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OZET

PROTOKATESIK ASITIN LPS ILE INDUKLENEN SISTEMIK
INFLAMASYONDA iN VIVO ETKILERININ ARASTIRILMASI

Simge YILDIRIM

Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Haziran 2024

Danigsman: Prof. Dr. Rana Arslan

(ikinci Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Dilara NEMUTLU SAMUR)

Bir¢cok tibbi bitkide yer alan protokatesik asit antienflamatuvar, analjezik,
antioksidan ve ndroprotektif aktiviteleriyle bilinen fenolik bir bilesiktir. Tez kapsaminda,
LPS ile indiiklenen inflamasyon sonucu farelerde olugsmasini bekledigimiz anksiyete ve
depresyon benzeri davranislara protokatesik asitin noroprotektif aktivitesini gdsteren etki
mekanizmalar1 aydinlatilmaya g¢alisilmistir. Farelerde LPS ile indiiklenen duygu durum
bozukluklarini degerlendirmek amaciyla kuyruk siispansiyon testi (depresyon), aydinlik-
karanlik testi (anksiyete) ve agik alan testi (lokomotor aktivite) kullanilmistir. LPS
uygulanan farelerde IL-1, IL-6 ve TNF-a diizeylerinde meydana gelen degisiklikler ile
protokatesik asit uygulamasinin bu sitokin seviyelerine olan etkileri incelenmistir. TLR-
4/NF«B yolag: iizerinden protokatesik asitin LPS ile indiiklenen sistemik inflamasyon
tizerindeki olas1 etkilerinin aydinlatilmast amaciyla TLR4 ve NFxB’nin mRNA
diizeyindeki ekspresyonlar1 incelenmistir. Bu arastirmada, protokatesik asitin depresyon
ve anksiyete parametreleri lizerindeki olasi yararhi etkileri ilk defa inflamatuvar bir
hastalik modeli kullanilarak néroimmiin yaklasim odakli olarak degerlendirildi. Ayrica
caligmamizla birlikte protokatesik asitin olasi noroprotektif etkilerinde TLR-4/NFxB

yolagi’nin rolii ilk kez in vivo olarak incelendi.

Anahtar Kelimeler: Protokatesik asit, LPS, inflamasyon, TLR4, Anksiyete.



ABSTRACT

LPS-INDUCED SYSTEMIC ACID OF PROTOCATHIC ACID
INVESTIGATION OF VIVO EFFECTS ON INFLAMMATION

Simge YILDIRIM

Department of Pharmacology

Anadolu University, Graduate Education Institute, June 2024

Supervisor: Prof. Dr. Rana Arslan

(Co-Supervisor: Asst. Prof. Dilara NEMUTLU SAMUR)

Protocatechuic acid, found in many medicinal plants, is a phenolic humectant
known for its anti-inflammatory, analgesic, antioxidant and neuroprotective activities.
Within the scope of the thesis, the aim is to elucidate the effect package that shows the
neuroprotective breakdown of protocatechuic acid into the anxiety and reproducible
examples of behaviors in which we expect cuts in wages as a result of LPS-induced
results. Tail tuning test (depression), text-darkness test (anxiety) and open field test
(locomotor activity) were used to score LPS-induced mood scores in mice. The changes
in IL-1B, IL-6 and TNF-a levels in mice administered LPS are different from the effects
of protocatechuic acids on these cytokine levels. In order to elucidate the possible
consequences of LPS-induced systemic treatment of protocatechuic acid via the TLR-
4/NF«B pathway, the expressions of TLR4 and NFkB at the mRNA level are determined.
In this study, the presence of protocatechuic acids and their possible beneficial effects on
anxiety disorders were evaluated for the first time in an inflammatory disease model,
focusing on neuroimmune therapy. In addition, with our study, the role of the TLR-
4/NFxB pathway in the possible neuroprotective effects of protocatechuic acid was

examined in vivo for the first time.

Keywords: Protocatechuic acid, LPS, Inflammation, TLR4, Anxiety.
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1. GIRIS

Bir fenolik asit olan protokatesik asit (PCA, 3,4-dihidroksibenzoik asit), polifenoller
acisindan zengin olan sebze ve meyvelerin tiikketimi ile dogru orantili olarak sagligi olumlu
yonde etkiledigi i¢in degeri glinden gline artan ve arastirma konusu olan énemli bir bilesiktir
(Masella et al., 2012). Yildiz anason (Illicium verum), melisa (Melissa officinalis L.),
biberiye (Rosmarinus officinalis L.), tar¢in (Cinnamomum aromaticum) ve afrika bamyasi
(Hibiscus sabdariffa) gibi bircok bitkide bulunmaktadir. Bu biyoaktif bilesik antioksidan,
antibakteriyel, antikanser, antiiilser, antihiperglisemik, yaslanma onleyici, antifibrotik,
antiviral, antienflamatuar, analjezik, antiaterosklerotik, ndroprotektif etki gibi farmakolojik

aktivitelere sahiptir (Khan et al., 2015).

Noroinflamasyon; mikroglia, astrositler ile kan beyin bariyerine katilan endotel
hiicrelerinin aktivasyonunu, plazma proteinlerinin, immiin sistem hiicrelerinin beyin
dokusuna infiltrasyonunu ve inflamasyonla iligkili mediatorlerin beyin dokusunda meydana
getirdigi hasar iceren kompleks bir olaydir (Dey, Kang, Qiu, Du, & Jiang, 2016). Beyin
dokusunda hasara neden olan fizyolojik olaylar, inflamasyon siirecini tetikleyebilir. Sistemik
inflamasyon, astrositler, mikroglia ve kan-beyin bariyerindeki endotel hiicreleriyle
etkilesime girerek kan-beyin bariyerinin bozulmasina ve noroinflamasyonun baglamasina
yol agabilir (Dey et al., 2016; Vezzani, Aronica, Mazarati, & Pittman, 2013). Beyin
hiicrelerinde meydana gelen akut bir hasar, néroinflamasyonu tetikleyerek hiicre hasarina ve
Oliimiine, dolayisiyla bilissel ve davranigsal bozuklularin olusmasina neden olabilir (S6zeri
V. G, 2014). Noroinflamatuvar hipoteze gore, depresyon patogenezinde pro-inflamatuvar
sitokinlerin veya immiin sistemin rolii olabilecegi One siiriilmektedir (Dinan, 2009;

Krishnadas & Cavanagh, 2012).

Deneysel inflamasyon modellerinde siklikla kullanilan lipopolisakkarit (LPS), gram
negatif bakterilerin patojenik potansiyellerine katkida bulunan bir endotoksin olup
inflamatuar sitokinlerin iiretimini tetikler. LPS, genellikle konak¢1 akut faz proteini LPS
baglayici proteine (LBP) baglanir, CD14'e baglanir, burada lipid A, konak oriintii tanima
reseptorii Toll benzeri reseptér 4 (TLR4) tarafindan taninir. Olusan bu kompleks, timor
nekroz faktorii (TNF), kemokinler dahil olmak iizere proinflamatuar sitokinlerin
transkripsiyonunu baslatmak i¢in niikleer faktor kappa B (NF-«kB)'yi aktive eder (Bennett ve
ark., 2020).



Tiim bu veriler 15181nda, bu tez calismasi, antienflamatuar etkilere sahip oldugu
diisiiniilen PCA’nin, LPS ile indiiklenen inflamasyon modelinde TLR4/NFxB yolagi
lizerinden, hayvanlarda olusan depresyon ve anksiyete-benzeri duygudurum bozukluklarini
azaltabilecegi hipotezi iizerine kurulmustur. Bu amagla, farelerde LPS uygulamas: ile
indiiklenmis sistemik inflamasyon modelinde, PCA’nin depresyon (kuyruk siispansiyon
testi), anksiyete (aydinlik-karanlik testi) ve lokomotor aktivite (agik alan testi) parametreleri
tizerindeki noroprotektif etkileri ve bu etkilerinde TLR4/NFxB yolaginin rolii
aydinlatilmistir. Bu ¢alisma ile LPS ile indiiklenen hastalik modelinde PCA’nin depresyon
ve anksiyete-benzeri davranislar iizerindeki etkileri ilk kez in vivo olarak aragtirilmig ve
PCA’nin, antiinflamatuvar terapdtik potansiyeli ile ilgili 6nemli preklinik veriler literatiire

kazandirilmastir.



2. KAYNAK BILGISI

2.1. inflamasyon

Inflamasyon; organizmanin parazit, bakteri, viriis gibi patojen etmenlere kars1
gosterdigi savunma mekanizmalarinin tlimiinii kapsamaktadir (Alessandri et al.,
2013). Diger bir ifadeyle inflamasyon, doku homeostazisini tehdit eden patojen
etmenlerin organizmadan uzaklastirilmasi ile bu patojenlerin neden oldugu hasarl
dokularin onarim siirecini kapsamaktadir (Maskrey, Megson, Whitfield, & Rossi,
2011). Homeostazin siirdiiriilebilmesi amaciyla hiicre ve aracilarin, bu patojen
uyaranlar1 ortadan kaldirabilmesi ya da nétralize edebilmesi i¢in bir araya gelerek
olusturdugu hiicresel is birligi inflamatuar yanit olarak isimlendirilmektedir
(Alessandri et al., 2013).

Antik ¢aglardan beri bilinen inflamasyonun ana belirtileri; artan kan akisina
bagl olarak rubor (kizariklik), lokal reaksiyonlar sonucu calor (sicaklik) ve tumor
(siskinlik), sinir uclarindaki degisikliklere bagli olarak dolor (agri) isimleriyle
Celcius tarafindan ifade edilmistir (Kuprash & Nedospasov, 2016). Daha sonra
Romali Doktor Galen tarafindan bu belirtilere ilgili organda meydana gelen islev
bozuklugu olarak adlandirilan functio laesa (islev kaybi) eklenmistir (Netea et al.,
2017). 19. yiizyilin sonlarinda, modern immiinolojinin kurucusu Elie Metchnikoff,
protozoalarin partikiil maddeleri ve 10kositlerinin yabanci cisimleri yutmasini
gozlemleyerek, dogustan gelen bagisikligin temel bir unsuru olan fagositoz

kavramini ortaya koymustur (Libby, 2007).

PN | poLom RUBOR CALQOR TUMOR °

Sekil 2.1. Inflamasyonun belirtileri: agri (dolor), kizariklik (rubor), 1s1 (calor), siskinlik (tumor),
islev kaybi (functio laesa) (Kuprash & Nedospasov, 2016).
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Sekil 2.2. Inflamasyonun siniflandiriimasi (Arulselvan et al., 2016)

2.1.1. Akut inflamasyon

Akut inflamasyon, inflamatuar hasara karsi olusan en erken yanit olup siiresi
birka¢ gilin ile hafta arasinda degisebilir (Arulselvan et al., 2016; Markiewski &
Lambris, 2007). Akut inflamatuar siire¢, graniilositlerin (notrofil, eozinofil ve
bazofiller) hasarli bolgeye hizli bir sekilde toplanmasiyla karakterize olup, bu hiicre
tiplerinin katkis1 s6z konusu hasarli bolgenin konumuna baglidir (Maskrey et al.,
2011). Graniilositler viral, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara karsi savunmada
anahtar role sahip olup bu hiicrelerin hasarli bdlgeye go¢ii, patojen ajanlarin
notralizasyonu ve uzaklastirilmasi i¢in akut inflamatuar siirecte Onemli bir

gerekliliktir (Maskrey et al., 2011) (Serhan et al., 2007).



