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RETĠNA PĠGMENT EPĠTEL HÜCRELERĠNDE (ARPE-19) HĠDROJEN 

PEROKSĠT ĠLE OLUġTURULAN OKSĠDATĠF STRESTE PĠNOSEMBRĠN VE 

PĠNOSTROBĠNĠN HÜCRE CANLILIĞI ÜZERĠNDEKĠ ETKĠNLĠĞĠNĠN 

ARAġTIRILMASI 

(DOKTORA TEZĠ) 

DERYA KILIÇASLAN 

ÖZET 

YaĢa bağlı makula dejenerasyonu, dünya çapında milyonlarca insanı etkileyen 

görme kaybının önde gelen sebeblerinden biridir. Temel ve klinik çalıĢmalardan elde 

edilen verilerin artması, oksidatif hasarın yaĢa bağlı makula dejenerasyonunun 

patogenezinde önemli rol oynadığını ve dolayısıyla, antioksidatif özelliklere sahip 

maddelerin yaĢa bağlı makula dejenerasyonu için umut verici terapötik seçenekler 

olabileceğini göstermektedir. Son yıllarda önemi giderek artan ve doğal bir ürün olan 

propolis; bitki ve ağaçların yaprak ve sürgünlerinden bal arıları tarafından toplanan, reçine 

içeren karıĢık bir maddedir. Propolisin yapısında bulunan pinosembrin ve pinostrobin 

propoliste yüksek konsantrasyonda bulunan flavonoidlerdir. Biz bu çalıĢmamızda hidrojen 

peroksit (H2O2) ile oksidatif strese maruz kalan retina pigment epitel hücrelerinde (ARPE-

19) pinosembrin ve pinostrobinin koruyucu etkisini araĢtırmayı amaçladık. 

ÇalıĢmamızda hücre kültürü olarak, retina pigment epitel hücre serilerinden biri 

olan ARPE-19 hücre serisi seçildi. ARPE-19 hücre serisinde oksidatif stres hasarını 

oluĢturmak için, 500 µM H2O2‘nin 20 saat uygulama süresi esas alınarak inkübasyon 

uygulandı. ÇalıĢmada H2O2 ile oluĢturulan oksidatif streste pinosembrin ve pinostrobinin 

koruyucu etkisini araĢtırmak için 4 farklı çalıĢma grubu oluĢturuldu. Öncelikle ARPE-19 

hücre serisinde pinosembrin ve pinostrobinin hücre canlılığına etkisine bakıldı. Sonrasında 

ise ARPE-19 hücre serisinde H2O2 ile oluĢturulan oksidatif hasar oluĢumunda, 

pinosembrin ve pinostrobinin öncesi, sonrası ve birlikte uygulamalarıyla etkin dozu 

belirlendi. Bu uygulamanın ardından hücre canlılık testi için hücre serilerine Metiltiazol 

difenil tetrazolyum (MTT) analizi yapıldı. Pinosembrin ve pinostrobinin, süperoksit 

dismutaz (SOD) aktivitesini belirlemek için 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-

disulfofenil)-2H-tetrazolyum (WST1) analizi kullanıldı. Verilerin değerlendirilmesinde 

değiĢkenlerin normal dağılıma uygunluğu Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Hücre 
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canlılığının gruplar arasındaki farklılığının incelenmesinde One-Way Anova (tek yönlü 

varyans analizi) yöntemi uygulandı. 

Pinosembrin tek baĢına ARPE-19 hücre serisine uygulandığında hücre canlılığı 

üzerine anlamlı bir etki oluĢturmadı. Pinosembrinin ARPE 19 hücre serisine, H2O2 ile 

oksidatif hasar oluĢturulmadan 4 saat önce uygulandı ve hücre canlılığını düĢük 

konsantrasyonlarda anlamlı bir Ģekilde arttırdı. Pinosembrin uygulamasının H2O2 ile 

oksidatif hasar oluĢumuyla birlikte yapıldığında ise hücrede aynı etki görülmedi. Diğer bir 

uygulama olan pinosembrinin H2O2 ile oksidatif hasar oluĢumu sonrasında hücreye 

uygulanmasının ise hücre canlılığına anlamlı etkisinin olmadığı ve H2O2 ile benzer etki 

gösterdiği görüldü. ÇalıĢma sonuçlarına göre, pinostrobin üç farklı uygulama olan tek 

baĢına, H2O2 ile oksidatif hasar oluĢumu öncesi ve sonrası uygulamalarında hücre 

canlılığını artırarak hücrede oksidatif hasara karĢı koruyucu etki gösterdi. Pinostrobinin 

oksidatif hasar oluĢumu öncesi ve sonrası yüksek konsantrasyonda uygulanması 

antiproliferatif etki gösterdi. 

 Bulgularımız sonucunda pinosembrin ve pinostrobinin oksidatif stres kaynaklı 

hücre hasarında koruyucu veya tedavi edici etkileri görülmektedir. Hücre hasarındaki 

koruyucu ve tedavi edici etkileri SOD aracılı olabilir. Ayrıca pinosembrin ve pinostrobinin 

yüksek konsantrasyonda uygulanması antiproliferatif etki gösterdiğinden dolayı, gelecekte 

kanser çalıĢmalarında terapötik ajan olarak değerlendirilebilir. 
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INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF OXIDATIVE STRESS 

PINOCEMBRIN AND PINOSTROBIN ON CELL VIABILITY OF HYDROGEN 

PEROXIDE IN RETINAL PIGMENT EPITHELIAL CELLS (ARPE-19) 

(Ph. D. THESIS) 

 

DERYA KILIÇASLAN 

 

ABSTRACT 

Age-related macular degeneration is one of the leading causes of vision loss 

affecting millions of people worldwide. Increased data from baseline and clinical trials 

indicate that oxidative damage plays an important role in the pathogenesis of age-related 

macular degeneration and therefore substances with antioxidative properties may be 

promising therapeutic options for age-related macular degeneration. In recent years, 

propolis, a natural and growing product, is a mixed material containing resin, collected by 

the honey bees from the leaves and shoots of plants and trees. Pinocembrin and 

pinostrobin, which are found in the structure of propolisine, are flavonoids found in high 

constructions. Pinocembrin and pinostrobin, which are found in propolisine structure, are 

flavonoids found in high concentration in propolis. In this study, we aimed to investigate 

the protective effect of Pinocembrin and pinostrobin in retinal pigment epithelial cells 

(ARPE-19) exposed to oxidative stress by hydrogen peroxide (H2O2). 

In our study, ARPE-19 cell line, one of the retinal pigment epithelial cell lines, was 

selected as cell culture. In order to generate oxidative stress damage in the ARPE-19 cell 

line, incubation was carried out based on a 20-hour application period of 500 μM H2O2. 

The study was carried out with 4 different study groups to investigate the protective effect 

of Pinocembrin and pinostrobin on the oxidative oxidative damage formed with H2O2. 

First, the effects of Pinocembrin and pinostrobin on cell viability were examined in ARPE-

19 cell series. Subsequently, in the formation of oxidative damage caused by H2O2 in the 

ARPE-19 cell line, the effective dose was determined by pre-, post- and co-administration 

of pinocembrin and pinostrobin. Following this procedure, Methyl Thiazol Tetrazolium 

(MTT) analysis was performed on the cell lines for cell viability test. Pinocembrin and 

pinostrobin were used for 2-(4-Iodophenyl)- 3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)- 2H-

tetrazolium, monosodium salt (WST1) analysis to determine superoxide dismutase (SOD) 

activity. The normal distribution of the variables was evaluated by the Shapiro-Wilk test in 
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the evaluation of the data. One-way ANOVA (one-way ANOVA) was used to examine the 

differences in cell viability between groups. 

Pinocembrin alone did not have a significant effect on cell viability when applied to 

the ARPE-19 cell line. Pinocembrin was administered to the ARPE-19 cell line four hours 

prior to the formation of oxidative damage with H2O2 and significantly increased cell 

viability at low concentrations. When the application of pinocembrin was performed 

together with the formation of oxidative damage with H2O2, the same effect was not 

observed in the cell. According to the results of the study, pinostrobin showed protective 

effect against oxidative damage in the cell by increasing cell viability before and after the 

formation of oxidative damage with H2O2 alone in three different applications. The 

application of pinostrobin at high concentration before and after the formation of oxidative 

damage showed an antiproliferative effect.  

As a result of our findings, protective or therapeutic effects of pinocembrin and 

pinostrobin in oxidative stress induced injury are seen. The protective and therapeutic 

effects of cell damage can be mediated by SOD. In addition, administration of 

Pinocembrin and pinostrobin at high concentration may have antiproliferative effect and 

may be considered as a therapeutic agent in future cancer studies. 

Key Words: Pinocembrin, pinostrobin, oxidative stress, retinal pigment epitelyum 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR DĠZĠNĠ 

AREDS : The Age-Related Eye Disease Study 

ARPE-19 : Ġnsan Retinal Pigment Hücre Dizisi 

ATP  : Adenozin Trifosfat 

DMSO : Dimetilsülfoksit 

DNA   : Deoksiribonükleik Asit 

EDTA  : Etilendiamin Tetra Asetik Asit 

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbend Assay 

EtOH  : Etilalkol 

FBS  : Fetal Bovine Serum 

H2O2  : Hidrojen Peroksit 

KBB  : Kan-Beyin Bariyeri 

Kcat  : Katalitik hız sabiti 

M  : Molarite 

mL  : Mililitre 

MSS  : Merkezi Sinir Sistemi 

MTT  : 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromür 

NBT : Nitroblue Tetrazolium 

nm  : Nanometre 

NO  : Nitrik Oksit 

NO  : Nitrik Oksit 

O2
.-
  : Süperoksit Anyonu 

OH
-
  : Hidroksil Radikali 

PBS  : Fosfat Tamponlu Solüsyon (Phosphate Buffered Saline) 

ROO
- 

 : Peroksil Radikali 

ROS:  : Reaktif Oksijen Türleri (Reactive Oxygene Species) 

RPE  : Retina Pigment Epiteli 

SOD  : Süperoksit Dismutaz 

VEGF  : Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 

WST  : 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum 

µl  : Mikrolitre 

µM  : Mikromol 
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1.GĠRĠġ 

1.1. Propolis 

Propolis, ağaçlar ve çalılar gibi çeĢitli bitki kaynaklarından bal arıları tarafından 

toplanan polifenol bakımından zengin reçineli bir maddedir. Rengi, toplanan bitkiye bağlı 

olarak değiĢkendir, kokusu yoğun ve aromatiktir (Pietta ve ark, 2002). 2000 yılına kadar 

propoliste flavonoidlere, terpenlere ve fenoliklere ait 300'den fazla kimyasal bileĢen 

tanımlanmıĢtır. Bazı temsili kimyasal bileĢikleri ġekil 1.1‘de özetlenmiĢtir. Ilıman bölge 

propolisindeki karakteristik bileĢenler, krisin, galangin, pinosembrin, pinostrobin gibi 

kroman halka sisteminin ikinci pozisyonunda fenil sübstitüenti içermeyen flavonoidlerdir 

(Huang ve ark., 2014). Kimyasal bileĢimi çok karmaĢık olan propolis; üretildiği yerel 

floraya (Daugsch ve ark, 2008) ve toplanan arı türlerine bağlı olarak coğrafi orijine göre 

değiĢir (Silici ve Kutluca, 2005). Bu değiĢkenlik, farklı ekstraktların gösterdiği biyolojik 

özellikler arasındaki farklılıklarla sonuçlanır (Bankova ve ark., 2000). Propolis eski 

zamanlardan beri tamamlayıcı bir ilaç olarak kullanılmaktadır (Castaldo ve Capasso, 

2002). Propolisin önemli bir bileĢeni olan flavonoidlerin, anti-inflamatuar, antioksidan, 

serbest radikal temizleyici, antitümoral, hepatoprotektif, vasküloprotektif, antiülser, 

intestinal motilite ve sekresyon inhibisyonu, antiosteoprotik, antialerjik, antimikrobiyal ve 

immünomodülatuar özellikleri yapılan çalıĢmalarda belirtilmiĢtir (Giulia ve ark., 1999). 
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ġekil 1.1. Propoliste bulunan temsili kimyasal bileĢenler (Huang ve ark., 2014) 

Propolisinin farmakolojik etkinliğinin dört farklı mekanizmayla ortaya çıktığı 

belirtilmiĢtir. Serbest radikalleri yakalama kabiliyeti, biyolojik polimerlere ve ağır metal 

iyonlarına bağlanması ve elektron taĢınma hızının arttırılması ile etkinlik gösterdiği rapor 

edilmiĢtir. Propolis bu özellikleri nedeniyle; antimikrobiyal, antiviral, antifungal, 

antiinflamatuar, antikanser, antioksidan, antiülseratif, immünostimülan ve lokal anestezik 

etkiler göstermektedirler. Propolis içinde bulunan en etkili antioksidanın flavonoidler 

olduğu bilinmektedir (Mirzoeva ve Calder, 1996).  

1.2. Flavonoidler 

Flavonoidler, bitkilerde en karakteristik bileĢik sınıflarından birini oluĢturur. ÇeĢitli 

meyve ve sebzelere ek olarak, tohum, kuruyemiĢ, tahıl, baharat ve farklı Ģifalı bitkilerin 

yanı sıra Ģarap, çay ve bira gibi içeceklerde flavonoidler bulunur (Yang ve ark., 2001). Pek 

çok geleneksel ilacın terapötik etkilerinin flavonoidlerden kaynaklı olduğu 

düĢünülmektedir (Van Acker ve ark., 1996). 
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Flavonoidler, ana iskelet olarak kroman halka sisteminin iki, üç veya dördüncü 

pozisyonuna fenil halkasının sübstitüent olarak bağlandığı polifenolik bileĢiklerdir (Kumar 

ve Pandey, 2013). Bunlar ayrıca, flavonlar, flavonoller, flavanonlar, izoflavanonlar, 

antosiyanidinler ve kateĢinler dahil olmak üzere çeĢitli alt sınıflara, alt kategorilere ayrılır. 

Pinosembrin ve pinostrobin, bunlara karĢılık gelen glikozitler flavanon familyasına aittir 

(Sayre ve ark., 2015).  Flavonoidler geniĢ farmakolojik aktiviteleri ve beslenme alanında 

uygulamaları nedeniyle ilgi görmüĢtür. Ayrıca antioksidan, anti-inflamatuar, anti-alerjik, 

anti-trombosit, anti-osteoporotik, anti-hepatotoksik, anti-viral, anti-diyabetik ve 

kardiyovasküler hastalıkların önlenmesi gibi önemli etkileri vardır (Peng ve ark., 2003). 

Antioksidanlar, önemli biyolojik süreçlere ve endüstriyel uygulamalara katılımları 

nedeniyle büyük ilgi görmektedir. Dünya çapında, doğal bir ürünün sentetik bir kaynaktan 

daha sağlıklı olduğu kabul edilir. Bu görüĢ hala tartıĢmaya açıktır ve bu konuyla ilgili 

birçok çalıĢma yürütülmektedir (Lim ve ark., 1995). 

1.2.1. Flavonoidlerin kimyası 

Kimyasal olarak flavonoidler, bir heterosiklik tetrahidro-2H-piran halkasına (C) 

fused yapıda bir benzen halkasının (A) bağlanmasıyla oluĢan kroman yapısının ikinci 

pozisyonuna bir fenil halkasının (B) da bağlanmasıyla oluĢmuĢ on beĢ karbonlu bir iskelete 

dayanır (Kumar ve Pandey, 2013) (ġekil 1.2). 

 

ġekil 1.2. Temel flavonoid yapısı (Kumar ve Pandey, 2013) 

Bunlar, flavonlar (apigenin ve luteolin), flavonoller (kuersetin, kaempferol, 

mirisetin ve fisetin), flavanonlar (hesperetin ve naringenin) ve diğerleri gibi çeĢitli sınıflara 

ayrılabilirler. Flavonoidlerin halka yapılarının ve hidroksil gruplarının antioksidan olarak 

fonksiyon yapabilme potansiyeli vardır. Bu, flavonoidlerin hidroksil gruplarının pozisyonu 

ve sayıları ile iliĢkilidir (Kumar ve Pandey, 2013). 
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Flavonoidler aglikonlar, glikozitler ve metillenmiĢ türevler olarak ortaya çıkar. 

Temel flavonoid yapısı aglikondur. Benzen halkası ile yoğunlaĢtırılmıĢ altı üyeli halka ya 

p-piron (flavonoller ve flavanonlar) ya da dihidroderivatif (flavonoller ve flavanonlar) 'dır. 

Benzenoid grubunun pozisyonu flavonoid sınıfını flavonoidlere (2-pozisyon) ve 

izoflavonoidlere (3-pozisyon) ayırır. Flavonoller flavanonlardan 3- pozisyonda hidroksil 

grubu ve bir C2-C3 çift bağı ile ayrılır. Flavonoidler genellikle hidroksile pozisyonları 3, 5, 

7, 2, 3‘, 4‘ ve 5‘ 'dir. Metil eter ve alkol grubunun asetil esterlerinin doğada oluĢtuğu 

bilinmektedir. Glikozitler oluĢturulduğunda, glikosidik bağlantı normal olarak pozisyon 3 

veya 7'de bulunur ve karbonhidrat L-ramnoz, D-glikoz, glukamınozoz, galaktoz veya 

arabinoz olabilir (Middleton, 1984). 

1.2.2. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller, eĢlenmemiĢ elektronlara sahip atomlar, moleküller veya 

iyonlardır. Serbest radikaller pozitif, negatif veya nötr yüke sahip olabilir. Bazı istisnalar 

dıĢında, eĢleĢlenmemiĢ elektronlar, radikallerin kimyasal olarak reaktif olmasına neden 

olurlar (Maiko, 2010). EĢleĢmiĢ elektronları ayırıp onlardan elektron alabilir ya da elektron 

verebilirler. Bu Ģekilde baĢka moleküllerle kolaylıkla elektron alıĢveriĢi yapan ve onların 

yapısını bozan moleküllere ―serbest radikaller‖, ―oksidan moleküller‖ ya da ―reaktif 

oksijen türleri (ROS: reactive oxygen species)‖ adı verilmektedir. Doku hasarına yol açan 

ROS‘un aĢırı üretimi de oksidatif stres olarak adlandırılmaktadır. OluĢan serbest radikaller, 

oksidatif reaksiyonlar sonucunda protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi vücuttaki 

önemli moleküllerin yapılarının bozulmasına ve bununla birlikte pek çok biyolojik soruna 

neden olmaktadır (Gedikli, 2013). En önemli iki oksijen merkezli serbest radikaller 

süperoksit ve hidroksil radikalidir. Yüksek reaktiviteleri nedeniyle serbest radikaller, hücre 

hasarına yol açan istenmeyen yan reaksiyonlara katılabilirler. Bu serbest radikallerin aĢırı 

miktarları, kanser, inme, miyokardiyal enfarktüs, diyabet ve majör bozukluklar gibi birçok 

hastalığa yol açan hücre hasarı ve ölümüne yol açabilir. Serbest radikaller yaĢam için 

gereklidir ve vücut, serbest radikal kaynaklı hasarı en aza indirmek ve bunlardan 

kaynaklanan hasarları onarmak için süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon-peroksidaz ve 

glutatyon redüktaz enzimleri gibi bir dizi mekanizmaya sahiptir. Bu savunma 

mekanizmalarında antioksidanlar kilit rol oynar (Maiko, 2010). 
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1.2.3. Oksidatif stres  

Oksidatif stres esas olarak ROS üretim düzeyinin anti-oksidanlardan daha yüksek 

olduğu biyolojik sistemlerde endojen oksidatif enzimler (NADPH oksidaz, ksantin 

oksidaz, ya da mitokondriyal solunum zinciri gibi) ile anti-oksidan enzimlerin (SOD, 

glutatyon peroksidaz, hem oksijenaz, tiyoredoksin peroksidaz/peroksiredoksin, katalaz ve 

paraoksonaz gibi) aktivitesi arasındaki dengesizlikten kaynaklanır (Förstermann, 2010). 

