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OZET

Sesamoliin Kan-Beyin Bariyerinde Sigara Dumam Toksisitesine Kars1 Koruyucu

Etkilerinin Arastirilmasi

Giris ve Amag: Kan beyin bariyeri (KBB), besinlerin beyne iletilmesi ve toksik
bilesiklerin gecisini engelleyerek merkezi sinir sistemini koruyan segici bir bariyerdir.
Sigara dumani, oksidatif stresle KBB’yi bozarak inflamasyona yol agar. Bu ¢alismada,
HUVEC ve T98G hiicrelerinden olusturulan in vitro KBB modeline sigara dumani
ekstraktt (SDE) uygulanmis ve sesamoliin 1L-8, IL-6 ve TNF-a seviyeleri iizerindeki
etkisi incelenerek antiinflamatuar ve koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.
Yontemler: Deneylerde hiicresel zarar, inflamasyon ve bariyer biitiinliigii cesitli
yontemlerle analiz edilmistir. Sesamoliin farmakokinetik 6zellikleri ve antiinflamatuar
etkisi IL-8, IL-6 ve TNF-a seviyeleriyle incelenmis, KBB gecirgenligi FITC-dextran testi
ile degerlendirilmistir ve hiicre zar biitiinliigii tripan mavisi boyamasi ile test edilmistir.
SWiSSADME  arayiizii  kullanilarak  Sesamoliin ~ farmakokinetik  parametreleri
belirlenmistir.

Bulgular: Yapilan MTT testinde, 20 uM SDE uygulamasinin HUVEC hiicrelerinde
%351.34+1,36, T98G hiicrelerinde ise %55.94+2,24 hiicre canlilig1 sagladigi; 10 uM
sesamol uygulamasinin ise HUVEC hiicrelerinde %130.12+2,83, T98G hiicrelerinde
%90.394+4,46 hiicre canliligi gosterdigi belirlenmistir. HUVEC hiicrelerinde IL-8
seviyesi, sesamol (p<0,0001) ve sesamol+SDE (p=0,0003) gruplarinda azalmistir. T98G
hiicrelerinde ise IL-8 seviyesi, SDE grubunda artarken (p=0,0038), sesamol (p=0,0340)
ve sesamol+SDE (p<0,0001) gruplarinda azalmigtir. T98G hiicrelerinde TNF-a seviyesi,
SDE grubunda (p=0,0029) artarken, sesamol grubunda (p<0,0001) azalmistir. HUVEC
hiicrelerinde TNF-a agisindan gruplar arasinda fark bulunmamistir (p>0.05). HUVEC
hiicrelerinde IL-6 seviyesi, sesamol (p=0,0040) ve sesamol+SDE (p=0,0004) gruplarinda
artarken, T98G hiicrelerinde sesamol grubunda (p=0,0252) azalma goézlenmistir. FITC-
dekstran gegirgenlik testi, SDE’nin KBB biitiinliigiine zarar verdigini; SwissADME
analizi ise sesamoliin KBB’den gegebilen ve Lipinski kurallarina uygun bir molekiil

oldugunu gostermistir.



Sonug¢: Sonug olarak, 20 uM SDE ve 10 uM sesamol optimum konsantrasyonlar olarak
belirlenmistir. Sesamol, SDE’nin neden oldugu inflamasyona kars1 IL-8, IL-6 ve TNF-a
diizeylerini normalize ederek koruyucu bir etki gostermistir. T98G hiicrelerinde
sesamoliin bu sitokin diizeylerini diisiirmesi, antiinflamatuar etkisini kanitlamaktadir.
Ayrica, T98G hiicrelerinde SDE’nin IL-8 ve TNF-a diizeylerini artirmasi, inflamasyonu
tetikledigini gostermektedir. HUVEC hiicrelerinde ise sesamol, IL-8 diizeylerini
diistirmis, IL-6 diizeylerini artirarak antiinflamatuar etkisini ortaya koymustur. FITC-
dextran ol¢iimleri, SDE’nin KBB’ye zarar verdigini ve sesamoliin bu hasar1 énledigini
gostermistir. Sonuglar, sesamoliin ndroinflamasyonu azaltmada ve KBB’yi korumada

potansiyel bir aday oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: KBB, sesamol, sitokin, inflamasyon, sigara dumani



ABSTRACT

Investigation of the Protective Effects of Sesamol against Cigarette Smoke Toxicity

at the Blood-Brain Barrier

Introduction and Aim: The blood-brain barrier (BBB) is a selective barrier that protects
the central nervous system by preventing the transmission of nutrients to the brain and
the passage of toxic compounds. Cigarette smoke disrupts the BBB through oxidative
stress, leading to inflammation. In this study, cigarette smoke extract (CSE) was applied
to the in vitro BBB model created from HUVEC and T98G cells, and the effect of sesamol
on IL-8, IL-6 and TNF-a levels was examined, and its anti-inflammatory and protective
effects were investigated.