Graniilositlerin hasarli boélgeden uzaklastirilmasi ve mononiikleer hiicre (lenfosit ve
makrofajlar) sayisinin normal seviyelere donmesiyle inflamasyonun diizeldigi

sonucuna ulasilir (Maskrey et al., 2011).
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Sekil 2.3. Akut inflamasyon siireci (Arulselvan et al., 2016)

2.1.1.1. Akut inflamasyon patofizyolojisi

Akut inflamasyon dakikalardan birkag giline kadar siirebilen farkl: hiicre ve
mediyatorlerin aracilik ettigi kisa bir inflamasyon tiirtidiir (Arulselvan et al., 2016).
Ik olarak Aulus Cornelius Celsus tarafindan ifade edilen ve sonralar1 Rudolph
Virchow tarafindan giincellenen rubor (kizariklik), calor (sicaklik), tumor (siskinlik),
dolor (agn) ve functio laesa (islev kayb1) akut inflamasyonda goriilen temel klinik
belirtilerdir (Markiewski & Lambris, 2007). Doku hasari, kapiler dilatasyonu uyaran
histamin salimina neden olur ve bu da fagositlerin gociline ve plazma sizintisina
(kizariklik, 1s1 ve siglik) izin veren vaskiiler stazla sonuglanir. Bradikinin salimi, sinir

uglariin bulundugu dokularda agr1 duyarliligini



artirir. Islev kaybi, agriya yanit olarak nérolojik bir refleks olarak kabul edilir
(Bennett,Reeves, Billman, & Sturmberg, 2018). Akut inflamasyonun vaskiiler
degisiklikler ve lokositlerin hiicresel hareketleri olmak {izere 2 temel komponenti

bulunmaktadir:

2.1.1.1.1. Vaskiiler degisiklikler

Inflamasyon sirasinda meydana gelen ilk degisiklikler, vaskiiler gegirgenlikte
ve damar ¢apinda goriiliir (Markiewski & Lambris, 2007). Histamin, bradikinin gibi
l6kosit kaynakli mediyatorlerin etkisiyle damar diiz kasinda vazodilatasyon
gerceklesir (Pober & Sessa, 2014). ilk olarak arteriyollerde goriilen vazodilatasyon,
inflamasyon bolgesinde yeni kapiler yataklarinin olugmasina sebep olur (Arulselvan
et al., 2016). inflamasyon bolgesinde gerceklesen kan akimi artisi ile calor (1s1 artist)
ve rubor (kizariklik) belirtileri gozlemlenir (Pober & Sessa, 2014).

Intravaskiiler alandan interstisyuma (ekstravaskiiler doku) protein ve sivilarmn
gecisini engelleyen bir bariyer olarak gorev alan endotel hiicrelerin hasar gormesi
sonucu, vaskiiler gecirgenligin artmasiyla proteince zengin sivinin (eksuda)

ekstravaskiiler alana ge¢isi hizlanir.

2.1.1.1.2. Lokositlerin hiicresel hareketleri

Lokositler, graniilositler (notrofiller, eozinofiller ve bazofiller), monositler ve
T ve B lenfositleri dahil olmak iizere farkli hiicre popiilasyonlarindan olusan ve her
biri farkli immiinolojik iglevleri yerine getiren patojen ajanlara karsi organizmay1
savunmada dogal bagisikligin en onemli hiicrelerinden biridir (Margraf, Lowell, &
Zarbock, 2021; Rossaint & Zarbock, 2013). Inflamasyon etkenini ortadan kaldirmak
ve doku onarimina katkida bulunmak amaciyla dolasimdaki 16kositlerin hasar

bolgesine go¢ etmesi gerekir (Nourshargh & Alon, 2014).

Lokositlerin bu go¢ hareketi birkag asamadan olusur:

1. Marjinasyon

Staz gelistikten sonra, l6kositler vaskiiler endotel boyunca periferik olarak
konumlanir. Lokositlerin vaskiiler alandan kan damarlarinin liimeninde bulunan
endotelyal hiicre tabakasina dogru baglayan bu go¢ hareketine marjinasyon adi verilir

(Nourshargh, Hordijk, & Sixt, 2010).



Diisiik afiniteli ve geri doniisiimlii adezyon molekiilleri ile integrin bagimli siki
adezyon molekiilleri, endotel boyunca gerceklesen 16kositlerin yuvarlanma
hareketlerini diizenler (Langer & Chavakis, 2009).

2. Diapedez (Emigrasyon)

Lokositler, mikrodolasimdan ayrilarak yaralanma bdélgesinde birikirler. Bu
hareket, damar digina ¢ikma anlamina gelen diapedez olarak bilinir (Elgazzar &
Elmonayeri, 2015).

3. Kemotaksis

Kan damart disina ¢iktiktan sonra, l0kositler interstisyel dokuda farkl
hizlarda inflamatuar odaktaki kemotaktik bir uyarana dogru hareket ederler.
Hiicreler, plazma zarlarinda bulunan kemoreseptorler araciligiyla, kemotaktik
faktorlerin en yliksek konsantrasyonlarinin bulundugu yerleri tespit eder ve bu yonde
hareket ederler. Graniilositler (eozinofiller, bazofiller) ve bazi lenfositler, bu
uyaricilara yanit vererek inflamasyon bolgesinde toplanirlar (Elgazzar & Elmonayeri,
2015).

4. Fagositoz

Fagositoz, inflamatuvar yolagin aktivasyonunu takiben hiicrelerin patojenleri
ve hiicre artiklarini uzaklastirdigi karmasik bir siiregtir (Hortova-Kohoutkova et al.,
2020). Bu savunma mekanizmasi, ozellikle bakteriyel enfeksiyonlarda onemlidir

(Elgazzar & Elmonayeri, 2015).

2.1.1.2. Sistemik etkileri

Akut inflamasyon siirecinde goriilen plazma konsantrasyonundaki
degisikliklerden en bilineni akut faz proteinleridir (APP). C-reaktif protein (CRP),
1930 yilinda ilk defa pnomokok enfeksiyonu akut fazi sirasinda hastalarin
plazmasinda kesfedilmistir. Bazi patolojik durumlarda CRP diizeyi 1000 kattan fazla
artabilmektedir (Korn, Bettelli, Oukka, & Kuchroo, 2009).

APP’nin organizmaya olan etkileri asagidaki gibi siralanabilir:

e Atesi, istahsizlik, uykuya egilim, kortizol ve katekolamin seviyesindeki
artis gibi ndroendokrin etkiler

e Artan protein katabolizmasi, hepatik lipogenez, glukoneogenez, yag

dokusu lipolizi, kemik kiitlesinde azalma gibi metabolik degisiklikler



e Anemi (genellikle kronik inflamasyonda) 16kositoz, trombositoz gibi kan
hiicrelerindeki degisiklikler (Korn et al., 2009).

2.1.2. Kronik inflamasyon

Akut inflamatuar reaksiyon kontrol altina alindiginda, enfeksiy6z patojenler
ortadan kaldirilir ve ardindan bir onarim asamasi gelir (Bansal, Verma, Singh
Tamber, & Sharma, 2023). Ancak kontrol altina alinmayan akut inflamasyon
kroniklesebilir ve cesitli ciddi kronik hastaliklarin (tiimorler, Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastaligi, multipl skleroz, lateral skleroz, otoimmiin hastaliklar, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar, fibrozis vb. gibi ¢esitli ndrojeneratif hastaliklar) temelini
olusturabilir (L. Kiss, 2022).

Kronik inflamasyon, aylarca veya yillarca siirebilen yavas ve uzun vadeli
inflamasyon olarak adlandirilir. Kronik inflamasyon, mononiikleer hiicre
infiltrasyonu (6rn. monosit ve lenfositler), fibroblast proliferasyonu, kollajen lifleri

ve bag dokusu olusumu ile ayirt edilir (Elgazzar & Elmonayeri, 2015).

2.2. Inflamasyon Mediyatorleri

Akut ve kronik inflamatuvar siireclere eslik eden inflamasyon mediyatorleri
¢Oziinebilir sitokinler olarak da bilinirler. Hiicresel infiltrasyonun ve inflamasyona
kars1 sistemik yanitlarin ana belirleyicileridir (Brenner et al., 2014). Sinerjistik ve
antagonistik kapsamli etkilesimler kurarak hedef hiicreler lizerinde hem pozitif hem
de negatif etkiye sahiptirler (Brenner et al., 2014; Dinarello, 2000). Basta makrofaj
ve T lenfositleri (T hiicreleri) olmak iizere ¢esitli hiicre tipleri tarafindan iiretilen
proinflamatuvar (iltihabi tesvik eden) (IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-6, 11-8, IL-12, TNF-a,
IFN-y) ve antiinflamatuvar (iltihap baskilayici) (IL-4, IL-5, IL-10, TGF-P) aktiviteye
sahiptirler (Dinarello, 2000).

2.2.1. Proinflamatuvar sitokinler

Sitokinler, enfeksiyon veya inflamasyona karsi bagisiklik homeostazisini
diizenleyen, 30 kDa (kilodalton) biiyiikliigiinde diisiik molekiiler agirlhikhi
glikoproteinlerdir (Megha, Joseph, Akhil, & Mohanan, 2021). Inflamasyon
durumunda yiikselen sitokin seviyesinin, ilgili yolaklarin aktivasyonuyla baglantili

oldugu, Dinarello tarafindan ifade edilmistir (Dinarello, 2000).



Sitokinler, Alzheimer ve major depresyondan ¢esitli malignitelere kadar birgok
hastalik durumuyla iliskilidir. Ayrica otoimmiin hastaliklarinda plazmadaki ¢esitli
diizeylerdeki sitokinlerin, inflamatuvar siireclere eslik ettigi bilinmektedir (Miller,

Maletic, & Raison, 2009).

2.2.1.1. Tiimor nekroz faktor (TNF)

Baglica makrofajlar, mast hiicreleri, lenfoid hiicreler ve fibroblastlar
tarafindan salgilanan inflamasyon, hiicresel farklilasma ve apoptozis i¢in sinyal
yollarimi aktiflestiren ¢ok islevli bir proinflamatuvar sitokindir (Kawasaki & Taira,
2002). TNF'nin interlokin-1 (IL-1) ile dogrudan veya dolayli etkilesiminin
inflamasyon belirtilerinden atesli yanita neden olabilecegi bildirilmistir (Megha et al.,

2021).
2.2.1.2. Interlékin-1 (IL-1)

Interldkin-1 monositler, fibroblastlar, doku makrofajlari ve dendritik hiicreler
tarafindan salgilanir. Nadiren B lenfositleri, NK (natural killer) hiicreleri ve epitel
hiicreleri tarafindan da ifade edilir. IL-1, fagosit ve lenfositlerin enfeksiyon bolgesine
dogru gocl icin endotelyal adhezyon molekiillerinin uyarilmasin1 ve ekspresyon
seviyelerinin arttirilmasii kolaylastirir (Megha et al., 2021). Ayrica endojen bir
pirojen olarak bilinen IL-1, hipotalamustaki termoregiilasyon merkezi {izerine
dogrudan etki ederek viicut sicakliginin yiikselmesine sebep olan atesli inflamatuvar

yanitlart aktive eder (Simi, Tsakiri, Wang, & Rothwell, 2007)
2.2.1.3. Interlgkin-6 (IL-6)

IL-6, inflamasyonun baslangi¢ asamasinda lokal hasarin oldugu yerde
sentezlenir ve kan dolagimi yoluyla karacigere dogru hareket eder ve C-reaktif protein
(CRP), serum amiloid A (SAA), fibrinojen gibi ¢esitli akut faz proteinlerinin hizla
indiiklenmesine sebep olur (Tanaka, Narazaki, & Kishimoto, 2014). Akut faz protein
seviyeleri, eritrosit ve trombosit sayilarindaki bu degisiklikler, rutin klinik
laboratuvar incelemelerinde inflamasyon siddetinin degerlendirilmesinde biiyiik

oneme sahiptir (Korn et al., 2009).



2.3. Noroinflamasyon

Noroinflamasyon, beyin veya omurilik igindeki inflamasyon yanit1 olarak
tanimlanir (DiSabato, Quan, & Godbout, 2016). Diger bir ifadeyle noroinflamasyon
noron, mikroglia gibi merkezi sinir sisteminde gorev alan tiim hiicreler tarafindan
hasara karst verilen giiglii bir yanittir (Bradl & Hohlfeld, 2003; Carson, Doose,
Melchior, Schmid, & Ploix, 2006). Hiicrelerin olast bir enfeksiyon, yaralanma,
metabolik stres ya da otoimmdiin yanit gibi durumlarla kars1 karsiya gelmesi halinde
hasarin 6niine gecilmesi hedeflenir (Mockenhaupt, Gonsiewski, & Kordula, 2021).