Reaktif Oksijen Türleri  

ROS, yüksek reaktiviteleri nedeni ile oksidasyon-redüksiyon reaksiyonlarına 

katılım eğilimli olan oksijen metabolitleridir. Bazı ROS'lar dıĢ yörüngelerinde aĢırı 

kimyasal reaktivitelere neden olan eĢleĢmemiĢ elektronlara sahiptir [örneğin, süperoksit 

(O2
.-
), hidroksil (OH

-
), nitrik oksit (NO), peroksil radikali (ROO

.
) vb.]. Diğer ROS'lar, 

eĢleĢmemiĢ elektron içermezler ve bu nedenle radikal değillerdir. Ancak diğer moleküllerle 

elektron alıĢveriĢi yapmaya meyillidir. Bunlar, hidrojen peroksit (H2O2), peroksinitrit 

(ONOO
-
), hipokloröz asit (HOCl) ve lipid peroksitleri (LOOH) içerir (Guzik ve ark., 

2014). ROS, vasküler duvarın tüm katmanlarından, endotelyumdan, ortamdaki vasküler 

düz kas hücrelerinden, fibroblastlardan ve adventisyadan gelen inflamatuar hücrelerden 

üretilir (Berry ve ark., 2000). ROS‘lar endotel fonksiyonu ve NO üzerine etki ederler ve 

vasküler tonusu düzenleyen birçok biyolojik mediyatör ile etkileĢirler.  

ROS'ların biyolojik sistemlerde hem zararlı hem de yararlı etkilere sahip 

olabileceği iyi bilinmektedir. ROS'lar düĢük konsantrasyonlarda, hücresel sinyalizasyon, 

vasküler tonus, bağıĢıklık tepkileri, inflamasyon ve hücre fonksiyonunu düzenleme gibi 

(örneğin, hücre farklılaĢması ve büyümesi) birçok önemli fizyolojik role sahiptir. ROS 

molekülleri, çok sayıdaki biyolojik ve fizyolojik tepkilere etki eden redoks sinyallerini 

kontrol etme yeteneğine sahiptir. Bu nedenle, ROS'lar sinyal bileĢiklerinin reaktif türler 

tarafından spesifik oksitleme-indirgeme reaksiyonlarının modifiye edicileri olarak 

bilinmektedir (Touyz ve ark., 2011). Diğer yandan, ROS'un yüksek konsantrasyonları, 

biyolojik sistemde hasar verici eylemleri (DNA'nın, lipidlerin ve proteinlerin oksidatif 

hasarları) teĢvik eder ve birçok patolojik hastalıklara neden olmaktadır (Brieger ve ark. 

2012). 
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1.2.4. Antioksidanlar 

Antioksidanlar, hücreleri radikal olarak bilinen tekli oksijen, O2
.-
, ROO

.
, OH

. 
ve 

ONOO
- 

gibi ROS‘zararlı etkilerine karĢı koruyan bileĢiklerdir. Antioksidanlar ve ROS 

arasındaki dengesizlik oksidatif strese neden olur ve bu da hücresel hasara yol açar. 

Oksidatif stres, kanser, yaĢlanma, ateroskleroz, inflamasyon, Parkinson ve Alzheimer gibi 

hastalıklarla iliĢkilendirilmiĢtir. Flavonoidler, antioksidan vitaminler ve enzimlerle birlikte 

insan vücudunun toplam antioksidan savunma sistemine katkıda bulunarak bu hastalıklara 

karĢı koruma sağlamaya yardımcı olmaktadır. Epidemiyolojik çalıĢmalar, flavonoid 

alımının, koroner kalp hastalığından ve kalp krizlerinin insidansından kaynaklanan 

mortalite ile ters orantılı olduğu gösterilmiĢtir (Heim ve ark., 2002). Antioksidanların 

oksidatif reaksiyonlara etkisi farklı Ģekilllerde olabilir (Gutteridge, 1995): 

 Metal iyonlarını Ģelatlayarak radikal oluĢumunu önleyebilir  

 Daha zayıf yeni bir moleküle dönüĢtürebilir (süpürme aktivitesi)  

 Radikalleri yakalayıp bağlayarak nötralize edebilir (zincir kırma reaksiyonları)  

 Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive edebilir (söndürme etkisi)  

 Oksidatif hasar görmüĢ molekülleri onarabilir.  

 Gerçek antioksidanların aktivitesini arttırabilir (sinerjistler)  

Antioksidanlar olarak flavonoidler 

Flavonoidler C6–C3–C6 difenilpropan yapısındadır ve fenil grupları arasındaki üçlü 

karbon köprüsü, oksijenle halka oluĢturmaktadır (flavan halkası). Flavonoidler, yapısal 

olarak altı gruba ayrılırlar (Ergin, 2015) (ġekil 1.3):  

 Antosiyanidinler  

 Flavonoller  

 Flavonlar  

 Flavanonlar  

 KateĢinler (flavanoller)  

 Ġzoflavonoidler  
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ġekil 1.3. Flavonoidlerin kimyasal yapıları (Ergin, 2015) 

Flavonoidler antitoksidan özelliklerini gösterebilmek için serbest radikallerle 

reaksiyona girerek onları etkisiz hale getirirler. Flavonoidler, LOOH zincirini kırabilen, 

O2
.-
, OH

.
 radikali gibi radikalleri sönümlendirebilir, demir ve bakır gibi geçiĢ metallerini 

Ģelatlayabilirler (Ergin, 2015). 

Flavonoidlerin kimyasal yapısındaki OH
-
 ve diğer fonksiyonel grupların konumu 

antioksidan ve serbest radikal süpürücü aktiviteleri için etkilidir. Polifenollerin fenolik 

hidrojenin hidrojen-verici radikal toplayıcılar olarak mevcudiyeti açısından kimyasal 

özellikleri, antioksidan aktiviteye sahip olacağını göstermektedir. Bir antioksidan olarak 

tanımlanmak için bir polifenol iki temel koĢulu karĢılamalıdır (Janeiro and Brett, 2004), 

 Oksitlenecek olan substrata göre düĢük konsantrasyonda mevcut olduğunda, 

otooksidasyon veya serbest radikal aracılı oksidasyonu önlemeli 

 Süpürme iĢleminden sonra oluĢan radikal, moleküller arası hidrojen bağı ile stabil 

olmalıdır (Long ve ark. 1999). 

Antioksidanlar ve oksidatif hasarın önlenmesi  

Serbest radikal yakalayıcıları koruma sağlayabilmek için hücre içinde bölümlere 

ayrılmıĢtır. Lokalizasyonlarına göre intraselüler ve ekstraselüler olmak üzere iki gruba 

ayrılırlar (Percival ve ark. 1998). Bunlardan SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz sadece 
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sitozolde dağılmayıp hücre içinde en fazla serbest radikalin üretildiği mitokondride 

lokalize olurlar. Hücre içi sitozolik savunmanın entagrasyonu yanı sıra plazmadaki çeĢitli 

antioksidanların etkileĢimi ekstraselüler kompartımandaki serbest radikal reaksiyonlarının 

baskılanması için önemlidir. En önemli biyolojik ekstraselüler antioksidanlar, glutatyon, E 

vitamini, glutatyon peroksidaz, SOD, katalaz ve seruloplazmindir. 

Vücuttaki etki mekanizmalarına göre antioksidan mekanizmalar farklı gruplara 

ayrılmıĢtır. Bu sınıflandırma (Mazen, 2016), 

 Önleme: Reaktif türlerin üretimini minimum düzeye indirirler, örneğin, 

desferrioksamin  

 Durdurma: Katalitik ve katalitik olmayan molekülleri kullanarak reaktif türleri 

süpürürler, kendi elektronlarını ROS'a aktararak, ROS'un advers etkilerini nötralize 

ederler, örneğin, askorbik asit ve alfa-tokoferol  

 Onarım: Hasarlı hedef molekülleri onarırlar, örneğin, glutatyon  

olarak yapılmaktadır. 

Antioksidan sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak üzere 

iki ana gruba ayrılır (Çizelge 1.1). 

Çizelge 1.1. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar (Heffner ve ark., 1989) 

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik olmayan radikal yakalayıcı 

antioksidanlar 

SOD 

Katalaz  

Glutatyon peroksidaz  

Glutatyon-S-transferaz  

Glutatyon redüktaz 

Suda çözünenler Yağda çözünenler 

C vitamini 

Ürik asit 

Sistein 

Glutatyon 

E vitamini 

Bilirubin  

β karoten 

Flavanoidler 

Lipoik asit 
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1.2.5. Süperoksit ve süperoksit dismutaz 

Süperoksit 

Aerobik olmayan fotosentetik organizmalar, güçlü dioksijen molekülünün suya 

enzimatik olarak indirgenmesi yoluyla enerji elde ederler. Hücreleri yeniden canlandırmak 

için dioksijen çok önemlidir ve sürekli olarak sağlanmalıdır. Tek hücreli ve diğer küçük 

organizmalar tarafından dioksijenin difüzyonu, hayatta kalmak için yeterli miktarda 

dioksijen sağlayabilir. Ancak daha büyük çok hücreli organizmalar için, oksijen difüzyonu 

her bir hücrenin yardımsız olarak beslenmesi için yeterince hızlı değildir (Valentine, 

2007). Hemoglobin ve miyoglobin, omurgalılarda oksijenin hızlı bir Ģekilde verilmesine 

yardımcı olmak için dioksijeni bağlayan, depolayan ve salgılayan proteinlerdir. Oksijen 

respiratuar elektron transfer zincirinde terminal alıcıdır ve sitokrom C oksidaz ile 

indirgenerek, dört elektron oksijen ve suya dönüĢür. Bununla birlikte, bu oksijenle 

kullanılan iĢlemler %100 verimli değildir ve potansiyel olarak zararlı O2
.- 

ve ROO
. 
türleri 

olarak önemli miktarda oksijen kaybolur. Oksijen nadiren diğer elektron taĢıma bileĢenleri 

ile reaksiyona girer (Valentine, 2007). 

Süperoksit (O2
.-
), bir elektron dioksijenin indirgenmesi sonucu oluĢan serbest 

radikaldir (Stohs ve Bagchi, 1995). 

O2
.- 

hem indirgeyici (Denklem 1) hem de oksitleyici bir maddedir (Denklem 2). 

 

Süperoksidin oksidan ve indirgeyici özellikleri, H2O2, hidroksil radikalleri, 

hipoklorür iyonları ve peroksinitrilleri içeren diğer tehlikeli reaktif türlere neden olur 

(ġekil 1.4) (Fridovich, 1989). 
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ġekil 1.4. SOD‘lar ile radikal oksijen türlerinin üretimi ve değiĢimi (Köse, 2012) 

Süperoksidin, Parkinson (Kocatürk ve ark., 2000) ve Alzheimer (De Leo ve ark., 

1998) hastalıkları gibi birçok nörolojik bozukluğun bir nedeni olduğu düĢünülmektedir. 

Ayrıca, bazı kanser türlerinin O2
.- 

ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir (Toh ve ark, 2000). 

Oksidatif stres esas olarak ROS‘un aĢırı üretimine bağlıdır. Belirtilen nedenlerden dolayı, 

fizyolojik koĢullar altında O2
.- 

ve ROS‘un seviyesini kontrol etmek için bir biyokimyasal 

savunma sistemi gereklidir (Köse, 2012). 

Süperoksit dismutaz aktivitesi 

SOD aktivitesini ölçme 

Süperoksit serbest radikali nötr sulu solüsyonda kısa bir yarı ömre sahip 

olduğundan SOD aktivitesinin ölçülmesi oldukça zordur. SOD aktivitesini ölçmek için çok 

sayıda doğrudan ve dolaylı yöntem bildirilmiĢtir (Köse, 2012).  

DıĢ Kaynaklar 

Sigara 

Radyasyon 

Ġlaç 

Hiperoksi 

Ozon 

Hücresel Kaynaklar 

Ġnflamasyon 

Fibroblast 

Endotel hücreleri 

Ksantin ve NADPH oksidaz 

O2
-

.
 

Pinosembrin 

Pinostrobin 

    

       ONOO
- NO

.
 

H2O2 OH + NO2 

Hücre Hasarı 

Fe
2+

 Katalaz 

H2O +O2 
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Doğrudan analiz 

SOD aktivitesinin doğrudan ölçümü iki kategoriye ayrılır; durdurulan akıĢ kinetik 

analizi ve pulse radiolizis‘dir (Riley, 1999). Bu yöntemler, O2
.- 

anyonunun 

spektrofotometrik bozulmasını doğrudan tampon çözeltisinde gözlemleyerek O2
.- 

in 

değiĢme oranının hassas bir Ģekilde ölçülmesini sağlar.  Pulse radyoliz metotları genellikle 

su içinde çözünmüĢ oksijenin (25 °C'de 1 atm altında yaklaĢık 100 μM olan) baĢlangıç 

konsantrasyonunun O2
.-
 için sınırlayıcı faktör olduğu sabit durumdaki O2

.- 
üretimine 

dayanır. Bu yöntemde, O2
.-
, format varlığında oksijenle doymuĢ sulu çözeltilerin pulse 

ıĢınlaması ile üretilir. Maliyet ve ekipman ile ilgili problemler, bu yöntemin yaygın 

kullanımını sınırlandırmaktadır (Riley, 1999). Riley ve ark. (1991) 245-270 nm'de 

süperoksidin spektrofotometrik absorbansı ile O2
.-
 bozulma kinetiklerini ölçmek için 

durdurulmuĢ akıĢ kinetik yöntemleri geliĢtirmiĢlerdir. Bu yöntemde, katalizsiz O2
.-
 (ikinci 

derece kinetikler) bozunması, taranan kompleksin üzerinde büyük bir fazla O2
.-
 varlığında 

O2
.-
 (birinci mertebeden kinetikler) bozunmasından ayırt edilebilir. Değerlendirilmekte 

olan çeĢitli metal kompleks konsantrasyonlarında süperoksidin birinci mertebeden 

bozulmasını değerlendirmek suretiyle gerçek katalitik SOD aktivitesine sahip bir ajan için 

ikinci dereceden bir katalitik hız sabiti (kcat) elde edilebilir. Gerçek bir kcat doğrudan 

değerlendirilmesi, belirli koĢullar altında enzimlerin ve SOD aktivitesi gösteren bileĢiklerin 

aktivitelerini doğrudan karĢılaĢtırabilir (Riley ve ark., 1991). 

Ġndirekt analiz 

Ġndirekt yöntemlerde, O2
.-
, serbest radikali temizleyen gösterge molekülleri ile 

reaksiyona girecek Ģekilde enzimatik veya kimyasal olarak üretilmektedir. Fridovich ve 

McCord (1969)‘un, sitokrom C 'yi kullanarak bir analiz geliĢtirmesinden sonra, SOD 

aktivitesini ölçmek için bu yönteme dayanan birtakım indirekt analizler baĢlatılmıĢtır. 

Sitokrom c ve nitroblue tetrazolium (NBT), kararlı durum düĢük seviyelerde O2
.-
 

oluĢturmak için ksantin/ ksantin oksidaz kullanan bir sistemde en yaygın kullanılan redoks 

indikatörleridir (Riley, 1999; Goldstein ve Czapski, 1991). O2
.-
, indikatörü azaltır ve bu, 

spektral bir değiĢim sağlar. Eklenen bir reaktif O2
.-
ile reaksiyona girerse, bu, O2

.-
 

konsantrasyonunu azaltarak indikatörün azalmasını engeller ve bu da SOD aktivitesinin bir 

ölçüsünü verir. Ġndirekt analiz, test edilen SOD aktivitesi gösteren bileĢiklerin O2
.-
 

üretimini inhibe etmesi veya stokiyometrik olarak O2
.-
 ile reaksiyona girmesi durumunda 

SOD aktivitesi için yanlıĢ pozitif sonuçlara neden olabilir. Ek olarak, yan reaksiyonlar 
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meydana gelebilir ve ölçümlere müdahale edebilir. Dolayısıyla, gerçek bir katalitik oranın 

belirlenemediği ve dolaylı analizlerden elde edilen kcat değeri ile aktivite arasında 

doğrudan karĢılaĢtırma yapılamayacağı sıklıkla tartıĢılmaktadır (Riley, 1999).
 

  NBT, kolaylık ve kullanım kolaylığı nedeniyle genellikle bir indikatör molekülü 

olarak kullanılır. Öte yandan, NBT'nin formazan boyasının suda az çözünürlüğü ve 

indirgenmiĢ ksantin oksidaz ile etkileĢimi gibi bazı dezavantajları vardır. Yapılan 

çalıĢmalarda, O2
.-
 anyonu ile indirgendikten sonra suda çözünebilir bir formazan boya 

üreten 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum 

tuzu (WST1) kullanmıĢtır. Ksantin-ksantin oksidaz sistemi bir O2
.- 
kaynağı olarak 

kullanılmıĢtır (O2
.-
) (Peskin ve Winterbourn, 2000). 

Bu yöntemde, ksantin oksidaz aerobik oksidazlar ksantinin üre haline gelmesi, bu 

iĢlemde O2
.- 
üretilmesidir. WST1, reaksiyonda oluĢan O2

.-‘
yi sarar, bu da ġekil 1.5'de 

gösterildiği gibi renksiz WST1'in sarı WST1 formazan'a indirgenmesine neden olur. WST1 

formazan 440 nm'de karakteristik bir absorbans değerine sahip olduğundan, WST1'in 

WST1 formazanının O2
.-
 ile nicel olarak azaltılması spektrofotometrik olarak 440 nm'de ve 

25 ºC'de 20 dakika boyunca izlenmiĢtir. Test edilen kompleksin varlığında WST1 

formazan'ın absorbans değerleri azalır. Bunun nedeni kompleksin WST1 ile yarıĢarak O2
.-

‘
yi yok etmesidir (Valentine, 2007). 

 

ġekil 1.5. Ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile O2
.-
 üretimi ve O2

.-
 ile WST1 reaksiyonu 

(Goldstein ve Czapski, 1991). 
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WST1 deneyi indirekt bir analiz yöntemidir, çünkü SOD aktivitesi gösteren 

bileĢiklerin varlığında sarı WST1 formazan'ın görünüĢünün azalma derecesi, SOD 

aktivitesinin bir ölçüsü olarak alınmaktadır (Mccord ve Fridovic, 1969). Bu, ölçümlere 

müdahale eden yan tepkimelerin ortaya çıkması ve daha sonra katalizörün gerçek 

mekanizmasının belirlenememesi durumunda problemlere yol açabilir. Öte yandan, 

indirekt yöntem, doğrudan yöntemlerden daha iyi in vivo koĢullara yaklaĢan koĢullar 

sağlar. Dolaylı yöntem, herhangi bir yan reaksiyonun meydana gelmediğini ve sadece 

katalitik O2
.- 
dismutasyon reaksiyonunun meydana geldiğini varsayar (Riley, 1999). 

Yöntemin Ģematik bir temsili ġekil 1.6'da gösterilmiĢtir (Köse, 2012). 

 

ġekil 1.6. WST1 dolaylı analiz yönteminin Ģematik gösterimi (Riley ve ark., 1991). 

1.3. Pinosembrin 

Propolisin kimyasal karakterizasyonu pinosembrini ana bileĢenleri arasında 

tanımlamıĢtır ve bu da izole edilmiĢ bir bileĢik olarak biyolojik aktivite göstermiĢtir. 

