracili oksidatif stres gibi ¢esitli apoptotik modellerde, programlanmis

noronal hiicre 6limiinii inhibe ettigi kaydedilmistir (Martinez ve Perez, 2008). Ayrica,
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lityumun AChE inhibitor 6zelligi de literatiirde gosterilmistir (Jing, Jin, Wu ve Zhang,

2008).

Norodenjeneratif hastaliklar lizerinde etkili ilaglar ve etki mekanizmalar1 Cizelge 2.1°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.1. Norodenjeneratif hastaliklar tizerinde etkili ilaglar ve etki mekanizmalari

Etki Mekanizmasi flag Adi Kaynak

Dopamin arttirict Levodopa,  bromocriptine,  ropinirole, Parkinson Study
tolcapone, entacapone, amantadine, Group, 2004; Goetz ve
pramipexole, selegiline, lazabemide, digerleri, 2017,
rasagiline, Cakmur, 2011

Anti-kolinerjik Biperiden, benztropine, bornaprine, Casey ve digerleri,
orphenadrine, procyclidine, tropatepine, 2010; Rosa ve
trihexifenidil,  donepezil, rivastigmine, digerleri, 2010

galantamine, tacrine

Dopamin reseptor Lisuride, pergolide, pribedil, cabergoline, Rascol ve digerleri,
agonisti bromocriptine, pramipexole, ropinirole, 2002
apomorphine
Anti-inflamatuar Acetaminophen, ibuprofen, indometacin, Sastre ve digerleri,
flurbiprofen, sulindak, lityum 2003; Camacho ve
digerleri, 2004;

GABA agonisti

Diazepam, baclofen

Gasparini ve digerleri,
2004, Jing ve digerleri,
2008

Liu ve digerleri, 2018b

NMDA  reseptor Memantine, rulizole Larsen ve digerleri,
antagonisti 2017

Ca? kanal Dantrolene Larsen ve digerleri,
bloklayicisi 2017

Anti-oksidan Melatonin, resveratrol, carnosin, Coenzyme Sureda ve digerleri,
Q10 2011

Anti-apoptotik Lityum Martinez ve Perez,
2008

Norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilen mevcut ilaglar, ancak semptomlari
yavaglatarak hastaligin ilerlemesini geciktirmekte; tam anlamiyla bir koruma ve tedavi
saglayamamaktadir. Ayni zamanda, bu ilaglarin siirekli kullanimlarinda veya yiiksek dozda

alimlarinda, motor hareket bozukluklar1 da ortaya cikabilmektedir (Lleo, Greenberg ve
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Growdon, 2006). Kullanilan sentetik ndrokoruyucu ajanlarin denge bozuklugu, uyku hali,
anksiyete, duygu durum bozukluklar1 gibi yan etkilerinin oldugu g6z oniine alinarak, ilag
alternatiflerinin kesfi i¢in dogal kaynakli yeni tedavi yaklasimlarina odaklanilmistir (Lleo
ve digerleri, 2006). Norodejeneratif hastaliklarda etkin olabilecek yeni ilaglarin kesfine
yonelik ¢caligmalar, antioksidan, antiradikal ve immun sistemi gii¢lendirici potansiyele sahip
dogal kaynakli ilaglarin kesfi ve gelistirilmesini hedef alan stratejilere gore
planlanlanmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarin yaslanma ile olan baglantisi sebebi ile
kiimiilatif hiicresel hasart onleyecek ve / veya tedavi edecek yaklasimlar, patolojik
yaslanmaya iliskin olarak eriskin yasantisinda hiicre 6limiiniin nedenlerini tanimlamaya
odaklanmigtir (Mehler ve Gokhan, 2000). Bu nedenle, AChE ve apoptoz inhibisyonu ve anti-
inflamatuar yaklasimlar, nemli tedavi stratejilerini olusturmaktadir (Bakar ve Yulug, 2009;
Sherwin 2000, Chertkow, 2002). Kullanilmakta olan AChE-i ilaglarin azot igeren
heterosiklik yapida oldugu bilinmektedir. Glaucium cinsinin de bahsedilen ilaglara benzer
sekilde diizlemsel yapili, aromatik ve hetero halka iceren alkaloid bilesikler bakimindan
zengin oldugu bilinmektedir (Doncheva ve digerleri, 2014). Glaucium tiirlerinden biri olan
G. corniculatumun geleneksel sifacilar tarafindan hafiza arttirici olarak kullanilmasi ve
AChE’yi inhibe etme potansiyelinin oldukg¢a yiiksek olmasi, nérodejeneratif hastaliklar
tizerinde iyilestirici ve / veya koruyucu potansiyelde olabilecegini gostermistir (Ahmed ve
digerleri, 2013, Orhan ve digerleri, 2004). Bu nedenle, bu tez c¢alismasinda G.
corniculatum’un kloroform, metanol ve su olmak lzere ti¢ ¢oziicii ile ekstrelerinin elde
edilmesi, ekstrelerdeki igerik analizlerinin gerceklestirilmesi, ekstrelerin AChE ve ndral
Olimii inhibe edici ve anti-inflamatuar etkilerinin degerlendirilmesi ile ndrodejeneratif

hastaliklarda miimkiin 6nleyici ve / veya tedavi edici etkinligi belirlenmeye ¢alisilmistir.

2.5. Norodejeneratif Hastahiklarin Tedavisinde Kullanlan Alternatif Bitkisel Sekonder
Metabolitler

Bitki kimyasallar1 primer ve sekonder metabolitler olarak ikiye ayrilir. Primer metabolitler,
biiylime, lireme ve metabolizmanin siirdiiriilmesi gibi yasam i¢in temel siire¢lerde gérevli
olan metabolitlerdir. Sekonder metabolitler, primer metabolitlerden biyosentetik yollarla
iiretilmis olan, biiyiime ve gelisme gibi yasam siire¢lerinde temel rol oynamayip tozlagsmada,
cevresel kosullara uyum saglamada, mikroorganizma, bocek ve diger patojenlere karsi
savunmada ve diger bitkilerle rekabette rol oynayan organik bilesiklerdir (Adamczyk,

Adamczyk, Smolander, Kitunen ve Simon, 2018). Sekonder metabolitler, organizma bir
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stres durumuyla karsilagtigi zaman faaliyete gegen 6zellesmis metabolik yollar tarafindan
iiretilirler. Bitkisel sekonder metabolitlerin, iyon kanallarini, spesifik reseptorleri inhibe
veya aktive ederek, antioksidan ve sinir sistemi bozukluklarinda koruyucu veya tedavi edici
ajan olarak gorev yapabilecegi bildirilmistir (Syad ve Devi, 2014; Chen, Peng, Tsai ve Hsu,
2007; Mendis, Kim, Rajapakse ve Kim, 2008; Park, Sapkota, Kim, Kim ve Kim, 2011).
Norodejeneratif hastaliklarda etkili oldugu bilinen sekonder metabolitlerin basinda fenolik

bilesikler ve alkaloidler gelir.

2.5.1. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, bir veya daha fazla hidroksil grubu ve fonksiyonel gruplari iceren
aromatik halkali bilesiklerdir (Dai ve Mumper, 2010). Fenolik bilesiklerin, serbest
radikallere baglanarak ve onlarin aktivitelerini bloke ederek antioksidatif etki gdsterdikleri
kaydedilmistir (Cetin, 2010: 3-19). Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak
iizere ikiye ayrilirlar (Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Fenolik asitler

Bitkilerin islenmesi sirasinda hidrolize sekilde ortaya c¢ikan, karbonhidratlar, glikozidler,
aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilen, alkollerle fenol esterleri, amino
bilesikleri ile amidleri, sekerlerle glikozitleri olusturan fenolik bilesiklerdir (Ghasemzadeh
ve Ghasemzadeh, 2011).

Flavonoidler

Flavonoidler, biyolojik olarak aktif ve terapotik olarak etkili polifenollerdir. Kimyasal
yapilarina dayanarak flavanoller, flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar,
antosiyanidinler, kalkonlar gibi kategorilerde siniflandirilirlar. Flavonoidlerin, anti-viral,
anti-alerjik, anti-inlamatuar, anti-timor ve antioksidan aktiviteler gibi ¢oklu biyolojik
etkilere sahip oldugu tespit edilmistir (Gurung, Kim, Oh ve Sohng, 2013). Kan-beyin
bariyerini gecebilir olmalar1 sebebiyle, protein fonksiyonunu ve gen ekspresyonunu
etkileyen, molekiiler seviyede norofarmakolojik aktiviteler sergileyebilirler. Beyindeki
norotrofik faktorlerin diizenlenmesini saglayarak, hafizanin gii¢lendirilmesine katkida

bulunduklar1 bildirilmistir (Rendeiro ve digerleri, 2013). Polifenoller agisindan zengin
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beslenmenin, nérotoksin kaynakli hasara kars1 ndrokoruyucu etkiler sagladigi, 6grenme ve
hafiza fonksiyonlarini destekledigi bilinmektedir (Vauzour, 2017). Ayrica, flavonoidlerin
oksidatif stres, ROS, nitrik oksit ve sitokin tiretimini inhibe edebildigi, mitokondriyal
disfonksiyonu 6nledigi AH ve Parkinson hastaliginin patolojik belirte¢lerinde azalmalara
sebep olarak noral apoptozu ve dolayisiyla norodejenerasyonu baskiladigi kaydedilmistir
(Spencer, Vafeiadou, Williams ve Vauzour, 2012) (Sekil 2.11). Bu nedenle, flavonoidler,
norodejeneratif hastaliklara karsi koyabilme 6zelligine sahip, yeni bir ilag grubu gelistirmeye

yonelik calismalarda potansiyel molekiiller olarak degerlendirilmektedir (Magalingam,

Flavonoidler

Radhakrishnan ve Haleagrahara, 2015).

Oksidatif
stres, ROS,
NO,
inflamasyon

Mitokondriyal
disfonksiyon

Flavonoidler

v

Sekil 2.11. Flavonoidlerin ndrodejeneratif mekanizmalardaki rolleri (Hussain ve digerleri,
2018)

Genistein adi verilen izoflavonun, mikroglial inflamatuar reaksiyonlar1 engelleyerek
norodejenerasyon siirecini ve ardindan inflamasyonu azalttigi (Wang, Chen, Ma, Ye ve Lu,
2005), ALS’de noroprotektif etki gosterdigi (Trieu ve Uckun, 1999), kortikal ndronlari
serbest radikal hasarina karsi korudugu ve anti-oksidatif 6zellik gosterdigi saptanmistir
(Sonee, Sum, Wang ve Mukherjee, 2004). Genistein, LPS ile indiiklenen norotoksisiteye
kars1 dopaminerjik noronlar1 koruma potansiyeline sahiptir. Mikrogliada NO, TNF-a ve
stiperoksit tiretimini engeller, boylece Parkinson hastaliginda etkili olan dopaminerjik

ndronlar1 korur (Sonee ve digerleri, 2004). Genisteinin, AP kaynakli ndrotoksisiteye karsi
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savunma kaskadina aracilik eden Ostrojen reseptdrleri agonisti olarak islev gordigii ve
boylece, AP proteinlerinin agregasyonunu inhibe ederek noronal hiicre 6liimiinii bloke
etmede pozitif bir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir (Hardy ve Selkoe, 2002). Ayrica,
ROS'un mitokondriyal salinimini bloke etmek suretiyle mitokondriyal zar gecirgenliginin
degismesini engeller, noronlarda anti-oksidatif etkiye sebep olur (Ma ve digerleri, 2010).
Caligmalar, genisteinin ACh kaynakli ndrotoksisitenin bloke edilmesinde de etkili oldugunu

gostermistir (Bang ve digerleri, 2004).

Izoflavon smifina ait daidzein, (Jung ve digerleri, 2000), néronlarda NO ve ROS ile iliskili
oksidatif stresi inhibe ettigi, mikroglia aktivasyonunu ve pro-inflamatuar faktorlerin
salinimini inhibe ettigi bildirilmistir (Chinta, Ganesan, Reis-Rodrigues, Lithgow ve
Andersen, 2013).

Flavon grubuna ait luteolin, anti-inflamatuar ve anti-oksidatif 6zellikleri ile bilinir (Harborne
ve Williams, 2000). Ayn1 zamanda, fitoostrojen benzeri aktiviteler sergiler (Dirscherl ve
digerleri, 2010). AH modeli farelerin, biligsel islev bozuklugunundan luteolin ile korundugu
bildirilmistir (Fu ve digerleri, 2014). Ayrica, luteolinin, mikroglia aktivasyonunu inhibe
ederek LPS'nin neden oldugu dopaminerjik ndronal dejenerasyonu engelleyebildigi

bilinmektedir (Chen ve digerleri, 2008).

Apigenin, flavon grubu bir flavonoiddir. Anti-inflamatuar, anti-apoptotik, anti-oksidatif,
antiviral ve anti-mutajenik gibi ¢oklu farmakolojik etkiler sergiledigi bildirilmistir (Yang,
Landau, Huang ve Newmark, 2001). Apigeninin, murin kortikal néronlarda glutamat ile
uyartlan Ca?* sinyalini azaltabildigi ve noronlari inflamatuar strese karsi koruyarak
apoptotik hiicre 6liimiinii sinirladigi bildirilmistir gosterilmistir (Balez ve digerleri, 2016).
Ayrica, pro-inflamatuar sitokinlerin aktivasyonunu ve NO fiiretimini inhibe ederek, AH
ndronlarini inflamatuar kaynakli stresten koruyabilir (Zhang, Wang, Gurley ve Zhou, 2014).
Apigeninin AChE aktivitesini azalttig1 da kanitlanmistir (Anusha, Sumathi ve Joseph, 2017).
Parkinson modeli farelerde apigenin tedavisinin, mikroglial aktivasyonun ve
noroinflamasyonu azaltarak dopaminerjik néronal kayiplarinin 6niine gectigi gosterilmistir

(Patil ve digerleri, 2014).

Flavon grubuna ait olan akasetin, noropsikiyatrik hastaliklara kars1 potansiyel terapotik

etkinlige sahip olan Clerodendrum inerme (L.) Gaertn (CI)’den izole edilir (Chen ve
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digerleri, 2012). Akasetinin NO, IL-1p ve TNF-a salinimini, inhibe edebildigi gosterilmistir.
Ayrica, IL-1p ve TNF-a ekspresyonunu diizenleyen ve niikleer faktor-kB (NF-kB) olarak
bilinen transkripsiyon faktoriin aktivasyonunu inhibe edebildigi belirtilmistir (Hanisch,
2002). Merkezi sinir sisteminde glutamat artis1 ile gelisen hiicre i¢i Ca®* ve serbest radikal
stiimiilasyonu, mitokondriyal disfonksiyonun gelismesi ve nihayetinde noéronal hasar,
akasetinin glutamat salinimini inhibe etme 6zelligi ile baskilanabilmektedir (Lin, Huang,
Wu, Lu ve Wang, 2014). Calismalar, akasetinin dopaminerjik nérokoruyucu 6zelliginin

oldugunu da vurgulamistir (Kim ve digerleri, 2012).

Hesperetin, turunggil meyvelerinde bulunan bir flavonondur (Garg, Garg, Zaneveld ve
Singla, 2001). Anti-inflamatuar ve anti-oksidatif ajan olarak noroprotektif etkiler gosterir
(Parhiz, Roohbakhsh, Soltani, Rezaee ve Iranshahi, 2015). Noronlarda AR depozisyonunu
takiben olusan otofajik noronal hasar, hesperetin ile Onlenebilmistir (Cho, 2006).
Hesperetinin, noronlarda oksidatif hasara neden olabilecek lipid peroksidasyonunu inhibe

ettigi de gosterilmistir (Cho, 2006; Huang, Tsai, Lin, Wu ve Yen, 2012).

Bir flavanon olan naringinin, Parkinson hastalarinda artis gosterdigi bilinen glial fibrilar
asidik proteini (GFAP)’nin ekspresyonunu azaltarak mikroglial aktivasyonu onledigi
belirtilmistir (Vinayagam ve Sadiq, 2015). Naringinin, inflamatuar reaksiyonlar1 ve oksidatif
stresi modiile ettigi ve boylece ndrodejenerasyona karsi noroprotektif etki gosterdigi

kanitlanmistir (Gopinath ve Sudhandiran, 2012).

Epigallokatesin gallat, flavonoidlerin flavanol grubuna aittir.  Antioksidan aktivite
sayesinde, serbest radikallerden kaynaklanan nérotoksisiteyi ve ndron hasarimi azaltma
kabiliyetine sahiptir (Lin, Chyi, Wu, Hwang ve Ho, 1998). Noronlarda A ile indiiklenen
kaspaz aktivitesini engelledigi ve apoptozu 6nledigi bildirilmistir (Choi ve digerleri, 2001).
Kan-beyin bariyerini gegebildigi ve beyin fonksiyonlar1 ile ilgili gen ve protein

ekspresyonlarina dogrudan etki edebildigi de belirlenmistir (Suganuma ve digerleri, 1998).

Yaban mersini, ¢ay, kakao ve iiziimde bulunan bitki kaynakl1 bir flavanol olan epikatesin
(Van Praag ve digerleri, 2007), kan-beyin bariyerini gegebilme ve 6zellikle hipokampiiste
kardiyovaskiiler fonksiyonu ve kortikal kan akisini gelistirme yetenegine sahiptir. Bu
nedenle, nérogenezi kolaylastirabilir (Van Praag ve digerleri, 2007). Epikatesinin NO ve

ROS {iretimini engelleyen ve ayni1 zamanda mitokondriyal aktivitedeki azalmay1 gideren bir
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ajan oldugu ve dopaminerjik noronlar1 orta derecede korudugu bildirilmistir (Guo ve

digerleri, 2007).

Kuersetin, flavonoidlerin flavonol sinifina aittir (Chen, Zhou ve Ji, 2010). Bilissel gelisim
ve anti-anksiyete Ozelliklerini i¢eren etkiler gosterir (Williams, Spencer ve Rice-Evans,
2004). Hafiza bozuklugunu ve nodronal hiicre o6liimiini iyilestirerek noroprotektif etki
gosterir (Pu ve digerleri, 2007). AP agregasyonunu azaltir (Sabogal-Guaqueta ve digerleri,
2015).

Kamferol, bir fitodstrojendir ve en yaygin flavonoidlerinden biridir (Bhathena ve Velasquez,
2002; Somerset ve Johannot, 2008). Potansiyel anti-inflamatuar ve anti-oksidatif etkilere
sahip oldugu bilinmektedir (Zuk ve digerleri, 2011). Nekroza ve d apoptoza neden olan
hasarlara kars1 noroprotektif etkilere sahiptir (Schroeter, Williams, Matin, lversen ve Rice-
Evans, 2000; Schroeter, Spencer, JRice-Evans ve Williams, 2001). Oksidatif strese bagli
ROS yiikselisini engeller (Ishige, Schubert ve Sagara, 2001). Kamferoliin ROS olusumunu
destekleyen ve ndronal hiicre 6liimiine neden olan monoamin oksidaz-A’y1 inhibe edici

ozellige sahip olmasi dikkat cekicidir (Sloley ve digerleri, 2000).

Siyanidin-3-glukozit, kizilcik, yabanmersini, bogiirtlen, ahududu gibi kirmizi meyvelerde
bulunan bir antosiyanindir (Doughari, 2012). N6ronal hiicre 6liimiine kars1 noroprotektif etki
gosterir (Bhuiyan, Kim, Kim ve Cho, 2011). Siyanidin-3-glukozit, A 1-42 peptit seviyesini
notralize edebilir ve H20, kaynakli norotoksisiteyi inhibe edebilir (Tarozzi ve digerleri,
2007; Shin, Park ve Kim, 2006). Kan-beyin bariyerini gegebilir ve noronlardaki yasa bagl
deformasyonlar1 giderebilir (Shin ve digerleri, 2006). Siyanidin-3-glukozitin oligomer
kaynakli néronal destabilizasyon ve lipit peroksidasyonunu baskilayabildigi bildirilmistir

(Thummayot, Tocharus, Suksamrarn ve Tocharus, 2016).

Pelargonidin, bir antosiyanin tiirevi flavonoiddir (Sohanaki, Baluchnejadmojarad, Nikbakht
ve Roghani, 2016). Kan-beyin bariyerini gecebilir (Carkeet, Clevidence ve Novotny, 2008;
Spencer, 2008). Hipokampal bélgede kan akisini hizlandirict ve vazodilatator 6zellikleri
sayesinde hafiza fonksiyonunu arrtirarak norogenezi uyarabilir (Fader, Johnson ve
Dohanich, 1999). Pelargonidin, serbest radikallerin olusumunu inhibe ederek ve antioksidan
savunma sistemini gii¢lendirerek, noronal kaybi ve hasari en aza indirir (Rahman,

Ichiyanagi, Komiyama, Sato ve Konishi, 2008). Ayrica, anti-inflamatuar etkinligi nedeniyle
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Parkinson hastaliginin gelisimini de baskilamaktadir (Himaéldinen, Nieminen, Vuorela,

Heinonen ve Moilanen, 2007).

2.5.2. Alkaloidler

Alkaloidler, memelilerde nadir olmasina ragmen, bakteriler, mantarlar, bitkiler ve hayvanlar
da dahil olmak iizere cok ¢esitli organizmalar tarafindan iretillebilen sekonder
metabolitlerdir (Khatoon, 2017). Azot ve heterosiklik halka igeren, bazik karekterde ve ¢ok
az dozlarda dahi 6nemli derecede farmakodinamik aktiviteye sahip olan organik bilesiklerdir

(Hesse, 2002: 24-26).

"Alkaloid" terimi ilk kez 1819'da Alman kimyager Carl FW Meissner tarafindan kullanilmig
ve Latince “alkali” ve Yunanca “gibi” kelimelerinden tiiretilmistir (Hesse, 2002: 1-3). Bitki
tiirlerinin yaklagik % 20'sinde bulunan sekonder metabolitler olarak alkoloidlerin, otoburlara
ve patojenlere karsi savunma rolii iistlendigi ifade edilmektedir. Etkili biyolojik aktiviteleri
nedeniyle, alkaloidlerin ilag, uyarici, uyusturucu ve zehir olarak kullanildig1 bilinmektedir

(Ziegler ve Facchini, 2008).

Alkaloidlerin etkileri

Arkeolojik ve tarihi kayitlar, M.O. 2000 gibi erken dénemlerde alkaloid iceren bitkilerin
ampirik ilag kaynaklari olarak kullanildigint gostermektedir (Taskiran, 2010: 3).
Arastirmacilar ve gida iireticileri igin bitkilerdeki alkaloidlerin, anti-kanser, antihipertansif,
anti-aritmik, anti-malariyal, anti-bakteriyel ve anti-AChE o6zellikleri ilgi ¢ekici olmustur
(Verpoorte, 1998).

Bitkilerdeki alkaloid igerigi az olmasina ragmen, bazi alkaloid igeren bitkilerin veya ham
Oziitlerin c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi bilinmektedir. 1806'dan beri,
bitkilerden ve hayvanlardan ekstrakte edilen 6000'den fazla alkaloid tiirii vardir. Klinik
uygulamada yaklasik 100 ¢esit alkaloid kullanilmis veya test edilmistir. Pek ¢ok alkaloid
tiirli, tibbi dneme sahiptir. Ornegin Ranunculaceae kdoksapinda bulunan berberin, anti-
bakteriyel ve anti-inflamatuar etkiye sahiptir: Rauwolfia'daki reserpin kan basincini
diistirebilir. Lycoris'te bulunan galantaminin polio sonrasi sendromun tedavisinde etkinligi

vardir. Haghas kabugundaki morfin, bir ¢esit analjeziktir. Kinine alkalin, degerli bir
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antipiretik ilagtir. Sefalotaksin ve vinblastin etkili kanser ilaglaridir. Tarimsal amagli pestisit
yapiminda bazi alkaloid cesitlerinin kullanildig1 bilinmektedir (int-7). Atropin ve
skopolamin alkaloidlerinin antikolinerjik aktivite gdsterdigi ve parkinsizmin tedavisinde
kullanilan ajanlardan oldugu bilinmektedir. Ayrica, benztropin mezilat (kogentin), biperiden
(akineton) ve prosiklidin (kemadrin)’in Parkinsonizmde faydali oldugu belirlenmistir
(Sonsalla, 1997).

Bazi alkaloidlerin sinyal sisteminin bir pargasi olan nérotransmitter 6zellikte oldugu
bilinmektedir (Alves de Almeida ve digerleri, 2017). Norotransmitterler, amino asitlerden
tiretilir ve cogu fizyolojik kosullar altinda protonlanmis aminlerdir (Fattorusso ve
Taglialatela-Scafati, 2008: 1-24). Birka¢ alkaloidin, bu noérotransmitterlere yapisal
benzerlikleri oldugu gosterilmistir. Bu nedenle alkaloidler, nérotransmitter analoglari olarak
diistiniilebilir (Fattorusso ve Taglialatela-Scafati, 2008: 1-24). Bu yapisal ndrotransmitter
benzeri alkaloidler, nororeseptorlere baglayarak onlari etkinlestirir veya etkisiz hale getirir.
Buna ek olarak, Ca*2, Na* ve K* gibi baz1 iyon kanallar1 da 6nemli hedefleridir (Fattorusso
ve Taglialatela-Scafati, 2008: 1-24). Norokoruyucu etki gosteren alkaloidlerin, AChE ve
BuChE inhibisyonu sagladigi, nAChR'nin modiilasyonu ve anti-apoptotik AKT yolunun
aktivasyonunu gerceklestirerek apoptozu bloke ettigi belirlenmistir (Fuentealba ve Saez,

2014).

Bitkilerden elde edilen alkaloid ekstrelerin, néroprotektif etkilerini bloke ettigi yoniinde
caligmalar vardir. Blokaj sonrasi noronlarda alkaloid tedavisi ile Bcl / Bax’da 6nemli bir
artis oldugu gosterilmistir. Alkaloidler ayrica, anti-iltihabik, anti-bakteriyel, anti-diyabetik,
anti-tilser, antiviral, anti-inflamatuar, anti-aritmik, antioksidan, antidiyare, anti-mutajen,
hipolipidemik, anti-tumoral ve nérokoruyucu etkiler gibi genis bir yelpazede biyolojik
aktiviteler de gosterirler (Yu ve digerleri, 2005; Lau, Yao, Chen, Ko ve Huang, 2001; Han,
Lin ve Huang, 2011; Kulkarni ve Dhir, 2010).

Fizostigmin, bir indol alkaloidi olarak ilk incelenmis AChE-i1’dir. Hem normal hem de AH’1i
kisilerde biligsel fonksiyonu gelistirdigi in vivo olarak gosterilmistir (Houghton ve Howes,
2005; Mukherjee, Kumar, Mal ve Houghtona, 2007; Mehta, Adem ve Sabbagh, 2012).
Fenserin ve tolserin gibi alkaloidler de kuvvetli AChE-i aktiviteye sahiptir (Loizzo, Tundis,
Menichini ve Menichini, 2008).
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Galantamin, AH tedavisi i¢in biiyiik terapdtik degere sahip onemli bir Amaryllidaceae
alkaloididir. Bu bilesigin % 80-100 oraninda AChE-i etkisinin oldugu tespit edilmistir
(Mukherjee ve digerleri, 2007; Mehta ve digerleri, 2012). Bu 6zelligi nedeniyle galantamin
(Reminyl®), AH tedavisinde kullanilan bir ilagtir.

Ungeremin ve iyorin Amaryllidaceae alkaloidlerindendir. Bu bilesikler, orta derecede AChE
inhibisyonu gosterirler ve AChE inhibisyon etkinligini gelistirmek amaciyla gesitli sentetik

tiirevlerin hazirlanmasi i¢in bir model olarak kullanilirlar (Loizzo ve digerleri, 2008).

Colchicum speciosum Steven (Colchicaceae), Coptis spp. (Ranunculaceae) ve Corydalis
spp. (Papaveraceae)’den izole edilen alkaloidler de AChE-i etkiye sahiptir. Epiberberin,
pseudoberberin ve pseudokoptisin bu gibi bilesiklere 6rnektir (Houghton, Ren ve Howes,
2006).

Ozellikle bitkiler {izerinde yapilan arastirmalarla kesfedilen ve AChE-i aktivite gdsteren
bilesikler i¢inde giiniimiizde en 6nemlisi huperzin A’dir. Huperzin A, geleneksel Cin
tibbinda “Qing Ceng Ta” adiyla bilinen ve yiizyillardir sizofreni, unutkanlik ve hafiza kayb1
tedavisinde kullanilan Lycopodium serratum (Lycopodiaceae) bitkisinden izole edilen bir
potansiyel br AChE-i’dir (Tang ve Han, 1999; Tang, He ve Bai, 1999; Harel ve digerleri,
1993; Saxena ve digerleri, 1994).

Calismaya konu olan Glaucium bitkilerinde tespit edilen allokriptopin, papaverin, protopin,
berberin ve bulbokapnin alkaloidlerinin de AChE inhibisyon 6zelliklerinin varligi literatiirde
gosterilmistir (Novak, Dolej§ ve Slavik, 1972; Adsersen, Kjolbye, Dall ve Jager, 2007,
Mollataghi ve digerleri, 2012; Park ve Eun, 1989; Kim ve digerleri, 1999). Glaucium cinsine
Ozgii olan ve diger bitkisel kaynaklarda bulunmayan alkaloidlerden glausinin de AChE-i
ozelliklerinin varlig literatiirde gosterilmistir (Doncheva ve digerleri, 2014). Bu ¢aligmalar,
anti-kolinesteraz aktivitesi olan bitki 6zlerinin ve ara bilesiklerin 6zgiin AChE-i ilaglarin

sentezi i¢in yararlanilabilir oldugunu kanitlar.

Alkaloidlerin inflamatuar yolaklar ile iliskili oldugu da belirlenmistir: Sophora
japonica bitkisinden elde edilen oksimatrin alkaloidinin mikroglial hiicrelerde iNOS ve
COX-2 mRNA ekspresyon seviyelerini anlamli dl¢lide azalttigi, ayrica TNF-a, IL-1f ve IL-

6 protein seviyelerinde de azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir (Dong ve digerleri,
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2013). Coptis japonica bitkisinin palmatin, epiberberin ve koptisin alkaloidlerinin iNOS
mRNA ekspresyon seviyelerini anlamli 6l¢iide azalttigi ve anti-inflamatuar etki gosterdigi
saptanmustir (Jeon ve digerleri, 2009). Panax ginseng’den elde edilen sinsenosidin, Curcuma
longa’dan elde edilen bir pigment olan kurkuminin, Camellia sinensis’den elde edilen bir
polifenol olan epigallokatesin gallatin, dogal bir polifenol olan resveratroliin, Gastrodia
elata’dan elde edilen gastrodinin, Zingiber officinale’den elde edilen gingeroliin, Magnolia
obovata’dan e¢lde edilen obovatolin anti-inflamatuar etki gostererek mikroglial
norotoksisiteyi inhibe edici dogal alkaloidler oldugu kanitlanmistir (Choi, Koppula ve Suk,
2011). Berberin tiirevi alkaloidlerinin de anti-inflamatuar, anti oksidan ve anti-apoptotik
ozellikler gosterdigi ¢esitli calismalarla kanitlanmistir (Zou ve digerleri, 2017; Amritpal,

Sanjiv, Navpreet ve Jaswinder, 2010; Chen ve digerleri, 2018).

Norodejeneratif hastaliklar {izerinde etkili bitkisel sekonder metabolitler ve etki

mekanzmalari Cizelge 2.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. Norodejeneratif hastaliklar tizerinde etkili bitkisel sekonder metabolitler ve
etki mekanizmalari

Bilesik Adi Bilesik Tipi Etki Mekanizmasi Kaynak
. Anti-inflamatuar, anti-oksidatif, NO, = Wang, ve digerleri, 2005; Sonee ve
Genistein Izoflavon TNF-o ve siiperoksit salimmmin  digerleri, 2004; Hardy ve Selkoe,
engellenmesi, anti-AChE 2002; Bang ve digerleri, 2004
NO ve ROS ile iliskili oksidatif stres . . s
Daidzein Izoflavon inhibisyonu, pro-inflamatuar sitokin Jl.l?g ve digerleri, 2000; Chinta, ve
S digerleri, 2013
inhibisyonu
Luteolin Flavon Anti-inflamatuar ve anti-oksidatif, Harborne ve  Williams, 2000;
mikroglial aktivasyon inhibisyonu Dirscherl ve digerleri, 2010
Anti-inflamatuar, anti-apoptotik, anti- ~ Yang ve digerleri, 2001; Balez ve
Apigenin Flavon oksidatif, Ca®* blokasyonu, anti-  digerleri, 2016; Anusha, ve digerleri,
AChE 2017
- NF- _ 2+
NO, IL-1p Ve o, NF-«B, Ca”, Hanisch, 2002; Gonzalez-Scarano ve
. serbest radikal, glutamat salinimimi . . .
Akasetin Flavon inhibe edici dopamineriik Baltuch, 1999; Lin, ve digerleri,
! ' PAMINETIK " 5014; Kim ve digerleri, 2012
ndrokoruyucu
. Anti-inflamatuar, anti-oksidatif, AR o o isereri, 2015; Cho, 2006;
Hesperetin Flavon hasar gidericisi, lipid peroksidasyonu e ;
P Huang ve digerleri, 2012
inhibisyonu
Naringin Flavanon Iith: lialeksfﬁfii};znggﬁ 6?1leltfcc:]i, Vinayagam ve  Sadig,  2015;
g L rosta Y YI€b " Gopinath ve Sudhandiran, 2012
ndroprotektif
Epigallokatesin L . - Lin ve digerleri, 1998; Choi ve
gallat Flavanol Antioksidan, anti-apoptotik, digerleri, 2001
. . NO ve ROS iiretimini engelleyici,  Van Praag ve digerleri, 2007; Guo ve
Epikatesin Flavanol dopaminerjik nérokoruyucu digerleri, 2007
.. . Pu ve digerleri, 2007;
Kuersetin Flavonol ?Zoaﬁﬁlz fmeknf’ AP agregasyonunu Sabogal-Guaqueta ve digerleri, 2015
Bhuiyan ve digerleri, 2011; Tarozzi
Siyanidin-3-glukozit Antosiyanin Noroprotektif, anti-oksidatif ve digerleri, 2007; Shin ve digerleri,

2006
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Cizelge 2.2. (devam) Norodejeneratif hastaliklar tizerinde etkili bitkisel sekonder
metabolitler ve etki mekanizmalari

Rahman ve digerleri,
2008; Hamdldinen ve
digerleri, 2007; Zuk ve
digerleri, 2011; Schroeter

Pelargonidin, Kamferol Flavonoid Antioksidan, anti-inflamatuar 2. . )
ve digerleri, 2000;
Schroeter ve digerleri,
2001; Ishige ve digerleri,
2001

Galantamin, ~  fizostigmin, Mehta ve digerleri, 2012;

fenserin, tolserin, ungeremin, Houghton ve Howes

iyorin, . epiberbgr!n, . S 2005;  Mukherjee vé

pseudoberberin, pseudokoptisin,  Alkaloid Anti-kolinerjik !

digerleri, 2007; Loizzo ve

huperzin A, protopin, berberin, digerleri, 2008; Sonsalla,

bulbokapnin, glausin, atropin,

. 1997
skopolamin
Berberin, oksimatrin, palmatin, Int-7; Dong ve digerleri,
epiberberin, koptisin, sinsenosid, 2013; Jeon ve digerleri,
kurkumin, epigallokatesin gallat, ~ Alkaloid Anti-inflamatuar 2009; Choi ve digerleri,
resveratrol, gastrodin, gingerol, 2011
obovatol

2.6. Norodejeneratif Hastaliklarin Arastirllmasinda Kullanilan Model Hiicre Hatlar

2.6.1. PC12 hiicre hatti

Sigan bobrek iistii bezi hiicrelerinden elde edilen PC12 hiicreleri, hiicre kiiltiirli ortamina
noron biiyiime faktorii (nerve growth factor-NGF) ilave edilmesiyle farklilagarak, norit
benzeri farklilastirilmis PC12 hiicrelerine (fPC12) doniismektedir. PC12 hiicrelerinin
NGF’ye yanit olarak katekolamin sentezledigi ve ¢ok hizli ndroblast / néron fenotipine
dontistigii gosterilmistir (Levi, Eldridge ve Paterson, 1985; Greene ve Tishler, 1976).
NGF'ye maruz birakilan fPC12 hiicrelerinin diger bir 6zelligi ise, siikroz gradyanlarinda bir
AChE formunun ortaya ¢ikmasidir (Rieger, Shelanski ve Greene, 1980). Birgok sinir hiicresi
ve glial popiilasyonu igeren birincil Kkiiltlirlerin aksine, fPCI12 hiicreleri homojen
poptilasyonlar olusturur ve ekstraselliiler cevre lizerinde kolay bir manipiilasyon ve kontrol
saglar (Pera ve digerleri, 2013). fPC12 hiicreleri, noronal tamir, noroprotektivite ve
norotoksisite mekanizmalarinin arastirilmasinda ¢ok yaygin kullanilir. Ayn1 zamanda bu
hiicreler noéron dmriinii uzatma kapasitesi olan ajanlar1 digerlerinden ayirmak i¢in avantaj

saglar (Bai ve digerleri, 2002).