Noroinflamasyon genellikle dort kategoride yer alan stereotipik

mekanizmalart igerir:

2.3.1. Kimyasal mediatorlerin doku konsantrasyonlarinin artisi

Noroinflamasyonun ilk asamalarinda, sitotoksik molekiiller ve diger kimyasal
mediatorlerin doku konsantrasyonlar1 artar. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) gibi sitotoksik molekiiller, hiicresel hasara yol agar (Chitnis &
Weiner, 2017). Ayrica, proinflamatuar sitokinler (TNF-o, IL-1B, IL-6) ve
antiinflamatuar sitokinler (IL-4, IL-10, TGF-) arasindaki denge, inflamatuar yanitin
siddetini ve siiresini belirler. Kemokinler, ATP ve matris metalloproteinazlar

(MMP2, MMP9) da bu siirecte 6nemli rol oynar (Moyse et al., 2022).

2.3.2. Mikroglia ve astrositlerin aktivasyonu ve proliferasyonu

Mikroglia ve astrositler, SSS'deki patolojik bdlgelerde aktiflesir ve ¢ogalir.
Mikroglia, SSS'nin yerlesik makrofajlaridir ve inflamasyon sirasinda fagositoz
yaparak patojenleri ve hasarli hiicreleri temizler. Astrositler ise kan-beyin bariyeri
(KBB)’nin biitiinliigiinii korumaya ve ndrotransmitterleri diizenlemeye yardimci olur

(Radenovic et al., 2020).

2.3.3. Periferik bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonu

Sistemik dolasimdan gelen monosit-makrofajlar ve T-lenfositler, kan-beyin
bariyerinin gegirgenliginin artmastyla SSS'ye infiltre olur. Bu hiicreler, inflamatuar
yanit1 giiclendirir ve patojenlere karst savunmay1 saglar (Dansokho et al., 2016).
KBB’nin gecirgenliginin artmasi, inflamatuar mediatorlerin SSS'ye girigini

kolaylastirir (Estes & McAllister, 2014).
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2.3.4. Noronal hiicre oliimii

Noroinflamasyonun sonucunda olusan norotoksik ortam, ndronal hiicre
Olimiine yol acar. Bu siire¢, ndrodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinde kritik bir rol
oynar. Noronal hiicre 6liimii, SSS'deki hasarin boyutunu artirarak fonksiyon kaybina

neden olur (Skaper, Facci, Zusso, & Giusti, 2018).

<

Mikroglial
Aktivasyon

-Oksidatif stres 1

-Proinflamatuvar
sitokinler 1

P

Astrosit
Aktivasyonu

Qsidatif stres 1

Kan Beyin Bariyeri
(KBB)

Disfonksiyonu
@ gecirgenligi 1

Sekil 2.4. Noroinflamasyonu etkileyen faktorler (Chung et al., 2010)

2.3.5. Noroinflamasyonun hiicresel ve molekiiler belirtecleri

KBB, SSS’yi periferik dokulardan ayiran, oldukca siki baglantilarla
diizenlenmis, beyin homeostazisinde kritik role sahip 6nemli bir yapidir (Malkiewicz
et al., 2019; Puech et al., 2023). Bu kisitlayici bariyer, dolagim ile SSS arasinda iyon,
molekiil ve hiicre hareketlerinin kontrollii bir sekilde diizenlenmesine olanak saglar
(Daneman & Prat, 2015). SSS’ye yonelik yeni ilag gelistirilmesini sinirlandiran en
onemli faktorlerden biri KBB’nin siki baglantili endotel hiicreleridir (Pardridge,
2007). Kiiclik molekiillii ilaglarin %98’1, biiylik molekiillii ilag¢larin ise tamamina

yakini, KBB’den SSS’ye ge¢emez (Brandl & Reindl, 2023; Pardridge, 2007).
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Inflamasyon, travma, hipoksi, ¢evresel toksinler, diyet bilesenleri, genetik gibi bir¢ok
faktor, KBB biitiinliigliniin bozulmasina yol agabilir (Shlosberg, Benifla, Kaufer, &
Friedman, 2010). Sepsis, akut ve sistemik enfeksiyonlar, menenjit, ensefalit gibi
yiiksek dereceli inflamatuvar hastaliklarin, KBB gecirgenligindeki artis ile baglantilt
oldugu bilinmektedir (Malkiewicz et al., 2019). SSS’nin en 6nemli savunma merkezi
olan KBB’nin yap1 ve gorevinde meydana gelen degisiklikler, lenfosit, notrofil,
makrofaj gibi periferik dokulardaki bagisiklik hiicrelerinin beyne gegisini
kolaylastirir (Xu, Jia, Li, Li, & Luo, 2024). Endojen sinir hiicrelerinin hasar gérmesi,
ekzojen toksin ve enfeksiyoz maddelerin MSS’ye ge¢isi, noroinflamasyon siirecini
baslatir (Xu et al., 2024). Bu siirece beyinde bulunan astrosit ve mikroglia hiicreleri
eslik eder (Y. Liu et al., 2023).

Saglikli yetiskin bir insan beyninde dinlenme halinde bulunan mikroglialar,
kiictlik hiicre gdvdelerinden olusan dallanmis bir yapiyla karakterizedir (Chung et al.,
2010). mikroglialar, ¢esitli uyaranlarin etkisiyle ameboid ve fagositik yapiya
dontiserek aktiflesirler (Chung et al., 2010; Lier, Streit, & Bechmann, 2021).
Patolojik kosullarda aktive olan mikroglia hiicrelerinin, mikrogevredeki
noroinflamatuar sitokinlerin (IL-1b, TNF-a, IL-6), ROS’un ve glutamatin diizeyini
arttirdigl, adaptif immiin yanit1 ve hiicre kemotaksisini tetikledigi, yalnizca hasarli
hiicre artiklarii degil, saglam hiicreleri de fagosite edebilme yetenegi kazandigi
bilinmektedir (Ghavami et al., 2014).

Mikroglianin iki farkli aktif fenotipi vardir: M1 (proinflamatuvar) ve M2
(antiinflamatuvar) fenotipl. LPS/IFN-y gibi tedavilerin M1 aktivasyonunu
indiikledigi, IL-4/IL-13 gibi tedavilerin M2 aktivasyonunu indiikledigi bilinmektedir.
M1 aktivasyonu sonucu TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinler ve
cesitli serbest radikaller saliverilir. Bu proinflamatuvar mediyatorler astrositleri
aktive ederek proinflamatuvar faktorlerin artisina ve dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonuna yol agar (Q. Wang, Liu, & Zhou, 2015).

Mikroglialar gibi astrosit hiicreleri de SSS’nin stabil yapisinin korunmasinda
etkin rol oynar. KBB’nin biitliinliiglinlin korunmasi, sitotoksik inflamasyonun
yayiliminin onlenmesi ve ndroendotelyal gegirgenligin diizenlemesi gibi 6nemli
gorevleri bulunmaktadir (Masrori, Beckers, Gossye, & Van Damme, 2022).
Isimlerini yildiz seklindeki morfolojik yapilarindan almislardir (Brandl & Reindl,
2023).
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Beyin hacminin %?20-50’sini olusturan astrositler, SSS’nin temel glial
hiicrelerinden biridir (Chung et al., 2010). Beyinde en fazla miktarda bulunan hiicre
tiirli olan astrositler, serebral kan damarlarinm1 kaplayan mikrovaskiiler endotelyal
hiicreler ve ndronlarla ¢ift yonlii temas halindedir (Sofroniew & Vinters, 2010).
Astrositler, nitrik oksit ve arasidonik asit gibi vazodilatorleri serbest birakarak kan
akisinin artmasina sebep olurlar. Boylece lokal kan akisini diizenleyerek aktif
noronlar i¢in besin destegi saglarlar (Lawrence, Schardien, Wigdahl, &
Nonnemacher, 2023).

Alzheimer, Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli
rol oynayan ndéroinflamasyon s6z konusu oldugunda astrositler, reaktif tiirevlerine
doniigiirler (Singh, 2022). Reaktif astrositlerin akut MSS hasari, LPS kaynakli
noroinflamasyon ve norodejeneratif hastaliklara patolojik bir tepki olarak ortaya
ciktigt  diisiiniilmektedir (Liddelow et al.,, 2017). Reaktif astrositlerin,
noroinflamasyonun sebep oldugu MSS hasar1 sonras1 ndronlar1 koruma, onarma gibi
temel gorevleri oldugu bilinse de spesifik kosullarda néroinflamasyonu ve hasari
siddetlendirebilecegi bilinmektedir (Catorce & Gevorkian, 2016).

Al ve A2 olarak smiflandirilan iki farkli fenotipe sahip reaktif astrosit
tiirevinin noroinflamasyon ile tetiklendigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda reaktif
Al fenotipinin, akut MSS hasarindan hemen sonra hizla olustugu ve bircok
norodejeneratif hastalikta yiiksek oranda bulundugu gosterilmistir (Diaz-Castro,
Bernstein, Coppola, Sofroniew, & Khakh, 2021). A2 fenotipinin ise MSS onarimini
sagladig1 icin koruyucu rolil iistlendigi diisiiniilmektedir (Liddelow et al., 2017).
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Sekil 2.5. Saglikli ve néoroinflamasyonlu beyinde kimyasal mediatorler ile mikroglia-

astrosit etkilegimi (Singh, 2022)

2.3.6. Patern tanima reseptorleri

Dogustan gelen bagisiklik, organizmayi patojen ajanlara karsi savunmanin
onemli ilk basamagini olusturur (J. Liu, Qian, & Cao, 2016). Patojen ajanlarin sebep
oldugu enfeksiyonlarin organizmada olusturdugu klinik semptomlari, her ne kadar
mikroorganizmadan kaynaklansa da cogunlukla gosterilen bagisik yanit belirler
(Fitzgerald & Kagan, 2020). Bu bagisik yanit, patojenle iliskili molekiiler kaliplar
(Pathogen Associated Moleculer Patterns, PAMP) ya da mikropla iligkili molekiiler
kaliplarin (Microbe Associated Moleculer Patterns, MAMP) taninmasiyla saglanir.
Ayrica savunma hiicreleri, proinflamatuvar sitokin salinimina sebep olan hasar ile
iligkili molekiiler kaliplar1 (Damage Associated Moleculer Patterns, DAMP) da tanir
(V. Kumar, 2020).

PAMP/MAMP ya da DAMP’lar, bagisiklik sistemi hiicrelerinin patern tanima
reseptorleri (PRR'ler) tarafindan tespit edilir. PRR'ler NOD benzeri reseptorler
(NLR'ler), Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), retinoik asitle indiiklenebilir gen-I
(RIG-I) benzeri reseptorler (RLR'ler) ve C tipi lektin reseptorleri (CLR'ler) olmak
tizere dort farkli grupta incelenebilir (V. Kumar, 2020; Riley & Tait, 2020).
Bunlardan en dikkat ¢ekici grup Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) olmustur (Gay &
Gangloff, 2007).
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2.3.6.1. Toll-benzeri reseptor sinyal yolag

TLR reseptorleri ilk defa Drosophila (Drosophila melanogaster)'daki toll
geninin ve proteininin tanimlanmasi ile kesfedilmistir (Sameer & Nissar, 2021).
Gliniimiize kadar TLR ailesinin insanlarda 10 (TLR1-10), kemirgenlerde ise en az 13
tiyesinin (TLR1-13) oldugu bilinmektedir (Thakur et al., 2015). Niikleik asitleri
algilayan TLR'ler (TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9) endozomlarda bulunurken,
digerleri (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6) plazma membraninda yer alirlar
(Heidari, Yazdanpanah, & Rezaei, 2022).

TLR'ler, PAMP/DAMP’1n taninmasi i¢in 16sin bakimindan zengin tekrar
boliimii (LRR), transmembran alanlar1 ve sinyal iletim yollarmin aktivasyonunu
saglayan sitoplazmik toll benzeri-interlokin 1 (IL-1) reseptdr (TIR) boliimii olmak

tizere 3 boliimden olusur (El-Zayat, Sibaii, & Mannaa, 2019).
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Sekil 2.6. TLR lerin yapisi (El-Zayat et al., 2019)
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TLR'ler, PAMP/DAMP dahil olmak iizere ¢esitli uyaranlar1 taniyabilen ve
dogal bagisik yanit1 tetikleyebilen membran proteinleridir (Botos, Segal, & Davies,
2011). TLR'ler, DAMP/PAMP'leri tanidiklarinda, hasar1 diizeltmek ya da patojeni
ortadan kaldirmak i¢in bagisiklik hiicrelerinin aktive olmasiyla sinyalleme kaskadin
tetikler. Boylece hem proinflamatuar sitokin {iretimi ile fagositozun baslamas1 gibi
dogal bagisikligin spesifik olmayan yanitinda hem de B ve T lenfositlerinin aracilik
ettigi patojene Ozel bir yanittan olusan kazanilmis bagisikligin aktivasyonunda rol
oynarlar (Kouli, Horne, & Williams-Gray, 2019).