Pinosembrin (5,7-dihidroksiflavanon, ġekil 1.7) bal, propolis ve zencefil kökleri ve 

yabani mercan köĢk gibi birkaç bitkide tanımlanmıĢ doğal flavonoid bir bileĢiktir (Massaro 

ve ark., 2014). Pinosembrin, doğal ekstraksiyonun dıĢında, biyosentez (Napal ve Palacios, 

2013) ve kemosentezle elde edilebilir (Yuan ve ark., 2008). 
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ġekil 1.7. Pinosembrin kimyasal yapısı (Rasul ve ark., 2013) 

Farmakolojik çalıĢmalarda endotoksin Ģoku, kanser ve kardiyovasküler hastalıklar 

gibi hastalıkların tedavisi için çeĢitli özellikler göstermiĢtir (Rasul ve ark., 2013). Oral 

uygulamadan sonra bu bileĢiğin iyi metabolize edildiği ve absorbe edildiği dikkat çekicidir 

(Sayre ve ark., 2013). İn vitro olarak, kısmen p-glikoprotein tarafından yürütülen bir pasif 

nakil iĢleminde kan-beyin bariyerinden (KBB) geçtiği gösterilmiĢtir (Yang ve ark., 2012). 

Bu bulgu, pinosembrinin, merkezi sinir sistemindeki (MSS) hastalıkların tedavisinde 

faydalı olabileceğini göstermektedir. Önceki çalıĢmalar pinosembrinin antiinflamatuar ve 

nörokoruyucu etkilere ve ROS azaltma, KBB'yi koruma, mitokondriyal fonksiyonu modüle 

etme ve apoptozu düzenleme yeteneğine sahip olduğunu göstermiĢtir. İn vitro ve in vivo 

çalıĢmalar, pinosembrinin beyni iskemik inme hasarına karĢı koruyabileceğine göstermiĢtir 

(ġekil 1.8). Bu nedenle, 2008 yılında, pinosembrin iskemik inme geçiren hastalarda klinik 

araĢtırmalar için Çin Devlet Gıda ve Ġlaç Ġdaresi tarafından onaylanmıĢ ve Faz II klinik 

denemeleri yapılmaktadır (Anonymous, 2018a). 

 

ġekil 1.8. Pinosembrinin potansiyel terapötik uygulamaları (Lan ve ark.,2016). 
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1.3.1. Pinosembrinin farmakokinetiği 

Klinik öncesi çalıĢmalarda, sıçan plazmasında pinosembrini saptamak için iki 

yöntem kullanılmıĢtır. Ġlk olarak, araĢtırmacılar intravenöz enjeksiyonla (i.v.) sıçanlara 

22,5 mg/kg veya 67,5 mg/kg pinosembrin uygulamıĢlar ve daha sonra ultraviyole tespiti ile 

ters fazlı yüksek performanslı sıvı kromatografisini kullanmıĢlardır (Yang ve ark., 2009). 

Ġkinci çalıĢmada, sıçanlara i.v. 10 mg/kg pinosembrin ile yüksek performanslı sıvı 

kromatografik-elektrosprey iyonizasyon-kütle spektrometresi, plazmadaki S-pinosembrin 

ve R-pinosembrini tespit etmek için kullanılmıĢtır (Sayre ve ark., 2013). Klinik 

çalıĢmalarda, yüksek performanslı sıvı kromatografisi-kütle spektrometresi, sağlıklı 

gönüllülerin plazmasında pinosembrini ölçmek için kullanılmıĢtır (Anonymous, 2018a). 

1.3.2. Pinosembrin analoglarının sentezi ve biyosentezi 

Pinosembrin ilk olarak 1992 yılında Eriodictyon californicum'dan izole edilmiĢtir 

(Liu ve ark.,1992). Bitkilerde pinosembrin, fenilalanin amonyak liyaz, 4-kumarat-CoA 

ligaz ve kalkon sentaz enzimi olmak üzere üç enzimin etkisiyle fenilalaninden 

sentezlenmektedir. (Weisshaar ve Jenkins, 1998). Bu bulguya dayanarak, büyük 

miktarlarda pinosembrin, rekombinant Escherichia coli (Kaneko ve ark., 2003) ve bir 

yapay gen kümesi içeren Saccharomyces cerevisiae'den (Yan ve ark., 2005) 

biyosentezlenmiĢtir. Yuan ve ark. (2008), pinosembrin endüstriyel üretimini elde etmek 

için, bir kiral primer amin veya bir kiral sülfinamidi çözücü olarak kullanarak uygun bir 

sentez yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. 

1.3.3. Potansiyel terapötik uygulamalar ve etki mekanizması 

Doğal bileĢiklerin biyolojik aktivitesi genellikle, aktivitelerin mekanizmalarına 

vurgu yaparak incelenmektedir. Pinosembrinin biyolojik özelliklerini belirlemek ve 

aktivite mekanizmalarını aydınlatmak için in vitro ve in vivo olarak çeĢitli çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. Bu durumda, bazı araĢtırmacılar, OH
.
 grubunun pinosembrinin ve onun 

analoglarının biyolojik aktivitesi üzerindeki etkisini değerlendirmek için fonksiyonel 

grupların bazı moleküllerin biyolojik aktivitesi üzerindeki etkisini ortaya koymuĢtur (Rasul 

ve ark., 2013) (ġekil 1.9). 
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ġekil 1.9. Pinosembrinin ana mekanizmaları (Lan ve ark.,2016).  

1.3.3.1.Ġnme 

Geçtiğimiz on yılda, çeĢitli çalıĢmalar pinosembrinin serebral iskemik hasara karĢı 

koruyabildiğini göstermiĢtir (Shi ve ark., 2011). Nöro-koruyucu (Izuta ve ark., 2008), anti-

oksidan (Liu ve ark., 2008) ve anti-inflamatuar etkileri hem in vitro hem de in vivo olarak 

gösterilmiĢtir. Pinosembrin, iskemik inme geçiren sıçanlarda koruyucu etki gösterir (Shi ve 

ark., 2011). Bu tür bulgular, yeni ve etkili ilaç tedavilerinin geliĢtirilmesi için umut verici 

bir bileĢik olduğunu göstermektedir (Lan ve ark.,2016). 

Pinosembrinin orta serebral arter tıkanıklığı (MCAO) hayvan modellerinde etkileri 

Pinosembrinin etkinliğini değerlendirmek için kullanılan ilk inme modeli MCAO 

dur. Gao ve ark. (2008), kalıcı serebral iskemi (pMCAO) olan sıçanlarda, pinosembrinin 

(10 mg/ kg, i.v.) beyin ĢiĢmesini azaltabildiğini göstermiĢtir; davranıĢsal açıkları 

iyileĢtirmek ve nöronal apoptoz, astrositik son ayakların ödemi ve endotelyal hücrelerin ve 

kılcal damarların deformasyonunu hafifletir. Ayrıca, pinosembrin aynı zamanda matriks 

metalloproteinaz-9 protein ekspresyonunu azaltarak ve sıkı birleĢme proteini zonula 

tıkanıklığının mRNA seviyesini azaltarak KBB'yi korumuĢtur. Nörovasküler ünite 

üzerinde hareket eden pinosembrin, tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α), interlökin-1 beta 

(IL-1β) gibi proinflamatuar sitokinlerin, hücreler arası adezyon molekülü-1 ICAM-1 gibi 

kemokinlerin, vasküler hücre seviyesini azaltır. Pinosembrinin adezyon molekülü-1 

(VCAM-1), indüklenebilir NO sentaz (iNOS) ve akuaporin-4 üzererindeki etkilerinden 

dolayı da güçlü bir anti-inflamatuar etkiye sahip ajan olduğunu düĢündürmektedir.  
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Pinosembrin (10 mg / kg) da MCAO-reperfüzyon hayvan modelinde iskemik 

sonuçları iyileĢtirdiği gösterilmiĢtir (Liu ve ark., 2008). Pinosembrinin, MCAO 

sıçanlarında protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici 

transkripsiyon faktörü (ATF6), ökaryotik baĢlangıç faktörü (elF2α) sinyal yoluyla C/EBP 

homolog protein (CHOP)/GADD153 ve kaspaz-12 ekspresyonunu azaltarak endoplazmik 

retikulum stresi ve apoptozu azalttığı öne sürülmüĢtür (Wu ve ark., 2013). 

İn vitro çalıĢmalar 

Pinosembrinin nöronal canlılığı arttırdığı, laktat dehidrojenaz salınımını azalttığı, 

NO ve ROS üretimini inhibe ettiği, glutatyon düzeylerini artırdığı ve oksijen-glikoz 

yoksunluğuna maruz kalan birincil kortikal nöronlarda nöronal NO sentezinin (nNOS) ve 

iNOS gen ekspresyonunu down regüle ettiği gösterilmiĢtir. Bu sonuçlar pinosembrinin in 

vitro nöroprotektif olduğunu göstermektedir (Liu ve ark., 2008).Yapılan baĢka bir 

çalıĢmada, pinosembrin ayrıca mitokondriyal fonksiyonu ve apoptozu düzenleyebildiği 

bildirilmiĢtir. Oksijen glikoz yoksunluğu / reperfüzyon (OGD/R)'ye maruz kalan birincil 

nöronlarda pinosembrin, kaspaz-3 ekspresyonunu azalttığı rapor edilmiĢtir (Liu ve ark., 

2008). Kaspaz-3 aktivitesindeki azalma, SH-Sy5y hücrelerinde de gösterilmiĢtir (Izuta ve 

ark., 2008). 

Glutamat ile indüklenen SH-Sy5y hücre dizisinde pinosembrinin sitokrom C'nin 

mitokondriden sitoplazmaya salınmasını azalttığı ve pro-apoptotik Bax'ın sentezini 

azalttığı gösterilmiĢtir (Gao ve ark. 2008). 

Pinosembrin ayrıca KBB'yi in vitro koruduğu yapılan çalıĢmalarda görülmüĢtür 

(Ma ve ark., 2018). Meng ve ark. (2011), pinosembrinin OGD/R hasarı ve artmıĢ 

mitokondriyal membran potansiyelinden kültürlenmiĢ sıçan serebral mikrovasküler 

endotelyal hücreleri koruduğunu belirlemiĢlerdir. Bu sonuçlar pinosembrinin sadece 

nöroprotektif değil, aynı zamanda vasküler koruma sağladığını ve inme sırasında terapötik 

uygulamasını desteklediğini düĢündürmektedir (Lan ve ark., 2016). 

İn vivo ve in vitro çalıĢmalardan elde edilen verilerin artması, pinosembrinin 

iskemik inmeyi tedavi etmek için bir aday ilaç olabileceği fikrini desteklemektedir. 

Pinosembrinin nöroprotektif etkileri doğrudan diğer bitkisel ürünlerle 

karĢılaĢtırılmamasına rağmen, akut toksisite testleri farelerde i.v pinosembrinin LD50'sinin 

700 mg/kg'dan daha yüksek olduğu gösterilmiĢtir. 
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1.3.3.2. Nörodejeneratif hastalıklar 

Pinosembrinin Alzheimer hastalığı üzerindeki etkisi in vitro ve in vivo olarak 

yapılan çalıĢmalarda mevcuttur. Liu ve ark. (2012), in vitro çalıĢmalar için geliĢmiĢ 

glikasyon son ürünleri (RAGE) için reseptör ile transfekte edilen hücreler, amiloid öncü 

proteinini Ġsveç mutasyonu (APPsw) ile aĢırı ifade eden bir SH-Sy5y hücre hattı ve 

amiloid-b peptid (Aβ)25-35 ile indüklenen nöronlar olmak üzere üç tip hücre hattı 

kullanmıĢlardır. Pinosembrinin (10 μM) RAGE ve downstream sinyal yollarını inhibe 

ettiğini, RAGE proteininin pinosembrin hedefi olabileceğini ve pinosembrinin APPsw SH-

Sy5y hücre hattında mitokondriyon aracılı apoptosisi düzenlediğini göstermiĢlerdir. Liu ve 

ark., (2014), ayrıca APP/PS1 transgenik farelerde, pinosembrinin oral uygulamasının, esas 

olarak glial aktivasyonu inhibe ederek ve APP/PS1 transgenik farelerde RAGE ile 

indüklenmiĢ p38 mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ekspresyonunu down regüle 

ederek öğrenme ve bellek eksikliklerini önemli ölçüde azalttığını göstermiĢtir. Bu veriler 

pinosembrinin nöroinflamasyonunu hedefleyerek beyni koruyabileceğini göstermektedir. 

Pinosembrinin nörotoksisiteyi azalttığı ve 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP (+)) ile tedavi 

edilen SH-Sy5y hücrelerinde mitokondriyal disfonksiyonu inhibe ettiği ve 6-hidroksi 

dopamin (6-OHDA)'da tedavi edilen SH-Sy5y hücreleri Nrf2/ARE yolunda nöronal 

ölümün azaldığı bildirilmiĢtir (Jin ve ark., 2015). Parkinson hastalığında potansiyel bir 

uygulama olduğunu düĢündürmektedir (Lan ve ark., 2016). 

1.3.3.3. Kardiyovasküler hastalıklar ve ateroskleroz 

Pinosembrinin kardiyovasküler hastalıkları ApoE'yi düzenleme ve rho kinaz 

(ROCK) azaltma yeteneğine bağlı olarak etkilediği düĢünülmektedir (Li ve ark., 2013). Li 

ve ark. (2013), yaptıkları bir çalıĢmada pinosembrinin, MYPT1/Thr696 ve ROCK1'in 

fosforilasyonundaki anjiyotensin II ile indüklenen artıĢı inhibe ettiğini göstermiĢtir. 

Pinosembrinin neden olduğu vasküler kontraksiyonun inhibisyonu, MYPT1/Thr696 

fosforilasyonunun ve ROCK1 ekspresyonunun azaltılması ile gerçekleĢir. Ayrıca, 

pinosembrinin Ca
2+

 konsantrasyonu ve ERK1/2 aktivasyonundaki artıĢı baskılayarak ve 

aortunda anjiyotensin II tip I reseptörünü (AT1R) bloke ederek anjiyotensin II ile 

indüklenen vazokonstriksiyonu inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Li ve ark., 2013). Sang ve ark. 

(2012), 14 hafta boyunca Simvastatin ve pinosembrin ile kombine tedavinin, ApoE-/- 

farelerde serum lipid seviyelerini, geliĢmiĢ endotel fonksiyonlarını ve azalan ateroskleroz 

semptomlarını anlamlı düzeyde azalttığını belirlemiĢlerdir. Kombinasyon terapisinin etkisi, 
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tek baĢına Simvastatin‘den daha iyi olduğu gözlemlemiĢlerdir. Bu bulgularda, 

pinosembrinin diğer ilaçlar ile kombine edildiğinde aterosklerozu tedavi etmek için 

kullanılabileceğini belirmemiĢlerdir. Yang ve ark. (2013), pinosembrinin PI3K/AKT/eNOS 

yolu ile kemik iliği kaynaklı endotelyal progenitör hücrelerin (EPC) biyolojik 

fonksiyonlarını geliĢtirdiğini bildirmiĢlerdir. Bununla birlikte, pinosembrinin hem in vitro 

hem de in vivo olarak ateroskleroz dahil olmak üzere kardiyovasküler hastalıklar 

üzerindeki etkilerini doğrulamak için daha fazla bilgi gerektiğini bildirmiĢlerdir (Yang ve 

ark., 2013). 

1.3.3.4. Ġnflamatuar ve bulaĢıcı hastalıklar 

Yukarıda belirtildiği gibi, anti inflamasyon, pinosembrinin ana mekanizmalarından 

biridir. Bu nedenle, birçok deney, inflamatuar hastalıkların tedavisinde pinosembrin olası 

uygulamalarını araĢtırılmıĢtır. Soromou ve ark. (2012), in vitro bir çalıĢmada, 

pinosembrinin, murin makrofaj ve endotoksin kaynaklı akut akciğer hasar modelinde 

proinflamatuar sitokinleri inhibe ettiğini, kısmen de MAPK ve NF-κB aktivasyon 

düzeylerini düĢürdüğünü göstermiĢlerdir. İn vivo olarak, pinosembrin ile ön tedavi 

(intraperitoneal, 50mg/kg), lipopolisakkarid (LPS) ile indüklenen iltihaplanmanın bir 

murin inflamasyon modelinde ve akciğer hasarını azalttığı bildirilmiĢtir. Soromou ve ark. 

(2014), diğer bir çalıĢmasında pinosembrin ile ön tedavinin (intraperitoneal, 20mg/kg veya 

50mg/ kg) farelerde LPS ile indüklenen endotoksin Ģokundan mortaliteyi azalttığını; 

bununla birlikte, pinosembrin ile tedavi sonrası herhangi bir terapötik etki göstermediğini 

bildirmiĢlerdir. 

Pinosembrinin ilk olarak 1977'de anti-fungal özelliklere sahip olduğu keĢfedilmiĢtir 

Metzner ve ark., 1977). On yıllardan beri çalıĢmalar, pinosembrinin Penicillium italicum 

(Sala ve ark., 2003), Candida albicans (Katerere ve ark., 2012), Staphylococcus aureus 

(Katerere ve ark., 2012; Soromou ve ark., 2013), E. coli (Katerere ve ark., 2012; Hegazi ve 

ark., 2000), Bacillus subtilis, Trichophyton mentagrophytes, Streptococcus mutans 

(Barrientos ve ark., 2013) ve Neisseria gonorrhoeae (Ruddock ve ark., 2011) aktivitesini 

anlamlı bir Ģekilde inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Soromou ve ark. (2013), pinosembrinin α-

haemolisin üretimini azalttığını ve düĢük konsantrasyonlarda ahaemolisin aracılı hücre 

hasarını zayıflattığını ve S. aureus ile indüklenen pnömoniden korunmuĢ fareleri 

bildirmiĢtir. Birlikte, bu bulgular pinosembrinin anti-inflamatuar mekanizmaları hakkında 

bilgi verir ve anti-enfeksiyöz etkiyi vurgulayarak, pinosembrinin inme sonrası 
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enfeksiyonları tedavi etmek için bir ilaç adayı olabileceğini düĢündürmektedir (Lan ve 

ark., 2016). 

1.3.3.5. Antikanser Etkinliği 

Sentetik ilaçların toksik etkilerinden dolayı veriler, mevcut tedavi seçeneklerin 

kanser hastalıklarında sınırlı terapötik baĢarıya sahip olduğunu göstermektedir; bu nedenle, 

normal hücrelerde sitotoksik etki olmadan kanser hücrelerinde apoptoz ve büyüme 

tutukluğunu selektif olarak indükleyen yeni doğal ürünlerin tanımlanmasına önemli ölçüde 

vurgu yapılmaktadır. Apoptoz, hücre ölümünde son derece senkronize bir model olarak 

tanımlanır ve hücre zarı blabbing, kromatin kondensasyonu ve nükleer fragmantasyon 

dahil olmak üzere farklı morfolojik özellikler ile karakterize edilir (S. Elmore, 2007). 

Normal hücre regülasyonu ve hastalık koĢulları sırasında sinyallemenin önemi fark 

edilmiĢtir (Evan ve Vousden, 2001) ve kanser hücrelerinin kritik hızlı çoğalması olan 

sinyalleme düzeylerinde birçok iyi bilinen hedef belirlenmiĢtir. Normal hücrelerde, bazı 

hücresel sinyallerin büyümelerini ve tüm büyüme mekanizmalarını kontrol edip 

düzenlediğine ve hücrelerin apoptosise maruz kalmasını engelleyen çeĢitli mutasyonlar 

nedeniyle bu sinyaller değiĢtirildiği zaman normal hücrelerin kanserli hücrelere dönüĢtüğü 

ve hiperproliferasyona uğradığı düĢünülmektedir. Bu nedenle, kanserli hücre 

proliferasyonunu durdurmak için apoptozun düzenlenmesi kritik bir rol oynamaktadır. 