PC12 hiicrelerinin, H202 gibi ROS’lara kars1 apoptotik mekanizmalar1 aktiflestirici yanit
olusturdugu bilinmektedir. H2O2, demir ve bakir gibi gecis metalleri ile etkileserek, hidroksil
(OH) ve nitrik oksit (NO) gibi daha zararl radikaller olusturur (Willcox ve digerleri, 2004).
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H>0>2 molekiilii, diger reaktif oksijen tiirlerine oranla oldukg¢a kararl ve yliksiizdiir. Hiicre
kiiltiirii calismalarinda, ROS kaynagi olan H20O2 nin, hiicre 6liimiinii tetikledigi, mitokondri
ve sitoplazmada Bax, p53, Kaspaz 3, 9 seviyesini arttirirken, Bcl-2 seviyesinde azalmaya
sebep oldugu, hiicre 6liim mekanizmalarini aktiflestirdigi gosterilmistir (Feng ve digerleri,

2013).

Norodejeneratif hastaliklara sahip kisilerin santral sinir sistemindeki makromolekiillerde
artmig oksidatif hasar ile ilgili bulgular vardir. H>O2 ile muamele edilmis PC12 hiicrelerinde,
hiicre i¢i ROS miktarindaki artisa bagli olarak, sitokrom-c salinimininda, Kaspaz 9, Kaspaz
3 aktivasyonunda ve Bax/Bcl-2 oraninda artig; mitokondriyal membran potansiyelinde
azalma oldugu gosterilmistir (Huang ve digerleri, 2015). ROS inaktivasyonuna sebep olan
cesitli antioksidan ajanlarin ise, hiicre i¢i ROS miktarinda ve proapoptotik proteinlerin
seviyelerinde azalmaya sebep oldugu belirtilmistir (Huang, Lin, Su ve Ye, 2015).
Norodejeneratif hastaliklarda, hiicre ici ROS miktarinda artis oldugu ve bu artisin tau
hiperfosforilasyonu, lipit peroksidasyonu, hiicre ici Ca*? artis1, mitokondiyal disfonksiyon
ve hiicre 6liimii ile orant1 oldugu bildirilmistir (Tao ve digerleri, 2015; Said ve digerleri,
2000; Valencia ve digerleri, 2012). H202’ye maruz kalan PC12 hiicrelerinde hiicre i¢i ROS
miktarinin flow sitometre ile tespit edildigi bir ¢alismada, kontrole gore hiicre i¢i ROS
miktarinin arttig1 saptanmistir. Bitkisel kaynakli antioksidanlarin ise, hiicre i¢i H20:

kaynakli hasar1 6nemli 6l¢iide azalttig1 gosterilmistir (Ao, Chu, Ji ve Wang, 2014).

Calismamiz kapsaminda apoptozu uyarict bir ajan olan H20: (farkli siire ve
konsantrasyonlar1 esas alinarak) fPC12 hiicreleri iizerine uygulanmistir. H20:
uygulamasinin ardindan hiicrelere G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstraktlar1 tek
tek uygulanarak ekstraktlarin in vitro ve hiicresel AChE-i etkileri belirlenmeye galisilmistir.
Ayrica ekstraktlarin AChE, Bax, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve Bcl-2 mRNA ve protein seviyelerine
etkisinin olup olmadig: arastirllmistir. Boylece G. corniculatum kloroform, metanol ve su
ekstraktlarinin AChE ve apoptoz artisin1 baskilayarak, norodejenerasyon ve noral apoptoz

yaratici ajanlara karsi inhibitor etkisinin olup olmadigi ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

2.6.2. BV-2 hiicre hatti

BV-2 hiicreleri, neonatal ya da yetiskin fare beyin kiiltiirlerinden izole edilen mikroglial

hiicrelerden tiiretilen primer mikroglial hiicrelerdir ve ¢alismalarda siklikla primer


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ao%20GZ%5Bauth%5D
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mikroglialar yerine kullanilir. BV-2 hiicrelerinde tetiklenen ndronal hasar sonrasi, primer
mikroglialara benzer sekilde, indirgenmis nikotinamid-adenine diniikleotid fosfat (NADPH)
oksidaz enziminin ifade edilmesi saglanir (Wu, Ré, Nagai, Ischiropoulos ve Przedborski,
2006; Yang ve digerleri, 2007). Bu 6zellikleri nedeniyle BV-2 hiicreleri, néroimmiin sistem
caligmalarinda siklikla model olarak kullanilmaktadir (Petrova ve digerleri, 1999). BV-2
hiicrelerinin, inflamasyonu uyarici ajanlara kars1 yanit olusturdugu bilinmektedir (Gordon,
2003; Dalton ve digerleri, 1993; Ehrt ve digerleri, 2001). Fare mikroglial BV-2 hiicreleri ile
yapilan ¢alismalarda da inflamasyonun indiiksiyonu ile IL-6, IL-1p3, TNF-a, COX-2 ve INOS
saliniminin tetiklendigi ve IL-1pB, IL-6 ve TNF-a genlerinin mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (Jang ve digerleri, 2013; Olajide ve digerleri, 2013; Huang
ve digerleri, 2014; Gan ve digerleri, 2015; Lee ve digerleri, 2002; Huo, Rangarajan, Ling ve
Dheen, 2011; Dong ve digerleri, 2013).

Calismamiz kapsaminda, G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstraktlar1 mikroglial
BV-2 hiicreleri lizerine tek tek uygulanmistir. Bitki ekstresi uygulamasinin ardindan
hiicrelere inflamasyonu uyarici ajan olan LPS (farkli siire ve konsantrasyonlari esas alinarak)
uygulanarak ekstraktlarin IL-6 ve TNF-o pro-inflamatuar sitokinleri ilizerine etkileri
belirlenmistir. Boylece, G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstraktlarinin
inflamatuar sitokinlerin olusumunun Oniine gegerek, anti-inflamatuar etkisinin olup

olmadig1 ortaya konulmaya caligilmistir.

2.7. Glaucium corniculatum (L.) Rudolph Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Glaucium corniculatum tiirii, Papaveraceae familyasi tiyesidir. 30 cins ve 600 civarinda tiir
iceren Papaveraceae (hashasgiller) familyasi, Tiirkiye’de 5 cins ve yaklasik 102 tiir ile
temsil edilir (Kilig, Yildiz ve Kilig, 2018). Familya iiyelerinin tibbi ve aromatik 6zelilkler
sergiledigi ve anti-AChE, anti-kanser, antioksidan, anti-inflamatuar, anti-toksik etkiler
gosteren biyoteknolojik Oneme sahip terapotik sekonder metabolitler sentezledigi
bilinmektedir (Yu, Gao, Zhu, Cao, Zhang ve digerleri, 2014; Orhan ve digerleri, 2004; Kim,
Hwang, Jang, Park, Markelonis ve digerleri, 1999; Sourabie, Nikiema ve Nacoulma 2014).
Papaveraceae familyasi iiyesi olan G. corniculatum da bu sekonder metabolitleri igerme

potansiyeli sebebiyle dnemlidir.
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Tiirliniin taksonomisi su sekildedir:

Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Papaverales
Aile: Papaveraceae
Cins: Glaucium

Tir: Glaucium corniculatum

Tek veya iki yillik otsu bitki olup, 40 cm’ye kadar dik yiikselici govdeye sahiptir. Yapraklar
villoz, pinnatifid, segmentler ise darca oblong, dentattir. Cigekler 2,5-5 cm ¢apindadir.
Sepaller 1-2,5 cm uzunlugunda, skabroz hirsut tiiylidiir. Petaller 1,5-2,5 (ya da 2,8) cm
boyunda, sari, turuncu veya kirmizi renklerdedir. Meyve, tiyli, 10-20 (-25) cm

uzunlugunda, tist yapraktan kisa olan bir sap tizerinde bulunur.

Cigeklenme: 5-7. aylar

Yetistigi yiikseklik: 0-2000 m, bozkirlar, tarla kenarlar

Tiirkiye’de yayilisi gosterdigi yerler: Kastamonu, Ankara, Corum, Kayseri, Konya, Malatya,

Nevsehir ve Van

Diinyada yayilis gosterdigi yerler: Akdeniz, Bulgaristan, Romanya, Kafkasya, Kuzey Irak,
Iran (Davis, Cullen, Coode ve Hedge, 1965).

Toprakta az miktarda bulundugunda bitki biiylimesi i¢in elverisli olan jipsin, fazla bulunmasi
durumunda fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle bitki hayati i¢in bir stres faktorii
oldugunu belirtilmistir (Meyer, 1986; Escudero, 1999; Escudero, Iriondo, Olano, Rubio ve
Somolinos, 2000). Bitkiler gevresel streslere yanit olarak flavin, terpenoid ve alkaloid gibi
koruyucu sekonder metabolitleri sentezler (Binder, Peebles, Shanks ve San, 2009).
Calismada kullanilacak olan bitki tiiriiniin jipsli topraklardan toplanma nedeni de sekonder

metabolit icerigi bakimindan zengin olmasinin istenmesidir.
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2.7.1. G. corniculatum tiiriiniin sekonder metabolitleri

G. corniculatum igerik analizlerinin yapildigi sinirh sayida ¢alismada, bu tiiriin alkaloid
icerik bakimindan zengin oldugu bildirilmistir. G. corniculatum’da en yaygm bulunan
alkaloidlerin bulbokapnin, disentrin, protopin, allokriptopin, koridin, dehidrokoridin,
glausin, glaufidin, predisentrin, taliporpin oldugu bildirilmistir (Shafiee ve digerleri, 1985;
Doncheva ve digerleri, 2014; Novak ve digerleri, 1972; Phillipson, Gray, Askari ve Khalil,
1981; Kintsurashvili ve Vachnadze, 2000). Tetradekanoik asit, hekzadekanoik asit,
oktadekatrienoik asit, oktadekadienoik asit, oktadekenoik asit ve oktadekanoik asit G.
corniculatum’da tespit edilen yag asitleridir (Marin, Sajdl, Kapor ve Tati¢, 1989). Ayrica G.
corniculatum’da luteolin, rutin, kuersetin ve isorhamnetin flavonoidlerinin varligi da tespit
edilmistir (Koganci, Hamamcioglu ve Aslim, 2017; Saleh, Maksoud, El-hadidi ve Amer,
1987).

Alkaloidlerin, yag asitlerinin ve flavonoidlerin anti-AChE, anti-inflamatuar, anti-apoptotik,
antioksidan, serbest radikal siipiiriicii, anti-fibrotik, kanser onleyici, néroprotektif, anti-
sitma, anti-bakteriyel, anti-viriis, anti-fungus, anti-parazit, anestezik, antitrombotik, anti-
iskemik, nérotransmitter aktiviteler gibi ¢esitli onemli farmakolojik aktiviteler sergiledigine
dair bulgular mevcuttur (Farooqui ve Farooqui, 2016; Cook ve Samman, 1996; Girdhar ve
digerleri, 2015).

2.7.2. G. corniculatum tiiriiniin biyolojik aktivitesi ve norolojik hastaliklardaki etkinligi

Glaucium sekonder metabolitlerinin, anti-mikrobik, anti-bakteriyel, anti-inflamatuar, anti-
tiimoral ve analjezik etkinlige sahip olduguna ve yasla iligkili beyin bozukluklarini tedavi
etme potansiyeline deyinen ¢alismalar vardir (Orhan ve digerleri, 2004; Hakemi-Vala ve
digerleri 2017; Soureshjan ve Heidari, 2014). G. corniculatum, gelencksel sifacilar
tarafindan hafiza arttirict olarak kullanilmaktadir (Ahmed ve digerleri, 2013). G.
corniculatum tizerinde yapilan aktivite ¢caligmalarinda, bu tiirlerin AH’li hastalarda kontrol
gruplarina gore arttig1 belirlenen ve noral 6liim ile iligkili olan AChE iizerinde belirgin bir
sekilde inhibitor etkisinin oldugu tespit edilmistir (Orhan ve digerleri, 2004). Bu bitki
tiirtiniin, AChE inhibisyonu ile ilgili bu zamana kadar yapilan ¢alismalari, in vitro ile sinirli
kalmig, AChE, noéral hiicre 6liimii ve inflamasyon mekanizmalar1 iizerinde etkisini ileri

diizey molekiiler ¢alismalar ile ortaya koyan bir literatiire rastlanmamustir.






53

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cahsmada kullamilan bitki ve temini

Calismada kullanilan G. corniculatum (L.) RUD. subsp. refractum (NAB.) CULLEN Gazi
Universitesi Herbaryum materyali olup, Prof. Dr. Zeki AYTAC tarafindan 27.07.2015
tarthinde Beypazari, Ankara Yolu 10. km.’sinden (jipsli topraklardan) toplanmis ve teshis
edilmistir. Toplanan bitkiye ait arazi fotograflari Resim 3.1 ve 3.2°de verilmistir. Herbaryum

numarasi ZA10700’diir.

Resim 3.1. G. corniculatum gévde, yaprak Resim 3.2. G. corniculatum ¢igegi
ve ¢icegi

3.1.2. Calismada kullanmilan hiicre hatlar

PC12 hiicre hatt1

Calismada kullanilan PC12 hiicreleri Rattus norvegicus feokromasitoma hiicreleridir. PC12
hiicre hatlar1 Bilkent Universitesi Malzeme Bilimi ve Nanoteknoloji Enstitiisii
(UNAM)’nden temin edilmistir. PC12 hiicreleri, bobrek iistii bezi hiicrelerinden elde
edilmektedir. Bu hiicreler, hiicre kiiltiirii ortamina NGF ilave edilmesiyle noronal hiicrelere
dontismektedirler. Noronlarin hiicresel biyolojisi ve AChE protein 6zellikleri ile ilgili
caligmalarda iyi tanimlanmis bir modeldir. Bu nedenle nérotoksisite, AChE inhibisyonu ve

noral apoptoz mekanizmalarinin incelenmesinde PC12 hiicre hatti tercih edilmistir.
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BV-2 hiicre hatt1

Calismada kullanilan fare (Mus musculus) mikroglial BV-2 hiicreleri Gazi Universitesi, T1p
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali’ndan alinmistir. Bu g¢alismada BV-2 hiicre hatti

inflamasyonun belirlenmesinde model hiicre olarak kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Bitki 6rneklerinin toprak tistii govdeleri gdlgede kurutulmus ve toz haline getirilmistir. Her
coziiciide fakli kimyasal kompozisyonunun ve miktarlarinin olabilecegi goéz oOniinde
bulundurularak, 10 g toz halindeki bitki 6rnekleri, ayr1 ayr1 150 mL kloroform, metanol ve
su ¢oziiciileri ile soxhlet cihazinda (LabHeat) 60—100 °C arasinda, 4 saat ekstre edilmistir.
Elde edilen ekstraktlar, 0,22 pm’lik filtreden gecirilmistir. Coziiciiler 40 °C’de ve diisiik
basingla donen evaporatorde (Heidolph Laborota 4000) uzaklastirilmistir. Ekstrelerin
verimleri asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Abdel-Aal, Haroon ve Mofeed, 2015).

% Ekstrakt: Ekstraktin gram cinsinden agirlig1 / Toz numunenin gram cinsinden agirligix100

3.2.2. Bitki ekstraktlarinda bazi1 sekonder metabolitlerin ve biyoaktif bilesiklerin
spektrofotometre, GC-MS ve HPLC ile tayini

Spektrofotometrik tayin

Ug farkli ¢oziicii ile G. corniculatum’dan elde edilen ekstrelerde en yaygin bulundugu

diistintilen baz1 sekonder metabolitler spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Toplam alkaloid miktar tayini

Bitki ekstrelerinde toplam alkaloid miktarlart Ajanal, Gundkalle ve Nayak’in (2012)
calismalarinda kullandiklar1 bromokrezol yesili (BCG) (491207- Carlo Erba, Italya) ile
gerceklestirilen reaksiyona dayali bir spektrofotometrik yontem temel alinarak
belirlenmistir. 1 mg bitki ekstrakti 1 mL hidroklorik asit (HCl)’de (pH 2,5) ¢oziilmiis ve
0,22 pm’lik filtreden gegirilerek steril edilmistir. Uzerine 5 mL sodyum fosfat tamponu
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(pH) 5 mL % 0,04’lik BCG ve 4 mL kloroform ilave edilmistir. 10 saniye oda 1sisinda
inkiibasyonun ardindan, dibe ¢oken kloroform cam tiiplere alinmis ve bitki ekstresi
icermeyen korve gore 470 nm’de okunmustur. Bir alkaloid olan boldin (B3916-Sigma-
Aldrich, ABD)’in 0,1-2 mg/mL’de hazirlanan soliisyonlar1 ile standart egrisi
olusturulmustur. Bitki ekstraktlarindaki toplam alkaloid miktarlari boldin standardina
esdeger olarak hesaplanmistir. Boldin stardart egrisi ve regresyon denklemi Sekil 3.1. (A)’de

gosterilmistir.

Toplam alkaloid veriminin % olarak orani agagidaki formiile gore hesaplanmistir (Ajanal ve

digerleri, 2012).

Toplam Alkaloid (%): A x (E/K) x100

A: Standarda gore 6l¢iilen alkaloid miktar: (mg/mL)
E: Alkaloid igerik ekstresinin agirlig

K: Bitkinin toz materyal agirligi

Toplam flavonoid miktar tayini

Bitki ekstraktlarinin toplam flavonoid miktarlari Lin ve Tang’in (2007) ¢aligmalarinda
kullandiklar1 metot temel alinarak belirlenmistir. Buna gore 0,3 mg/mL bitki ekstrakti igeren
¢oziiciiden 2 mL alinip, tizerine 100 pL % 10’luk aliiminyum kloriir ¢6zeltisinden ve 100
uL 1 M potasyum asetat (CH3CO2K) ilave edilmistir. 2,8 mL distile su (dH20) ilave edilerek
karistirilmis ve 40 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak bitki
ekstrakti icermeyen reaktif karigimi kullanilmistir. Siire sonunda 6rnekler kérve gore 415
nm’de okutulmustur. Bir flavonoid olan rutinin (R5143-Sigma-Aldrich, ABD) 5-100
pg/mL’de hazirlanan soliisyonlari ile standart egrisi olusturulmustur. Bitki ekstraktlarindaki
toplam flavonoid miktarlar1 rutine esdeger olarak hesaplanmistir. Rutin stardart egrisi ve

regresyon denklemi Sekil 3.1. (B)’de gosterilmistir.

Toplam fenolik bilesik miktar tayini

Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik bilesik miktar1 Singleton, Orthofer ve Lamuela-
Raventos’un (1999) calismalarinda kullandiklar1 metot temel alinarak, gallik aside esdeger
olarak Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak yapilmistir. Buna gore 0,3 mg/mL bitki

ekstrakti igeren ¢oziiciiden 1 mL alinip, tizerine 9 mL dH20, 1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi,
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10 mL % 7’lik sodyum karbonat (Na2COs3) ilave edilmis ve 90 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir (Singleton ve digerleri, 1999). Kontrol olarak bitki ekstrakti
icermeyen reaktif karigimi kullanilmistir. Siire sonunda 765 nm’de korve gore absorbans
Olgiilmiis ve 25-500 pug/mL gallik asit (G7384- Sigma-Aldrich, ABD) c¢ozeltilerinin
absorbans degerlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak her numunenin icerdigi
toplam fenolik bilesik miktari, gallik asite es deger olacak bigimde belirlenmistir. Gallik asit

stardart egrisi ve regresyon denklemi Sekil 3.1. (C)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Standart egrileri ve regresyon denklemleri A: Alkaloid (Boldin) B: Flavonoid
(Rutin) C: Fenolik bilesik (Gallik Asit)
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GC-MS ile tayin

Bitki ekstraktlarinin bilesik igerik analizlerinin gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
(GC-MS) ile tayini i¢in, Ege Universitesi Farmasotik Bilimler Arastirma Laboratuvarinda
(FABAL) Thermo GC-Trace Ultra Ver: 2.0 Termo MS DSQ Il (Thermo Fisher Scientific,
San Jose, CA, ABD) cihazi kullanilarak, hizmet alim1 yapilmistir.

Sicaklik kosullar1 sdyledir: Baslangi¢ sicakligi 100 °C'dir. Dakikada 15 °C’lik bir artis hizi
ile 100 °C’den 180 °C'ye ¢ikartilmistir. Dakikada 5 °C’lik bir artis hiz1 ile 180 °C'den 300
°C'ye cikartilmigtir. 10 dakika 300 °C'de bekletilmistir. Enjektor sicakligr 250 °C’dir ve
helyum, 0,8 mL/dakikalik bir akis hizinda tasitict gaz olarak kullanilmistir. HP-5 MS kolonu
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um) kullanilmistir (Bozkurt, Coban, Kaya, Onur ve Unver-Somer,
2017). Kromatografik piklerin birlikte gosterildigi spektrumlar Xcalibur (2,07 siiriimi,
Thermo Fisher Scientific San Jose, CA, ABD) kullanilarak arastirilmistir. Bilesikler, kiitle
spektral fragmantasyonunu, Wiley 7N kiitliphane veri tabaninin standart referans

spektrumlariyla karsilastirarak tanimlanmastir.

Her bir 0rnege ait calisma {i¢ paralelli gergeklestirilmistir. Maddenin kolondan ¢ikis
zamanini belirten Rt degeri ve piki olusturan egri ile taban ¢izgisi arasinda kalan alani tarif
eden % alan, 3 paraleldeki degerlerin ortalamalar1 alinarak hesaplanmistir (Wesotowska,
Grzeszczuk, Wilas ve Kulpa, 2016).

HPLC ile tayin

Bitki ekstraktlarinin bilesik igerik analizlerinin yiiksek basingli sivi kromotografisi (HPLC)
ile yapilmasinda Agilent 1200 HPLC Systems Sistem (Agilent Corporation, MA, ABD)
cihaz1 kullanilmigtir. Reversepaz kromatografik analiz, 25 °C'de bir C-18 ters faz kolonu
(150 mm x 4,6 mm, partikiil boyutu 5 um, Agilent Zorbax Exclipse XDB-C18) kullanilarak
izokratik kosullarda gergeklestirilmistir. Eszamanli izleme 350 ve 360 nm'de ve 1 mL/dakika
akis hizinda gergeklestirilmistir. Sonuglar, integrasyon alan hesabi ile degerlendirilmistir.
Alanlar, standartlarin kalibrasyon egrilerine gére pg/mL cinsinden belirlenmistir (Oke-
Altuntas, Aslim, Duman, Gulpinar ve Kartal, 2015).
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3.2.3. PC12 hiicrelerinin gelistirilmesi ve farkhlastirilmasi

PC12 hiicrelerinin gelistirilmesi ve saklanmasi

PC12 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi, Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (D5796-
Sigma-Aldrich, ABD), % 10 1styla inaktive edilmis horse serumu (04-004-1A-Biological
Industries), % 10 1s1yla inaktive edilmis fetal bovin serumu (F7524-Sigma-Aldrich, ABD),
% 1 penisilin/streptomisin (P4333-Sigma-Aldrich, ABD) ve % 1 L-Glutamin (G7513-
Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak hazirlanmig, 0,22 um’lik filtreden gegirilerek steril
edilmistir (Wu ve digerleri, 2007). Hiicrelerin gelistirilmesinde kullanilan 25 ve 75 cm?’lik
kiiltiir kaplar1 10 pg/mL olacak sekilde 1xfosfat tamponlu tuzlu su ¢ozeltisi (PBS) i¢inde
¢oziilerek hazirlanmis kollajen (A1048301-Invitrogen/GIBCO, ABD) ile kaplanmistir. 10
dakikalik inkiibasyonun ardindan kollajen ile kapl flasklara 1x10° hiicre/cm? yogunlugunda
hiicre ekilmistir. Hiicreler 37°C’de % 5 karbondioksit (CO2) igeren inkiibatorde
gelistirilmistir. Hiicre besi ortam1 giin asir1 degistirilerek hiicre gelisimi takip edilmistir.
Hiicreler, % 80-90 yogunluga ulastiklarinda sayilmistir. Calisma amacina gore belirli sayida

hiicre mikroplaklara aktarilarak gelistirilmistir.

Hiicreler, PC12 hiicre besiyeri ve % 10 dimetil siilfoksit (DMSO) (K44917943 346-
Millipore, ABD) ile hazirlanan saklama ortaminda 1 giin -80 °C’de bekletildikten sonra, sivi

nitrojen tankina (Cryogenics) alinarak muhafaza edilmistir.

PC12 hiicrelerinin farklilastirilmasi

NGF uygulanan PCI12 hiicrelerinin ndritler gelistirdigi (Greene ve Tishler, 1976) ve
sempatik noronlara benzer sekilde elektriksel oOzelliklerinde degisiklikler oldugu
bildirilmistir (Dichter, Tischler ve Greene, 1977; O'Lague ve Huttner, 1980). PC12
hiicrelerinin norit olarak farklilastirilmasi, PC12 ¢ogaltma ortamina 100 ng/mL NGF
(NCO011- Millipore, ABD) eklenmesiyle gergeklestirilmistir. Hiicreler, NGF’li besiyeri ile
37 °C % 5 CO2’li etiivde gelistirilmistir. iki giinde bir kiiltiir kaplarindaki ortam, taze NGF
iceren farklilagma ortami ile degistirilmistir. NGF uygulamasinin 0., 2. ve 4. giinlerinde

hiicre morfolojisinin ve farklilagmasinin kontrolii yapilmastir.
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PC12 hiicrelerinin morfolojisinin ve farklilasmasinin kontrolii

PC12 hiicrelerinin morfolojisinin ve farklilasmasinin kontrolii hem 11k mikroskobu (LEICA
ICC50 HD) hem de floresan mikroskobu (Leica DMI 4000 B) kullanilarak saglanmuistir.
Kontrollerin saglanmasi ic¢in yuvarlak lameller 24°lik kuyulara alinmis ve 1xPBS iginde
¢oziinmiis 10 pg/mL Poli-D-Lizin (P7280-Sigma-Aldrich, ABD) ile kaplanmigtir. Lameller
37 °C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Kuyulardaki sivi ¢ekilerek lameller
laminar flow i¢inde kurumaya birakilmistir. Ardindan lameller 1xPBS i¢inde ¢oziinmiis 10
pug/mL laminin (L2020-Sigma-Aldrich, ABD) ile kaplanmis ve 37 °C’de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Kuyulardaki sivi ¢ekilmis ve lamellere PC12 hiicrelerinin ekimi

yapilmistir.

Isik mikroskop incelemesi i¢in, NGF iceren besi ortami uygulamalarinin 0., 2. ve 4.
glinlerinde hiicreler % 3,7°lik paraformaldehit (PFA) ile fikse edilmistir (Akeson ve Warren,
1986; Orlowska ve digerleri, 2017). Preparat haline getirilen ornekler LAS V4.3.0

programinda 40X biiyiitmede incelenmistir.

Floresan mikroskop incelemesi i¢in, NGF uygulamasinin yapildig: 0., 2. ve 4. giinde fikse
edilen hiicreler, PBS i¢inde ¢6ziinmiis % 0,1’lik Triton X-100 ile 15 dakika oda 1sisinda
permabilize edilmistir. Lameller a-tubulin (A11126-Thermo Scientific, ABD) ve B-tubilin
(MA1-118-Thermo Scientific, ABD) primer antikorlarinin 1:1 oraninda karistirilmasi ile
hazirlanan kokteylin, 1xPBS’te 1:500 oraninda diliie hali ile oda 1sisnda 2 saat inkiibe
edilmistir. Ornekler daha sonra 2 kez 1xPBS ile yikandiktan sonra goat anti-mouse I1gG
fluoresan izotiyosiyonat (FITC) (112-095-003-Jackson ImmunoResearch) sekonder
antikoru, 1xXPBS ile 1:1000 oraninda diliie edilerek oda 1sisnda 2 saat hiicreler lizerine
uygulanmistir. Ornekler daha sonra 2 kez 1xPBS ile yikanmustir. Cekirdek boyamasinin
saglanabilmesi i¢in, kesitlere Hoechst soliisyonu (Hoechst 33258, Molecular Probes, 10
mg/mL dH:O ile ¢6ziinmiis sekilde) damlatilip preparat haline getirilmistir (Sierra-Fonseca,
ce digerseri, 2014). Preparatlar mavi eksitasyon filtresi: I3 ve yesil eksitasyon filtresi: N2.1

vasitastyla 40X biiylitmede incelenmistir.

Ortalama 100 hiicre ile yapilan analizlerde hiicrelerin en az % 90’1inin akson uzunluklar
hiicre gévdesinin en az iki kat1 oldugunda hiicreler farklilagmis sayilmistir (Zhu ve digerleri,

2013; Demirci ve digerleri, 2013; Ciofani ve digerleri, 2013).
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3.2.4. BV-2 hiicrelerinin gelistirilmesi ve morfolojisinin kontrolii

BV-2 hiicrelerinin gelistirilmesi

DMEM, % 10 1s1yla inaktive edilmis fetal bovin serumu, % 1 penisilin/streptomisin ve % 1
L-Glutamin kullanilarak hazirlanmis BV-2 ¢ogaltma ortami 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek
steril edilmistir. Hiicrelerin gelistirilmesinde kullanilan 25 ve 75 cm?’lik kiiltiir kaplarina
1x10° hiicre/cm? yogunlugunda hiicre ekilmistir. Hiicreler 37°C’de % 5 CO; igeren
inkiibatorde gelistirilmistir. Hiicre besi ortam1 giin asir1 degistirilerek hiicre gelisimi takip
edilmistir. Flasklardaki hiicreler, % 80-90 yogunluga ulastiklarinda 37 °C’ye 1sitilmis
tripsin/EDTA (25200-056-Invitrogen/GIBCO, ABD) ile kaldirilarak sayilmistir. Calisma
amacina gore belirli sayida hiicre 96 ve 6 kuyulu mikroplaklara aktarilarak gelistirilmistir

(Jung ve digerleri, 2010).

Hiicreler, BV-2 hiicre besiyeri ve % 10 DMSO ile hazirlanan saklama ortaminda 1 giin -80

°C’de bekletildikten sonra, sivi nitrojen tankina (Cryogenics) alinarak muhafaza edilmistir.

BV-2 hiicrelerinin morfolojisinin kontroli

Kiltiir kosullarinda gelistirilen ve 24 saat siire ile 1 pg/mL LPS uygulanan BV-2
hiicrelerinin morfolojisinin kontrolii 151k mikroskobu kullanilarak saglanmistir. Preparatlar,
PC12 hiicrelerinin morfolojisinin ve farklilagmasinin kontroliinde bahsedildigi gibi (Bkn.
3.2.3) hazirlanmistir. Preparat haline getirilen ornekler LEICA ICC50 HD g1k
mikroskobunda LAS V4.3.0 programinda 10X biiylitmede incelenmistir.

3.2.5. Hiicre canhlik testi ile sitotoksik etkinin belirlenmesi

H2>0O>’nin PC12 hiicre canlilifina etkisinin belirlenmesi

AChE ve apoptozun indiiklenmesi ile ndérodejeneratif hiicre modelinin olusturulmasinda
kullanilacak H202’nin PC12 hiicrelerinde toksik etkisi test edilmistir. Bu testte, yiiksek
oranda hiicre dliimiine sebep olmayan (hiicreyi apoptozdan ¢ok nekroza gotiirmeyecek),
fakat, apoptoz ve AChE indiiksiyonunda etkin olabilecek konsantrasyon ve siire
belirlenmeye ¢alisilmistir. PC12 hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk olacak 96 kuyucuklu plaga
ekilmistir. Plaklar, 24 saat 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde bekletilmistir. Siire sonunda
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kuyulardaki hiicreler 200 pL hiicre kiiltiirii besi yeri i¢inde ¢oziinmiis 50, 100, 250, 500 ve
1000 uM H202 (1.07209-Merck) ile 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde 6, 12, 24 ve 48 saat
muamele edilmistir. H2O2 uygulamasi yapilmadan, normal hiicre kiltirii kosullarinda
biiyiitiilen hiicreler, kontrol olarak kullanilmistir (Kasugai, Hasegawa ve Ogura, 1990; Wu,
Shang, Sun, Liang ve Liu, 2007; Snitsarev, Andrej ve Rotella, 2013; Kim, Bae, Choi ve An,
2011).

Bitki ekstrelerinin PC12 hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi

G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstrelerinin PC12 hiicreleri tizerinde sitotoksik
etkisinin olup olmadigmin belirlenebilmesi igin, PC12 hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk
olacak 96 kuyucuklu plaga ekilmistir. Plaklar, 24 saat 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde
bekletilmistir. Siire sonunda kuyulardaki hiicreler, 100 pL hiicre kiiltiirii besi yeri i¢inde
¢oziinmiis 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL bitki ekstraktlari ile 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde 4,
10 ve 24 saat muamele edilmistir. Bitki ekstrakti uygulamasi yapilmadan, normal hiicre
kiiltiirii kosullarinda biyiitiilen hiicreler, kontrol olarak kullanilmigtir (Mandegary, Soodi,
Sharififar ve Ahmadi, 2014).

H>0O,’nin ve bitki ekstrelerinin birlikte PC12 hiicre canliligma etkisinin belirlenmesi

H202’nin ardindan G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstreleri uygulanmasinin
PC12 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in, PC12
hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk olacak 96 kuyucuklu plaga ekilmistir. Plaklar, 24 saat 37
°C’de % 5 CO2’li etiivde bekletilmistir. Siire sonunda kuyulardaki hiicreler, 100 pl hiicre
kiiltiirii besi yeri iginde ¢6ziinmiis 50 ve 100 uM H20: ile 24 saat 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde
muamele edilmistir. Ardindan kuyulardaki besiyeri ¢elikip hiicreler 100 pL hiicre kiiltiirii
besi yeri i¢inde ¢ozlinmiis 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL bitki ekstraktlari ile 37 °C’de % 5
CO2’li etiivde 4, 10 ve 24 saat muamele edilmistir. H2O> ve bitki ekstrakti uygulamasi
yapilmadan, normal hiicre Kkiiltlirii kosullarinda biiyiitiilen hiicreler, kontrol olarak

kullanilmistir (Kasugai ve digerleri, 1990).
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LPS’nin BV-2 hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi

BV-2 hiicreleri {iizerinde sitotoksik etkisi olmayan fakat noral inflamasyonun
indiiklenmesine sebep olan en etkin LPS konsantrasyon ve siiresinin belirlenebilmesi igin,
BV-2 hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk olacak 96 kuyucuklu plaga ekilmistir. Plaklar, 24 saat
37 °C’de % 5 CO2’li etiivde bekletilmistir. Siire sonunda kuyulardaki hiicreler, 100 pL hiicre
kiiltiirii besi yeri i¢cinde ¢oziinmiis 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 30 pg/mL LPS ile 37 °C’de % 5
CO2’li etiivde 24 saat muamele edilmistir. LPS uygulamasi yapilmadan, normal hiicre
kiiltiirii kosullarinda biiytitiilen hiicreler, kontrol olarak kullanilmistir (Bozic ve digerleri,

2015).

Bitki ekstrelerinin BV-2 hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi

G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstrelerinin BV-2 hiicreleri iizerinde sitotoksik
etkisinin olup olmadiginin belirlenebilmesi igin, BV-2 hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk
olacak 96 kuyucuklu plaga ekilmistir. Plaklar, 24 saat 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde
bekletilmistir. Siire sonunda kuyulardaki hiicreler, 100 pL hiicre kiiltiirii besi yeri i¢inde
¢oziinmiis 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL bitki ekstraktlart ile 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde 24
saat muamele edilmistir. Bitki ekstrakti uygulamasi yapilmadan, normal hiicre kiiltiirii

kosullarinda biiyiitiilen hiicreler, kontrol olarak kullanilmistir (Park ve digerleri 2011).