Cesitli norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesine sebep olan néroinflamasyon,
MSS hasarlarinda TLR'lerin 6nemli bir rol oynadig1 ve diger TLR'lerin yani sira
TLR4'lin néron 6liimii, KBB hasari, 6dem ve iskemik beyin hasarina siklikla katkida
bulundugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Azam et al., 2019). Noroinflamatuvar
reseptor olarak da bilinen TLR4, beyindeki mikroglialar, astrositler, noéronlar
tizerinde eksprese edilir ve eksojen ve endojen ligandlar1 taniyarak

noroinflamasyonda anahtar rol oynar.

Sitoplazma

Sekil 2.7. TLR sinyali (Lim & Staudt, 2013)
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Ligandlarin TLR'ye baglanmasi, spesifik hiicre i¢i sinyal basamaklarini
uyararak konak¢i savunma reaksiyonlarmi baglatir ve bdylece interferon,
proinflamatuar sitokin gibi inflamasyon belirte¢lerinin liretimi artar (Heidari et al.,
2022; Y. Wang, Song, Bai, & Vanhoutte, 2016). Hiicre i¢i sinyal basamagi, TLR ile
etkilesime giren ligandin tipine ve sinyal yoluna baglanan adaptér molekiiliine
baglidir (Sameer & Nissar, 2021).

Bu adaptoér molekiillerinden en bilineni MyD88 (Myeloid differentiation
primary response 88, Miyeloid farklilagsma primer yanit proteini 88)’dir. Bunun
disinda TIRAP (Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein,
Toll/interlokin-1 reseptor bolgesi iceren adaptor protein), TRIF (7IR-domain-
containing adapter-inducing interferon-f§, TIR Dbolgesi iceren interferon-f3
saliverilimini indiikleyen adaptor, TICAM-1), TRAM (TRIF related adaptor
molecule, TRIF iligkili adaptdr molekiil, TICAM-2) gibi adaptor molekiilleri de
bulunmaktadir (Yamamoto & Takeda, 2010). MyD88'e bagimli yol, TLR3 hari¢ tiim
TLR'ler tarafindan kullanilir (El-Zayat et al., 2019). TLR4 ise diger TLR’lerden farkli
olarak hem MyD88 hem de TRIF yoluyla sinyal verebilir (Deguine & Barton, 2014).
MyD88'e bagimli yol boyunca, aktiflestirilmis TLR, MyD88'in TIR alam ile
kompleks olusturur. Ardindan IRAK1, IRAK2 ve IRAK4 dahil olmak {izere serin-
treonin kinaz interlokin-1 reseptorle iligkili kinaz (IRAK) ailesinin {i¢ iiyesi ile
midozom olarak da isimlendirilen kompleks yap1 olusturur (Heidari et al., 2022).

Sinyal kaskadinin 6nemli molekiilleri olan MyD88 ve IRAK-4’iin
kalitsal ~defektlerden kaynaklanan eksiklikleri, erken c¢ocukluk
doneminden itibaren ciddi piyojenik bakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik
gelistirir  (Aluri, Cooper, & Schuettpelz, 2021). IRAK'lar
fosforilasyondan sonra MyD88'den ayrilir ve TRAF-6 (TNF receptor
associated factor-6, TNF-reseptorii ile iliskili faktor-6) ile etkilesime
girer. TRAF-6 daha sonra TAK-1 (TGF-J ile aktiflestirilmis kinaz-1)
ile TAB-2/TAB-3 (TAKI1 baglayic1 proteinler)’iin aktivasyonunu
indiikler ve boylece aktive eder (Zheng, Chen, Chu, Zhu, & Jin, 2019).
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TLR3 ve TLR4’ler ise TRIF'ye bagli sinyal yolagini uyarir. MyD88 bagimsiz
yolak ya da TRIF-TRAM yolagi olarak bilinir. TRIF, TBK1 (serin/treonin-protein
TANK baglayici kinaz 1)1 ve IKKi (IKK ile indiiklenebilir kinazi) daha da aktive
eden TRAF3 (TNF reseptoriiyle iliskili faktor 3)' gorevlendirir (De Nardo, 2015).
IRF3 ve IRF7 (Interferon diizenleyici faktorler 3 ve 7)'nin fosforilasyonunu uyarirlar
ve daha sonra IRF3/7 dimerize olur boylece tip I interferonlarin iiretimini indiiklerler
(Owen, Fults, Patil, Hernandez, & Bohannon, 2020). Ayrica, endozomal TLR4 ile
olusturulan TRAM-TRIF kompleksi, reseptor etkilesimli serin/treonin-protein kinaz
1 (RIP1 ayrica RIPK1 olarak da adlandirilir) yoluyla TRAFG6 ile etkilesime girebilir
ve NF-kB ve AP-1'in aktivasyonuna yol agan bir yolu tetikleyebilir (Skrzypczak-
Wiercioch & Salat, 2022).
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2.4. Lipopolisakkaritin Yapisi, Ozellikleri, Kullanim

Gram-negatif bakterilerin dig zarmin énemli bir bileseni olan ve endotoksin
olarak da bilinen lipopolisakkarit (LPS), inflamatuvar yanitta rol oynarlar. LPS, dis
zarin asimetrik fosfolipid ¢ift katmaninda bakteriyel hiicreye yapisal biitiinliik ve
gecirgenlik bariyeri saglayan, 1s1ya dayanikli bir glikolipiddir (Bertani & Ruiz, 2018).
LPS molekiilii, O-antijen olarak da adlandirilan O-polisakkarit, oligosakkarit
cekirdek ve lipit A’dan olusur. Hidrofobik lipit A, LPS'nin en immiinojenik kismudir,
bakteriyel dis membrana gomiiliidir ve onu LPS molekiiliiniin geri kalaniyla
birlestirir (Knirel et al., 2021). Lipid A, LPS'nin en kararli bileseni olup O-
oligosakkarit ve ¢ekirdek kisimlari ise ayn1 bakteri suslar1 arasinda bile 6nemli 6l¢iide

farklilik gosterebilmektedir (Skrzypczak-Wiercioch & Salat, 2022).
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Sekil 2.8. Lipopolisakkarit genel yapist (Skrzypczak-Wiercioch & Salat, 2022)

LPS'nin en immiinojenik formunun heksa-agillenmis lipit A'nin oldugu
bilinmektedir ve bu durum patojenik/patojenik olmayan bakteriler arasinda immiin
ayrimin yapilmasi i¢in temel olusturmaktadir. Escherichia coli ve Salmonella

enterica gibi giiclii patojenlerde bulunur (Garcia-Vello et al., 2022).
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LPS'nin lipit A olarak bilinen kismi, LPS baglayici protein (LBP), CD14 ve
Toll benzeri reseptér 4 (TLR4) dahil olmak iizere, dogustan gelen bagisikligin
hiicreleri tarafindan taninir (Norris, Somprasong, Schweizer, & Tuanyok, 2018).
Fagositoza, bakteriyel lizise ve adaptif bagisiklik aktivasyonu gibi inflamatuar
stiregleri hizli bir sekilde aktive eder (Barrio, Saez de Guinoa, & Carrasco, 2013).

LPS kaynakli inflamasyon ile ndéroinflamasyon arasindaki baglantiyr TLR4
sinyal yolagiyla anlamak miimkiindiir (Skrzypczak-Wiercioch & Salat, 2022).
LPS'min uygulanmasi TLR4'lin aracilik ettigi inflamatuar yanita, mikroglial
reaktivasyona ve noroinflamasyona neden olur bdylece ndrodejenerasyon, sinaptik

kayip, ndronal hiicre 6liimii gerceklesir (Yang et al., 2020).

2.4.1 LPSile indiiklenen hastalik modeli

Son yillarda yapilan ¢alismalar, oldukca yaygin bir sekilde goriilen depresif
bozukluklarin patofizyolojisinde inflamasyonun onemli bir faktdr olabilecegi
gosterilmistir. Antidepresan kullanan veya depresyon nedeniyle hastaneye yatirilan
bireylerin yaklasik %30'unda, C-reaktif protein (CRP) ve sistemik proinflamatuar
sitokin diizeylerinde artis goriilmiistiir (Dowlati et al., 2010). Bu durum depresif
bozukluklarin inflamasyonla yakindan ilgisi olabilecegini ve tedavide sadece
antidepresan kullanimin yeterli olmayacagini bizlere gostermektedir.

Anksiyete ve depresyon ile inflamasyon iliskisi, potansiyel bir tedavi stratejisi
olarak inflamasyonun blokaj1 {izerine arastirmalar tesvik etmistir (Felger, 2018). Bu
nedenle, duygu durum bozukluklarina yonelik tedavi denemelerinde
antinflamatuvarlarin  etkisini incelemek iizere inflamatuvar belirte¢lerinden
yararlanilmistir (Miller, Haroon, & Felger, 2017). Major depresif hastalarda sitokin
konsantrasyonunu oOlgen bir meta-analiz ¢alismasinda, major depresif hastasi
bireylerde, kontrol grubu bireylere kiyasla proinflamatuar sitokinlerden TNF-alfa ve
IL-6'nin 6nemli Ol¢iide daha yiiksek konsantrasyonda olduklar1 rapor edilmistir
(Dowlati et al., 2010).

Anksiyete ile iligkili duygu durum bozukluklarinda artan inflamasyonun
sonuglarmin arastirilmasi i¢in korku, anksiyete ve tehdit algilamayla ilgili beyin
bolgeleri (amigdala, insula, medial prefrontal korteks ve anterior singulat korteks)
tizerindeki inflamatuvar sitokinlerin etkileri incelenmistir (R. Dantzer, J. C.

O'Connor, G. G. Freund, R. W. Johnson, & K. W. Kelley, 2008).

20



Bu durum davranigsal semptomlarin da goézlemlendigi inflamatuar sitokin
veya sitokin indiikleyicileri uygulamalarini 6n plana ¢ikarmistir (Felger, 2018) (R.
Dantzer et al., 2008).