(Fulda, 2010). Yapılan çalıĢmalar, çeĢitli antikanser kemopreventif ajanların kanserli 

hücrelerde ölümlere neden olan apoptozisi indükleyebileceğini düĢündürmektedir (Rasul 

ve ark., 2012). Bazı çalıĢmalar, pinosembrinin inisiyasyonu inhibe edebileceğini, 

geciktirebildiğini, bloke edebildiğini veya tersine çevirdiği gösterilmiĢtir (Rasul ve ark., 

2013).  

Anterior yapılan araĢtırmaya göre, pinosembrin, insan göbek kordonu endotelyal 

hücrelerine karĢı nispeten daha az toksisitesi olan, kolon kanseri hücre hattı (HCT116) gibi 

belirli kanser hücresi kuĢaklarına karĢı sitotoksisite göstermiĢtir (Kumar ve ark., 2007). 

Yapılan bir çalıĢmada; HCT116, pinosembrin artmıĢ hem oksijenaz, kaspaz-3, 9 ve 

mitokondriyal membran potansiyelinin aktivitesini artırdığı ancak sitokrom P450 redüktaz, 

kinon redüktaz, UDP glukuronosil transferaz ve glutatiyon-S-transferaz (GST) 

aktivitelerini etkilemediği görülmüĢtür (Kumar ve ark., 2007). Bazı in vivo ve in vitro 

çalıĢmalara rağmen, pinosembrinin endotelyal progenitör hücreler (EPH)'lerin 

farklılaĢmasını destekleyebileceğini ve sıçan karaciğer mikronükleus ve orta dönem 
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karsinojenisitede biyolojik fonksiyonları iyileĢtirebileceğini ortaya koymaktadır. 

Pinosembrin, dietilnitrozamin enjeksiyonundan önce verildiği zaman, GST-P pozitif 

odakların, PI3KeNOS-NO sinyal yolunun sayısını ve EPH'lerin yapıĢmasını hafifçe 

arttırmıĢtır. Pinosembrinin etkisi, kimyasal kaynaklı hepatokarsinogenezin korunmasına 

yardımcı olabilir ve bu bileĢiğin teĢvik edici etkisinin lipit peroksidasyonuna bağlı 

olabileceği düĢünülmektedir (Punvittayagul ve ark., 2011). 

Yapılan çalıĢmalar, pinosembrinin potansiyel antioksidatif, antiinflamatuar, 

antitümör ve antimikrobiyal özelliklere sahip iyi bir farmakolojik ilaç olabileceğini 

düĢündürmektedir. Birkaç araĢtırma sonucu pinosembrinin hem in vitro hem de in vivo 

potansiyel uygulamalarını göstermiĢtir. Pinosembrin, küçük moleküler ağırlığa sahip doğal 

bir üründür, maliyeti ve gelecekteki terapötik potansiyeli ile birleĢerek onu ideal bir 

terapötik madde haline getirir. GeliĢtirilmiĢ farmakokinetik ve farmakodinamiğe sahip 

pinosembrin analogları ayrıca daha ileri ilerlemeleri de teĢvik edebilir. Birçok çalıĢma, 

pinosembrinin birçok kanser hücresi tipinin apoptozunu indüklediğini, ancak etki 

mekanizmalarının tam olarak açıklanmadığını göstermiĢtir. Yapılan çalıĢmalar, 

pinosembrinin bir farmasötik ajan olarak doğrudan tıbbi uygulama oluĢturabileceğini ya da 

hastalıkların tedavisi için yeni maddelerin tasarımı, sentezi ve yarı-sentezi için kimyasal 

Ģablonlar olarak kullanılabileceğini düĢündürmektedir (Rasul ve ark., 2013).  

ÇeĢitli hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde bir tıbbi ajan olarak pinosembrinin 

medikal uygulamalarını daha fazla doğrulamak ve potansiyel rolünü açıklığa kavuĢturmak 

için anti inflamatuar, antikanser ve apoptotik etki mekanizmalarını tam olarak anlamak için 

spesifik hücre içi etki alanı ve türev hedeflerini belirlemek için ek çalıĢmalar ve klinik 

çalıĢmalar gerektiği bildirilmiĢtir (Rasul ve ark., 2013). 

1.4. Pinostrobin 

Bir diyet biyoflavonoidi olan pinostrobin (5-hidroksi-7-metoksi flavanon), Tay 

zencefil (Boesenbergia pandurata Roxb.), bal, propolis vb. dahil olmak üzere yenilebilir 

gıda maddelerinde bulunmaktadır. Pinostrobin, anti-inflamatuar aktivite, gastroprotektif 

aktivite, kinon redüktaz indükleyici aktivite, anti-oksidan aktivite, anti-mikrobiyal aktivite, 

anti-viral aktivite, anti-nosiseptif aktivite, anti-kanser, anti-fungal aktivite gibi birçok 

farmakolojik aktivite ile iliĢkilidir (ġekil 1.10) (Neeraj ve ark., 2016). 
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ġekil 1.10. Pinosembrinin potansiyel terapötik uygulamaları (Patel ve ark., 2016)  

1.4.1. Pinostrobin kimyası, sentezi ve analogları 

Pinostrobin ayrıca Pinosembrin-7-metileter ve 5-hidroksi 7-metoksiflavanon olarak 

da adlandırılır, flavanon sınıfına aittir (ġekil 1.11). Pinostrobin fotokimyasal olarak stabil 

bulunmuĢtur (Matsuura ve ark., 1973). Korenaga ve ark. (2011), optik olarak saf (S)-(-) 

pinostrobin kimyasal sentezini, %90'lık toplam verim ile üç aĢamada optik saflık ile doğal 

formdaki (S)-(-)-pinostrobin veren %90'lık substitue kiral 2-hidroksifenilpropanonun 

molekül içi mitsunobu reaksiyonu yoluyla elde etmiĢlerdir. Mashentseva ve ark. (2011), 

geçiĢ metalleri ile kompleks veren pinostrobin oksim bileĢiklerinin biyolojik aktivitesini 

değerlendirmiĢtir. Kul'magambetova ve ark. (2002), γ-piron halkasında değiĢiklik 

olmaksızın, pinostrobinleri mukozal oksim ve hidrazonunu hidroksilamin ve hidrazin ile 

hazırlamıĢtır. Son zamanlarda pinostrobin bir triazol bağlayıcı içeren kumarin-kalkon 

melezlerini sentezlemek için bir baĢlangıç malzemesi olarak kullanılmıĢtır (Mukusheva ve 

ark., 2015). 

 

ġekil 1.11. Pinostrobin kimyasal yapısı (Patel ve ark., 2016) 
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1.4.2. Farmakokinetik çalıĢmalar 

2011 yılında Hua ve ark. sıçan plazmasında pinostrobin tayini için bir iç standart 

olarak isoliquiritigenin ile sıvı kromatografi-tandem kütle spektrometrisi (LC-MS/MS) 

kullanılarak hızlı ve duyarlı bir yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Pinostrobin farmakokinetiğini 

incelemek için bu yöntemi uygulamıĢlardır. Sonuçlar, oral doz 0,5 mg/kg pinostrobin 

sonrasında Cmax 615.35 ng/mL, tmax = 4 saat ve t1/ 2 = 4,34 dakika olarak bulunmuĢtur (Hua 

ve ark., 2011). 

1.4.3. Farmakolojik aktiviteler 

1.4.3.1. Antioksidan aktivite 

Pinostrobin anti-oksidan aktivitesi, in vitro 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 

süpürme deneyinin araĢtırılmasıyla belirlenmiĢtir. ÇalıĢma pinostrobin anti-oksidan 

aktiviteye sahip olduğunu göstermektedir. Kanada'dan propoliste bulunan pinostrobin de 

DPPH'ye karĢı anti-radikal aktivite gösterdiği bulunmuĢtur (Christov ve ark., 2006). 

Pinostrobin, askorbik asit ile karĢılaĢtırıldığında, 116.11 ± 0.004'lük ferrik indirgeme/anti-

oksidan gücü (FRAP) değerini göstermiĢtir (Abdelwahab ve ark., 2011). Bir baĢka 

çalıĢmada, balda bulunan belirgin bir flavonoid olan pinostrobin, memeli faz II enzimlerini 

indüklediği bildirilmiĢtir. Murin hepatoma hücrelerinde pinostrobinin kinaz redüktaz (QR) 

aktivitesini ikiye katlamak için 0.5 µM olarak bulunmuĢtur (Fahey ve Stephenson, 2002). 

BaĢka bir çalıĢmada, pinostrobin sülforafan ile karĢılaĢtırılabilir güçlü QR indükleme 

etkinliğine sahip olduğu bulunmuĢtur. Ayrıca, pinostrobin (>132) kemoprevention indeksi 

(CI), sülfosfanın (25.0) oranından daha yüksek bulunmuĢtur (Su ve ark., 2003). 

1.4.3.2. Anti-inflamatuar aktivite 

Panthong ve ark. (1994), 300 mg/kg'lık bir pinostrobin oral dozunda, %10,3 

ödemde bir inhibisyon olduğunu gösterilmiĢtir. Pinostrobin, sıçanların makrofajlarında ve 

Sprague Dawley sıçanlarında TNF-α ve IL-1 üretimini inhibe ettiği belirlenmiĢtir (Patel ve 

Bhutani, 2014). NO için pinostrobin yarım maksimum inhibitör konsantrasyonunun 43.2 

μM olduğu bulunmuĢtur (Lee ve ark., 2013). Pinostrobinin, siklooksijenaz (COX I ve II) 

enzimleri üzerinde 100μg/mL konsantrasyonda zayıf inhibitör etkiye sahip olduğu 

gösterilmiĢtir (Wu ve ark., 2002). 
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1.4.3.3. Nörodejeneratif bozuklukların nöroaktif özellikleri ve tedavisi 

Nicholson ve ark. (2010), pinostrobin anti-depresan ilaçların farmakolojik 

etkilerini, aynı testte 299 mcM'lik bir IC50 sergileyen anti-konvulsant ve sodyum kanal 

inhibitörü karbamazepine kıyasla 23 μM'nin maksimum yarım konsantrasyonu ile 

örneklendirdiğini göstermiĢtir. Bununla birlikte, pinostrobinlerin sodyum kanal kompleksi 

üzerindeki spesifik bağlanmasına iliĢkin daha fazla araĢtırmanın gerekli olduğunu ileri 

sürmüĢlerdir (Nicholson ve ark., 2010). 

BaĢka bir çalıĢmada, pinostrobin (1–40 μM) Alzheimer önleyip, etkilerini gösteren 

kültürlenmiĢ sıçan feokromositoma (PC12) hücrelerinde Aβ25 − 35 'e bağlı nörotoksisiteye 

karĢı koruyucu etkiye sahip olduğu görülmüĢtür. Bu nöro-koruma, hücre canlılığının 

yükselmesi, laktat dehidrojenaz aktivitesindeki azalmanın, Aβ25 − 35 ile tedavi edilen PC12 

hücrelerinde hücre içi reaktif oksijen türleri ve kalsiyum seviyelerinin yükselmesiyle teyit 

edilen oksidatif hasar ve kalsiyum aĢırı yüklenmesinin engellenmesiyle kolaylaĢtırılmıĢtır. 

Ayrıca, pinostrobin, hücresel apoptozun mitokondriyal yolunun azalmasını gösteren Bcl-

2/Bax oranındaki artıĢla DNA fragmantasyonunun oluĢumunu önemli ölçüde baskıladığı 

bulunmuĢtur (Xian ve ark., 2012). 

1.4.3.4. Antikanser aktivitesi 

Bail ve ark., (2000), pinostrobin ile östrojen reseptörü arasındaki etkileĢimi, stabil 

olarak transfekte edilmiĢ bir meme kanseri hücre hattında sırasıyla 17p-estradiol (E2) veya 

dehidroepiandrosteron sülfatın varlığında veya yokluğunda inceleyen ilk çalıĢmadır. 

Pinostrobin, dehidroepiandrosteron sülfat (DHEA-S) veya E2 ile uyarılmıĢ hücre 

proliferasyonunu azaltmadan ve östrojen reseptörüne bağlanmadan bir anti-aromataz 

aktivitesini bulmuĢlardır (Bail ve ark., 2000). Ayrıca pinostrobin, koryokarsinom insan 

(JEG-3) hücrelerinde ve Arom+HEK 293 hücrelerinde 17β-estradiol oluĢumunun 

inhibisyonu için 4 μM'lik bir IC50 değeri ve anti-oksidatif kapasite için 29 μM göstermiĢtir 

(Saarinen ve ark., 2001). S)- (-)- pinostrobin, resazurin testi ile tayin edildiğinde duyarlı ve 

ilaca dirençli kanser hücresi hatlarında ve normal hücrelere karĢı orta derecede aktif 

bulunmuĢtur (Kuete ve ark., 2014). Pinostrobin ayrıca HeLa ve HepG2 hücre hatlarına 

karĢı anti-tümör aktivitesi göstermiĢtir (Cao ve ark., 2012). 
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1.4.3.5. Antimikrobiyal etkinlik 

Pinostrobin, 6.94 µg/mL'lik minimum inhibitör konsantrasyonun sahip 

Staphylococcus aureus'a karĢı iyi bir anti-bakteriyel aktivite gösterir (Kong ve ark., 2010). 

Diğer biyokimyasal deneyler, pinostrobinin Saccharomyces cerevisiae'de G2/M faz hücre 

döngüsü ilerlemesinin kontrolünde yer alan Ca
2+

 sinyalleri üzerinde inhibitör aktiviteye 

sahip olduğunu doğrulamıĢtır (Wangkangwan ve ark., 2014). Pinostrobin, mantar 

Cytospora persoonii'nin misel geliĢimini azaltır (Geibel ve ark., 1995). 

1.4.3.1. Anti ülser çalıĢması 

20 ve 40 mg/kg vücut ağırlığı dozlarında pinostrobin, omeprazol ile 

karĢılaĢtırıldığında Sprague Dawley sıçanlarında sırasıyla etanol ile uyarılan ülser sıklığını 

%83,40 ve %92.03 oranında azalttığı bildirilmiĢtir (%76,77, doz 20 mg/kg) (Geibel ve ark., 

1995). 

1.4.3.2. Antiviral aktivite 

Pinostrobin, virüs zarfının dökülmesi ve frenlenmesi yoluyla herpes simplex virus-

1 (HSV-1) replikasyonunu 22.71 ± 1.72 µg / mL EC50 ile inhibe etmektedir. Pinostrobin, 

400 ppm'de dengue-2 virüs NS3 proteazının %88,7'sini inhibe ederken, Ki 'nin 345 μM 

olduğu bulunmuĢtur (Kiat ve ark., 2006). 

1.4.3.6. Anti-sıtma aktivite 

ÇalıĢma, pinostrobin anti-sıtma aktivitesine sahip olduğunu, ancak anti-sıtma 

etkisinin kesin mekanizmasının net olmadığını göstermektedir, ancak bazı flavonoidlerin, 

L-glutamin ve miyoinositolün enfekte eritrositlere akmasını engellediği gösterilmiĢtir. 

Pinostrobin zayıf anti-sıtma aktivitesine sahiptir (Kaur ve ark., 2009). Duker-Eshun ve ark. 

(2004), IC50> 100 μM ile zayıf anti-plasmodial aktiviteyi bildirmiĢlerdir.  

1.4.3.7. Anti-zehir özellikleri 

Pinostrobin, sitratlı insan plazmasında test edildiğinde, Herrops asper venomun 

pıhtılaĢtırıcı etkisini, 1:20 (venom: pinostrobin) oranında nötralize etmede etkili olduğu 

bildirilmiĢtir. Ayrıca, pinostrobin (4 mg/kg; venom: pinostrobin:1:2), %66,7'lik 

nötralizasyon yüzdesi olan farelerde venom ile indüklenen lokal hemorajı azaltabildiğini 

göstermiĢtir (Gomez-Betancur ve ark., 2014). 
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1.4.3.8. Toksisite çalıĢmaları 

Pinostrobin, erkek Wistar farelerine 500 mg/kg daha yüksek dozda toksik olmayan 

ve genotoksik olmayan etkiler göstermiĢtir. Pinostrobin LD50'si 500 mg/kg'dan fazla 

bulunmuĢtur. Albümin, albümin-globulin oranı (A/G), alkalin fosfataz, aspartat 

aminotransferaz, alanin aminotransferaz ve toplam protein ve üre konsantrasyonu gibi 

nispi organ ağırlıkları ve biyokimyasal parametrelerin pinostrobin tarafından etkilenmediği 

bulunmuĢtur (Charoensin ve ark., 2010). 

Farmakolojik araĢtırmalar, intestinal düz kasın kendiliğinden kasılmalarının 

baskılanması, aromataz aktivitesinin inhibisyonu, östrojen kaynaklı hücrelerde 

antiproliferasyon, siklooksijenazların inhibe edilmesiyle antiinflamatuar etkiler ve fare 

beyin sinaptonurozomlarının sodyum kanalında aktif depolarizasyonunun zayıflatılması 

dahil olmak üzere pinostrobinin çeĢitli biyolojik aktivitelerini ortaya çıkarmıĢtır. Bununla 

birlikte, pinostrobin in vitro güçlü antioksidan etkiye sahiptir (Xian ve ark., 2012). Bu 

nedenle pinosembrin ve pinostrobinin ARPE-19 hücre toksisitesine karĢı koruyucu etkiye 

sahip olup olmadığına dair bilgi bulunmamaktadır. Bu çalıĢmada, pinosembrin ve 

pinostrobinin ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ile oluĢan oksidatif hasara karĢı koruyucu 

etkiye sahip olup olmadığını araĢtırmayı amaçladık. 

1.5. Gözün Genel Yapısı  

Göz küreleri (glob; bulbus, oculi), orbita boĢluğu içinde bağ dokusundan zengin bir 

yağ yastığına yerleĢmiĢ görme fonksiyonu ile görevli bir çift organdır. YaklaĢık 22 mm 

yarıçapında bir küre olan gözlerimizin yaklaĢık 1/5‘i görünür haldedir. Göz küresi, göz 

çukurunun kemik kenarları tarafından çevrelenmektedir. Kapaklar, gözyaĢı bezleri ve onun 

drenaj sistemleri; orbita içindeki diğer oluĢumlar ve kirpikler gözün yardımcı organlarını 

oluĢtururlar. Beyinden çıkan 12 çift kranial sinirden 6‘ sı gözler ile ilgilidir (BaĢmak, 

2005). 

Retinada odaklanan ıĢık, fotokimyasal reaksiyonla elektrik enerjisine çevrilir ve 

optik sinir yolu ile beyne iletilir. Beyin ise her iki gözden gelen bilgileri birleĢtirerek tek 

bir görüntü elde eder. Ġnsan retinası tarafından görülebilen en kısa dalga boyu 380 nm 

(nanometre) iken en uzun dalga boyu ise 760 nm dir.  

YaĢayan bir organizmada görerek muayene edilebilen damar sistemi ve sinir sadece 

retinal damarsal yapılar ve görme siniri (optik sinir)‘dir. 
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Gözün tabakaları  

Göz küresi üç yapısal tabakadan oluĢmaktadır (ġekil 1.12): 

• Korneoskleral örtü, dıĢ ya da fibröz tabakadır ve beyaz kısım olan skleradan ve 

Ģeffaf kısım olan korneadan oluĢmaktadır. 

• Vasküler örtü (orta tabaka ya da uvea) koroidi ve siliyer cismin ve irisin 

stromasını içerir. 

• Retina (iç tabaka) dıĢ pigment epitelini, iç nöral retinayı ve siliyer cismin ve 

irisin epitelini içerir. Nöral retina optik sinir aracılığıyla merkezî sinir sistemi ile 

devamlılık göstermektedir (Yılmaz ve AktaĢ, 2009). 

Kornea, gözün ön kısmının altıda birini kaplar. Kornea, sklera ile devam eder. 

