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OZET

Yasa bagli makula dejenerasyonu, diinya ¢apinda milyonlarca insani etkileyen
gorme kaybinin onde gelen sebeblerinden biridir. Temel ve klinik ¢alismalardan elde
edilen verilerin artmasi, oksidatif hasarm yasa baglh makula dejenerasyonunun
patogenezinde Onemli rol oynadigin1 ve dolayisiyla, antioksidatif 6zelliklere sahip
maddelerin yasa baglhh makula dejenerasyonu i¢cin umut verici terapotik secenekler
olabilecegini gostermektedir. Son yillarda 6nemi giderek artan ve dogal bir iiriin olan
propolis; bitki ve agaglarin yaprak ve siirgiinlerinden bal arilar1 tarafindan toplanan, regine
iceren karigik bir maddedir. Propolisin yapisinda bulunan pinosembrin ve pinostrobin
propoliste yiiksek konsantrasyonda bulunan flavonoidlerdir. Biz bu ¢alismamizda hidrojen
peroksit (H20,) ile oksidatif strese maruz kalan retina pigment epitel hiicrelerinde (ARPE-

19) pinosembrin ve pinostrobinin koruyucu etkisini arastirmay1 amagladik.

Calismamizda hiicre kiiltlirii olarak, retina pigment epitel hiicre serilerinden biri
olan ARPE-19 hiicre serisi se¢ildi. ARPE-19 hiicre serisinde oksidatif stres hasarmi
olusturmak i¢in, 500 uM H;O,’nin 20 saat uygulama siiresi esas alinarak inkiibasyon
uygulandi. Calismada H,0; ile olusturulan oksidatif streste pinosembrin ve pinostrobinin
koruyucu etkisini arastirmak i¢in 4 farkli caliysma grubu olusturuldu. Oncelikle ARPE-19
hiicre serisinde pinosembrin ve pinostrobinin hiicre canliligina etkisine bakildi. Sonrasinda
ise  ARPE-19 hiicre serisinde H;O, ile olusturulan oksidatif hasar olusumunda,
pinosembrin ve pinostrobinin Oncesi, sonrasi ve birlikte uygulamalariyla etkin dozu
belirlendi. Bu uygulamanin ardindan hiicre canlilik testi i¢in hiicre serilerine Metiltiazol
difenil tetrazolyum (MTT) analizi yapildi. Pinosembrin ve pinostrobinin, siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesini belirlemek igin 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolyum (WST1) analizi kullanildi. Verilerin degerlendirilmesinde

degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Hiicre



canliliginin gruplar arasindaki farkliligmin incelenmesinde One-Way Anova (tek yonli

varyans analizi) yontemi uygulandi.

Pinosembrin tek basina ARPE-19 hiicre serisine uygulandiginda hiicre canliligi
tizerine anlamli bir etki olusturmadi. Pinosembrinin ARPE 19 hiicre serisine, H,O; ile
oksidatif hasar olusturulmadan 4 saat Once uygulandi ve hiicre canliligini diisiik
konsantrasyonlarda anlamli bir sekilde arttirdi. Pinosembrin uygulamasmin HO; ile
oksidatif hasar olusumuyla birlikte yapildiginda ise hiicrede ayni etki goriilmedi. Diger bir
uygulama olan pinosembrinin H,O, ile oksidatif hasar olusumu sonrasinda hiicreye
uygulanmasinin ise hiicre canliligina anlamli etkisinin olmadig1 ve H,O, ile benzer etki
gosterdigi goriildi. Calisma sonuglarina gore, pinostrobin ti¢ farkli uygulama olan tek
basmma, H,O; ile oksidatif hasar olusumu Oncesi ve sonrasi uygulamalarinda hiicre
canliligini artirarak hiicrede oksidatif hasara karsi koruyucu etki gosterdi. Pinostrobinin
oksidatif hasar olusumu Oncesi ve sonrasi yiiksek konsantrasyonda uygulanmasi

antiproliferatif etki gosterdi.

Bulgularimiz sonucunda pinosembrin ve pinostrobinin oksidatif stres kaynakli
hiicre hasarmda koruyucu veya tedavi edici etkileri goriilmektedir. Hiicre hasarindaki
koruyucu ve tedavi edici etkileri SOD aracili olabilir. Ayrica pinosembrin ve pinostrobinin
yiiksek konsantrasyonda uygulanmasi antiproliferatif etki gosterdiginden dolay1, gelecekte

kanser ¢alismalarinda terapotik ajan olarak degerlendirilebilir.
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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 (H,05).

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 uM H,O,.
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 H,0,.
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 H,0O, 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-lodophenyl)- 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



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 H,O, and significantly increased cell
viability at low concentrations. When the application of pinocembrin was performed
together with the formation of oxidative damage with H,O,, 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 H,O, 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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1.GIRIS

1.1. Propolis

Propolis, agaclar ve calilar gibi gesitli bitki kaynaklarindan bal arilar1 tarafindan
toplanan polifenol bakimindan zengin regineli bir maddedir. Rengi, toplanan bitkiye bagl
olarak degiskendir, kokusu yogun ve aromatiktir (Pietta ve ark, 2002). 2000 yilina kadar
propoliste flavonoidlere, terpenlere ve fenoliklere ait 300'den fazla kimyasal bilesen
tanimlanmistir. Bazi temsili kimyasal bilesikleri Sekil 1.1°de 6zetlenmistir. Iliman bdlge
propolisindeki karakteristik bilesenler, krisin, galangin, pinosembrin, pinostrobin gibi
kroman halka sisteminin ikinci pozisyonunda fenil siibstitiienti igermeyen flavonoidlerdir
(Huang ve ark., 2014). Kimyasal bilesimi ¢ok karmasik olan propolis; tiretildigi yerel
floraya (Daugsch ve ark, 2008) ve toplanan ar1 tiirlerine bagli olarak cografi orijine gore
degisir (Silici ve Kutluca, 2005). Bu degiskenlik, farkli ekstraktlarin gosterdigi biyolojik
ozellikler arasindaki farkliliklarla sonuglanir (Bankova ve ark., 2000). Propolis eski
zamanlardan beri tamamlayic1 bir ilag olarak kullanilmaktadir (Castaldo ve Capasso,
2002). Propolisin 6nemli bir bileseni olan flavonoidlerin, anti-inflamatuar, antioksidan,
serbest radikal temizleyici, antitimoral, hepatoprotektif, vaskiiloprotektif, antiiilser,
intestinal motilite ve sekresyon inhibisyonu, antiosteoprotik, antialerjik, antimikrobiyal ve

immiinomodiilatuar 6zellikleri yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Giulia ve ark., 1999).
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Sekil 1.1. Propoliste bulunan temsili kimyasal bilesenler (Huang ve ark., 2014)

Propolisinin farmakolojik etkinliginin dort farkli mekanizmayla ortaya ¢iktigi
belirtilmistir. Serbest radikalleri yakalama kabiliyeti, biyolojik polimerlere ve agir metal
iyonlarma baglanmas1 ve elektron tasinma hizinin arttirilmasi ile etkinlik gosterdigi rapor
edilmistir. Propolis bu oOzellikleri nedeniyle; antimikrobiyal, antiviral, antifungal,
antiinflamatuar, antikanser, antioksidan, antiiilseratif, immiinostimiilan ve lokal anestezik
etkiler gostermektedirler. Propolis i¢inde bulunan en etkili antioksidanin flavonoidler

oldugu bilinmektedir (Mirzoeva ve Calder, 1996).

1.2. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde en karakteristik bilesik siniflarindan birini olusturur. Cesitli
meyve ve sebzelere ek olarak, tohum, kuruyemis, tahil, baharat ve farkli sifali bitkilerin
yani sira sarap, ¢ay ve bira gibi iceceklerde flavonoidler bulunur (Yang ve ark., 2001). Pek
cok geleneksel ilacin terapdtik etkilerinin  flavonoidlerden kaynakli  oldugu

diistiniilmektedir (Van Acker ve ark., 1996).



Flavonoidler, ana iskelet olarak kroman halka sisteminin iki, ti¢ veya dordiincii
pozisyonuna fenil halkasinin siibstitiient olarak baglandigi polifenolik bilesiklerdir (Kumar
ve Pandey, 2013). Bunlar ayrica, flavonlar, flavonoller, flavanonlar, izoflavanonlar,
antosiyanidinler ve katesinler dahil olmak {izere ¢esitli alt siniflara, alt kategorilere ayrilir.
Pinosembrin ve pinostrobin, bunlara karsilik gelen glikozitler flavanon familyasima aittir
(Sayre ve ark., 2015). Flavonoidler genis farmakolojik aktiviteleri ve beslenme alaninda
uygulamalar1 nedeniyle ilgi gérmiistiir. Ayrica antioksidan, anti-inflamatuar, anti-alerjik,
anti-trombosit,  anti-osteoporotik, anti-hepatotoksik, anti-viral, anti-diyabetik ve

kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi gibi 6nemli etkileri vardir (Peng ve ark., 2003).

Antioksidanlar, 6nemli biyolojik siireclere ve endiistriyel uygulamalara katilimlar1
nedeniyle bliytik ilgi gormektedir. Diinya ¢apinda, dogal bir iiriiniin sentetik bir kaynaktan
daha saglikli oldugu kabul edilir. Bu goriis hala tartismaya agiktir ve bu konuyla ilgili
birgok ¢aligma yiriitiilmektedir (Lim ve ark., 1995).

1.2.1. Flavonoidlerin kimyasi

Kimyasal olarak flavonoidler, bir heterosiklik tetrahidro-2H-piran halkasina (C)
fused yapida bir benzen halkasinin (A) baglanmasiyla olusan kroman yapisinin ikinci
pozisyonuna bir fenil halkasinin (B) da baglanmasiyla olugsmus on bes karbonlu bir iskelete

dayanir (Kumar ve Pandey, 2013) (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Temel flavonoid yapis1 (Kumar ve Pandey, 2013)

Bunlar, flavonlar (apigenin ve luteolin), flavonoller (kuersetin, kaempferol,
mirisetin ve fisetin), flavanonlar (hesperetin ve naringenin) ve digerleri gibi ¢esitli siniflara
ayrilabilirler. Flavonoidlerin halka yapilarinin ve hidroksil gruplarmm antioksidan olarak
fonksiyon yapabilme potansiyeli vardir. Bu, flavonoidlerin hidroksil gruplarmin pozisyonu

ve sayilar1 ile iligkilidir (Kumar ve Pandey, 2013).



Flavonoidler aglikonlar, glikozitler ve metillenmis tiirevler olarak ortaya ¢ikar.
Temel flavonoid yapis1 aglikondur. Benzen halkasi ile yogunlastirilmis alt1 tiyeli halka ya
p-piron (flavonoller ve flavanonlar) ya da dihidroderivatif (flavonoller ve flavanonlar) 'dir.
Benzenoid grubunun pozisyonu flavonoid smifin1 flavonoidlere (2-pozisyon) ve
izoflavonoidlere (3-pozisyon) ayirir. Flavonoller flavanonlardan 3- pozisyonda hidroksil
grubu ve bir C2-C3 ¢ift bagi ile ayrilir. Flavonoidler genellikle hidroksile pozisyonlari 3, 5,
7, 2, 3°, 4 ve 5 'dir. Metil eter ve alkol grubunun asetil esterlerinin dogada olustugu
bilinmektedir. Glikozitler olusturuldugunda, glikosidik baglant1 normal olarak pozisyon 3
veya 7'de bulunur ve karbonhidrat L-ramnoz, D-glikoz, glukaminozoz, galaktoz veya
arabinoz olabilir (Middleton, 1984).

1.2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, eslenmemis elektronlara sahip atomlar, molekiiller veya
iyonlardir. Serbest radikaller pozitif, negatif veya nétr yiike sahip olabilir. Bazi istisnalar
disinda, esleslenmemis elektronlar, radikallerin kimyasal olarak reaktif olmasina neden
olurlar (Maiko, 2010). Eslesmis elektronlar1 ayirip onlardan elektron alabilir ya da elektron
verebilirler. Bu sekilde baska molekiillerle kolaylikla elektron aligverisi yapan ve onlarin
yapisint bozan molekiillere “serbest radikaller”, “oksidan molekiiller” ya da “reaktif
oksijen tiirleri (ROS: reactive oxygen species)” ad1 verilmektedir. Doku hasarina yol acan
ROS’un asir1 iiretimi de oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir. Olusan serbest radikaller,
oksidatif reaksiyonlar sonucunda protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi viicuttaki
onemli molekiillerin yapilarinin bozulmasma ve bununla birlikte pek ¢ok biyolojik soruna
neden olmaktadrr (Gedikli, 2013). En 6nemli iki oksijen merkezli serbest radikaller
stiperoksit ve hidroksil radikalidir. Yiiksek reaktiviteleri nedeniyle serbest radikaller, hiicre
hasarma yol agan istenmeyen yan reaksiyonlara katilabilirler. Bu serbest radikallerin asir1
miktarlari, kanser, inme, miyokardiyal enfarktiis, diyabet ve majér bozukluklar gibi bircok
hastalia yol agan hiicre hasar1 ve 6liimiine yol agabilir. Serbest radikaller yasam i¢in
gereklidir ve viicut, serbest radikal kaynakli hasar1 en aza indirmek ve bunlardan
kaynaklanan hasarlar1 onarmak i¢in siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon-peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz enzimleri gibi bir dizi mekanizmaya sahiptir. Bu savunma

mekanizmalarinda antioksidanlar kilit rol oynar (Maiko, 2010).



1.2.3. Oksidatif stres

Oksidatif stres esas olarak ROS iiretim diizeyinin anti-oksidanlardan daha yiiksek
oldugu 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 arasindaki dengesizlikten kaynaklanir (Férstermann, 2010).

Reaktif Oksijen Tiirleri

ROS, yiiksek reaktiviteleri nedeni ile oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarmna
katilim egilimli olan oksijen metabolitleridir. Bazt ROS'lar dis yoriingelerinde asir1
kimyasal reaktivitelere neden olan eslesmemis elektronlara sahiptir [6rnegin, sliperoksit
(O2), hidroksil (OH"), nitrik oksit (NO), peroksil radikali (ROO") vb.]. Diger ROS'lar,
eslesmemis elektron igermezler ve bu nedenle radikal degillerdir. Ancak diger molekiillerle
elektron aligverisi yapmaya meyillidir. Bunlar, hidrojen peroksit (H.O;), peroksinitrit
(ONOO), hipokloroz asit (HOCI) ve lipid peroksitleri (LOOH) igerir (Guzik ve ark.,
2014). ROS, vaskiiler duvarm tiim katmanlarindan, endotelyumdan, ortamdaki vaskiiler
diiz kas hiicrelerinden, fibroblastlardan ve adventisyadan gelen inflamatuar hiicrelerden
retilir (Berry ve ark., 2000). ROS’lar endotel fonksiyonu ve NO iizerine etki ederler ve

vaskiiler tonusu diizenleyen bir¢ok biyolojik mediyator ile etkilesirler.

ROS'larin biyolojik sistemlerde hem zararli hem de yararhh etkilere sahip
olabilecegi iyi bilinmektedir. ROS'lar diisiik konsantrasyonlarda, hiicresel sinyalizasyon,
vaskiiler tonus, bagisiklik tepkileri, inflamasyon ve hiicre fonksiyonunu diizenleme gibi
(6rnegin, hiicre farklilasmasi ve biiylimesi) bir¢ok onemli fizyolojik role sahiptir. ROS
molekiilleri, ¢cok sayidaki biyolojik ve fizyolojik tepkilere etki eden redoks sinyallerini
kontrol etme yetenegine sahiptir. Bu nedenle, ROS'lar sinyal bilesiklerinin reaktif tiirler
tarafindan spesifik oksitleme-indirgeme reaksiyonlarinin modifiye edicileri olarak
bilinmektedir (Touyz ve ark., 2011). Diger yandan, ROS'un yiiksek konsantrasyonlari,
biyolojik sistemde hasar verici eylemleri (DNA'nin, lipidlerin ve proteinlerin oksidatif
hasarlar1) tesvik eder ve bir¢ok patolojik hastaliklara neden olmaktadir (Brieger ve ark.
2012).



1.2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hiicreleri radikal olarak bilinen tekli oksijen, O,", ROO,, OH" ve

ONOO’ gibi ROS’zararl etkilerine karsi koruyan bilesiklerdir. Antioksidanlar ve ROS

arasindaki dengesizlik oksidatif strese neden olur ve bu da hiicresel hasara yol acar.

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

hastaliklarla iliskilendirilmistir. Flavonoidler, antioksidan vitaminler ve enzimlerle birlikte

insan viicudunun toplam antioksidan savunma sistemine katkida bulunarak bu hastaliklara

karst koruma saglamaya yardimci olmaktadir. Epidemiyolojik calismalar, flavonoid

aliminin, koroner kalp hastaligindan ve kalp krizlerinin insidansindan kaynaklanan

mortalite ile ters orantili oldugu gosterilmistir (Heim ve ark., 2002). Antioksidanlarin

oksidatif reaksiyonlara etkisi farkli sekilllerde olabilir (Gutteridge, 1995):

>

Y V V V

>

Metal iyonlarini selatlayarak radikal olusumunu 6nleyebilir

Daha zayif yeni bir molekiile doniistiirebilir (siipiirme aktivitesi)

Radikalleri yakalayip baglayarak notralize edebilir (zincir kirma reaksiyonlari)
Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive edebilir (sondiirme etkisi)
Oksidatif hasar gormiis molekiilleri onarabilir.

Gergek antioksidanlarin aktivitesini arttirabilir (sinerjistler)

Antioksidanlar olarak flavonoidler

Flavonoidler C6-C3-C6 difenilpropan yapisindadir ve fenil gruplar1 arasindaki ti¢lii

karbon kopriisii, oksijenle halka olusturmaktadir (flavan halkasi). Flavonoidler, yapisal
olarak alt1 gruba ayrilirlar (Ergin, 2015) (Sekil 1.3):
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Flavanon Flavon Flavonol
Pinosembrin/Pinostrobin (Apigenin) (kersetin)

Flavan-3-ol (katesin) Isoflavon (genistein) Flavanonol-(Taxifolin)

Sekil 1.3. Flavonoidlerin kimyasal yapilar1 (Ergin, 2015)

Flavonoidler antitoksidan 0Ozelliklerini gosterebilmek i¢in serbest radikallerle
reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale getirirler. Flavonoidler, LOOH zincirini kirabilen,
0,7, OH' radikali gibi radikalleri soniimlendirebilir, demir ve bakir gibi ge¢is metallerini
selatlayabilirler (Ergin, 2015).