Farmakolojik deneyler, IL-1p veya TNF-a’nin doza ve zamana bagl olarak
fare ve ratlara uygulanmasmin davraniglara olan etkileri incelendiginde, ev
kafeslerinin bir kdsesinde kambur bir durusla kaldiklari, uyarilmadiklari siirece
fiziksel ve sosyal ¢evrelerine ¢ok az ilgi gosterdikleri veya hig ilgi gostermedikleri
gozlemlenmistir. Spesifik olarak motor aktivitede azalma, sosyal geri ¢ekilme,
yiyecek ve su aliminda azalma, yavas dalga uykusunda artis ve 6grenme-hafiza gibi

biligsel faaliyetlerde degisiklik gosterirler (R. Dantzer et al., 2008).
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Sekil 2.9. Inflamasyonun 6grenme/hafiza iliskisi (R. Dantzer et al., 2008)

LPS’nin  intraperitoneal  yoldan  uygulanmasi, ndroinflamasyonu
olusturmanin en basit yontemlerinden biridir (Skrzypczak-Wiercioch & Salat,
2022). LPS ile indiiklenen ndéroinflamasyon modellerinden elde edilen bilgiler
dogrultusunda; yiiksek LPS konsantrasyonlarinin KBB'yi bozarak dolasimdan beyne
inflamatuar hiicrelerle beraber daha fazla miktarda LPS’nin ge¢mesine sebep olmasi
ve bu durumun néroinflamasyonu daha da siddetlendirebilecegi diisiiniilmektedir
(Banks et al., 2015; Peng, Luo, He, Zhang, & Li, 2021). Noroinflamasyon,
norodejeneratif hastaliklarin patogenezi ve ilerlemesinde 6nemli bir bilesendir ve
hem hastalarda hem de deney hayvan modellerinde néron kaybi, sinaptik islev
bozukluklari, motor becerilerde gerileme ile 6grenme-hafiza bozukluklar gibi klasik

semptomlar siklikla gozlemlenir (Kalyan et al., 2022).
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2.5.  Antiinflamatuvar Terapotikler

MO 500 civarinda Hipokrat, sdgiit kabugu ve yapraklarmm agr1 ve atesi
tyilestirmedeki potansiyelini kesfetmistir (Tsutsumi et al., 2004). 1830'larda sogiit
kabugundan salisilatin izole edilmesinin ardindan 1897'de Bayer firmasindan Felix
Hoffman'm aspirini (asetil salisilat) kesfetmesinden giiniimiize kadar NSAIl'ler
(steroidal olmayan antiinflamatuar ilaglar) diinya ¢apinda en popliler recetesiz satilan
ilaglar arasindadir ve tiim receteli ilaglarin %5'ini olusturmaktadir (Montinari,
Minelli, & De Caterina, 2019; Tsutsumi et al., 2004). Aspirin, siklooksijenaz (COX)
enzimleri olan COX-1 ve COX-2"yi inhibe ederek prostaglandin ve tromboksanlarin
sentezini engeller (Dinarello, 2010). NSAIl'lerin zamanla yap1 ve mekanizmalarmin
anlasilmasiyla yeni ilaglar kesfedilmistir (Bindu, Mazumder, & Bandyopadhyay,
2020). Analjezik, antipiretik ve antinflamatuar aktiviteleri sebebiyle osteoartrit,
romatizmal bozukluklar, agri, ates ve inflamasyonun tedavisinde yaygin olarak

kullanilirlar (Cooper et al., 2019).
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Sekil 2.10. NSAID Yarar-Zarar Iliskisi (Bindu et al., 2020)

NSAIil'lerin antiinflamatuar, antipiretik ve analjezik etkinliklerin yani sira,
kanser, miyokard infarktiisii de dahil olmak iizere cesitli kritik hastaliklara karsi
koruma sagladig1 da bilinmektedir. Bununla beraber, ¢ok sayida plasebo kontrollii
arastirma ve meta-analiz calismalarindan elde edilen veriler, NSAil'lerin
gastrointestinal, kardiyovaskiiler, hepatik, renal, serebral ve pulmoner

komplikasyonlardaki olumsuz etkilerini géstermektedir (Bindu et al., 2020).
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Inflamasyonu azaltmak igin yiiksek terapdtik etkiye sahip ilaglar
gelistirilmesine ragmen, bunlarin yikici yan etki ve yliksek maliyet profilleri tedavi
etkinliklerini smirlamaktadir (Megha et al., 2021). Dolayisiyla, antiinflamatuvar
tedavilerde yeni ve etkili bilesiklerin kesfi, mevcut tedavi se¢eneklerinin sinirlamalari
ve yan etkileri nedeniyle bilyilk 6nem tasimaktadir. Ozellikle dogal kaynakli
biyoaktif bilesikler, diisiik yan etki profilleri ve genis terapdtik uygulamalar
nedeniyle arastirma alaninda dikkat ¢gekmektedir.

Bitkilerden elde edilen ikincil metabolitler, inflamasyonun ilerlemesini
onlemek ve olusan hasar1 ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilen alternatif tedavi
yontemlerinin basinda gelir (Megha et al., 2021; Ziegler & Facchini, 2008). Cesitli
farmakolojik aktivitelere sahip bir alkaloit olan Cryptolepis sanguinolenta'dan
tiiretilen kriptolepinin, LPS'nin indiikledigi mikroglia hiicrelerinde IL-183, TNF-a, IL-
6, PGE2 ekspresyonunu 6nemli diizeyde inhibe ettigi goriilmiistiir (Olajide, Bhatia,
de Oliveira, Wright, & Fiebich, 2013). Fenolik asit ve flavonoidlerin yiiksek polifenol
seviyeleri dolayisiyla antiinflamatuvar, antioksidan, immiinomodiilatér aktiviteye
sahip olduklar1 bilinmektedir. MAPK inhibisyonu, NF-kB ve AP-1'in baskilanmasi,
polifenollerin antiinflamatuvar aktivitelerini agiklayan molekiiler mekanizmalaridir
(Orsolic & Jazvinscak Jembrek, 2022). Rutin, kuersetin, kaempferol gibi énemli
antiinflamatuvar aktiviteler gdsteren flavonoid sinifinda yer alan ramnetin ile yapilan
bir ¢alismada, LPS kaynakli TNF-alfa ve nitrik oksit salinimini azalttig1 goriilmiistiir
(Lutz, Carter, Fields, Barron, & Littleton, 2015). Giiglii antioksidan ve
antiinflamatuvar ozelliklere sahip ¢ok yonlii bir terapdtik ajan olan kuersetinin,
inflamatuvar sitokin ve enzimlerin inhibisyonu yoluyla kanitlanmis antiinflamatuvar
Ozellikleri, astim, inflamatuvar bagirsak hastaligi ve artritin tedavisinde yer

alabilecegini kanitlar niteliktedir (Aghababaei & Hadidi, 2023).

2.5.1. Protokatesik asit

Polifenoller, bitkisel {iriinlerde bol miktarda bulunan insan saglig1 lizerinde
faydali etkilere sahip dogal bilesiklerdir (Zhang et al., 2021). Polifenoller fenolik asit,

flavonoit, lignan ve stilbenler olarak siniflandirilabilirler (Kakkar & Bais, 2014) .
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Fenolik asitler antinflamatuar, antikanser, antialerjik, antimikrobiyal, antiviral,
antitrombotik, hepatoprotektif gibi birden ¢ok farmakolojik ve biyolojik 6zelliklere
sahip giiclii ve dogal antioksidanlar olarak bilinmektedirler (N. Kumar & Goel,
2019). Fenolik asitler; ferulik asit, kafeik asit, p-kumarik asit gibi cesitlere sahip
hidroksisinamik asitler ile vanilik asit, gallik asit, p-hidroksibenzoik asit, protokatesik
asit (PCA) gibi o6rnekleri bulunan hidroksibenzoik asitler olmak tizere iki farkl
grupta siniflandirilabilirler (Shahidi & Yeo, 2018). Bir fenolik asit tiirevi olan PCA
(3,4-dihidroksibenzoik asit, Sekil 1), polifenoller yoniinden zengin sebze ve
meyvelerin tiikketimiyle dogru orantili olarak sagligi olumlu yonde etkiledigi
dolayisiyla 6nemi her gegen giin artan ve bilimsel arastirmalara konu olan degerli bir
bilesiktir (Masella et al., 2012). PCA, yi1ldiz anason (///icium verum), melisa (Melissa
officinalis L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ve tar¢in (Cinnamomum
aromaticum) gibi bir¢ok t1bbi bitkinin igeriginde ve kepek, tahil, sogan gibi besinlerle
beraber erik, iizim, findik gibi bir¢ok meyvede de yaygin olarak yer almaktadir

(Khan et al., 2015).

Sekil 2.11. Protokatesik asitin kimyasal yapist (Khan et al., 2015)

2.5.1.1. Protokatesik asitin farmakolojik etkileri

Protokatesik asitle ilgili yapilan ve sayist her gecen giin artan bilimsel
arastirmalar, bu bilesigin farkli molekiiler hedefler iizerine etki ederek cesitli
biyolojik aktiviteler gosterebilecegini kanitlamaktadir (Masella et al., 2012). Bu
biyoaktif bilesik (PCA), antibakteriyel, antioksidan, antiiilser, antikanser,
antidiyabetik, yaslanma karsiti, antifibrotik, analjezik, antiviral, antinflamatuar,
antiaterosklerotik, kardiyak, hepatoprotektif, noroprotektif, nefroprotektif gibi
farmakolojik aktivitelere sahiptir (Kakkar & Bais, 2014; Khan et al., 2015).
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Protokatesik asidin serbest radikallerin olusumunu inhibe etmesi, antioksidan
aktivitesiyle iliskili olabilecegini gostermektedir. in vitro kimyasal karsinojenezi
inhibe etmesi ile farkli dokularda proapoptotik ve antiproliferatif etkiler gdstermesi,
PCA’nin kanser profilaksisinde potansiyel bir biyoaktif bilesik olarak faydal
olabilecegini One slirmektedir (Kakkar & Bais, 2014). Alzheimer, Parkinson gibi
ilerleyici norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynayan mitokondriyal
disfonksiyon, ndroinflamasyon ve oksidatif hasar risklerini azaltmak ya da 6nlemek
amaciyla protokatesik asit, noroprotektif Ozellikleri dolayisiyla bu hastaliklarin
tedavisinde umut vaad etmektedir (Zhang et al., 2021). Benzer sekilde, siklofosfamid
ile indiiklenen konflizyon ve biligsel bozukluklar iizerinde iyilesme saglayarak
noronlar meydana gelen dejenerasyon ilizerinde yararli etkiler gosterebilecegi
gozlemlenmistir (A. Salama, Elgohary, Amin, & Elwahab, 2022). Dolayisiyla,
PCA’nin antioksidan, antinflamatuar, ndroprotektif ve immunomodiilator etki gibi

cok yonlii biyolojik aktivitelere sahip oldugunu séylemek miimkiindiir.

2.5.1.2. Protokatesik asitin antinflamatuvar etkisi

Sentetik ilaglarin bilinmeyen bazi yan etkilere sahip olmasi, yeni ve glivenilir
antinflamatuar ajanlara olan ihtiyac1 destekler niteliktedir. Fenolik bilesikleri igeren
cesitli fitokimyasallar ile yapilan in vivo ve in vitro calismalar, bu bilesiklerin
antinflamatuar aktivite gosterdiklerini ortaya koymustur. Son yillarda yapilan
bilimsel g¢alismalardan elde edilen veriler, polifenollerin sinyal transdiiksiyon
yolaklar1 iizerinde diizenleyici olarak yararli etkilere sahip olabileceklerini
gostermektedir (Masella et al., 2012). Polifenoller, esas olarak niikleer faktor-kappa
B (NF-«B) ve mitojenle etkilesen protein kinaz (MAPK) araciligiyla antinflamatuar
aktivitelerini gdsterirler. Bunlarin yan sira lipoksijenaz, siklooksijenaz, nitrik oksit
sentaz ve dnemli sitokinler gibi proinflamatuar gen ekspresyonunun modiilasyonu,
antinflamatuar etki gostermelerine katki saglar (Santangelo et al., 2007).

PCA’nin antinflamatuar etkisini test edebilmek i¢in ¢esitli deneysel hayvan
modelleri gelistirilmistir. Yapilan bir caligmada, Protokatesik asit ile 6n tedavinin,
karregenan ile olusturulan penge 6demi hacmini azaltmasinin yani sira tiimdr nekroz
faktor-o (TNF-a), interlokin-1p (IL-1p), interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuar
sitokinlerin ve aracilarinin seviyelerini diisirmede faydali oldugu goriilmistiir

(Albarakati, 2022).
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Yine karragenan ile indiiklenen bagka bir fare inflamasyon modeliyle, aktif
metabolitleri siyanidin ve PCA olan siyah pirincin (Oryza sativa L.,) antinflamatuar
etkisi, LPS ile indiiklenen hiicre kiiltiirii caligmalarinda incelenmistir. Siyah pirincin
ana bileseni siyanidin-3-O-B-D-glikozit ve metabolitleri olan siyanidin ile PCA’nin
TNF-a, IL-1p gibi proinflamatuar sitokinleri; nitrik oksit (NO), prostaglandin E2
(PGE2) gibi inflamatuar mediyatorleriyle beraber nitrik oksit sentaz (NOS) ve
siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin gen ekspresyonlarini baskiladigi goézlemlenmistir
(Min, Ryu, & Kim, 2010). Romatoid artrit hastalarinda, PCA ile 6n tedavinin
fibroblast benzeri sinoviyositlerdeki TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyelerinde belirgin bir
sekilde diistise sebep oldugu gosterilmistir. Ayrica inflamasyonda énemli bir sinyal
yolagi olan niikleer faktor-kappa B (NF-«xB) tizerindeki inhibe edici etkisi, PCA’nin
antinflamatuar etkisini giiclendirmektedir (Wu et al., 2020). Benzer sekilde, LPS ile
indiiklenen septik akciger hasar1 lizerinde PCA 6n tedavisinin, LPS’nin sebep oldugu
akut akciger hasarin1 énemli boyutta azalttigi, proinflamatuar sitokinler, niikleer
faktor-kappa B (NF-xB p65) gibi inflamasyon belirteclerinin seviyelerini azalttigi
gosterilmistir (Alsharif et al., 2021). Yapilan baska bir calismada, PCA ile S-metil
sistein (SMC) kombinasyonunun, etil alkol tiiketimiyle beraber salinimlar1 artan IL-
6, IL-1B, TNF-a, PGE2 seviyelerini diisiirdiigii gériilmiistiir. Yine etil alkol tiiketimi
ile gelisen inflamasyonun gostergeleri olan siklooksijenaz-2 (COX-2) ve
miyeloperoksidaz (MPO) diizeylerinin bu kombinasyonla azaldigini sdylemek
miimkiindiir. PCA ve SMC kombinasyon tedavisinin, tek basina PCA veya SMC
tedavisine gore bahsi gecen inflamasyon belirteclerini baskilama hususunda daha

etkili oldugu deney sonuclarinda gézlemlenmistir (Lin, Yang, Chen, & Yin, 2021).