Sklera gözün ekstrinsik kaslarının tutunmasını sağlayan sıkı fibröz bağ dokusudan 

oluĢmaktadır. Sklera gözün beyazını oluĢturur. Çocuklarda ince olduğu için hafif açık 

mavi renktedir; yaĢlılarda stromal hücrelerinde lipofuskin birikimi nedeniyle sarımsıdır. 

Kornoaskleral tabaka, optik sinirin penetre olduğu yer dıĢında daha içteki iki tabakayı 

çevreler. Uvea esas olarak, retinanın beslenmesini sağlayan vasküler tabaka olan 

koroidden oluĢmaktadır (Yılmaz ve AktaĢ, 2009). 

Kan damarları ve melanin pigmenti koroide yoğun koyu kahverengi renk verir. 

Pigment, göz içinde parlamayı azaltmak için, saçılan ve yansıyan ıĢığı absorbe eder. 

Retinaya sıkıca tutunan koroid birçok venöz pleksus ve kapillerlerin oluĢturduğu 

tabakaları içermektedir. Uveal tabakanın anteriyor kenarı ileriye doğru devam ederek 

siliyer cisimin ve irisin stromasını oluĢturur (Yılmaz ve AktaĢ, 2009). 

Siliyer cisim, kornoaskleral bileĢke seviyesinin hemen posteriyorunda, içe doğru 

uzanan halka benzeri kalınlaĢmadır. Siliyer cisimde lens akomodasyonundan sorumlu 

olan ve siliyer kas denen düz kas bulunmaktadır. Siliyer kasın kasılması lensin Ģeklini 

değiĢtirir, bu değiĢiklik, lensin farklı mesafelerden gelen ıĢık ıĢınlarını retina üzerinde 

odaklayabilmesini sağlar (Yılmaz ve AktaĢ, 2009). 

Ġris, lensin ön yüzeyinin üzerine uzanan kasılabilen bir diyaframdır. Bağ dokusu 

içinde saçılmıĢ, melanin içeren pigment hücrelerini ve düz kas hücrelerini içermektedir. 

Pupil, irisin merkezî dairesel açıklığıdır. Lensin içinden gözün yoğun miktarda pigment 

içeren arka duvarı göründüğü için pupil siyah renkte görülür. Adaptasyon sürecinde 

pupilin boyutu, lensi geçip retinaya ulaĢan ıĢığın miktarını kontrol etmek amacıyla 

değiĢir. 

Retina iki komponentten oluĢmaktadır: nöral retina ve pigment epiteli.  

 Nöral retina, ıĢığa duyarlı reseptörler ve karmaĢık nöronal ağlar içeren iç tabakadır. 
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 RPE, melanin içeren tek katlı kübik hücrelerden oluĢan dıĢ tabakadır. 

Retina dıĢtan koroid ile çevrilidir; içte ise vitröz cisim ile iliĢki halindedir. Nöral 

retina büyük oranda retinal rod (çubuk-basil) ve koni denen fotoreseptör hücrelerden ve 

internöronlardan oluĢmaktadır. Rodlar ve koniler tarafından kodlanan görsel bilgi, optik 

sinir boyunca iletilen impulslar aracılığıyla beyne iletilir (Yılmaz ve AktaĢ, 2009). 

 

ġekil 1.12. Gözün genel yapısı (Jarrett ve Boulton, 2012). 

Retina (Tunika Nervoza) 

Retina, optik sinir yakınında 0,56 mm, ora serratada 0,1 mm, ekvatorda 0,2 mm 

kalınlığı olan ince bir dokudur. Retinanın iç yüzeyi vitreus ile temastayken dıĢ yüzeyi 

potansiyel bir boĢluk ile retina pigment epitelinden ayrılmıĢtır. Bütün retina tabakaları 

arkadaki sinir lifi tabakası haricinde optik sinir baĢında sonlanır. Periferde sensoryel retina 

ora serrataya uzanır ve pars plana nonpigmente siliyer epiteli ile devam eder. Sadece optik 

disk ve ora serratada retina pigment epiteline sıkı yapıĢıklık mevcuttur (Solmaz ve ark., 

2010). Retina pigment epiteliyle sensoryel retina arasında anatomik bağ yoktur, birbirlerine 

yalnızca yaslanmıĢ vaziyettedirler. Retina dekolmanı, santral seröz koryoretinopati gibi 

hastalıklarda sensoryel retina pigment epitelinden ayrılır (Albert ve Jakobiec, 1994). 

Retina oftalmoskopik olarak 3 bölgeye ayrılır:  

 Makula (santral retina, arka kutup)  

 Ekvator  

 Ora serrata 
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Makula, papillanın temporalinde, temporal vasküler arkuatların içinde kalan 5.5mm lik 

alandır. Bu bölgede bir katmandan fazla sayıda ganglion hücresi mevcuttur. Ġç retina 

tabakalarında bulunan karotenoid (ksantofil) lipofuksin granülleri nedeniyle bu bölge sarı 

nokta olarak da bilinir.  

Topografik olarak 4 kısıma ayrılır 

Fovea, makulanın santralindeki 1.5mm‘lik alan olup keskin görmeyi sağlayan 

bölgedir. Papillanın 4 mm temporalindedir. 

Foveola, fovea santralindeki 0.35mm‘lik çukur bölgedir. Kapiller ve ganglion 

hücresi içermez. Burada fotoreseptör hücrelerden sadece kon hücreleri mevcuttur. 

Parafovea, Foveayı çevreleyen 0,5 mm geniĢliğindeki bölgedir. Ġç retina 

tabakasında, özellikle iç nükleer ve ganglion hücre tabakasında belirgin artıĢ ile 

karakterizedir. Bu mesafede 4-6 tabaka ganglion hücreleri ve 7-11 tabaka bipolar hücreler 

ile retinanın normal yapısı gözlenmektedir. Sinir lifi tabakası özellikle nazal kenar 

papillomakuler demette relatif olarak kalındır. Koni-basil oranı 1:1‘ dir.  

Perifovea, Makula bölgesinin parafoveayı çevreleyen 1,5 mm geniĢliğindeki 

periferik zonudur. Çok sayıda ganglion hücre tabakası ve 6 kat bipolar hücre tabakası 

içerir. Fovea merkezinden 2,75 mm mesafeye uzanır ve diğer periferik retinada olduğu gibi 

ganglion hücre tabakası tek nükleuslu tabaka halindedir. Bu bölgede koni-basil oranı 1:2‘ 

dir (Solmaz ve ark., 2010). 

Ekvator, Basillerin çoğunlukta olduğu makula ile ora serrata arasında kalan bölgedir 

(Bengisu, 1989). Ekvator ora serratanın 6-8 mm posteriorunda, makulanın 18-20 mm 

anteriorundadır (Solmaz ve ark., 2010). 

Ora serrata, retina ile pars plana arasındaki sınırdır ve limbustan uzaklığı 5.5-6.5mm 

kadardır. 

Retinanın Tabakaları  

Retinada dıĢtaki koroidden içteki vitreye kadar on tabaka mevcuttur:  

 Retina pigment epiteli  

 Fotoreseptör tabakası  
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 DıĢ limitans zarı  

 DıĢ nükleer tabaka  

 DıĢ pleksiform tabaka  

 Ġç nükleer tabaka  

 Ġç pleksiform tabaka  

 Ganglion hücreleri  

 Sinir lifleri tabakası  

 Ġç limitans zarı 

Retina Pigment Epiteli 

 RPE duyusal retina ile Bruch membranı arasında yerleĢmiĢ olup tek sıra küboidal 

hücrelerden oluĢmuĢtur bu hücreler arasında ―junctional komplex‖ adı verilen sıkı 

bağlantılar vardır. Bu bağlantılar dıĢ kan-retina bariyerini oluĢtururlar. Retina pigment 

epiteli baĢlıca dıĢ kan-retina bariyerinden sorumlu olmakla birlikte birçok farklı 

fonksiyonlara sahiptir. RPE hücrelerinin çok önemli görevleri vardır: Vitamin A 

metabolizması, fotoreseptörlerin dıĢ segmentlerinin fagositozu ve yenilenmesi, içerdiği 

melanin pigmentleri ile ıĢığın absorbsiyonu (ıĢık saçılımını engelleyerek görüntü netliğinin 

artması), dıĢ kan-retina barierinin sağlanması en önemli görevleridir (Thumann ve ark., 

2006; Bron ve ark., 1997). EriĢkin gözünde normalde RPE içinde mitotik aktivite 

bulunmamaktadır. RPE hücrelerinin yoğunluğu fovea merkezinden perifer retinaya doğru 

giderek azalır (Bron ve ark., 1997). YaĢlanma ile RPE hücrelerinde özel değiĢimler 

görülür. YaĢ artıĢıyla apoptotik RPE hücrelerinin oranı artar ve bu apoptotik hücreler 

baĢlıca makula bölgesi içindedir. Hücre içinde metabolizma artığı veya sindirilemeyen 

materyal artar ve bu maddeler Bruch membranında toplanır. Hücre sitoplazmasında ise 

lipofuskin miktarı artar (Kennedy ve ark., 1995). 

Lipofuskin pigment epitelinin ikinci en belirgin pigmenti olup doğumdan sonra 

yaklaĢık 16. ayda görülmeye baĢlar ve fagositoz artıkları ve hücre metabolizmasından 

geriye kalan artıklardan oluĢur. Lipofuskin granüllerinin sayısı yaĢlanma ile artar. 

Lipofuskin miktarının aĢırı artıĢının yaĢa bağlı makula dejenerasyonu ile iliĢkili olduğu 

düĢünülmektedir. RPE hücresinde lipofuskin birikimi en nihayetinde hücre 

metabolizmasının bozulmasına yol açar. YaĢlanma ile birlikte RPE hücrelerinde kayıplar 

ortaya çıkmakta ve geriye kalan hücrelerin boyutu artmaktadır. Hücrelerin apoptozis ile 

ölümü çevredeki hücrelerin ölen hücrelerin yerine yayılması ile tamir edilmektedir. 
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YaĢlanma ile birlikte RPE hücrelerinin proliferasyon kabiliyeti de azalmaktadır. Tüm bu 

değiĢiklikler yaĢa bağlı makula dejenerasyonu patogenezinde yer almaktadır (Streilein ve 

ark., 2002). 

1.6. YaĢa Bağlı Makula Dejenerasyonu  

YaĢlılarda görme bozukluğu, dünya çapında milyonlarca insanın yaĢam kalitesini 

önemli ölçüde etkileyen önemli bir sağlık sorunudur. YaĢlanan nüfus ve giderek artan 

sayıda yaĢlı birey ile bu konunun önemi daha belirgin hale gelmektedir. YaĢa bağlı makula 

dejenerasyonu, fotoreseptör-retinal pigment epitel kompleksinin geç baĢlangıçlı 

nörodejenerasyonu nedeniyle ilerleyici görme bozukluğu ile karakterize edilen makulada 

edinilmiĢ bir hastalıktır. YaĢa bağlı makula dejenerasyonu, geliĢmiĢ ülkelerde merkezi 

görme kaybının ana nedenidir ve 65 yaĢından büyüklerin %10'unu ve 75 yaĢından 

büyüklerin %25'ini etkilemektedir (Smith ve ark., 2001). YaĢa bağlı makula dejenerasyonu 

dünya çapında bir hastalıktır ve küresel olarak 8 milyondan fazla insanı etkilediği 

düĢünülmektedir (Valeria ve ark., 2018) Türkiye‘de ise giderek artan yaĢlı nüfusta, YaĢa 

bağlı makula dejenerasyonu havuzuna her sene yaklaĢık 300.000 yeni birey katıldığı ve 

bunların %10‘luk bir kısmının ciddi ve hızlı görme kaybına maruz kaldığı ifade 

edilmektedir. 

Bu veriler yeni geliĢen tedavi seçeneklerinin hastalığın ilerlemesini önlemede etkili 

olduğunu, ancak her yıl sayısal olarak yeni bireylerin etkilenmesiyle hala insidansın 

giderek arttığını kanıtlamaktadır (Vos ve ark., 2012). 

YaĢa bağlı makula dejenerasyonunun patofizyolojisi ve risk faktörleri karmaĢıktır 

ve semptomlar birbiriyle iliĢkili fakat farklı biçimlerde ortaya çıkmaktadır (Campagne, 

2014). Tedavi edilmeyen ve özellikle beyaz tenli erkeklerde veya altmıĢlı yaĢlarda mavi 

gözlü kadınlarda körlüğe neden olabilir (McConnell ve Silvestri, 2005). Makulada 

ilerleyici bozulma ile, yaĢa bağlı makula dejenerasyonu hastaları zihinsel sağlıklarını ve 

yaĢam kalitesini önemli ölçüde etkileyen çok sayıda görsel problem yaĢamaktadır (Yuzawa 

ve ark., 2013). Görme bozukluğu yaĢam kalitesinin azalmasına, genel sağlığın daha kötü 

olmasına ve artan mortaliteye yol açar (Finger ve ark. 2011). Görme azalması, düĢme ve 

yaralanmaya neden olan denge kaybı için ciddi bir risk faktörüdür (Harwood, 2001). 

 

https://www.nature.com/articles/s41433-018-0061-z#auth-1
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1.6.1. YaĢa bağlı makula dejenerasyonunun sınıflandırılması 

YaĢa bağlı makula dejenerasyonu, yaĢlanma ve kronik inflamasyon hastalığıdır. 

Hastalık durumunun ayırt edici özelliği, esas olarak makula adı verilen retinanın merkezi 

bölgesinde yumuĢak drusen, sarı lipit ve protein birikintilerinin varlığıdır. Ancak, yumuĢak 

drusen varlığı yaĢa bağlı makula dejenerasyonun klinik tanısı için yeterli değildir (Shaw ve 

ark., 2016). Hem klinik hem de araĢtırma amaçlı yaĢa bağlı makula dejenerasyonunu 

tanımlamak için çeĢitli sınıflandırma sistemleri kullanılmaktadır. Günümüzde, geleneksel 

olarak, yaĢa bağlı makula dejenerasyonunun kuru ve ıslak yaĢa bağlı makula 

dejenerasyonu olarak bilinen iki ana tipteki makuler dejenerasyona sahip olmasına rağmen, 

belirli tanımlar üzerinde evrensel olarak kabul edilmiĢ bir genel görüĢ yoktur (Al-Zamil ve 

ark., 2017). Daha ziyade, yaĢa bağlı makula dejenerasyonun bu erken (ya da orta) 

evresinde doku kaybı yoktur ve görme genellikle etkilenmez (Jager ve ark., 2008). YaĢa 

bağlı makula dejenerasyon ilerlemesi ve Ģiddeti, drusen'in sayısı ve büyüklüğü ile 

doğrudan iliĢkilidir. Ġleri yaĢa bağlı makula dejenerasyon iki Ģekilde oluĢur:  

(i) RPE‘nin ve üstte yatan fotoreseptörlerin (ayrıca ―kuru tip‖ yaĢa bağlı makula 

dejenerasyon olarak da adlandırılır) coğrafi atrofisi (GA). 

(ii)  Koroidal neovaskülarizasyon (―yaĢ tip‖ yaĢa bağlı makula dejenerasyon olarak 

da adlandırılan KNV).  

Kuru (GA) yaĢa bağlı makula dejenerasyon, fotoreseptör ve RPE hücre ölümünün 

konfluent bölgeleri ile karakterizedir ve yaĢa bağlı makula dejenerasyonunun neden olduğu 

yasal körlüğün %10'undan sorumludur (Sunness, 1999). Islak (KNV) yaĢa bağlı makula 

dejenerasyon, yaĢa bağlı makula dejenerasyonun neden olduğu akut körlüğün kalan 

%90'ını oluĢturur ve makula altında anormal kan damarı büyümesi ile karakterizedir. Bu 

yeni damarlar büyük ölçüde kötü biçimlendirilmiĢtir, bu da istenmeyen vasküler yapı 

tarafından sızan bozulmuĢ doku içinde istenmeyen sıvı sızıntısına neden olan uygun 

olmayan vasküler bütünlüğe yol açmaktadır (ġekil 1.13) (Sarks ve ark., 1988). 

YaĢa bağlı makula dejenerasyonu makulanın progresif hasar görmesine neden olan, 

merkezi ve kesin görme için retinanın merkezine neden olan bir hastalıktır. Çevresel 

uyarıcılara genetik risk faktörlerinin yanıtı, oksidatif stres gibi drusen oluĢumu, 

inflamasyon ve anormal vasküler büyüme ile sonuçlanmakta (Shaw ve ark., 2016).  
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ġekil 1.13. Ġleri yaĢa bağlı makula dejenerasyonunun tipleri vardır: grafik atrofi (GA) ve 

koroidal neovaskülarizasyon (KNV) (Shaw ve ark., 2016). 

Drusen, atrofi ve neovaskülarizasyonun ortaya çıkıĢ özelliklerine dayanarak yaĢa 

bağlı makula dejenerasyonu kategorileri tanımlanmıĢtır. Drusen küçük (<63 μm çapında), 

orta (63-124 μm) veya büyük (>125 μm) olarak sınıflandırılmaktadır (ġekil 1.14) 

(AREDS-Study-Group, 2001). 

 

ġekil 1.14. YaĢa bağlı makula dejenerasyonu sınıflandırmasının gösterilmesi (a) YaĢa bağlı 

makula dejenerasyonu yok; (b) Erken yaĢa bağlı makula dejenerasyonu; (c) Orta seviye 

yaĢa bağlı makula dejenerasyonu; (d) GeliĢmiĢ yaĢa bağlı makula dejenerasyonu 

(Khandhadia ve Lotery 2010). 
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1.6.2. YaĢa bağlı makula dejenerasyonunda risk faktörleri 

YaĢa bağlı makula dejenerasyonu geliĢme riskinin artmasıyla bağlantılı olarak 

değiĢtirilebilen ve değiĢtirilemeyen birçok risk faktörü bulunmaktadır (Emma ve ark., 

2011).  

DeğiĢtirilebilir Risk Faktörleri 

 Sigara Ġçmek  

 Alkol Alımı 

 Sosyoekonomik Faktörler 

 Eğitim 

 Beslenme 

 Vücut Kitle Ġndeksi 

 Kalp-Damar Hastalığı 

 Kolesterol Seviyeleri ve Tedavisi 

 Kognitif (BiliĢsel) Bozukluk 

 Cinsiyet 

 Artrit (Eklem Ġltihabı) 

 Etnik köken 

 Ġris Pigmentasyonu 

 Hipermetropluk 

 Ġlaç Tedavisi 

 Hormonlar 

 Tip II Diyabet 

 GüneĢ IĢığına Maruz Kalma 

DeğiĢtirilemeyen Risk Faktörleri 

 Katarakt ve göz içi lensler 

DeğiĢtirilemeyen Diğer Risk Faktörleri 

YaĢa bağlı makula dejenerasyonu ile tutarsız olarak iliĢkili olan, değiĢtirilemeyen 

risk faktörleri arasında el kavrama gücü, optik disk görünümü ve doğum ağırlığı yer alır 

(Hall ve ark., 2002). 

DeğiĢik derecelerde tutarlılıkla yaĢa bağlı makula dejenerasyonu geliĢimi ile iliĢkili 

birçok risk faktörü vardır. YaĢ, sigara ve genetik, hastalığın geliĢmesi için artan risk ile 

uyumlu bir Ģekilde bağlantılı görünmektedir. Neovasküler yaĢa bağlı makula 

dejenerasyonunun maliyetli tedavisi ve kuru yaĢa bağlı makula dejenerasyonu için sınırlı 

tedavi ile, yaĢa bağlı makula dejenerasyonu geliĢimi riskini azaltmada çevresel faktörlerin 

modifikasyonu potansiyeli önemli bir araĢtırma alanıdır. YaĢa bağlı makula dejenerasyonu 
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etiyolojisi için oksidatif stres teorisi, antioksidanların hastalık geliĢimindeki rolü ve 

progresyon riskini azaltmada rolü olabileceği düĢünülmüĢtür (Emma ve ark., 2011). 