Bitki ekstrelerinin ve LPS’nin BV-2 hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi

G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstreleri uygulanmasinin ardindan LPS’nin BV-
2 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisinin olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in, BV-2
hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk olacak 96 kuyucuklu plaga ekilmistir. Plaklar, 24 saat 37
°C’de % 5 CO2’li etiivde bekletilmistir. Siire sonunda kuyulardaki hiicreler, 100, 250, 500
ve 1000 pg/mL bitki ekstraktlar ile 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde 24 saat muamele edilmistir.
Ardindan kuyulardaki besiyeri ¢ekilmistir. Kuyulara 100 pL hiicre kiiltiirli besi yeri i¢inde
¢coziinmiis 1 pg/mL LPS eklenmis ve hiicreler 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde 24 saat inkiibe
edilmistir.  Bitki ekstrakti ve LPS uygulamasi yapilmadan, normal hiicre kiiltiirii

kosullarinda biiyiitiilen hiicreler, kontrol olarak kullanilmistir (Park ve digerleri, 2011).
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Sitotoksik etki, ilk olarak Mosmann (1983) tarafindan tarif edilen 3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide (MTT) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu
yontem,  kimyasallarin  hiicre  kiiltiirleri  tizerindeki  sitotoksik  etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanilan ve kii¢iik hacimlerde sonug verebilen kantitatif kolorimetrik

bir yontemdir.

Inkiibasyon siirelerinin ardindan her kuyucuga 20 uL MTT (5 mg/1 mL dH,0) (M5655-
Sigma-Aldrich, ABD) eklenmistir. 96 kuyucuklu plak 3 saat 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde
bekletilmis, ardindan kuyucuklardaki sivi gekilerek tiim kuyucuklara 200 pL DMSO
eklenmistir. Plak, 30 dakika 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde bekletildikten sonra optik yogunluk
570 nm’de mikroplate okuyucuda (Epoch Take 3 Plate reader) okutulmustur.

Hiicre kiiltiirti kontrol grubunda 6lgiilen absorbans degeri % 100 canli olarak kabul edilmis
ve diger hiicre gruplarindaki yiizde canliliklar da bu degerden hareketle asagidaki formiile

gore hesaplanmistir (Kim ve digerleri, 2007).
Hiicre canliligi (%): (Ortalama 6rnek absorbansi / Ortalama kontrol absorbanst) x 100.

3.2.6. Bitki ekstrelerinin in vitro ve hiicresel AChE aktivitesi iizerine etkilerinin
belirlenmesi

Bitki ekstrelerinin in vitro AChE inhibitor (AChE-i) etkisinin belirlenmesi

G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstrelerinin in vitro AChE-i 6zelliklerinin olup
olmadiginin belirlenebilmesi igin, ekstrelerin AChE aktivitesini inhibe edici etkileri modiye
edilmis spektrofotometrik Ellman yontemi kullanilarak ol¢iilmiistiir (Ellman, Courtney,
Andres Jr ve Featherstone, 1961). Enzim kaynagi olarak elektrikli yilan balig1 kaynakli
AChE (C2888- Sigma-Aldrich, ABD) kullanilirken, substrat olarak asetiltiyokolin iyodiir
(A-5751-Sigma-Aldrich), renklendirici madde olarak ise 5,5’-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik)
asit (DTNB) (D-8130- Sigma-Aldrich, ABD) kullanilmistir. 96 kuyucuklu mikroplakanin
her birine 100 uL 0,1 mM fosfat tamponu (pH 7,0), 100, 250 ve 500 ve 1000 ug/mL olacak
sekilde kloroform, metanol ve su ¢oziiclilerinde ¢oziinmiis 100°er pL bitki estraktlar1 ve 20
uL AChE c¢ozeltisi ilave edilip 25 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak

bitki ekstrakti icermeyen ¢oziicli kullanilmistir.
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7,5 mg NaHCOs ihtiva eden 5 mL 0,1 M fosfat tamponunu i¢inde 19,8 mg DTNB
cozdiiriilmiistiir. DTNB ¢ozeltisi 1/8 oraninda 0,1 M fosfat tamponunu (pH 8) ile diliie
edilmistir. Diliie DTNB ¢6zeltisinden 50°ser uL kuyulara eklenmistir. dH2O ile hazirlanmis
21,7 mg/mL asetilkolin iyodiir ¢ozeltisi 1/40 oraninda 0,1 mM fosfat tamponu (pH 8) ile
dilie edilmistir. Diliie asetilkolin iyodiir ¢ozeltisinden 50’ser pl. kuyulara eklenerek
reaksiyon baglatilmigtir. Mikroplaka, 25 °C’de, karanlikta 10 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Asetilkolin iyodiir hidrolizi DTNB’nin thiokolinlerin reaksiyonu sonucu
olusan, sar1 renkli 5-thio-2-nitrobenzoat olusumundan gozlenmistir. AChE enzim aktivitesi,
mikroplate okuyucuda (Epoch Take 3 Plate reader) 412 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans
degerleriyle belirlenmistir. Calismada referans madde olarak AChE iizerinde inhibisyon
etkisi kesin olarak belirlenmis olan galantamin (G1660-Sigma-Aldrich, ABD)
kullanilmigtir. % AChE inhibisyonu asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Ellman ve
digerleri, 1961).

AChE inhibisyonu (%): 100-[(Ornek ¢ozeltilerinin absorbansi / Kontrol ¢dzeltilerinin
absorbansi) x 100]

H>0O>’nin hiicresel AChE indiiksiyonunun belirlenmesi

Bu ¢alisma kapsaminda, fPC12 hiicrelerinde en etkin AChE indiiksiyonu saglayacak H20>
konsantrasyon ve siiresi tespit edilmeye ¢alisilmistir. fPC12 hiicrelerinde AChE artisinin

saglanip norodejeneratif hiicre modelinin olusturulmasi amaglanmastir.

6 kuyulu plaklar kollajen ile kaplandiktan sonra kuyulara 1x10° hiicre/kuyu gelecek sekilde
PC12 hiicreleri ekilmistir. Farklilasmanin ardindan fPC12 hiicreleri 50 ve 100 uM H20-
konsantrasyonlari ile 6, 12, 24 ve 48 saat boyunca 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde inkiibasyona
birakilmistir (H202’in 200 uM ve tizerindeki konsantrasyonlarinin, PC12 hiicreleri tizerinde
yiiksek oranda sitotoksik etki gdstermesi nedeni ile PC12 hiicrelerine 50 ve 100 uM H20:2
uygulanmistir). H202 uygulamasi yapilmadan, normal hiicre kiiltiirii kosullarinda biiyiitiilen
hiicreler, kontrol olarak kullanilmistir. Hiicrelerdeki AChE aktivitesinin belirlenebilmesi
icin hiicrelerden toplam protein izolasyonu yapilmis, daha sonra toplam protein miktarlar

belirlenmistir.
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Hiicrelerden toplam protein izolasyonu igin, uygulamalarin ardindan hiicreler soguk 1xPBS
ile yikanmistir. Biitiin PBS c¢ekildikten sonra 1 mL soguk PC12 ¢6zme tamponu (1M Tris
tamponu (10 mL) pH 7,2, 2 M sodyum kloriir (NaCl), 1 M magnezyum kloriir (MgCl2), %
1 Triton X-100) direk hiicrelerin tizerine uygulanmistir. Hiicreler, hiicre kaziyici ile
kazinmigtir. Kazinan hiicreler, steril bir tiipe toplanmistir. Bundan sonraki tiim agsamalar buz
iizerinde gerceklestirilmistir. Tipler, her 5 dakikada bir vortekslenerek 30 dakika +4 °C’de
bekletilmistir. Tiipler, 10000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilmistir (Schwartz, Blundon ve
Adler, 2007). Siipernatantlardaki protein miktari, Coomasie Brillant Blue G-250 boyasinin
farkli konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak, degisik renk siddetinde mavi renkli
cozeltiler ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilen Bradford (1976) yontemine gore
belirlenmistir. Buna gore 20’ser uL siipernatant, 1 mL bradford ¢ozeltisi (B6916- Sigma-
Aldrich, ABD) ile karistirllmis ve oda sicaklifinda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan érneklerin 595 nm’de korve gore absorbans degerleri dlciilmiistiir.
20-100 pg/mL standart bovine serum albumin (BSA) ¢ozeltilerinin absorbans degerlerinden
elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak her numunenin icerdigi toplam protein miktari

pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 3.2) (Bradford, 1976).
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Sekil 3.2. Protein (BSA) standart egrisi ve regresyon denklemi

Uygulama gruplarindaki AChE aktivite, Ellman ve digerleri (1961) tarafindan gelistirilen,
modifiye edilmis spektrofotometrik yonteme gore belirlenmistir. 96 kuyucuklu plagm ilk
stitununu olusturan kuyucuklara 200’er pL PC12 ¢d6zme tamponu eklenmis, bu siitunlar

negatif kontrol olarak kullamlmustir. ikinci siituna ise 1 mg/mL AChE’den 200 pL eklenmis,



66

bu siitunlar pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Diger siitunlara ise uygulama gruplarindan
elde edilen toplam proteinden esit miktarlarda ilave edilmistir. Tiim kuyulara 0,1 mM fosfat
tamponundan (pH 7) 100 uL eklenmistir. Kuyulardaki toplam hacim, PC12 ¢6zme tamponu
ile esitlenmistir. 7,5 mg NaHCOg ihtiva eden 5 mL 0,1 M fosfat tamponunu i¢inde 19,8 mg
DTNB c¢ozdiiriilmiistiir. DTNB ¢o6zeltisi 1/8 oraninda 0,1 M fosfat tamponunu (pH 8) ile
diliie edilmistir. Diliic DTNB ¢6zeltisinden 50’ser pL kuyulara eklenmistir. dH20 ile
hazirlanmis 21,7 mg/mL asetilkolin iyodiir ¢ozeltisi 1/40 oraninda 0,1 mM fosfat tamponu
(pH 8) ile diliie edilmistir. Diliie asetilkolin iyodiir ¢ozeltisinden 50’ser uL kuyulara
eklenerek reaksiyon baglatilmistir. Mikroplaka, 25 °C’de, karanlikta 10 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Optik yogunluklar mikroplate okuyucuda (Epoch Take 3 Plate reader) 412 nm
dalga boyunda olgiilmiistiir. % AChE enzim aktivitesi 1 mg/mL AChE igeren pozitif
kontroliine gore degerlendirilmistir. Kotrole gore % AChE aktivitesi asagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Ellman ve digerleri, 1961).

Kotrole gére AChE aktivitesi (%): (Ornek ¢ozeltilerinin absorbans1 / Kontrol ¢dzeltilerinin

absorbansi) x 100

Bitki ekstrelerinin hiicresel AChE indiikleyici etkisinin belirlenmesi

Bu ¢alisma ile G. corniculatum ekstrelerin fPC12 hiicrelerinde AChE artis1 yoluyla
norodejenerasyona sebep olup olmadiklarinin belirlenmesi amaglanmistir. fPC12 hiicreleri
24 saat 1000 pg/mL bitki ekstreleri ile muamele edilmis ve uygulama gruplarindaki AChE
aktivitesi uygulama yapilmamis kontrol grubuna gore degerlendirilmistir. Kontrol

grubundaki AChE aktivitesi % 100 olarak kabul edilmistir.

6 kuyulu plaklar kollajen ile kaplandiktan sonra kuyulara 1x10° hiicre/kuyu gelecek sekilde
PC12 hiicreleri ekilmistir. Farklilasmanin ardindan fPC12 hiicreleri, 1000 pg/mL bitki
ekstreleri ile 24 saat boyunca 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir (Daha
once yapilan ¢aligmalarda elde edilen bulgulara gore, 1000 pg/mL 24 saat bitki ekstrakt
uygulamasi, PC12 hiicrelerinde belirgin bir sitotoksik etkisi olmayan, bunun yaninda en
etkin in vitro AChE inhibisyonuna sebep olan konsantrasyondur). Bitki ekstrakti uygulamasi
yapilmayan hiicreler, kontrol olarak kullanilmistir. Hiicrelerdeki AChE aktivitesinin
belirlenebilmesi i¢in hiicrelerden H202’nin hiicresel AChE indiiksiyonunun belirlenmesi

bashigi altinda bahsedildigi gibi (Bkn. 3.2.6) toplam protein izolasyonu yapilmis, daha sonra
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toplam protein miktarlari belirlenmistir. Uygulama gruplarindaki AChE seviyeleri Ellman

yontemi kullanilarak belirlenmistir (Schwartz ve digerleri, 2007).

Bitki ekstrelerinin hiicresel AChE inhibitor etkilerinin belirlenmesi

G. corniculatum ekstraktlarmin fPC12 hiicrelerinde H2O2 kaynakli AChE indiiksiyonunu
inhibe edici 6zelliklerinin var olup olmadiginin belirlenmesi i¢in, fPC12 hiicreleri 6nce
H202, daha sonra bitki ekstreleri ile muamele edilmistir. Bitki ekstresi uygulanan
gruplardaki AChE aktivitesinin H202 uygulamasina bagli AChE indiiksiyonuna gore azalip

azalmadig1 kontrol edilmistir.

6 kuyulu plaklar kollajen ile kaplandiktan sonra kuyulara 1x10° hiicre/kuyu gelecek sekilde
PC12 hiicreleri ekilmistir. Farklilasmanin ardindan fPC12 hiicreleri, 100 uM H20> ile 24
saat boyunca 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmigtir (En etkin AChE
indiiksiyon etki gosteren ve H>O» konsantrasyonu ve siiresi olmasi nedeniyle). Ardindan
H202’1i besiyeri gekilerek hiicreler, 1000 pg/mL olacak sekilde 2 mL besiyeri i¢inde
¢coziinmiis bitki ekstraktlar1 ile 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Uygulama gruplarinda toplam protein izolasyonu yapilmis, daha sonra Ellman
yontemi kullanilarak AChE seviyeleri belirlenmistir (Bkn. H202’nin hiicresel AChE
indiiksiyonunun belirlenmesi, 3.2.6) (Schwartz ve digerleri, 2007).

Bitki ekstrelerinin hiicresel AChE indiiksivonunu engelleyici etkisinin belirlenmesi

G. corniculatum ekstraktlarmin fPC12 hiicrelerinde H2O; kaynakli AChE indiiksiyonunu
engelleyici, etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in, fPC12 hiicreleri 6nce bitki
ekstreleri, daha sonra H2O> ile muamele edilmistir. Bitki ekstresi uygulanan gruplardaki
AChE aktivitesinin H>O2 uygulamasina bagli AChE indiiksiyonuna gére daha diisiik olup

olmadig1 kontrol edilmistir.

6 kuyulu plaklar kollajen ile kaplandiktan sonra kuyulara 1x10° hiicre/kuyu gelecek sekilde
PC12 hiicreleri ekilmistir. Farklilagmanin ardindan fPC12 hiicreleri dncelikle 1000 pg/mL
olacak sekilde 2 mL besiyeri icinde ¢oziinmiis bitki ekstraktlar1 ile 37 °C’de % 5 CO2’li
etlivde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan besiyeri ¢ekilerek hiicrelere 24 saat

boyunca 100 uM H20; uygulamasi yapilarak 37 °C’de % 5 COz2’li etiivde 24 saat boyunca
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inkiibe edilmistir. H202 ve bitki ekstrakti uygulamasi yapilmayan hiicreler, kontrol olarak
kullanilmigtir. Uygulama gruplarinda toplam protein izolasyonu yapilmis, daha sonra
Ellman yontemi kullanilarak AChE seviyeleri H2O2 nin hiicresel AChE indiiksiyonunun
belirlenmesi bashigi altinda belirtildigi gibi belirlenmistir (Bkn. 3.2.6) (Schwartz ve digerleri,
2007).

3.2.7. Bitki ekstrelerinin gen diizeyinde etkilerinin belirlenmesi

G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstrelerinin fPC12 hiicrelerinin H2O2 kaynakli
AChE, Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 mRNA ekspresyon seviyesinde olusan indiiksiyonu
inhibe edici, Bcl-2 mRNA ekspresyon seviyesinde olusan inhibisyonu ise indiikleyici anti-

apoptotik ve anti-AChE etkilerinin olup olmadigi belirlenmeye ¢aligilmustir.

6 kuyulu plaklar kollajen ile kaplandiktan sonra kuyulara 1x10° hiicre/kuyu gelecek sekilde
PC12 hiicreleri ekilmistir. NGF uygulamasinin ardindan fPC12 hiicreleri, 100 pM H20:
iceren NGF’li besiyerinde ile 24 saat boyunca 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda H202’1i besiyeri ¢ekilerek hiicreler, 100, 500 ve 1000 pg/mL
olacak sekilde 2 mL NGF’li besiyeri i¢cinde ¢oziinmiis bitki ekstraktlar1 ile 37 °C’de % 5
CO2’li etlivde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. H2O, ve bitki ekstrakti uygulamasi
yapilmadan, normal NGF’li hiicre kiiltiirii kosullarinda biiytitiilen hiicreler, kontrol olarak
kullanilmigtir. Uygulamalar sonrasinda PC12 hiicrelerde AChE, Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9
ve Bcl-2 genlerinin mRNA ifade diizeylerinin belirlenebilmesi igin hiicrelerinden total

mRNA izolasyonu yapilmigtir (Xu, Ji ve Xu, 2006).

Gen ifadesi analizinin temel materyali olan ve sadece ifade edilen DNA dizisini igeren
cDNA (komplementer DNA) eldesi icin mRNA’dan cDNA sentezi yapilmistir. cDNA’lar
kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) c¢aligmasinda
kullanilmistir. Genlere 6zgli primerler, primerlere ve iirlinlere ait baz cifti (bg) sayilari,
NCBI Genkbank’dan alinan referans sekanslar (NCBI Ref. Sek.) Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. gRT-PCR ig¢in kullanilan primerler ve 6zellikleri

Gen Ismi Primer Dizileri be Uriin
NCBI Ref. Sek. 5 3 (b¢)
AChE F CGCAGCAATACGTGAGCCTGAA 22 110
NM_172009.1 R TGTGGCGCTGAGCAATTTGGG 21
Bax F CTGCAGAGGATGATTGCTGA 20 207
NM_017059

- R GAGGAAGTCCAGTGTCCAGC 20
Kaspaz 3 F TGGCCCTGAAATACGAAG 18 210
NM_012922 R GGCAGTAGTCGCCTCTGA 18
Kaspaz 9 F GGATCTGGACTGCGTCTCATCAA 23 190
NM_031632

- R CCGAGACCTTGGAACACAGAGAA 23
Bcl-2 F ATCGCTCTGTGGATGACTGAGTAC 24 134
NM_031632

- R AGAGACAGCCAGGAGAAATCAAAC 24
GAPDH F CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA 24 118
NM_032080 R GGCATGGACTGTGGTCATGA 20

Gen ifadelerinin analizi kantitatif qRT-PCR teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. QRT-

PCR yonteminin gerceklestirilmesi i¢in izlenilen islem basamaklari sdyledir:

RNA izolasyonu

Hiicrelerden total RNA izolasyonu, RNeasy Mini Kit (74104-Qiagen, ABD) kullanilarak
yapilmistir. RNA izolasyon asamalar1 agagidaki gibidir;

Pellet halindeki hiicrelerin her birine, 350 pL Buffer RLT (Lizis tamponu) + 3,5 puL B-
merkaptoetanol karigimi ve 350 pL % 70 etanol eklenmistir. Daha sonra 700 puL’ye kadar
ornek, toplama tiipii i¢ine yerlestirilmis kolona aktarilmistir. Kolon 8000xg’de 15 saniye
santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine akan kisim uzaklastirilmistir. 700 uL Buffer RW1
kolona aktarilmistir. Kolon 8000%g’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine akan
kisim uzaklastirilmistir. 500 uL RPE (yikama soliisyonu) kolona aktarilmistir. Kolon
8000xg’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine akan kisim uzaklagtirilmistir. 500
L RPE kolona aktarilmistir. Kolon 8000xg’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Kolon yeni bir
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2 mL’lik toplama tiipline yerlestirilmistir. Membranin kurumasi i¢in maksimum hizda 1
dakika santrifiij yapilmistir. Kolon yeni bir 1,5 mL’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir. 30-
50 uL RNaz icermeyen su kolona ilave edilmistir. 8000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Toplama tiipiine akan RNA’lar Epoch Take 3 Plate cihazi kullanilarak 260 ve 280 nm’de
okutulmustur. RNA miktar1 6l¢iilecek, 260/280 absorbans degerleri 2,0’nin iizerinde olan
orneklerle calismaya devam edilmistir. izole edilen RNA’lar kullanilincaya kadar -80 °C’de
saklanmustir (Li ve digerleri, 2000; Xue ve digerleri, 2014; Lu ve digerleri, 2007; Tedeschi
ve digerleri, 2009).

RNA derisimlerinin kontroli

Izole edilen RNA’larin kalite ve kantite agisindan degerlendirilmesi, Epo Take3 ELISA
Reader cihazinda absorbanslarinin 6lgiilmesi ile gerceklestirilmistir. RNA’nin saflig1 yani
herhangi bir kontaminasyon kaynagi icermedigini anlamak icin 260 ve 280 nm’deki
absorbanslarinin oranina bakilmaktadir. Saf RNA’da 260/280 absorbans degeri 1,8 ile 2,1
arasinda olmalidir. 260/280 absorbans degerinin 1,8’in altinda veya 2,1’in iizerinde olmasi
kontaminasyonunu isaret etmektedir (Kelly, Schimenti, Patrick Ross ve van der Meulen,
2014). Bu nedenle 1,8-2,1 araliginda derisime sahip RNA 6rnekleri ile deneylere devam

edilmistir.

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi (Reverse transcription (RT) reaksiyonu)

RNA orneklerinden cDNA sentezi, QuantiTect Rev. Transcription Kit (205311- Qiagen,
ABD) kullanilarak yapilmistir. Genomik DNA eliminasyonu reaksiyonu igin gDNA
eleminasyon tamponu (7X) her 1 pg’lik RNA 6rnegine eklenmistir. Son hacim 14 L olacak
sekilde RNaz igermeyen su ilave edilmistir. Tiipler 42 °C’de 2 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra tiipler buz lizerine alinmistir. Cizelge 3.2’ye gore, buz iizerinde

reverse-transpripsiyon karigimi hazirlanmistir:

Cizelge 3.2. Revers-trankripsiyon reaksiyon igerigi

Madde Miktar
Reverse transkriptaz 1uL
Reaksiyon tamponu, 5x 4 uL

Primer karigimi 1 uL



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tedeschi%20A%5Bauth%5D
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Elde edilen (14 pL) tamamlayicti RNA, revers-transpripsiyon karisimi igeren her bir tiipe
eklenmistir. Karistirilmis ve buz {izerinde bekletilmistir. Tiipler 42 °C’de 15 dakika ve 95
°C’de 3 dakika inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon sonucunda 20 upuL c¢DNA
sentezlenmistir. Sentezlenen cDNA’larin absorbans degerleri Epoch Take 3 Plate cihazi
kullanilarak 260 ve 280 nm’de dlgiiliip saflik dereceleri ve miktarlari belirlenmistir. 260/280
absorbans degeri 1,7-2,0 arasinda olan Orneklerle caligmaya devam edilmistir. CDNA
ornekleri daha verimli kullanilmak amaciyla % 20 olacak sekilde dH2O ile diliie edilmistir.
Elde edilen cDNA’lar, qRT-PCR igin kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir (Li ve
digerleri, 2000; Xue ve digerleri, 2014; Lu ve digerleri, 2007; Tedeschi ve digerleri, 2009).

cDNA derisimlerinin kontrolii

Izole edilen RNA’lardan sentezlenen c¢DNA’larin kalite ve kantite acisindan
degerlendirilmesi Epo Take3 ELISA Reader cihazinda derisimlerinin Olgiilmesi ile

gerceklestirilmistir.

DNA’nin saflig1 yani herhangi bir kontaminasyon kaynagi igermedigini anlamak i¢in 260
ve 280 nm’deki absorbanslarinin oranina bakilmaktadir. Saf DNA’da 260/280 absorbans
degeri 1,7 ile 2,0 arasinda olmalidir. 260/280 absorbans degerinin 1,7 nin altinda veya 2,0’1n
iizerinde olmasi kontaminasyonu isaret etmektedir (Nedel, Conde, Oliveira, Tarquinio ve
Demarco, 2009). Bu nedenle 1,7-2,0 araliginda derisime sahip cDNA &rnekleri ile deneylere

devam edilmistir.

ORT-PCR reaksiyonu

cDNA’lar kalip olarak kullanilarak, spesifik primerler araciligiyla PCR reaksiyon kosullar
olusturulmustur. PCR reaksiyonu, Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR System
cihazinda yapilmistir. Bu ¢alisma i¢in, SYBR Green PCR Kit (SensiFAST SYBR® Low-
ROX Kit) (B1094005- Bioline, ABD) kullanilmistir. Deneylerde tiim cDNA 6rnekleri ve
standart 0rnekler ayn1 sartlarda ve ayn1 grup icerisinde tiger kez galisilarak analizlerde bu ii¢

Olclimiin ortalamasi kullanilmistir. qRT-PCR kosullar1 Cizelge 3.3°te gdsterilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tedeschi%20A%5Bauth%5D
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Cizelge 3.3. QRT-PCR kosullar

Madde Miktar (uL)
SYBR Green karigimi 10,0
Forward primer (10 pmol/ pL) 0,8
Reverse primer (10 pmol/ uL) 0,8
cDNA 2,0
ddH>0 6,4

20 pL gqRT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. QRT-PCR programi

Dongii Sicaklik (°C) Siire Asama
1 95 2 dakika Polimeraz
aktivasyonu
40 95 5 saniye Denatiirasyon
65 30 saniye Baglanma/Uzama

Gen ekspresyonunun nicellestirilmesi i¢in, her bir gen transkripti i¢in, floresan sinyalinin
esigin lizerine ¢ikmasi igin yani arka plan seviyesini agsmasi i¢in gerekli dongiilerin sayist

olarak tanimlanan dongii esigi (Ct) belirlenmistir (Wong ve Medrano, 2005).

Floresans baslangi¢ sinyali ve esik sinyali otomatik olarak PCR cihazi ile sayisal veri olarak
belirlenmistir. Transkript seviyeleri 22T metodu ile hasaplanmustir (Schmittgen ve Livak,
2008). Hesaplama, Microsoft Excel 2007'de gergeklestirilmistir. Normalizasyon amactyla
her hiicrede ayn1 miktarda ifade edilen, zorunlu idare geni (housekeeping) GAPDH miktari,
PC12 hiicrelerinde hedef genlerin ifade diizeyleri karsilastirilarak incelenmis ve hedef genin
nispi ekspresyonu olarak tanimlanmistir (Vandesompele ve digerleri 2002; Pfaffl ve

Hageleit, 2001):

Nispi Ekspresyon = 2~ (- (ACtsmek (hedef-referans) - ACtwontrol (hedef-referans));

ACtsmek: Uygulama yapilmis orneklerde hedef genin Ct degerininin referans genin Ct

degerine gore farkidir (hedef Ct-referans Ct)

ACltkontrol: Uygulama yapilmamis negatif kontrol 6rneklerinde hedef genin Ct degerininin

referans genin Ct degerine gore farkidir (hedef Ct-referans Ct)
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Nispi ekspresyon degerlerinin ortalama ve standart sapmasi (SD) her bir uygulamanin {i¢
tekrarindan hesaplanmistir. Kontrol grubu olarak uygulama yapilmamis fPC12
hiicrelerinden izole edilen cDNA’lar kullanilmistir. Kontrol grubundaki nispi ekspresyon
degeri 1 olarak 6ngériilmiistiir. 22T degerinin 1°den biiyiik olmasi gen ifadesinin arttigini,
kiigiik olmasi ise gen ifadesinin azaldigini gostermis, buna gore uygulamalarda gen
ifadelerindeki artis ve azaliglar tespit edilmistir. Primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan
amplifikasyon iiriinlerinin tespiti i¢in melting curve (erime egrisi) analizi yapilmustir. ifadesi
gRT-PCR yontemiyle incelenen genlerin erime egrileri Sekil 3.2°de gosterilmistir.
Calismada kullanilan primerlerin erime sicakliklari; AChE igin 88 °C, Bax i¢in 85 °C,
Kaspaz 3 i¢in 81 °C, Kaspaz 9 i¢in 80 °C, Bcl-2 i¢in 84 °C ve GAPDH i¢in 83 °C olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Primerler ile hedef gen bolgelerinin erime egrileri A: AChE B: Bax, C: Kaspaz 3,

D: Kaspaz 9, E: Bcl-2, F: GAPDH
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3.2.8. Bitki ekstrelerinin proteinler iizerinde etkilerinin western blot hibridizasyon ile
belirlenmesi

G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstrelerinin fPC12 hiicrelerinin H2O2 kaynakli
AChE, Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 protein seviyesinde olusan indiiksiyonu inhibe edici, Bcl-
2 protein seviyesinde olusan inhibisyonu ise indiikleyici etkilerinin olup olmadigi

belirlenmeye ¢alisilmistir.

Hiicre uygulamalar1 3.2.7°de (Bitki ekstrelerinin gen diizeyinde etkilerinin belirlenmesi)
bahsedildigi gibi yapilmistir. Hiicrelerden toplam protein izolasyonu, H2O2’ nin hiicresel
AChE indiiksiyonunun belirlenmesi basliginda bahsedildigi gibi (Bkn. 3.2.6) yapilmistir.
Elde edilen proteinler denatiire edilmis, % 4-12’lik Akrilamid bisakrilamid jelde yiiriitilmiis
ve PVDF membrana transfer edilmistir. Ardindan noral 6lim yolaklarinda gorevli olan
AChE, Bax, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve Bcl-2 genlerinin protein ifadeleri uygun primer
antikorlar ve sekonder antikorlar kullanilarak Western Blot hibridizasyon yontemi ile
belirlenmistir. Normalizasyon amaciyla AChE, Bax, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve Bcl-2 hedef
proteinlerin ifade diizeyleri her hiicrede ifade edilen, zorunlu idare proteini (housekeeping)
GAPDH ile karsilastirilarak incelenmis ve hedef proteinlerin diizeyleri uygulama

yapilmamis kontrol gruplarina gore belirlenmistir (Gong ve digerleri, 2012).

Western blotlama, bir poliakrilamid jelinden bir nitroseliiloz veya poliviniliden difluorid
(PVDF) zarina elektroforezlenmis protein bantlarinin aktarilmasi ve bunlarin antikor
problart ile saptanmasi anlamina gelir. Jel, bir nitroseliiloz veya PVDF membrani ile temas
ettirilir ve elektriksel akim vasitasiyla proteinler, jelden membrana gog ettirilir. Memrandaki
proteinler uygun primer ve sekonder boyalar ile boyandiktan sonra protein ifade diizeyleri

belirlenebilir. Protein ifade diizeylerinin belirlenmisi i¢in izlenen adimlar sdyledir.

Protein 6rneklerinin denatiirasyonu

Protein ornekleri her kuyu basina 30 ug olacak bicimde % 5 B-mercaptoethanol igeren
I xylikleme tamponu (Laemmli tamponu) (1610737-Bio-Rad, ABD) ile karigtirilmig ve 90
°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edilmistir.
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Orneklerin jel kuyucuklarina viiklenmesi

Calismada kullanilan % 10’luk hazir bis-tris jel (Mini-PROTEAN TGX Gels, 10 gels/box,
12-well, 20 microliters, 10% resolving gel) (4561033- Bio-Rad, ABD), dikey elektroforez
tankina yerlestirilerek sabitlenmistir. Tankin i¢i 1xTris/Glycine/SDS (1610732- Bio-Rad,
ABD) yiiriitme tamponu ile doldurulduktan sonra protein ornekleri ve marker olarak
kullanilan PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10-170 kDa) (26616- Thermo Scientific,
ABD), jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Yiriitme islemi 150 voltda 35 dakikada (Mini
Trans-Blot®Cell-Bio-Rad, ABD) gergeklestirilmistir.

Membrana Transfer

SDS jeldeki proteinlerin PVDF membrana transferi igin Trans-Blot Turbo RTA Transfer
Kit, Mini, PVDF, for 40 Blots kit (1704272-Bio-Rad, ABD) kullanilmistir. Trans-Blot Turbo
Transfer System jel transfer cihazi kullanilarak proteinler jelden PVDF membrana

aktarilmistir.

Bloklama

Transfer isleminden sonra PVDF membran % 2’lik siit tozu ve % 0,1’lik tween-20 igeren
IxTris-tamponlu tuzlu su (TBS) (1706435- Bio-Rad, ABD) ¢ozeltisi iginde (bloklama
solisyonu) 30 dakika g¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Membran 10 mL 3 kez 5’er dakika
(3x5) % 0,1°lik tween-20 iceren 1xTBS ile yikanmistir.

Hibridizasyon

Primer antikorlar iiretici firma talimatlarina gére 10 mL bloklama soliisyonunda dilue
edilmistir. Bloklanan PVDF membran, primer antikor iceren bloklama soliisyonunda oda
1s1sinda 2 saat inkiibe edilmistir. Membran 10 mL 3 kez 5’er dakika (3x5) % 0,1’lik tween-
20 igeren 1xTBS ile yikanmistir. Sekonder antikor, iiretici firma talimatlarina gére 10 mL
bloklama soliisyonunda dilue edilmistir. PVDF membran, sekonder antikor i¢ceren bloklama
soliisyonunda oda 1sisinda 1 saat inkiibe edilmistir. Membran 20 mL steril dH2O ile 2 dakika
streyle yitkanmistir. Kullanilan antikor, diliisyon oranlar1 ve molekiiler agirliklar1 Cizelge

3.5’te gosterilmistir.
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Kromojenik boya ile muamele

Yikamadan sonra membran 10 mL AP konjuge substrat kit (1706432-Bio-Rad, ABD) i¢inde
membran ilizerinde bantlar belirene kadar (yaklasik olarak 60 dakika) galkalayicida inkiibe
edilmistir (Mahmood ve Yang, 2011). Membran {izerinde olusan bantlar jel goriintiileme
sisteminde (ChemiDoc™ XRS+ System-Bio-Rad, ABD) tespit edilmisti. BIORAD

ImageLab 5.21 programi kullanilarak bantlarin yogunlugu belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Western blot hibridizasyon i¢in kullanilan antikorlar, diliisyon oranlar1 ve
molekiiler agirliklar

Antikor Katalog Uretici Diliisyon lzlf)l lriqil
Adi Numarast Firma Orani EIIg
(kDa)
Anti-ACHE
Acetylcholinesterase PB9417 Boster 1/1000 68
Picoband antibody
. Elabscience
Anti-Caspase-3 ENT0656 Biotechnology 1/500 37
antibody
Inc.
Anti-Caspase-9 A00080 Boster 1/500 35-37
antibody
Anti-Bax Picoband A00183 Boster 1/1000 21
antibody
Elabscience
Bcl-2 Monoclonal E-AB- :
antibody 99004 Bloteci‘rrlgology 1/1000 26
GAPDH antibody 10494-1AP Proteintech 1/2000 36

Goat anti-rabbit 19gG
(H+L), AP conjugate SA00002-2 Proteintech 1/1000
secondary antibody

3.2.9. inflamasyonun ELISA ile belirlenmesi

LPS’nin TNF-a indiiksivon etkisinin ELISA ile belirlenmesi

BV-2 hiicrelerinde kontrole gore TNF-o indiiksiyonuna sebep olan en etkin LPS
konsantrasyon ve siiresinin belirlenmesi amaciyla 6’11k kuyulardan olusan plak icinde 1x10°
hiicre/kuyucuk yogunluktaki BV-2 hiicreler, 1 mL hiicre kiiltiirii besi yeri i¢cinde ¢6ziinmiis
0,05,0,1,0,5, 1, 5,10, 30 pg/mL LPS (L2882- Sigma-Aldrich, ABD) ile 37 °C’de % 5 CO?’li

etlivde 24 saat muamele edilmistir. LPS uygulamasi yapilmadan, normal hiicre kiiltiirii


http://www.bio-rad.com/en-cn/sku/1708265-chemidoc-xrs-system-with-image-lab-software
http://www.biocompare.com/9776-Antibodies/8553420-Anti-Caspase-3-Antibody/
http://www.biocompare.com/9776-Antibodies/8553420-Anti-Caspase-3-Antibody/
http://www.biocompare.com/9776-Antibodies/8553420-Anti-Caspase-3-Antibody/
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kosullarinda biiytitiilen hiicreler, negatif kontrol olarak kullanilmigtir. Hiicre iist sivilari
temiz bir tiipe alinarak sitokin seviyeleri dlgiilene kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
Dondurulmus hiicre iist sivilar1 oda 1sisinda ¢ozdiiriildiikten sonra sitokin seviyeleri, TNF-
alpha Platinum (BMS607/3, eBioscience, ABD) ELISA Kiti ile mikroplaka okuyucuda
(Epoch Take 3 Plate reader) 450 nm’de okutularak belirlenmistir (Morgan, Kim ve Liu,
2008). Orneklerdeki sitokin seviyeleri, kitin icinden ¢ikan standartlarm olusturdugu egri

grafigine gore hesaplanmistir (Sekil 3.3 (A)).