2.5.1.3. Protokatesik asitin anksiyolitik etkisi

Depresyon ve anksiyete cogunlukla bir arada goriiliirler ve tibbi
rahatsizliklarin basinda gelirler. Eslik ettikleri bir¢ok tibbi rahatsizligin seyrini ve
tedavi yanitin1 olumsuz yonde etkilerler (Karamustafalioglu ve Yumrukgal, 2011).
Ornegin; solunum yolunun kronik bir rahatsizlig1 olan astima eslik eden depresyon
ve anksiyetenin, astim kontroliinii kotii yonde etkiledigi goriilmiistiir (Cooley vd.,

2022).
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Astimda 6nemli rol oynayan proinflamatuvar sitokin seviyelerinin anksiyeteli
bireylerde daha fazla yiikseldigi yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (Jiang vd., 2014;
Cooley vd., 2022).

Depresif bozukluklarin patogenezinde oksidatif stresin rol almasi ve PCA’nin
antioksidan, noroprotektif etkilere sahip olmasi, deneysel ¢alismalar i¢in umut vaad
etmektedir. Yapilan bir ¢aligmada PCA’nin hipokampiis ve serebral kortekste
oksidatif hasar1 baskilayarak antioksidan savunma sistemini diizenlemesinin,
antidepresan benzeri aktivite gostermesiyle yakindan iligkili olabilecegini
gostermektedir (Thakare vd., 2017).

Depresyon, anksiyete ve kaygi bozuklugu ile karakterize ciddi bir psikiyatrik
rahatsizlik olan travma sonrasi stres bozukluguna, hipotalamik-hipofiz-adrenal
eksenin diizensizligi, monoamin dengesizligi gibi faktorlerin sebep oldugu
bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada, uzun siireli strese maruz birakilan erkek ratlara
14 giin boyunca giinde bir kez 100-200 mg/kg PCA uygulanmis ve sonug¢ olarak
PCA’nin travma sonrasi stres bozukluguna aracilik eden kaygi, anksiyete ve
depresyon gibi duygu durum bozukluklarin1 6nemli 6lgiide azalttigi goriilmiistiir.
Bununla birlikte PCA’nin, ratlarda depresif bozukluklarin gostergesi olan donma
davranigin1 iyilestirdigi  gozlemlenmistir. Ayrica PCA’nin  antidepresan ve
anksiyolitik etkilerini, monoaminlerin ve serotonerjik sinir sisteminin modiilasyonu
yoluyla gosterdigi diisiinilmiistiir. Tiim sonuglar PCA’nin travma sonrasi stres
bozuklugunu 6nlemede faydali bir molekiil olabilecegini gostermektedir (Sur vd.,

2022).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar
Protokatesik Asit (Sigma, St. Louis, MO, USA), LPS (serotip 055: BS),
Coziict (Salin), Ketamin/Ksilazin (Sigma, St. Louis, MO, USA).

3.2. Kullanmilan Cihazlar
Light-dark cihazi, Hole board cihazi, Activity cage cihazi (Ugo Basile 47420),
Hassas Terazi (Ohaus, E12140, isvicre).

3.3. Deney Hayvanlan

Deneyde, yetiskin erkek BALB/c fareler (30-35 g) kullanildi. Hayvanlar,
Anadolu Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Birimi’nden elde
edildi ve deneyden once kontrollii ortam (Sicaklik-22 + 1-C ve 12 saat
aydinlik/karanlik dongiileri) altinda iki hafta boyunca barindirilarak ortama aligtirildi
ve deney boyunca ayni1 kosullar siirdiiriildii. Standart laboratuvar hayvan yemi ve su,
serbest olarak saglandi. Tiim deneylerde, hayvanlar rastgele gruplandirildi, protokole
uygun olarak 10.00 ile 17.00 saatleri arasinda gergeklestirildi. Deney protokolii i¢in
Eskisehir Anadolu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik kurul
onay1 alindi (Karar No: 2022-30).

3.4. Deney Gruplarimn Olusturulmasi ve fla¢c Uygulamalar

Inflamasyon modeli i¢in farelere LPS enjeksiyonundan 7 giin énce ¢oziicii
(salin), protokatesik asit (75mg/kg, i.p.) uygulandi. 7. giinde, ila¢ uygulamalarmdan
30 dakika sonra, LPS grubundaki farelere, E. coli'den izole edilen endotoksin (LPS;
serotip 055: BS), steril % 0,9 NaCl icinde ¢oziilerek 0,83 mg/kg (i.p.) dozunda
uygulandi (Jiang ve ark., 2017).
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Enjeksiyonlar tamamlandiktan 1 saat sonra aydinlik-karanlik, acik alan
(open-field), kuyruk siispansiyon ve lokomotor aktivite testleri gerceklestirildi.
Davranig deneyleri tamamlandiktan sonra ketamin/ksilazin anestezisi (90-100 mg
ketamin ve 10 mg ksilazin/kg; i.p.) altinda fareler sakrifiye edildi ve beyin dokulari

izole edildi.

Gruplar:

1. Kontrol (Coziicti) (n: 10)

2. LPS (n: 10)

3. PCA (75 mg/kg) (n: 10)

4. LPS + 75 mg/kg PCA (n: 10)

3.5. Deneysel Yontemler

3.5.1. Kuyruk siispansiyon testi

Kuyruk silispansiyon testi, potansiyel antidepresan ilaclarin taranmasinda ve
depresyonla ilgili davranislar1 etkilemesi beklenen diger manipiilasyonlarin
degerlendirilmesinde yararli olan bir fare davranis testidir. Fareler, kagamayacaklari
veya yakindaki ylizeylere tutunamayacaklari bir konumda bantla kuyruklarindan
asildi. Hem akustik hem de gorsel olarak izole edilmis fareler, kuyruklarinin ucundan
yaklasik 1 cm uzaga yerlestirilen yapiskan bant ile zeminden 50 cm yukariya asildi.
Hareketsizlik siiresi 6 dakikalik bir siire boyunca kaydedildi. Tamamen hareketsiz bir

sekilde kaldiklar1 davranislar 6l¢iildii (Brod ve ark., 2016).
3.5.2 Acik alan (Open field) testi

Agik alan testi, kemirgenlerdeki kesif ve lokomotor aktivitesinin kalitatif ve
kantitatif bir 6l¢limiinii saglamak i¢in kullanilir (Valvassori ve ark., 2017). Antrasit
pleksiglastan yapilmis (44x44x30cm) bir cihazdir. Test sirasinda hayvan merkez
bolgeye birakilarak, agik alanda 5 dakika siiresince gozlemlendi ve kamera ile

kaydedildi. Bu siire i¢erisinde hayvanin cesitli hareketleri sayisi ile tespit edildi.
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Aparatin orta dort karesinde bulunan tiim 6n ayaklar tarafindan tanimlanan
acik alan merkezi bolgesinde gecirilen siire, horizontal diizlemdeki davraniglarin
gecilen karelerin sayist (yani, yatay aktivite), vertikal diizlemdeki davraniglarinin
say1st (yani, arka bacaklarda dengeleme yaparken her iki 6n ayagin zeminden yukari
kaldirilmasi olarak tanimlanan dikey aktivite) ve kasinma ve temizlenme sayisi tespit
edildi (Papageorgoulis ve ark., 2020). Calisma siiresince her bir hayvandan sonra,
diizenekteki idrar ve digki kalintilar1 %70’lik etanol ile temizlendi. Ayrica test
uygulanirken hayvanin kesif ve anksiyeteyi isaret eden davranislart gozleme
esnasinda herhangi bir parametrenin gézden kagabilme ihtimaline karsin deneyler

manuel dl¢iimler ile es zamanl olarak kamera ile de kayit altina alindi.

3.5.3. Aydinhk-karanhk (Light—dark box) testi

Test diizenegi, aydinlik ve karanlik boélgeler olmak iizere iki kompartmandan
olusmaktadir. Burada giivenilir bolge karanlik boliim, sakinilan bolge ise
aydinlatilmis bolimdiir. Fareler ayr1 ayr1 kapiya bakan karanlik bolmenin ortasina
yerlestirildi ve aktivite 5 dakika siireyle kaydedildi. Aydinlik bélmeye ilk ge¢is
zamani (yani, siganin karanlik bdlmeye ilk olarak yerlestirilmesinden tamamen
aydinlik bélmesine gecmesine kadar gegen siire), aydinlik bélmede kalma zaman ile
aydinlik ve karanlik bélmelere toplam geg¢is sayilar1 gézlemlendi (Rodriguez-Landa
ve ark., 2019; Mi ve ark. 2005). Diizenekteki idrar ve digki kalintilart %70°1ik etanol
ile temizlendi.

Ayrica test uygulanirken hayvanin kesif ve anksiyeteyi isaret eden
davraniglart gbzleme esnasinda herhangi bir parametrenin gozden kacabilme
ihtimaline karsin deneyler manuel dl¢limler ile es zamanli olarak kamera ile de kayit

altina alind1.

3.5.4 Lokomotor aktivite testi

Spontan lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in, pleksiglas, kafes seklinde
olan aktivite kafesi (Ugo Basile 47420) cihazi kullanildi. Cihazin karsilikli iki dikey
kenarinda bulunan parcalar kizil 6tesi (Infrared, IR) 1sinlart tiretmekte ve hayvan
yatay ve dikey yonlerdeki hareketleri bu 1sinlart kesintiye ugratmakta ve bu sekilde
fotosel yardimiyla kaydedilmektedir.

30



Cihazin elektronik diizene8i Olgiilen veriyi Onceden belirlenmis olan
araliklarla kaydetmekte ve yazdirmaktadir. ilaglarin injeksiyonundan 35 dk. sonra
aktivite kafesine alind1 ve 10 dk. siiresince hayvanlarin lokomotor aktiviteleri
olctildii.

3.5.5. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time qPCR)

analizleri

3.5.5.1. RNA izolasyonu

LPS’nin ve tedavi gruplarinin, mRNA ekspresyon degisiklikleri lizerindeki
etkisini belirlemek i¢in beyin dokusu 6rnekleri, RT-qPCR kullanilarak analiz edildi.
(Heisler ve O'Connor, 2015). Bu amagcla, beyin 6rneklerinden 6ncelikle total RNA
elde edildi. Total RNA, satin alinan RNA izolasyon kitinin protokolii takip edilerek
spin kolon ydntemi ile izole edildi. Orneklerdeki RNA miktari, BioTek Synergy (HI,
BioTek ELx50) ile olgiildii (ng/ul) ve OD 260/280 orani 1,7-2,0 araliginda olan
orneklerin saflig1 yliksek kabul edilip cDNA (komplementer DNA) sentezinde
kullanildi.
3.5.5.2 ¢DNA (Komplementer Zincir) sentezi

Kalip RNA’dan cDNA sentezi, bir ters transkripsiyon (reverse transcription)
kiti kullanilarak gerceklestirildi. islem, kit iireticisi firmamn kullanim kilavuzunda
gosterdigi basamaklar takip edilerek uygulandi. Hazirlanan 6rnekler ‘‘Thermal cycler
(Applied biosystems SimpliAmp)’’ cihazinda, iretici firma tarafindan farkli bir
protokol belirtilmedigi siirece 42°C’de 15 dakika ve 95°C’da 3 dakika inkiibe edildi
ve cDNA sentezi tamamlandi. Sentezlenen ¢cDNA’lar bir sonraki asamaya kadar -

80°C’de muhafaza edildi.