1.6.3. YaĢa bağlı makula dejenerasyonunda tedavi 

Son on yıl içinde majör duyarlılık genlerinin tanımlanması, hastalık patogenezinde 

kompleman aracılı inflamasyonun ve oksidatif stresin rolünün anlaĢılmasına yönelik yeni 

anlayıĢlar ortaya koymuĢ ve sonuç olarak yeni terapötik yaklaĢımların geliĢtirilmesi için 

altta yatan mekanik yolakları tanımlamıĢtır. Yapılan çalıĢmalar fotoreseptör ve RPE 

kaybının önlenmesi ve inflamasyonun baskılanması alanlarında yoğunlaĢmaktadır. 

Nöroprotektif ajanlar retinal hücre apoptozisini önlemeyi amaçlar ve bunlar silier 

nörotrofik faktör, brimonidin tartarat, tandospirone ve anti-amyloid β antikorlarıdır. 

Oksidatif stres ve temel mikronütrisyenlerin eksikliği yaĢa bağlı makula dejenerasyonu 

ilerlemesinde önemli faktörlerdir ve AREDS formülasyonu bu amaçla hastalığın 

ilerlemisini yavaĢlatmakta kullanılan ilk tedavidir. Kuru tip yaĢa bağlı makula 

dejenerasyonu hastalarında kronik inflamasyonun varlığı gösterilmiĢ olup bu nedenle 

kortikosteroidler ve kompleman inhibitörleri de denenmekte olan ajanlar arasındadır 

(Çömlekoğlu ve Tigrel, 2015). 

Neovasküler form yaĢa bağlı makula dejenerasyonunda birçok tedavi seçeneği 

denenmektedir. Bunlardan bir kısmı termal lazer fotokoagulasyon ve fotodinamik tedavidir 

(Ciulla ve ark., 1998). Laser fotokoagülasyon tedavisi, var olan lezyonun yerleĢimine ve 

boyutuna göre değiĢmekle birlikte hastaların yaklaĢık %15‘inde etkili bir yöntemdir 

(Macular Photocoagulation Study Group, 1991). 

1.6.4. YaĢa bağlı makula dejenerasyon ve oksidasyon  

Oksidatif stresi artıran bazı faktörler de yaĢa bağlı makula dejenerasyon riski ile 

iliĢkili olabilir (Klein ve ark., 1993). Drusen, yaĢa bağlı makula dejenerasyonun en erken 

belirtisidir ve aynı zamanda oksidatif hasara da katkıda bulunabilir. Örneğin, drusende 

bulunan amiloid-β, ROS oluĢumunu arttırır ve RPE hücrelerinde antioksidan kapasitesini 

azaltır (Bruban ve ark., 2009). Bununla birlikte, drusen formasyonunun kendisi oksidasyon 

sürecinden etkilenebilir. Donör retinasından druzenin sıvı kromatografisi ve kütle 

spektrometrisi analizi, CEP protein katkısı dahil olmak üzere oksidatif protein 

modifikasyonlarını ve ayrıca doku metalloproteinaz inhibitörü-3 ve vitronektinin çapraz 

bağlanmasını göstermektedir (Crabb ve ark., 2002). 
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Makulada oksidatif hasarın bir sonucu olarak, hücresel fonksiyonda lokal 

değiĢiklikler meydana gelmektedir. Bunu dengelemek için, retina içindeki kompansatör 

lokal antioksidan aktivitesinin yaĢa bağlı makula dejenerasyonda arttığı görülmektedir. İn 

vitro olarak ölçülen SOD seviyeleri, yaĢa bağlı makula dejenerasyonlu gözlerde RPE 

hücrelerinin sitoplazma ve lizozomlarındaki histolojik örneklerde normal gözlerdeki 

düzeylerle karĢılaĢtırıldığında daha yüksek olduğu saptanmıĢtır. Bununla birlikte, glutatyon 

peroksidazı seviyelerinde bir değiĢiklik olmadığı gösterilmiĢtir (Frank ve ark., 1999). 

Dahası, yaĢa bağlı makula dejenerasyon Ģiddetiyle antioksidan aktivite artmaktadır 

(Decanini ve ark., 2007). Bu, ilerleyen yaĢa bağlı makula dejerasyon ile artan ROS 

aktivitesine lokalize bir telafi edici yanıt olduğunu göstermektedir. Bununla birlikte, ROS 

aktivitesi, makula içindeki antioksidan kapasitesini aĢabilir ve ileri yaĢa bağlı makula 

dejerasyonun ilerlemesi ile birlikte olabilmektedir (Khandhadia ve Lotery 2010). 

Oksidatif hasarın, yaĢa bağlı makula dejenerasyon gibi çok faktörlü bir hastalığın 

patogenezinde yer alan birkaç yoldan sadece biri olması muhtemeldir. Bununla birlikte, 

antioksidan korumaya dayanan gelecekteki tedavilerin, yaĢa bağlı makula 

dejenerasyonunun altında yatan hastalık süreçlerini daha iyi anlayabilen çok yönlü bir 

yaklaĢımın parçası olması muhtemeldir (ġekil 1.15) (Khandhadia ve Lotery 2010). 

 

ġekil 1.15. Retinada meydana gelen oksidatif süreçler (Khandhadia ve Lotery 2010). 

ROS normal olarak normal hücresel metabolik aktivitenin bir sonucu olarak retina 

ve RPE‘de üretilir. Buna ek olarak, gelen ıĢığın kendisi, dıĢ segmentlerin RPE fagositozu 

olduğu gibi, güçlü bir oksidatif stres üretecidir. ROS ayrıca ıĢığın etkilerinden 

koriokapillariste üretilebilir. ROS, retina hücresel hasarına doğrudan veya dolaylı olarak, 

özellikle yüksek düzeylerde retinal hücre zarlarında bulunan çoklu doymamıĢ yağ 
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asitlerinin peroksidasyonu ile sonuçlanabilir. Bu lipid peroksidasyon ürünleri de toksiktir. 

Ayrıca, ROS, ilave hücresel hasara neden olabilen kompleman kaskadını aktive ederek, 

iltihaplanma artıĢına yatkınlık gösterebilir. Normal olarak, ROS'un ters etkileri, 

antioksidan enzimler de dahil olmak üzere, retinadaki antioksidanlar tarafından kontrol 

altında tutulur (ör. SOD, katalaz, hem oksijenaz, karotenoidler, melanin ve hormon 

melatonin gibi). ROS'un antioksidan sistem tarafından temizlenmediği herhangi bir 

hücresel hasar, retina tarafından onarılır. Artan yaĢ, retinadaki oksidatif hasar potansiyelini 

artırabilir, bu da antioksidan enzim seviyelerinde bir azalma, retina'nın onarım 

kapasitesinde bir azalma ve RPE ve fotoreseptör hücrelerde lipofuskin adı verilen zehirli 

bir flüoresan maddesinin artmasına neden olabilir. Makula özellikle, makula merkezli 

gelen artan ıĢık seviyesi ve bunun sonucu olarak yüksek düzeyde metabolik aktivite 

nedeniyle oksidatif hasara karĢı oldukça duyarlıdır. Oksidatif stresi artırabilecek ve yaĢa 

bağlı makula dejenerasyonu ile iliĢkili diğer faktörler arasında sigara, güneĢ ıĢığına maruz 

kalma, drusen oluĢumu, sistemik antioksidan düzeyleri ve genetik varyasyonlar sayılabilir. 

Oksidatif hasar riski, oral antioksidan takviyesiyle ve sigara ve aĢırı güneĢ ıĢığı gibi risk 

faktörlerine maruziyetin azaltılmasıyla terapötik olarak azaltılabilir. Gelecekteki tedavi 

seçenekleri genetik manipülasyon ve farmakolojik modifikasyon içermektedir (Jager ve 

ark., 2008). 
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2. MATERYAL VE METOT 

2.1. Materyal 

 2.1.1. Kullanılan kimyasal maddeler 

ÇalıĢma kapsamında kullanılan baĢlıca cihazlar ve sarf malzeme ilgili tablolarda 

listelenmiĢtir (Çizelge 2.1 ve Çizelge 2.2). 

Çizelge 2.1. Kullanılan cihazlar ve kullanım amaçları 

Adı/Modeli ÇalıĢmada Kullanım Amacı 

UV-Vis spektrumları 
SOD aktivite tayini çalıĢmalarında 

(Shimadzo UV-Vis 1800 spektrofotometre) 

Voltammetrik ölçümler Elektrokimyasal çalıĢmalarda, 

(Iviumstat electrochemical interface analizörü) Voltametrik ölçümlerde 

Güvenlik Kabini Hücre kültürü çalıĢmalarında steril ortamın 

sağlanması (Laminar Flow, Nüve Mn 090) 

Ġnkübatör (CO2 inkübatörü (%5 CO2,% 95 nem 

ve 37
o
C), Sanyo, Mco 19aıc) 

Hücre kültürü çalıĢmalarında hücrelerin 

inkübasyonu 

Etüv (Nüve Ec 160) Gereken tüm malzemelerin istenen sıcaklığa 

getirilmesi 

Floresan invert mikroskop 
Hücrelerin kontrolü 

(Axio Vert.A1 mikroskop (ZEISS) 

Plak okuyucu (BioTek ELX 800) 

96 kuyulu plakların absorbanslarının 

okunması, MTT sonuçlarının 

değerlendirilmesi 

EVE Otomatik hücre sayacı (NanoEnTek) Hücre sayımı 

Santrifüj (Nüve NF800R) Çöktürmenin gerekli olduğu tüm denemelerde 

PowerPacTM Basic güç kaynağı (BIO-RAD) Cihazları elektrik kesintisine karĢı koruma 

Pipet pompası (Brand Accu-jet® pro) Çözelti hazırlanması 

Pipetler (0,5-2 μl, 0,5-100 μl, 50-200 μl, 200-

1000 μl, 1-5 ml Gilson) 
Çözeltilerin hazırlanması 

Hassas Terazi (AND HR-250AZ marka (0,0001 

g‘a duyarlı) 

Çözeltilerin hazırlanması için gerekli tartımın 

alınması 

Vorteks (Heıdolph) Çözeltilerin homojen karıĢımlarının 

hazırlanması 

Manyetik karıĢtırıcı (Wise Shake Feedback SHO) Çözünme iĢlemini hızlandırmak 

Buzdolabı (±4ºC Arçelik) Kimyasalların ve örneklerin saklanması 

Derin Dondurucu (-20ºC Arçelik) Hücrelerin kısa süre saklanması 

Derin Dondurucu (-86ºC ESCO) Hücrelerin uzun süre saklanması 
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Çizelge 2.2. Kullanılan sarf malzeme ve kullanım amaçları 

Adı/Modeli ÇalıĢmada Kullanım Amacı 

Pinosembrin (Sigma-Aldrich) Hücrelerde etkisi araĢtırılan molekül 

Pinostrobin (Sigma-Aldrich) Hücrelerde etkisi araĢtırılan molekül 

SOD Assay Kit (Sigma-Aldrich) 
Moleküllerin SOD aktivitelerin tayini için 

kullanılan kit 

Dimetil sülfoksit 

(DMSO) (Merck) 

Hücrelerinin dondurma ortamının 

hazırlanması, çözeltilerin hazırlanmasında 

çözücü olarak kullanılması 

Fosfat Tampon çözelti (Gibco) 
Elektrokimyasal çalıĢmalarda destek elektrolit 

olarak kullanılması 

ARPE-19 (ATCC Manassas VA) 
Tüm denemelerde kullanılan Retina Pigment 

Epitel (ARPE-19) hücre serisi 

Tripsin (Merck) Pasaj ve ekimlerde hücrelerinin kaldırılması 

Dulbecco Modified Eagle 

Medium/Ham‘s F12  

(DMEM-F12 Biowest) 
ARPE-19 hücrelerinin büyüme ortamı 

Penisilin/Streptomisin (Gibco) Hücrelerinin büyüme ortamı bileĢeni 

Fetal Bovine Serum 

(FBS) (Biochrom S0113) 
Hücrelerinin büyüme ortamı bileĢeni 

L-Glutamin (HyClone) Hücrelerinin büyüme ortamı bileĢeni 

Etanol (Delta) Yıkama iĢlemlerinde 

Hidrojen Peroksit (Sigma-Aldrich) Hücrelerde toksisite oluĢturmak 

Metiltiazol difenil tetrazolyum 

(MTT)(Sigma-Aldrich) Hücre canlılığı aktivitesini değerlendirmek 

Tripan Mavisi (%0,5) (Biological 

Industries) 

Hücre sayımında, canlı ve ölü hücrelerin ayırt 

edilebilmesi 

 

2.2. Metot 

2.2.1. SOD aktivite 

WST1 SOD test kiti Sigma-Aldrich Chemical Co. Ltd.'den satın alındı ve -80 ° 

C'de dondurucuda saklandı. Çözeltiler, herhangi bir kimyasalın bozulmasını önlemek için 

alüminyum folyo kullanılarak ıĢıktan korunmuĢtur. 

 



 

40 

Bir WST1 test kiti; 

 WST1 çözeltisi (5 ml) 

 Enzim çözeltisi (100 ml) 

 Tampon çözeltisi (100 mI) (fosfat tamponu pH = 7.4) 

 Seyreltme tamponu (50 mi) (137 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 1.47 mM 

KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4, pH = 7.4) içerir. 

ÇalıĢma çözeltileri aĢağıdaki gibi hazırlandı; 

WST1 çalıĢma çözeltileri günlük olarak hazırlandı. 1 ml WST1 çözeltisi, 19 ml 

tampon çözeltisi ile seyreltildi. 

Enzim çalıĢma solüsyonu: Enzim çözeltisi 5 saniye santrifüj edildi ve pipetle 

karıĢtırıldı ve daha sonra 15 ml enzim çözeltisi 2.5 ml seyreltme tamponu ile seyreltildi. 

Enzim çalıĢma solüsyonu günlük olarak hazırlandı ve etkinliği her günün sonunda ölçüldü. 

Test edilecek olan moleküllerin çözeltileri, dimetil sülfoksit içerisinde 

konsantrasyonda hazırlandı (4x10
-4

 M). DMSO çözücü olarak kullanılır, çünkü 30 M'ye 

kadar olan konsantrasyonlarda O2
.-
 üretimini etkilemez. 

Hazırlanan çözeltiler daha sonra mikropipetler kullanılarak aĢağıdaki Çizelge 2.3‘te 

tarif edildiği gibi değiĢen miktarlarda 1 cm'lik yol uzunluktaki kuartz küvetlerine 

eklenmiĢtir. 

Çizelge 2.3. SOD aktivite testi prosedürü. 

    Numune Blank 1 Blank 2 Blank 3 

Molekül çözeltisi 80µl - 80µl - 

Saf su - 80µl - 80µl 

WST1 çalıĢma çözeltisi 800µl 800µl 800µl 800µl 

Enzim çalıĢma çözeltisi 80µl 80µl - - 

Seyrelme tamponu - - 80µl 80µl 

Toplam hacim (ml) 960µl 960µl 960µl 960µl 

 

Test edilen bir kompleksin her bir konsantrasyonu için, dört absorbans (numune, 

blank 1, blank 2, blank 3) okuması toplandı. 

 Numune: WST1 çalıĢma solüsyonu, enzim çalıĢma solüsyonu ile karıĢtırıldı 

ve ardından molekül çözeltisi ilave edildi. Kompleks, O2
.-
 yi süpürmek için 

WST1 ile yarıĢıyor. Bir Shimadzo UV-Vis 1800 spektrofotometresinde 440 

nm'de absorpsiyon değiĢiklikleri kaydedildi. 
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 Blank 1: WST1 çalıĢma solüsyonu enzim çalıĢma solüsyonu ile karıĢtırılır, 

ardından saf su eklenir. O2
.-
, enzim sistemi tarafından sürekli olarak üretilir 

ve metal kompleksi yokluğunda sarı WST1 formazan oluĢturmak için 

WST1 ile reaksiyona girer. 

 Blank 2: WST çalıĢma solüsyonu, seyreltme tamponu ile karıĢtırıldıktan 

sonra molekül solüsyon ilave edilir. Hiçbir enzim çözeltisi eklenmediğinden 

O2
.-
 üretilmez. O2

.-
 yokluğunda 440 nm'de absorbans değiĢikliğini görmek 

için blank 2 ölçümler yapılır. 

 Blank 3: WST çalıĢma solüsyonu seyreltme tamponu ile karıĢtırılır, 

ardından saf su eklenir. Hiçbir enzim çözeltisi eklenmediğinden O2
.-
 

üretilmez. O2
.-
 veya bir molekülün yokluğunda 440 nm'de absorbans 

değiĢikliğini görmek için blank 3 ölçümler yapılır. 

Farklı konsantrasyonlarda test edilen her kompleks için zamana karĢı 440 nm'de bir 

absorbans değerleri grafiği elde edilmiĢtir. Zamana karĢı bir absorbans değeri, Bulgular 

kısmında verilmiĢtir. 

SOD mimic içermeyen boĢ 1 okuma için, absorbans değiĢim hızı dakikada 0.055'tir 

ve herhangi bir kompleks eklenmeden O2
.-
oluĢma oranını yansıtır. Blank 1 daha sonra bir 

molekül varlığında WST1'in% inhibisyonunu hesaplamak için kullanıldı. WST'nin 

inhibisyonu %100 olduğunda, o zaman absorbans değiĢim oranı 0'a eĢittir ve %0 

inhibisyon olduğunda, absorbans değiĢim oranı blank 1'in eğimine eĢittir. 

Her konsantrasyon için% inhibisyon daha sonra aĢağıda gösterildiği gibi hesaplanır. 

SOD aktivite (inhibisyon %)= {[(S1-S3) -(SS-S2)]/(S1-S3)}x100 

S1 = blank 1'in eğimi, S2 = blank 2'nin eğimi, S3 = blank 3 eğimi ve SS = 

numunenin eğimi (Riley ve ark., 1991). 

2.2.2. Hücre kültürü uygulamaları 

Hücre kültürü çalıĢmaları denemelerde kullanılmak üzere Retina Pigment Epitel 

(ARPE-19) hücrelerinin çoğaltılmasını, pasajlanmasını, dondurulmasını, çözülmesini ve 

sayılarak istenen flask ya da plaklara ekilmesini kapsamaktadır. 
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2.2.2.1. Retina Pigment Epitel (ARPE-19) hücre serisi 

Kaynağı: ARPE-19, bir motorlu taĢıt kazasında kafa travmasından ölen 19 

yaĢındaki bir erkeğin normal gözlerinden 1986'da Amy Aotaki-Keen tarafından türetilen 

kendiliğinden ortaya çıkan retina pigment epitel (RPE) hücre serisidir. ATTC firmasından 

satın alınmıĢtır. 

Özellikleri: Hücre hattı, 1:1 oranında Dulbecco'nun modifiye edilmiĢ Eagles ortamı 

ve Ham's F12 ortamı içinde %20 cenin sığır serumu, 56 mM son konsantrasyon sodyum 

bikarbonat ve 2 mM L-glutamin içeren HEPES tamponuyla ve %10 C02'de 37 °C'de 

inkübe edilmiĢtir (Anonymous, 2018b). 

2.2.2.2. Hücrelerin pasajlanması (Subculturing) 

 Ġlk kez çözülen hücreler 25 cm
2
 flasklara 5 mL büyüme ortamı içerisinde ekildi. 

 Hücreler %80-90 doygunluğa (confluent) ulaĢtıktan sonra 75 cm
2
 flasklara 15 mL 

büyüme ortamı içerisinde pasajlandı ve denemeler için bu flasklarda çoğaltıldı.  