Flavonoidlerin kimyasal yapisindaki OH™ ve diger fonksiyonel gruplarin konumu
antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri i¢in etkilidir. Polifenollerin fenolik
hidrojenin hidrojen-verici radikal toplayicilar olarak mevcudiyeti agisindan kimyasal
Ozellikleri, antioksidan aktiviteye sahip olacagini gostermektedir. Bir antioksidan olarak
tanimlanmak i¢in bir polifenol iki temel kosulu karsilamalidir (Janeiro and Brett, 2004),

» Oksitlenecek olan substrata gore diisiik konsantrasyonda mevcut oldugunda,
otooksidasyon veya serbest radikal aracili oksidasyonu 6nlemeli
» Siiplirme isleminden sonra olusan radikal, molekiiller aras1 hidrojen bag: ile stabil

olmalidir (Long ve ark. 1999).

Antioksidanlar ve oksidatif hasarin onlenmesi

Serbest radikal yakalayicilari koruma saglayabilmek icin hiicre i¢inde bdliimlere
ayrilmistir. Lokalizasyonlarma gore intraseliller ve ekstraseliiler olmak {izere iki gruba

ayrilirlar (Percival ve ark. 1998). Bunlardan SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz sadece



sitozolde dagilmayip hiicre icinde en fazla serbest radikalin iiretildigi mitokondride
lokalize olurlar. Hiicre i¢i sitozolik savunmanin entagrasyonu yani sira plazmadaki ¢esitli
antioksidanlarin etkilesimi ekstraseliiler kompartimandaki serbest radikal reaksiyonlarmnin
baskilanmasi i¢in dnemlidir. En 6nemli biyolojik ekstraseliiler antioksidanlar, glutatyon, E

vitamini, glutatyon peroksidaz, SOD, katalaz ve seruloplazmindir.

Viicuttaki etki mekanizmalarina gore antioksidan mekanizmalar farkli gruplara
ayrilmistir. Bu siniflandirma (Mazen, 2016),

> Onleme: Reaktif tiirlerin {iretimini minimum diizeye indirirler, 6rnegin,
desferrioksamin

» Durdurma: Katalitik ve katalitik olmayan molekiilleri kullanarak reaktif tiirleri
stiptiriirler, kendi elektronlarini ROS'a aktararak, ROS'un advers etkilerini nétralize
ederler, 6rnegin, askorbik asit ve alfa-tokoferol

» Onarim: Hasarli hedef molekiilleri onarirlar, 6rnegin, glutatyon

olarak yapilmaktadir.
Antioksidan sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere
iki ana gruba ayrilir (Cizelge 1.1).

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

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik olmayan radikal yakalayici
antioksidanlar

SOD Suda ¢oziinenler Yagda ¢oziinenler
Katalaz C vitamini E vitamini
Glutatyon peroksidaz Urik asit Bilirubin
Glutatyon-S-transferaz Sistein B karoten
Glutatyon rediiktaz Glutatyon Flavanoidler

Lipoik asit




1.2.5. Siiperoksit ve siiperoksit dismutaz

Siiperoksit

Aerobik olmayan fotosentetik organizmalar, gii¢clii dioksijen molekiiliiniin suya
enzimatik olarak indirgenmesi yoluyla enerji elde ederler. Hiicreleri yeniden canlandirmak
icin dioksijen ¢ok Oonemlidir ve siirekli olarak saglanmalidir. Tek hiicreli ve diger kiiciik
organizmalar tarafindan dioksijenin difiizyonu, hayatta kalmak igin yeterli miktarda
dioksijen saglayabilir. Ancak daha biiyiik ¢ok hiicreli organizmalar i¢in, oksijen diflizyonu
her bir hiicrenin yardimsiz olarak beslenmesi i¢in yeterince hizli degildir (Valentine,
2007). Hemoglobin ve miyoglobin, omurgalilarda oksijenin hizli bir sekilde verilmesine
yardimc1 olmak ic¢in dioksijeni baglayan, depolayan ve salgilayan proteinlerdir. Oksijen
respiratuar elektron transfer zincirinde terminal alicidir ve sitokrom C oksidaz ile
indirgenerek, dort elektron oksijen ve suya doniisiir. Bununla birlikte, bu oksijenle
kullanilan iglemler %100 verimli degildir ve potansiyel olarak zararli O,” ve ROO" tiirleri
olarak 6nemli miktarda oksijen kaybolur. Oksijen nadiren diger elektron tagima bilesenleri

ile reaksiyona girer (Valentine, 2007).

Stiperoksit (O27), bir elektron dioksijenin indirgenmesi sonucu olusan serbest

radikaldir (Stohs ve Bagchi, 1995).

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

07 —> Oy+¢ E°=.16 V (Denklem 1)

S +e+H" — HO"
Op+e+H 2 °=-0.16 V (Denklem 2)
Stiperoksidin oksidan ve indirgeyici Ozellikleri, H,O,, hidroksil radikalleri,

hipokloriir iyonlar1 ve peroksinitrilleri iceren diger tehlikeli reaktif tiirlere neden olur

(Sekil 1.4) (Fridovich, 1989).
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Sekil 1.4. SOD’lar ile radikal oksijen tiirlerinin tiretimi ve degisimi (Kose, 2012)

Stiperoksidin, Parkinson (Kocatiirk ve ark., 2000) ve Alzheimer (De Leo ve ark.,
1998) hastaliklar1 gibi birgok norolojik bozuklugun bir nedeni oldugu diistiniilmektedir.
Ayrica, bazi kanser tiirlerinin O, ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Toh ve ark, 2000).
Oksidatif stres esas olarak ROS’un asir1 tiretimine baglidir. Belirtilen nedenlerden dolayi,
fizyolojik kosullar altinda O, ve ROS’un seviyesini kontrol etmek i¢in bir biyokimyasal

savunma sistemi gereklidir (Kose, 2012).
Siiperoksit dismutaz aktivitesi

SOD aktivitesini 6l¢cme

Stiperoksit serbest radikali noétr sulu soliisyonda kisa bir yar1 Oomre sahip
oldugundan SOD aktivitesinin dl¢lilmesi olduk¢a zordur. SOD aktivitesini 6lgmek i¢in ¢ok

sayida dogrudan ve dolayli yontem bildirilmistir (Kose, 2012).
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Dogrudan analiz

SOD aktivitesinin dogrudan 6l¢iimii iki kategoriye ayrilir; durdurulan akig kinetik
analizi ve pulse radiolizis’dir (Riley, 1999). Bu yontemler, O,  anyonunun
spektrofotometrik bozulmasmi dogrudan tampon ¢ozeltisinde gozlemleyerek O, in
degisme oraninin hassas bir sekilde dl¢iilmesini saglar. Pulse radyoliz metotlar1 genellikle
su icinde ¢oziinmiis oksijenin (25 °C'de 1 atm altinda yaklasik 100 uM olan) baslangi¢
konsantrasyonunun O;" i¢in smirlayict faktdor oldugu sabit durumdaki O;" iretimine
dayanir. Bu yontemde, O,", format varliginda oksijenle doymus sulu ¢ozeltilerin pulse
isinlamasi ile Uretilir. Maliyet ve ekipman ile ilgili problemler, bu yontemin yaygin
kullanimmi sinirlandirmaktadir (Riley, 1999). Riley ve ark. (1991) 245-270 nm'de
stiperoksidin spektrofotometrik absorbansi ile O,” bozulma kinetiklerini 6lgmek igin
durdurulmus akis kinetik yontemleri gelistirmislerdir. Bu yontemde, Katalizsiz O,” (ikinci
derece kinetikler) bozunmasi, taranan kompleksin iizerinde biiyiik bir fazla O,” varhiginda
O," (birinci mertebeden kinetikler) bozunmasindan ayirt edilebilir. Degerlendirilmekte
olan ¢esitli metal kompleks konsantrasyonlarinda stiperoksidin birinci mertebeden
bozulmasini degerlendirmek suretiyle gercek katalitik SOD aktivitesine sahip bir ajan igin
ikinci dereceden bir katalitik hiz sabiti (kcat) elde edilebilir. Gergek bir kcat dogrudan
degerlendirilmesi, belirli kosullar altinda enzimlerin ve SOD aktivitesi gosteren bilesiklerin

aktivitelerini dogrudan karsilastirabilir (Riley ve ark., 1991).

indirekt analiz

Indirekt yontemlerde, O,", serbest radikali temizleyen gdsterge molekiilleri ile
reaksiyona girecek sekilde enzimatik veya kimyasal olarak tiretilmektedir. Fridovich ve
McCord (1969)’un, sitokrom C 'yi kullanarak bir analiz gelistirmesinden sonra, SOD
aktivitesini 6lgmek i¢in bu yonteme dayanan birtakim indirekt analizler baslatilmistir.
Sitokrom ¢ ve nitroblue tetrazolium (NBT), kararli durum disik seviyelerde O~
olusturmak icin ksantin/ ksantin oksidaz kullanan bir sistemde en yaygin kullanilan redoks
indikatorleridir (Riley, 1999; Goldstein ve Czapski, 1991). O,", indikat6rii azaltir ve bu,
spektral bir degisim saglar. Eklenen bir reaktif O,7ile reaksiyona girerse, bu, Oy~
konsantrasyonunu azaltarak indikatoriin azalmasini engeller ve bu da SOD aktivitesinin bir
olciisiinii verir. Indirekt analiz, test edilen SOD aktivitesi gosteren bilesiklerin Oy~
tiretimini inhibe etmesi veya stokiyometrik olarak O, ile reaksiyona girmesi durumunda

SOD aktivitesi i¢in yanlis pozitif sonuglara neden olabilir. Ek olarak, yan reaksiyonlar
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meydana gelebilir ve dlglimlere miidahale edebilir. Dolayisiyla, gercek bir katalitik oranin
belirlenemedigi ve dolayli analizlerden elde edilen kcat degeri ile aktivite arasinda

dogrudan karsilastirma yapilamayacagi siklikla tartisilmaktadir (Riley, 1999).

NBT, kolaylik ve kullanim kolaylig1 nedeniyle genellikle bir indikatér molekiilii
olarak kullanilir. Ote yandan, NBT'nin formazan boyasmin suda az ¢oziiniirligi ve
indirgenmis ksantin oksidaz ile etkilesimi gibi bazi dezavantajlar1 vardir. Yapilan
calismalarda, O,” anyonu ile indirgendikten sonra suda ¢dziinebilir bir formazan boya
tireten 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum
tuzu (WST1) kullanmistir. Ksantin-ksantin oksidaz sistemi bir O," kaynagi olarak
kullanilmustir (O,7) (Peskin ve Winterbourn, 2000).

Bu yontemde, ksantin oksidaz aerobik oksidazlar ksantinin tire haline gelmesi, bu
islemde O, iretilmesidir. WST1, reaksiyonda olusan O,”yi sarar, bu da Sekil 1.5'de
gosterildigi gibi renksiz WST1'in sar1 WST1 formazan'a indirgenmesine neden olur. WST1
formazan 440 nm'de karakteristik bir absorbans degerine sahip oldugundan, WST1'in
WST1 formazanmin O;" ile nicel olarak azaltilmas1 spektrofotometrik olarak 440 nm'de ve
25 °C'de 20 dakika boyunca izlenmistir. Test edilen kompleksin varliginda WST1
formazan'in absorbans degerleri azalir. Bunun nedeni kompleksin WSTT ile yarisarak O;"

'yi yok etmesidir (Valentine, 2007).

O
H
N

NH H,0+20,  NH
| +207; + 2H*
Ksantin oksidaz
N
o) N N
H H H
Ksantin Urik asit

| |
o /@ 507 /©/
Ny . N—NH
0,8 4 l_ ﬂ..o;s / + O,
N"/‘NO\N N=N
0, : "NO,

WST-1 (renksiz) WST-1 Formazan (sar1)

Sekil 1.5. Ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile O, iiretimi ve O,” ile WST1 reaksiyonu
(Goldstein ve Czapski, 1991).
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WST1 deneyi indirekt bir analiz yontemidir, ¢iinkii SOD aktivitesi gosteren
bilesiklerin varliginda sar1t WST1 formazan'in goriiniisliniin azalma derecesi, SOD
aktivitesinin bir Ol¢iisii olarak alinmaktadir (Mccord ve Fridovic, 1969). Bu, dlglimlere
miidahale eden yan tepkimelerin ortaya c¢ikmasi ve daha sonra katalizoriin gergek
mekanizmasmin belirlenememesi durumunda problemlere yol acabilir. Ote yandan,
indirekt yontem, dogrudan yontemlerden daha iyi in vivo kosullara yaklasan kosullar
saglar. Dolayli yontem, herhangi bir yan reaksiyonun meydana gelmedigini ve sadece
katalitik O," dismutasyon reaksiyonunun meydana geldigini varsayar (Riley, 1999).
Y ontemin sematik bir temsili Sekil 1.6'da gosterilmistir (Kose, 2012).

0,
Ksantin
Oksidaz
(Enzim)
0,

SOD mimic (SOD aktivite gdsteren molekiil)

Ksantin WST-1 Formazan (Sar)

WST-1 (Renksiz)

Urat

20, + 2H" _> 0, +2H,0,

440 nm de spektrofotometrik lgiim
Sekil 1.6. WST1 dolayli analiz yonteminin sematik gosterimi (Riley ve ark., 1991).

1.3. Pinosembrin

Propolisin  kimyasal karakterizasyonu pinosembrini ana bilesenleri arasinda

tanimlamistir ve bu da izole edilmis bir bilesik olarak biyolojik aktivite gostermistir.

Pinosembrin (5,7-dihidroksiflavanon, Sekil 1.7) bal, propolis ve zencefil kokleri ve
yabani mercan kosk gibi birkag bitkide tanimlanmig dogal flavonoid bir bilesiktir (Massaro
ve ark., 2014). Pinosembrin, dogal ekstraksiyonun disinda, biyosentez (Napal ve Palacios,
2013) ve kemosentezle elde edilebilir (Yuan ve ark., 2008).

13



HO (@)

OH (6]

Sekil 1.7. Pinosembrin kimyasal yapis1 (Rasul ve ark., 2013)

Farmakolojik ¢alismalarda endotoksin soku, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi hastaliklarin tedavisi igin gesitli 6zellikler gostermistir (Rasul ve ark., 2013). Oral
uygulamadan sonra bu bilesigin iyi metabolize edildigi ve absorbe edildigi dikkat ¢ekicidir
(Sayre ve ark., 2013). In vitro olarak, kismen p-glikoprotein tarafindan yiiriitiilen bir pasif
nakil isleminde kan-beyin bariyerinden (KBB) gectigi gosterilmistir (Yang ve ark., 2012).
Bu bulgu, pinosembrinin, merkezi sinir sistemindeki (MSS) hastaliklarin tedavisinde
faydali olabilecegini gdstermektedir. Onceki caligmalar pinosembrinin antiinflamatuar ve
norokoruyucu etkilere ve ROS azaltma, KBB'yi koruma, mitokondriyal fonksiyonu modiile
etme ve apoptozu diizenleme yetenegine sahip oldugunu gostermistir. /n vitro ve in vivo
caligmalar, pinosembrinin beyni iskemik inme hasarina kars1 koruyabilecegine gostermistir
(Sekil 1.8). Bu nedenle, 2008 yilinda, pinosembrin iskemik inme gegiren hastalarda klinik
arastirmalar i¢in Cin Devlet Gida ve Ilag¢ idaresi tarafindan onaylanmis ve Faz II klinik

denemeleri yapilmaktadir (Anonymous, 2018a).

: . _ Ateroskleroz
fame sonrast Enfeksiyon Pinosembrin Kardiyovaskiler ™ gy Wt
enfeksiyon hastalig ’

MSS hastaliklan

Parkinson hastaligt

Hemorajik inme

[skemi inme

Alzheimer hastalig) ;
ndrolojik hastahklar

Sekil 1.8. Pinosembrinin potansiyel terapotik uygulamalar: (Lan ve ark.,2016).
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1.3.1. Pinosembrinin farmakokinetigi

Klinik Oncesi caligmalarda, sigan plazmasinda pinosembrini saptamak i¢in iki
yontem kullanilmustir. ilk olarak, arastrmacilar intravendz enjeksiyonla (i.v.) siganlara
22,5 mg/kg veya 67,5 mg/kg pinosembrin uygulamiglar ve daha sonra ultraviyole tespiti ile
ters fazli yliksek performansl sivi kromatografisini kullanmiglardir (Yang ve ark., 2009).
Ikinci calismada, siganlara i.v. 10 mg/kg pinosembrin ile yiiksek performansl sivi
kromatografik-elektrosprey iyonizasyon-kiitle spektrometresi, plazmadaki S-pinosembrin
ve R-pinosembrini tespit etmek i¢in kullanilmistir (Sayre ve ark., 2013). Klinik
calismalarda, yiiksek performansli sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi, saglikli

goniilliilerin plazmasinda pinosembrini 6l¢gmek igin kullanilmistir (Anonymous, 2018a).

1.3.2. Pinosembrin analoglarinin sentezi ve biyosentezi

Pinosembrin ilk olarak 1992 yilinda Eriodictyon californicum'dan izole edilmistir
(Liu ve ark.,1992). Bitkilerde pinosembrin, fenilalanin amonyak liyaz, 4-kumarat-CoA
ligaz ve kalkon sentaz enzimi olmak {iizere ii¢ enzimin etkisiyle fenilalaninden
sentezlenmektedir. (Weisshaar ve Jenkins, 1998). Bu bulguya dayanarak, biyiik
miktarlarda pinosembrin, rekombinant Escherichia coli (Kaneko ve ark., 2003) ve bir
yapay gen kiimesi igeren Saccharomyces cerevisiae'den (Yan ve ark., 2005)
biyosentezlenmistir. Yuan ve ark. (2008), pinosembrin endiistriyel iiretimini elde etmek
icin, bir kiral primer amin veya bir kiral siilfinamidi ¢6ziicli olarak kullanarak uygun bir

sentez yontemi gelistirmislerdir.

1.3.3. Potansiyel terapotik uygulamalar ve etki mekanizmasi

Dogal bilesiklerin biyolojik aktivitesi genellikle, aktivitelerin mekanizmalara
vurgu yaparak incelenmektedir. Pinosembrinin biyolojik 6zelliklerini belirlemek ve
aktivite mekanizmalarmmi aydinlatmak igin in vitro ve in vivo olarak c¢esitli caligmalar
yapilmistir. Bu durumda, bazi arastirmacilar, OH" grubunun pinosembrinin ve onun
analoglarmin biyolojik aktivitesi lizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in fonksiyonel
gruplarin bazi molekiillerin biyolojik aktivitesi tizerindeki etkisini ortaya koymustur (Rasul

ve ark., 2013) (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Pinosembrinin ana mekanizmalar1 (Lan ve ark.,2016).