3.5.6. Beyin dokusunda TLR-4 ve NF-kB’nin mRNA ekspresyonlarinin
belirlenmesi

Beyin dokusunda TLR-4 ve NF-kB’nin mRNA diizeyinde ekspresyon
seviyeleri Light Cycler 96 Probes Master qPCR Sistemi (Roche Applied Science)
kullanilarak degerlendirildi. Boya olarak, ¢ift iplikli DNA’ya baglanabilen SYBR
Green kullanildu.
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Reaksiyon final konsantrasyonu, iiretici firmanin belirttigi protokole uygun
olarak hazirland1 ve reaksiyon, steril 8’li PCR stripleri i¢inde gergeklestirildi.
Reaksiyonun sicaklik profile {iretici firma tarafindan farkli bir protokol belirtilmedigi
stirece +95°C 15 dakika, takiben 40 siklus 95°C 15 saniye, 60°C 20 saniye, 72°C 20
saniye olacak sekilde ¢alisildi. Daha sonra 60°C’den 95°C’ye 0.5°C artisla kademeli
olarak 1sitma islemi gergeklestirildi ve sicakliktaki her 0.5°C artista optik Slgiimler
yapilarak erime egrisi (melting curve) analizi ile erime egrisi grafigi olusturuldu.
qPCR’da optik analiz sonucu elde edilen veriler (Ct) olarak kaydedildi ve hedef
proteinlerin ekspresyon seviyeleri house keeping gen olarak belirlenen B-actin

(ACTB) ile normalize edildi.

Gen ekspresyonu,

AACt = (Cthedef gen — Ctoetaactin)tedavigrubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)kontrolgrubu

Formiilii kullanilarak 2-AACT metodu ile mRNA ekspresyon diizeyi misli
olarak azalma ya da artis seklinde hesaplandi (Pfaffl, 2001). Calismada kullanilan
RT-gqPCR miks igerigi Tablo 1°de, primer dizileri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. RT-qPCR miks igerigi

Bilesenler Hacim
2X Master Mix 10 pl
Ozgiil Primer (Forward) 0,8 ul
Ozgiil Primer (Reverse) 0,8 ul
cDNA 1wl
Niikleaz free su 7,4 ul
Toplam 20 ul
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Tablo 2. RT-gRT-PCR analizlerinde kullanilan primer dizileri

Gen Primer Dizisi

TLR4 F:

ATGGCATGGCTTACACCACC
R:

GAGGCCAATTTTGTCTCCACA

NF«B F:

GCCAGACACAGATGATCGCC
R:

GTTTCGGGTAGGCACAGCAA

B-actin F:

GTGCTATGTTGCTCTAGACTTCG
R:

ATGCCACAGGATTCCATACC

3.5.7. Beyin dokusunda TNF-a, IL-1f ve IL-6 seviyelerinin enzime bagh
immiinosorbent testi (ELISA) ile belirlenmesi
TNF-a, IL-1B ve IL-6 seviyeleri ELISA kitleri kullanilarak, iiretici firmanin
talimatlarina gore hesaplandi. Kisaca, protein standartlar1 ve numuneler tespit
edilecek sitokine 6zgii antikorla kapli 96 kuyucuklu ELISA plakalarina eklendi. Daha
sonra biyotinlenmis tespit antikoru ve avidin-yaban turpu peroksidaz (HRP)-konjuge
kompleksi ilave edilerek inkiibasyona birakildi. Serbest bilesenler yikand1 ve substrat
¢ozeltisi ile yeniden inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra reaksiyon durdurma
solisyonu ile durduruldu ve her kuyucugun optik yogunlugu mikroplaka okuyucu

kullanilarak 450 nm'de okundu ve sonuglar pg/mg protein olarak ifade edildi.

3.6. Veri Analizi

Istatiksel analizler GraphpadPrism 8.0 yazilimi kullamlarak yapildi ve
sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Normal dagilima uyan degerlerin
analizinde tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey ¢oklu karsilastirma post-hoc testi
kullanildi. Kolmogorov-Smirnov testinde normal dagilima uymayan degerlerin
analizinde ise Kruskal-Wallis ve ardindan Dunn’s ¢oklu karsilastirma post-hoc testi

kullanildi. p degerinin < 0.05 oldugu degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR ve YORUM

4.1. Davrams Deneyleri

4.1.1. Aydinlik karanhk kutusu

Calisma gruplarina ait farelerin aydinlik-karanlik alan testi sonuglar1 Sekil
4.1‘de gosterilmistir. Kruskal-Wallis testi kullanilarak yapilan analizler, Kontrol,
PCA, COZ+LPS ve PCA+LPS gruplarinda yer alan fareler i¢in aydinlik alanda
gecirilen toplam siire karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik olmadigin1 gosterdi.
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Sekil 4.1. PCA uygulamasinin aydinlik-karanlk kutusu testinde aydinlik alanda
gecgen stire (sn) tizerine etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak

gosterilmistir. *p<0.05, LPS: Lipopolisakkarit, PCA: Protokatesik asit.

4.1.2. Kafa daldirma testi

Calisma gruplarina ait farelerin kafa daldirma testi sonuglar1 Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Kruskal-Wallis testi kullanilarak yapilan analizler, Kontrol, PCA,
COZ+LPS ve PCA+LPS gruplarinda yer alan fareler icin kafa daldirma sayilari
karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu
gosterdi. Post hoc analizler, LPS uygulamasi ile farelerin kafa daldirma sayisinin
kontrol (p<0.01) ve PCA (p<0.0001) gruplarina kiyasla anlamli olarak azaldigini
gosterdi. PCA uygulamasiyla birlikte kafa daldirma sayisinda artis goriilmesine

ragmen bu artigin anlamli olmadigi belirlendi (p>0.05).
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Sekil 4.2. PCA uygulamasinin kafa daldirma testinde kafa daldirma sayisi iizerine
etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir. *p<0.05, LPS:
Lipopolisakkarit, PCA: Protokatesik asit.

4.1.3. Kuyruk asma testi

Calisma gruplarina ait farelerin kuyruk asma testi sonuglar1 Sekil 4.3’te
gosterilmistir. Kruskal-Wallis testi kullanilarak yapilan analizler, Kontrol, PCA,
COZ+LPS ve PCA+LPS gruplarinda yer alan fareler icin hareketsiz kalma siireleri
karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu
gosterdi. Post hoc analizler, LPS uygulamasi ile farelerin hareketsiz kalma siirelerinin
PCA gruplarina kiyasla anlamli bir sekilde (p<0.05) artis gosterdigini ortaya koydu.
Ancak bu artis PCA+LPS kombinasyonu ile anlamli bir degisiklik géstermedi.
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Sekil 4.3. PCA uygulamasinin kuyruk asma testinde hareketsiz kalma siiresi (sn) tizerine
etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir. *p<0.05, LPS:
Lipopolisakkarit, PCA: Protokatesik asit.
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4.1.4. Acik alan testi

Calisma gruplarma ait farelerin agik alan testi sonuglar1 Sekil 4.4‘de
gosterilmistir. Tek yonlii ANOVA kullanilarak yapilan analizler, Kontrol, PCA,
COZ+LPS ve PCA+LPS gruplarinda yer alan fareler i¢in periferde (Sekil 4.4a) ve
merkezde (Sekil 4.4b) gecirilen toplam siire karsilastirildiginda, gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigin1 gosterdi.
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Sekil 4.4. PCA uygulamasinin agik alan testinde periferde ve merkezde gegen siire(sn)
tizerine etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir. *p<0.05, LPS:
Lipopolisakkarit, PCA: Protokatesik asit

4.1.5. Aktivite kafesi
Calisma gruplarina ait farelerin aktivite kafesi sonuglar1 Sekil 4.5°te
gosterilmistir. Tek yonlii ANOVA kullanilarak yapilan analizler, Kontrol, PCA,
COZ+LPS ve PCA+LPS gruplarinda yer alan fareler i¢in dikey (Sekil 4.5a) ve yatay
(Sekil 4.5b) hareket sayis1 degerlendirildiginde LPS uygulamasi ile dikey ve yatay
hareket sayisinin azaldigi, tek basina PCA uygulamasiyla bu hareketlerin kontrol ve
LPS gruplarina gore anlaml olarak arttigi, ancak PCA+LPS gruplarinda bir artis

goriilmesine ragmen bu artigin LPS grubuna gére anlamli olmadig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.5. PCA uygulamasinin aktivite kafesinde dikey ve yatay hareket iizerine
etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak gésterilmistir. *p<0.05, LPS:
Lipopolisakkarit, PCA: Protokatesik asit

4.2. Biyokimyasal analizler

4.2.1. Protokatesik asit uygulamasinin total beyin dokusunda proinflamatuvar
sitokin diizeyleri iizerine etkisi

Calisma gruplarina ait total beyin dokularinda proinflamatuvar sitokin
seviyelerinde meydana gelen degisimler sirasiyla Sekil 4.6°da gosterilmistir. Tek
yonlii ANOVA kullanilarak yapilan analizler COZ, PCA, COZ+LPS ve PCA+LPS
gruplarinda yer alan fareler i¢in beyin dokusunda TNF-a (Sekil 4.6a), IL-1P3 (Sekil
4.6b) ve IL-6 (Sekil 4.6¢) seviyeleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik oldugunu gosterdi. Post hoc analizler, TNF-a ve IL-18
seviyelerinin 6zellikle LPS ile kombine edilen PCA gruplarinda en yiiksek oldugunu
gosterdi (p<0.05).

IL-6 seviyeleri ise hem COZ+LPS hem de PCA+LPS gruplarinda PCA
gruplarina gére anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0.05 ve p<0.0001; sirasiyla).
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Sekil 4.6. PCA uygulamasinin total beyin dokusunda proinflamatuvar sitokin
diizeyleri iizerine etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir.
*n<0.05, LPS: Lipopolisakkarit, PCA: Protokatesik asit, TLR-4: Toll-

benzeri reseptor-4.

4.3. Gen Ekspresyonu Analizleri
4.3.1. Protokatesik asit uygulamasmin total beyin dokusunda TLR-4 ve
NFKB mRNA diizeyleri iizerine etkisi

Calisma gruplarinda yer alan farelerin total beyin dokularinda TLR-4
reseptoriiniin ve NFKB’nin mRNA diizeyinde ekspresyonu analiz edilerek gruplar
arasi farkliliklar degerlendirilmistir (Sekil 4.7).

Kontrol, PCA, COZ+LPS ve PCA+LPS gruplarinda yer alan farelerin TLR-4
ekspresyonlar karsilastirildiginda (Sekil 4.7a), gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik oldugu goriildi. Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
yapilan post-hoc analizlerde, LPS uygulamasi yapilan farelerde TLR-4 mRNA
ekspresyon diizeyleri, kontrol (COZ) grubuna kiyasla anlamli bir artis gosterdi
(p<0.05). PCA uygulamasiyla birlikte, PCA+LPS grubunda, beyin dokusundaki
TLR-4 mRNA ekspresyon diizeyleri LPS grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi
(p<0.05). COZ grubu ile PCA arasinda anlaml1 bir farklilik saptanmada.
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NFKB mRNA ekspresyonlarinin ise gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik goéstermedigi tespit edildi (Sekil 4.7b).
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Sekil 4.7. PCA uygulamasinin total beyin dokusunda TLR-4 ve NFKB mRNA
ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi. Veriler ortalama = SEM olarak
gosterilmistir. *p<0.05, LPS: Lipopolisakkarit, PCA: Protokatesik asit,
TLR-4: Toll-benzeri reseptir-4.
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5. TARTISMA

PCA, genis yelpazede biyolojik aktivitelere sahip olan bir fenolik bilesiktir.
Yapilan aragtirmalar, PCA'nin ¢esitli farmakolojik etkiler gosterdigini ve farkl
molekiiler hedefler {izerinde etkin oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢aligmada,
PCA’nin LPS ile indiiklenen sistemik inflamasyon modelinde antiinflamatuvar,
anksiyolitik ve antidepresan etkilerini ve bu etkilerin molekiiler mekanizmalarin
incelemek amaciyla planlanmistir. Calismadan elde edilen veriler, PCA'nin LPS ile
indiiklenen inflamasyon modelinde TLR-4 ekspresyon seviyeleri {izerinde inhibitor
etkileri oldugunu ve ndroinflamasyon siireclerini modiile etme potansiyeli oldugunu
ortaya koymaktadir.