 Tüm deneyler 96 kuyucuklu plaklarda gerçekleĢtirildi. Hücrelerin büyüme ortamı 

üç dört günde bir yeni büyüme ortamı ile değiĢtirildi.  

 Hücreler doygunlağa ulaĢtıklarında 1:4 ya da 1:5 oranında seyreltilerek pasajlandı.  

2.2.2.3. Hücrelerin toplanması 

 Flaskın içerisindeki büyüme ortamı atıldı. 

 Flask steril PBS ile yıkandı.  

 Flasklara; 25 cm
2
 flask için 1-2 mL, 75 cm

2
 flask için 3-5 mL önceden 37

o
C‘ye 

ısıtılmıĢ tripsin/EDTA ilave edildi.  

 Flask inkübatörde 4-5 dakika bekletildi.  

 Flask yüzeyinden ayrılan hücreler 15 mLlik tüplere toplandı.  

 Tüplere 5‘er mL büyüme ortamı ilave edildi. Pellet istenen miktarda, önceden 

37
o
C‘ye getirilmiĢ büyüme ortamı içerisinde süspanse edildi.  

 Hücre süspansiyonu sayılabilir, seyreltilerek flasklara ya da plaklara pasajlandı 

 Dondurulacak hücre süspansiyonuna 1:1 oranında soğuk %80 FBS ve %20 DMSO 

ilave edildi. 

 Bu Ģekilde tüpteki son konsantrasyonlar: %40 FBS, %10 DMSO ve %50 büyüme 

ortamı olmaktadır.  

 Elde edilen süspansiyon cryo tüplere paylaĢtırılarak -20
o
C‘ye kaldırıldı. 
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 -20
o
C‘de bir saat bekletildikten sonra cryo tüpler 3-4 hafta içerisinde çözülecekse -

80
o
C‘ye, uzun süre saklanacaksa sıvı nitrojene kaldırılır. 

2.2.2.4. Hücrelerin çözülmesi 

 Sıvı nitrojende bekletilen hücreler gerekli olduğunda çözülerek kullanıldı. 

 Sıvı nitrojen ya da -80 
o
C‘den alınan cryo tüpler hızla 37 

o
C‘de çözüldü. 

 4 °C'nin üzerindeki DMSO hücrelere toksik etki gösterdiğinden dolayı 37 °C'de 

hücreleri çözdürürken hızlı bir Ģekilde çalıĢıldı.  

 Tüp içerisindeki süspansiyon 15 mL‘lik tüplere aktarıldı ve üzerine 10mL önceden 

37 
o
C‘ye getirilmiĢ büyüme ortamı ilave edildi. 

 Tüp 1300 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. 

 Süpernatan atıldı.  

 Pelet 6 mL büyüme ortamında süspanse edildi ve 2 adet 25 cm
2
 flaska paylaĢtırıldı. 

 Flasklar, 37°C'de, %5 CO2 ve %95 nem içeren etüve alınarak inkübasyona bırakıldı. 

2.2.2.5. Hücrelerin sayılması 

Yapılacak tüm denemelerde belirli sayıda hücrenin flasklara ekilmesi için hücre 

süspansiyonunun mililitresindeki hücre miktarının belirlenmesi gerekmektedir. Yöntemin 

prensibi, membran bütünlüğü bozulmuĢ hücrelerin tripan mavisi boyasını hücre içine 

almaları ve ölü hücre olarak değerlendirilmeleri veya membran bütünlüğünü koruyan 

hücrelerin ise membrandan boya geçiĢine izin vermemelerine dayanmaktadır (Mosmann, 

1983). Canlı hücreler mitokondri organelinde enerji üretimi yapabildiklerinden dolayı 

hücre membranından giren boya maddesini aktif taĢımayla hücre dıĢına çıkartarak, renksiz 

görülür ve ölü hücreler mitokondri organelinde metabolik enerji ihtiyacını yerine 

getirememekte hücre membranından geçen boya maddesini absorblar, hücre dıĢına 

çıkartamaz aktif taĢıma için enerji ihtiyaçlarını karĢılayamadıklarından mavi renkte 

görülür. ARPE-19 hücre süspansiyonundan 50 µl alınarak eppendorf tüpe aktarıldı ve 

üzerine 50 µl %0,5 tripan mavisi boyası ilave edilerek iyice karıĢması sağlandı.  

 ARPE-19 hücre serisinde hücre canlılığı tespit edildi. Tripan mavisi ile boyanan 

hücre süspansiyonundan 10µl örnek alındı, distile su ile temizlenen Neubauer 

hemositometresinin lamındaki sayım odacığına konuldu.  

 IĢık mikroskobunda 20X oküler kullanılarak dört karede hücre sayımı 

gerçekleĢtirildi. 
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 Tripan mavisi boyasını içine alıp mavi renkte görünen hücreler ölü, boyayı 

metabolize edip parlak görünen hücreler ise canlı olarak değerlendirildi.  

Hücre sayısı/ml= Ortalama sayım değeri x seyreltme faktörü x 10
4
 

 Formülünden bir hücre süspansiyonunun bir mililitresindeki hücre sayısı belirlendi. 

 Hücre süspansiyonu seyreltilerek istenen konsantrasyonda hücre süspansiyonu elde 

edilerek ekim yapıldı (Özkaya, 2009). 

2.2.2.6. Hücre hatlarında H2O2 ile hasar modelinin oluĢturulması 

ARPE-19 hücre serisi üzerinde hidrojen peroksit (H2O2) oksidatif stres kaynağı 

olarak uygulandı. ARPE-19 hücre ekimi 96‘lık plaklara her kuyucuğa yaklaĢık 

10.000/100µl gelecek Ģekilde hücre ekimi yapıldı. ARPE-19 hücrelerinin uygun hücre 

serisi oluĢturuldu. 

ÇalıĢmada hücreler seri dilüsyonlar halinde hazırlanan (100-1000μM) H2O2 

çözeltisi seriler halinde gruplara bölünen hücre serisine ilave edildi. 103µl %30‘luk H2O2 

üzerine tamamlanan 10µl DMEM/F12 eklenerek 10
-1

M H2O2 çözeltisi hazırlanmıĢtır. 

Hazırlanan ana stok çözeltiden seyreltilerek farklı konsantrasyonlarda 100, 250, 500, 750 

ve 1000µM H2O2 çözeltisi ile 20 saat inkübasyona bırakılan ARPE-19 hücrelerinde 

canlılık (sitotoksisite durumu) belirlemek üzere hazır hale getirilmiĢtir ( ġekil 2.1) (Dinç ve 

ark., 2017) . 

 

ġekil 2.1. ARPE-19 hücre hattı üzerinde H2O2 uygulaması. 
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2.2.2.7. Pinosembrin ve pinostrobin stok çözeltilerinin hazırlanması 

Pinosembrin ve pinostrobin çalıĢmalarımızda ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ile 

oluĢturulan hücre hasarına karĢı etkisi araĢtırılan maddelerdir. Pinosembrin ve pinostrobin 

farklı konsantrasyonlarda çözeltileri hazırlanmıĢtır.  

Pinosembrin 2,56 mg tartılmıĢ ve 0.5 ml DMSO da çözülmüĢtür. OluĢturulan 2x10
-

2 
M‘lık çözelti DMEM/F12 ile seyreltilerek (100, 1, 1x10

-2
, 1x10

-4
ve 1x10

-6 
µM) farklı 

konsantrasyonlardaki çözeltileri hazırlanmıĢtır.  

Pinostrobin 2,70 mg tartılarak ve 0.5ml DMSO da çözülmüĢtür. OluĢturulan 2x10
-2 

M‘lık çözelti DMEM/F12 ile seyreltilerek (100, 1, 1x10
-2

, 1x10
-4

ve 1x10
-6 
µM) farklı 

konsantrasyonlardaki çözeltileri hazırlanmıĢtır. 

2.2.2.8. H2O2 ile Pinosembrin ve pinostrobin stok çözeltilerinin hazırlanması 

Pinosembrin 2,56 mg tartılmıĢ ve 0,5 ml DMSO da çözülmüĢtür. OluĢturulan 2x10
-

2 
M‘lık çözelti 500 µM H2O2 ile seyreltilerek (100, 1, 1x10

-2
, 1x10

-4
ve 1x10

-6 
µM) farklı 

konsantrasyonlardaki çözeltileri hazırlanmıĢtır. 

Pinostrobin 2,70 mg tartılarak ve 0,5 ml DMSO da çözülmüĢtür. OluĢturulan 2,70 

mg çözelti 500 µM H2O2 ile seyreltilerek (100, 1, 1x10
-2

, 1x10
-4

ve 1x10
-6 
µM) farklı 

konsantrasyonlardaki çözeltileri hazırlanmıĢtır. 

2.2.2.9. ARPE-19 hücrelerinde pinosembrin ve pinostrobinin etkisinin 

değerlendirilmesi 

ARPE-19 hücre ekimi 96‘lık plaklara uygun hücre serisi oluĢturuldu ilk 

uygulamada besiyerleri değiĢimi yapılarak %5 CO2 ve %95 hava içeren etüv içerisinde, 37 

°C‘ de 48 saat boyunca inkübasyona bırakıldı.  

OluĢturulan ARPE-19 hücre serisi plaklarındaki besiyeri aspire edilerek yerine 100, 

1, 1x10
-2

, 1x10
-4 

ve 1x10
-6 
µM konsantrasyonlardaki pinosembrin 100 µl ilave edilerek 20 

saat süre ile inkübasyon yapıldı (ġekil 2.2). Ġnkübasyon sürelerinin ardından 3-(4,5-

Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid, sarı tetrazol (MTT) analiz yöntemi ile 

hücre canlılığı değerlendirildi. 

OluĢturulan ARPE-19 hücre serisi plaklarındaki besiyeri aspire edilerek yerine 100, 

1, 1x10
-2

, 1x10
-4 

ve 1x10
-6 
µM konsantrasyonlardaki pinostrobin 100 µl ilave edilerek 20 
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saat süre ile inkübasyon yapıldı. Ġnkübasyon sürelerinin ardından MTT analiz yöntemi ile 

hücre canlılığı değerlendirildi. 

 

ġekil 2.2. ARPE-19 hücre serisine pinosembrin ve pinostrobin uygulanması 

2.2.2.10. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢum öncesi pinosembrin ve 

pinostrobinin etkisinin değerlendirilmesi 

Pinosembrin önce uygulamasının etkinliğinin belirlenmesi amacıyla 96 kuyucuklu 

plağa eĢit sayıda hücreler konuldu. Ardından hücre kontrol, medyum kontrol ve farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan pinosembrin (100, 1, 1x10
-2

, 1x10
-4 

ve 1x10
-6 
µM) 100 µl 

uygulanarak, hücreler 4 saat süre inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon sonunda 

ortamdaki çözelti aspire edilerek yerine H2O2 ile hazırlanan pinosembrin (100, 1, 1x10
-2

, 

1x10
-4 

ve 1x10
-6 
µM) farklı konsantrasyonlarda 100µl 16 saat süre ile inkübasyon yapıldı. 

Daha sonra MTT solüsyonu hazırlanarak hücre canlılığı değerlendirildi. 

Pinostrobin önce uygulamasının etkinliğinin belirlenmesi amacıyla 96 kuyucuklu 

plağa eĢit sayıda hücreler konuldu. Ardından hücre kontrol, medyum kontrol ve farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan pinostrobin (100, 1, 1x10
-2

, 1x10
-4 

ve 1x10
-6 
µM) 100 µl 

uygulanarak, hücreler 4 saat süre inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon sonunda 

ortamdaki çözelti aspire edilerek yerine H2O2 ile hazırlanan pinostrobin (100, 1, 1x10
-2

, 

1x10
-4 

ve 1x10
-6 
µM) farklı konsantrasyonlarda 100µl 16 saat süre ile inkübasyon yapıldı 

(ġekil 2.3). Daha sonra MTT solüsyonu hazırlanarak hücre canlılığı değerlendirildi. 
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ġekil 2.3. ARPE-19 hücrelerinin oksidatif hasar oluĢum öncesi pinosembrin ve pinostrobin 

uygulaması 

2.2.2.11. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢumu ile birlikte pinosembrin ve 

pinostrobinin etkisinin değerlendirilmesi 

OluĢturulan ARPE-19 hücre serisinde plağındaki besiyeri aspire edilerek yerine 

100, 1, 1x10
-2

, 1x10
-4 

ve 1x10
-6
µM konsantrasyonlardaki H2O2 pinosembrin çözeltisinden 

100 µl ilave edilerek 20 saat süre ile inkübasyon yapıldı. Daha sonra MTT solüsyonu 

hazırlanarak hücre canlılığı değerlendirildi. 

OluĢturulan ARPE-19 hücre serisi plağındaki besiyeri aspire edilerek yerine 100, 1, 

1x10
-2

, 1x10
-4 

ve 1x10
-6 

µM konsantrasyonlardaki H2O2 pinostrobin çözeltisinden 

çözeltisinden 100 µl ilave edilerek 20 saat süre ile inkübasyon yapıldı. Daha sonra MTT 

solüsyonu hazırlanarak hücre canlılığı değerlendirildi. 

2.2.2.12. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢumu sonrası pinosembrin ve 

pinostrobinin etkisinin değerlendirilmesi 

H2O2 önce uygulaması için 96‗lık plaklara ARPE-19 hücrelerinin uygun hücre 

serisi oluĢturuldu. 500 µl‘lık H2O2 çözeltisinden 100 µl uygulanarak 4 saat süre 

inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon sonunda ortamdaki çözelti aspire edilerek 

yerine H2O2 ile hazırlanan pinosembrinden, 100, 1, 1x10
-2

, 1x10
-4 

ve 1x10
-6 

µM 

konsantrasyonlarda 100µl 16 saat süre ile inkübasyon yapıldı. Daha sonra MTT solüsyonu 

hazırlanarak hücre viabilitesi değerlendirildi. 

H2O2 önce uygulaması için 96‗lık plaklara ARPE-19 hücrelerinin uygun hücre 

serisi oluĢturuldu. 500 µl‘lık H2O2 çözeltisinden 100 µl uygulanarak 4 saat süre 
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inkübasyona bırakılmıĢtır. 4 saatlik inkübasyon sonunda ortamdaki çözelti aspire edilerek 

yerine H2O2 ile hazırlanan pinostrobinden 100, 1, 1x10
-2

, 1x10
-4 

ve 1x10
-6 

µM 

konsantrasyonlarda 100µl 16 saat süre ile inkübasyon yapıldı. Daha sonra MTT solüsyonu 

hazırlanarak hücre canlılığı değerlendirildi. 

2.2.2.13. Metiltiazol difenil tetrazolyum canlılık testi 

Farklı konsantrasyonlardaki pinosembrin ve pinostrobinin farklı uygulamalardaki 

ARPE-19 hücre canlılığı üzerine etkisinin belirlenmesi amacıyla kullanılmıĢtır. Bu 

çalıĢmada, ARPE-19 üzerindeki hücre canlılığı etkisini değerlendirmek için kolorimetrik 

olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadır ve hayatta kalan hücrelerin yüzdesini 

belirlenebilmek için kullanılır. MTT testi, MTT'nin sarı tuzunu suda çözünmeyen mor 

formazan kristaline dönüĢtürmek için mitokondriyal süksinat dehidrojenaz enzim 

aktivitesini saptanmaktadır (ġekil 2.4). DMSO içinde çözülür ve üretilen renk ELISA 

okuyucusu kullanılarak belirtilen dalga boyunda ölçülür (Soltan-Dallal ve ark., 2017). 

OluĢan renk değiĢikliği sarı ile renklendirilmiĢ formazon tuzlarının aktif hücre 

mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun azalması sonucunda oluĢmaktadır. Bu bileĢiklerin 

absorbans değeri metabolik olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile orantılıdır (Dinç ve 

ark., 2017; Huang ve ark., 2010). 

 

ġekil 2.4. MTT‘in formazan kristaline dönüĢüm reaksiyonu. 

MTT analizi yöntemi 96‘lık plak kuyucuklarında bulunan 100µl medyum ve hücre 

karıĢımı üzerine, hazırlanmıĢ tiazolil mavi tetrazolium bromid solüsyonundan 25µl ilave 

edildi. Bu solüsyon ilavesini takiben 96‘lık plak inkübatöre alınarak 4 saat bekletildi. Dört 

saatlik inkübasyonun ardından hücrelerin yüzeyinde bulunan medyum bir pipet ile alınarak 

MTT çözücü solüsyonundan 100µl ilave edildi ve 20 dk. daha inkübatörde bekletildi. 

Ġnkübasyonu yapılan hücrelerin, mikroplak okuyucu spektrofotometre ile 570 nm 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mitochondrion
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absorbans değerinde ölçümler kaydedildi. 100 µl pinosembrin ve pinostrobinin içeren 

kuyucuklardan (kontrol hücreleri) okunan absorbans değeri %100 kabul edilir ve diğer 

örneklerin absorbanslarından canlılık değeri hesaplanır. 

Yüzde Canlılık = [Örnek ABS ortalama / Kontrol ABS ortalama] x 100 

Ġstatistiksel analiz 

Verilerin değerlendirilmesinde değiĢkenlerin normal dağılıma uygunluğu Shapiro-

Wilk testi ile incelendi. Hücre canlılığının gruplar arasındaki farklılığının incelenmesinde 

One-Way Anova (tek yönlü varyans analizi) yöntemi uygulandı. Çoklu karĢılaĢtırmalar 

için Tukey HSD, Tamhane T2 ve Dunnett testi kullanıldı. Ġstatistiksel anlamlılık p<0,05 

olarak kabul edildi. Ġstatistik parametreleri Mean±SD ile ifade edildi. Verilerin 

değerlendirmesinde IBM SPSS versiyon 22 (IBM SPSS for Windows version 22, IBM 

Corparation, Armonk, New York, United States) paket programından yararlanıldı.  
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3. BULGULAR  

3.1. Moleküllerin süperoksit dismutaz aktiviteleri  

SOD enzimleri ve mimik kompleksleri, okside ve indirgenmiĢ formlar arasındaki 

molekül döngülerinin olduğu bir ping-pong mekanizmasında O2
.-
 ve hidrojen peroksidin 

değiĢimini katalize eder (ġekil 3.1). 

 

ġekil 3.1. Süperoksitin değiĢmesi 

Pinosembrin ve pinostrobin, WST1 analizi kullanılarak SOD aktivitesinin direkt 

analizine tabi tutuldu. Her iki molekülde benzer molekül yapısına sahip olmasından dolayı, 

hesaplamalarda benzer SOD aktivitesine sahip olduğu görüldü (ġekil 3.2-4) 

y=0.0009x+0.1612 (blank 1) 

y=8x10
-7

x+0.1029 (blank 2) 

y=1x10
-5

+0.1233 (blank 3) 

y=0.00005x+0.1312 (Pinosembrin) 

y=0.0005x+0.1341 (Pinostrobin) 

Pinosembrin ve pinostrobin 4x10
-4

 M konsantrasyon için % inhibisyon aĢağıda 

gösterildiği gibi hesaplandı. 

SOD aktivite (inhibisyon %)= {[(S1-S3) -(SS-S2)]/(S1-S3)}x100 

S1 = blank 1'in eğimi, S2 = blank 2'nin eğimi, S3 = blank3 eğimi ve SS = numunenin 

eğimi 
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Pinosembrin ve pinostrobin 4x10
-4

 M konsantrasyon için SOD aktivite % 

inhibisyon olarak 45.49 bulundu. 

 

ġekil 3.2. Blank 1, blank 2 ve blank 3‘ün 440 nm'de zamana karĢı absorbans grafiği 

 

.  