Methods: In the experiments, cellular damage, inflammation and barrier integrity were
analyzed by various methods. The pharmacokinetic properties and anti-inflammatory
effect of sesamol were examined by IL-8, IL-6 and TNF-a levels, BBB permeability was
evaluated by FITC-dextran test and cell membrane integrity was tested by trypan blue
staining. Pharmacokinetic parameters of sesamol were determined using SwissADME
interface.

Results: In the MTT test, it was determined that 20 uM SDE application provided
51.3441.36% cell viability in HUVEC cells and 55.94+2.24% cell viability in T98G cells;
while 10 uM sesamol application showed 130.12+2.83% cell viability in HUVEC cells
and 90.39+4.46% cell viability in T98G cells. IL-8 level in HUVEC cells decreased in
the sesamol (p<0.0001) and sesamol+CSE (p=0.0003) groups. IL-8 level in T98G cells
increased in the CSE group (p=0.0038), and decreased in the sesamol (p=0.0340) and
sesamol+CSE (p<0.0001) groups. In T98G cells, TNF-a levels increased in the CSE
group (p=0.0029), while they decreased in the sesamol group (p<0.0001). In HUVEC
cells, no difference was found between the groups in terms of TNF-a (p>0.05). In
HUVEC cells, IL-6 levels increased in the sesamol (p=0.0040) and sesamol+CSE
(p=0.0004) groups, while they decreased in the sesamol group (p=0.0252) in T98G cells.
FITC-dextran permeability test showed that CSE damaged the BBB integrity;
SwissADME analysis showed that sesamol is a molecule that can pass through the BBB
and complies with the Lipinski rules.

Conclusion: In the MTT test, it was determined that 20 uM CSE application provided
51.3441.36% cell viability in HUVEC cells and 55.94+2.24% cell viability in T98G cells;



while 10 uM sesamol application showed 130.12+2.83% cell viability in HUVEC cells
and 90.39+4.46% cell viability in T98G cells. IL-8 level in HUVEC cells decreased in
the sesamol (p<0.0001) and sesamol+CSE (p=0.0003) groups. IL-8 level in T98G cells
increased in the CSE group (p=0.0038), and decreased in the sesamol (p=0.0340) and
sesamol+CSE (p<0.0001) groups. In T98G cells, TNF-a levels increased in the CSE
group (p=0.0029), while they decreased in the sesamol group (p<0.0001). In HUVEC
cells, no difference was found between the groups in terms of TNF-a (p>0.05). In
HUVEC cells, IL-6 levels increased in the sesamol (p=0.0040) and sesamol+CSE
(p=0.0004) groups, while they decreased in the sesamol group (p=0.0252) in T98G cells.
FITC-dextran permeability test showed that CSE damaged the BBB integrity;
SwissADME analysis showed that sesamol is a molecule that can pass through the BBB

and complies with the Lipinski rules.

Keywords: BBB, sesamol, cytokine, inflammation, cigarette smoke
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1. GIRIS

Merkezi Sinir Sistemi (MSS) normal isleyisini desteklemek igin yiiksek diizeyde
kontrollii bir mikro ortam gereklidir; bu durum, hiicrelerin, molekiillerin ve iyonlarin kan
ve beyin arasinda tasinmasinin siki bir sekilde diizenlenmesini gerektirir. Bu siki
diizenleme, MSS’de toplu olarak olusan benzersiz bir anatomik ve fizyolojik bariyer

tarafindan korunur (Serlin vd., 2015).

Kan-beyin bariyeri (KBB), kan ve serebral dokuyu ayiran yar1 gegirgen bir
membrandz bariyerdir. Bu yapi, endotel hiicre tabakasini, sik1 baglanti (TJ) proteinleri ve
bazal membrandan olusur. Endotel hiicreler, astroglialar ve perisitler, beyin
kapillerlerinin abluminal yiizeyinin biiyiik bir boliimiinii olusturur. Bunlar, ek bir stirekli
tabaka olusturarak kan damarlarin1 beyin dokusundan ayirir. Astrositler, perisitler, kan
damarlari, mikroglia ve noronlar arasindaki yakin temas ve etkilesimler, ndérovaskiiler
tinite ad1 verilen dinamik bir iglevsel birimi olusturur. Norovaskiiler linitenin anlasilmast,
beyin iglevlerinin anlagilmasinda 6nemli bir anahtardir. KBB'nin en igteki liiminal
bileseni, beyin kilcal damarlarini kaplayan endotel hiicre katmanindan olusur ve KBB'nin
secici gecirgenligi artirmada kritik bir rol oynar. Bazal membran, kollajen, heparan stilfat
proteoglikanlar, laminin, fibronektin ve diger hiicre dis1 matris proteinlerinden olusur. TJ
proteinleri, integral membran proteinleri, okludin, klaudinler ve birlesme adezyon
molekiiliinti igerir (Serlin vd., 2015; Stamatovic vd., 2016; Zapata-Acevedo vd., 2024).