Bitki ekstrelerinin TNF-a ve IL-6 seviyesine etkilerinin ELISA ile belirlenmesi

G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstraktlarinin BV-2 hiicrelerinde LPS kaynakli
TNF-a ve IL-6 sitokin artisinini engelleyici anti-inflamatuar etkilerinin olup olmadiginin
belirlenebilmesi igin, 6’lik kuyulardan olusan plak iginde 1x10° hiicre/kuyucuk
yogunluktaki BV-2 hiicreler, I mL hiicre kiiltiirii besi yeri icinde ¢6ziinmiis 100-1000 pg/mL
bitki ekstraktlar1 ile 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde 24 saat muamele edilmistir. Ardindan
kuyulara 1 pg/mL LPS ilave edilerek plaka 37 °C’de % 5 CO2’li etiivde 24 saat muamele
edilmistir. Bitki ekstrakti ve LPS uygulamas1 yapilmadan, normal hiicre kiiltiirii kosullarinda
biiyiitiilen hiicreler, negatif kontrol olarak kullanilmistir. Sadece LPS uygulamasi yapilmis
hiicre gruplari pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Hiicre iist sivilari temiz bir tiipe alinarak
inflamatuar protein seviyelerinin belirlenebilmesi i¢in -80 °C’de muhafaza edilmistir.
Dondurulmus hiicre tist stvilar1 oda 1sisinda ¢ozdiiriildiikten sonra sitokin seviyeleri TNF-
alpha Platinum (BMS607/3, eBioscience, ABD) ve Mouse IL-6 Platinum (BMS603/2-
eBioscience, ABD) ELISA Kkitler ile mikroplaka okuyucuda (Epoch Take 3 Plate reader) 450
nm’de okutularak belirlenmistir. Orneklerdeki sitokin seviyeleri, kitlerin i¢inden ¢ikan
standartlarin olusturdugu egri grafigine gore hesaplanmistir (Sekil 3.3 (B)) (Morgan ve
digerleri, 2008).
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Sekil 3.4. A: TNF-a standart egrisi ve regresyon denklemi B: IL-6 standart egrisi ve
regresyon denklemi

3.3. Istatistiksel Analizlerin Yapilmasi ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calisma sonuglar1 SPSS 16.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Tiim deneylerde uygulama gruplarinin kontrol grubu ile arasindaki farklilik ve indiiktor ile
bitki ekstresi uygulamalar1 yapilan gruplar arasindaki farklilik, t-testi ile (Excel 2007) analiz
edilmistir. Ortalamalar arasindaki farklar, Tek Yo6nlii Anova Post Hoc Tukey HSD testi ile
belirlenmistir. Ekstrelerdeki bilesik miktarlar1 ile AChE ve apoptoz baskilayici ve anti-
inflamatuar etki arasinda iliski olup olmadig1 Pearson korelasyonuna gore belirlenmistir.
Istatistiksel olarak anlamlilik % 95 &nem diizeyinde, p<0,05 olarak belirlenmistir. Tiim
analizler tekrarli ve paralelli (MTT (n:6), in vitro ve hiicresel AChE aktivitesi ve TNF-o ve
IL-6 aktivitesi (n:5), gRT-PCR (n:3)) olarak ¢alisilmis ve sonuglar, ortalama+tstandart sapma
(SD) olarak verilmistir.






81

4. DENEYESEL BULGULAR

4.1. Ekstre Verimine Ait Bulgular

Calismamizda 10 g kuru G. corniculatum bitkisinden kloroform, metanol ve su ¢oziiziileri
ile elde edilen ekstre verimleri (g) ve buna gore bitkide elde edilen yilizde ekstre verimi
belirlenmistir. Ekstraksiyon veriminin metanol (% 49,0) > su (% 39,2) > kloroform (% 13,9)

seklinde oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. G. corniculatum bitkisinden ti¢ farkli ¢6ziicii ile elde edilen ekstre miktar1 ve

verimi
Coziicti g ekstre/10 g kuru bitki % Ekstre verimi
Kloroform 1,39 13,9
Metanol 4,90 49,0
Su 3,92 39,2

4.2. Ekstrelerdeki icerik Analizine Ait Bulgular
4.2.1. Spektrofotometrik analiz

Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen 1 g ekstrede, toplam alkaloid, fenolik bilesik ve

flavonoid miktarlar1 spektrofotometrik yontemle mg cinsinden belirlenmistir.

Ekstrelerdeki major sekonder metabolitin alkaloid oldugu, flavonoid ve fenolik bilesik
miktarlarinin ise alkaloide kiyasla ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerdeki alkaloid
miktarlart metanol (112+0,04 mg/g ekstre) > kloroform (109+0,04 mg/g ekstre) > su
(93+0,03 mg/g ekstre) seklinde oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. G. corniculatum bitkisinden {i¢ farkli ¢6ziicii ile elde edilen ekstrelerde toplam
alkaloid, flavonoid ve fenolik bilesik miktar1 (mg/g ekstre)

Céziicii Alkaloid Flavonoid Fenolik bilesik
Kloroform 109+0,04 0,954+0,02 1,45+0,02
Metanol 112+0,04 0,71+0,02 1,70+0,03

Su 93+0,03 1,55+0,03 1,65+0,05
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4.2.2. GC-MS ve HPLC analizi

Ekstrelerdeki biyoaktif bilesenlerin GC-MS ile tayinine iliskin verilerde, her ti¢ ekstrede de
major bilesigin alkaloid oldugu saptanmistir. Ekstrelerde yag asidi, alkan hidrokarbon ve
alkol gibi alkaloid harici bilesikler de tespit edilmistir. Kloroform ekstresinde % 9,8 yag
asidi, % 80,5 alkaloid tespit edilmis; major yag asidi linoleik asit (% 3,7), major alkaloid ise
allokriptopin (% 35,7) olarak belirlenmistir. Metanol ekstresinde % 15,8 yag asidi, % 4,4
alkan hidrokarbon ve % 79,8 alkaloid belirlenmistir. Icerikteki major yag asidi 2-
Monopalmitin (% 9,4), major alkaloid ise allokriptopindir (% 51,6). Su ekstresinde % 4,8
alkol, % 7,5 yag asidi ve % 87,7 alkaloid saptanmustir. Su ekstresindeki tek yag asidi
oleamid, tek alkol ise biitil hidroksi toluendir. Major bilesik ise allokriptopindir (% 48,4)
(Cizelge 4.3).

Ekstrelerdeki biyoaktif bilegenlerin HPLC ile tayinine iliskin verilerde, rutin ve kuersetin
flavonoidlerinin her ii¢ ekstrede, luteolin flavonoidinin ise kloroform ve su ekstresinde
bulundugu belirlenmistir. Rutinin her {i¢ ekstrede de major flavonoid oldugu ve en yiiksek
metanol ekstresinde bulundugu belirlenmistir. HPLC ile yapilan flavonoid analizlerine ait
verilerin bir kismi daha once yapilan Kocanci ve digerleri (2017)’nin ¢alismasindan

almmustir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. G. corniculatum total kloroform, methanol ve su ekstrelerinde biyoaktif bilesik

analizi
Bilesik Sinonim Analiz Ekstrelerdeki Bilesik Miktarlari
Tipi
Kloroform Metanol Su
Alkaloid (%) GC-MS
¢ 6H-Dibenzo[a,g]quinolizine, Tetrahydropalmatine 18,7 13,0 13,1
5,8,13,13a-tetrahydro-2,3,9,10-
tetramethoxy-, (ii)-
e Tetrahydroberberine N-oxide 4H-Berberine N- 26,1 15,2 26,2
oxide
¢ [1,3]Benzodioxolol[5,6- Allocryptopine 35,7 51,6 48,4

e][2]benzazecin-14(6H)-one,
5,7,8,15-tetrahydro-3,4-
dimethoxy-6-methyl



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%224H-Berberine%20N-oxide%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20328042%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%224H-Berberine%20N-oxide%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20328042%5BStandardizedCID%5D
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Cizelge 4.3. (devam) G. corniculatum total kloroform, methanol ve su ekstrelerinde
biyoaktif bilesik analizi

Yag asidi (%) GC-MS

¢ n-Hexadecanoic acid Palmitic acid 1,8 - -
e 9,12-Octadecadienoic acid Linoleic acid 3,7 2,0 -
(2.2)-

e Linoleic acid ethyl ester Ethyl linoleate 1,9 - -
e Hexadecanoic acid, 1- 1,2-Dipalmitin 2,4 - -

(hydroxymethyl)-1,2-ethanediyl

ester

« Hexadecanoic acid, 2,3- 1-Monopalmitin - 16 -
dihydroxypropyl ester (CAS)

e 8,11-Octadecadienoic acid, - 2,8 -
methyl ester

¢ Hexadecanoic acid, 2-hydroxy- 2-Monopalmitin 9,4

1-(hydroxymethyl)ethyl ester

¢ 9-Octadecenamide, (Z)- Oleamide - - 7,5
Alkan hidrokarbon (%) GC-MS

e 1H-Indene, 1-hexadecyl-2,3- 1-n-Hexadecylindan - 4,4 -
dihydro- (CAS)

Alkol (%) GC-Ms

e Phenol, 2,6-bis(1,1- Butylated - - 48
dimethylethyl)-4-methyl- (CAS)) hydroxytoluene

Flavonoid (ug/mlL HPLC

e Rutin 34 452 412
e Quercetin 3 128 108
e Luteolin 6 - 0,22

& Kocanci, Hamamcioglu ve Aslim, 2017.

4.3. PC12 Hiicrelerinin Farkhilagsma Kontrolii

PC12 hiicrelerinin NGF varliginda nérit boyu degisimleri 151k mikroskobu (Resim 4.1) ve
floresan mikroskobunda (Resim 4.2) incelenmistir. Floresan mikroskobu incelemelerinde
hoechst boyamasi ile hiicre ¢ekirdekleri mavi renkte, fluoresan izotiyosiyonat (FITC)
boyamasi ile hiicre govdeleri yesil renkte isaretlenmistir. Akson uzunluklari hiicre
govdesinin en az iki kat1 oldugunda hiicreler farklilagmis sayilmistir. Ortalama 100 hiicrede
yapilan ndrit boyu analizlerine gore, PC12 hiicrelerinin norit uzunluklarinin farklilagma

stirelerine paralel olarak artigi istatistiksel yonden anlamli bulunmustur (p<0,05). 2. giinde


http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.13835296.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.13835296.html
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farklilasmanin % 78, 4. giinde ise % 100 olarak tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda
4. giinde farklilasmanin gerceklestigi goriilmiistiir. Tiim deneysel ¢alismalarda 100 ng/mL
NGF ile 4 giin farklilastirmis PC12 hiicreleri kullanilmistir.
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Resim 4.1. NGF ile uyarilmig PC12 hiicrelerinde norit farklilasmasinin 11k mikroskop
goriintiileri (40X biiyiitme)

Resim 4.2. NGF ile uyarilmis PC12 hiicrelerinde nérit farklilagsmasinin floresan mikroskop
gortintiileri (A: Fluoresan izotiyosiyonat (FITC), hiicre gévdesi boyamasi; B:
HOECHST, hiicre ¢ekirdegi boyamasi, 40X biiyiitme)

4.4. Farklh H202 Konsantrasyonlarinin PC12 Hiicre Canhihgi Uzerine Etkisi

Bu deneyde, PC12 hiicreleri iizerinde yiiksek sitotoksik etki gostermeyecek, ancak, oksidatif
strese bagli noérodejenerasyon belirleglerinde artisa sebep olacak etkin  H.O»

konsantrasyonlar1 ve uygulama siireleri belirlenmeye ¢alisilmistir. H202’nin 50, 100, 250,
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500 ve 1000 uM konsantrasyonlar1 6, 12, 24 ve 48 saat siire ile PC12 hiicrelerine uygulanmis

ve H2O2’nin hiicre canlilig1 lizerine sitotoksik etkisi MTT yoOntemi ile belirlenmistir.

Hiicre sagkalimindaki azalmalarin H2O2 konsantrasyon ve siiresi ile dogru orantili sekilde
PCI12 hiicre sagkaliminda azalma oldugu tespit edilmistir. Caligmamizda elde edilen
sitotoksik etki sonuglarina gore, tiim uygulamalarin PC12 hiicre canliliginda kontrole gore
0,05 diizeyinde anlamli bir azalmaya sebep oldugu saptanmigtir (*p<0,05). 200 uM ve
iizerinde H20; uygulanan tiim siirelerde PC12 hiicrelerinde % 50’den fazla oliim
gergeklestigi gozlenmistir. Aym sekilde, 48 saatlik H2O2 uygulamalarinda yiiksek oranda
oliim (% 50’nin tizerinde) belirlenmistir (50 uM konsantrasyon uygulamasi hari¢) (Cizelge
4.4). 100 uM H202’nin 48 saatlik uygulamasi hari¢ 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinin ise
% 30-40 oraninda PC12 hiicre 6liimiine sebep oldugu belirlenmistir. Bu nedenle AChE
indiiksiyonunda en etkin konsantrasyonun belirlenebilmesi i¢in bundan sonraki ¢aligmalara
yiikksek Olimiin gozlenmedigi 50 ve 100 uM H20> konsantrasyonlarinin 24 saatlik

uygulamalari ile devam edilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyon ve siirelerde H202 uygulanmis PC12 hiicrelerinin
kontrole gore ylizde hiicre canliliklar

Uygulamalar % Hiicre Canliligr™
6 saat 12 saat 24 saat 48 saat
Kontrol 2 100+2 100+2 1004 10043
H202 (uM) °
50 70+3 65+5 635 5342
100 65+1 6315 60+3 3344
200 41+2 3843 3344 25+2
500 39+1 3543 30+2 20+0
1000 36+2 3343 20+4 1545

@Herhangi bir uygulama yapilmamis PC12 hiicreleri.
b Farkli konsantrasyonlarda H,O, uygulanmis PC12 hiicreleri.
Sonuglar, ortalama+SD olarak verilmistir, (*: p<0,05), (n:6).
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4.5. Bitki Ekstrelerinin PC12 Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada, G. corniculatum bitkisinin kloroform, metanol ve su ekstrelerinin 100, 250,
500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlar1 4, 10 ve 24 saat siire ile PC12 hiicrelerine uygulanmis
ekstrelerin, hiicreler tizerindeki toksisitesi ve toksik olmayan etkin konsantrasyonlart MTT

yontemi ile tespit edilmeye ¢alisilmistir.

Uygulanan ii¢ ekstraktin artan konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda azalmaya
sebep oldugu belirlenmistir. Ekstraklarin hiicre oliimiine iliskin sonuglarinin kismen
birbirine benzerlik gosterdigi, ancak, su ekstresinin sebep oldugu hiicre Sliimiiniin diger
ekstrelere gore daha fazla oldugu dikkati gekmistir. Hiicrelerde % 50 canlilik kaybina sebep
olan ekstre konsantrasyonlart (IC50) kloroform ekstresinde 1616, metanol esktresinde 1196

ve su ekstresinde 1103 pg/mL olarak belirlenmistir.

100 pug/mL’lik kloroform ekstresinin 4 ve 10 saatlik uygulamalarinin PC12 hiicre
canliliginda sebep oldugu etkinin, kontrol grubuna gore farklilik gostermedigi saptanmistir
(p>0,05). Ote yandan, 100 pg/mL konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasimin PC12 hiicre
canliliginda sebep oldugu azalmanin kontrol grunbuna goére farkli oldugu belirlenmistir
(*p<0,05). Metanol ve su ekstresinin ise tiim konsantrasyon ve siirelerde PC12 hiicre
canliliginda sebep oldugu azalma kontrole gore anlamli bulunmustur (*p<0,05). Ayrica, 250
ve 500 pg/mL konsantrasyon gruplari arasinda anlaml bir farkin olmadig: (p>0,05), 100,
500 ve 1000 pg/mL konsantrasyon gruplari arasinda ise anlamli bir farkin oldugu
belirlenmistir (*p<0,05). Tiim ekstrelerde 1000 pg/mL’lik konsantrasyonun 24 saatlik
uygulamasi, hiicre canliligin1 en fazla azaltan uygulama olmustur: 1000 pg/mL 24 saatte
klororofom, metanol ve su ekstrelerinin PC12 hiicre canlilik oranlari sirastyla % 6843, 56+8
ve 57+4 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5). Bu sonuglara gore, bitki ekstrelerinin uygulanan
en yiiksek konsantrasyon ve siirede dahi hiicre canliligin1 % 50°nin iizerinde azaltmadigi

gozlenmistir.
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Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyon ve uygulama siirelerinde (saat) G. corniculatum
ekstrelerinin PC12 hiicre canliligina etkileri

Uygulamalar % Hiicre Canliligi
4 saat 10 saat 24 saat IC50 (ug/mL)
Kontrol 2 100+5 100+3 100+6
Konsantrasyonlar
(ng/mL)
100 98+5 95+7 94+3*
250 90+5* 88+5% 854+2*
Kloroform 1616
500 88+4* 85+4* 78+5%*
1000 82+6* 75+2% 68+3*
100 94+9% 94+4* 93+3*
250 93+4%* 87+6* 86+0*
Metanol 1196
500 89+3*  B3+11* 83+4*
1000 72+T7* 62+6* 56+8*
100 90+£8*  90+10* 8943*
250 82+6* 77£3%* T7£2%
Su 1103
500 82+4* 70+£2% 63+8*
1000 68+4* 64+4* 57+4*

8 Herhangi bir uygulama yapilmamis PC12 hiicreleri. Sonuglar, ortalama+SD olarak verilmistir (*: p<0,05),
(n:6).

4.6. H202’nin ve Bitki Ekstrelerinin Birlikte PC12 Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkisi

Bu deneyde, H>O- ile birlikte uygulanan G. corniculatum kloroform, metanol ve su
ekstrelerinin PC12 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisinin olup olmadigi ortaya konulmaya
caligilmistir. 100 uM H202’nin 10 ve 24 saat siire ile muamelesinin ardindan, PC12 hiicreleri
10 ve 24 saat 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL G. corniculatum ekstreleri ile inkiibe edilmistir.

Hiicre canliligi, MTT yontemi ile belirlenmis, sonuglar Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

100 uM H20: ile muamele edilen PC12 hiicrelerinde hiicre canliligi 10 saatte % 65+6; 24

saatte % 62+3 olarak belirlenmistir. H2O2’nin 10 ve 24 saatlerde sebep oldugu hiicre
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canliligindaki azalma arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi (p>0,05), fakat, her iki

stirede de kontrole gore farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (*p<0,05).

10 saatlik ekstre uygulamalarinda, H202’nin ardindan uygulanan kloroform ekstresinin tiim
konsantrasyonlarmin, metanol ve su ekstrelerinin ise 100, 250 ve 500 upg/mL’lik
konsantrasyonlarinin uygulandigr hiicre gruplarinda sagkalimin, yanlizca H2O> uygulanan
gruba gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur
(*p<0,05).  H202’nin ardindan uygulanan 10 saatlik uygulamalarinda ise 1000 pg/mL
disindaki tlim konsantrasyonlarin istatistiksel olarak anlamli sekilde H2O hasarin1 giderici

etkisinin oldugu belirlenmistir (*p<0,05).

24 saatlik ekstre uygulamalarda, H2O2 nin ardindan 100 ve 250 png/mL’lik kloroform ve su
ekstrelerinin uygulandigi hiicre gruplarinda sagkalimin, yanlizca H>O, uygulanan gruba
gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(*p<0,05). H202’nin ardindan uygulanan metanol ekstresinin 24 saatlik uygulasinda ise,
1000 pg/mL disindaki tiim konsantrasyonlarin istatistiksel olarak anlamli sekilde H20>
hasarini giderici etkisinin oldugu bulunmustur (*p<0,05). Bu sonuglar, tiim ekstrelerin 100
ve 250 pg/mL konsantrasyonlarinin PC12 hiicre canlilig1 tizerinde H202’nin sebep oldugu
hasar1 giderici etkisinin oldugunun gostergesidir. 10 ve 24 saatlik ekstre uygulamalarinda
100 ve 250 pg/mL konsantrasyonlarinin sebep oldugu hiicre 6liimii arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yok iken (»>0,05), 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlar: arasindaki
fark anlamhidir (p<0,05).

Sonuglar, kloroform ektresi i¢in 100-500 png/mL, metanol ve su ekstresi igin ise 100 ve 250
pg/mL konsantrasyonlarinin, PC12 hiicreleri ilizerinde H2O. kaynakli hiicre oliimiinii
baskiladigini gostermektedir. H2O: ile birlikte yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan bitki
esktrelerinin ise, H202 kaynakli hiicre Oliimiinii baskilayici etki gostermedigi tespit

edilmistir.

H20:ile birlikte uygulanan bitki ekstrelerinin, uygulanan en yiiksek konsantrasyon ve siirede
bile hiicre canliligini %50°nin iizerinde azaltmadigi kanitlanmistir. Bu sonuglara gore,
bundan sonraki calismalarda olusturulacak noérodejeneratif PC12 hiicre modelinde bitki
ekstrelerinin - 100-1000 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarinin denenmesi

kararlastirilmistir.
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Cizelge 4.6. HO2 ve G. corniculatum ekstraktlarinin PC12 hiicre canliligi {izerine

konsantrasyon ve stireye bagli etkileri

Uygulamalar

Kontrol 2

H202 (100 uM) ®

H>0> ve kloroform ekstresi ©

H,0, ve metanol ekstresi ©

H,02 ve su ekstresi °

Konsantrasyonlar
(ug/mL)

100
250
500
1000
100
250
500
1000
100
250
500
1000

% Hiicre Canlilig1
10 saat 24 saat
100+4 100+6
65+£6* 6243 %
85+8* 82+5%
82:+2% 808"
78+5% 54+3
71+3% 53+3
92+6" 90+4*
86+27 84+3%
75+2% 66+3*
61+6 5146
85+6" 80+7*
75+7* 71+6%
75+5% 61+6
57+5 5642

2Herhangi bir uygulama yapilmamis PC12 hiicreleri.

® 10 ve 24 saat siire ile 100 uM H,02 uygulanmig PC12 hiicreleri.

€10 ve 24 saat siire ile 100 uM H20; uygulamasinin ardindan bitki esktreleri uygulanmig PC12 hiicreleri.

Sonuglar, ortalama+SD olarak verilmistir (*: Kontrole gore p<0,05) (*: H202 grubuna gére p<0,05) (n:6).

4.7. Bitki ekstrelerinin In Vitro Asetilkolinesteraz (AChE) Inhibitor Etkisi

G. corniculatum Kkloroform, metanol ve su ekstrelerinin 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL

konsantrasyonlarmin AChE-i etkileri Ellman metoduna gore incelenmistir. Calismada,

pozitif kontrol olarak Amerikan Ilag Dairesi (FDA) onayli AChE-i olan galantamin

kullanilmis, ekstraktlarin galantamin ile mukayeseli olarak AChE-i etkilerinin ortaya

konulmasi amaglanmistir. Sonuglar, Cizelge 4.7°de verilmistir.

Uygulanan tiim ekstre konsantrasyonlari, noral 6liim etkenlerinden olan AChE iizerinde

inhibitor etki gdstermistir. Tiim ekstrelerin artan konsantrasyona gére AChE’yi inhibe ettigi

belirlenmisken, maksimum AChE inhibisyonu metanol ekstresinin 1000 pg/mL’lik
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konsantrasyonunda tespit edilmistir (% 90). Bunu % 89 ile su ekstresi ve % 72 ile kloroform
ekstresi izlemigtir. 100, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda metanol ekstresinin
kloroform ve su ekstresine gore daha etkin bir AChE-i 6zellik gosterdigi belirlenmistir. 1000
ug/mL konsantrasyonda ise metanol ve su ekstresinin birbirine yakin etki gosterdigi ve her
iki ekstrenin de kloroforma kiyasla daha yiiksek AChE inhibisyonu gosterdigi belirlenmistir.
Metanol ve su ekstrelerinin 1000 png/mL konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan
ve FDA tarafindan onayli AChE-i olan galantamine yakin bir AChE-i etkisinin varlig
dikkati ¢cekmistir.

100, 250 ve 500 ug/mL konsantrasyonda ekstrelerin AChE-i etkileri istatistiksel olarak
birbirinden farkli bulunmustur (p<0,05). 100, 250 ve 500 pg/mL’de en iyi etkiyi metanol
ekstresi gostermistir. 1000 pg/mL konsantrasyonda, metanol ve su ekstrelerinin AChE-i
aktivitesi arasinda istatsistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemisken (p>0,05), her iki

ekstrenin kloroform ekstresine gére daha etkin oldugu istatistiksel olarak dogrulanmuistir.

Ekstrelerdeki in vitro AChE-i 6zelligin, alkaloid miktarlar ile dogrusal iliski gosterdigi
korelasyon analizi ile belirlenmistir (r=0,3). Yine korelasyon analizine ait veriler, ekstrelerin
allokriptopin, rutin ve kuersetin miktarlar1 ile in vitro AChE-i 6zellikleri arasinda pozitif

yonde bir iliskinin oldugunu goéstermistir (r=0,9).

Cizelge 4.7. G. corniculatum ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda in vitro % AChE

inhibisyonlari
% AChE Inhibisyonu
Uygulamalar 100 pug/mL 250 pg/mL 500 ug/mL 1000 pg/mL
Kloroform ekstresi 23+1 4742 54+1 72+1
Metanol ekstresi 59+0 72+0 77+1 90+0
Su ekstresi 52+1 60+1 68+1 89+0
Galantamin 2 88+0 88+0 92+0 93+0

2 Pozitif kontrol; Bitkisel AChE inhibitorii galantamin. Sonuglar, ortalama+SD olarak verilmistir (n:5).
4.8. Hiicresel AChE’nin H20:; ile indiiksiyonu

Bu deneyde olusturulacak fPC12 hiicre modelinde; AChE seviyesini indiikleyici en etkin
H>0, konsantrasyon ve siiresi belirlenmeye ¢alisilmigtir. fPC12 hiicrelerine 50 ve 100 uM

H20, 6, 12, 24 ve 48 saat uygulanmis ve hiicrelerdeki AChE aktivitesi, H2O2 uygulamasi



91

yapilmamis hiicre grubuna (kontrol) gore degerlendirilmistir. Sonuclar Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

H>O2’nin 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlarinin hiicresel AChE indiiksiyon etkisinde
onemli bir fark gozlenmemis olmakla birlikte, 100 uM H20> uygulamasinin AChE’yi daha
iyi indiikledigi ve bu indiiksiyonun artan uygulama siiresi ile orantili oldugu belirlenmistir
(48 saat inkiibasyon siiresi denenen hiicrelerin sonuglart hari¢). fPC12 hiicrelerine 48 saat
H>0, uygulamasinda AChE indiiksiyonunda diger inkiibasyon siirelerine gore (6, 12, 24
saat) azalma saptanmistir. Bu durumun, uzun siire H20 inkiibasyonuna bagli hiicre

olimiinden kaynaklanabilecegi diisiinilm{istir.

Hem 50 hem de 100 uM H20; uygulamalari i¢in fPC12 hiicrelerinde kontrole gore AChE
artisinin en yiliksek oldugu uygulama siiresi 24 saat olarak belirlenmis olup, sirasiyla %

147+2 ve 1573 AChE aktivitesi tespit edilmistir.

100 uM’lik H202’nin 6, 12 ve 24 saatlik uygulamalari degerlendirildiginde 24 saatlik
uygulamanin 6 ve 12 saatlik uygulamaya gore farkinin yapilan tek yonlii varyans analizi ile
0,01 diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir. Kontrole gore en yiliksek AChE
indiiksiyonunun, 100 uM H20: ile 24 saat uygulamas: tarafindan saglandig: istatistiksel
olarak da dogrulanmistir. 6, 12 ve 24 saatlik uygulamalarda, siire artis1 ile dogru orantili
olarak, AChE seviyesinde kontrole gore artis, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(*p<0,05). Her iki konsantrasyonda da 48 saatlik uygulamalarin ise, kontrole gore AChE
aktivitesinde belirgin bir farkliliga sebep olmadigi belirlenmistir (»>0,05).

Yapilan tim denemelerde en yiiksek AChE indiiksiyonu 24 saat 100 pM’lik H202’nin
uygulandigi fPC12 hiicrelerinde belirlendiginden, bundan sonraki c¢alismalara bu

konsantrasyon ve siire H>O2 ile devam edilmistir.
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Sekil 4.1. 6, 12, 24 ve 48 saat 50 ve 100 uM H20: uygulanmis fPC12 hiicrelerinde kontrole
gore % AChE aktivitesi (*: Kontrole gore p<0,05)

4.9. Bitki Ekstraktlarimin fPC12 Hiicresel AChE Seviyesine Etkisi

Bu ¢alismada, bitki ekstrelerinin fPC12 hiicrelerinin AChE aktivitesi tizerinde sirasiyla tek
baslarina, H2O2’nin ardindan ve H202’nin 6ncesinde fPC12 hiicrelerine uygulanmis ve
etkilerin hiicresel AChE aktivitesi tizerine etkileri test edilmistir. Bitki ekstrelerinin tek
baglarina fPC12 hiicrelerine uygulanmasi ile hiicresel AChE indiikleyici etkilerinin olup
olmadigi belirlenmeye c¢alisilmistir. Ekstrelerin H2O2’nin ardindan uygulamasi ile H202’ye
bagli hiicresel AChE indiiksiyonunu inhibe edici etkilerinin; H202’nin 6ncesinde
uygulamasi ile H202’ye bagli hiicresel AChE indiiksiyonunu engelleyici etkilerinin

belirlenmesi amaglanmastir.
4.9.1. Bitki ekstraktlarmin hiicresel AChE indiikleyici etkisi

Bitki ekstrelerinin fPC12 hiicrelerinde AChE indiiksiyonu Yyoluyla noérodejeneratif
etkilerinin olup olmadiginin gosterilebilmesi igin, 24 saat 1000 pg/mL bitki ekstreleri ile
muamele edilen hiicrelerin AChE aktivitesi uygulama yapilmamis kontrol grubuna gore
degerlendirilmis, sonuglar Sekil 4.2’de gosterilmistir. G. corniculatum ekstresi uygulanan
gruplarda kontrole gore AChE aktivitesinin indiiklenmedigi tespit edilmistir. Tiim ekstre
uygulamalarinda AChE aktivitesinin kontrole gore azaldig1 saptanmistir. Yapilan tek yonlii

varyans analizinde kloroform ve su ekstresi uygulanan gruplar arasinda % AChE aktivitesi



93

bakimindan anlamli bir fark olmadigi (p>0,05), fakat metanol ekstresinin H>.O> grubuna gore
ACHE aktivitesinin azaltilmasinda, klorofom ve su ekstresine gore daha etkili oldugu tespit
edilmistir (p<0,01). Bu etki ayn1 zamanda, ekstrelerin PC12 hiicre canliliginda sebep oldugu
azalma ile iligkilidir. Her ii¢ ekstrenin de hiicresel AChE artisina sebep olmamasi, G.
corniculatum ekstrelerinin AChE indiiksiyonuna bagli ndral 6liime yol agmayacak giivenli

bitkisel bir ajan olabilecegini gostermistir.

4.9.2. Bitki ekstraktlarinin hiicresel AChE inhibitor etkisi

Bitki ekstrelerinin fPC12 hiicrelerinde H202 kaynakli AChE indiiksiyonunu inhibe edici
etkilerinin belirlenmesi i¢in, fPC12 hiicreleri 24 saat 100 uM H207 uygulanmasinin ardindan
(AChE indiiksiyonunda en etkin H>O2 uygulanmasinin 100 uM 24 saat olmasi sebebi ile),
24 saat boyunca 1000 pg/mL kloroform, metanol ve su ekstresi ile (in vitro AChE
inhibisyonunda en etkin ekstre uygulamasinin 1000 pg/mL 24 saat olarak belirlenmis olmasi
sebebi ile) muamele edilmistir. Hiicrelerdeki AChE aktivitesi H20. ve bitki ekstresi
uygulamasi yapilmamis kontrol grubuna gore degerlendirilmistir. Ekstrelerin fPC12
hiicrelerinde H202 kaynakli AChE indiiksiyonunu giderici etkileri incelenmistir. Sonuglar

Sekil 4.2°de gosterilmistir.

H20: ile uyarilmis fPC12 hiicrelerinde AChE aktivite diizeyleri kontrol grubuna gore
yaklasik % 50 artis gdstermistir (153+2). Istatistiksel degerlendirmeler, bu artisi 0,01

diizeyinde anlamli oldugunu kanitlamistir (*p<0,01).

H202’nin ardindan bitki ekstresi uygulamalarinda, tiim bitki ekstrelerinin oksidatif hasara
bagli AChE indiiksiyonunu azalttigi tespit edilmistir. Bu sonug, G. corniculatum
ekstrelerinin hiicresel AChE inhibitor etkisinin oldugunu kanitlamigtir. En etkin inhibitor
etki metanol ekstraktinda belirlenmisken, bunu sirasiyla su ve kloroform ekstresi izlemistir.
Tiim ekstrelerin fPC12 hiicrelerinin AChE aktivitesinde sebep oldugu azalma, yanlizca H20>
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (*p<0,01). Yapilan tek
yonli varyans analizi de AChE inhibisyonu bakimindan ekstrelere gore etkinligin metanol

> su > kloroform seklinde oldugunu dogrulamaistir.
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Korelasyon analizine ait veriler, ekstrelerin allokriptopin, rutin ve kuersetin miktarlari ile

hiicresel AChE-i 6zellikleri arasinda pozitif yonde giiglii bir iliskinin oldugunu gostermistir
(r=0,9).

4.9.3. Bitki ekstraktlarimin hiicresel AChE indiiksiyonunu engelleyici etkisi

Bitki ekstrelerinin fPC12 hiicrelerinde H2O2 kaynakli AChE indiiksiyonunu engelleyici
etkilerinin belirlenmesi icin, fPC12 hiicreleri 24 saat boyunca 1000 pg/mL kloroform,
metanol ve su ekstresi uygulanmasinin ardindan, 24 saat 100 uM H0- ile muamele edilmis,
uygulama gruplarindaki AChE aktivitesi H.O> ve bitki ekstresi uygulamasi yapilmamis
kontrol grubuna gore degerlendirilmistir. Bitki ekstrelerinin fPC12 hiicrelerini H20:
kaynakli AChE indiiksiyonundan koruyucu etkileri incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.2°de

gosterilmistir.

Bitki ekstrelerinin ardindan H20 uygulanan hiicrelerdeki AChE aktivitesinin yanlizca H20>
uygulamasina goére daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu sonug, G. corniculatum
ekstrelerinin fPC12 hiicrelerinde H202 kaynaklit AChE indiiksiyonunu engelleyici etkisinin
oldugunu gostermistir. AChE indiiksiyonunu en etkin sekilde engelleyen ekstrenin metanol
ekstresi oldugu belirlenmistir. Bu durum, AChE-i 6zellige iliskin diger sonuglar ile paralellik

gostermistir.

Tiim ekstrelerin fPC12 hiicrelerinde sebep oldugu AChE aktivitesi, yanlizca H2O2 uygulanan
gruba gore istatistiksel olarak da farkli bulunmustur (*p<0,01). Yapilan tek yonlii varyans
analizinde AChE artigin1 engelleyici 6zellik bakimindan kloroform ve su ekstresi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemisken (p>0,05), metanol ekstresinin

kloroform ve su ekstresine gére daha etkin oldugu belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.2. H202 ve G. corniculatum ekstrelerinin fPC12 hiicrelerinde kontrole gére % AChE
aktiviteleri (*: Kontrole gore p<0,01) (*: H202 grubuna gore p<0,01)

4.10. H20:2 ile Olusturulmus Norodejeneratif fPC12 Hiicre Modelinde Bitki
Ekstrelerinin mRNA ve Protein ifade Diizeylerine Etkisi

24 saat 100 uM H202’nin ardindan uygulanan 24 saat 100, 500 ve 1000 pg/mL’lik G.
corniculatum ekstrelerinin uygulandigi fPC12 hiicrelerinde, AChE, Bax, Kaspaz 3, Kaspaz
9 ve Bcl-2 mRNA ifade diizeyleri qRT-PCR metodu ile, protein ifade diizeyleri ise western

blot hibridizasyon yontemi ile incelenmistir.

QRT-PCR ¢alismasinda, izole edilen RNA’larin tamaminin 260/280 absorbans degerlerinin
2,04 ile 2,09; izole edilen cDNA’larin ise 1,75 ile 1,79 arasinda oldugu belirlenmistir. Bu

durum, hem RNA hem de cDNA 6rneklerinin saf oldugunu gostermistir.