ġekil 3.3. Pinosembrinin ve blank 1‘in 440 nm'de zamana karĢı absorbans grafiği  
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ġekil 3.4. Pinostrobinin ve blank 1‘in 440 nm'de zamana karĢı absorbans grafiği  
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3.2. Hücre Kültürü Uygulamaları 

3.2.1. Hücre hatlarında H2O2 ile hasar modelinin oluĢturulması 

Hidrojen peroksit ARPE-19 hücresinde konsantrasyona bağlı (100-1000µM) olarak 

hücre ölümünü artırdı (ġekil 3.5). Hücre canlılığını %70-80 arasında azaltan 

konsantrasyonun 500µM H2O2 olduğu bulundu ve bundan sonraki deneylerde 500µM 

konsantrasyon hücre hasarı oluĢturmak için kullanıldı (p<0.001) (Çizelge 3.1.).  

 

Çizelge 3.1. H2O2 ile oluĢturulan hasar modelinde istatistiksel sonuçlar 

Konsantrasyon Mean±SD 
F p 

Kontrol 100,00±0,00 

552,052 0,001* 

100 µM 74,73±7,09
a 

250 µM 69,93±4,63
a
 

500 µM 21,69±1,11
a
 

750 µM 15,65±0,69
a
 

1000 µM 14,19±0,45
a
 

One-Way Anova; Post-hoc: Dunnett test; α:0,05;* farklılık istatistiksel olarak anlamlı; 
a
kontrol grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı, F:Anova testi teorik 

değeri, p:olasılık değeri. 

 

 

 
ġekil 3.5. ARPE-19 hücrelerinde hidrojen peroksitin hücre canlılığı üzerine etkisi 
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3.2.2. ARPE-19 hücrelerinde pinosembrinin etkisinin değerlendirilmesi 

ARPE-19 hücrelerinde pinosembrinin tek baĢına etkisi incelendiğinde, hücre 

canlılığı üzerine herhangi bir etki görülmedi (Çizelge 3.2 ve ġekil 3.6). 

 

Çizelge 3.2. Pinosembrinin hücre canlılığına etkisinin istatiksel değeri 

Konsantrasyon Mean±SD 
F p 

Kontrol 100,00±0,00 2,090 0,102 

0,000001 µM 102,59±2,74 

0,0001 µM 101,95±3,02 

0,01 µM 99,14±4,02 

1 µM 97,98±5,42 

100 µM 104,31±4,24 

One-Way Anova; Post-hoc: Dunnett test; α:0,05 

 

 

ġekil 3.6. ARPE-19 hücrelerinde pinosembrinin hücre canlılığına etkisi 
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3.2.3. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢum öncesi pinosembrinin etkisinin 

değerlendirilmesi 

ARPE-19 hücrelerinde, düĢük konsantrasyonlarda pinosembrinin H2O2
‘
den önce 

uygulanması, H2O2‘in hücre canlılığı üzerine olan etkisini istatistiksel anlamlı olarak 

azalttı (p<0.001) (Çizelge 3.3, ġekil 3.7). 

 

Çizelge 3.3. Oksidatif hasar oluĢum öncesi pinosembrinin hücre canlılığına etkisinin 

istatiksel değeri 

Konsantrasyon Mean±SD F p 

Kontrol 100,00±0,00 

57,828 0,001* 

500 µM H2O2 27,97±2,71
a 

0,000001 µM 74,91±9,68
b 

0,0001 µM 59,39±10,26
b 

0,01 µM 42,50±9,19 

1 µM 41,35±8,75 

100 µM 41,89±2,03 

Total 55,43±24,20 

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; α:0,05;* farklılık istatistiksel 

olarak anlamlı; 
a
kontrol grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı;

b
 H2O2 

grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

 

 

ġekil 3.7. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢum öncesi pinosembrinin hücre 

canlılığına etkisi 
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3.2.4. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢumu ile birlikte pinosembrinin 

etkisinin değerlendirilmesi 

ARPE-19 hücrelerinde, yüksek konsantrasyon pinosembrinin H2O2
 

ile birlikte 

uygulanması, H2O2‘in hücre canlılığı üzerine olan etkisini istatistiksel anlamlı olarak 

arttırdı (p<0.001) (Çizelge 3.4, ġekil 3.8). 

 

Çizelge 3.4. Oksidatif hasar oluĢumu ile birlikte pinosembrinin hücre canlılığına etkisinin 

istatiksel değeri 

Konsantrasyon Mean±SD F p 

Kontrol 100,00±0,00 

8,959 P<0,001* 

500 µM H2O2 64,48±8,47
a 

0,000001 µM 63,32±7,74 

0,0001 µM 38,06±6,65
b 

0,01 µM 34,80±6,08
b 

1 µM 33,46±5,43
b 

100 µM 36,03±3,59
b 

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; α:0,05;* farklılık istatistiksel 

olarak anlamlı; 
a
kontrol grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı;

b
 H2O2 

grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

 

 
ġekil 3.8. ARPE-19 hücrelerinin oksidatif hasar oluĢumu ile birlikte pinosembrinin hücre 

canlılığına etkisi 
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3.2.5. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢumu sonrası pinosembrinin etkisinin 

değerlendirilmesi 

ARPE-19 hücrelerinde pinosembrinin H2O2‘den sonra
 
uygulanması, H2O2‘in hücre 

canlılığı üzerine olan etkisini değiĢtirmediğini gözlemledik (Çizelge 3.5, ġekil 3.9). 

 

Çizelge 3.5. Oksidatif hasar oluĢumu sonrası pinosembrinin hücre canlılığına etkisinin 

istatistiksel değeri  

Konsantrasyon Mean±SD F p 

Kontrol 100,00±0,00 

771,270 p<0,001* 

500 µM H2O2 17,15±1,51
a 

0,000001 µM 17,71±1,33 

0,0001 µM 19,18±2,91 

0,01 µM 18,61±3,17 

1 µM 18,70±4,55 

100 µM 15,69±0,76 

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; α:0,05;* farklılık istatistiksel 

olarak anlamlı; 
a
kontrol grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı;

b
 H2O2 

grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

 

 

ġekil 3.9. ARPE-19 hücrelerinin oksidatif hasar oluĢumu sonrası pinosembrinin hücre 

canlılığına etkisi 
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3.2.6. ARPE-19 hücrelerinde pinostrobinin etkisinin değerlendirilmesi 

ARPE-19 hücrelerinde pinostrobinin tek baĢına uygulaması incelendiğinde düĢük 

ve yüksek konsantrasyonlarda hücre canlılığını kontrol grubuna göre arttırdığını saptadık 

(Çizelge 3.6, ġekil 3.10). 

 

Çizelge 3.6. Pinostrobinin hücre canlılığına etkisinin istatiksel değeri 

Konsantrasyon Mean±SD 
F p 

Kontrol 100,00±0,00 

98,650 0,001* 

0,000001 µM 113,19±3,99
a 

0,0001 µM 109,00±4,53
a 

0,001 µM 104,81±7,17 

1 µM 98,21±2,74 

100 µM 155,94±6,74
a 

One-Way Anova; Post-hoc: Dunnett test; α:0,05;* farklılık istatistiksel olarak anlamlı; 
a
kontrol grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

 

 

ġekil 3.10. ARPE-19 hücrelerinde pinostrobinin hücre canlılığına etkisi 
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3.2.7. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢum öncesi pinostrobinin etkisinin 

değerlendirilmesi 

ARPE-19 hücrelerinde düĢük konsantrasyon pinostrobinin H2O2
‘
den önce 

uygulanması, H2O2‘in hücre canlılığı üzerine olan etkisini istatistiksel anlamlı olarak 

azalttı. Yüksek konsantrasyon pinosembrin H2O2
 
ile birlikte uygulanması, H2O2‘in hücre 

canlılığı üzerine olan etkisini istatistiksel anlamlı olarak arttırdı (p<0.001) (Çizelge 3.7, 

ġekil 3.11). 

 

Çizelge 3.7. Oksidatif hasar oluĢum öncesi pinostrobinin hücre canlılığına etkisinin 

istatiksel değeri 

Konsantrasyon Mean±SD F p 

Kontrol 100,00±0,00 

431,806 p<0,001* 

500 µM H2O2 46,84±2,88
a 

0,000001 µM 81,00±1,31
b 

0,0001 µM 58,61±3,05
b 

0,01 µM 47,89±1,82 

1 µM 41,54±3,25
b 

100 µM 31,77±3,71
b 

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; α:0,05;* farklılık istatistiksel 

olarak anlamlı; 
a
kontrol grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı;

b
 H2O2 

grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

 

 

ġekil 3.11. ARPE-19 hücrelerinin oksidatif hasar oluĢum öncesi pinostrobinin hücre 

canlılığına etkisi 
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3.2.8. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢumu ile birlikte pinostrobinin 

etkisinin değerlendirilmesi 

ARPE-19 hücrelerinde düĢük konsantrasyonda pinostrobin H2O2
 

ile birlikte 

uygulanması hücre canlılığını istatistiksel anlamlı olarak etkilemedi fakat yüksek 

konsantrasyonlarda pinostrobin H2O2
 
ile birlikte uygulanması, H2O2‘in hücre canlılığı 

üzerine olan etkisini istatistiksel anlamlı olarak arttırdı (p<0.001) (Çizelge 3.8, ġekil 3.12). 

 

Çizelge 3.8. Oksidatif hasar oluĢumu ile birlikte pinostrobinin hücre canlılığına etkisinin 

istatiksel değeri 

Konsantrasyon Mean±SD F p 

Kontrol 100,00±0,00 

568,289 0,001* 

500 µM H2O2
a 

40,02±4,94
a 

0,000001 µM 45,08±2,28
 

0,0001 µM
b 

32,64±2,51
b 

0,01 µM
b 

26,2±1,34
b 

1 µM
b 

24,10±2,15
b 

100 µM
b 

20,05±1,95
b 

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; α:0,05;* farklılık istatistiksel 

olarak anlamlı; 
a
kontrol grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı;

b
 H2O2 ile 

arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

 

ġekil 3.12. ARPE-19 hücrelerinin oksidatif hasar oluĢumu ile birlikte pinostrobinin hücre 

canlılığına etkisi  
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3.2.9. ARPE-19 hücrelerinde oksidatif hasar oluĢumu sonrası pinostrobinin etkisinin 

değerlendirilmesi 

ARPE-19 hücrelerinde pinostrobinin H2O2‘den sonra
 
uygulanması, H2O2‘in hücre 

canlılığı üzerine olan istatistiksel anlamlı olarak azalttı (p<0.001). (Çizelge 3.9, ġekil 

3.13). 

 

Çizelge 3.9. Oksidatif hasar oluĢumu sonrası pinostrobinin hücre canlılığına etkisinin 

istatistiksel değeri  

Konsantrasyon Mean±SD F p 

Kontrol 100,00±0,00 

2261,728 0,001* 

500 µM H2O2 23,71±1,07
a 

0,000001 µM 29,43±2,76
b 

0,0001 µM 26,38±0,91 

0,01 µM 24,48±0,99 

1 µM 23,58±1,07 

100 µM 20,12±0,91
b 

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; α:0,05;* farklılık istatistiksel 

olarak anlamlı; 
a
kontrol grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı;

b
 H2O2 

grubu ile arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

 

 

ġekil 3.13. ARPE-19 hücrelerinin oksidatif hasar oluĢumu sonrası pinostrobinin hücre 

canlılığına etkisi  
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4. TARTIġMA 

ÇalıĢmamızda yaĢlılık dönemlerinde meydana gelebilecek yaĢa bağlı makula 

dejenerasyonunda antioksidan özellik gösteren pinosembrin ve pinostrobinin koruyucu ya 

da tedavi edici özelliğinin olup olmadığının, hücre kültürü ortamında araĢtırılmasını 

amaçladık. ÇalıĢmamız pinosembrin ve pinostrobinin ARPE-19 hücrelerinde oksidatif 

stresin tetiklediği hasarın üzerine olan etkilerini değerlendiren ilk çalıĢmadır. 

ÇalıĢmamız sonucunda elde ettiğimiz bulgularda; pinosembrin tek baĢına ARPE-19 

hücresine uygulandığında, hücre canlılığında bir etki görülmedi. Fakat pinosembrin ARPE-

19 hücresine, H2O2 ile oksidatif hasar oluĢturulmadan 4 saat önce uygulandı ve hücre 

canlılığını düĢük konsantrasyonlarda anlamlı bir Ģekilde artırdı.  Pinosembrin‘in H2O2 ile 

birlikte uygulanması ise hücrede aynı etkiyi göstermedi ve hücre canlılığını daha da 

azaltarak hücrede oksidatif stres oluĢturduğu düĢünüldü. Diğer bir uygulama olan 

pinosembrinin H2O2 ile oksidatif hasar oluĢumu sonrasında hücreye uygulanmasının ise 

hücre canlılığına anlamlı etkisinin olmadığı ve H2O2 ile benzer etki gösterdiği görüldü. 

Pinosembrinin sadece önce uygulaması hücre canlılığını artırarak hücrede oksidatif hasara 

karĢı koruyucu etki gösterdi. 

Neacsu ve ark., (2007), pinosembrin gibi flavonoidlerin, lipid peroksidasyonunu 

inhibe ettiğini ve bu inhibisyonu molekülün A halkasındaki fenolik grup ve 4-keto grup 

üzerinden gerçekleĢtirdiği göstermiĢlerdir. Li-li ve ark. (2011), Pinosembrin‘in, sıçanların 

beyininde oluĢturulan oksidatif stres üzerindeki terapötik etkisini, malondialdehid (MDA) 

glutamat ve aspartat artıĢını azaltarak gerçekleĢtirdiğini göstermiĢlerdir. Chen ve ark., 

(2014), retinoblastoma hücrelerinde 20-100 µM Pinosembrin‘in αvβ3 integrin/FAK/p38α 

aracılı antikanser etkileri olduğunu göstermiĢlerdir. ÇalıĢmamızda 1-100 µM 

Pinosembrin‘in H2O2 birlikte hücre canlılığında azalmaya neden olması, Chen ve 

arkadaĢlarının çalıĢmasıyla benzer bir sonucu göstermektedir.  

Pinosembrinin, doğal bir ürün olması gelecekte terapötik potansiyeli yüksek ideal 

bir terapötik ajan haline gelebilir. Pinosembrinin bir farmasötik ajan olarak doğrudan tıbbi 

uygulama oluĢturabileceğini ya da hastalıkların tedavisi için yeni maddelerin tasarımı, 

sentezi ve yarı-sentezi için kimyasal Ģablonlar olarak kullanılabileceğini 

düĢündürmektedir. ÇeĢitli hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde bir ilaç olarak 

pinosembrin inmedikal uygulamalarını daha fazla doğrulamak ve potansiyel rolü açık hale 
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getirmek için anti-inflamatuar ve antikanser etki mekanizmalarını tam olarak anlamak, 

spesifik hücre içi etki alanı belirlemek için ek çalıĢmalar gereklidir. 

Pinostrobin, antioksidatif, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antivirüs, Alzheimer 

önleyici ve antikanser özelliklerini içeren çeĢitli farmakolojik aktiviteler gösterdiği 

bilinmektedir (Patel ve ark., 2016). Bununla birlikte, pinostrobinin yüksek 

konsantrasyonda büyümeyi inhibe etme, hücre döngüsünü durdurma ve birçok kanser ve 

lösemide apoptozu indükleme üzerinde önemli etkileri olduğu bulunmuĢtur (Sayre ve ark., 

2013; Christov ve ark., 2006; Patel ve Bhutani, 2014; Patel ve Bhutani, 2016). 

Farmakolojik araĢtırmalar, intestinal düz kasın kendiliğinden kasılmalarının baskılanması, 

aromataz aktivitesinin inhibisyonu, östrojen kaynaklı hücrelerde antiproliferasyon, 

siklooksijenazların inhibisyonu ile antiinflamatuar etkiler ve fare beynindeki 

sinaptoneurozomların sodyum kanalı ile aktive edilmiĢ depolarizasyonunun zayıflaması 

dahil olmak üzere pinostrobinin çeĢitli biyolojik aktivitelerini ortaya koymuĢtur. Ek olarak, 

pinostrobin in vitro güçlü antioksidan etkiye sahiptir (Xian, 2012). Bulgularımız 

pinostrobinin üç farklı uygulama olan tek baĢına, H2O2 ile oksidatif hasar oluĢumu öncesi 

ve sonrasında hücre canlılığını artırarak hücrede oksidatif hasara karĢı koruyucu etki 

göstermektedir.  Pinostrobinin oksidatif hasar oluĢumu öncesi ve sonrası yüksek 

konsantrasyondaki antiprolifretif etkisi ise kanserde tedavi amaçlı olarak 

kullanılabileceğini düĢündürmektedir.  

Temel ve klinik çalıĢmalardan elde edilen verilerin artması, oksidatif hasarın, yaĢa 

bağlı makula dejenerasyonunun patogenezinde kritik olarak rol oynadığını ve dolayısıyla, 

antioksidatif özelliklere sahip maddelerin yaĢa bağlı makula dejenerasyonu için umut 

verici terapötik seçenekler olabileceğini göstermektedir (Sackett ve Schenning, 2002). 

Örneğin, AREDS yaptığı bir çalıĢmaya göre, antioksidanların uygulanabileceğini gösteren, 

yaĢa bağlı makula dejenerasyonunun ilerlemesi ve β-karoten, C vitamini, E vitamini, çinko 

ve bakır gibi farmakolojik dozlarda birkaç antioksidan maddenin etkilerini 

değerlendirdiğinde; 5 yıl içinde ileri yaĢa bağlı makula dejenerasyonunun progresyonunda 

%25 risk azalması ve orta görme kaybında ise %19 risk azalması ile sonuçlandığını 

bildirmiĢlerdir (Wong ve ark, 2010). Biz bu çalıĢmada, flavonoid bileĢik olan pinosembrin 

ve pinostrobinin ARPE-19 hücreleri için H2O2'nin neden olduğu oksidatif hasar ile bu 

hücrelerde hayatta kalma oranını önemli ölçüde artırdığını gösterdik.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xian%20YF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22565301
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bulgularımız sonucunda çalıĢmada kullanılan pinosembrin ve pinostrobinin 

oksidatif stres kaynaklı hücre hasarında koruyucu veya tedavi edici etkileri görülmektedir. 

Ayrıca pinosembrin ve pinostrobinin yüksek konsantrasyonda uygulanması antiproliferatif 

etki gösterdiğinden dolayı, gelecekte kanser çalıĢmalarında terapötik ajan olarak 

değerlendirilebilir. 

ÇalıĢmamızdan elde edilebilecek çıkarımlar; 

 Pinosembrin ve pinostrobinin düĢük konsantrasyonda etki göstermesi tedavide 

kullanılması durumunda daha az yan etki oluĢturmasına ve güvenle tedavide 

kullanılmasına imkân sağlayabilir. 

 Pinosembrin ve pinostrobin, doğal ürünler olması nedeniyle gelecekte terapötik 

potansiyeli ile ideal bir terapötik ajan haline gelebilir.  

  Pinosembrin ve pinostrobin bir farmasötik ajan olarak doğrudan tıbbi uygulama 

oluĢturabileceği gibi hastalıkların tedavisi için yeni maddelerin tasarımı, sentezi ve yarı-

sentezi için kimyasal Ģablonların geliĢtirilmesine önemli katkılar sağlayabilir.  

 Pinosembrin ve pinostrobinin çeĢitli hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde bir ilaç 

olarak inmedikal uygulamalarını daha fazla geliĢtirmek adına anti-inflamatuar, antikanser 

ve apoptotik etki mekanizmalarını tam olarak aydınlatabilmek için deney hayvanları ve 

insan çalıĢmalarına gerek duyulmaktadır. 

  

https://www.ftrsaglik.com/antiproliferatif-nedir/
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