Gram-negatif bakterilerin dis membranlarinda bulunan gii¢lii bir endotoksin
olan LPS, sistemik uygulandiginda proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1p, IL-6
gibi) hizla salimini indiikleyerek, akut inflamatuvar yanitlar1 ve sepsis benzeri
durumlar taklit eder (Alexander & Rietschel, 2001). Bu 6zellikleri nedeniyle LPS,
inflamasyon ve inflamatuvar hastaliklarin patofizyolojisini incelemek i¢in yaygin
olarak kullanilan bir modeldir. LPS, beyinde mikroglia aktivasyonunu ve
proinflamatuvar sitokin salinimini artirarak noéroinflamasyonu indiikler, bu da
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6énemli bir rol oynar (Qin et al., 2007).
Son yillarda yapilan arastirmalar, depresyon ve anksiyete gibi noropsikiyatrik
bozukluklarin patogenezinde inflamasyonun onemli bir rol oynadigini ortaya
koymustur. Depresyon ve anksiyete, geleneksel olarak ndrotransmitter
dengesizlikleri ile iliskilendirilse de inflamatuvar siireclerin bu bozukluklarin
gelisiminde ve siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynadigi anlagilmaktadir (Robert
Dantzer, Jason C. O'Connor, Gregory G. Freund, Rodney W. Johnson, & Keith W.
Kelley, 2008).

Posttravmatik stres bozuklugu modeli (Sur, Kwon, Hahm, & Lee, 2022) veya
kronik dngoriilemeyen hafif stres modeli (Vishnu N. Thakare et al., 2021) gibi farkh
modellerde PCA’nin anksiyolitik etkisi gosterilmis olmasina ragmen bizim
calismamizda anksiyete benzeri davranislart degerlendirmek icin kullanilan aydinlik-
karanlik kutusu testinde, PCA ve LPS gruplarinda aydinlik alanda gecirilen siireler

arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
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Ayrica calismamizda, LPS uygulamasi ile farelerin kafa daldirma sayisi
anlamli olarak azalmis ve bu etki PCA tarafindan kismen 6nlenebilmistir. Ancak, bu
etkinin istatistiksel olarak anlamli olmamas1 PCA'nin anksiyete benzeri davranislar
tizerindeki koruyucu etkisinin, LPS'nin yogun inflamatuvar uyarici etkisi karsisinda
yetersiz kalabilecegini diisiindiirmektedir. Agik alan testinde PCA'nin kontrol
grubuna gore dikey ve yatay hareket sayisini artirmasi, PCA'nin farelerde anksiyete
seviyelerini azaltarak daha fazla kesif davranisini tesgvik ettigini isaret etmesine
ragmen, PCA'nin anksiyete benzeri davraniglar tizerindeki etkilerinin sinirl oldugunu
veya uygulanan doz ve siirenin bu etkileri ortaya ¢ikarmaya yeterli olmadigi
diistiniilmektedir.

Yapilan calismalar, PCA'nin beyin-kaynakli norotrofik faktér (BDNF)
diizeyinin korunmasi ve oksidatif stres yanitinin, sitokin sistemlerinin ve antioksidan
savunma sisteminin modiilasyonu yoluyla antidepresan potansiyeli oldugunu
gostermektedir (Vishnu N Thakare, Dhakane, & Patel, 2017; Vishnu N. Thakare et
al., 2021). Bizim calismamizda, LPS, beyinde gii¢lii bir inflamatuvar yanit
olusturarak, noroinflamasyon yoluyla depresif benzeri davranislari tetiklemis ve
farelerin hareketsiz kalma siirelerini artirmistir, ancak PCA bu etkileri tamamen
ortadan kaldiramamistir. Proinflamatuvar sitokinlerin, depresyon ve anksiyete
semptomlaryla iliskili oldugu gosterilmistir. Ozellikle, IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi
sitokinlerin seviyelerinin depresyon ve anksiyete hastalarinda arttigi bildirilmistir
(Raison, Capuron, & Miller, 2006). Yapilan 6nceki ¢alismalarda, PCA’ nin IL-1B-ile
indiiklenen inflamasyon modelinde Akt/eNOS yolag1 aracili antiinflamatuvar etkiler
gostererek vaskiiler endotelyal fonksiyonu korudugu (Chook et al., 2023),
siklofosfamid ile indiiklenen pulmoner hasari, antioksidan ve antiinflamatuvar
Ozellikler gostererek azalttigi (Abeer Salama, Elgohary, Amin, & Elwahab, 2023)
gosterilmistir. Benzer sekilde, iskemi reperflizyon hasarina bagli bobrek hasari
(Yiiksel et al., 2017), ateroskleroz (Ding et al., 2024) miyokard infarktiisii (Li et al.,
2023), romatoid artrit (Wu et al., 2020) ve oksidatif stres gibi farkli hastalik
modellerinde (Adeyanju et al., 2022)
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PCA'nin dokularda antioksidan ve antiinflamatuar aktiviteler yoluyla
toksisiteye karst koruma sagladigi gosterilmistir. Diyetle alinan PCA’nin, LPS'ye
maruz kalmig domuz yavrularinda bagirsak mikrobiyotasini diizenleyerek ve IL-6,
IL-2 ve TNF-a gibi proinflamatuvar mediyatorlerin ekspresyonunu azaltarak
inflamasyonu iyilestirdigi gosterilmistir (Hu et al., 2020). LPS kullanilarak yapilan
in vitro (Gonzalez de Llano, Roldéan, Parro, Bartolomé, & Moreno-Arribas, 2023;
Kaewmool, Kongtawelert, Phitak, Pothacharoen, & Udomruk, 2020; H. Y. Wang et
al., 2015) ve mastit (Zhao, Jin, & Yang, 2023), akut akciger hasar1 (Alsharif et al.,
2021; Wei et al., 2012) ve sepsis gibi in vivo inflamatuvar modellerde (Yan et al.,
2004) PCA’nin farkli proinflamatuvar sinyal yolaklarini hedef alarak inflamasyon
belirteglerini azalttig1 ve hastaliklar1 hafiflettigi bildirilmistir.

LPS, konak¢i immiin sistemi tarafindan Toll-benzeri reseptér 4 (TLR4)
aracilifiyla taninir ve bu etkilesim inflamatuvar yanitlarin baslatilmasinda kritik bir
rol oynar. TLR4, LPS ile baglandiginda, hiicre ici sinyal yollarin1 aktive ederek
proinflamatuvar sitokinlerin (6rnegin, TNF-a, IL-1B ve IL-6) salinimin tetikler. Bu
yanit, enfeksiyonlara kars1 hizli ve etkili bir savunma mekanizmasi saglar. Ancak,
asir1 TLR4 aktivasyonu, sepsis ve kronik inflamatuvar hastaliklar gibi patolojik
durumlara yol agabilir (Beutler & Rietschel, 2003; Medzhitov, 2001). LPS'nin TLR4
ile etkilesimi, NF-kB ve MAPK gibi anahtar transkripsiyon faktorlerini aktive eder,
bu da inflamatuvar genlerin ekspresyonunu artirir. Bu siireg, patojenlere karst immiin
yanitin etkinligini artirirken, kontrolsiiz inflamatuvar yanitlarin gelismesine de zemin
hazirlayabilir. Bu nedenle, TLR4 sinyal yolunun diizenlenmesi, inflamatuvar
hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir hedef olarak kabul edilir (O'Neill, Golenbock, &
Bowie, 2013).

Yapilan caligmalar, PCA’nin farkli kosullar altinda immiin cevabi farkl
sekilde modiile edebilecegini gostermektedir. Ornegin Ronning ve ark., PCA ve
metabolitlerinin LPS ile indiiklenen NF-xB aktivitesini azalttigini1 ancak IL-6 and
TNF-a sitokin sekresyonunu etkilemedigini in vitro c¢alismalarla gostermistir
(Ronning, Voldvik, Bergum, Aaby, & Borge, 2020). Ayrica, Scazzocchio ve ark.,
gestasyonel diyabet ve normal glukoz toleransina sahip hamile kadinlardan elde
edilen visseral adip6z doku {izerinde yaptiklari ¢alismada PCA'nin bazi inflamatuvar
mediatorlerin seviyelerini diizenledigini, ancak IL6 ve TNFa {izerinde etkisi olmadigi

bildirmislerdir (Scazzocchio et al., 2021).
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Calismamizda, PCA'nin TLR4 ekspresyonunu azaltmasina ragmen, sitokin
seviyelerini tamamen diislirememesi ve LPS'nin etkilerini tam olarak geri
dondiirememesi, PCA'nin bu kosullar altinda sinirli bir ndroprotektif etkisi oldugunu
gostermektedir. PCA'nin TLR4 sinyalini baskilama yetenegi, sistemik inflamatuvar
yanit1 tamamen engelleyemeyebilir ve MAPK gibi diger inflamatuvar yolaklarin
aktive olmasina izin verebilir. Bu aktivasyon, proinflamatuvar sitokinlerin salimina
yol acabilir. Dolayisiyla PCA'nin farkli kosullarda immiin yanitlar1 nasil modiile

edebileceginin daha iyi anlasilmasi i¢in ileri aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

. SONUC

Akut inflamasyon, pek ¢ok hastaligin patogenezinde yer alan onemli bir
faktordiir. TLR4 araciligiyla baglatilan noroinflamasyon siirecleri pek ¢ok
norodejeneratif hastaligin yanmi sira depresyon ve anksiyete gibi noropsikiyatrik
bozukluklarin da gelisiminde kritik bir rol oynar. TLR4, LPS gibi PAMP
molekiillerini taniyarak inflamatuvar yanitlar1 baglatir. LPS ile indiiklenen
inflamasyon modelleri, inflamatuvar siireclerin ve potansiyel tedavi yaklagimlarinin
arastirilmasinda yaygin olarak kullanilir.

Pek c¢ok ndrodejeneratif hastaligin patogenezinde anahtar mekanizma olan
noroinflamasyon, 6zellikle TLR4 aracili sinyal yollariin aktivasyonu ile tetiklenir.
Mikroglia ve astrositlerin TLR4 aracilifiyla aktif hale gelmesi, beyin hiicrelerinde
proinflamatuvar sitokinlerin salinimina yol acar ve bu da beyin dokusunda hasara
neden olur. Dolayisiyla, ndroinflamasyonun modiilasyonu, santral sinir sistemi
hastaliklarinin tedavisinde potansiyel bir hedef olarak biiytik ilgi gérmektedir.

Dogal bilesikler, genis biyolojik aktiviteleri ve genellikle diisiik yan etki
profilleri nedeniyle arastirma alaninda biiyiik ilgi gormektedir. Polifenolik bilesikler,
antioksidan, antiinflamatuvar ve néroprotektif 6zellikleri ile dikkat ¢eker. PCA gibi
dogal bilesikler, inflamasyon ve noroinflamasyon siireclerini modiile edebilir, bu da
akut ve kronikinflamatuvar hastaliklarin tedavisinde potansiyel terapdtik ajan olarak
degerlendirilmesine olanak tanir. PCA, ¢esitli biyolojik aktiviteleri ile dikkat ¢ceken
bir fenolik bilesiktir ve antiinflamatuvar, noroprotektif, anksiyolitik ve antidepresan

etkiler gostermektedir.
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Bu calismada elde edilen bulgular, PCA'nin inflamasyon ve néroinflamasyon
tizerindeki potansiyel faydalarini ortaya koymakla birlikte PCA'nin etkilerini daha 1yi
anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. ileri calismalar, PCA'nin optimal
dozaj1, uygulama siiresi ve molekiiler mekanizmalarinin daha detayli incelenmesi ile

bu bilesigin terapotik potansiyelini daha net bir sekilde ortaya koyabilir.
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