1.3.3.1.inme

Gegtigimiz on yilda, cesitli ¢alismalar pinosembrinin serebral iskemik hasara karsi
koruyabildigini gostermistir (Shi ve ark., 2011). Noro-koruyucu (lzuta ve ark., 2008), anti-
oksidan (Liu ve ark., 2008) ve anti-inflamatuar etkileri hem in vitro hem de in vivo olarak
gosterilmistir. Pinosembrin, iskemik inme gegiren siganlarda koruyucu etki gosterir (Shi ve
ark., 2011). Bu tiir bulgular, yeni ve etkili ilag tedavilerinin gelistirilmesi i¢in umut verici

bir bilesik oldugunu géstermektedir (Lan ve ark.,2016).

Pinosembrinin orta serebral arter tikamkhg (MCAQ) hayvan modellerinde etkileri

Pinosembrinin etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilan ilk inme modeli MCAO
dur. Gao ve ark. (2008), kalic1 serebral iskemi (pMCAO) olan siganlarda, pinosembrinin
(10 mg/ kg, iv.) beyin sigsmesini azaltabildigini gostermistir; davranigsal agiklari
tyilestirmek ve ndronal apoptoz, astrositik son ayaklarmm 6demi ve endotelyal hiicrelerin ve
kilcal damarlarin deformasyonunu hafifletir. Ayrica, pinoSembrin ayni zamanda matriks
metalloproteinaz-9 protein ekspresyonunu azaltarak ve siki birlesme proteini zonula
tikanikhigimin mMRNA seviyesini azaltarak KBB'yi korumustur. Norovaskiiler tinite
tizerinde hareket eden pinosembrin, tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-1 beta
(IL-1pB) gibi proinflamatuar sitokinlerin, hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1 ICAM-1 gibi
kemokinlerin, vaskiiler hiicre seviyesini azaltir. Pinosembrinin adezyon molekiilii-1
(VCAM-1), indiiklenebilir NO sentaz (iNOS) ve akuaporin-4 {izererindeki etkilerinden

dolay1 da giiclii bir anti-inflamatuar etkiye sahip ajan oldugunu diisiindiirmektedir.
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Pinosembrin (10 mg / kg) da MCAO-reperfiizyon hayvan modelinde iskemik
sonuglar1 iyilestirdigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2008). Pinosembrinin, MCAO
sicanlarinda protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici
transkripsiyon faktorii (ATF6), 6karyotik baslangic faktorii (elF2a) sinyal yoluyla C/EBP
homolog protein (CHOP)/GADD153 ve kaspaz-12 ekspresyonunu azaltarak endoplazmik

retikulum stresi ve apoptozu azalttigi 6ne stirtilmistiir (Wu ve ark., 2013).

In vitro calismalar

Pinosembrinin ndronal canliligi arttirdigi, laktat dehidrojenaz salinimini azalttig,
NO ve ROS iiretimini inhibe ettigi, glutatyon diizeylerini artirdigi ve oksijen-glikoz
yoksunluguna maruz kalan birincil kortikal noronlarda noronal NO sentezinin (nNOS) ve
INOS gen ekspresyonunu down regiile ettigi gosterilmistir. Bu sonuglar pinosembrinin in
vitro noroprotektif oldugunu goéstermektedir (Liu ve ark., 2008).Yapilan baska bir
calismada, pinosembrin ayrica mitokondriyal fonksiyonu ve apoptozu diizenleyebildigi
bildirilmistir. Oksijen glikoz yoksunlugu / reperfiizyon (OGD/R)'ye maruz kalan birincil
noronlarda pinosembrin, kaspaz-3 ekspresyonunu azalttigi rapor edilmistir (Liu ve ark.,
2008). Kaspaz-3 aktivitesindeki azalma, SH-SySy hiicrelerinde de gésterilmistir (lzuta ve
ark., 2008).

Glutamat ile indiiklenen SH-Sy5y hiicre dizisinde pinosembrinin sitokrom C'nin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasini azalttigi ve pro-apoptotik Bax'in sentezini

azalttig1 gosterilmistir (Gao ve ark. 2008).

Pinosembrin ayrica KBB'yi in vitro korudugu yapilan ¢aligmalarda goriilmiistiir
(Ma ve ark., 2018). Meng ve ark. (2011), pinosembrinin OGD/R hasar1 ve artmis
mitokondriyal membran potansiyelinden kiiltiirlenmis sican serebral mikrovaskiiler
endotelyal hiicreleri korudugunu belirlemislerdir. Bu sonuglar pinosembrinin sadece
noroprotektif degil, ayn1 zamanda vaskiiler koruma sagladigini ve inme sirasinda terapotik

uygulamasini destekledigini diistindiirmektedir (Lan ve ark., 2016).

In vivo ve in vitro calismalardan elde edilen verilerin artmasi, pinosembrinin
iskemik inmeyi tedavi etmek igin bir aday ila¢ olabilecegi fikrini desteklemektedir.
Pinosembrinin ~ noroprotektif  etkileri ~ dogrudan  diger  bitkisel  iriinlerle
karsilagtirilmamasina ragmen, akut toksisite testleri farelerde i.v pinosembrinin LD50'sinin

700 mg/kg'dan daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
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1.3.3.2. Norodejeneratif hastahklar

Pinosembrinin Alzheimer hastaligi {izerindeki etkisi in vitro ve in vivo olarak
yapilan ¢aligmalarda mevcuttur. Liu ve ark. (2012), in vitro ¢alismalar icin gelismis
glikasyon son iirtinleri (RAGE) i¢in reseptor ile transfekte edilen hiicreler, amiloid oncii
proteinini Isve¢ mutasyonu (APPsw) ile asir1 ifade eden bir SH-SySy hiicre hatt1 ve
amiloid-b peptid (AB)zs-35 ile indiiklenen noronlar olmak ftizere {i¢ tip hiicre hatti
kullanmiglardir. Pinosembrinin (10 uM) RAGE ve downstream sinyal yollarini inhibe
ettigini, RAGE proteininin pinosembrin hedefi olabilecegini ve pinosembrinin APPsw SH-
SySy hiicre hattinda mitokondriyon aracili apoptosisi diizenledigini gostermislerdir. Liu ve
ark., (2014), ayrica APP/PS1 transgenik farelerde, pinosembrinin oral uygulamasinin, esas
olarak glial aktivasyonu inhibe ederek ve APP/PS1 transgenik farelerde RAGE ile
indiiklenmis p38 mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ekspresyonunu down regiile
ederek 6grenme ve bellek eksikliklerini 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermistir. Bu veriler
pinosembrinin noroinflamasyonunu hedefleyerek beyni koruyabilecegini gostermektedir.
Pinosembrinin norotoksisiteyi azalttigr ve 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP (+)) ile tedavi
edilen SH-Sy5y hiicrelerinde mitokondriyal disfonksiyonu inhibe ettigi ve 6-hidroksi
dopamin (6-OHDA)'da tedavi edilen SH-SySy hiicreleri Nrf2/ARE yolunda noronal
olimiin azaldig1 bildirilmistir (Jin ve ark., 2015). Parkinson hastaliginda potansiyel bir

uygulama oldugunu diistindiirmektedir (Lan ve ark., 2016).

1.3.3.3. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve ateroskleroz

Pinosembrinin kardiyovaskiiler hastaliklar1 ApoE'yi diizenleme ve rho kinaz
(ROCK) azaltma yetenegine bagh olarak etkiledigi diistiniilmektedir (Li ve ark., 2013). Li
ve ark. (2013), yaptiklar1 bir ¢alismada pinosembrinin, MYPT1/Thr696 ve ROCK1'in
fosforilasyonundaki anjiyotensin II ile indiiklenen artig1 inhibe ettigini gostermistir.
Pinosembrinin neden oldugu vaskiiler kontraksiyonun inhibisyonu, MYPT1/Thr696
fosforilasyonunun ve ROCKI1 ekspresyonunun azaltilmas: ile gergeklesir. Ayrica,
pinosembrinin Ca®* konsantrasyonu ve ERK1/2 aktivasyonundaki artis1 baskilayarak ve
aortunda anjiyotensin II tip I reseptoriinii (ATIR) bloke ederek anjiyotensin II ile
indiiklenen vazokonstriksiyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Li ve ark., 2013). Sang ve ark.
(2012), 14 hafta boyunca Simvastatin ve pinosembrin ile kombine tedavinin, ApoE-/-
farelerde serum lipid seviyelerini, gelismis endotel fonksiyonlarini ve azalan ateroskleroz

semptomlarmi anlamli diizeyde azalttigini belirlemislerdir. Kombinasyon terapisinin etkisi,
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tek basma Simvastatin’den daha iyi oldugu gozlemlemislerdir. Bu bulgularda,
pinosembrinin diger ilaglar ile kombine edildiginde aterosklerozu tedavi etmek igin
kullanilabilecegini belirmemislerdir. Yang ve ark. (2013), pinosembrinin PI3K/AKT/eNOS
yolu ile kemik iligi kaynakli endotelyal progenitér hiicrelerin (EPC) biyolojik
fonksiyonlarmi gelistirdigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, pinosembrinin hem in vitro
hem de in vivo olarak ateroskleroz dahil olmak iizere kardiyovaskiiler hastaliklar
tizerindeki etkilerini dogrulamak i¢in daha fazla bilgi gerektigini bildirmislerdir (Yang ve
ark., 2013).

1.3.3.4. inflamatuar ve bulasic1 hastahklar

Yukarida belirtildigi gibi, anti inflamasyon, pinosembrinin ana mekanizmalarindan
biridir. Bu nedenle, bir¢ok deney, inflamatuar hastaliklarin tedavisinde pinosembrin olasi
uygulamalarini aragtirilmistir.  Soromou ve ark. (2012), in vitro bir calismada,
pinosembrinin, murin makrofaj ve endotoksin kaynakli akut akciger hasar modelinde
proinflamatuar sitokinleri inhibe ettigini, kismen de MAPK ve NF-kB aktivasyon
diizeylerini diisiirdiigiinii gostermislerdir. /n vivo olarak, pinosembrin ile 6n tedavi
(intraperitoneal, 50mg/kg), lipopolisakkarid (LPS) ile indiiklenen iltihaplanmanin bir
murin inflamasyon modelinde ve akciger hasarini azalttigi bildirilmistir. Soromou ve ark.
(2014), diger bir ¢calismasinda pinosembrin ile on tedavinin (intraperitoneal, 20mg/kg veya
50mg/ kg) farelerde LPS ile indiiklenen endotoksin sokundan mortaliteyi azalttigini;
bununla birlikte, pinosembrin ile tedavi sonras1 herhangi bir terapotik etki gostermedigini

bildirmislerdir.

Pinosembrinin ilk olarak 1977'de anti-fungal 6zelliklere sahip oldugu kesfedilmistir
Metzner ve ark., 1977). On yillardan beri ¢alismalar, 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
anlamli bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Soromou ve ark. (2013), pinosembrinin a-
haemolisin {lretimini azalttigin1 ve diisiik konsantrasyonlarda ahaemolisin aracili hiicre
hasarm1 zayiflattigmi ve S. aureus ile indiiklenen pndmoniden korunmus fareleri
bildirmistir. Birlikte, bu bulgular pinosembrinin anti-inflamatuar mekanizmalar1 hakkinda

bilgi verir ve anti-enfeksiydoz etkiyi vurgulayarak, pinosembrinin inme sonrasi
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enfeksiyonlar: tedavi etmek igin bir ilag aday1 olabilecegini diisiindiirmektedir (Lan ve
ark., 2016).

1.3.3.5. Antikanser Etkinligi

Sentetik ilaclarin toksik etkilerinden dolay1 veriler, mevcut tedavi segeneklerin
kanser hastaliklarinda sinirli terap6tik basariya sahip oldugunu gostermektedir; bu nedenle,
normal hiicrelerde sitotoksik etki olmadan kanser hiicrelerinde apoptoz ve biiylime
tutuklugunu selektif olarak indiikleyen yeni dogal iiriinlerin tanimlanmasina 6nemli dl¢lide
vurgu yapilmaktadir. Apoptoz, hiicre dliimiinde son derece senkronize bir model olarak
tanimlanir ve hiicre zar1 blabbing, kromatin kondensasyonu ve niikleer fragmantasyon
dahil olmak ftizere farkli morfolojik 6zellikler ile karakterize edilir (S. Elmore, 2007).
Normal hiicre regiilasyonu ve hastalik kosullar1 sirasinda sinyallemenin onemi fark
edilmistir (Evan ve Vousden, 2001) ve kanser hiicrelerinin kritik hizli ¢ogalmasi olan
sinyalleme diizeylerinde bir¢ok 1yi bilinen hedef belirlenmistir. Normal hiicrelerde, bazi
hiicresel sinyallerin biiylimelerini ve tiim biliyime mekanizmalarmi kontrol edip
diizenledigine ve hiicrelerin apoptosise maruz kalmasini engelleyen c¢esitli mutasyonlar
nedeniyle bu sinyaller degistirildigi zaman normal hiicrelerin kanserli hiicrelere dontistiigi
ve hiperproliferasyona ugradigi disiiniilmektedir. Bu nedenle, kanserli hiicre
proliferasyonunu durdurmak i¢in apoptozun diizenlenmesi kritik bir rol oynamaktadir.
(Fulda, 2010). Yapilan g¢alismalar, ¢esitli antikanser kemopreventif ajanlarin kanserli
hiicrelerde 6liimlere neden olan apoptozisi indiikleyebilecegini diisiindiirmektedir (Rasul
ve ark., 2012). Bazi c¢alismalar, pinoSsembrinin inisiyasyonu inhibe edebilecegini,
geciktirebildigini, bloke edebildigini veya tersine g¢evirdigi gosterilmistir (Rasul ve ark.,
2013).

Anterior yapilan arastirmaya goére, pinoSembrin, insan gobek kordonu endotelyal
hiicrelerine kars1 nispeten daha az toksisitesi olan, kolon kanseri hiicre hatt1 (HCT116) gibi
belirli kanser hiicresi kusaklarina karsi sitotoksisite gostermistir (Kumar ve ark., 2007).
Yapilan bir ¢alismada; HCT116, pinosembrin artmis hem oksijenaz, kaspaz-3, 9 ve
mitokondriyal membran potansiyelinin aktivitesini artirdigi ancak sitokrom P450 rediiktaz,
kinon rediikktaz, UDP glukuronosil transferaz ve glutatiyon-S-transferaz (GST)
aktivitelerini etkilemedigi goriilmistiir (Kumar ve ark., 2007). Baz1 in vivo ve in vitro
caliymalara ragmen, pinosembrinin endotelyal progenitdr hiicreler (EPH)'lerin

farklilagmasini destekleyebilecegini ve sican karaciger mikroniikleus ve orta donem
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karsinojenisitede  biyolojik fonksiyonlar1 iyilestirebilecegini ortaya koymaktadir.
Pinosembrin, dietilnitrozamin enjeksiyonundan once verildigi zaman, GST-P pozitif
odaklarin, PI3KeNOS-NO sinyal yolunun sayisinit ve EPH'lerin yapismasini hafifge
arttirmustir. PinoSembrinin etkisi, kimyasal kaynakli hepatokarsinogenezin korunmasina
yardimct olabilir ve bu bilesigin tesvik edici etkisinin lipit peroksidasyonuna bagh

olabilecegi diisiinilmektedir (Punvittayagul ve ark., 2011).

Yapilan c¢aligmalar, pinosembrinin potansiyel antioksidatif, antiinflamatuar,
antitimor ve antimikrobiyal Ozelliklere sahip 1y1 bir farmakolojik ila¢ olabilecegini
diistindiirmektedir. Birkag arastirma sonucu pinosembrinin hem in vitro hem de in vivo
potansiyel uygulamalarini géstermistir. Pinosembrin, kii¢iik molekiiler agirliga sahip dogal
bir triindiir, maliyeti ve gelecekteki terapotik potansiyeli ile birleserek onu ideal bir
terapotik madde haline getirir. Gelistirilmis farmakokinetik ve farmakodinamige sahip
pinosembrin analoglar1 ayrica daha ileri ilerlemeleri de tesvik edebilir. Birgok calisma,
pinosembrinin bir¢ok kanser hiicresi tipinin apoptozunu indiikledigini, ancak etki
mekanizmalarmm tam olarak ag¢iklanmadigmi gdstermistir. Yapilan calismalar,
pinosembrinin bir farmasotik ajan olarak dogrudan tibbi uygulama olusturabilecegini ya da
hastaliklarin tedavisi i¢cin yeni maddelerin tasarimi, sentezi ve yari-sentezi i¢in kimyasal

sablonlar olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Rasul ve ark., 2013).