4.10.1. H20:2 ile AChE aktivitesi uyarilmis fPC12 hiicrelerinde bitki ekstrelerinin
AChE mRNA ve protein ifade diizeylerine etkisi

Bitki ekstrelerinin AChE mRNA ifade diizevylerine etkisi

AChE geni mRNA ifade diizeylerine iligskin bulgularimiz Sekil 4.3’te gosterilmistir. 24 saat
100 uM H20: uygulanmig fPC12 hiicrelerinin AChE mRNA ifade diizeyinde kontrole
(uygulama yapilmamig fPC12 hiicresi) gore 2,1 katlik (% 110) artis tespit edilmistir.
H202’nin fPC12 hiicrelerinin  AChE seviyesinde sebep oldugu artis, kontrole gore
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istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (*p<0,05). Tim ekstrelerin H20: ile indiiklenen
AChE gen ifadesini baskiladigi goriilmiistiir. Ekstrelerin AChE gen ifadesini baskilayici
etkisinin konsantrasyon ile dogru orantili oldugu ve tg¢ farkli ekstrenin denenen

konsantrasyon sonuglarinin birbirine yakinlik gdsterdigi belirlenmistir.

En yiiksek baskilamanin belirlendigi 1000 pg/mL konsantrasyonda, kloroform ekstrakti %
76, metanol ekstrakti % 90, su ekstrakti ise % 86 oraninda AChE gen ifadesini baskilamistir.
G. corniculatum her ii¢ ekstresinin uygulanan tiim konsantrasyonlarda H2O2’nin sebep
oldugu AChE indiiksiyonunu gen diizeyinde anlamli sekilde azalttig1 yapilan varyans analizi
ile istatistiksel olarak da kanitlanmistir (p<0,05). En iyi AChE azalisinin saglandigi 1000
ug/mL’lik konsantrasyonda metanol ekstresinin (p=0,0002), kloroform (p=0,003) ve su

(p=0,0004) ekstresine gore daha etkili oldugu tek yonlii varyans analizi ile belirlenmistir.

Elde edilen bulgular, fPC12 hiicrelerine 24 saat 100 pM H202 uygulamasinin AChE geninin
ekspresyonunu artirdigini, G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstrelerinin ise AChE

ekspresyonunu gen diizeyinde azalttig1 icin AChE-i 6zellikte oldugunu gostermektedir.

Ekstrelerin allokriptopin, rutin ve kuersetin miktarlar1 ile gen diizeyinde AChE inhibitor
ozellikleri arasinda pozitif yonde giiglii bir iliskinin oldugu korelasyon analizine ait veriler

ile gosterilmistir (r=0,9).
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Sekil 4.3. H202’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri
uygulanmig fPC12 hiicrelerinde AChE mRNA ifade diizeyleri (*: Kontrole gore
p<0,05) (*: H20, grubuna gore p<0,05)
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Bitki ekstrelerinin AChE protein ifade diizeylerine etkisi

100 uM H20: ile 24 saat muamele edilen fPC12 hiicrelerinde AChE’nin uygulama
yapilmamis fPC12 hiicrelerine (kontrol) gore, 1,9 kat (% 90) arttig1 tespit edilmistir (Sekil
4.4). Uygulanan H20; konsantrasyon ve siiresi, fPC12 hiicrelerinde AChE indiiksiyonunu
gerceklestirebilmistir. Yapilan istatistiksel analizde H202’nin sebep oldugu AChE protein
seviyesindeki artisin, kontrole gére anlamli oldugu kanitlanmistir (*p<0,05). Bu sonug,
fPC12 hiicrelerinde H2O2’nin protein seviyesinde AChE’yi indiikleyici etkisini ve

olusturulan hiicre modelinin basarili oldugunu gostermistir.

G. corniculatum metanol ekstresi, fPC12 hiicrelerinde H2O2’nin sebep oldugu AChE protein
ifadesindeki artis1 diger ekstrelere gore daha iyi baskilamis ve en iyi baskilama 500 ve 1000
pg/mL’lik konsantrasyonda (% 21) tespit edilmistir. Su ve kloroform ekstreleri
uygulamalarinda ise sonuglar birbirine benzerlik géstermis ve sadece kloroform ekstresinin

1000 pg/mL’sinde anlamli baskilama saptanmustir.

Kloroform ekstresinin sadece 1000 pg/mL’lik konsantrasyonunun, metanol ekstresinin ise,
tiim konsantrasyonlarinin AChE protein seviyesi lizerinde baskilayici etkisi, t-Test verilerine
gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*p<0,05). Kloroform ekstresinin 100 ve 500
pg/mL’lik konsantrasyonlarinin, su ekstresinin ise uygulanan tiim konsantrasyonlarinin,
H>O> kaynakli AChE protein ifade artigin1 anlamli olgiide etkilemedigi saptanmistir
(p>0,05). En iyi AChE baskilanmasinin saglandigi 1000 pg/mL’lik konsantrasyonda
metanol ekstresinin (p=0,01), kloroform (p=0,03) ve su (p=0,3) ekstresine gore daha etkili
oldugu tek yonlii varyans analizi ile belirlenmistir. Elde edilen bulgular, fPC12 hiicrelerine
24 saat 100 uM H207 uygulamasinin AChE protein ifadesini artirdigini, G. corniculatum
metanol ekstresinin tiim konsantrasyonlarinin ve kloroform ekstrelerinin ise 1000 pg/mL’lik

konsantrasyonunun AChE-i 6zellikte oldugunu gostermektedir.

G. corniculatum ekstraktlarinin AChE ifade diizeyleri ile ilgili western blot analiz sonuglarinin
qRT-PCR sonuglarini destekledigi belirlenmistir. Bu durum, metanol ekstresinin 1000 pg/mL
konsantrasyonunun, H2O2’nin sebep oldugu AChE indiiksiyonunu hem gen, hem de protein

diizeyinde en 1yi baskilayan uygulama oldugunu gostermistir.
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In vitro ve hiicresel AChE inhibisyonuna iligkin sonuglar, gen ve protein seviyesinde AChE
baskilanmasina iliskin sonuglar ile paralellik gostermistir. Buna gore, G. corniculatum
ekstrelerinin AChE inhibisyonunda etkili oldugu ve en etkin inhibisyonun metanol ekstresi
tarafindan saglandig1 saptanmistir. Pearson korelasyon analizine ait veriler de ekstrelerin
allokriptopin, rutin ve kuersetin miktarlar1 ile in vitro, hiicresel, gen ve protein seviyesinde
belirlenen AChE-i 6zellikleri arasinda pozitif yonde bir korelasyonun oldugunu gostermistir
(r=0,2-0,9).

Ekstrelerin allokriptopin, rutin ve kuersetin miktarlari ile protein diizeyinde AChE inhibit6r
ozellikleri arasinda pozitif yonde bir iliskinin oldugu korelasyon analizine ait veriler ile

gosterilmistir (sirasiyla r=0,2; r=0,4; r=0,2).

Kloroform Metanol Su
Kontrol H,O, 100 500 1000 100 1000 100 500 1000

500
a0 e e e e e e

GAPDH

AChE protein
100 pg/mL B 500 pg/mL 1000 pg/mL

1,9

1,0 I
Kontrol H,0,

(100 uM)

N

Protein Seviyesi
(BN

o

H,0, (100 uM)

Sekil 4.4. H2O2’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri
uygulanmig fPC12 hiicrelerinde AChE protein seviyesi (*: Kontrole gore
p<0,05) (*: H20, grubuna gore p<0,05)
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4.10.2. H20:2 ile noral apoptoza indiiklenmis fPC12 hiicrelerinde bitki ekstrelerinin
apoptotik mMRNA ve protein ifade diizeylerine etkisi

Bitki ekstrelerinin Bax mRNA ifade diizevylerine etkisi

Bax geni mRNA ifade diizeylerine iliskin bulgularimiz Sekil 4.5’te gdsterilmistir. 24 saat
100 uM H20; uygulanmis fPC12 hiicrelerinde Bax mRNA ifade diizeyinin kontrole
(uygulama yapilmamig fPC12 hiicresi) gore 2 kat (% 100) arttigr goriilmistiir. H2O2’nin
fPC12 hiicrelerinde Bax gen seviyesinde sebep oldugu artig, kontrole gore anlaml

bulunmustur (*p<0,05).

Ekstre uygulamalarinin (100 pg/mL’lik su ekstresi harig), H20: ile indiiklenen Bax gen
ifadesini baskiladigi, artan konsantrasyonlara bagli baskilamanin arttigi ve ti¢ farkl
ekstrenin sonuglarinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. 100 pg/mL’lik konsantrasyonda
kloroform ve metanol ekstresi su ekstresine gore daha etkili inhibisyon saglamistir. H2O»
kaynakli Bax artis1 lizerinde en yiiksek inhibisyon ise 1000 pg/mL’lik konsantrasyonda
goriilmiistiir. fPC12 hiicrelerinde indiiklenen Bax geninde 1000 pg/mL konsantrasyonda
kloroform ekstrakti % 45, metanol ve su ekstraktlar ise % 50 oraninda baskilayict etki
gostermistir.  G. corniculatum ekstrelerinin (100 pg/mL’lik su ekstresi harig), H2O2 nin
sebep oldugu Bax mRNA ekspresyon seviyesindeki artisi, istatistiksel olarak anlamli sekilde
baskiladig: t-Test analizi ile tespit edilmistir (*p<0,05). 100 pg/mL’lik konsantrasyonda
kloroform ve metanol ekstresinin su ekstresine gore farki anlamli bulunmustir (p<0,05).
Varyans analizi Bax geni ifadesinin baskilanmasi bakimindan 1000 pg/mL’lik
konsantrasyonda ekstreler arasinda anlamli derecede bir fark olmadigini gostermistir
(p>0,05). Elde edilen bulgular, 24 saat 100 uM H202 uygulamasinin fPC12 hiicrelerinde
pro-apoptotik Bax geninin ekspresyonunu arttirdigini, G. corniculatum ekstrelerinin ise Bax
geninin ekspresyonunu konsantrasyona bagli olarak azalttigi i¢in apoptozisi baskilayici

ozellik gosterdigini kanitlamistir.
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Sekil 4.5. H202’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri
uygulanmig fPC12 hiicrelerinde Bax mRNA ifade diizeyleri (*: Kontrole gore
p<0,05) (*: H20, grubuna gére p<0,05)

Bitki ekstrelerinin Bax protein ifade diizeylerine etkisi

Bax protein seviyesine iligskin bulgularimiz Sekil 4.6’da gosterilmistir. 100 uM H20- ile 24
saat muamele edilen fPC12 hiicrelerinde Bax protein seviyesinin uygulama yapilmamis
fPC12 hiicrelerine (kontrol) gore, 1,5 kat (% 50) arttig1 tespit edilmistir. Uygulanan H20>
konsantrasyon ve siiresinin, fPC12 hiicrelerinde Bax protein indiiksiyonunu
gerceklestirebildigi goriilmiistiir. Istatistiksel analizlerde de H2O2’nin fPC12 hiicrelerinin
Bax protein ifadesinde sebep oldugu artisin kontrole gore anlamli oldugu saptanmistir

(*p<0,05).

G. corniculatum ekstrelerinin ise yiiksek konsantrasyonlarda H2O2’nin sebep oldugu Bax
protein ifadesindeki artis1 baskiladigi saptanmistir. En yiliksek baskilamay1 su ekstresinin
1000 pg/mL’lik konsantrasyonu gostermistir (% 27). 500 pg/mL’de kloroform ve su
ekstrelerinin, 1000 pg/mL’de ise tiim ekstrelerin H2O2 grubuna gdére Bax protein
seviyesindeki farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (*p<0,05). Bax
proteininin ifadesinde en iyi inhibisyonun saglandigi 1000 pg/mL’lik konsantrasyonda su
ekstresinin (p=0,01), kloroform ve metanol (p=0,03) ekstrelerine gore daha etkili oldugu

varyans analizi ile istatistiksel olarak da dogrulanmistir.
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Elde edilen bulgular, 24 saat 100 uM H20. uygulanmasmin fPC12 hiicrelerinde pro-
apoptotik Bax proteininin ekspresyonunu artirdigint  gostermistir. G. corniculatum
ekstrelerinin ise Bax proteininin ekspresyonunu azaltarak igsel apoptozu baskiladigini

gostermistir (metanol ekstresinin 100 pg/mL’lik konsantrasyonu haric).

G. corniculatum ekstraktlarinin Bax ifade diizeyleri ile ilgili sonuglarda, western blot ve
gRT-PCR analizleri paralellik gostermistir. Her iki deney sonucu, su ekstresinin 1000 pg/mL
konsantrasyonunun, H2O2’nin sebep oldugu AChE indiiksiyonunu hem gen, hem de protein

diizeyinde en iyi baskilayan uygulama oldugunu géstermistir.

Kloroform Metanol Su
Kontrol H,O, 100 500 1000 100 500 1000 100 500 1000

Bax
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S
o
0
Kontrol H,0, Kloroform
(100 uM)

H,O, (100 uM)
Sekil 4.6. H202’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri

uygulanmis fPC12 hiicrelerinde Bax protein seviyesi (*: Kontrole gore p<0,05)
(*: H20 grubuna gére p<0,05)

Bitki ekstrelerinin Kaspaz 3 mRNA ifade diizevylerine etkisi

Kaspaz 3 geni mRNA ifade diizeylerine iliskin bulgularimiz Sekil 4.7°de gosterilmistir. 24
saat 100 uM H202 uygulanmis fPC12 hiicrelerinin Kaspaz 3 mRNA ifade diizeyinde,
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kontrole gore (uygulama yapilmamig fPC12 hiicresi) 3,2 katlik (% 220) bir artig tespit
edilmistir. H.O> uygulanan grupta Kaspaz 3 seviyesinin kontrol grubuna goére anlamli

derecede farkli oldugu t-Test analizi ile istatistiksel olarak da dogrulanmistir (*p<0,05).

Denenen tiim G. corniculatum ekstrelerinin, H2O2’nin sebep oldugu Kaspaz 3 mRNA
ekspresyon seviyesindeki artisi, konsantrasyon artisi ile dogru orantili sekilde baskiladigi
goriilmistiir. Her ti¢ ekstrenin de uygulanan tiim konsantrasyonlarda H,O2 nin sebep oldugu
Kaspaz 3 indiiksiyonunu gen diizeyinde anlamli sekilde azalttigi istatistiksel olarak da t-Test
verileri ile kanmitlanmistir (p<<0,05). Ekstre konsantrasyonlar1 géz éniine alindiginda, H,02
tarafindan indiiklenen Kaspaz 3’ii en etkin baskilayan uygulama, 1000 pg/mL konsantrasyon
olmustur. 1000 ug/mL’lik konsantrasyonda kloroform ekstrakti1 % 41, metanol ekstrakti %
50, su ekstrakti ise % 59 oraninda Kaspaz 3 gen ifadesini H202 uygulanan gruba gore
baskilamistir. En iyi Kaspaz 3 gen ifade baskilamasinin saglandigi 1000 pg/mL’lik
konsantrasyonda su ekstresinin, kloroform ve metanol ekstresine gore farki tek yonlii

varyans analizine gore anlamli bulunmustur (p<0,05).

Kaspaz 3 mRNA
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Sekil 4.7. H202’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri
uygulanmig fPC12 hiicrelerinde Kaspaz 3 mRNA ifade diizeyleri (*: Kontrole
gore p<0,05) (*: H202 grubuna gore p<0,05)
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Bitki ekstrelerinin Kaspaz 3 protein ifade diizevylerine etkisi

Kaspaz 3 protein seviyesine iliskin bulgularimiz Sekil 4.8’de gosterilmistir. 100 uM H202
ile 24 saat muamele edilen fPC12 hiicrelerinde, Kaspaz 3 protein seviyesinin uygulama
yapilmamis fPC12 hiicrelerine (kontrol) gore, 3 kat (% 200) arttig1 goriilmiistiir. Bu artis

istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (*p<0,05).

G. corniculatum metanol ve su ekstrelerinin, H202’nin sebep oldugu Kaspaz 3 geninin
protein ifadesindeki artis1 azaltigi saptanmistir (metanol ekstresinin 100 pg/mL’lik
konsantrasyonu hari¢). Kloroform ekstresinin ise, Kaspaz 3 protein ifadesindeki etkisi,
baskilayict 0Ozellikten bahsedilemeyecek derecede azdir. Kloroform ekstresinin tiim
konsantrasyonlarinin ve metanol ekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonunun H2O> kaynakli
Kaspaz 3 inhibisyonu iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farka sebep olmadig: t-Test
verileri ile de dogrulanmistir (p>0,05). Buna karsin diger uygulamalarin baskilayici etkileri

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*p<0,05).

Uygulanan ekstreler ve konsantrasyonlar ele alindiginda, en yiiksek baskilayict etkiyi su
ekstresinin 1000 pg/mL’lik konsantrasyonu gostermistir (% 60). 1000 pg/mL’lik
konsantrasyonda su ekstresinin diger ekstrelere gore Kaspaz 3 proteinini baskilayici dzellik

bakimindan farkli oldugu varyans analizi ile de dogrulanmistir (p<0,05).

Elde edilen bulgular, fPC12 hiicrelerine 24 saat 100 uM H202 uygulamasinin pro-apoptotik
Kaspaz 3 proteininin ekspresyonunu artirdigini, G. corniculatum metanol ve su ekstrelerinin
ise Kaspaz 3 protein ekspresyonunu azaltarak apoptozu baskiladigint gostermistir (metanol

ekstresinin 100 pg/mL’lik konsantrasyonu haric).

G. corniculatum kloroform ektresinin H202 kaynakli Kaspaz 3 gen ifadesinin indiiksiyonunu
baskiladig1 belirlenmis olmasina ragmen, Kaspaz 3 protein ifadesi {lizerinde dikkate deger
bir baskilayici etki goriilmemistir. Gen ekspresyonunda kloroform ekstresinin baskilayict
etkisinin diger ekstrelere gore diisilk olusu dikkate alindiginda, sonuglarin benzerlik
gosterdigi belirlenmigir. Metanol ve su ekstrelerine ait qQRT-PCR ve western blot analiz
sonuglarinin da birbirini destekledigi goriilmistiir. Her iki deney sonu da, su ekstresinin
1000 pg/mL konsantrasyonunun, H202 nin sebep oldugu Kaspaz 3 indiiksiyonunu hem gen,

hem de protein diizeyinde en iyi baskilayan uygulama oldugunu gdstermistir.
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Sekil 4.8. H202’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri
uygulanmig fPC12 hiicrelerinde Kaspaz 3 protein seviyesi (*: Kontrole gore
p<0,05) (*: H202 grubuna gore p<0,05)

Bitki ekstrelerinin Kaspaz 9 mRNA ifade diizevlerine etkisi

Kaspaz 9 geni mRNA ifade diizeylerine iliskin bulgularmmz Sekil 4.9°da gosterilmistir. 24 saat
100 uM H202 uygulanmis fPC12 hiicrelerinin Kaspaz 9 mRNA ifade diizeyinde, kontrole gore
(uygulama yapilmamis fPC12 hiicreleri) 2,7 katlik (% 170) artis tespit edilmistir. Uygulanan H>O»
konsantrasyon ve siiresi, fPC12 hiicrelerinde pro-apoptotik Kaspaz 9 gen ifadesinin
indiiksiyonunu  gergeklestirebilmistir.  Bu  durum, norodejeneratif  hiicre  modelinin
olugturulmasinda basart saglandigin1 gostermistir. H2O2’nin fPC12 hiicrelerinde Kaspaz 9 gen
ifadesinde sebep oldugu artis, kontrole gore istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (*p<0,05).

G. corniculatum ekstrelerinin ise H2O2’nin sebep oldugu Kaspaz 9 mRNA ekspresyon
seviyesindeki artisi, azaltign saptanmustir (kloroform ve metanol ekstrelerinin 100 ve 250
pg/mL’lik konsantrasyonlari harig). G. corniculatum kloroform ve metanol ekstresinin 100 ve 250

pg/mL’lik konsantrasyonundaki Kaspaz 9 mRNA ifadesinin H>Oz uygulanan hiicre grubuna gore
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anlaml derecede farkli olmadig1 (p>0,05), diger bitki ekstresi uygulamalarinin ise, baskilayici
etkilerinin 0,05 diizeyinde anlamli oldugu istatistiksel olarak da t-Test bulgulari ile kamtlanmistir
(*p<0,05).

Tiim konsantrasyonlarda Kaspaz 9 gen ifadesinin baskilanmasi konusunda en etkin ektre su
ekstresidir. Su ekstesinin 100 pg/mL konsantrasyonunun sebep oldugu inhibisyon % 30, 500
pg/mL konsantrasyonunun % 41, 1000 pg/mL konsantrasyonunun ise % 44’tiir. En iyi Kaspaz 9
gen ifade inhibisyonun saglandigi 1000 pg/mL’lik konsantrasyonda su ekstresinin (p=0,001),
kloroform (p=0,006) ve metanol (p=0,03) ekstresine gore daha etkili oldugu tek yonlii varyans

analizi ile de dogrulanmustir.
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4
é .
>3 277 2
(2]
<
q%, 2
S 1
£1
|
% 0 =
C'Ef Kontrol H,0, Kloroform

(100 pM)
H,0, (100 pM)

Sekil 4.9. H2O2’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri uygulanmis
fPC12 hiicrelerinde Kaspaz 9 mRNA ifade diizeyleri (*: Kontrole gore p<0,05) (*:
H20; grubuna gore p<0,05)

Bitki ekstrelerinin Kaspaz 9 protein ifade diizeylerine etkisi

Kaspaz 9 protein seviyesine iliskin bulgularimiz Sekil 4.10’da gosterilmistir. 100 uM H2O; ile 24
saat muamele edilen fPC12 hiicrelerinde, Kaspaz 9 protein seviyesinin uygulama yapilmamis
fPC12 hiicrelerine (kontrol) gore, 1,7 kat (% 70) arttigr goriilmiistiir. Uygulanan H.O»
konsantrasyon ve siiresinin fPC12 hiicrelerinde kontrole gore farkinin anlamli oldugu istatistiksel

olarak da kamtlanmistir (¥*p<<0,05).
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Denenen tiim G. corniculatum metanol ve su ekstrelerinin ise, H2O2’nin sebep oldugu Kaspaz 9
protein ekspresyon seviyesindeki artisi, konsantrasyon artisi ile dogru orantili sekilde baskiladigi
goriilmistiir. Kloroform ekstresinin uygulanan konsantrasyonlar1 Kaspaz 9 protein ifadesini H.O-
uygulanan gruplara gore dikkate deger bir bigimde baskilayamamustir. G. corniculatum metanol
ve su ekstrelerinin Kaspaz 9 geninin protein ifadesinin H2O2 uygulanan gruba gore farki
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*p<0,05). Kloroform ekstresinin ise farkinn istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 (p>0,05) t-Test verileri ile dogrulanmustir.

Tiim konsantrasyonda Kaspaz 9 protein ifadesinin baskilanmasi konusunda en etkin ektre su
ekstresi olmustur. Su ekstesinin 100 pg/mL’lik konsantrasyonunun sebep oldugu inhibisyon % 24,
500 pg/mL konsantrasyonunun % 29, 1000 pg/mL konsantrasyonunun ise % 41°dir. Kaspaz 9
protein ifadesi bakimindan H>O» grubuna gore farkin en ¢ok oldugu uygulamanmn 1000 pg/mL’lik
su ekstresi oldugu anova testi ile de dogrulanmustir (p<0,05).

G. corniculatum ekstraktlarmm Kaspaz 9 ifade diizeyleri ile ilgili sonuglar, western blot ve qRT-
PCR analizlerinin birbirini destekledigini gostermistir. Her iki deneyde sonucu da, su ekstresinin
1000 pg/mL konsantrasyonunun, H>O2’nin sebep oldugu Kaspaz 9 indiiksiyonunu hem gen, hem

de protein diizeyinde en iyi baskilayan uygulama oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.10. H202’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri
uygulanmis fPC12 hiicrelerinde Kaspaz 9 protein seviyesi (*: Kontrole gore
p<0,05) (*: H20, grubuna gore p<0,05)

Bitki ekstrelerinin Bcl-2 mRNA ifade diizevylerine etkisi

Bcl-2 geni mRNA ifade diizeylerine iligkin bulgularimiz Sekil 4.11°de gosterilmistir. 24 saat
100 uM H202 uygulanmis fPC12 hiicrelerinin Bcl-2 mRNA ifade diizeyinde, kontrole gore
(uygulama yapilmamis fPC12 hiicreleri) 'z katlik (% 50 oraninda) azalma tespit edilmistir.

Bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu da kanitlanmistir (*p<0,05).

G. corniculatum ekstrelerinin, fPC12 hiicrelerinde H2O2 kaynakli Bcl-2 mRNA ekspresyon
inhibisyonunu arttirdig1 gérilmistiir (kloroform ekstresinin 100, metanol ekstresinin ise 100
ve 500 ug/mL’lik konsantrasyonlari harig). Kloroform ekstresinin 100, metanol ekstresinin
ise 100 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlarin uygulandigi fPC12 hiicrelerinde Bcl-2 gen
ifadesinin, H2O2 uygulanan hiicre grubuna gore anlamli derecede farkli olmadig1 (p>0,05),
diger bitki ekstresi uygulamalarinin ise Bcl-2 gen ifadesini indiikleyici etkilerinin

istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) t-Test analizi ile kanitlanmustir.
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Uygulanan ekstre konsantrasyonlari ele alindiginda, Bcl-2 gen ifadesinde H.O: kaynakli
inhibisyonu en iyi sekilde su ekstresinin 1000 pg/mL’lik konsnatrasyonunun giderdigi (%
100) goriilmiistiir. 1000 pg/mL’lik konsantrasyonda su ekstresinin kloroform ve metanol

ekstresine gore farki tek yonlii varyans analizine gére anlamli bulunmustur (*p<0,05).
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Sekil 4.11. H202’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri
uygulanmis fPC12 hiicrelerinde Bcl-2 mRNA ifade diizeyleri (*: kontrole gore
p<0,05) (*: H20, grubuna gore p<0,05)

Bitki ekstrelerinin Bcl-2 protein ifade diizeylerine etkisi

Bcl-2 protein seviyesine iliskin bulgularimiz Sekil 4.12°de gosterilmistir. 24 saat 100 uM
H20; uygulanan fPC12 hiicrelerinde Bcl-2 protein seviyesinin kontrole gore % 40 oraninda
azaldig1 saptanmistir. Uygulanan H202 konsantrasyon ve siiresinin fPC12 hiicrelerinde
kontrole gore Bcl-2 protein seviyesini anlaml 6lgiide azalttig1 ve apoptozu indiikleyebildigi

istatistiksel olarak da dogrulanmistir (*p<0,05).

G. corniculatum su ekstresinin, H202’nin sebep oldugu Bcl-2 protein ekspresyon
seviyesindeki azalisi, arttirdigi goriilmiistiir. Kloroform ve metanol ekstrelerinin ise H20>
kaynakli Bcl-2 protein ifade azalisini dikkate deger sekilde arttirmadigi belirlenmistir.
Yapilan t-Test analizine gore, su ekstresinin denenen tiim konsantrasyonlarinin H»O»

uygulanan gruba gore Bcl-2 protein seviyesini istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdigi
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(*p<0,05), kloroform ve metanol ekstre uygulamalarmnin ise Bcl-2 gen ifadesindeki etkisinin,

H202 uygulanan gruba gore anlamli olmadigi (p>0,05) belirlenmistir.

Bcl-2 protein ifadesi tizerinde H2O2’nin etkisini giderici en etkin uygulama 1000 pg/mL’lik
su ekstresi olmustur (% 67). Bu uygulamanin fPC12 hiicrelerinde H20; kaynakli Bcl-2
protein azalisin1 tamamen giderdigi ve Bcl-2 protein ifede seviyesini kontrol hiicrelerinin
diizeyine ulastirdigi dikkati c¢ekmistir. Varyans analizi sonuglari, 1000 pg/mL’lik
konsantrasyonda su ekstresinin kloroform ve metanol ekstresine gore farkinin 0,05

diizeyinde anlamli oldugunu géstermistir (p<0,05).

G. corniculatum ekstraktlarinin Bel-2 ifade diizeyleri ile ilgili sonuglar, western blot ve qRT-
PCR analizlerinin birbirini destekledigini gostermistir. Her iki deney sonucu da, H 202’nin
Bcl-2 protein ve gen ifadesi lizerinde sebep oldugu hasari en etkin sekilde giderici

uygulamanin 1000 pg/mL’lik su ekstresi oldugunu goéstermistir.
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Sekil 4.12. H202’nin ardindan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstreleri
uygulanmig fPC12 hiicrelerinde Bcl-2 protein seviyesi (*: kontrole gore
p<0,05) (*: H20, grubuna gore p<0,05)
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QRT-PCR ve western blot analizlerinin sonuglar1 hakkinda genel bir degerlendirme yapacak
olursak; fPC12 hiicrelerinin 24 saat 100 uM H.O> uygulamasi ile AChE, Bax, Kaspaz 3,
Kaspaz 9 ifadesinde artis, Bcl-2 ifadesinde ise azalis hem gen hem de protein diizeyinde
saglanmistir. Bu durum, uygulanan H2O2’nin fPC12 hiicrelerinde AChE’yi ve apoptozu
indiikledigini ve norodejeneratif hiicre modelinin basari ile olusturuldugunu gostermistir.
AChE-i ozellik bakimindan tiim ekstrelerin etkin oldugu ve birbirine yakin sonuglar
gosterdigi belirlenmistir. Ancak, G. corniculatum metanol ekstresinin H20, kaynakli AChE
indiiksiyonunu baskilama konusunda diger ekstrelere kiyasla daha etkili oldugu hem gen
hem de protein diizeyinde tespit edilmistir. Bu durum in vitro ve hiicresel AChE

inhibisyonuna iliskin bulgularimiz ile de uyusmaktadir.

fPC12 hiicrelerinde H20> kaynakli hasar sonras1 Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 gen ve protein
ifadesinin baskilanmasi; Bcl-2 gen ve protein ifadesinin ise arttirilmasi konusunda en etkin
konsantrasyonunun 1000 pg/mL oldugu saptanmistir. Bax gen ifadesi {izerinde metanol ve
su ekstresinin 1000 pg/mL’lik konsantrasyonunun esit derecede baskilayici etki gosterdigi
ve kloroform ekstresine gore daha etkin oldugu dikkati ¢ekmistir. Ekstrelerin Bax protein
ifade diizeyindeki baskilayici etkileri géz oniine alindiginda, su ekstresinin diger ekstrelere
gore daha etkin oldugu belirlenmistir. G. corniculatum su ekstresinin 1000 pg/mL’lik
konsantrasyonunun Kaspaz 3 ve 9 genlerinin mRNA ve protein ifadesi bakimindan noral
apoptozu diger ekstrelere gore daha etkin sekilde baskiladigi goriilmiistiir. Ayrica, su
ekstresinin 1000 pg/mL’lik konsantrasyonunun Bcl-2 gen ve protein ifadesinde olusan
azalmay da en etkin sekilde arttiran uygulama oldugu dikkati ¢ekmistir. G. corniculatum
ekstrelerinin AChE ve apoptoz mekanizmalar1 {izerinde gosterdigi etkinin farkli oldugu
saptanmistir. AChE mekanizmas1 iizerinde en etkin ekstrenin metanol, apoptozun
baskilanmasi konsunda ise en etkin ekstrenin su ekstresi oldugu belirlenmistir. Bu durumun
ekstrelerdeki igerik fakliliklarindan kaynaklandigr diisiiniilmistiir. Zira, korelasyon
analizlerine iligkin veriler, ekstrelerdeki allokriptopin, rutin ve kuersetin miktarlar1 ile
AChE-i 6zelligin (r=0,2-0,9); oleamid ve tetrahidroberberin oranlari ile apoptoz baskilayici
ozelligin arasinda pozitif yonlii bir iliskinin oldugunu gostermistir (r>0,4). Buna karsin, G.
corniculatum bitkisinin hem AChE hem de apoptoz mekanizmalari iizerinden etki gosterdigi
ve bu nedenle norodejeneratif hastaliklarda terapotik ajan olarak kullaniminin miimkiin

olabilecegi sdylenebilir.
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4.11. LPS ile Indiiklenmis inflamatuar BV-2 Hiicrelerinde Bitki Esktrelerinin Anti-
inflamatuar Etkilerinin Belirlenmesi

4.11.1. BV-2 hiicrelerinin gelisim kontrolii

BV-2 hiicrelerinin LPS varliginda ve yoklugunda goriintiileri incelenmistir. 24 saat 1 pg/mL
LPS uygulanan BV-2 hiicrelerinde, LPS uygulamasi yapilmamis hiicrelere gore mekik
yapisinin yuvarlaklastigi tespit edilmistir (Resim 4.3). Bu durumun, inflamatuar bir ajan olan
LPS’nin hiicrede inflamasyon ve oksidatif stresi indiiklemesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

e o

Resim 4. 3. BV-2 hiicrelerinin 11k mikroskop goriintiileri A: Uygulama yapilmamamis BV-
2 hiicreleri, B: 24 saat 1 pg/mL LPS ile muamele edilmis BV-2 hiicreleri (10X
biiyiitme)

4.11.2. Farkh LPS konsantrasyonlarinin BV-2 hiicre canlih@ina etkisi

Bu ¢aligsmada, 24 saat siire ile uygulanan 0,05-30 pg/mL LPS’nin BV-2 hiicre canliligina
etkisi ortaya konulmaya ¢aligilmigtir. Calisma sonuglar1 Sekil 4.13’te gosterilmistir. BV-2
hiicre canliliginin uygulanan LPS konsantrasyonuna bagli olarak azaldig: tespit edilmistir.
Elde edilen bulgularda 0,05-1 pg/mL LPS’nin kontrole gére BV-2 hiicre canliliginda 0,05
diizeyinde anlamli bir etkiye sebep olmadigi (p>0,05), buna karsm, 5, 10 ve 30 pg/mL
LPS’nin konsantrasyon ile dogru orantili olarak kontrole goére hiicre canliliginda anlamli bir
azalmaya yol actig1 istatistiksel olarak da dogrulanmistir (*p<0,05). Deney sonuglarina
gore, 24 saat 1 ug/mL LPS uygulamasi, BV-2 hiicreleri iizerinde dikkate deger etkisi

olmayan en yiiksek LPS konsantrasyonu ve uygulama siiresi olarak belirlenmistir. Bu
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nedenle inflamasyon calismalarinda BV-2 hiicreleri 24 saat 1 pg/mL LPS ile muamele

edilmistir.
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda 24 saat LPS uygulanmis BV-2 hiicrelerinde kontrole
gore % canlilik miktarlart (Kontrol: Uygulama yapilmamis BV-2 hiicreleri) (*:
Kontrole gore p<0,05)

4.11.3. Farki konsantrasyonlarda bitki ekstrelerinin BV-2 hiicre canliligina etkisi

Bu c¢alismada, G. corniculatum bitkisinin kloroform, metanol ve su ekstrelerinin BV-2
hiicreleri lizerinde toksik olmayan ve anti-inflamasyonda etkin olabilecek konsantrasyonlar1
tespit edilmeye c¢aligilmistir. Calismada 24 saat stire ile 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL G.
corniculatum ekstraktlarinin uygulanmasinin ardindan BV-2 hiicrelerinde canliik MTT
yontemi ile belirlenmistir. Uygulama yapilmamig kontrol grubunda, BV-2 hiicre canliligt %
100 olarak kabul edilmis, diger uygulama gruplarindaki hiicre canliligi kontrole gore %

olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.14°de gosterilmistir.

Sonuglarda kloroform ve su ekstreleri hiicre canliliginda kontrole gére kaydadeger bir
azalmaya sebep olmamustir. Aynmi sekilde, metanol ekstresinin 100 ve 250 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 da hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide degistirmemistir. Buna karsin, 500 ve
1000 pg/mL’lik metanol ekstresinin BV-2 hiicre canliliginda 6nemli 6lgiide azalmaya sebep
olmustur (sirasiyla, % 48 ve 49 hiicre 6limii). Bu uygulamalarin sebep oldugu hiicre
azalmasinin kontrole gore istatistiksel olarak da anlamli oldugu belirlenmistir (*p<0,05).