KBB’nin secici koruyucu 6zellikleri, 6zel yapisal bilesiminden kaynaklanmaktadir.
Kan ve MSS arasindaki fiziksel bariyer KBB’nin endotel hiicreleri tarafindan saglanur,
ancak bu hiicreler perisitler, astrositler ve hiicre dis1 matris bilesenleri ile is birligi i¢inde
calisir. Bu etkilesim, norovaskiiler iinite olarak bilinen dinamik bir birim olusturur ve

MSS’nin korunmasinda kritik rol oynar (Bernardo-Castro vd., 2020).

Sitokinler, KBB’nin yapisal bitinligini ve fonksiyonunu oO6nemli o6lgiide
etkileyebilen biyolojik mediyatorlerdir. KBB, MSS ile periferik dolasim arasinda kritik

bir arayliz olusturarak homeostazi saglar ve beyni potansiyel olarak zararli maddelere



karst korur. Proinflamatuar sitokinlerin KBB {izerindeki etkileri, ozellikle TJ
proteinlerinde meydana gelen bozulmalarla iliskilidir (Cottarelli vd., 2023).

Sigara dumani (SD), nikotin, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve ¢esitli karsinojenler gibi
toksik bilesenlerin karisimindan olusur ve bu maddeler oksidatif stres ve inflamasyonu
tetikleyerek KBB’nin bozulmasina yol agabilir. Nikotinin tek basina endotel hiicrelerinde
bariyer hasarina neden olabilecegi gosterilmistir, bu da SD’ye maruz kalmanin ardindan
KBB’nin zayiflayan biitiinligiine nikotinin 6nemli bir katki  sagladigim
diisiindiirmektedir (Ahmad ve ark., 2019). Ayrica hem nikotin hem de sigara
dumanindaki diger zararli maddelerin endotel hiicrelerindeki siki baglantilari bozarak

norotoksik ajanlarin beyne gegisini kolaylastirdigi belirtilmistir (Pelgrim ve ark., 2022).

Sigaranin hastaliklara katkida bulundugu mekanizmalarin anlasilmasi énemli bir
aragtirma odagi olmustur ve olmaya devam etmektedir. Bu baglamda, sigara dumanini
degerlendirmek icin ¢esitli yaklagimlar kullanilmistir. Bu yaklasimlardan biri, sigaradan
yayilan dumani sulu bir ¢ozeltiden gecirerek yakalamaktir. Sigara dumani ekstrakti
(SDE) veya s1vi duman olarak adlandirilan preparatlar, 6zellikle in vitro deneyler igin

yaygin olarak kullanilir (Rennard, 2004).

Yapilan ¢alismalar sonucunda, kronik agir sigara i¢en bir kisinin SDE’nin, KBB
maruziyetinin gii¢lii bir endotelyal inflamatuar yanit baslattig1 bildirilmistir. (Kaisar vd.,
2015). Periferik organlar ve beyindeki mitokondriyal islev bozuklugu, nérodejeneratif
hastaliklar, kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler miyopatiler gibi birgok hastaligin
nedeninde kritik rol oynadig bildirilmistir (Kim vd., 2015). SD’nin KBB fonksiyonunu
bozdugu ve bu durumun beyin sagligi i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu aciktir. KBB
hasari, sigara igmenin neden oldugu ¢esitli ndrolojik hastaliklarin gelisimi i¢in kritik bir

prodromal (hastalik 6ncesi verilen belirti) faktor oldugu gosterilmistir (Naik vd., 2014).

Sesamol kimyasal olarak, 3, 4-metilendioksifenol (C7HeO3) molekiiler formiile
sahiptir (Singh vd., 2023). KBB’ni ge¢gme kabiliyeti 6zellikle norodejeneratif hastaliklar
ve biligsel islev bozuklugu baglaminda terapdtik etkinlikleri i¢in gereklidir. Susam
tohumlarindan elde edilen sesamol, néroprotektif 6zellikleri ve KBB'ne niifuz etme
kabiliyeti nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Y. Wang vd., 2023). Ek olarak, sesamoliin
proinflamatuar sitokinlerin liretimini engelledigi ve mikroglialarin M1 fenotipten M2

fenotipe polarizasyonunu tesvik ederek noroinflamasyonu azalttigi gosterilmistir (Ren
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vd., 2020). KBB’nin in vitro modelleri, Sesamoliin bariyer gegirgenligi iizerindeki

etkilerini anlamada 6nemli bir rol oynamistir (Schrade vd., 2012).