Cesitli hastaliklarm 6nlenmesi ve tedavisinde bir tibbi ajan olarak pinosembrinin
medikal uygulamalarin1 daha fazla dogrulamak ve potansiyel roliinii agikliga kavusturmak
icin anti inflamatuar, antikanser ve apoptotik etki mekanizmalarini tam olarak anlamak igin
spesifik hiicre i¢i etki alan1 ve tiirev hedeflerini belirlemek icin ek ¢alismalar ve klinik

caligmalar gerektigi bildirilmistir (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 iizere yenilebilir
gida maddelerinde bulunmaktadir. Pinostrobin, anti-inflamatuar aktivite, gastroprotektif
aktivite, kinon rediiktaz indiikleyici aktivite, anti-oksidan aktivite, anti-mikrobiyal aktivite,
anti-viral aktivite, anti-nosiseptif aktivite, anti-kanser, anti-fungal aktivite gibi bir¢ok
farmakolojik aktivite ile iliskilidir (Sekil 1.10) (Neeraj ve ark., 2016).
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Anti-inflamasyon

-

OH (o]
§+(-)-Pinostrobin

Sekil 1.10. Pinosembrinin potansiyel terapotik uygulamalar: (Patel ve ark., 2016)
1.4.1. Pinostrobin kimyasi, sentezi ve analoglar

Pinostrobin ayrica Pinosembrin-7-metileter ve 5-hidroksi 7-metoksiflavanon olarak
da adlandirilir, flavanon sinifina aittir (Sekil 1.11). Pinostrobin fotokimyasal olarak stabil
bulunmustur (Matsuura ve ark., 1973). Korenaga ve ark. (2011), optik olarak saf (S)-(-)
pinostrobin kimyasal sentezini, %90'lik toplam verim ile ti¢ asamada optik saflik ile dogal
formdaki (S)-(-)-pinostrobin veren %901k substitue kiral 2-hidroksifenilpropanonun
molekiil i¢i mitsunobu reaksiyonu yoluyla elde etmislerdir. Mashentseva ve ark. (2011),
gecis metalleri ile kompleks veren pinostrobin oksim bilesiklerinin biyolojik aktivitesini
degerlendirmistir. Kul'magambetova ve ark. (2002), y-piron halkasinda degisiklik
olmaksizim, pinostrobinleri mukozal oksim ve hidrazonunu hidroksilamin ve hidrazin ile
hazirlamistir. Son zamanlarda pinostrobin bir triazol baglayici i¢eren kumarin-kalkon

melezlerini sentezlemek igin bir baslangig malzemesi olarak kullanilmistir (Mukusheva ve

ark., 2015).
OH o)

H,CO 0

Sekil 1.11. Pinostrobin kimyasal yapis1 (Patel ve ark., 2016)
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1.4.2. Farmakokinetik ¢aliymalar

2011 yilinda Hua ve ark. sican plazmasinda pinostrobin tayini i¢in bir i¢ standart
olarak isoliquiritigenin ile sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS)
kullanilarak hizli ve duyarli bir yontem gelistirmislerdir. Pinostrobin farmakokinetigini
incelemek i¢in bu yontemi uygulamiglardir. Sonuglar, oral doz 0,5 mg/kg pinostrobin
sonrasinda Cpax 615.35 ng/mL, tmax = 4 saat ve ty/, = 4,34 dakika olarak bulunmustur (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)
stiptirme deneyinin arastirilmasiyla belirlenmistir. Calisma pinostrobin anti-oksidan
aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Kanada'dan propoliste bulunan pinostrobin de
DPPH'ye karsi anti-radikal aktivite gosterdigi bulunmustur (Christov ve ark., 2006).
Pinostrobin, askorbik asit ile karsilastirildiginda, 116.11 £+ 0.004'liikk ferrik indirgeme/anti-
oksidan giici (FRAP) degerini gostermistir (Abdelwahab ve ark., 2011). Bir baska
caligmada, balda bulunan belirgin bir flavonoid olan pinostrobin, memeli faz Il enzimlerini
indiikledigi bildirilmistir. Murin hepatoma hiicrelerinde pinostrobinin kinaz rediiktaz (QR)
aktivitesini ikiye katlamak i¢in 0.5 uM olarak bulunmustur (Fahey ve Stephenson, 2002).
Bagska bir ¢alismada, pinostrobin siilforafan ile karsilastirilabilir giiglii QR indiikleme
etkinligine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, pinostrobin (>132) kemoprevention indeksi
(CI), siilfosfanin (25.0) oranindan daha yiiksek bulunmustur (Su ve ark., 2003).

1.4.3.2. Anti-inflamatuar aktivite

Panthong ve ark. (1994), 300 mg/kg'lik bir pinostrobin oral dozunda, %10,3
6demde bir inhibisyon oldugunu gosterilmistir. Pinostrobin, sicanlarin makrofajlarinda ve
Sprague Dawley siganlarinda TNF-a ve IL-1 iiretimini inhibe ettigi belirlenmistir (Patel ve
Bhutani, 2014). NO i¢in pinostrobin yarim maksimum inhibitér konsantrasyonunun 43.2
uM oldugu bulunmustur (Lee ve ark., 2013). Pinostrobinin, siklooksijenaz (COX | ve I1)
enzimleri iizerinde 100pg/mL konsantrasyonda zayif inhibitdr etkiye sahip oldugu

gosterilmistir (Wu ve ark., 2002).
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1.4.3.3. Norodejeneratif bozukluklarin néroaktif o6zellikleri ve tedavisi

Nicholson ve ark. (2010), pinostrobin anti-depresan ilaglarin farmakolojik
etkilerini, ayn1 testte 299 mcM'lik bir IC50 sergileyen anti-konvulsant ve sodyum kanal
inhibitorii karbamazepine kiyasla 23 pM'nin maksimum yarim konsantrasyonu ile
orneklendirdigini gostermistir. Bununla birlikte, pinostrobinlerin sodyum kanal kompleksi
iizerindeki spesifik baglanmasina iliskin daha fazla arastrmanin gerekli oldugunu ileri

stirmiglerdir (Nicholson ve ark., 2010).

Baska bir ¢alismada, pinostrobin (1-40 uM) Alzheimer 6nleyip, etkilerini gosteren
kiiltiirlenmis sigan feokromositoma (PC12) hiicrelerinde Afs — 35 'e bagli norotoksisiteye
karst koruyucu etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu néro-koruma, hiicre canliliginin
yiikselmesi, laktat dehidrojenaz aktivitesindeki azalmanin, Af,s - 35 ile tedavi edilen PC12
hiicrelerinde hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri ve kalsiyum seviyelerinin yiikselmesiyle teyit
edilen oksidatif hasar ve kalsiyum asir1 yiiklenmesinin engellenmesiyle kolaylastirilmistir.
Ayrica, pinostrobin, hiicresel apoptozun mitokondriyal yolunun azalmasimni gdsteren Bcl-
2/Bax oranindaki artigla DNA fragmantasyonunun olusumunu 6nemli 6l¢iide baskiladigi

bulunmustur (Xian ve ark., 2012).

1.4.3.4. Antikanser aktivitesi

Bail ve ark., (2000), pinostrobin ile Gstrojen reseptorii arasindaki etkilesimi, stabil
olarak transfekte edilmis bir meme kanseri hiicre hattinda sirasiyla 17p-estradiol (E2) veya
dehidroepiandrosteron siilfatin varliginda veya yoklugunda inceleyen ilk c¢alismadir.
Pinostrobin, dehidroepiandrosteron siilfat (DHEA-S) veya E2 ile uyarilmis hiicre
proliferasyonunu azaltmadan ve Ostrojen reseptOriine baglanmadan bir anti-aromataz
aktivitesini bulmuslardir (Bail ve ark., 2000). Ayrica pinostrobin, koryokarsinom insan
(JEG-3) hiicrelerinde ve Arom+HEK 293 hiicrelerinde 17B-estradiol olusumunun
inhibisyonu i¢in 4 pM'lik bir IC50 degeri ve anti-oksidatif kapasite i¢in 29 uM gdstermistir
(Saarinen ve ark., 2001). S)- (-)- pinostrobin, resazurin testi ile tayin edildiginde duyarl ve
ilaca direnc¢li kanser hiicresi hatlarinda ve normal hiicrelere karsi orta derecede aktif
bulunmustur (Kuete ve ark., 2014). Pinostrobin ayrica HeLa ve HepG2 hiicre hatlarina

kars1 anti-tiimor aktivitesi gostermistir (Cao ve ark., 2012).
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1.4.3.5. Antimikrobiyal etkinlik

Pinostrobin, 6.94 pg/mL'lik minimum inhibitér konsantrasyonun sahip
Staphylococcus aureus'a karsi iyi bir anti-bakteriyel aktivite gosterir (Kong ve ark., 2010).
Diger biyokimyasal deneyler, pinostrobinin Saccharomyces cerevisiae'de G2/M faz hiicre
déngiisii ilerlemesinin kontroliinde yer alan Ca”* sinyalleri iizerinde inhibitor aktiviteye
sahip oldugunu dogrulamistir (Wangkangwan ve ark., 2014). Pinostrobin, mantar
Cytospora persoonii'nin misel gelisimini azaltir (Geibel ve ark., 1995).

1.4.3.1. Anti iilser ¢cahismasi

20 ve 40 mg/kg vicut agrhgr dozlarinda pinostrobin, omeprazol ile
karsilastirildiginda Sprague Dawley siganlarinda sirasiyla etanol ile uyarilan iilser sikligini
%83,40 ve %92.03 oraninda azalttig1 bildirilmistir (%76,77, doz 20 mg/kg) (Geibel ve ark.,
1995).

1.4.3.2. Antiviral aktivite

Pinostrobin, virlis zarfinin dokiilmesi ve frenlenmesi yoluyla herpes simplex virus-
1 (HSV-1) replikasyonunu 22.71 = 1.72 ug / mL EC50 ile inhibe etmektedir. Pinostrobin,
400 ppm'de dengue-2 viriis NS3 proteazinin %88,7'sini inhibe ederken, Ki 'nin 345 uM
oldugu bulunmustur (Kiat ve ark., 2006).

1.4.3.6. Anti-sitma aktivite

Calisma, pinostrobin anti-sitma aktivitesine sahip oldugunu, ancak anti-sitma
etkisinin kesin mekanizmasmin net olmadigin1 gostermektedir, ancak bazi flavonoidlerin,
L-glutamin ve miyoinositoliin enfekte eritrositlere akmasmni engelledigi gosterilmistir.
Pinostrobin zayif anti-sitma aktivitesine sahiptir (Kaur ve ark., 2009). Duker-Eshun ve ark.
(2004), IC50> 100 uM ile zayif anti-plasmodial aktiviteyi bildirmislerdir.

1.4.3.7. Anti-zehir ozellikleri

Pinostrobin, sitratli insan plazmasinda test edildiginde, Herrops asper venomun
pihtilastirict etkisini, 1:20 (venom: pinostrobin) oraninda nétralize etmede etkili oldugu
bildirilmistir. Ayrica, pinostrobin (4 mg/kg; venom: pinostrobin:1:2), %66,7'lik
notralizasyon yiizdesi olan farelerde venom ile indiiklenen lokal hemoraji azaltabildigini

gostermistir (Gomez-Betancur ve ark., 2014).
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1.4.3.8. Toksisite calismalar

Pinostrobin, erkek Wistar farelerine 500 mg/kg daha yiiksek dozda toksik olmayan
ve genotoksik olmayan etkiler gostermistir. Pinostrobin LD50'si 500 mg/kg'dan fazla
bulunmustur. Alblimin, albiimin-globulin oran1 (A/G), alkalin fosfataz, aspartat
aminotransferaz, alanin aminotransferaz ve toplam protein ve iire konsantrasyonu gibi
nispi organ agirliklar1 ve biyokimyasal parametrelerin pinostrobin tarafindan etkilenmedigi

bulunmustur (Charoensin ve ark., 2010).

Farmakolojik arastirmalar, intestinal diiz kasin kendiliginden kasilmalarinin
baskilanmasi, aromataz aktivitesinin inhibisyonu, 0Ostrojen kaynakli hiicrelerde
antiproliferasyon, siklooksijenazlarin inhibe edilmesiyle antiinflamatuar etkiler ve fare
beyin sinaptonurozomlarmm sodyum kanalinda aktif depolarizasyonunun zayiflatilmasi
dahil olmak tizere pinostrobinin gesitli biyolojik aktivitelerini ortaya ¢ikarmistir. Bununla
birlikte, pinostrobin in vitro giiclii antioksidan etkiye sahiptir (Xian ve ark., 2012). Bu
nedenle pinosembrin ve pinostrobinin ARPE-19 hiicre toksisitesine karsi koruyucu etkiye
sahip olup olmadigina dair bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, pinosembrin ve
pinostrobinin ARPE-19 hiicrelerinde H;O, ile olusan oksidatif hasara karsi koruyucu

etkiye sahip olup olmadigmni arastirmay1 amagladik.

1.5. Goziin Genel Yapisi

Goz kiireleri (glob; bulbus, oculi), orbita boslugu i¢inde bag dokusundan zengin bir
yag yastigina yerlesmis gérme fonksiyonu ile gorevli bir ¢ift organdir. Yaklasik 22 mm
yarigapinda bir kiire olan gozlerimizin yaklasik 1/5°1 goriniir haldedir. G6z kiiresi, goz
cukurunun kemik kenarlar1 tarafindan ¢evrelenmektedir. Kapaklar, gézyas1 bezleri ve onun
drenaj sistemleri; orbita i¢indeki diger olusumlar ve kirpikler gdziin yardimci organlarini
olustururlar. Beyinden ¢ikan 12 ¢ift kranial sinirden 6’ s1 gozler ile ilgilidir (Basmak,
2005).

Retinada odaklanan 151k, fotokimyasal reaksiyonla elektrik enerjisine cevrilir ve
optik sinir yolu ile beyne iletilir. Beyin ise her iki gozden gelen bilgileri birlestirerek tek
bir goriintii elde eder. Insan retinasi tarafindan goriilebilen en kisa dalga boyu 380 nm
(nanometre) iken en uzun dalga boyu ise 760 nm dir.

Yasayan bir organizmada gorerek muayene edilebilen damar sistemi ve sinir sadece

retinal damarsal yapilar ve gérme siniri (optik sinir)’dir.
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Goziin tabakalan

Goz kiiresi li¢ yapisal tabakadan olusmaktadir (Sekil 1.12):

»  Korneoskleral ortii, dig ya da fibroz tabakadir ve beyaz kisim olan skleradan ve
seffaf kisim olan korneadan olugmaktadir.

* Vaskiiler ortii (orta tabaka ya da uvea) koroidi ve siliyer cismin ve irisin
stromasini igerir.

* Retina (i¢ tabaka) dis pigment epitelini, i¢ noral retinay1 ve siliyer cismin ve
irisin epitelini igerir. NoOral retina optik sinir araciligiyla merkezi sinir sistemi ile
devamlilik gostermektedir (Yilmaz ve Aktas, 2009).

Kornea, gbziin 6n kismmin altida birini kaplar. Kornea, sklera ile devam eder.
Sklera goziin ekstrinsik kaslarinin tutunmasini saglayan siki fibr6z bag dokusudan
olugsmaktadir. Sklera g6ziin beyazini1 olusturur. Cocuklarda ince oldugu i¢in hafif agik
mavi renktedir; yaslilarda stromal hiicrelerinde lipofuskin birikimi nedeniyle sarimsidir.
Kornoaskleral tabaka, optik sinirin penetre oldugu yer disinda daha icteki iki tabakay1
cevreler. Uvea esas olarak, retinanin beslenmesini saglayan vaskiiler tabaka olan
koroidden olugmaktadir (Y1lmaz ve Aktas, 2009).

Kan damarlar1 ve melanin pigmenti koroide yogun koyu kahverengi renk verir.
Pigment, g6z icinde parlamayi1 azaltmak icin, sagilan ve yansiyan 15181 absorbe eder.
Retinaya sikica tutunan koroid bir¢ok vendz pleksus ve kapillerlerin olusturdugu
tabakalar1 igermektedir. Uveal tabakanin anteriyor kenari ileriye dogru devam ederek
siliyer cisimin ve irisin stromasini olusturur (Y1lmaz ve Aktas, 2009).

Siliyer cisim, kornoaskleral bileske seviyesinin hemen posteriyorunda, ice dogru
uzanan halka benzeri kalinlasmadir. Siliyer cisimde lens akomodasyonundan sorumlu
olan ve siliyer kas denen diiz kas bulunmaktadir. Siliyer kasin kasilmasi lensin seklini
degistirir, bu degisiklik, lensin farkli mesafelerden gelen 1sik 1smlarini retina iizerinde
odaklayabilmesini saglar (Y1lmaz ve Aktas, 2009).

Iris, lensin 6n yiizeyinin iizerine uzanan kasilabilen bir diyaframdir. Bag dokusu
icinde sac¢ilmis, melanin iceren pigment hiicrelerini ve diiz kas hiicrelerini icermektedir.
Pupil, irisin merkezi dairesel agikligidir. Lensin iginden goziin yogun miktarda pigment
iceren arka duvar1 goériindiigii i¢in pupil siyah renkte goriliir. Adaptasyon siirecinde
pupilin boyutu, lensi ge¢ip retinaya ulasan 151gmn miktarini kontrol etmek amaciyla
degisir.

Retina iki komponentten olusmaktadir: noral retina ve pigment epiteli.

e Noral retina, 1518a duyarli reseptorler ve karmasik noronal aglar igeren i¢ tabakadir.
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e RPE, melanin i¢eren tek katlh kiibik hiicrelerden olusan dis tabakadir.
Retina distan koroid ile gevrilidir; igte ise vitroz cisim ile iligki halindedir. Noral
retina biiyiik oranda retinal rod (¢ubuk-basil) ve koni denen fotoreseptor hiicrelerden ve
interndronlardan olusmaktadir. Rodlar ve koniler tarafindan kodlanan gorsel bilgi, optik

sinir boyunca iletilen impulslar araciligiyla beyne iletilir (Y1lmaz ve Aktas, 2009).
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Sekil 1.12. G6ziin genel yapis1 (Jarrett ve Boulton, 2012).
Retina (Tunika Nervoza)

Retina, optik sinir yakininda 0,56 mm, ora serratada 0,1 mm, ekvatorda 0,2 mm
kalmlig1 olan ince bir dokudur. Retinanin i¢ yiizeyi vitreus ile temastayken dis yiizeyi
potansiyel bir bosluk ile retina pigment epitelinden ayrilmistir. Biitiin retina tabakalar1
arkadaki sinir lifi tabakas1 haricinde optik sinir basinda sonlanir. Periferde sensoryel retina
ora serrataya uzanir ve pars plana nonpigmente siliyer epiteli ile devam eder. Sadece optik
disk ve ora serratada retina pigment epiteline siki yapisiklik mevcuttur (Solmaz ve ark.,
2010). Retina pigment epiteliyle sensoryel retina arasinda anatomik bag yoktur, birbirlerine
yalnizca yaslanmis vaziyettedirler. Retina dekolmani, santral serdz koryoretinopati gibi
hastaliklarda sensoryel retina pigment epitelinden ayrilir (Albert ve Jakobiec, 1994).

Retina oftalmoskopik olarak 3 bolgeye ayrilir:
» Makula (santral retina, arka kutup)
» Ekvator

> Ora serrata
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Makula, papillanin temporalinde, temporal vaskiiler arkuatlarin iginde kalan 5.5mm lik
alandir. Bu bolgede bir katmandan fazla sayida ganglion hiicresi mevcuttur. I¢ retina
tabakalarinda bulunan karotenoid (ksantofil) lipofuksin graniilleri nedeniyle bu bolge sar1

nokta olarak da bilinir.
Topografik olarak 4 kisima ayrilir

Fovea, makulanin santralindeki 1.5mm’lik alan olup keskin gérmeyi saglayan

bolgedir. Papillanin 4 mm temporalindedir.

Foveola, fovea santralindeki 0.35mm’lik ¢ukur bolgedir. Kapiller ve ganglion

hiicresi icermez. Burada fotoreseptor hiicrelerden sadece kon hiicreleri mevcuttur.