Klorofom ve su ekstrelerinin uygulanan tiim konsantrasyonlarda, metanol ekstresinin ise 100
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ve 250 pg/mL konsantrasyonlarinda kontrole gore hiicre azalmasi istatistiksel olarak da

anlaml1 degildir (p>0,05).
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Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda 24 saat G. corniculatum ekstraktlarinin uygulandigi
BV-2 hiicrelerinde kontrole gore % hiicre canlilik miktarlar1 (Kontrol:
Uygulama yapilmamig BV-2 hiicreleri) (*: Kontrole gore p<0,05)

4.11.4. Bitki ekstreleri ve LPS'nin BV-2 hiicre canlihi@ina etkisi

Calismada 24 saat siire ile 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL G. corniculatum ekstraktlarmnin
uygulanmasinin ardindan 24 saat siire ile 1 pg/mL’lik LPS ile inkiibe edilen BV-2
hiicrelerinde canliligin ne sekilde etkiledigi belirlenmeye c¢alisilmistir. Uygulama
yapilmamis, normal hiicre kosullarinda gelistirilen kontrol grubunda, BV-2 hiicre canlilig
% 100 olarak kabul edilmis, diger uygulama gruplarindaki hiicre canlilifi kontrole gore %

olarak hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 4.15’de gosterilmistir.

1 pg/mL LPS ile 24 saat muamele edilen BV-2 hiicrelerinde kontrole gore kaydadeger bir
canlilik kayb1 olmamustir. Istatistiki veriler de 24 saat 1 pg/mL’lik LPS uygulanan grupta

kontrol grubuna gore hiicre canliligindaki farkin anlamli olmadigimi gostermistir (p>0,05).

Kloroform ve su ekstrelerinin ardindan LPS uygulanan gruplarin tiimiinde ve 100 ve 250

pg/mL’lik metanol ekstresinin ardindan LPS uygulanan gruplarda kontrole gore yiizde hiicre
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canliligr dikkate alinmayacak diizeyde azalmistir. Bu uygulamalarda kontrole gore hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir hiicre azalmanin olmadigi belirlenmistir (p>0,05).
500 ve 1000 pg/mL’lik metanol ekstresinin ardindan LPS uygulamasinda ise, BV-2 hiicre
canliliginin 6nemli dlgiide azaldig1 saptanmustir (sirastyla 48+4 ve 3144 hiicre canliligl). Bu
gruplardaki hiicre azalmasinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oldugu da
kanitlanmistir (*p<0,05). Sonuglar, LPS ile birlikte uygulanan G. corniculatum metanol
ekstresinin 24 saatlik 500 ve 1000 pg/mL uygulamalarinin, BV-2 hiicrelerinde sitotoksik
etkiye sebep oldugunu, metanol ekstresinin 100 ve 250 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin,
kloroform ve su ekstrelerinin ise uygulanan higbir konsantrasyonunun sitotoksik etkiye
sebep olmadigini gostermistir. Bu sonuglarin, esktraktlarin tek baslarina BV-2 hiicre
canliligi iizerinde etkisini gosteren deney sonuglari (Sekil 4.14) ile de paralellik gostermesi,

sitotoksik etkinin ekstrakt kaynakli oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.15. LPS’nin ardindan uygulanan farkli konsantrasyonlarda G. corniculatum

ekstraktlarinin BV-2 hiicre canlilifina etkisi (Kontrol: Uygulama yapilmamis
BV-2 hiicreleri) (*: Kontrole gore p<0,05)

4.115. BV-2 hiicrelerinde LPS’nin TNF-a indiikleyici konsantrasyonlarinin
belirlenmesi

Bu deneyde, 24 saat siire ile 0,05-30 pg/mL’lik LPS’nin BV-2 hiicrelerinde TNF-a

indiikleyici etkisi ELISA yontemi ile arastirilmistir. TNF-a seviyesinde en iyi indiiksiyona
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sebep olan LPS konsantrasyonu belirlenmeye ¢alisilmistir. Arastirma bulgulari Sekil 4.16°da
gosterilmistir. LPS uygulanmamis kontrol grupunda TNF-a seviyesi 278+35 pg/mL olarak
tespit edilmistir. Uygulanan tiim LPS konsantrasyonlari, TNF-a seviyesini kontrole gore

arttirmustir (5,7- 8,8 kat). Bu artis istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (*p<0,05).

0,05-1 pg/mL’lik LPS uygulanan BV-2 hiicrelerinde, TNF-a diizeyinin konsantrasyon ile
dogru orantili sekilde arttigi, 1 pg/mL’dan yiiksek LPS konsatrasyonlarinda ise, TNF-a
seviyesinin 1 ug/mL LPS uygulamasina gore azaldigi belirlenmistir. 5-30 pg/mL LPS
uygulamalarinda BV-2 hiicrelerinde % 15-18 oraninda hiicre 6liimiiniin belirlenmis olmasi
(Sekil 4.13), bu durumun hiicre 6liimii ile iliskili olabilecegini diisindiirmiistiir. En yiiksek
TNF-a indiiksiyonu 1 pg/mL LPS konsantrasyonunda tespit edilmistir (2455+96 pg/mL). 1
pg/mL konsantrasyonda LPS ile 24 saat inkiibe edilen BV-2 hiicrelerinde belirgin bir
sitotoksik etki gozlenmemis olmasi ve en yiiksek TNF-o indiiksiyonunun bu uygulama
stiresi ve konsantrasyonda saglamasi nedeniyle, bundan sonraki calismalarda BV-2

hiicreleri, 1 pg/mL LPS ile 24 saat muamele edilmistir.
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda 24 saat LPS uygulamalarinin BV-2 hiicrelerinde TNF-
a seviyesine etkileri (Kontrol: Uygulama yapilmamig BV-2 hiicreleri) (*:
Kontrole gore p<0,05)

4.11.6. Bitki ekstraktlarimin TNF-a indiiksiyonunu engelleyici etkisi

Ekstraktlarin noral inflamasyonda anti-inflamatuar etkilerini ortaya koymak i¢in, 100, 250,
500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda G. corniculatum ekstraktlarinin 24 saat siire ile

uygulanmasinin ardinda 24 saat 1 ug/mL LPS ile muamele edilen BV-2 hiicrelerinde, bitki
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ekstraktlarinin TNF-a indiiksiyonunu engelleyici etkileri ELISA yontemi ile belirlenmis ve
dolayisiyla anti-inflamatuar ozellikleri ortaya konulmustur. Bulgular, Sekil 4.17°de

gosterilmistir.

TNF-a seviyesi, kontrol grubunda (uygulama yapilmamis BV-2 hiicreleri) 278+8 pg/mL, 1
pg/mL LPS uygulanan BV-2 hiicre grubunda ise 2453+212 pg/mL’dir (kontrole gore ~10
kat artis). Bu sonugclar istatistiksel olarak analiz edildiginde, 1 ng/mL LPS uygulanan grupta
TNF-o seviyesindeki artisin kontrol grubuna gore anlamli oldugu gortilmustiir (*p<0,05).

Bu sonug, noral inflamatuar hiicre modelinin olusturulabildigini géstermistir.

Her ti¢ bitki ekstraktinin da BV-2 hiicrelerinde LPS kaynakli TNF-o artigin1 engelleyici
etkisinin oldugu tespit edilmistir (su ekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonu harig).
Ekstrelerin konsantrasyonlara gore anti-inflamatuar etkileri degerlendirildiginde, tiim
ekstrelerin artan konsantrasyonla orantili olarak LPS kaynakli TNF-a indiiksiyonunu
engelledigi saptanmistir. 100 pg/mL konsantrasyonda kloroform (LPS uygulanan gruba
gore % 23 oraninda engelleme), 250-1000 pg/mL’lik konsantrasyonda ise metanol ekstresi
diger ekstrelere gore daha etkin anti-inflamatuar etki gostermistir (LPS uygulanan gruba
gore swrastyla, % 30, 97 ve 98 oraninda engelleme). Su ekstresinin 100 pg/mL
konsantrasyonu (p>0,05) disindaki tiim ekstre uygulamalarinda LPS ile uyarilan BV-2
hiicrelerine gére TNF-a seviyelerinin anlamli derecede diisiik oldugu istatistiksel olarak da
t-Test analizi ile kanitlanmustir (*p<0,05). Yapilan istatistiksel analizde (tek yonlii varyans
analizi) 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda gosterdikleri etkiler dikkate alindiginda
metanol ekstresinin su ve kloroform ekstresine gore farki anlamli bulunmustur (p<0,05).
Ancak, bu uygulamalarin yapildigi hiicre gruplarinda, TNF-a seviyelerinin kontrol grubunun
da altinda oldugu dikkati cekmistir. Bunun, metanol ekstresinin LPS ile uygulanmasinin BV-
2 hiicrelerinde yiiksek oranda oOldiiriici olmasindan kaynakli olabilecegi tahmin
edilmektedir. MTT ile belirlenen sitotoksisite sonuglari da bunu desteklemistir (Sekil 4.15).
Bu nedenle, su ekstraktinin 1000 pg/mL konsantrasyonunun TNF-a indiiksiyonunu daha

etkin sekilde engelledigi sGylenebilir (LPS uygulanan gruba gore % 70 oraninda engelleme).

Korelasyon analizlerine iliskin verilerimiz, ekstrelerdeki oleamid ve tetrahidroberberin
oranlart ile TNF-a indiiksiyonunu engelleyici etki arasinda anti-inflamatuar ve apoptoz
baskilayici etki arasinda pozitif yonlii bir iliskinin oldugunu isaret etmistir (sirasiyla r=0,1;

r=0,8).
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Sekil 4.17. G. corniculatum ekstraktlart ve LPS’nin BV-2 hiicrelerinde TNF-a seviyesine
etkileri (Kontrol: Uygulama yapilmamig BV-2 hiicreleri) (*: Kontrole gore
p<0,05)

4.11.7. Bitki ekstraktlarimin IL-6 indiiksiyonunu engelleyici etKkisi

Bu ¢alismada, G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstraktlarinin BV-2 hiicrelerinde
LPS kaynakli pro-inflamatuar IL-6 indiiksiyonunu engelleyici etkileri ELISA yontemi ile
belirlenmis ve dolayisiyla anti-inflamatuar etkileri ortaya konulmustur. Sonuglar, Sekil 4.18°de
gosterilmigtir. IL-6 seviyesi, kontrol grubunda (uygulama yapilmamig BV-2 hiicreleri) 2963
pg/mL, 1 pg/mL LPS uygulanan BV-2 hiicre grubunda ise 9204+258 pg/mL olarak
belirlenmistir (kontrol grununa gore 31 kat artis). Bu sonugclar istatistiksel olarak analiz
edildiginde, 1 pg/mL LPS uygulanan grupta kontrol grubuna gore IL-6 seviyesinde anlamli bir
artig oldugu goriilmistiir (*p<0,05).

Her g bitki ekstraktinin da BV-2 hiicrelerinde LPS kaynakli IL-6 indiiksiyonunu engelleyici
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ekstraktlarin anti-inflamatuar etkilerinin, konsantrasyon artist
ile dogru orantili olarak artt1g1 gozlenmistir. Tiim ekstre uygulamalarinda LPS ile uyarilan BV-
2 hiicrelerine gore IL-6 seviyelerinin anlamli derecede diisiik oldugu istatistiksel olarak da

kanitlanmustir (Fp<0,05).
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Konsantrasyonlara  gore  ekstrelerin  IL-6 ~ bakimindan  anti-inflamatuar  etkileri
degerlendirildiginde, 250 pg/mL konsantrasyonda kloroform ekstresi (LPS uygulanan gruba
gore % 43 oraninda engelleme), 100, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda ise metanol
ekstresi diger ekstrelere gore daha etkin anti-inflamatuar etki gostermistir (LPS uygulanan gruba
gore sirastyla % 32, 98 ve 99 oraninda engelleme). Yapilan varyans analizine gore 1000 pg/mL
konsantrasyonda anti-inflamatuar etki bakimindan metanol ekstresinin su ve kloroform
ckstresine gore farki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Fakat, metanol
ekstresinin 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarimin uygulandigi hiicre gruplarinda, 1L-6
seviyelerinin kontrol grubunun da altinda oldugu dikkati c¢ekmistir. Bu gruplarin IL-6
indiiksiyonunu engelleyici etkilerinin gercekte BV-2 hiicreleri tizerinde gosterdikleri sitotoksik
etkiden kaynaklanabilecegi tahmin edilmektedir. MTT yontemi ile belirlenen sitotoksisite
sonuglart da bu durumu desteklemistir (Sekil 4.15). Su ekstresinin anti-inflamatuar etkisinin ise
hiicre canlih@mdaki azalmadan kaynaklanmadigi belirlenmistir. Bu nedenle, su ekstraktinin
1000 pg/mL konsantrasyonunun IL-6 tizerinde en etkin anti-inflamatuar etkili uygulama oldugu

soylenebilir (LPS uygulanan gruba gére % 96 oraninda engelleme).

Korelasyon analizlerine iligkin verilerimiz, ekstrelerdeki oleamid ve tetrahidroberberin oranlari
ile IL-6 indiiksiyonunu engelleyici etki arasinda anti-inflamatuar ve apoptoz baskilayict etki

arasinda pozitif yonlii bir iliskinin oldugunu isaret etmistir (sirasiyla r=0,4; r=0,6).
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Sekil 4.18. G. corniculatum ekstraktlar1 ve LPS’nin BV-2 hiicrelerinde IL-6 seviyesine
etkileri (Kontrol: Uygulama yapilmamig BV-2 hiicreleri) (*: Kontrole gore
p<0,05) (*: H202 grubuna gore p<0,05)
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Sonuglar degerlendirildiginde, hem TNF-a hem de IL-6 pro-inflamatuar sitokinleri tizerinde
ekstrelerin konsantrasyona bagli olarak anti-inflamatuar etki gosterdigi, en etkin anti-
inflamatuar etkiye ise su ekstresinin 1000 pg/mL’lik konsantrasyonunun sebep oldugu

belirlenmistir.

AChE, apoptoz ve inflamayon yolaklarina iliskin sonuglarimiz degerlendirildiginde, G.
corniculatum ekstrelerinin her ii¢ yolakta da etki gosterdigi, AChE-i 6zellik dikkate
alindiginda metanol ekstresinin, apoptozu baskilayici ve anti-inflamatuar 6zellik dikkate

alindiginda ise su ekstresinin diger ekstrelere gére daha etkin oldugu tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS), Huntington, Alzheimer (AH) ve Parkinson hastaligi da
dahil olmak iizere akut ve kronik nérodejeneratif hastaliklar, yliksek morbidite ve mortalite
oranlarina sahiptir (Prusiner, 2001; Friedlander, 2003). Bugiin, ndrodejeneratif hastaliklar
icin bircok semptomatik tedavi mevcut olmasina karsin, hastaliklarin seyrini geri

dondiirebilecek bir tedavi sézkonusu degildir (Chen ve Pan, 2014).

Norodejeneratif  hastaliklar, hastaligin  ilerlemesinin  farkli asamalarinda  ortak
semptomolojik Ozellikler gosterebilir. Norodejeneratif hastaliklarin  ana fizyolojik
semptomlar arasinda yiiksek oksidatif stres, proteinlerin yanlis katlanmasi / agregasyonu,
kolinerjik iletimin kaybi, inflamasyon ve noral 6liim yer almaktadir (Winner, Kohl ve Gage,
2011; Nakamura ve Lipton, 2007). Bu nedenle norodejeneratif hastaliklarin terapotik

yaklagimlart arasinda ortak mekanizmalar {izerinde etkili bilesiklerin kesfi 6n plandadir.

Fitokimyasallar, norodejenerasyonun Onlenmesini saglayabilecegi gibi ilerlemesini de
yavagslatabilir. Ayn1 zamanda antioksidatif, anti-inflamatuar ve antiamiloidogenik 6zellikler
ile ¢oklu patolojik siirecleri hedefleyebildiklerinden terapétik yaklasimlar igin yiiksek
potansiyele sahiptir. Cesitli bitkisel sekonder metabolitlerin mitokondriyal stresi, apoptotik
faktorleri, serbest radikal siipiiriicii sistemi ve norotrofik faktorleri de diizenledigi
bilinmektedir (Venkatesan, Ji ve Kim, 2015). Daha once yapilmis bircok c¢alisma,
fitokimyasallar ile tedavinin, zihinsel ve fiziksel performansi iyilestirerek, noronal hiicre
sagkaliminm arttirarak ve antioksidan sistemi giiclendirerek sagliga yararli oldugunu

bildirmistir (Essa ve digerleri, 2012; Howes ve Houghton, 2012).

Bu tez ¢alismasinda norolojik hastaliklarin ortak mekanizmalar1 {izerinde iyilestirici ve
koruyucu etkiye sahip alternatif bitkisel ajanlarin kesfine yonelik deneysel c¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda geleneksel tipta hafiza arttiric1 ve anti-travmatik
olarak kullanilan (Belfiglio, 2015; Al-Qura’n, 2009, Ahmed ve digerleri, 2013; Orhan ve
digerleri, 2004) ve Tiirkiye’de yaygin olarak yayilis gosteren G. corniculatum bitkisinden
farkli ¢oziiciiler ile elde edilen ekstrelerinin, hidrojen peroksit (H20.) ile noral dejenerasyona
ugratilmis norit benzeri farklilagtirllmig PC12 hiicrelerinde (fPC12) AChE ve apoptoz;
lipopolisakkarit (LPS) ile inflamasyon olusturulmus BV-2 hiicrelerinde ise inflamasyon

yolaklari iizerinde etkisi arastirilmustir.
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Caligmalar, bitki ekstraktlardaki kimyasal madde igeriginin, kullanilan ¢oziicliye gore
degistigini gostermmistir. Maddelerin kimyasal yapilarindaki degisiklikler, c¢oziiciiler
icinde ¢oziinebilme Ozelliklerini degistirmekte ve boylece fakli ¢oziiciiler ile hazirlanan
ekstraksiyonlarda fakli kimyasal profiller ortaya g¢ikabilmektedir. Bitki metabolitleri ile
yapilan ¢alismalarda metabolik kapsami genigletmek adina farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan
ekstraktlar kullanildigindan (Wolfender ve digerleri, 2013) tez calismasi kapsaminda G.
corniculatum’un kloroform, metanol ve su ektreleri hazirlanmis ve deneysel ¢alismalar bu

ii¢ ekstrenin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilmistir.

Bitkisel kaynakli biyoaktif bilesikler tanenler, alkaloidler, fenolik bilesikler, glikozitler,
linyanlar, terpinoidler gibi gesitli kimyasal gruplara aittir (Zhao, Wu ve Wang, 2015). Bu
gruplarin ¢6ziinebilme potansiyelleri ¢oziiciiniin yapisina gore degiskenlik gosterir. Polarite
indeksi, bir ¢oziiciiniin nispi polaritesinin 6lgegi niteligindedir. 5’ten daha az polarite
indeksine sahip ¢oziiciiler, polar olmayan ¢oziicii olarak kabul edilirken; % 5’ten daha fazla
polarite indeksine sahip ¢oziiciiler, polar ¢oziizli olarak kabul edilir. Kloroform, 4,1 polarite
indeksine sahip olmasi sebebiyle polar olmayan bilesiklerin ekstraksiyonunda etkili bir
coziiclidiir. Su ise 10,2 polarite indeksine sahip olmasi sebebiyle polar bilesikler i¢in iyi bir
coziiciidiir. Metanol, 5,1 polarite indeksine sahiptir. Bu nedenle hem polar hem de polar
olmayan bilesikler igin ¢oziicii 6zellik gosterir (Ngo, Scarlett, Bowyer, Ngo ve VVuong, 2017,
Int-8). Tiim alkoller arasinda sadece metanoliin 65 °C gibi diisiik bir kaynama noktasina
sahip olmasi soxhlet gibi ¢oziiclinlin buharlagtirilmast yoluyla ekstre elde etme

yontemlerinde ekstraksiyonu kolaylastiran bir etmendir (Int-8).

Bitkisel ekstraksiyonlarda elde edilen ekstre verimi, terapotik ve / veya protektif etken
maddelerin miktar1 igin kaynak teskil etmektedir (Goktas, Sahin ve Yigitarslan, 2015). Bu
nedenle elde edilen ekstre verimi, bitkisel kaynakli arastirmalar igin Onemlidir.
Calismamizda, G. corniculatum bitkisinin elde edilen kloroform, metanol ve su ekstraktlari
verim bakimindan karsilastirildiginda, ekstre veriminin metanol (% 49,0) > su (% 39,2) >
klororform (% 13,9) seklinde oldugu dikkati ¢ekmistir. Metanol ekstresindeki ekstre
veriminin diger ekstrelere gore daha yiiksek olusu, metanolde hem polar hem de polar
olmayan bilesiklerin ¢dzlinebilmesi ve metanoliin ekstraksiyonu kolaylastiran bir ¢oziicii
olmasi ile iligkili olabilir. Norodejeneratif hastaliklar iizerinde etkin olabilecek
biyobilesenlerin eldesinde, yiiksek verimde ekstre elde ettigimiz metanoliin, ¢ozlicii olarak

kullanimi1 Onerilebilir.
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Calismada kullanilan G. corniculatum, tibbi ve aromatik Ozellikleri ile One ¢ikan
Papaveraceae familyasi iiyesidir. Ayni familya iiyelerine ait ekstre verimleri ile ilgili
bulgularda, metanol ¢oziiciisii ile hazirlanan ekstrelerin % 7,9-35,6, su ekstrelerinin ise 5,1-
9,3 oldugu belirlenmistir (Alali ve digerleri, 2013; Sourabie ve digerleri, 2012; Jimoh,
Adedapo, Aliero ve Afolayan, 2010; Shang ve digerleri, 2015). Calismamizda, G.
corniculatum metanol ve su ekstre verimleri, literatiirlerde belirtilen Papaveraceae
familyasina ait diger tiirlere gore daha yiiksek bulunmustur. Biyoteknolojik olarak
kullanilma potansiyeli olan bitkiler i¢in yiiksek ekstraksiyon veriminin aktif bilesenlerin
maksimum verimlilikle elde edilebilmesi icin avantaj saglayabilecegi bildirilmistir
(Ericsson, Peredo ve Nistér, 2007). Bu nedenle, ayn1 familyanin farkli tiirleri ile benzer
bilesenleri bulundurma potansiyeli olan G. corniculatum, diger tiirlere kiyasla daha yiiksek

ekstre verimine sahip olmasi1 bakimindan avantaj saglayabilir.

Bitkisel kaynak aragtirmalarinda ekstre i¢eriklerinin bilinmesi, etkiye sebep olan bilesiklerin
belirlenebilmesi i¢in ¢ok onemlidir. G. corniculatum ekstrelerinde toplam alkaloid,
flavonoid ve fenolik bilesik miktarlarna iligkin bulgularimizda, tiim ekstrelerde major
bilesigin alkaloid oldugu, diger bilesiklerin ise dikkate deger bulunmayacak diizeyde diisiik
oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gore, ekstrelerin aktivitelerinden kaynaklanan etkinin
alkaloid icerikleri tarafindan saglandig1 sdylenebilir. Ekstrelere gore alkaloid miktarlarinin
metanol (112 mg/g ekstre) > kloroform (109 mg/g ekstre) > su (93 mg/g ekstre) seklinde
oldugu bulunmustir. G. corniculatum metanol ve kloroform ekstrelerinde su ekstresine gore
daha yiiksek miktarda alkaloidin belirlenmis olmasi, alkaloidlerin organik yapida bilesikler
oldugunu ve metanol, kloroform gibi organik c¢oziiciilerde iyi ¢Oziinebildigini belirten
literatiirler ile uyumludur (Hesse, 2002: 24-26; int-7). Calismamizda kullamlan G.
corniculatum ile ayni1 lokaliteden fakli tarihte toplanan bitkilerden elde edilen metanol ve su
ekstrelerinin total alkaloid miktarlari sirasiyla 101 ve 77 mg/g ekstre olarak tespit edilmistir
(Koganci ve digerleri, 2017). Buna gore aymi lokaliteden farkli tarihlerde toplanan G.
corniculatum &rneklerinde, alkaloid miktarinin yaklasik ayni oldugu sdylenebilir.
Calismamiz kapsaminda, G. corniculatum ekstrelerinde flavonoid ve fenolik bilesik
miktarlarinin alkaloid miktarina gére ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir. Yine fakli tarihlerde
toplanan G. corniculatum’un metanol ve su ekstresindeki flavonoid ve fenolik bilesik
miktarlarinin ¢alisma sonuglarimiza yakin bulunmus olmasi (Koganci ve digerleri, 2017)

bulgularimizi desteklemistir.
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Calismamiz kapsaminda G. corniculatum ekstrelerinin muhtemel bilesen igerikleri GC-MS
ve HPLC ile analiz edilmistir. Her ii¢ ekstrede de yag asitleri ve alkaloidlerin varlig1 tespit
edilmistir. Bu sonug, Papaveraceae familyasinin yag asitleri ve alkaloid bakimindan zengin
oldugunun belirtildigi literatiirlerle paralellik gostermistir (Preininger 1985:23-37; Yu ve
digerleri, 2014; Marin ve digerleri, 1989). GC-MS verilerimizde her ii¢ ekstrede de alkaloid
bilesik iceriginin diger bilesiklere kiyasla yiiksek oldugu ve major alkaloidin allokriptopin
(% 35,7-51,6) oldugu tespit edilmistir. Calismamizda, ckstrelere goére allokriptopin
miktarlarinin metanol > su > kloroform seklinde oldugu bulunmustir. Bu durum,
alkaloidlerin organik ¢oziiclilerde iyi ¢Oziinebildigini belirten literatiirler ile uyumludur
(Hesse, 2002: 24-26; Int-7). G. corniculatum majér alkaloidi olarak tespit edilen ve
[1,3]Benzodioxolo[5,6-e][2]benzazecin-14(6H)-one, 5,7,8,15-tetrahydro-3,4-dimethoxy-6-
methyl olarak da bilinen allokriptopin, bir izokinolin alkaloididir (Onda ve Takahashi, 1989:
181-209). Allokriptopin igin esas bitkisel kaynaklarimin, Papaveraceae (Argemone,
Bocconia, Eschscholtzia, Glaucium, Macleaya, Sanguinaria, Chelidonium, Papaver,
Hylomecon, Stylomecon), Fumariaceae (Corydalis, Dactylicapnos), Ranunculaceae
(Thalictrum), Rutaceae (Fagara), Berberidaceae (Berberis), Sapindaceae (Pteridophyllum)
oldugu kaydedilmistir (Capasso ve digerleri, 2002). Bulgularimiz da bu literatiirii
desteklemektedir. Novak ve digerleri (1972) ve Doncheva ve digerleri (2014) tarafindan
yapilan ¢alismada, G. corniculatum ekstraktlarinda allokriptopinin major alkaloid oldugu,
Manske (1960:393) ve lIsrailov ve digerleri (1983:714-716)’nin ¢alismalarinda da G.
corniculatum ekstrelerinde allokriptopinin tespit edildigi vurgulanmistir. Ancak
allokriptopinin major bilesen olarak belirlendigi ekstrelerin, norodejeneratif ve inflamatuar
hiicre modellerinde etkilerinin ortaya konuldugu bir ¢alisma mevcut degildir. Bu bakimdan

caligmamiz ilk olma 6zelligini tasimaktadir.

Ekstrelerdeki yag asidi miktarlarinin metanol > kloroform > su seklinde oldugu
belirlenmistir. Bu durum, yag asitlerinin metanol ve kloroform gibi organik ¢oziiciilerde iyi;
suda az ¢oziindiigiinii belirten ¢alismalar ile desteklenmistir (Kolb ve Brown, 1955; Ralston
ve Hoerr, 1942). Calismamiz kapsaminda, kloroform ekstresinde oktadekadienoik asit ve su
ekstresinde oktadesenamid yag asidinin major olarak tespit edilmis olmasi, G. corniculatum
major yag asitlerinin oktadekadienoik asit, oktadekenoik asit ve hekzadekanoik asit
oldugunu belirten yayinlar ile de benzerlik géstermistir (Marin ve digerleri 1989). Yag
asitlerinin anti-inflamatuar ve anti-oksidan etkileri sebebiyle norodejeneratif hastaliklar

tizerinde etkili olduklarin1 gosteren literatiirler olmasina karsin (Oh ve digerleri, 2010, Lei,
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Vacy ve Boon, 2016), yag asitleri bakimindan G. corniculatum ekstrelerinin bu
mekanizmalar {izerinde etkilerinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu konuda

calismamizda elde edilen veriler 6zgiin degerdedir.

Tez c¢alismasi kapsaminda, G. corniculatum ektrelerinin AChE inhibisyonuna ve noéral
apoptoza etkileri, fPC12 hiicreleri iizerinde incelenmistir. PC12 hiicreleri sinir hiicresi
kokenli olmamasina ragmen, NGF esliginde farklilagarak norit benzeri sinir hiicreleri haline
gelmektedir (Levi ve digerleri, 1985; Greene ve Tishler, 1976). fPC12 hiicreleri, oksidatif
strese bagli norodejeneratif hastalik mekanizmalarinin arastirilmasinda hiicre modeli olarak
kullanilmaktadir (Bai ve digerleri, 2002). Calismamiz sirasinda, 100 ng/mL NGF ile 4 giin

muamele edilen PC12 hiicreleri, ndrodejeneratif hiicre modeli olarak kullanilmistir.

Caligmamizda, ekstraktlarin test edildigi fPC12 hiicreleri oksidatif stres kaynagi oldugu
bilinen H2Oz ile muamele edilerek, oksidatif stres kaynakli nérodejeneratif hiicre modelinin
olusturulabilmesi amaglanmistir. Benzer ¢alismalarda da fPC12 hiicreleri ile norodejeneratif
hiicre modelinin olusturulmasinda H>O> yaygin olarak kullanilmaktadir (Ao ve digerleri,
2014; Li ve Li, 2015; Ma, Liu, Xun ve Zhang, 2014). H202’nin diisiik konsantrasyonlarda
hiicrelerde norodejenerasyona sebep olmadigi, yliksek konsantrasyonlarda ise sitotoksik etki
yaratarak hiicre sagkalimini onemli olciide azalttigi ve nérodejenerasyona sebep oldugu
belirtilmistir (Jiang ve digerleri, 2003). Yiiksek sitotoksik etkiye maruz kalan hiicre
modellerinde, etkenlerin terapdtik / protektif etkilerine iliskin  veriler yaniltict
olabileceginden, H202’nin PC12 hiicreleri {izerinde yiiksek sitotoksik etki gdstermeyecek,
ancak, oksidatif strese bagli norodejenerasyon belirleclerinde artisa sebep olacak etkin
konsantrasyonlarinin belirlenmesine yonelik sitotoksisite calismalar1 yapilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, H2O2 PC12 hiicre canliligini konsantrasyon ve uygulama siiresi ile
dogru orantili sekilde azaltmigtir. ISO 10993-5 standartlarina gore, in vitro olarak test edilen
kimyasallarin sitotoksik etki diizeylerini belirlemek i¢in dort nitel siniflandirma grubu temel
alimmigtir. Bu standartta yiiksek derecede sitotoksik etki gosteren maddelerin toplam hiicre
konsantrasyonunun % 50'nin tizerinde hiicre Oliimiine sebep oldugu belirtilmisken, orta
derecede sitotoksik etki gosteren maddelerin, % 50-79; hafif sitotoksik etki gosteren
maddelerin, % 80-89; sitotoksik olmayan maddelerin ise % 90'a esit veya daha fazla hiicre
canlilig1 sagladigi belirtilmistir (ISO, 2009). Calismamiz verilerinde 200 uM ve iizerindeki
tim H20; konsantrasyonlarmin ve 100 uM H2O2’nin 48 saatlik uygulamasinin, PC12

hiicreleri tizerinde Yyiiksek derecede sitotoksik etkiye sebep oldugu (> % 50 hiicre 6liimii),
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diger uygulamalarin ise yiiksek derecede sitotoksik etkiye sebep olmadigi belirlenmistir.
H202’nin PC12 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkileri ile ilgili sonuglarimiza benzer bulgular
literatiirde de mevcuttur: 24 saat 100-1000 uM H2O2’nin PC12 hiicre canlilig1 iizerine
etkisinin arastirildigi bir galismada, H2O2 nin konsantrasyona bagli hiicre canliligini azalttigi
(kontrole gore % 10-80 hiicre 6limii) kaydedilmistir (Ma ve digerleri, 2014). Calismamiz
sonucunda tespit ettigimiz, artan H2O> konsantrasyonuna bagli PC12 hiicre canlilig1
azalmasi, benzer sekilde literatiir ile uyumlu bulunmustur (Pera ve digerleri, 2013). H2O2’nin
sebep oldugu yiiksek sitotoksik etkinin apoptozdan ¢ok nekroza sebep oldugu literatiirde
gosterilmistir (Hampton ve Orrenius, 1997; Nosseri, Coppola ve Ghibelli, 1994; Tochigi ve
digerleri, 2013). Calisma sonuglarimizda elde edilen verilere dayanarak, daha sonraki
caligmalarda yliksek toksik etki gostermeyen 50 ve 100 uM H20: konsantrasyonlarinin 24
saatlik uygulamasi, fPC12 hiicrelerinde nérodejeneratif hiicre modelinin olusturulmasinda

tercih edilmistir.

Tibbi bitkilerin gesitli hastaliklar {izerinde terapotik / protektif etkilerini gosteren birgok
bulgu olmasina karsin, bazi bitkisel bilesenlerin toksik 6zellikleri sebebiyle kullanimlari
uygun bulunmamaktadir (Gadano, Gumi ve Carballo, 2006). Bu nedenle, potansiyel
terapotik / protektif ajanlarin yiiksek derecede sitotoksik etkisinin olmamasi beklenmektedir.
Tez ¢alismamiz sirasinda G. corniculatum ekstrelerinin sitotoksik etkilerinin olup olmadigi,
PC12 hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri incelenerek belirlenmistir. Sonuglarimizda, tim
bitki ekstrelerinin konsantrasyon ve uygulama siiresi ile dogru orantili olarak hiicre
canliligin1 azalttigi, fakat, ekstrelerin uygulanan en yiiksek konsantrasyon ve siirede (1000
png/mL 24 saat) dahi % 50’nin iizerinde hiicre 6liimiine sebep olmadig tespit edilmistir. US
NCI bitki tarama programina gore, ham bitki 6ziitlerinin in vitro sitotoksik etkinlige sahip
olmasi i¢in, hiicrelerin % 50’sinin 6liimiine sebep olan konsantrasyonun < 20 pg/mL olmas1
gerekmektedir (Sriwiriyajan, Ninpesh, Sukpondma, Nasomyon ve Graidist, 2014).
Calismamiz sonucunda, G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstrelerinin en uzun
stireli uygulamalarinda dahi hiicrelerin % 50’sinin 6liimiine sebep olan konsantrasyonunun
20 pg/mL’den yiiksek oldugu tespit edilmistir (sirasiyla 1616, 1196 ve 1103 pg/mL). Bu
bilgiye dayanarak, ekstrelerinin PC12 hiicreleri iizerinde yiiksek sitotoksik etkisinin
olmadigi séylenebilir. G. corniculatum ekstrelerinin PC12 hiicreleri tizerinde yiiksek
derecede sitotoksik etki gdstermemis olmasi, norodejeneratif hasarlar i¢in tedavi edici /

Onleyici ajan olarak kullanilabilmesi a¢isindan 6nem arzetmektedir.
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Calismamiz kapsaminda fPC12 hiicrelerine H2O02 uygulamas: ile olusturulan in vitro
norodejeneratif hiicre modeline G. corniculatum ekstreleri uygulanarak, ekstrelerinin AChE,
noral apoptoz ve noral inflamasyonda etkileri belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu modelde hedef
yolaklarda en etkin olabilecek ve sitotoksik etkisi olmayan ekstre konsantrasyon ve
uygulama siirelerinin belirlenebilmesi i¢in H2O2’nin ardindan uygulanan ekstrelerin PC12
hiicre canlilig1 tizerinde etkileri aragtirilmigtir. Sitotoksik etki, 1ISO 10993-5 standartlarina
gore belirlenmistir (hiicre 6liimii, > % 50 ise yiiksek derecede sitotoksik, % 50-21 ise hafif
derecede sitotoksik, % 20-11 ise hafif derecede sitotoksik, < % 10 ise sitotoksik degil).
Standartlar esas alindiginda, uygulamalarin higbirinde % 50°nin iizerinde hiicre 6liimiiniin
olmadig1 belirlenmistir. H2O2 ile birlikte uygulanan bitki ekstrelerinin, uygulanan en yiiksek
konsantrasyon ve siirede dahi, 1ISO 10993-5 standartlarina gore PC12 hiicreleri lizerinde
yiksek sitotoksik etkisinin olmadigi  goriilmistiir. Bitki  ekstrelerinin  disiik
konsantrasyonlari (100 ve 250 pg/mL), H2O2’nin sebep oldugu hiicre 6limiini kismen
gidererek (% 9-28 oraninda engelleme) PC12 hiicrelerini oksidatif hasardan koruyucu etki
gostermistir. Esktrelerin yiiksek konsantrasyonlarinda H»>O2’ye karsi koruyucu etkinin
gozlenmemis olmasinin, bu konsantrasyonlardaki sitotoksik etkileri ile iligkili olabilecegini
diistindiirmistiir. G. corniculatum ekstrelerinin oksidatif strese karsi nérokoruyucu etkisinin
gosterilmis olmasi, norodejeneratif hastaliklarda olusan néron kayiplarini engelleyici bir

ajan olarak kullanilabilme potansiyeli bakimindan 6nemlidir.