Parafovea, Foveay1 cevreleyen 0,5 mm genisligindeki bolgedir. I¢ retina
tabakasinda, 06zellikle i¢c niikleer ve ganglion hiicre tabakasinda belirgin artis ile
karakterizedir. Bu mesafede 4-6 tabaka ganglion hiicreleri ve 7-11 tabaka bipolar hiicreler
ile retinanin normal yapist gozlenmektedir. Sinir lifi tabakasi Ozellikle nazal kenar

papillomakuler demette relatif olarak kalindir. Koni-basil oran1 1:1” dir.

Perifovea, Makula bdlgesinin parafoveayr c¢evreleyen 1,5 mm genisligindeki
periferik zonudur. Cok sayida ganglion hiicre tabakasi ve 6 kat bipolar hiicre tabakasi
icerir. Fovea merkezinden 2,75 mm mesafeye uzanir ve diger periferik retinada oldugu gibi
ganglion hiicre tabakasi tek niikleuslu tabaka halindedir. Bu bolgede koni-basil oranmi 1:2°

dir (Solmaz ve ark., 2010).

Ekvator, Basillerin ¢ogunlukta oldugu makula ile ora serrata arasinda kalan bolgedir
(Bengisu, 1989). Ekvator ora serratanin 6-8 mm posteriorunda, makulanm 18-20 mm

anteriorundadir (Solmaz ve ark., 2010).

Ora serrata, retina ile pars plana arasindaki sinirdir ve limbustan uzakligi 5.5-6.5mm
kadardir.

Retinanin Tabakalan
Retinada distaki koroidden igteki vitreye kadar on tabaka mevcuttur:
> Retina pigment epiteli

» Fotoreseptor tabakast
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Dis limitans zar1

Dis niikleer tabaka
Dis pleksiform tabaka
I¢ niikleer tabaka

I¢ pleksiform tabaka
Ganglion hiicreleri

Sinir lifleri tabakasi

YV V.V V V V V V

I¢ limitans zar1

Retina Pigment Epiteli

RPE duyusal retina ile Bruch membrani arasinda yerlesmis olup tek sira kiiboidal
hiicrelerden olusmustur bu hiicreler arasinda “junctional komplex” adi verilen siki
baglantilar vardir. Bu baglantilar dis kan-retina bariyerini olustururlar. Retina pigment
epiteli baslica dis kan-retina bariyerinden sorumlu olmakla birlikte bir¢ok farkli
fonksiyonlara sahiptir. RPE hiicrelerinin ¢ok Onemli gorevleri vardir: Vitamin A
metabolizmasi, fotoreseptorlerin dis segmentlerinin fagositozu ve yenilenmesi, icerdigi
melanin pigmentleri ile 15181n absorbsiyonu (1s1k sagilimini engelleyerek goriintii netliginin
artmasi), dis kan-retina barierinin saglanmasi en onemli gorevleridir (Thumann ve ark.,
2006; Bron ve ark., 1997). Eriskin goziinde normalde RPE i¢inde mitotik aktivite
bulunmamaktadir. RPE hiicrelerinin yogunlugu fovea merkezinden perifer retinaya dogru
giderek azalir (Bron ve ark., 1997). Yaslanma ile RPE hiicrelerinde 6zel degisimler
goriiliir. Yas artistyla apoptotik RPE hiicrelerinin orani artar ve bu apoptotik hiicreler
baslica makula bolgesi i¢indedir. Hiicre i¢cinde metabolizma artig1 veya sindirilemeyen
materyal artar ve bu maddeler Bruch membraninda toplanir. Hiicre sitoplazmasinda ise

lipofuskin miktar: artar (Kennedy ve ark., 1995).

Lipofuskin pigment epitelinin ikinci en belirgin pigmenti olup dogumdan sonra
yaklasik 16. ayda goriilmeye baglar ve fagositoz artiklari ve hiicre metabolizmasindan
geriye kalan artiklardan olusur. Lipofuskin graniillerinin sayisi yaslanma ile artar.
Lipofuskin miktarinin asir1 artiginin yasa bagl makula dejenerasyonu ile iligkili oldugu
diigtiniilmektedir. RPE  hiicresinde  lipofuskin  birikimi en nihayetinde hiicre
metabolizmasinin bozulmasma yol agar. Yaslanma ile birlikte RPE hiicrelerinde kayiplar
ortaya ¢ikmakta ve geriye kalan hiicrelerin boyutu artmaktadir. Hiicrelerin apoptozis ile

olimii ¢evredeki hiicrelerin Olen hiicrelerin yerine yayilmasi ile tamir edilmektedir.
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Yaslanma ile birlikte RPE hiicrelerinin proliferasyon kabiliyeti de azalmaktadir. Tiim bu
degisiklikler yasa bagli makula dejenerasyonu patogenezinde yer almaktadir (Streilein ve
ark., 2002).

1.6. Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu

Yaslilarda gérme bozuklugu, diinya ¢apinda milyonlarca insanin yasam kalitesini
onemli Olgiide etkileyen Oonemli bir saglik sorunudur. Yaslanan niifus ve giderek artan
sayida yaslh birey ile bu konunun 6nemi daha belirgin hale gelmektedir. Yasa bagli makula
dejenerasyonu, fotoreseptor-retinal pigment epitel kompleksinin ge¢ baslangigh
norodejenerasyonu nedeniyle ilerleyici gorme bozuklugu ile karakterize edilen makulada
edinilmis bir hastaliktir. Yasa bagli makula dejenerasyonu, gelismis iilkelerde merkezi
gorme kaybinin ana nedenidir ve 65 yasindan biyiiklerin %10'unu ve 75 yasmndan
biiytiklerin %25'ini etkilemektedir (Smith ve ark., 2001). Yasa bagli makula dejenerasyonu
diinya capmda bir hastaliktir ve kiiresel olarak 8 milyondan fazla insani etkiledigi
diistiniilmektedir (Valeria ve ark., 2018) Tiirkiye’de ise giderek artan yash niifusta, Yasa
baglh makula dejenerasyonu havuzuna her sene yaklasik 300.000 yeni birey katildig1 ve
bunlarm %10’luk bir kismmin ciddi ve hizli gérme kaybina maruz kaldig1 ifade

edilmektedir.

Bu veriler yeni gelisen tedavi segeneklerinin hastaligin ilerlemesini 6nlemede etkili
oldugunu, ancak her yil sayisal olarak yeni bireylerin etkilenmesiyle hala insidansin

giderek arttigini kanitlamaktadir (\Vos ve ark., 2012).

Yasa baghh makula dejenerasyonunun patofizyolojisi ve risk faktorleri karmasiktir
ve semptomlar birbiriyle iligkili fakat farkli bi¢cimlerde ortaya ¢ikmaktadir (Campagne,
2014). Tedavi edilmeyen ve oOzellikle beyaz tenli erkeklerde veya altmigh yaslarda mavi
gozlii kadmlarda korlige neden olabilir (McConnell ve Silvestri, 2005). Makulada
ilerleyici bozulma ile, yasa bagli makula dejenerasyonu hastalar1 zihinsel sagliklarmni ve
yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide etkileyen ¢ok sayida gorsel problem yasamaktadir (Yuzawa
ve ark., 2013). Gorme bozuklugu yasam kalitesinin azalmasina, genel sagligin daha kot
olmasma ve artan mortaliteye yol acar (Finger ve ark. 2011). Gérme azalmasi, diisme ve

yaralanmaya neden olan denge kaybi igin ciddi bir risk faktoriidiir (Harwood, 2001).
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1.6.1. Yasa bagh makula dejenerasyonunun simiflandirilmasi

Yasa bagli makula dejenerasyonu, yaslanma ve kronik inflamasyon hastaligidir.
Hastalik durumunun ayirt edici 6zelligi, esas olarak makula ad1 verilen retinanin merkezi
bdlgesinde yumusak drusen, sar1 lipit ve protein birikintilerinin varhigidir. Ancak, yumusak
drusen varlig1 yasa bagli makula dejenerasyonun klinik tanisi i¢in yeterli degildir (Shaw ve
ark., 2016). Hem klinik hem de arastrma amagli yasa bagli makula dejenerasyonunu
tanimlamak i¢in ¢esitli siniflandirma sistemleri kullanilmaktadir. Giliniimiizde, geleneksel
olarak, yasa bagli makula dejenerasyonunun kuru ve 1slak yasa baglh makula
dejenerasyonu olarak bilinen iki ana tipteki makuler dejenerasyona sahip olmasina ragmen,
belirli tanimlar tizerinde evrensel olarak kabul edilmis bir genel goriis yoktur (Al-Zamil ve
ark., 2017). Daha ziyade, yasa bagli makula dejenerasyonun bu erken (ya da orta)
evresinde doku kayb1 yoktur ve gérme genellikle etkilenmez (Jager ve ark., 2008). Yasa
baglh makula dejenerasyon ilerlemesi ve siddeti, drusen'in sayist ve buyiikligi ile

dogrudan iliskilidir. Ileri yasa bagli makula dejenerasyon iki sekilde olusur:

Q) RPE’nin ve iistte yatan fotoreseptorlerin (ayrica “kuru tip” yasa bagli makula
dejenerasyon olarak da adlandirilir) cografi atrofisi (GA).
(i) Koroidal neovaskiilarizasyon (“yas tip” yasa bagli makula dejenerasyon olarak

da adlandirilan KNV).

Kuru (GA) yasa bagli makula dejenerasyon, fotoreseptor ve RPE hiicre 6liimiiniin
konfluent bolgeleri ile karakterizedir ve yasa bagli makula dejenerasyonunun neden oldugu
yasal korliigiin %10'undan sorumludur (Sunness, 1999). Islak (KNV) yasa bagli makula
dejenerasyon, yasa baglhh makula dejenerasyonun neden oldugu akut korligiin kalan
%90'm1 olusturur ve makula altinda anormal kan damar1 biiylimesi ile karakterizedir. Bu
yeni damarlar biiyiik 6l¢iide kotli bicimlendirilmistir, bu da istenmeyen vaskiiler yap1
tarafindan sizan bozulmus doku icinde istenmeyen sivi sizintisma neden olan uygun

olmayan vaskiiler biitiinliige yol agmaktadir (Sekil 1.13) (Sarks ve ark., 1988).

Yasa bagli makula dejenerasyonu makulanin progresif hasar gormesine neden olan,
merkezi ve kesin goérme i¢in retinanin merkezine neden olan bir hastaliktir. Cevresel
uyaricilara genetik risk faktorlerinin yaniti, oksidatif stres gibi drusen olusumu,

inflamasyon ve anormal vaskiiler bitylime ile sonu¢lanmakta (Shaw ve ark., 2016).
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Lipid biriktirme
Anjiyojenik faktorler

Sekil 1.13. lleri yasa bagl makula dejenerasyonunun tipleri vardir: grafik atrofi (GA) ve
koroidal neovaskiilarizasyon (KNV) (Shaw ve ark., 2016).

Drusen, atrofi ve neovaskiilarizasyonun ortaya ¢ikis 6zelliklerine dayanarak yasa
baglh makula dejenerasyonu kategorileri tanimlanmistir. Drusen kii¢lik (<63 pum c¢apinda),
orta (63-124 um) veya biliyik (>125 pm) olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 1.14)
(AREDS-Study-Group, 2001).

Sekil 1.14. Yasa bagli makula dejenerasyonu siniflandirmasinin gosterilmesi (a) Yasa baglh
makula dejenerasyonu yok; (b) Erken yasa bagli makula dejenerasyonu; (c) Orta seviye
yasa bagli makula dejenerasyonu; (d) Gelismis yasa bagli makula dejenerasyonu
(Khandhadia ve Lotery 2010).
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1.6.2. Yasa bagh makula dejenerasyonunda risk faktorleri

Yasa baghi makula dejenerasyonu gelisme riskinin artmasiyla baglantili olarak
degistirilebilen ve degistirilemeyen bir¢ok risk faktorii bulunmaktadir (Emma ve ark.,
2011).

Degistirilebilir Risk Faktorleri

A\

Sigara I¢gmek

Alkol Alimi1
Sosyoekonomik Faktorler
Egitim

Beslenme

Viicut Kitle indeksi
Kalp-Damar Hastalig1
Kolesterol Seviyeleri ve Tedavisi
Kognitif (Bilissel) Bozukluk
Cinsiyet

Artrit (Eklem Iltihabi)

Etnik koken

Iris Pigmentasyonu
Hipermetropluk

[la¢ Tedavisi

Hormonlar

Tip 11 Diyabet

Giines Isigina Maruz Kalma

YVVVVVVVYVYVYVYVVVYVYYVYYVYY

Degistirilemeyen Risk Faktorleri

» Katarakt ve goz ici lensler

Degistirilemeyen Diger Risk Faktorleri

Yasa bagli makula dejenerasyonu ile tutarsiz olarak iligkili olan, degistirilemeyen

risk faktorleri arasinda el kavrama giicii, optik disk goériiniimii ve dogum agirlig1 yer alir

(Hall ve ark., 2002).

Degisik derecelerde tutarlilikla yasa bagli makula dejenerasyonu gelisimi ile iligkili
birgok risk faktorii vardir. Yas, sigara ve genetik, hastaligin gelismesi i¢in artan risk ile
uyumlu bir sekilde baglantili goriinmektedir. Neovaskiiler yasa bagli makula
dejenerasyonunun maliyetli tedavisi ve kuru yasa bagli makula dejenerasyonu i¢in sinirlt
tedavi ile, yasa bagl makula dejenerasyonu gelisimi riskini azaltmada ¢evresel faktorlerin

modifikasyonu potansiyeli 6nemli bir aragtirma alanidir. Yasa bagh makula dejenerasyonu
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etiyolojisi icin oksidatif stres teorisi, antioksidanlarin hastalik gelisimindeki roli ve

progresyon riskini azaltmada rolii olabilecegi diistiniilmiistiir (Emma ve ark., 2011).

1.6.3. Yasa bagh makula dejenerasyonunda tedavi

Son on yi1l icinde major duyarlilik genlerinin tanimlanmasi, hastalik patogenezinde
kompleman aracili inflamasyonun ve oksidatif stresin roliiniin anlagilmasina yonelik yeni
anlayislar ortaya koymus ve sonug olarak yeni terapotik yaklagimlarin gelistirilmesi igin
altta yatan mekanik yolaklar1 tanimlamustir. Yapilan calismalar fotoreseptor ve RPE
kaybinin Onlenmesi ve inflamasyonun baskilanmas: alanlarinda yogunlasmaktadir.
Noroprotektif ajanlar retinal hiicre apoptozisini Onlemeyi amaclar ve bunlar silier
norotrofik faktoér, brimonidin tartarat, tandospirone ve anti-amyloid [ antikorlaridir.
Oksidatif stres ve temel mikroniitrisyenlerin eksikligi yasa bagli makula dejenerasyonu
ilerlemesinde Onemli faktorlerdir ve AREDS formiilasyonu bu amagla hastaligin
ilerlemisini yavaglatmakta kullanilan ilk tedavidir. Kuru tip yasa bagli makula
dejenerasyonu hastalarinda kronik inflamasyonun varligi gosterilmis olup bu nedenle
kortikosteroidler ve kompleman inhibitorleri de denenmekte olan ajanlar arasindadir

(Comlekoglu ve Tigrel, 2015).

Neovaskiiler form yasa bagli makula dejenerasyonunda bir¢ok tedavi secenegi
denenmektedir. Bunlardan bir kismi termal lazer fotokoagulasyon ve fotodinamik tedavidir
(Ciulla ve ark., 1998). Laser fotokoagiilasyon tedavisi, var olan lezyonun yerlesimine ve
boyutuna gore degismekle birlikte hastalarin yaklagik %15’ inde etkili bir yontemdir
(Macular Photocoagulation Study Group, 1991).

1.6.4. Yasa bagh makula dejenerasyon ve oksidasyon

Oksidatif stresi artiran bazi faktorler de yasa bagli makula dejenerasyon riski ile
iligkili olabilir (Klein ve ark., 1993). Drusen, yasa bagli makula dejenerasyonun en erken
belirtisidir ve ayn1 zamanda oksidatif hasara da katkida bulunabilir. Ornegin, drusende
bulunan amiloid-p, ROS olusumunu arttirir ve RPE hiicrelerinde antioksidan kapasitesini
azaltir (Bruban ve ark., 2009). Bununla birlikte, drusen formasyonunun kendisi oksidasyon
sirecinden etkilenebilir. Dondr retinasindan druzenin sivi kromatografisi ve kiitle
spektrometrisi analizi, CEP protein katkisi dahil olmak {izere oksidatif protein
modifikasyonlarin1 ve ayrica doku metalloproteinaz inhibitdrii-3 ve vitronektinin capraz

baglanmasini gostermektedir (Crabb ve ark., 2002).
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Makulada oksidatif hasarin bir sonucu olarak, hiicresel fonksiyonda lokal
degisiklikler meydana gelmektedir. Bunu dengelemek igin, retina i¢indeki kompansator
lokal antioksidan aktivitesinin yasa bagli makula dejenerasyonda arttig1 goriilmektedir. /n
vitro olarak olgiilen SOD seviyeleri, yasa bagli makula dejenerasyonlu gozlerde RPE
hiicrelerinin sitoplazma ve lizozomlarindaki histolojik orneklerde normal gozlerdeki
diizeylerle karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu saptanmustir. Bununla birlikte, glutatyon
peroksidazi seviyelerinde bir degisiklik olmadigi gosterilmistir (Frank ve ark., 1999).
Dahasi, yasa bagli makula dejenerasyon siddetiyle antioksidan aktivite artmaktadir
(Decanini ve ark., 2007). Bu, ilerleyen yasa bagli makula dejerasyon ile artan ROS
aktivitesine lokalize bir telafi edici yanit oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, ROS
aktivitesi, makula igindeki antioksidan kapasitesini asabilir ve ileri yasa bagli makula

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

Oksidatif hasarin, yasa bagl makula dejenerasyon gibi ¢ok faktorlii bir hastaligin
patogenezinde yer alan birkag yoldan sadece biri olmas1 muhtemeldir. Bununla birlikte,
antioksidan korumaya dayanan gelecekteki tedavilerin, yasa bagli makula
dejenerasyonunun altinda yatan hastalik siireglerini daha iyi anlayabilen ¢ok yonlii bir
yaklagimin par¢asi olmas1 muhtemeldir (Sekil 1.15) (Khandhadia ve Lotery 2010).

[ e Rk

Yagmn Etkileri
Yasa bagh antioksidanlarm azahg: Retinada ROS kaynaklan B etinanm Antioksidanlan
Retinanin kendini yenileme kapasitesinin azaligi Normal metabolik aktivite e er )
Lipofusin birikimi Gelen 151k -.\l int enzimleri (SOD, Katalaz,
Retina Pigment Epiteli fagositozu HO) i
Koryokapillaris Melanin in ROPE hiicreleri
. Melatomn vb
Makulaya dzgii faktdrler
Isik konsantrasyonu
Yiiksek metabolizma aktivitesi . —
Yasa bagh makula dejenerasyonunda oksidatif hasan N Oksidatif Stresin azaltlmasi
' - dizer Faktad Hiicre Hasan . AREDS
artiran diger faktorler N St
Dogrudan: ROS tiretimi . Giines 15121, sigara azaltan risk
Sigara 5 L
Giines 15181 Dolayl: Lipid peroksidasyonu faktorleri
Tiines 1518 :
San nokta Artan inflamasyon + Genetik degisiklikler
Antioksidan seviyesinin azalisi Diger farmakolojik modifikasyon
Genetik varyasyon v.b., antioksidan enzim,
ARMS?2, komplement

Sekil 1.15. Retinada meydana gelen oksidatif siiregler (Khandhadia ve Lotery 2010).

ROS normal olarak normal hiicresel metabolik aktivitenin bir sonucu olarak retina
ve RPE’de iiretilir. Buna ek olarak, gelen 151¢m kendisi, dis segmentlerin RPE fagositozu
oldugu gibi, giiclii bir oksidatif stres iiretecidir. ROS ayrica 1s181in etkilerinden
koriokapillariste tiretilebilir. ROS, retina hiicresel hasarina dogrudan veya dolayl olarak,

ozellikle yliksek diizeylerde retinal hiicre zarlarmda bulunan ¢oklu doymamis yag
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asitlerinin peroksidasyonu ile sonuglanabilir. Bu lipid peroksidasyon iiriinleri de toksiktir.
Ayrica, ROS, ilave hiicresel hasara neden olabilen kompleman kaskadini aktive ederek,
iltihaplanma artisina  yatkinlik gosterebilir. Normal olarak, ROS'un ters etkileri,
antioksidan enzimler de dahil olmak tizere, retinadaki antioksidanlar tarafindan kontrol
altinda tutulur (6r. SOD, katalaz, hem oksijenaz, karotenoidler, melanin ve hormon
melatonin gibi). ROS'un antioksidan sistem tarafindan temizlenmedigi herhangi bir
hiicresel hasar, retina tarafindan onarilir. Artan yas, retinadaki oksidatif hasar potansiyelini
artirabilir, bu da antioksidan enzim seviyelerinde bir azalma, retinamin onarim
kapasitesinde bir azalma ve RPE ve fotoreseptor hiicrelerde lipofuskin adi verilen zehirli
bir fliloresan maddesinin artmasina neden olabilir. Makula 6zellikle, makula merkezli
gelen artan 151k seviyesi ve bunun sonucu olarak yiiksek diizeyde metabolik aktivite
nedeniyle oksidatif hasara kars1 olduk¢a duyarhdir. Oksidatif stresi artirabilecek ve yasa
bagli makula dejenerasyonu ile iligkili diger faktorler arasinda sigara, giines 15181na maruz
kalma, drusen olusumu, sistemik antioksidan diizeyleri ve genetik varyasyonlar sayilabilir.
Oksidatif hasar riski, oral antioksidan takviyesiyle ve sigara ve asir1 giines 15181 gibi risk
faktorlerine maruziyetin azaltilmasiyla terapotik olarak azaltilabilir. Gelecekteki tedavi
secenekleri genetik manipiilasyon ve farmakolojik modifikasyon igermektedir (Jager ve
ark., 2008).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calisma kapsaminda kullanilan baslica cihazlar ve sarf malzeme ilgili tablolarda

listelenmistir (Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Adi/Modeli

Caliymada Kullanim Amaci

UV-Vis spektrumlari
(Shimadzo UV-Vis 1800 spektrofotometre)

SOD aktivite tayini caligmalarinda

Voltammetrik dlgtimler
(Iviumstat electrochemical interface analizorii)

Elektrokimyasal ¢calismalarda,
Voltametrik 6l¢iimlerde

Giivenlik Kabini
(Laminar Flow, Niive Mn 090)

Hiicre kiiltiirii calismalarinda steril ortamin
saglanmasi

inkiibator (CO; inkiibatdrii (%5 CO,% 95 nem
ve 37°C), Sanyo, Mco 19aic)

Hiicre kiiltiirii calismalarinda hiicrelerin
inkiibasyonu

Etiiv (Niive Ec 160)

Gereken tiim malzemelerin istenen sicakliga
getirilmesi

Floresan invert mikroskop
(Axio Vert.Al mikroskop (ZEISS)

Hiicrelerin kontroli

Plak okuyucu (BioTek ELX 800)

96 kuyulu plaklarin absorbanslarinin
okunmasi, MTT sonuclarmin
degerlendirilmesi

EVE Otomatik hiicre sayact (NanoEnTek)

Hiicre sayimi

Santrifiij (Niive NFSOOR)

Coktiirmenin gerekli oldugu tiim denemelerde

PowerPacTM Basic gii¢ kaynagi (BIO-RAD)

Cihazlar1 elektrik kesintisine karsi koruma

Pipet pompasi (Brand Accu-jet® pro)

Cozelti hazirlanmasi

Pipetler (0,5-2 ul, 0,5-100 pl, 50-200 pl, 200-
1000 ul, 1-5 ml Gilson)

Cozeltilerin hazirlanmasi

Hassas Terazi (AND HR-250AZ marka (0,0001
g’a duyarli)

Cozeltilerin hazirlanmasi igin gerekli tartimin
almmasi

Vorteks (Heidolph)

Cozeltilerin homojen karisimlarinin
hazirlanmasi

Manyetik karistirict (Wise Shake Feedback SHO)

Cozlinme islemini hizlandirmak

Buzdolabi (+4°C Argelik)

Kimyasallarin ve drneklerin saklanmasi

Derin Dondurucu (-20°C Argelik)

Hiicrelerin kisa siire saklanmasi

Derin Dondurucu (-86°C ESCO)

Hiicrelerin uzun siire saklanmasi
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Cizelge 2.2. Kullanilan sarf malzeme ve kullanim amaglar1

Adi/Modeli

Cahsmada Kullanim Amaci

Pinosembrin (Sigma-Aldrich)

Hiicrelerde etkisi arastirilan molekiil

Pinostrobin (Sigma-Aldrich)

Hiicrelerde etkisi arastirilan molekiil

SOD Assay Kit (Sigma-Aldrich)

Molekiillerin SOD aktivitelerin tayini i¢in
kullanilan kit

Dimetil siilfoksit
(DMSO) (Merck)

Hiicrelerinin dondurma ortaminin
hazirlanmasi, ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
¢Oziicii olarak kullanilmasi

Fosfat Tampon ¢ozelti (Gibco)

Elektrokimyasal ¢aligmalarda destek elektrolit
olarak kullanilmasi

ARPE-19 (ATCC Manassas VA)

Tiim denemelerde kullanilan Retina Pigment
Epitel (ARPE-19) hiicre serisi

Tripsin (Merck)

Pasaj ve ekimlerde hiicrelerinin kaldirilmasi

Dulbecco Modified Eagle
Medium/Ham’s F12
(DMEM-F12 Biowest)

ARPE-19 hiicrelerinin biiylime ortami

Penisilin/Streptomisin (Gibco)

Hiicrelerinin biiylime ortami bileseni

Fetal Bovine Serum
(FBS) (Biochrom S0113)

Hiicrelerinin biiyliime ortami bileseni

L-Glutamin (HyClone)

Hiicrelerinin biiyiime ortami bileseni

Etanol (Delta)

Yikama islemlerinde

Hidrojen Peroksit (Sigma-Aldrich)

Hiicrelerde toksisite olusturmak

Metiltiazol difenil tetrazolyum
(MTT)(Sigma-Aldrich)

Hiicre canlilig1 aktivitesini degerlendirmek

Tripan Mavisi (%0,5) (Biological
Industries)

Hiicre sayiminda, canli ve 6lii hiicrelerin ayirt

edilebilmesi

2.2. Metot

2.2.1. SOD aktivite

WST1 SOD test kiti Sigma-Aldrich Chemical Co. Ltd.'den satin alind1 ve -80 °

C'de dondurucuda saklandi. Cozeltiler, herhangi bir kimyasalin bozulmasmi 6nlemek i¢in

aliminyum folyo kullanilarak 1siktan korunmustur.
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Bir WST1 test kiti;
» WST1 ¢ozeltisi (5 ml)
» Enzim ¢ozeltisi (100 ml)
» Tampon ¢ozeltisi (100 ml) (fosfat tamponu pH = 7.4)
» Seyreltme tamponu (50 mi) (137 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 1.47 mM
KH2PO4, 8.1 mM NayHPO4, pH = 7.4) igerir.

Calisma ¢ozeltileri asagidaki gibi hazirlands;

WST1 calisma ¢ozeltileri gilinliik olarak hazirlandi. 1 ml WST1 ¢ozeltisi, 19 ml

tampon ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Enzim calisma soliisyonu: Enzim c¢ozeltisi 5 saniye santrifiij edildi ve pipetle
karistirild1 ve daha sonra 15 ml enzim ¢6zeltisi 2.5 ml seyreltme tamponu ile seyreltildi.

Enzim ¢alisma soliisyonu giinliik olarak hazirland1 ve etkinligi her giiniin sonunda 6l¢iildi.

Test edilecek olan molekiillerin ¢ozeltileri, dimetil siilfoksit igerisinde
konsantrasyonda hazirlandi (4x10™* M). DMSO ¢éziicii olarak kullamilir, ¢iinkii 30 uM'ye

kadar olan konsantrasyonlarda O~ iiretimini etkilemez.

Hazirlanan ¢ozeltiler daha sonra mikropipetler kullanilarak asagidaki Cizelge 2.3’te
tarif edildigi gibi degisen miktarlarda 1 cm'lik yol uzunluktaki kuartz kiivetlerine
eklenmistir.

Cizelge 2.3. SOD aktivite testi prosediirii.

Numune Blank 1 Blank 2 Blank 3
Molekiil ¢ozeltisi 80ul - 80ul -
Saf su - 80ul - 80ul
WST1 ¢alisma cozeltisi 800ul1 800ul 800ul 800ul
Enzim ¢ahisma c¢ozeltisi 80ul 80ul - -
Seyrelme tamponu - - 80ul 80ul
Toplam hacim (ml) 960ul 960ul 960ul 960ul

Test edilen bir kompleksin her bir konsantrasyonu i¢in, dort absorbans (numune,

blank 1, blank 2, blank 3) okumasi toplandi.

» Numune: WST1 ¢alisma soliisyonu, enzim ¢aligma soliisyonu ile karistirildi

ve ardindan molekiil ¢ozeltisi ilave edildi. Kompleks, O2 yi siiplirmek i¢in

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

nm'de absorpsiyon degisiklikleri kaydedildi.
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» Blank 1: WST1 galisma soliisyonu enzim ¢aligsma soliisyonu ile karistirilir,
ardindan saf su eklenir. O,”, enzim sistemi tarafindan siirekli olarak tiretilir
ve metal kompleksi yoklugunda sar1 WST1 formazan olusturmak igin
WST1 ile reaksiyona girer.

» Blank 2: WST c¢alisma soliisyonu, seyreltme tamponu ile karistirildiktan
sonra molekiil soliisyon ilave edilir. Higbir enzim ¢6zeltisi eklenmediginden
O, tiretilmez. O,” yoklugunda 440 nm'de absorbans degisikligini gormek
i¢in blank 2 6l¢timler yapilir.

» Blank 3: WST c¢alisma soliisyonu seyreltme tamponu ile karistirilr,
ardindan saf su eklenir. Higbir enzim ¢d6zeltisi eklenmediginden O;~
iretilmez. O, veya bir molekiilin yoklugunda 440 nm'de absorbans

degisikligini gérmek igin blank 3 dlgtimler yapilir.

Farkli konsantrasyonlarda test edilen her kompleks i¢in zamana kars1 440 nm'de bir
absorbans degerleri grafigi elde edilmistir. Zamana karsi bir absorbans degeri, Bulgular

kisminda verilmistir.

SOD mimic igermeyen bos 1 okuma i¢in, absorbans degisim hizi dakikada 0.055'tir
ve herhangi bir kompleks eklenmeden O, olusma oranini yansitir. Blank 1 daha sonra bir
molekiil varlhiginda WST1'in% inhibisyonunu hesaplamak i¢in kullanildi. WST'nin
inhibisyonu %100 oldugunda, o zaman absorbans degisim orani1 0'a esittir ve %0

inhibisyon oldugunda, absorbans degisim orani blank 1'in egimine esittir.
Her konsantrasyon i¢in% inhibisyon daha sonra agsagida gosterildigi gibi hesaplanir.
SOD aktivite (inhibisyon %)= {[(S1-S3) -(SS-S2)]/(S1-S3)}x100
S1 = blank 1'in egimi, S2 = blank 2'nin egimi, S3 = blank 3 egimi ve SS =
numunenin egimi (Riley ve ark., 1991).
2.2.2. Hiicre Kkiiltiirii uygulamalarn

Hiicre kiiltiirii calismalar1 denemelerde kullanilmak {izere Retina Pigment Epitel
(ARPE-19) hiicrelerinin ¢ogaltilmasini, pasajlanmasini, dondurulmasini, ¢oziilmesini ve

sayilarak istenen flask ya da plaklara ekilmesini kapsamaktadir.
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2.2.2.1. Retina Pigment Epitel (ARPE-19) hiicre serisi

Kaynagi: ARPE-19, bir motorlu tasit kazasinda kafa travmasindan olen 19
yasindaki bir erkegin normal gozlerinden 1986'da Amy Aotaki-Keen tarafindan tiiretilen
kendiliginden ortaya ¢ikan retina pigment epitel (RPE) hiicre serisidir. ATTC firmasindan

satin alinmistir.

Ozellikleri: Hiicre hatti, 1:1 oraninda Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagles ortami
ve Ham's F12 ortami iginde %20 cenin sigir serumu, 56 mM son konsantrasyon sodyum
bikarbonat ve 2 mM L-glutamin iceren HEPES tamponuyla ve %10 CO0,'de 37 °C'de
inkiibe edilmistir (Anonymous, 2018b).

2.2.2.2. Hiicrelerin pasajlanmasi (Subculturing)

> Ilk kez ¢dziilen hiicreler 25 cm® flasklara 5 mL biiyiime ortamu icerisinde ekildi.

> Hiicreler %80-90 doygunluga (confluent) ulastiktan sonra 75 cm? flasklara 15 mL
biiyiime ortami igerisinde pasajlandi ve denemeler i¢in bu flasklarda ¢ogaltildi.

» Tim deneyler 96 kuyucuklu plaklarda gerceklestirildi. Hiicrelerin biiylime ortami
ti¢ dort giinde bir yeni biiyiime ortamu ile degistirildi.

> Hiicreler doygunlaga ulastiklarinda 1:4 ya da 1:5 oraninda seyreltilerek pasajlandi.

2.2.2.3. Hiicrelerin toplanmasi

» Flaskm igerisindeki biiyiime ortami atild1.

» Flask steril PBS ile yikandu.

> Flasklara; 25 cm? flask i¢in 1-2 mL, 75 cm? flask i¢in 3-5 mL 6nceden 37°C’ye
isitilmus tripsin/EDTA ilave edildi.

> Flask inkiibatorde 4-5 dakika bekletildi.

» Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler 15 mLlik tiiplere topland.

» Tiplere 5’er mL biiyiime ortamu ilave edildi. Pellet istenen miktarda, 6nceden
37°C’ye getirilmis biiyiime ortamu icerisinde siispanse edildi.

» Hiicre siispansiyonu sayilabilir, seyreltilerek flasklara ya da plaklara pasajlandi

» Dondurulacak hiicre siispansiyonuna 1:1 oraninda soguk %80 FBS ve %20 DMSO
ilave edildi.

» Bu sekilde tiipteki son konsantrasyonlar: %40 FBS, %10 DMSO ve %50 biiyiime
ortami1 olmaktadir.

> Elde edilen siispansiyon cryo tiiplere paylastirilarak -20°C’ye kaldirildi.
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> -20°C’de bir saat bekletildikten sonra cryo tiipler 3-4 hafta icerisinde ¢dziilecekse -

80°C’ye, uzun siire saklanacaksa siv1 nitrojene kaldirilir.

2.2.2.4. Hiicrelerin ¢oziilmesi

» Swvi nitrojende bekletilen hiicreler gerekli oldugunda ¢oziilerek kullanildi.

> Sivi nitrojen ya da -80 °C’den alman cryo tiipler hizla 37 °C’de ¢oziildii.

» 4 °C'nin iizerindeki DMSO hiicrelere toksik etki gosterdiginden dolay1r 37 °C'de
hiicreleri ¢ozdiirtirken hizli bir sekilde ¢alisildi.

» Tip icerisindeki siispansiyon 15 mL’lik tiiplere aktarildi ve {izerine 10mL dnceden
37 °C’ye getirilmis bilyiime ortam ilave edildi.

» Tiip 1300 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

» Siipernatan atild1.

» Pelet 6 mL biiyiime ortaminda siispanse edildi ve 2 adet 25 cm? flaska paylastirild.

» Flasklar, 37°C'de, %5 CO; ve %95 nem igeren etiive almarak inkiibasyona birakild.

2.2.2.5. Hiicrelerin sayilmasi

Yapilacak tiim denemelerde belirli sayida hiicrenin flasklara ekilmesi i¢in hiicre
stispansiyonunun mililitresindeki hiicre miktarinin belirlenmesi gerekmektedir. Y ontemin
prensibi, membran biitiinliigii bozulmus hiicrelerin tripan mavisi boyasini hiicre igine
almalar1 ve Oli hiicre olarak degerlendirilmeleri veya membran biitiinliigiinii koruyan
hiicrelerin ise membrandan boya geg¢isine izin vermemelerine dayanmaktadir (Mosmann,
1983). Canli hiicreler mitokondri organelinde enerji iiretimi yapabildiklerinden dolay1
hiicre membranindan giren boya maddesini aktif tagimayla hiicre digina ¢ikartarak, renksiz
goriilir ve Olii hiicreler mitokondri organelinde metabolik enerji ihtiyacin1 yerine
getirememekte hiicre membranindan gecen boya maddesini absorblar, hiicre disina
cikartamaz aktif tasima icin enerji ihtiyaclarini karsilayamadiklarindan mavi renkte
goriiliir. ARPE-19 hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak eppendorf tiipe aktarildi ve

izerine 50 ul %0,5 tripan mavisi boyasi ilave edilerek iyice karigmasi saglandi.