En sik goriilen norodejeneratif hastalik olan AH’de en 6nemli patolojik belirteclerden biri,
kolinerjik iletim kaybina sebep olan AChE enzim artisidir (Mufson, Counts, Perez ve
Ginsberg, 2008). Bu nedenle AH’nin tedavisinde / 6nlenmesinde etkili olabilecek ajanlarin
AChE-i o6zellik gostermeleri 6nemlidir. Mevcut AChE-i ilaglarin nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde tam anlamiyla basari saglayamadigini ve nodrodejeneratif
hastaliklar icin tespit edilecek etken maddelerin tek bir mekanizma iizerinden etkili
olmasinin yeterli olmayacagini belirten literatiirler mevcuttur (Birks, 2006; Bakar ve Yulug,
2009; Sherwin 2000, Chertkow, 2002). Yine de bugiin AH nin ilagla tedavisinde en gegerli
stratejinin AChE inhibisyonu olmasi sebebiyle, norodejeneratif hastaliklar iizerinde etkin
maddelerin kesfi i¢in AChE-i 6zellik, 6nemli bir belirtegtir (Anand ve digerleri, 2014).
Calismamiz kapsaminda, 100, 250, 500 ve 1000 pug/mL G. corniculatum ekstrelerinin in
vitro AChE-i 6zelliklerinin oldugu belirlenmistir (% 23-90). Bulgularimiz, tiim ekstrelerde
AChE-i 6zelligin konsantrasyon ile dogru orantili sekilde arttigin1 ve maksimum inhibitor

etkinin denenen en yiiksek konsantrasyon olan 1000 pg/mL’de oldugunu gostermistir. 1000
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pug/mL’de in vitro AChE inhibisyonu metanol (% 90) > su (% 89) > kloroform (% 72)
seklinde olmustur. Metanol ve su ekstrelerinin pozitif kontrol olarak kullanilan AChE
inhibitorii galantamine (% 93) yakin etki gosterdigi de dikkat ¢ekicidir. Farlow ve Hake’ye
gore (2001) ideal bir AChE-i’nin yaklasik % 60-80 oraninda AChE inhibisyonu saglamasi
gerekmektedir. Buna gore, G. corniculatum kloroform ekstresinin 1000 pg/mL’sinin,
metanol ve su ekstresinin ise 250 ve 500 pg/mL’sinin ideal AChE inhibisyonu sagladigindan
bahsedilebilir. Calisma sonug¢larimizda G. corniculatum kloroform, metanol ve su
ektsrelerinin in vitro AChE inhibisyon etkisinin oldugu tespit edilmis olup, farkli
coziiciilerden elde edilen ekstrelerin etkin konsantrasyonlarinin farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Bu durumun c¢oziiciiye bagh aktif bilesen muhtevasinin farkliligindan
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Calismamiz ile G. corniculatum’un AChE inhibisyonunda

iyi bir aday olarak kullanilabilir oldugu gosterilmistir.

Sinirli sayida yapilan ¢alismada, G. corniculatum’un kloroform:metanol (1:1) ekstresinin
10 ve 1000 pg/mL’de sirasiyla % 9 ve 87 (Orhan ve digerleri, 2004); etanol ekstresinin 500
pg/mL’de % 100 oraninda in vitro AChE inhibisyonu gosterdigi kaydedilmistir (Jana, 2012).
Buna gore, G. corniculatum metanol ve su ekstrelerinin kloroform:metanol (1:1) ekstresine
kiyasla daha yiiksek, kloroform ekstresinin ise daha diisiik AChE-i ozellik gosterdigi
sOylenebilir. G. corniculatum’un metanol, kloroform ve su ekstrelerinin etanol ekstresine
gore daha zayif AChE-i 6zellikte oldugu belirlenmis olmasina karsin, Kloroform, metanol

ve su ekstresinin etanol ekstresine gore daha ideal AChE-i 6zellikte oldugu sdylenebilir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, fPC12 hiicrelerinde oksidatif hasar yolu ile AChE aktivitesi
indiiklenmis hiicre modelinin olusturulmasi amaglanmistir. Hiicrelerde H202 gibi pro-
oksidan maddeler ile tesvik edilen oksidatif stresin, AChE aktivitesi {izerinde indiikleyici
etki gosterdigi farkli ¢aligmalarla kanitlanmistir (Zhang ve digerleri, 2008; Molochkina,
Zorina, Fatkullina, Goloschapov ve Burlakova, 2005; Bond ve digerleri, 2006). Ayrica,
H>O2’in en kararli ROS oldugu, hiicre zarlarindan gegebildigi ve g¢esitli proteinlerin
degismesine neden olarak hiicrede hasar olusturabildigi, hiicre membran yapisint ve
aktivitesini degistirerek hiicre i¢inde AChE indiiksiyonuna sebep oldugu gosterilmistir (Li
ve Jackson, 2002; Waldron ve Rozengurt, 2000; Knapp ve Klann, 2000; Molochkina ve
digerleri, 2005). Uygulanan H20, konsantrasyon ve siiresinin AChE indiiksiyon seviyesinde
etkili olmasi nedeniyle (Garcia-Ratés, Lewis, Worrall ve Greenfield, 2013; Jiang, Zhang,

Zhu, Li ve Zhang, 2007), ¢alismamizda oOncelikle fPC12 hiicreleri lizerinde maksimum
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AChE indiiksiyonuna sebep olacak H.O> konsantrasyon ve uygulama siiresi arastirilmistir.
fPC12 hiicrelerinde en yiiksek AChE indiiksiyonuna sebep olan H2O>2 uygulamasinin, 100
uM 24 saat oldugu tespit edilmistir (kontrole gore ~1,6 kat artis). Bu artisin kontrol
grubundaki AChE seviyesine gore farki anlamli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.1). Bir
caligmada, 100 uM H202'nin, PC12 hiicrelerinin AChE aktivitesinde kontrole gore yaklagik
1,4 katlik artisa sebep oldugu ve bu artigin hiicrede oksidatif stres artisi ile iliskili bulundugu
kaydedilmistir (Jiang ve digerleri, 2007). Buna gore, calismamizda denenen H20:
konsantrasyon ve uygulama siiresi ile norodejeneratif hiicre modelinin basariyla

olusturuldugu soylenebilir.

Calismamiz kapsaminda, G. corniculatum ekstrelerinin hiicresel AChE aktivitesi iizerinde
etkisi ti¢ farkli sekilde incelenmistir: Ekstrelerin norodejeneratif hastaliklara karsi giivenilir
bir sekilde kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi i¢in hiicresel AChE indiikleyici
aktivitesi; H.O, kaynakli AChE indiiksiyonunu giderici 6zelliklerinin olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in, hiicresel AChE inhibitor etkisi ve H202 kaynakli AChE indiiksiyonundan
koruyucu ozelliklerinin olup olmadigmin belirlenmesi igin, hiicresel AChE indiiksiyonu
engelleyici etkisi incelenmistir (Cizelge 4.2). Sonuglara gore, ti¢ ekstrenin de hiicresel AChE
indiikleyici etkisinin olmadigi belirlenmistir. Hiicresel AChE indiiksiyonunun Kkolinerjik
iletim kaybina sebep olarak norodejeneratif stireglerde etkili oldugunu gosteren ¢aligsmalar
(Francis ve digerleri, 1999) dikkate alindiginda, G. corniculatum ekstrelerinin
norodejeneratif etkilerinin olmadigi ve norolojik hasarlara karst giivenilir bir sekilde
kullaniminin miimkiin olabilecegi soylenebilir. Ekstrelerin hiicresel AChE inhibitor 6zelligi
degerlendirildiginde, metanol ve su ekstresinin H2O2 uygulanan gruba gére AChE inhibitor
ozelliklerinin oldugu (p<0,05) (sirasiyla, % 31, 24 inhibisyon), kloroform ekstresinin ise
istatistiksel olarak anlamli bir inhibitor etkisinin olmadigi (p>0,05) (% 10 inhibisyon)
saptanmigtir. fPC12 hiicreleri lizerinde AChE-i etkilerinin Ellman metodu ile arastirildigi
caligmalarda, AChE-i olarak kullanilan genisteinin yaklasik % 4-33, huperzine A’nin
yaklasik % 40 AChE inhibisyon gosterdigi belirtilmistir (Liu ve digerleri, 2018a; Tang,
Wang ve Tang, 2005). Buna gore, G. corniculatum metanol ve su ekstrelerinin AChE-i
olarak kullanilan maddelere yakin etkilerinin oldugu dikkat g¢ekicidir. Bu sonuglar, G.
corniculatum metanol ve su ekstrelerinin AChE mekanizmasi ile nérodejenerasyonu giderici
bir ajan olarak kullanilabilir oldugunu diisiindirmiistiir. Ekstrelerin AChE indiiksiyonunu
engelleyici etkilerine ait verilerde, ii¢ ekstrenin de AChE aktivitesindeki artis1 onleyici

ozellikte oldugu saptanmustir (kloroform ekstresinde % 36, metanol ekstresinde % 43, su
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ekstresinde % 38 engelleme). Calismamizda, G. corniculatum ekstrelerinin AChE
indiiksiyonunu engelleyici etkileri ilk defa gosterilmistir. AChE’nin inhibe edilmesi ve
AChE indiiksiyonunun engellenmesi ile noéroproteksiyonun saglanabildigi yoniindeKi
kanitlar (Murray ve digerleri, 2013), AChE’yi norodejenerasyonun dnlenmesi ve giderilmesi
konusunda etkin yeni ajanlarin arastirilmasinda bir belirte¢ haline getirmistir. Buna gore
sonuglar, G. corniculatum ekstrelerinin hem hiicresel AChE’yi inhibe edici hem de hiicresel
AChE indiiksiyonunu engelleyici 6zellikleri nedeniyle néroprotektif bir ajan olarak
kullanilabilir oldugunu diistindiirmiistiir. In vitro sonuglarda oldugu gibi hiicresel AChE
aktivitesi lizerine yapilan ti¢ farkli incelemede de metanol ekstresinin diger ekstrelere gore
daha etkin oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu etkinin, ekstrelerdeki biyoaktif bilesik igerik
farkliligindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Calismamiz, G. corniculatum
ekstraktlarinin hem noérodejeneratif hasar1 giderici hem de norodejeneratif hasarin
olusumunu engelleyici  Ozelliklerinin  olabileceginin  gosterildigi ilk ¢alismadir.
Norodejeneratif hastalik patolojilerinin  ¢oklu kaynagi, bu hastaliklara karsi ilag
alternatiflerinin  arastirillmasinda ¢ok hedefli yaklasimlarin  avantajli  oldugunu
gostermektedir (Piemontese, 2017). G. corniculatum ekstraktlarinin AChE aktivitesi
tizerinde gosterdigi etki, norodejeneratif hastaliklarda hem o6nleyici hem de tedavi edici
etkilerinin olabileceginin gosterilmis olmasi bakimindan 6nemlidir. Yapilan analizlerde, G.
corniculatum ekstrelerinin AChE indiiksiyonundan koruyucu 6zelliklerinin  AChE
indiiksiyonunu giderici 06zelliklerine gore daha iyi oldugu belirlenmistir. Bu durum,
ekstrelerin  anti-oksidatif veya serbest radikal siipiiriicii  etkilerinin  olabilecegini
diisiindiirmtistiir. Zira, antioksidanlarin serbest radikalleri notralize ederek noron kayiplarina
kars1 terapotik etkiler gosterdigi kaydedilmistir (Uttara, Singh, Zamboni ve Mahajan, 2009).
Norodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikisinin Onlenmesi veya geciktirilmesi, hastalik
seyrinin yavaslatilmasi agisindan 6nemlidir (Post, 1999). Bu nedenle G. corniculatum
ekstrelerinin heniiz hastalik ortaya ¢ikmadan hastaliga sebep olabilecek toksik etkenlerin

ortadan kaldirilmasinda etkili olabileceginin gosterilmis olmast dnemli bir bulgudur.

Cesitli calismalar, AChE'yi bazal seviyelerde ifade eden hiicreler de dahil olmak iizere,
oksidatif strese maruz kalmis ¢esitli hiicre tiplerinde, AChE ekspresyonunun hem gen hem
de protein diizeyinde arttigin1 gostermistir (Yang, He ve Zhang, 2002). AChE’nin asir1
ekspresyonunun, hiicrelerin apoptoz duyarliligini arttirdigi ve AChE ifadesinin azaltilmasi
ile oksidatif stres kaynakli nérodejenerasyonun giderilebilecegi bildirilmistir (Jin, He, Shi,

Lu ve Zhang, 2004). Bu nedenle ¢alismamizda, G. corniculatum ekstraktlarinin AChE
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tizerinde gen ve protein ifadesi diizeyinde inhibitor etkisinin ve bu etkinin noral apoptozla
iligkisinin ortaya konulmasi amaglanmstir. Ekstrelerin inhibitor etkilerinin belirlenebilmesi
icin oncelikle H2O2 uygulanmasi ile fPC12 hiicrelerinde gen ve protein seviyesinde AChE
indiiksiyonu saglanmaya calisilmistir. 100 uM 24 saat H,O» uygulanan fPC12 hiicrelerinde
uygulama yapilmamis hiicrelere gore, AChE ifadesinin gen diizeyinde 2,1, protein
diizeyinde ise 1,9 kat arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.3, 4.4). Sonuglarimiz, H>O2’nin hiicresel
AChE indiiksiyonuna sebep oldugunu gosteren ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir (Xie
ve digerleri, 2011; Garcimartin ve digerleri, 2017). Bu sonuglar, uygulanan H>.O2 nin hem
gen hem de protein diizeyinde AChE indiiksiyonunu saglamada basarili oldugunu ve
norodejeneratif hiicre modelinin olusturulmasi i¢in uygun oldugunu gdstermistir.
Calismamizda, G. corniculatum ekstrelerinin H202’nin sebep oldugu AChE ifadesindeki
artis1, inhibe ettigi tespit edilmistir. AChE gen ve protein ifadesi iizerinde en etkin inhibitor
etkiyi metanol ekstresinin 1000 ug/mL’lik konsantrasyonu gostermistir (gen ifadesinde %
90, protein ifadesinde % 21 inhibisyon). Ekstrelerinin in vitro ve hiicresel AChE inhibisyon
etkisi ile ilgili sonuglarimizda etkinin metanol > su > kloroform seklinde oldugunun
belirlenmesi, AChE’nin gen ve protein diizeyinde inhibisyonunda da en iyi etkinin metanol
ekstresinde goriilmiis olmasi ile uyumluluk géstermistir. G. corniculatum ekstrelerinin gen
ve protein diizeyinde AChE etkileri ilk kez ¢alismamizla belirlenmistir. Bir AChE-i olan
lityumun PC12 hiicrelerinin AChE mRNA ifadesinde yaklasik % 50 inhibisyona sebep
oldugu belirlenmistir (Jing ve digerleri, 2008). Buna gore, ¢alismamizda G. corniculatum
ekstrelerinin gen diizeyinde lityumdan daha etkin AChE inhibisyonu sagladigimin

belirlenmis olmast 6nemli bir bulgudur.

G. corniculatum ekstrelerinin AChE-i 6zellikleri ile ilgili genel bir degerlendirme yapacak
olursak, Ellman, qRT-PCR ve western blot hibridizasyonu yontemleriyle elde ettigimiz
veriler, birbirini destekler niteliktedir. Her ii¢ yontem ile yapilan analizlerde de metanol
ekstresinin AChE makanizmasinda diger ekstrelere gore daha etkin oldugu dikkati ¢ekmistir.
Bu durumunun ekstrelerdeki bilesik igerik farkliligindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Zira, ekstrelerin AChE-i 6zellikleri ile allokriptopin, rutin ve kuersetin

icerikleri arasinda iliski olabilecegi gdze ¢arpmistir.

AChE'nin asir1 ekspresyonunun, hiicrelerin apoptoz duyarliligini arttirabildigine ve AChE
ekspresyonunun engellenmesi ile hiicrelerin apoptozdan kurtarilabildigine iliskin bilgiler

vardir (Jin ve digerleri, 2004). Bu durum, AChE'nin nérodejeneratif 6liim mekanizmalarinda
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onemli bir rol oynadigimi gosterir. Caligmamiz kapsaminda, G. corniculatum ekstrelerinin
AChE mekanizmasi ile baglantili olan néral apoptoz mekanizmasinda inhibitor etkileri
incelenmistir. Bunun i¢in, fPC12 hiicrelerinde H202 uygulamasi ile néral apoptozun
indiiklenmesi saglanmistir. Enzimatik oksidaz aktivitesinin dogal bir yan iiriinii olan
H20>’nin serbest radikallerin endojen kaynagi oldugu ve hiicresel diizeyde oksidatif strese
katkida bulundugu bilinmektedir. Ekzojen H20.’in, kortikal ndéron ve fPC12 hiicre
kiiltiirlerinde, oksidatif stresi, apoptozu ve hiicre nekrozunu arttirdigini gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (Kapur ve digerleri, 2006). Bcl-2 ailesi, hem apoptozun inhibitorlerini hem de
hizlandiricilarini igerdigi i¢in apoptoz siireglerinin anlagilmasinda 6zellikle tizerinde durulan
gen de proteinlerdendir (Tatton ve Olanow, 1999). Kaspazlar ise, hem i¢sel hem de digsal
yolakta apoptotik siirecin devam etmesini sagladiklari i¢in 6nemlidir. Bu nedenle, Bcl-2
ailesi ve kaspazlar (Kaspaz 3, 8, 9 gibi) néronal apoptoz yolaginda temel mediyatorler olarak
tanimlanmistir. H2O2’nin, hiicre 6liimiinii tetikledigi, mitokondri ve sitoplazmada Bax, p53,
Kaspaz 3, 9 seviyesini arttirirken, Bcl-2 seviyesini azalttigi ve hiicre 6liim mekanizmalarini
aktiflestirdigi gosterilmistir (Feng ve digerleri, 2013). Ayrica, H20; ile muamele edilmis
fPC12 hiicrelerinde, hiicre i¢gi ROS miktarindaki artisa bagli olarak, sitokrom c
salinimininda, Kaspaz 9 ve 3 aktivasyonunda ve Bax/Bcl-2 oraninda artig, mitokondriyal
membran potansiyelinde azalma oldugu gosterilmistir (Huang ve digerleri, 2015).
Calismamiz kapsaminda apoptotoik hiicre modelinin olusturulabilmesi igin, fPCI12
hiicrelerine 24 saat 100 uM H202 uygulanmistir. H2O2 uygulanan fPC12 hiicrelerinin mRNA
ekspresyon seviyelerinde kontrole gore sirasiyla Bax’da 2, Kapsaz 3’te 3,2, Kaspaz 9°’da 2,7
kat artis, Bcl-2’de 0,5 kat azalis; protein ekspresyon seviyelerinde ise kontrole gore sirasiyla
Bax’da 1,5, Kaspaz 3’te 3,0, Kaspaz 9°da 1,7 kat artis, Bcl-2’de 0,4 kat azalig tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismalarda H202’nin farkli konsantrasyon ve uygulama siirelerinin
fPC12 hiicrelerinde mRNA ekspresyon seviyesini Bax’da yaklasik 1,4-4 (Liu ve digerleri,
2014; Clementi, Pani, Sampaolese ve Tringali, 2018); Kaspaz 3’te yaklasik 2-3,5 (Nair ve
digerleri, 2003); Kaspaz 9’da yaklasik 3,5 kat arttirdigi; Bcl-2’de ise yaklasik 0,5 kat
azalttigr (Wu ve digerleri, 2014; Jiang ve digerleri, 2016); protein ekspresyon seviyesini
Bax’da yaklasik 1,5-2 (Jiang, Liu, Bao ve An, 2003); Kaspaz 3’te yaklasik 2,5-8 (Liu ve
digerleri, 2014; Jiang ve digerleri, 2016; Yan, Yang, Luo ve Wu, 2011) arttirdigi; Bcl-2’de
ise yaklasik 0,75 kat azalttigi (Lv ve digerleri, 2017) gdsterilmistir. Literatiirlerde gen ve
protein seviyesindeki bu etkiler ile apoptozun indiiklendigi sonucuna varilmigtir.
Calismamiz kapsaminda uygulanan H202’nin literatiirlerde bahsi gegen araliklarla uyumlu

etkilere sebep oldugu g6z oniine alindiginda, uygulanan H>O> konsantrasyon ve siiresi ile
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fPC12 hiicrelerinde néral apoptozun indiiklendigi ve ndrodejeneratif hiicre modelinin

olusturuldugu soylenebilir.

Calismamiz kapsaminda, G. corniculatum ekstrelerinin norodejeneratif hastaliklarda olusan
apoptotik hasar1 giderici etkilerinin olup olmadig1 arastirilmistir. Bu kapsamda, H2O>
uygulamasi ile apoptozun indiiklendigi fPC12 hiicrelerinde G. corniculatum ekstrelerinin
Bax, Kaspaz 3,9 ve Bcl-2 gen ve protein ifadelerine etkileri belirlenmistir. Uygulanan tiim
ekstrelerin fPC12 hiicrelerinde, H2O; indiiksiyonu sonucu olusan Bax mRNA ve protein
ifadesini, konsantrasyona bagl olarak azaltig1 tespit edilmistir (gen ifadesinde % 15-50,
protein ifadesinde % 13-27) (Sekil 4.5, 4.6). Gen ifadesine iliskin sonuglarimiz, 100
pg/mL’de kloroform ve metanol ekstrelerinin su ekstresine gore daha etkin inhibitor etkiye
sebep oldugunu gostermektedir. Bu durum, Bax mRNA ifadesinin baskilanmasi konusunda
diisitk konsantrasyonlarda kloroform etkisinin, yiiksek konsantrasyonlarda ise tiim
ekstrelerin etkili oldugunun gostergesidir. 1000 pg/mL’lik konsantrasyonda, ekstreler
arasinda anlamli bir fark olmadigi ve maksimum inhibisyonun bu konsantrasyonda oldugu
saptanmistir. Protein ifadesine iliskin sonuglarimizda ise 100 pg/mL’lik konsantrasyonda ti¢
ekstrede de istatistiksel olarak anlamli bir inhibisyon tespit edilememistir (p>0,05). 1000
pg/mL’lik konsantrasyonda ise maksimum inhibitdr etkiyi su ekstresinin sagladigi ve H20»

kaynakli Bax mRNA indiiksiyonunu kismen kontrol seviyelerine diistirdiigii belirlenmistir.

Cin tibbinda kullanilan ve anti-apoptotik 6zellikleri ile bilinen LSS (Iychee seed saponins)
maddesinin uygulandigi PC12 hiicrelerinde, apoptotik hiicre grubuna gére, Bax mRNA
ekspresyonunun yaklasik % 13-25 daha az oldugu belirlenmistir (Wang ve digerleri, 2017).
Ayn sekilde, biyoaktif bir bilesik olan hiperoksidin uygulandigr PC12 hiicrelerinde Bax
MRNA seviyesinin H2O; kaynakli ekspresyonuna gore % 40-50 daha az oldugu saptanmistir
(Jiang ve digerleri, 2016). Anti-apoptotik bir bilesik olan allisinin varyantlariin da PC12
hiicrelerinde H20: indiiksiyonu sonucu olusan Bax protein ifadesi iizerinde yaklasik % 10-
50 azaltici etkisinin oldugu belirtilmistir. % 10’luk azalmanin apoptoz tizerinde herhangi bir
etkisinin olmadigi, fakat % 50’lik azalmanin apoptozda baskilayict etki gosterdigi
kaydedilmistir (Lv ve digerleri, 2017). Rehmannia glutinosa bitkisinin bir bilesigi olan
katalpoliin 0,1 mM konsantrasyon ve 9 saat siire ile uygulandigi PC12 hiicre gruplarinda,
Bax protein ifadesinin H20O ile indiiklenen hiicre grubuna goére yaklasik % 25 daha az oldugu
belirlenmistir (Jiang, Liu, Bao ve An, 2004). Literatiirdeki bu etkiler, apoptozun azaltilmasi

adina anlamli bulunmustur. Buna gore, ¢alismamizda denenen G. corniculatum ekstrelerinin
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Bax mRNA ifadesini % 15-50, protein ifadesini % 13-27 oraninda azalttigi goz Oniine
alindiginda, ekstrelerin apoptozun gen ve protein diizeyinde baskilanmasinda etkili oldugu

sOylenebilir.

G. corniculatum ekstrelerinin H2O2 kaynakli Kaspaz 3 mRNA seviyesindeki artis1 % 16-59,
protein seviyesindeki artigi ise % 10-60 oraninda inhibe ettigi saptanmistir (Sekil 4.7, 4.8).
Sonuglarimiz, su ekstresinin 500 ve 1000 pg/mL’de diger ekstrelere gore daha etkin
inhibisyon sagladigini ve 1000 ng/mL’lik konsantrasyonunda, H2O2 hasari ile olusan Kaspaz

3 mMRNA ve protein indiiksiyonunu en iyi baskilayan uygulama oldugunu géstermistir.

C. decumbens alkaloid ekstrelerinin uygulandigt PC12 hiicrelerinde, H20. kaynakli
indiiksiyonuna gore Kaspaz 3 mRNA ifadesinin yaklasik % 13-88 daha az oldugu
kaydedilmistir (Yan, Yang, Luo ve Chunzhen, 2011). Ayni sekilde, biyoaktif bir bilesik olan
hiperoksidin PC12 hiicrelerinde, H20, kaynakli Kaspaz 3 mRNA ekspresyonunu % 17-82
azalttig1 belirlenmistir (Jiang ve digerleri, 2016). Anti-inflamatuar ve antioksidan aktiviteye
sahip oldugu bilinen ve bitkisel bir ilag olan kostunolitin uygulandigi PC12 hiicrelerinde
Kaspaz 3 aktivitesinin H202 kaynakli indiiksiyona gore konsantrasyonlara gére % 20-40
daha az oldugu belirlenmistir (Cheong ve digerleri, 2016). Norodejeneratif hastaliklarda
etkili bir ilag oldugu bilinen galantamin ile muamele edilen PC12 hiicrelerinde Kaspaz 3
protein ifadesinin, apoptoz indiiksiyonu gerceklestirilmis hiicre grubuna gore % 28 daha az
oldugu tespit edilmistir (Liu, Xu, Yan, Wang ve Zheng, 2010). Literatiirde bahsedilen bu
etkiler ile H202 kaynakli apoptozun baskilandigi sonucuna varilmigtir. Buna gore, G.
corniculatum ekstrelerinin Kaspaz 3 mRNA ifadesinde % 16-59, protein ifadesinde ise %
10-60 oraninda baskilama sagladig1 géz oniine alindiginda, ekstrelerin apoptozun gen ve

protein diizeyinde baskilanmasinda etkili oldugu sdylenebilir.

G. corniculatum ekstrelerinin H202 kaynakli artis sonucu olusan Kaspaz 9 gen ve protein
ifadesi tizerinde inhibitor etkileri degerlendirildiginde (Sekil 4.9, 4.10), G. corniculatum
ekstrelerinin H202’nin sebep oldugu artis sonucu olusan Kaspaz 9 ekspresyonunu azalttigi
tespit edilmistir. Esktrelerin gen diizeyinde sagladigi Kaspaz 9 baskilayici etki, % 14-44,
protein diizeyinde sagladigi baskilayici etki % 18-41 oranindadir. Su ekstresi, denenen tiim
konsantrasyonlarda Kaspaz 9 gen ve protein ifadesinin azaltilmasini saglayan en etkin ekstre
olmustur. Ayrica, su ekstresinin 1000 ug/mL’lik konsantrasyonu, maksimum inhibisyona

sebep olan uygulamadir.
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Cucumaria frondosa’dan elde edilen fosfolipitler ile muamele edilen PC12 hiicrelerinde
Kaspaz 9 mRNA ifadesinin H20; kaynakli indiiksiyona gore yaklagik % 30 ve % 50 oraninda
daha az oldugu belirtilmistir (Wu ve digerleri, 2014). Baska bir ¢alismada, galantamin ile
muamele edilen PC12 hiicrelerinde, apoptoz indiiklenen gruba gore % 23 daha az Kaspaz 9
protein ifadesinin oldugu belirlenmistir (Liu ve digerleri, 2010). Calismalarda, belirlenen
gen ve protein ifadesindeki bu etkilerin apoptozu baskilayici 6zellikte oldugu sonucuna
vartlmistir. Buna gore, ¢alismamizda denenen G. corniculatum ekstrelerinin Kaspaz 9
MRNA ifadesinde % 14-44 oraninda azalma gosterdigi g6z oniine alindiginda, ekstrelerin
yiiksek konsantrasyonlarda apoptozun baskilanmasinda etkili oldugu sdylenebilir. Ayrica,
G. corniculatum metanol ve su ekstrelerinin, H.O> kaynakli Kaspaz 9 protein indiiksiyonu

tizerinde baskilayici etki gosterdiginden de bahsedilebilir.

Calismamizda anti-apoptotik Bcl-2 gen ve protein ifadesi tizerinde G. corniculatum
ekstrelerinin etkileri incelendiginde (Sekil 4.11, 4.12), kloroform ekstresinin 100, metanol
ekstresinin ise 100 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonu disindaki diger uygulamalarin, gen
diizeyinde Bcl-2 ifadesini H2O2 uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttirdigl belirlenmistir. Su ekstresinin uygulanan tiim konsantrasyonlarinin, protein
seviyesinde Bcl-2 ifadesinde anlamli bir artis sagladigi da tespit edilmistir. Su ekstresinin
denenen tiim konsantrasyonlarda H202 kaynakli Bcl-2 hasarinin giderilmesi konusunda en
etkin ekstre oldugu (H202 grubuna gore gen diizeyinde % 60-100, protein diizeyinde 50-67
artis) ve 1000 pg/mL konsantrasyonda maksimum indiiksiyona sebep olarak Bcl-2 gen ve

protein diizeyini kontrol grubunun seviyesine yiikselttigi dikkati ¢ekmistir.

Oksidatif stres inhibitorii olan N-asetil-L-sisteinin (NAC) uygulandigi adiposit kiiltiirlerinde
Bcl-2 gen ifadesinin, H202 uygulanan hiicre gruplarina gore yaklasik % 50 daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (Cao ve digerleri, 2017). Ayn1 sekilde, Scutellaria baicalensis Georgi
bitkisinden elde edilen antioksidatif bir madde olan baikalin ile muamele edilen PC12
hiicrelerinde, Bcl-2 protein ifadesinin, H>.Oz kaynakli azalmaya gore yaklasik % 30-50 daha
yiiksek oldugu kaydedilmistir (Zheng ve digerleri, 2014). Literatiirdeki bu sonuglar, NAC
ve baicalinin ndral apoptozu giderici etkilerinin oldugu seklinde yorumlanmistir. Buna gore,
calismamizda elde edilen Bcl-2 indiikleyici etki g6z 6niinde bulundurularak (gen diizeyinde
% 60-100, protein diizeyinde 50-67), G. corniculatum ekstrelerinin apoptozun

baskilanmasinda etkili oldugu sdylenebilir.



136

Apoptozda igsel yolagin pro-apoptotik (Bax, Bad) ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerine
ait gen ve proteinleri tarafindan; digsal yolagin ise sirasiyla aktiflesen Kaspaz 8, Kaspaz 9
ve Kaspaz 3 gen ve proteinleri tarafindan gergeklestigi bilinmektedir. Kaspaz 3 aktivasyonu
her iki yolda, ortak endoniikleaz olarak dikkati ¢ekmektedir (Reed, 2000). Buna gore, G.
corniculatum ekstrelerinin apoptoz mekanizmasi tizerinde etkileri ile ilgili genel bir
degerlendirme yapacak olursak, ekstraktlarin apoptoz yolagindaki gen ve protein ifadelerine
fakli sekilde etki gosterdigi dikkat ¢ekicidir. Kloroform ekstrelerinin Bax ve Bcl-2 ifadesi
iizerinde gen ve protein seviyesinde, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 ifadesi iizerinde ise yanlizca gen
diizeyinde etkili oldugu belirlenmistir. Bu durum kloroform ekstresinin i¢sel yolakta hem
gen hem de protein ifadesi bakimindan; digsal yolakta ise sadece gen ifadesi bakimindan
etkili oldugunu gostermistir. Metanol ve su ekstresinin, hem digsal hem de igsel yolaklardaki
gen ve proteinler iizerinde etkisi tespit edilmistir. Su ekstresinin, hedef gen ve proteinlerin
tamaminda etkili oldugu ve apoptozu baskilayici etkilerinin kloroform ve metanol ekstresine
gore daha etkin oldugu saptanmistir (Bax gen ifadesi harig). Su ekstresinin 1000 pg/mL
konsantrasyonun en etkin apoptoz baskilayici uygulama oldugu dikkati ¢gekmistir. Apoptoz
baskilayici 6zelligin ekstrelere gore farkli olusunun, bilesenlerin ¢oziinebilme 6zelliklerine
bagli olarak bilesik iceriklerinin fakliligindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Zira,
ekstrelerin oleamid ve tetrahidroberberin miktar1 ile gosterilen apoptoz baskilayici etki
arasinda bir iligkinin olabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismamiz kapsaminda, G.
corniculatum’un apoptozu baskilayici 6zellikte oldugu ve norodejeneratif hastaliklarda
apoptotik mekanizmalar {izerinde iyilestirici etki gosterebilme potansiyelinin oldugu

belirlenmistir.

Ekstrelerin gen ve protein ifadeleri iizerine etkileri hakkinda genel bir degerlendirme
yapildiginda, AChE, Bax, Kaspaz 3, 9 ve Bcl-2 gen diizeyindeki inhibitér etkilerin, protein
diizeyindeki etkilere kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmistir. Hiicrelerde gen
ekspresyonlarinin 6ncelikle mRNA ifadesi, daha sonra ise protein ifadesinin olugmasi ile
gerceklestigi bildirilmistir (Schwanhéusser ve digerleri, 2011). Buna gore, ¢alismamiz
kapsaminda gen ve protein ifadelerinin ayni uygulama siiresinde degerlendirilmis olmasi,

protein ifadesindeki etkinin gen ifadesine gore daha diisiik bulunmasinin sebebi olabilir.

Calismamiz kapsaminda, G. corniculatum ekstrelerinin hem AChE’yi hem de apoptozu
baskiladig etkisinin oldugu belirlenmistir. AChE ile apoptoz mekanizmasi arasindaki

iliskiye deyinen ¢aligsmalarda, AChE’nin ACh’yi hidrolize etmenin diginda morfogiilasyon,
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adezyon, stres ve patogenez gibi diger fizyolojik siireclere katildigi (Rosenberry, 1975;
Zhang ve digerleri, 2002), apoptoz sirasinda asir1 eksprese edildigi ve apoptozom
formasyonunda 6nemli bir rol oynadig1 kaydedilmistir (Park ve digerleri, 2008). AChE’nin,
noronlarda apoptozu indiikledigi ve AChE indiiksiyonunun apoptoz i¢in bir belirte¢ oldugu
da gosterilmistir (Huang ve digerleri, 2005). AChE-i’lerinin ise reaktif oksijen tiirlerinin
inhibisyonu yoluyla anti-apoptotik aktivite gosterdigi (Wang ve digerleri, 2013), AChE
geninin susturulmasi ile Bax, Kaspaz 9 ve Kaspaz 3 aktivasyonunun azaltildigi, Bcl-2
aktivasyonunun ise arttirildig1 bildirilmistir (Wang ve digerleri, 2013; Espallergues ve
digerleri, 2010). Literatiirdeki bu bilgiler, G. corniculatum ekstrelerinde gosterilen AChE ve
apoptoz baskilayict oOzelligin iliskili oldugunun agiklayicisi niteligindedir. AChE’nin
baskilanmasinda metanol, apoptozun baskilanmasinda ise su ekstresinin diger ekstrelere
gore daha etkin olusu, G. corniculatum’un nérodejeneratif hastaliklarda ¢ok yonlii etkilere

sebep olabilecek potansiyelde olduguna isaret etmistir.