» ARPE-19 hiicre serisinde hiicre canlilig: tespit edildi. Tripan mavisi ile boyanan
hiicre siispansiyonundan 10ul o6rnek alindi, distile su ile temizlenen Neubauer
hemositometresinin lamimdaki sayim odacigina konuldu.

» Isik  mikroskobunda 20X okiiler kullanilarak dort karede hiicre sayimi

gerceklestirildi.
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» Tripan mavisi boyasini igine alip mavi renkte goriinen hiicreler 6li, boyay1

metabolize edip parlak goriinen hiicreler ise canli olarak degerlendirildi.

Hiicre sayisi/ml= Ortalama sayim degeri x seyreltme faktorii x 10*
» Formiiliinden bir hiicre siispansiyonunun bir mililitresindeki hiicre sayis1 belirlendi.
» Hiicre siispansiyonu seyreltilerek istenen konsantrasyonda hiicre siispansiyonu elde

edilerek ekim yapildi (Ozkaya, 2009).

2.2.2.6. Hiicre hatlarinda H,O; ile hasar modelinin olusturulmasi

ARPE-19 hiicre serisi tizerinde hidrojen peroksit (H,O;) oksidatif stres kaynagi
olarak uygulandi. ARPE-19 hiicre ekimi 96’k plaklara her kuyucuga yaklagik
10.000/100u1 gelecek sekilde hiicre ekimi yapildi. ARPE-19 hiicrelerinin uygun hiicre

serisi olusturuldu.

Calismada hiicreler seri diliisyonlar halinde hazirlanan (100-1000uM) H,0O;
¢ozeltisi seriler halinde gruplara boliinen hiicre serisine ilave edildi. 103ul %30’luk H,0,
iizerine tamamlanan 10ul DMEM/F12 eklenerek 10™™M H,0, ¢dzeltisi hazirlanmustir.
Hazirlanan ana stok ¢6zeltiden seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda 100, 250, 500, 750
ve 1000uM H0; ¢ozeltisi ile 20 saat inkiibasyona birakilan ARPE-19 hiicrelerinde
canlilik (sitotoksisite durumu) belirlemek tizere hazir hale getirilmistir ( Sekil 2.1) (Ding ve
ark., 2017) .

1 2 3
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000000000000

Sekil 2.1. ARPE-19 hiicre hatt1 iizerinde H,O, uygulamasi.

I @ m m o O W »

|Hazu'lanan konsantrasyonlar 200ul her kuyucuga ilave edildi. ‘
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2.2.2.7. Pinosembrin ve pinostrobin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Pinosembrin ve pinostrobin g¢aligmalarimizda ARPE-19 hiicrelerinde H,O; ile
olusturulan hiicre hasarmna kars1 etkisi arastirilan maddelerdir. Pinosembrin ve pinostrobin

farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Pinosembrin 2,56 mg tartilmis ve 0.5 ml DMSO da ¢6ziilmiistiir. Olusturulan 2x10°
2 M’lik ¢ozelti DMEM/F12 ile seyreltilerek (100, 1, 1x102, 1x10™ve 1x10®° pM) farkli

konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Pinostrobin 2,70 mg tartilarak ve 0.5ml DMSO da ¢dziilmiistiir. Olusturulan 2x10
M’lik ¢ozelti DMEM/F12 ile seyreltilerek (100, 1, 1x10?, 1x10™ve 1x10® pM) farkli

konsantrasyonlardaki ¢6zeltileri hazirlanmistir.

2.2.2.8. H,0; ile Pinosembrin ve pinostrobin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Pinosembrin 2,56 mg tartilmis ve 0,5 ml DMSO da ¢6ziilmiistiir. Olusturulan 2x10°
2M’lik ¢ozelti 500 pM H,0; ile seyreltilerek (100, 1, 1x107?, 1x10™ve 1x10° uM) farkh

konsantrasyonlardaki ¢ézeltileri hazirlanmistir.

Pinostrobin 2,70 mg tartilarak ve 0,5 ml DMSO da ¢oziilmiistiir. Olusturulan 2,70
mg ¢ozelti 500 uM H,0; ile seyreltilerek (100, 1, 1x10?, 1x10™ve 1x10° pM) farkli

konsantrasyonlardaki ¢6zeltileri hazirlanmistir.

2.2.29. ARPE-19  hiicrelerinde pinosembrin ve pinostrobinin  etkisinin

degerlendirilmesi

ARPE-19 hiicre ekimi 96’lik plaklara uygun hiicre serisi olusturuldu ilk
uygulamada besiyerleri degisimi yapilarak %5 CO; ve %95 hava igeren etiiv igerisinde, 37

°C’ de 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

Olusturulan ARPE-19 hiicre serisi plaklarmdaki besiyeri aspire edilerek yerine 100,
1, 1x102, 1x10™ ve 1x10° uM konsantrasyonlardaki pinosembrin 100 ul ilave edilerek 20
saat siire ile inkiibasyon yapild1 (Sekil 2.2). Inkiibasyon siirelerinin ardindan 3-(4,5-
Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid, sar1 tetrazol (MTT) analiz yontemi ile

hiicre canlilig1 degerlendirildi.

Olusturulan ARPE-19 hiicre serisi plaklarindaki besiyeri aspire edilerek yerine 100,
1, 1x10%, 1x10™ ve 1x10® uM konsantrasyonlardaki pinostrobin 100 pl ilave edilerek 20
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saat siire ile inkiibasyon yapild1. Inkiibasyon siirelerinin ardindan MTT analiz yontemi ile

hiicre canlilig1 degerlendirildi.

I @@ m m O O W »

|Ha21rlanan konsantrasyonlar 200u1 her kuyucuga ilave edildi. I

Sekil 2.2. ARPE-19 hiicre serisine pinosembrin ve pinostrobin uygulanmasi

2.2.2.10. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusum oncesi pinosembrin ve

pinostrobinin etkisinin degerlendirilmesi

Pinosembrin 6nce uygulamasinin etkinliginin belirlenmesi amaciyla 96 kuyucuklu
plaga esit sayida hiicreler konuldu. Ardindan hiicre kontrol, medyum kontrol ve farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan pinosembrin (100, 1, 1x102, 1x10™ ve 1x10°® uM) 100 ul
uygulanarak, hiicreler 4 saat siire inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon sonunda
ortamdaki ¢ozelti aspire edilerek yerine H,0O; ile hazirlanan pinosembrin (100, 1, 1x1072,
1x10™* ve 1x10° pM) farkli konsantrasyonlarda 1001 16 saat siire ile inkiibasyon yapildi.

Daha sonra MTT soliisyonu hazirlanarak hiicre canliligi degerlendirildi.

Pinostrobin 6nce uygulamasmin etkinliginin belirlenmesi amaciyla 96 kuyucuklu
plaga esit sayida hiicreler konuldu. Ardindan hiicre kontrol, medyum kontrol ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan pinostrobin (100, 1, 1x1072, 1x10™* ve 1x10°® uM) 100 pl
uygulanarak, hiicreler 4 saat siire inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon sonunda
ortamdaki ¢ozelti aspire edilerek yerine H,O, ile hazirlanan pinostrobin (100, 1, 1x10%,
1x10™ ve 1x10® uM) farkl konsantrasyonlarda 100ul 16 saat siire ile inkiibasyon yapildi
(Sekil 2.3). Daha sonra MTT soliisyonu hazirlanarak hiicre canliligi degerlendirildi.
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|Hazu‘1anan konsantrasyonlar 200ul her kuyucuga ilave edildi. |

Sekil 2.3. ARPE-19 hiicrelerinin oksidatif hasar olusum dncesi pinosembrin ve pinostrobin
uygulamasi

2.2.2.11. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusumu ile birlikte pinosembrin ve

pinostrobinin etkisinin degerlendirilmesi

Olusturulan ARPE-19 hiicre serisinde plagindaki besiyeri aspire edilerek yerine
100, 1, 1x10?, 1x10™ ve 1x10°uM konsantrasyonlardaki H,O, pinosembrin ¢ozeltisinden
100 pl ilave edilerek 20 saat siire ile inkiibasyon yapildi. Daha sonra MTT soliisyonu

hazirlanarak hiicre canliligi degerlendirildi.

Olusturulan ARPE-19 hiicre serisi plagindaki besiyeri aspire edilerek yerine 100, 1,
1x10?, 1x10* ve 1x10® pM konsantrasyonlardaki H,O, pinostrobin ¢dzeltisinden
¢ozeltisinden 100 pl ilave edilerek 20 saat siire ile inkiibasyon yapildi. Daha sonra MTT

soliisyonu hazirlanarak hiicre canlilig1 degerlendirildi.

2.2.2.12. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusumu sonrasi pinosembrin ve

pinostrobinin etkisinin degerlendirilmesi

H20, once uygulamasi i¢in 96°‘lik plaklara ARPE-19 hiicrelerinin uygun hiicre
serisi olusturuldu. 500 ul’lik H0, ¢o6zeltisinden 100 ul uygulanarak 4 saat siire
inkiibasyona brrakildi. 4 saatlik inkiibasyon sonunda ortamdaki c¢ozelti aspire edilerek
yerine H,0; ile hazirlanan pinosembrinden, 100, 1, 1x10% 1x10* ve 1x10° uM
konsantrasyonlarda 100u1 16 saat siire ile inkiibasyon yapildi. Daha sonra MTT soliisyonu

hazirlanarak hiicre viabilitesi degerlendirildi.

H20, once uygulamasi i¢in 96°‘lik plaklara ARPE-19 hiicrelerinin uygun hiicre
serisi olusturuldu. 500 pl’lik H,O, ¢ozeltisinden 100 pl uygulanarak 4 saat siire
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inkiibasyona birakilmistir. 4 saatlik inkiibasyon sonunda ortamdaki ¢ozelti aspire edilerek
yerine H,O, ile hazirlanan pinostrobinden 100, 1, 1x10?, 1x10* ve 1x10° uM
konsantrasyonlarda 100u1 16 saat siire ile inkiibasyon yapildi. Daha sonra MTT soliisyonu

hazirlanarak hiicre canliligi degerlendirildi.

2.2.2.13. Metiltiazol difenil tetrazolyum canhhk testi

Farkli konsantrasyonlardaki pinosembrin ve pinostrobinin farkli uygulamalardaki
ARPE-19 hiicre canlilig1 lzerine etkisinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. Bu
calismada, ARPE-19 iizerindeki hiicre canlilig1 etkisini degerlendirmek i¢in kolorimetrik
olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadir ve hayatta kalan hiicrelerin yilizdesini
belirlenebilmek i¢in kullanilir. MTT testi, MTT'nin sar1 tuzunu suda ¢oziinmeyen mor
formazan kristaline doniistirmek i¢in mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz enzim
aktivitesini saptanmaktadir (Sekil 2.4). DMSO iginde ¢oziiliir ve iretilen renk ELISA
okuyucusu kullanilarak belirtilen dalga boyunda 6l¢iiliir (Soltan-Dallal ve ark., 2017).

Olusan renk degisikligi sar1 ile renklendirilmis formazon tuzlarinin aktif hiicre
mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun azalmasi sonucunda olusmaktadir. Bu bilesiklerin

absorbans degeri metabolik olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile orantilidir (Ding ve

ark., 2017; Huang ve ark., 2010).
Q HN
) \

CH;
MTT Formazan CHj

Sekil 2.4. MTT’in formazan kristaline doniisiim reaksiyonu.

MTT analizi yontemi 96’lik plak kuyucuklarinda bulunan 100pl medyum ve hiicre
karigimi iizerine, hazirlanmis tiazolil mavi tetrazolium bromid soliisyonundan 25ul ilave
edildi. Bu soliisyon ilavesini takiben 96’lik plak inkiibatore alinarak 4 saat bekletildi. Dort
saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin yiizeyinde bulunan medyum bir pipet ile alinarak
MTT ¢oziicli soliisyonundan 100ul ilave edildi ve 20 dk. daha inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyonu yapilan hiicrelerin, mikroplak okuyucu spektrofotometre ile 570 nm
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absorbans degerinde Slgiimler kaydedildi. 100 pl pinosembrin ve pinostrobinin igeren
kuyucuklardan (kontrol hiicreleri) okunan absorbans degeri %100 kabul edilir ve diger

orneklerin absorbanslarindan canlilik degeri hesaplanir.

Yiizde Canlilik = [Ornek ABS ortalama / Kontrol ABS ortalama] x 100

istatistiksel analiz

Verilerin degerlendirilmesinde degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilk testi ile incelendi. Hiicre canliliginin gruplar arasindaki farkliliginin incelenmesinde
One-Way Anova (tek yonlii varyans analizi) yontemi uygulandi. Coklu karsilastirmalar
icin Tukey HSD, Tamhane T2 ve Dunnett testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05
olarak kabul edildi. Istatistik parametreleri MeantSD ile ifade edildi. Verilerin
degerlendirmesinde IBM SPSS versiyon 22 (IBM SPSS for Windows version 22, IBM
Corparation, Armonk, New York, United States) paket programindan yararlanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Molekiillerin siiperoksit dismutaz aktiviteleri

SOD enzimleri ve mimik kompleksleri, okside ve indirgenmis formlar arasindaki
molekiil dongiilerinin oldugu bir ping-pong mekanizmasinda O,” ve hidrojen peroksidin
degisimini katalize eder (Sekil 3.1).

O')_' OF)
M(n——l) Mn-r
H,0, O, +2H"

Sekil 3.1. Siiperoksitin degismesi

Pinosembrin ve pinostrobin, WST1 analizi kullanilarak SOD aktivitesinin direkt
analizine tabi tutuldu. Her iki molekiilde benzer molekiil yapisia sahip olmasindan dolayi,

hesaplamalarda benzer SOD aktivitesine sahip oldugu goriildii (Sekil 3.2-4)
y=0.0009x+0.1612 (blank 1)
y=8x10"x+0.1029 (blank 2)
y=1x10"°+0.1233 (blank 3)
y=0.00005x+0.1312 (Pinosembrin)
y=0.0005x+0.1341 (Pinostrobin)

Pinosembrin ve pinostrobin 4x10* M konsantrasyon i¢in % inhibisyon asagida

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

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

egimi
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Pinosembrin ve pinostrobin 4x10* M konsantrasyon igin SOD aktivite %
inhibisyon olarak 45.49 bulundu.

1,2

08 e blank 1

~ 06 e blank 2

0,4 o blank 3
0,2

nm)

Absorbans

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zaman (dk)

Sekil 3.2. Blank 1, blank 2 ve blank 3’tin 440 nm'de zamana kars1 absorbans grafigi

1,2

o
oo

e blank 1

o
o

Absorbans (nm)

o
~

—o—4x10-4

o
N

o

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zaman (dk)

Sekil 3.3. Pinosembrinin ve blank 1’in 440 nm'de zamana karg1 absorbans grafigi
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Absorbans (nm)
o
(o]

0.4 e blank 1
0,2 —e—4x10-4
0

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Zaman (dk)

Sekil 3.4. Pinostrobinin ve blank 1’in 440 nm'de zamana kars1 absorbans grafigi
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3.2. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar

3.2.1. Hiicre hatlarinda H,O ile hasar modelinin olusturulmasi

Hidrojen peroksit ARPE-19 hiicresinde konsantrasyona bagli (100-1000uM) olarak
hiicre Olimini artirdt  (Sekil 3.5). Hiicre canliligini %70-80 arasinda azaltan
konsantrasyonun 500uM H;0; oldugu bulundu ve bundan sonraki deneylerde 500uM
konsantrasyon hiicre hasar1 olusturmak i¢in kullanildi1 (p<0.001) (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. H,0 ile olusturulan hasar modelinde istatistiksel sonuglar

Konsantrasyon Mean+SD F b
Kontrol 100,00+0,00

100 pM 74,73+7,09%

250 pM 69,93+4,63°

500 uM 2695111° 552,052  0,001*
750 pM 15,65+0,69°

1000 pM 14,1940,45°

One-Way Anova; Post-hoc: Dunnett test; a:0,05;* farklilik istatistiksel olarak anlamli;
®kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli, F:Anova testi teorik
degeri, p:olasilik degeri.

100
p<0,001* p<0,001*
80
= " SN e
E’ 60— \ 70
E NN
O \
S 407
2 p<0,001* p<0,001* p<0,001*
20
S ‘ S
N 1 i roRETH L —
0— T T T
Kontrol 100 uM 250 uM 500 uM 750 UM 1000 uM
Konsantrasyon

Sekil 3.5. ARPE-19 hiicrelerinde hidrojen peroksitin hiicre canlilig1 iizerine etkisi
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3.2.2. ARPE-19 hiicrelerinde pinosembrinin etkisinin degerlendirilmesi

ARPE-19 hiicrelerinde pinosembrinin tek basina etkisi incelendiginde, hiicre

canlilig1 lizerine herhangi bir etki goriilmedi (Cizelge 3.2 ve Sekil 3.6).

Cizelge 3.2. Pinosembrinin hiicre canliligina etkisinin istatiksel degeri

Konsantrasyon Mean+SD F P
Kontrol 100,00+0,00 2,090 0,102
0,000001 pM 102,59+2,74

0,0001 pM 101,95+3,02

0,01 xM 99,14+4,02

M 97,9845,42

100 pM 104,31+4,24

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

120
__ 100 =y
= L
i)
= 80
c
©
O
S 60
=S
I
40
20— -+ ==
Q =0 =
= =i=
\ S 5| ES=
0~ T T T T
Kontrol  1x10°pM  1x10*pM  1x102pM  1puM

Konsantrasyon

Sekil 3.6. ARPE-19 hiicrelerinde pinosembrinin hiicre canliligina etkisi
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3.2.3. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusum 6ncesi pinosembrinin etkisinin

degerlendirilmesi

ARPE-19 hiicrelerinde, diisiik konsantrasyonlarda pinosembrinin H,O, den &nce

uygulanmasi, H;O;’in hiicre canlilig1 iizerine olan etkisini istatistiksel anlamli olarak

azaltt1 (p<0.001) (Cizelge 3.3, Sekil 3.7).