Inflamasyon ve mikroglial aktivasyonu, pek ¢ok nérodejeneratif hastalik patogenezi igin
ortak bir mekanizmadir. Lipopolisakkaritler (LPS) gibi ekzotoksinlerin BV-2 mikroglial
hiicrele morfolojisinde degisiklige sebep oldugu, hem in vivo hem de in vitro olarak
mikroglialarin asir1 aktiflesmesini saglayarak néronlarda ilerleyici ve kiimiilatif kayba neden
oldugu bildirilmistir (Gao ve digerleri, 2002; Ling ve digerleri, 2002; Ling ve digerleri,
2006). Calismamiz kapsaminda, inflamatur etkiye yonelik incelemeler LPS ile indiiklenmis

mikroglial BV-2 hiicreleri kullanilarak yapilmustir.

Calismamizda, LPS uygulamas: sonrast BV-2 hiicre morfolojisin degistigi, hiicrelerdeki
mekik yapinin yuvarlaklastigi gozlenmistir (Resim 4.3). Artan LPS konsantrasyonlarina
bagli olara,k BV-2 hiicrelerinin mekik yapisinda yuvarlaklagsmalar oldugu, bu durumun LPS
kaynakli inflamasyon ve hiicre i¢i stres artisina bagli olarak gelistigi daha once yapilan
calismalarla kanitlanmigtir (Kumar ve digerleri, 2014). Bu literatiir, LPS uygulamasi sonucu
BV-2 hiicre morfolojisinde tespit ettigimiz degisimi agiklar niteliktedir. Hiicrelerde tespit
ettigimiz morfolojik degisikliklerin, uyguladigimiz LPS ile inflamatuar siireglerin

baslatildigina dair bir gostergesi oldugu soylenebilir.

Tez calismamiz kapsaminda, LPS’nin BV-2 hiicreleri iizerinde yiiksek sitotoksik etki
gostermeyecek, ancak, inflamasyona bagli norodejenerasyon belirleglerinde artisa sebep

olacak etkin konsantrasyonlari belirlenmistir. LPS’nin BV-2 hiicre canlilig1 tizerindeki
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etkilerine iligkin ¢alisma sonuglarimiz, LPS’nin konsantrasyon ve siire artisi ile dogru
orantili olarak BV-2 hiicre canliligini azalttigin1 gostermistir. 0,05-1 pg/mL’lik LPS
konsantrasyonlarinin kontrole gore hiicre canlilig1 {izerinde anlamli bir etkisinin olmadig,
5-30 pg/mL konsantrasyonlarinin ise hiicrelerde sitotoksik etkiye sebep oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.13). Sonuglarimiz, LPS’nin konsantrasyon ve uygulanan siire ile dogru
orantili olarak hiicre 6limiinii tetikledigini gosteren ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir
(Dai ve digerleri, 2015; Hu ve digerleri, 2013; Harun, Vidyadaran, Lim, Cole ve Ramasamy,
2015; Lei ve digerleri, 2013; Abuarqoub, Foresti, Green ve Motterlini, 2006; Xu, Li, Qu,
Zheng ve Lu, 2014; Hu ve digerleri, 2014). Buna gore, 0,05-1 upg/mL’lik LPS
konsantrasyonlarinin BV-2 hiicrelerinde inflamatuar indiiksiyonu i¢in giivenle kullanilabilir

oldugu sdylenebilir.

Potansiyel terapotik / protektif ajanlarin yiiksek derecede sitotoksik etkisinin olmamasi
beklendiginden tez ¢alismamiz sirasinda G. corniculatum ekstrelerinin BV-2 hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkilerinin olup olmadigi belirlenmistir. G. corniculatum kloroform ve
su eksresinin, BV-2 hiicre canliliginda kontrole gére anlamli bir azalmaya sebep olmadigi,
metanol ekstresinin 500 ve 1000 pg/mL’sinin ise hiicre canliliginda yaklasik % 50 azalmaya
sebep oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14). % 50 ve iizerinde hiicre 6liimiine sebep olan
maddelerin agir derecede sitotoksik etkili oldugunu gosteren galigsmalara dayanarak (ISO,
2009), G. corniculatum metanol ekstresinin 24 saatlik 500 ve 1000 pg/mL uygulamalarinin,
BV-2 hiicrelerinde toksik etkisinin oldugu, bu nedenle anti-inflamatuar uygulama olarak

degerlendirilemeyecegi soylenebilir.

Calismamizda, G. corniculatum ekstrelerinin PC12 ve BV-2 hiicre canliliklar1 tizerinde
gosterdigi etki birbirinden farkli bulunmustur. PC12 ve BV-2 hiicre uygulamalar
kargilagtirildiginda, 500 ve 1000 pg/mL G. corniculatum metanol ekstresinin, BV-2
hiicrelerinde PC12’ye gbre daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugu goriilmiistiir. BV-2’nin,
mikroglialarin morfolojik, fenotipik ve fonksiyonel 6zelliklerini gdsteren essiz bir fare hiicre
hatt1 oldugu (Blasi, Barluzzi, Bocchini, Mazzolla ve Bistoni, 1990) ve mikroglilarin, merkezi
sinir sisteminin dogal ve dogustan gelen fagositleri oldugu belirtilmistir. Fagositoz,
makrofajlar, monositler, notrofiller ve dendritik hiicreler gibi fagositler tarafindan
gergeklestirilebilen, cogunlukla 0,5 um’den biiyiik kat1 pargaciklarin hiicre i¢ine alimini
tanimlayan endositoz tipidir (Young, 2006). Fagositik 6zellikte olmayan hiicrelerde ise,

hiicre i¢ine madde aligverisinin secici gecirgen zar modeline tabi oldugu bilinmektedir. G.
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corniculatum ekstrelerinin  hiicre hatlar1 iizerinde sebep oldugu sitotoksik etki
farkliliklarinin, BV-2 hiicrelerinde maddelerin hiicre i¢ine fagositoz yolu ile alinmasindan,
PCI12 hiicrelerinde ise madde girisinin seg¢ici gecirgen zar vasitasiyla kismen

engellenmesinden kaynaklandig diistiniilmektedir.

Calismamiz kapsaminda LPS uygulamasi dncesinde G. corniculatum ekstreleri uygulanan
BV-2 hiicre modelinde, ekstrelerin anti-inflamatuar etkileri belirlenmeye ¢aligilmistir. Bu
nedenle, G. corniculatum ekstraktlari ve LPS’nin birlikte BV-2 hiicrelerine uygulanmasinin
hiicre canliligin1 nasil etkilendigi arastirilmistir. Metanol ekstresi ve LPS’nin birlikte
uygulanmasinda, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarin BV-2 hiicre canliligin1 kontrole
gore anlamli olgiide azalttigi (kontrole gore sirasiyla % 52 ve 69 hiicre 6limii), diger
uygulamalarin ise BV-2 hiicre canlilig1 lizerinde kontrole gore anlamli bir farka sebep
olmadig1 saptanmustir (Sekil 4.15). 1ISO 10993-5 standartlarina gore, G. corniculatum
metanol ekstresinin 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlari ile birlikte uygulanan LPS’nin,
BV-2 hiicreleri igin toksik oldugu soOylenebilir. Metanol ekstresinin 500 ve 1000
pug/mL’sinin ardindan LPS’nin uygulandig: hiicre gruplarinda goriilen 6liimiin, metanol
ekstresinin bu konsantrasyonlarda yalniz basina sebep oldugu hiicre dliimiiyle paralellik
gosterdigi goz Oniine alindiginda, hiicre canliligindaki azalmanin metanol ekstresinin

gosterdigi toksik etkiden kaynaklandigini1 soylemek miimkiindiir.

BV-2 hiicrelerinde inflamasyonun uyarilmasinda en etkin LPS konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢in LPS’nin TNF-a ifadesi iizerinde etkileri incelenmistir. Elde edilen
bulgulara gore, uygulanan tiim LPS konsantrasyonlar (0,05-30 pg/mL) kontrole gore TNF-
o protein seviyesini anlamli sekilde arttirmistir (Sekil 4.16). 0,05-1 pg/mL LPS
uygulamalarinda, konsantrasyon ile dogru orantili olarak TNF-a seviyesinde artis oldugu
kaydedilmis olmasina karsin (kontrole gore 6,6-8,8 kat), 1-30 pg/mL LPS uygulamalarinda
TNF-o uyariminin konsantrasyon ile ters orantilt oldugu belirlenmistir (kontrole gore 5,7-
8,8 kat). 1 pug/mL LPS konsantrasyonu, TNF-a ifadesinde maksimum indiiksiyona sebep
olmustur. 1 ug/mL LPS ile 24 saat muamele edilen BV-2 hiicrelerinde TNF-a seviyesinin
indiiklendigini ve noral inflamatuar hiicre modelinin olusturuldugunu gdsteren calismalar da
bulgularimizi destekler niteliktedir (Horvath, Nutile-McMenemy, Alkaitis ve DeLeo, 2008;
Jung ve digerleri, 2006; Hu ve digerleri, 2013; Salih ve Kim, 2014; Kim ve digerleri, 2014;
Jung ve digerleri, 2010). Calismamizda BV-2 hiicreleri iizerinde agir sitotoksik etki

gostermeyecek derecede diisiik, fakat, inflamasyon belirteglerinde artisa neden olacak
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derecede yiliksek LPS konsantrasyonunun belirlenmesi amaglandigindan, daha sonraki

caligmalarda BV-2 hiicrelerine 24 saat 1 ng/mL LPS uygulamasi yapilmistir.

Calismamizda, G. corniculatum ekstrelerinin BV-2 hiicrelerinde LPS kaynakli TNF-o
protein indiiksiyonunu engelleyici etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Calisma
sonucunda, ti¢ ekstrenin de BV-2 hiicrelerinde LPS kaynakli TNF-a artisini engelleyici, anti-
inflamatuar etkilerinin oldugu tespit edilmistir (su ekstresinin 100 ug/mL konsantrasyonu
hari¢) (Sekil 4.17). Anti-inflamatuar etkinin, konsantrasyon ile dogru orantili oldugu
saptanmustir. 100 pg/mL konsantrasyonda kloroform ekstresinde; 250, 500 ve 1000 ug/mL
konsantrasyonda ise metanol etkstresinde diger uygulamalara gore daha diisik TNF-a
miktart belirlenmistir. Fakat, metanol ekstresinin 500 ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyonlari
TNF-o miktarmin kontrol grubunun da altina diismesine sebep olmustur. Bunun, metanol
ekstresinin 500 ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin sebep oldugu toksik etki ile iligkili
oldugu belirlenmistir. Bu durum goz 6niine alindiginda, TNF-a’ya dayali anti-inflamatuar
etki bakimindan, diisik konsantrasyonda (100 pg/mL) kloroform ekstresinin, yiiksek
konsantrasyonda ise (1000 pg/mL) su ekstresinin diger uygulamalara gore daha etkin

oldugundan bahsedilebilir.

Calismamizda, LPS wuygulamasi sonrasi IL-6 sitokin indiiksiyonu saglanarak BV-2
hiicrelerinde noral inflamatuar model olusturulmaya ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglarda, 24
saat 1 ug/mL LPS uygulanan hiicre grubunda IL-6 protein seviyesinin kontrole gore yaklas
31 kat artt1g1 belirlenmistir (Sekil 4.18). 24 saatlik 1 pg/mL LPS uygulamasinin IL-6 protein
seviyesini indiikleyici etkiye sebep oldugunu gosteren calismalar da sonuglarimizi
desteklemistir (Horvath ve digerleri, 2008; Kim ve digerleri, 2007). Buna gore uygulanan

LPS ile inflamatuar hiicre modelinin basari ile olusturuldugu sdylenebilir.

Caligmamiz kapsaminda, G. corniculatum ekstrelerinin BV-2 hiicrelerinde LPS kaynakli IL-
6 protein indiikksiyonunu engelleyici, anti-inflamatuar etkileri ortaya konulmustur. LPS
uygulamasindan 6nce G. corniculatum ekstraktlari ile muamele edilen hiicre gruplarinda,
LPS grubuna gore IL-6 protein seviyesinin daha diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18).
Ekstrelerin, IL-6 protein seviyesi iizerindeki anti-inflamatuar etkileri, konsantrasyona gore
degiskenlik gostermistir. 250 pg/mL konsantrasyonda kloroform ekstresi (LPS uygulanan
gruba gore % 43 daha az IL-6 miktar1), 100, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonda ise
metanol etkstresi daha etkin IL-6 indiiksiyonunu engelleyici etkiye sebep olmustur (LPS
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uygulanan gruba gore sirasiyla % 32, 98 ve 99 daha az IL-6 miktar1). Metanol ekstresinin
500 ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin uygulandigi hiicre grplarinda IL-6 protein
seviyesinin kontrol grubundan daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu durum, TNF-a
protein seviyesine iliskin sonuglarimiz ile de paralellik gostermistir. Metanol ekstresinin 500
ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin BV-2 hiicrelerinde agir sitotoksik etki ile iligkili
oldugu, daha 6nce yapilan hiicre sagkalimi analizinde gosterilmistir (Sekil 4.14). Bu durum
g6z Oniine alindiginda, metanol ekstresinin 500 ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyonlarinda
saglanan etkinin anti-inflamatuar 6zellikten degil, sitotoksik etkiden kaynaklandigi
sOylenebilir. IL-6 protein artisina karst diisik konsantrasyonda (250 pg/mL) kloroform
ekstresinin, yiiksek konsantrasyonda ise (1000 pg/mL) su ekstresinin daha etkili oldugu géze
carpmustir. IL-6 protein artisina karsi en etkin anti-inflamatuar etki, su ekstresinin 1000
pg/mL konsantrasyonunda saptanmistir (LPS uygulanan gruba gére % 96 daha az IL-6
miktart). Literatiirde Glaucium cinsine ait liyelerin fakli mekanizmalar ile anti-inflamatuar
etkiler gosterdigini kanitlayan calismalar olmasina karsin (Morteza-Semnani, Saeedi,
Hamidian, Vafamehr ve Dehpour, 2002; Morteza-Semnani, Saeedi veHamidian, 2004,
Koganc1 ve digerleri, 2017; Arafa, Mohamed ve Eldahmy, 2016), G.corniculatum
ekstrelerinin BV-2 hiicrelerinde hem TNF-a hem de IL-6 protein seviyelerine etkisinin
arastirildig1 bir calismaya rastlanmamistir. Calismamiz bu bakimdan ilk olma 6zelligini

tasimaktadir.

Bitkisel bir anti-inflamatuar ajan oldugu bilinen 6-Shogaol ile muamele edilen BV-2
hiicrelerinde LPS uygulanan hiicre grubuna gore yaklasik % 30-80 daha az TNF-o miktari
tespit edilmis ve bu durum, 6-Shogaol’un anti-inflamatuar etkilerinin oldugu seklinde
yorumlanmugtir (Han ve digerleri, 2017). Bu literatiir ile galismamizda elde edilen TNF-a
indiiksiyonunu engelleyici etki (% 23-70) karsilastirildiginda, G. corniculatum ekstrelerinin
TNF-a indiiksiyonunu engelleyerek noral inflamasyon tizerinde anti-inflamatuar etkisinin

oldugu sdylenebilir.

Glaucium flavum Crantz (Papaveraceae)’dan elde edilen glausin ve onun yapisal analogu
olan oksoglausin ile muamele edilen peritonal makrofajlarda LPS uygulanan hiicre grubuna
gore glausinin % 25, oksoglausinin ise % 38 daha az IL-6 seviyesine sebep oldugu tespit
edilmis ve glausin ve oksoglausinin anti-inflamatuar etkili bilesikler oldugu belirtilmistir
(Remichkova, Dimitrova, Philipov ve lvanovska, 2009). Ayni sekilde, bitkisel bir metabolit

olan plumbagin uygulanan BV-2 hiicrelerinde LPS uygulanmis hiicrelerine gore IL-6 protein
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seviyesinin yaklasik % 25 daha az oldugu ve bu 06zelligi sebebiyle plumbaginin anti-
inflamatuar etki gosteren noroprotektif bir ajan oldugu kaydedilmistir (Messeha, Zarmouh,
Mendonca, Kolta ve Soliman, 2017). Buna gore, c¢alismamizda elde edilen IL-6
indiiksiyonunu engelleyici etki (% 32-96) g6z Oniine alindiginda G. corniculatum
ekstrelerinin IL-6 indiiksiyonunu engelleyerek noral inflamasyon {izerinde anti-inflamatuar

etkisinin oldugu soylenebilir.

Inflamasyon mekanizmasina iliskin sonuglarin genel bir degerlendirmesini yapacak olursak,
uygulanan LPS konsantrasyon ve siiresinin, BV-2 hiicrelerinde inflamatuar yanit
olusturulmasinda basarili oldugu, G. corniculatum ekstrelerinin ise hem TNF-a hem de IL-
6 sitokinlerinin LPS kaynakli artisin1 engelleyici etki gosterdigi sdylenebilir. Hem TNF-a
hem de IL-6 protein sonuglarina dayanarak, en etkin anti-inflamatuar etki, su ekstresinin
1000 pg/mL’lik uygulamalarinda goriilmiistiir. Calisma sonuglarimiz, G. corniculatum
ekstrelerinin norodejeneratif hastaliklarda anti-inflamatuar ajan olarak kullanilabileceginin

gostergesi niteligindedir.

AChE, apoptoz ve inflamasyon, mekanizmalari arasindaki iliskiye deyinen ¢alismalarda,
AChE-i etki gosteren bilesiklerin, lenfosit proliferasyonu ve pro-inflamatuar sitokin
dretiminin yani1 sira, hiicre dis1 esteraz aktivitesini baskilayic1 etki gostererek anti-
inflamasyon o6zellik sergiledigi gosterilmistir (Nizri, Hamra-Amitay, Sicsic, Lavon ve
Brenner, 2006). Ayrica, apoptotik hiicre oliimiiniin, aktif astrosit ve mikroglia tarafindan
iiretilen sitokinlerin etkisi ile iligkili oldugu ve inflamatuar siireclere baglh olarak gelistigi
one slirtilmiistiir (Sawada, 1999). Apoptozda kaspazlarin aktivasyonunun TNF-o gibi
inflamasyon aracilari tarafindan gergeklestirilebilecegi de kaydedilmistir (Huppertz, Frank
ve Kaufmann, 1999). Bu literatiirler, G. corniculatum ekstrelerinde gosterilen AChE,
apoptoz baskilayici ve anti-inflamatuar etkinin birbiri ile iligkili olabileceginin gostergesi

niteligindedir.

G. corniculatum ekstrelerinde AChE-i etki bakimindan metanol ekstresinin, apoptozu
baskilayici ve anti-inflamatuar etki bakimindan ise su ekstresinin diger ekstrelere gore daha
etkin oldugu belirlenmistir. Bu durum, ¢oziicii 6zelliklerine bagl olarak ekstrelerdeki bilesik
muhtevasmin farkli olusu ile agiklanabilir. Zira G. corniculatum’daki biyoaktif bilesik
muhtevalart ve miktarlarinin ekstrelere gore farklilik gosterdigi belirlenmistir. Farkh

coziciiler ile elde edilen bitki ekstrelerinin AChE, apoptoz baskilayici ve anti-inflamatuar
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etkilerinin farkli oldugu literatiirde de gosterilmistir (Adewusi, Moodley ve Steenkamp,
2011; Lukhele, 2016; Murugan ve Parimelazhagan, 2014). Calismamiz kapsaminda,
metanol ekstresindeki toplam alkaloid miktarinin diger ekstrelere gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durum, AChE-i 6zelligin alkaloid kaynakli olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Ekstrelerdeki alkaloid miktarlari ile AChE-i 6zellik arasinda pozitif yonde bir korelasyonun
tespit edilmis olmasi da bu kaniyr desteklemistir (r=0,3). G. corniculatum’un papaverin,
protopin, berberin bulbocapnin ve glausin alkaloidleri bakimindan zengin oldugunu ve
allokriptopin alkaloidinin G. corniculatum da major alkaloid olarak tespit edildigini bildiren
calismalar mevcuttur (Novak ve digerleri, 1972; Doncheva ve digerleri, 2014). Bu
alkaloidlerin AChE inhibisyon ozelliklerinin oldugu literatiirde gosterilmistir (Ji ve Shen,
2012; Adsersen ve digerleri, 2007; Mollataghi ve digerleri, 2012; Park ve Eun, 1989;
Doncheva ve digerleri, 2014; Sener ve Orhan, 2005). Calismamiz kapsaminda da
ekstrelerdeki major alkaloid allokriptopin olarak belirlenmistir. Fumaria vaillanti
ekstraktlarindan elde edilen allokriptopinin yiikksek AChE-i etkisinin oldugu Ellman metodu
ile gosterilmistir (% 89) (Sener ve Orhan, 2005). Bu bilgi, ekstrelerdeki AChE-i 6zelligin
allokriptopinden kaynaklanabilecegini destekler niteliktedir. G. corniculatum metanol
ekstresinin rutin ve kuersetin miktarinin da diger ekstrelere gore yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Bu flavonoidlerin AChE-i o6zellikte oldugu literatiirlerde gosterilmistir
(Hernandez, Falé, Aratijo and Serralheiro, 2010; Ademosun, Oboh, Bello ve Ayeni, 2016).
Calismamizda en etkin in vitro ve hiicresel AChE-i etkinin metanol ekstresinde tespit edilmis
olmas1 ve metanol ekstresindeki allokriptopin, rutin ve kuersetin oraninin diger ekstrelere
kiyasla daha yiiksek bulunmasi, AChE-i 6zelligin bu bilesiklerden kaynaklanabilecegini
diistindiirmtistiir. Pearson korelasyon analizine ait veriler de ekstrelerin allokriptopin, rutin
ve kuersetin miktarlari ile in vitro, hiicresel, gen ve protein seviyesinde belirlenen AChE-i
ozellikleri arasinda pozitif yonde bir korelasyonun oldugunu géstermistir (r=0,2-0,9). G.
corniculatum su ekstresinin biyoaktif bilesen igerigine ait verilerde ise, oleamid yag asidinin
yalmizsa su ekstresinde bulundugu ve su ekstresindeki tetrahidroberberin alkaloidi
miktarmin diger ekstrelere gore yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum, hem apoptozu
baskilayici hem de anti-inflamatuar etkinin oleamid ve tetrahidroberberin bilesikleri ile
iliskili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Zira, oleamidin pek ¢ok norotransmiter sistem ile
etkilesime girdigi ve BV-2 hiicrelerinde anti-inflamatuar etkilere sebep oldugu bildirilmistir
(Oh ve digerleri, 2010). Ayrica, tetrahidroberberinin berberin tiirevi bir alkaloid oldugu ve
berberin alkaloidlerinin anti-inflamatuar, anti oksidan ve anti-apoptotik dzellikler gosterdigi

cesitli calismalarla kanitlanmistir (Zou ve digerleri, 2017; Amritpal ve digerleri, 2010; Chen
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ve digerleri, 2018). Korelasyon analizlerine iliskin verilerimiz de ekstrelerdeki oleamid ve
tetrahidroberberin oranlar1 ile anti-inflamatuar (r=0,1-0,8) ve apoptoz baskilayict etki
(>0,4) arasinda pozitif yonlii bir iliskinin oldugunu isaret etmistir. Buna gore, G.
corniculatim metanol ekstresinin AChE-i, su ekstresinin ise apoptoz baskilayici ve anti-
inflamatuar etkili bilesikler i¢in iyi bir kaynak oldugu soylenebilir. G. corniculatim kaynakli
bilesenlerinin AChE-i, apoptoz baskilayict ve anti-inflamatuar ozellikleri ile ilgili bir
literatiiriin bulunmamasi nedeniyle ¢alismamiz 6zgiin degerdedir. Ayrica, G. corniculatum
ekstrelerinin AChE, apoptoz ve inflamasyon olmak tizere ti¢ farkli yolak ile norodejeneratif
hastaliklarin ortak mekanizmalar1 {izerinde goklu etkisin olabilecegi ilk defa ¢alismamiz ile

gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

G. corniculatum bitki ekstraktlar1 ile yapilan bu tez ¢alismasi sonucunda amaca uygun

olacak sekilde sonuglar elde edilmistir. Genel degerlendirme yapilacak olursa,

1.

G. corniculatum ekstre verimleri ile ilgili bulgularimizda ekstre veriminin metanol >
kloroform > su seklinde oldugu belirlenmistir. G. corniculatum metanol ve su
ekstrelerinde literatiirlerde belirtilen Papaveraceae familyasina ait diger tiirlere gore
daha yiiksek oranda verim elde edilmesi, biyoteknolojik verim ve kullanim potansiyeli
bakimindan 6nemli bir bulgu olmustur.

G. corniculatum klorofom, metanol ve su ekstrelerinin igerik analizi ile ilgili sonuglar
her ii¢ ekstrede de major bilesigin alkaloid oldugunu goéstermistir. GC-MS ve HPLC
analizlerinde ekstrelerin alkaloid harici yag asidi ve flavonoidleri de igerdigi tespit
edilmistir.

Farkli ¢oziicii ekstrelerinde benzer biyoaktif bilesenlerin varligi saptanmis, buna karsin
ekstraktlara gore farkliligin genellikle biyoaktif bilesenlerin miktar veya oranlarindan
kaynaklandig1 belirlenmistir. Metanol ekstresinde toplam alkaloid miktarinin diger
ekstrelere gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Her ii¢ ekstrede de tetrahidropalmatin
tetrahidroberberin N-oksit ve allokriptopin alkaloidlerinin varligi tespit edilmis,
allokriptopinin major oldugu ve metanol ekstresinin allokriptopin igeriginin diger
ekstrelere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayni sekilde, rutin ve kuersetin
flavonoidlerinin de metanol ekstresinde diger ekstrelere gore daha yiiksek miktarda
bulundugu tespit edilmistir. Su ekstresinde ise allokriptopin orani yiiksek olmakla
birlikte, tetrahidroberberin alkaloidi ve oleamid yag asidi miktar1 diger ekstrelere gore
daha yiiksek bulunmustur.

G. corniculatum ekstrelerinin in vitro AChE-i ozellikleri ile ilgili bulgularimiz, tim
ekstrelerin noral 6liim etkenlerinden olan AChE artisin1 azaltici etkisinin oldugunu
gostermektedir. En etkin AChE inhibisyonunun metanol ekstresinde tespit edilmis
olmasi, ekstre verimi sonuglarimiz ile de paralellik gdstermektedir. Metanol ve su
ekstrelerinin 1000 pg/mL konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan ve FDA
tarafindan onayli AChE-i olan galantamine yakin bir etki gostermesi dikkat c¢ekicidir.
Elde ettigimiz sonuglarda G. corniculatum Kkloroform ekstresinin 1000 pg/mL
konsantrasyonu ile metanol ve su ekstresinin 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlari ideal

AChE inhibisyonu saglamistir.
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5.

10.

G. corniculatum ekstraktlarinin nérodejeneratif hiicre modeli izerinde AChE-1 etkisine
yonelik ¢alismamizda, uygulanan H20: konsantrasyon ve siiresi ile (100 uM, 24 saat)
fPC12 hiicrelerinde AChE indiiksiyonu saglanarak norodejeneatif hiicre modeli basar1
ile olusturulmustur.

G. corniculatum ekstrelerinin tek basina uygulandiginda fPC12 hiicrelerinin AChE
aktivitesinde indiiksiyona sebep olmadigi ve bu nedenle norolojik hasarlara karsi
giivenilir bir sekilde kullaniminin miimkiin olabilecegi sdylenebilir.

G. corniculatum ekstrelerinin hem fPC12 hiicrelerinde H2O, kaynakli AChE
indiiksiyonunu engelledigi, hem de inhibe ettigi belirlenmistir. Bu durum, G.
corniculatum ekstrelerinin AChE mekanizmasi sayesinde ndrodejeneratif hastaliklara
kars1 hem Onleyici hem de tedavi edici etkiler gosterebilecegini diisiindiirmiistiir. Her
iki etkide de metanol ekstresinin diger ekstrelere gore daha etkili oldugu saptanmistir.
Bu etki % ekstraksiyon verimi ve in vitro AChE inhibisyonu ile ilgili sonuglarimizla
paralellik gdstermistir.

G. corniculatum ekstrelerinin H202’nin sebep oldugu AChE gen ve protein ifadesindeki
artis1 azaltict etkisinin oldugu kanitlanmistir. AChE’nin gen ve protein seviyesinde
inhibisyonuna iligskin sonuglar da metanol ekstresinin diger ekstrelere kiyasla daha etkin
oldugunu gostermistir. Bu durum metanol esktresinin in vitro ve hiicresel AChE-i
Ozelligini dogrulamistir. Calisilan tiim metotlarda nérodejeneratif hiicre modelinde in
vitro, hiicresel ve molekiiler diizeyde AChE mekanizmalarinda G. corniculatum
metanol ekstesinin kloroform ve su ekstresine gore daha etkin oldugu gdsterilmistir.
Ayni zamanda, metanol ekstresinde ekstraksiyon veriminin diger ekstrelere gore daha
yiiksek olusu, biyoteknolojik uygulamalar i¢in AChE-i eldesinde metanol ekstresinin
daha avantajl olabilecegini gostermektedir.

G. corniculatum ekstraktlarinin néral apoptotik hiicre modeli {izerinde etkisine yonelik
caligmamizda, uygulanan H>O; konsantrasyon ve siiresi ile (100 uM, 24 saat) fPC12
hiicrelerinde proapoptotik Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 seviyelerinin artisi, anti-apoptotik
Bcl-2’nin ise azalig1 saglanarak noral apoptotik hiicre modeli basari ile olusturulmustur.
fPC12 hiicrelerine H202’nin ardindan uygulanan G. corniculatum ekstrelerinin,
proapoptotik gen ve protein (Bax, Kaspaz 3, Kaspaz 9) seviyelerinin artisina, anti-
apoptotik gen ve protein (Bcl-2) seviyelerinin ise azalisina sebep olarak, olusturulan
noral apoptotik hiicre modelinde H2O> kaynakli apoptotik hasar1 giderici etkilerinin

oldugu molekiiler diizeyde kanitlanmistir. Elde edilen sonuglarda, 1000 pg/mL’lik su
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ekstresinin 24 saatlik uygulamasinin hem gen hem de protein seviyesinde Bax, Kaspaz
3, Kaspaz 9 ve Bcl-2 iizerinde en etkin uygulama oldugu belirlenmistir (Bax geni haric).
G. corniculatum ekstrelerinin inflamatuar hiicre modeli iizerinde anti-inflamatuar
etkisine yonelik ¢alismamizda, uygulanan LPS konsantrasyon ve siiresi ile (1 pug/mL 24
saat) BV-2 hiicrelerinde pro-inflamatuar TNF-a ve IL-6 protein seviyelerinin artisi
saglanmistir. Dolayisiyla uygulanan LPS ile noral inflamatuar hiicre modelinin basari
ile olusturuldugu sdylenebilir.

BV-2 hiicrelerine LPS 6ncesinde uygulanan G. corniculatum ekstrelerinin, TNF-a ve
IL-6 indiiksiyonunu engelledigi ve inflamatuar hiicre modelinde anti-inflamatuar
ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Metanol ekstresinin 500 ve 1000 pg/mL’lik
konsantrasyonlarinda goriilen anti-inflamatuar etkinin sitotoksisiteden kaynaklandigi
saptanmigtir. Su ekstresinin 1000 pg/mL’lik konsantrasyonunun hem TNF-a hem de IL-
6 inhibisyonunda en etkin uygulama oldugu belirlenmistir.

Metanol ekstresindeki AChE-i 6zelligin diger ekstrelere kiyasla daha etkin olusunun
ekstredeki allokriptopin, rutin ve kuersetinden kaynaklanabilecegi sdylenebilir. Ayrica
su ekstresinde anti-inflamatuar ve apoptozu baskilayici etkinin diger ekstrelere kiyasla
daha etkin olusunun ekstredeki tetrahidroberberin ve oleamid etkisi ile iliskili
olabilecegi sOylenebilir. Dolayisiyla G. corniculatum metanol ekstresinin AChE-i
maddeler bakimindan, su ekstresinin ise anti-inflamatuar ve apoptozu baskilayici etki
gosteren bilesikler bakimindan iyi bir kaynak oldugundan bahsedilebilir.

Ilag gelistirme asamalarinda etken maddelerin tam etki mekanizmalar1 bilinmeksizin
sadece hayvan model ¢alismalarinda pozitif sonu¢ vermesinin baz alinmasi, etkin ilag
arastirmalarin1 ve bu ilaca yonelik tedavi yontemlerini yetersiz kilmaktadir. Bu
caligmada, G. corniculatum kloroform, metanol ve su ekstrelerinin nérodejeneratif
hastaliklarda ¢oklu yolaklar {izerinden etki potansiyelinin oldugu gosterilmistir. Hem bu
Ozelligi hem de dogal kaynakli olmasi sebebiyle G. corniculatum ekstraktlari
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde saglanamayan tam basarida, daha etkin ve yan
etkisi daha az olan alternatif bilesiklere kaynak olabilecegi ¢alismamiz ile belirlenmistir.
Ancak sonuglarimizdan yola ¢ikarak bilesiklerin tam etkilerinin belirlenebilmesi i¢in
devam ¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Calismaya konu olan bitki tiirliniin, Tiirkiye’de yaygin olarak bulunmasina ragmen,
tilkemizde ve yurt disinda bu bitki estraktlarinin norodejeneratif hastaliklar tizerine

coklu yolaklarda etkisinin arastirildigi herhangi bir ¢aligma mevcut degildir. Bu tez
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calismasi bu konuda yapilan ilk ¢alisma olmasi nedeniyle G. corniculatum bitkisinin
norodejeneratif hastaliklarda alternatif olma potansiyeline dikkat ¢ekmistir.

16. Calismamizin G. corniculatum ekstraktlarinin AChE, apoptoz ve inflamasyon
yolaklarinda etkilerinin ortaya konuldugu ilk c¢alisma olmasi nedeniyle, elde edilen
sonuglarin bitkisel kaynakli bilesenlerle, ndrodejeneatif hastaliklarin tedavisi ve / veya
Onlenmesine yonelik c¢aligma yapan arastirmacilara Onemli katki saglamasi
beklenmektedir.

17. Bu g¢alisma ile AChE, apoptoz ve inflamasyonda etki mekanizmasi ortaya konmus bir
ajanin norodejeneratif ve inflamatuar hiicre modellerinde agir sitotoksik etkisinin
olmadig1 (metanol esktersinin 500 ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin 24 saatlik
uygulamalar: hari¢) belirlenmistir. Bu durum, G. corniculatum ekstraktlarinin ilag
hammaddesi olabilme potansiyelini arttirmakta olup, buna yonelik ileri diizey

caligmalarin yapilmasi gerektigi ongoriilmektedir.

Sonuglarimiz, G. corniculatum ekstrelerinin norodejeneratif hastaliklarin baslangici ve
seyrinde goriilen ¢oklu yolaklar tizerinde etkili oldugunu gostermistir. AChE, apoptoz ve
inflamatuar yolagin nérodejeneratif hastaliklarin ortak molekiiler mekanizmalar1 oldugu goz
Online alindiginda, ¢alismamiz ile G. corniculatum ekstrelerinin norodejeneratif
mekanizmalarda her {Ui¢ yolak iizerinde de etkinli§i ortaya konulmustur. Ayrica,
bulgularimiz, G. corniculatum ekstrelerinin néral 6liim ve noral inflamasyon yolaklarinda
etkin ilag adayr potansiyelinde olan biyoaktif bilesenler icin bir kaynak olabilecegini
gostermistir. G. corniculatum ekstrelerinin AChE, apoptoz ve inflamasyon yolaklar
tizerinde etkilerinin  mukayeseli olarak arastirildigi  bir ¢alismaya literatiirde
rastlanilmamistir. Bu tez ¢alismasi ilk olmasi nedeniyle bundan sonraki ¢caligmalara kaynak
olusturacaktir. Caligmamizda tespit edilen etkilerin kaynagi total bitki ekstresidir.
Bilesiklerin sinerjitik etki olusturma potansiyelleri géz Oniline alindiginda, ilerleyen
donemlerde yapilacak ¢aligsmalarda saf bilesikler yerine bitki ekstrelerinin kullaniminin da
miimkiin olabilecegi gosterilmistir. Her ne kadar ekstrelerdeki bilesik igerikleri belirlenmis
olsa da, etkinin hangi bilesik veya bilesiklerden kaynaklandiginin belirlenmesi, detayli
analizleri gerekli kilmaktadir. Ayrica, ileri diizey molekiiler ¢alismalar ile ndrodejeneratif
yolaklardan sorumlu diger gen ve proteinlerin ekspresyonundaki etki mekanizmasinin daha

kapsamli olarak arastirilmasi gerekmektedir.
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