Cizelge 3.3. Oksidatif hasar olusum Oncesi pinosembrinin hiicre canliligma etkisinin

istatiksel degeri

Konsantrasyon Mean+SD F p
Kontrol 100,00+0,00

500 uM H;0; 27,97:|:2,71a

0,000001 pM 74,91+9,68°

0,0001 pM 59,39+10,26" «
0,01 pM 42,50+9,19 57.828 0,001
1 uM 41,35+8,75

100 pM 41,89+2,03

Total 55,43+24,20

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; a:0,05;* farkhilik istatistiksel
olarak anlamli; ®kontrol grubu ile arasindaki farkhlik istatistiksel olarak anlamli;® H,0,
grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

100 N
p<0,001'

32

s p<0,001'

5

T 60 =

8 1

e = £ T

S 40 p<0,001* it

xr 8t
3 g EGE | ¢
T = = I S T
3) S ESF [ o

0 T T T T
Kontrol 500 pM  1x10°pM  1x10*pM  1x107pM 1 pM 100 pM
Konsantrasyon

Sekil 3.7. ARPE-19
canliligina etkisi

hiicrelerinde oksidatif hasar olusum o6ncesi pinosembrinin hiicre
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3.2.4. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusumu ile birlikte pinosembrinin

etkisinin degerlendirilmesi

ARPE-19 hiicrelerinde, yiiksek konsantrasyon pinosembrinin H,O, ile birlikte
uygulanmasi, H»O,’in hiicre canlilig1 {izerine olan etkisini istatistiksel anlamli olarak

arttirdi (p<0.001) (Cizelge 3.4, Sekil 3.8).

Cizelge 3.4. Oksidatif hasar olusumu ile birlikte pinosembrinin hiicre canliligina etkisinin
istatiksel degeri

Konsantrasyon Mean+SD F p
Kontrol 100,00+0,00

500 uM H,0, 64,48+8,47°

0,000001 pM  63,32+7,74

0,0001 pM  38,06+6,65" 8,959 P<0,001*

0,01 pM 34,80+6,08°
1M 33,46+5,43°
100 pM 36,0343,59"

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; a:0,05;* farklilik istatistiksel
olarak anlamli; ®kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli;® H,0,
grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

100

s 90+

2 p<0,001*

N—

,6.‘ ——

E {"*# 4‘4‘}

c 60 RRZEN

8 oal
"-0 +

o KRR p<0,001'  p<0,001" p<0,001" p<0,001'

o RAXHXKHN

T 40 SRR -
sy T x =
’4“0‘#‘-0;0‘ . ) : e X ~
RRAXKY @
R, = =38 T

20 RRKRXA ' i
wratatetety
0‘0‘0‘#‘0’#
+ -y . G <
RIS i E = (R,
: ey C12HsOs+ C12HsO4+: = C12HsO4+3 {C1zHsOu+
0 w H202 H:0:2 Hz20; £H02 3 :H20;
T . T T 5 T T
Kontrol 500 pM  1x10°pM 1x10*pM 1x102pM 1 puM 100 pM
Konsantrasyon

Sekil 3.8. ARPE-19 hiicrelerinin oksidatif hasar olusumu ile birlikte pinosembrinin hiicre
canliligmna etkisi
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3.2.5. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusumu sonrasi pinosembrinin etkisinin

degerlendirilmesi

ARPE-19 hiicrelerinde pinosembrinin H,O,’den sonra uygulanmasi, H,O,’in hiicre

canlilig1 lizerine olan etkisini degistirmedigini gozlemledik (Cizelge 3.5, Sekil 3.9).

Cizelge 3.5. Oksidatif hasar olusumu Sonrasi pinosembrinin hiicre canliligmma etkisinin
istatistiksel degeri

Konsantrasyon Mean+SD F p
Kontrol 100,00+0,00

500 ],lM H,0, 17,15ﬂ:1,51a

0,000001 pM 17,71+1,33

0,0001 pM 19,1842,91 771,270 p<0,001*
0,01 pM 18,6143,17
1 uM 18,70+4,55
100 pM 15,69+0,76

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; a:0,05;* farklilik istatistiksel
olarak anlamli; *kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli,” H,0,
grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

100
— 807
)
5
T 60
©
o
e
S
T 407
20 NN -
\IEI§
C12Hs04 Ci12Hs04 Ci12Hs04
o—

T ! f T 1 G
Kontrol 500pyM  1x10°pM  1x10% pM  1x102 pM 1 pM 100 pM
Konsantrasyon

Sekil 3.9. ARPE-19 hiicrelerinin oksidatif hasar olusumu Sonrasi pinosembrinin hiicre
canliligina etkisi
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3.2.6. ARPE-19 hiicrelerinde pinostrobinin etkisinin degerlendirilmesi

ARPE-19 hiicrelerinde pinostrobinin tek bagina uygulamasi incelendiginde diisiik
ve yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 kontrol grubuna gore arttirdigini saptadik

(Cizelge 3.6, Sekil 3.10).

Cizelge 3.6. Pinostrobinin hiicre canliligna etkisinin istatiksel degeri

Konsantrasyon Mean+SD F p
Kontrol 100,00-£0,00

0,000001 pM 113,19+3,99°

0,0001 uM 109,00+:4,53°

0,001 pM 104,8147,17 98,650 0,001
1M 08.21+2,74

100 pM 155,94:46,74°

One-Way Anova; Post-hoc: Dunnett test; :0,05;* farklilik istatistiksel olarak anlamli;
®kontrol grubu ile arasdaki farklilik istatistiksel olarak anlaml

2007
p<0,001*
< 150~
> p<0,001* p<0,001*
[
© 1007 Hanafl — -
S L [t0s =
S L 98
e : :
50
< — s —
o] N o BHE = 0 =]
= T St = r—
5 HIE S = L =
S ol EO=
0~ . T E T
Kontrol 1x105pM  1x10* pM  1x107 pM 1M

Konsantrasyon

Sekil 3.10. ARPE-19 hiicrelerinde pinostrobinin hiicre canliligina etkisi
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3.2.7. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusum 6ncesi pinostrobinin etkisinin

degerlendirilmesi

ARPE-19 hiicrelerinde diisiik konsantrasyon pinostrobinin  H;O; den once
uygulanmasi, H»O,’in hiicre canlilig1 iizerine olan etkisini istatistiksel anlamli olarak
azalttl. Yiiksek konsantrasyon pinosembrin H,O; ile birlikte uygulanmasi, H,O,’in hiicre
canlilig1 lizerine olan etkisini istatistiksel anlamli olarak arttirdi (p<0.001) (Cizelge 3.7,

Sekil 3.11).

Cizelge 3.7. Oksidatif hasar olusum o6ncesi pinostrobinin hiicre canliligina etkisinin
istatiksel degeri

Konsantrasyon Mean+SD F p
Kontrol 100,00+0,00

500 uM H,O,  46,84+2,88°

0,000001 pM  81,00+1,31°

0,0001 pM 58,6143,05° 431,806 p<0,001*

0,01 pM 47,89+1,82
1 uM 41,5443,25"
100 pM 31,77+3,71°

One-Way Anova,; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; a:0,05;* farklilik istatistiksel
olarak anlamli; “kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamh;b H,O,
grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

100
p<0,001'

~ 80 N

e

=)

S 60

S p<0,001

o p=0,043'

— _ﬁ_— )

o ReF I '

£ 40- sl —E—  p<0,001
......
s == =
"0‘0‘000
0‘0’4‘0‘0’0
R 32

207 RRARKN 3 3
SR : S
Qi T T
SIS © S
Kot o )
’:‘:‘:‘:‘I’ ¢
0 T

Kontrol 500 uM  1x10° pM 1x10* pM 1x102pM 1uM 100 pM
Konsantrasyon

Sekil 3.11. ARPE-19 hiicrelerinin oksidatif hasar olusum o6ncesi pinostrobinin hiicre
canliligina etkisi
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3.2.8. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusumu ile birlikte pinostrobinin

etkisinin degerlendirilmesi

ARPE-19 hiicrelerinde diisiik konsantrasyonda pinostrobin H,O, ile birlikte
uygulanmast hiicre canliligini istatistiksel anlamli olarak etkilemedi fakat yiiksek
konsantrasyonlarda pinostrobin H,O; ile birlikte uygulanmasi, H,O,’in hiicre canliligi

lizerine olan etkisini istatistiksel anlamli olarak arttird1 (p<0.001) (Cizelge 3.8, Sekil 3.12).

Cizelge 3.8. Oksidatif hasar olusumu ile birlikte pinostrobinin hiicre canliligina etkisinin
istatiksel degeri

Konsantrasyon Mean+SD F p
Kontrol 100,00+0,00

500 uM H,0,* 40,02+4,94°

0,000001 pM 45,08+2,28

0,0001 pM"° 32,64+2,51° 568,289  0,001*
0,01 pM"® 26,2+1,34°

1 uMP® 24,10+2,15"

100 pMP 20,05+1,95"

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; a:0,05;* farklilik istatistiksel
olarak anlamli; ®kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamh;b H>0, ile
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlaml

100

80

3
=
= 60
©
S
= p<0,001* '
® <0,001
S 40 £ :
+ P<0,001" 0,001
- p<0,001"
20
CeHuOu+ CeHuOu+ CeHuOu+
5 T ‘ H:0: H:Oz H:0;
0 T T Y | e T T
Kontrol 500 uM  1x10° pM 1x10* pM 1x10Z pM 1M 100 pM
Konsantrasyon

Sekil 3.12. ARPE-19 hiicrelerinin oksidatif hasar olusumu ile birlikte pinostrobinin hiicre
canliligina etkisi
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3.2.9. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusumu sonras1 pinostrobinin etkisinin

degerlendirilmesi
ARPE-19 hiicrelerinde pinostrobinin H,O,’den sonra uygulanmasi, H,O;’in hiicre

canlilig1 {lizerine olan istatistiksel anlamli olarak azaltti (p<0.001). (Cizelge 3.9, Sekil
3.13).

Cizelge 3.9. Oksidatif hasar olusumu sonrasi pinostrobinin hiicre canliligina etkisinin
istatistiksel degeri

Konsantrasyon Mean£SD F p
Kontrol 100,00+0,00
500 pM H,O,  23,71+1,07°
0,000001 pM  29,43+2,76°

0,0001 pM 26,38+0,91  2261,728 0,001*
0,01 pM 24,48+0,99
1 uM 23,58+1,07
100 pM 20,12+0,91°

One-Way Anova; Post-hoc: Tukey hsd test;Dunnett test; a:0,05;* farklilik istatistiksel
olarak anlamli; *kontrol grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlz;” H,0,
grubu ile arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

100 ARnne

o]
i1

40—

p<0,001'

Hiicre Canhhgi (%)
3
|

p<0,001'
20 ———
NN\ [
0 b\\\\\\\\ X , : | CsH;404 CGH;404
Kontrol 500 pM 1x10°pyM  1x10*pM  1x10?pM  1pM 100 pM

Konsantrasyon

Sekil 3.13. ARPE-19 hiicrelerinin oksidatif hasar olusumu Sonrasi pinostrobinin hiicre
canliligina etkisi
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4. TARTISMA

Calismamizda yaglilik donemlerinde meydana gelebilecek yasa baghh makula
dejenerasyonunda antioksidan 6zellik gosteren pinosembrin ve pinostrobinin koruyucu ya
da tedavi edici ozelliginin olup olmadiginin, hiicre kiiltiirti ortaminda arastiriimasini
amacladik. Calismamiz pinosembrin ve pinostrobinin ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif

stresin tetikledigi hasarin lizerine olan etkilerini degerlendiren ilk ¢aligmadir.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bulgularda; pinosembrin tek basina ARPE-19
hiicresine uygulandiginda, hiicre canliliginda bir etki goriilmedi. Fakat pinosembrin ARPE-
19 hiicresine, H,O; ile oksidatif hasar olusturulmadan 4 saat once uygulandi ve hiicre
canliligini diisiik konsantrasyonlarda anlamli bir sekilde artirdi.  Pinosembrin’in H,O; ile
birlikte uygulanmas: ise hiicrede ayni etkiyi gostermedi ve hiicre canliligimni daha da
azaltarak hiicrede oksidatif stres olusturdugu diisiiniildii. Diger bir uygulama olan
pinosembrinin H,O, ile oksidatif hasar olusumu sonrasinda hiicreye uygulanmasinin ise
hiicre canliligina anlamli etkisinin olmadig1 ve H,0, ile benzer etki gosterdigi goriildii.
Pinosembrinin sadece dnce uygulamasi hiicre canliligini artirarak hiicrede oksidatif hasara

kars1 koruyucu etki gosterdi.

Neacsu ve ark., (2007), pinosembrin gibi flavonoidlerin, lipid peroksidasyonunu
inhibe ettigini ve bu inhibisyonu molekiiliin A halkasindaki fenolik grup ve 4-keto grup
tizerinden gergeklestirdigi gostermislerdir. Li-li ve ark. (2011), Pinosembrin’in, siganlarin
beyininde olusturulan oksidatif stres tizerindeki terapotik etkisini, malondialdehid (MDA)
glutamat ve aspartat artisini azaltarak gercgeklestirdigini gostermislerdir. Chen ve ark.,
(2014), retinoblastoma hiicrelerinde 20-100 uM Pinosembrin’in avp3 integrin/FAK/p38a
aracili antikanser etkileri oldugunu gostermislerdir. Caligmamizda 1-100 uM
Pinosembrin’in H;0, birlikte hiicre canliliginda azalmaya neden olmasi, Chen ve

arkadaglarinin ¢aligmasiyla benzer bir sonucu gostermektedir.

Pinosembrinin, dogal bir iiriin olmas1 gelecekte terapdtik potansiyeli yiiksek ideal
bir terapotik ajan haline gelebilir. Pinosembrinin bir farmasotik ajan olarak dogrudan tibbi
uygulama olusturabilecegini ya da hastaliklarin tedavisi i¢in yeni maddelerin tasarimi,
sentezi ve yari-sentezi i¢in  kimyasal sablonlar olarak  kullanilabilecegini
disiindiirmektedir. Cesitli hastaliklarin  6nlenmesi ve tedavisinde bir ila¢g olarak

pinosembrin inmedikal uygulamalarin1 daha fazla dogrulamak ve potansiyel rolii acik hale
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getirmek i¢in anti-inflamatuar ve antikanser etki mekanizmalarmi tam olarak anlamak,

spesifik hiicre i¢i etki alani belirlemek i¢in ek ¢aligmalar gereklidir.

Pinostrobin, antioksidatif, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antiviriis, Alzheimer
Onleyici ve antikanser Ozelliklerini iceren ¢esitli farmakolojik aktiviteler gosterdigi
bilinmektedir (Patel wve ark., 2016). Bununla birlikte, pinostrobinin yiiksek
konsantrasyonda biiyiimeyi inhibe etme, hiicre dongiisiinii durdurma ve bir¢ok kanser ve
16semide apoptozu indiikkleme tlizerinde 6nemli etkileri oldugu bulunmustur (Sayre ve ark.,
2013; Christov ve ark., 2006; Patel ve Bhutani, 2014; Patel ve Bhutani, 2016).
Farmakolojik arastirmalar, intestinal diiz kasin kendiliginden kasilmalarmnin baskilanmasi,
aromataz aktivitesinin inhibisyonu, Ostrojen kaynakli hiicrelerde antiproliferasyon,
siklooksijenazlarin inhibisyonu ile antiinflamatuar etkiler ve fare beynindeki
sinaptoneurozomlarin sodyum kanali ile aktive edilmis depolarizasyonunun zayiflamasi
dahil olmak iizere pinostrobinin ¢esitli biyolojik aktivitelerini ortaya koymustur. Ek olarak,
pinostrobin in vitro gi¢lii antioksidan etkiye sahiptir (Xian, 2012). Bulgularimiz
pinostrobinin {i¢ farkli uygulama olan tek basma, H,O; ile oksidatif hasar olusumu 6ncesi
ve sonrasinda hiicre canliligini artirarak hiicrede oksidatif hasara karsi koruyucu etki
gostermektedir.  Pinostrobinin oksidatif hasar olusumu o©ncesi ve sonrasi yiiksek
konsantrasyondaki antiprolifretif —etkisi ise kanserde tedavi amagli olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Temel ve klinik ¢alismalardan elde edilen verilerin artmasi, oksidatif hasarm, yasa
bagli makula dejenerasyonunun patogenezinde kritik olarak rol oynadigmi ve dolayisiyla,
antioksidatif Ozelliklere sahip maddelerin yasa bagli makula dejenerasyonu i¢in umut
verici terapOtik secenckler olabilecegini gostermektedir (Sackett ve Schenning, 2002).
Ornegin, AREDS yaptig1 bir ¢alismaya gore, antioksidanlarm uygulanabilecegini gdsteren,
yasa bagli makula dejenerasyonunun ilerlemesi ve B-karoten, C vitamini, E vitamini, ¢inko
ve bakir gibi farmakolojik dozlarda birkac antioksidan maddenin etkilerini
degerlendirdiginde; 5 yil i¢inde ileri yasa bagli makula dejenerasyonunun progresyonunda
%25 risk azalmasi ve orta gorme kaybinda ise %19 risk azalmasi ile sonuglandigini
bildirmislerdir (Wong ve ark, 2010). Biz bu ¢aligmada, flavonoid bilesik olan pinosembrin
ve pinostrobinin ARPE-19 hiicreleri i¢in H2O2'nin neden oldugu oksidatif hasar ile bu

hiicrelerde hayatta kalma oranini 6nemli 6l¢lide artirdigini gosterdik.

63


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xian%20YF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22565301

5. SONUC VE ONERILER

Bulgularimiz sonucunda ¢alismada kullanilan pinosembrin ve pinostrobinin
oksidatif stres kaynakli hiicre hasarinda koruyucu veya tedavi edici etkileri goriilmektedir.
Ayrica pinosembrin ve pinostrobinin yiiksek konsantrasyonda uygulanmasi antiproliferatif
etki gosterdiginden dolayi, gelecekte kanser calismalarinda terapétik ajan olarak
degerlendirilebilir.

Calismamizdan elde edilebilecek ¢ikarimlar;

» Pinosembrin ve pinostrobinin diisiik konsantrasyonda etki gostermesi tedavide
kullanilmast durumunda daha az yan etki olusturmasina ve giivenle tedavide
kullanilmasina imkén saglayabilir.

» Pinosembrin ve pinostrobin, dogal tirlinler olmasi nedeniyle gelecekte terapotik
potansiyeli ile ideal bir terapdtik ajan haline gelebilir.

»  Pinosembrin ve pinostrobin bir farmasotik ajan olarak dogrudan tibbi uygulama
olusturabilecegi gibi hastaliklarin tedavisi i¢in yeni maddelerin tasarimi, sentezi ve yari-
sentezi i¢cin kimyasal sablonlarin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglayabilir.

» Pinosembrin ve pinostrobinin ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde bir ilag
olarak inmedikal uygulamalarini daha fazla gelistirmek adina anti-inflamatuar, antikanser
ve apoptotik etki mekanizmalarini tam olarak aydinlatabilmek igin deney hayvanlar1 ve

insan ¢alismalarma gerek duyulmaktadir.
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