Bu c¢alismada, primer insan gobek damar1 endotel hiicreleri (HUVEC) ve
glioblastoma hiicreleri (T98G) kullanilarak ¢ift tabakali in vitro bir KBB modeli
olusturulmus ve bu modele SDE uygulanarak inflamasyon olusturulmustur. Calismanin
temel amaci, sigara dumaninin KBB {iizerindeki inflamatuar etkilerini incelemek ve

sesamoliin bu inflamasyona kars1 koruyucu potansiyelini degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Kan-Beyin Bariyeri (KBB)

Sinir sistemi iki ana bilesene ayrilir: MSS ve periferik sinir sistemi (PSS). MSS,
beyin ve omuriligi kapsar; duyusal, motor ve bilissel bilgileri bir araya getirir. PSS,
gangliyonlar ve sinirlerden olusur; motor ve duyusal sinyallerin iletimi ile istemsiz
islevlerin diizenlenmesinde rol oynar. MSS, periferik kan dolasimi ile ¢ok kisithi bir
etkilesime sahiptir. Bu etkilesim, KBB araciligiyla kontrol edilir. KBB, molekiillerin ve
hiicrelerin MSS’ye giris ve ¢ikisini diizenler ve beyin-omurilik sivisi bariyeri ile kontrol
edilen bir mikro ¢evre olusturur (Zapata-Acevedo vd., 2024). MSS’nin isleyisi, yiiksek
diizeyde kontrollii bir mikro ortam gerektirir; bu durum, hiicrelerin, molekiillerin ve
iyonlarin kan ve beyin arasinda taginmasinin siki bir sekilde diizenlenmesini zorunlu

kilar. MSS’deki bu diizenleme, benzersiz anatomik ve fizyolojik bariyerler tarafindan

saglanir (Serlin vd., 2015).

D-Os'

i
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Sekil 1: Kan-beyin bariyeri (BioRender.com (2024), tarafindan hazirlanan ‘Blood Brain Barrier’
sablonundan uyarlanmistir)

Beyni viicudun geri kalanindan etkili bir sekilde ayiran kandan beyin arayiiziindeki
biyolojik bir bariyerin varlig1 ilk olarak Paul Ehrlich (1885) tarafindan c¢evresel olarak
infliize edilmis bir boyanin beyin dokusunu lekelemedigini fark etmesiyle kesfedilmistir

(Kadry vd., 2020). KBB, kan ve serebral doku arasindaki arayiizde yer alan yar1 gegirgen



bir membrandz bariyer olarak tanimlanir (Bellettato & Scarpa, 2018). KBB bilesenleri,
TJ proteinlerine, endotel hiicre tabakasina ve bazal membrana sahip bir yapiy1 igerir.
Endotel hiicreleri, astrositler (beyin kapillerlerinin abluminal yiizey alaninin %99'una
yakinini olusturur), ndronlara gémiilii perisitler ve mikroglia gibi destekleyici hiicrelerle
birlikte caligarak MSS’yi sistemik dolagimdan izole eden karmasik bir bariyer olusturur.
Norovaskiiler iinite olarak bilinen bu islevsel yapi, beyin fonksiyonlarinin korunmasinda
kritik bir rol oynar (Zapata-Acevedo vd., 2024).

Norovaskiiler {initenin en i¢ katmani, beyin kilcal damarlarini kaplayan endotel hiicre
tabakasidir. Bu hiicreler, KBB segici gecirgenligi artirmada kritik bir rol oynar. Bazal
membran, endotel hiicrelerini ve perisitleri saran kollajen, laminin ve diger hiicre dis1
matris proteinlerinden (heparan siilfat proteoglikanlar ve fibronektin) olusur. TJ
proteinleri arasinda okludin, klaudinler (klaudin-1, -3, -5, -12), Zonula Okludens (ZO-1,
-2) ve birlesme adezyon molekiiliinii (JAM) yer alir (Serlin vd., 2015; Stamatovic vd.,
2016; Zapata-Acevedo vd., 2024).

Bu karmasik ve dinamik bariyer, belirli molekiillerin ve iyonlarin difiizyon,
kolaylastirilmis diflizyon, pasif tasima veya aktif tasima yoluyla iki bolme arasindaki
gecisini titizlikle kontrol eder. Noronal fonksiyonlarin homeostazini saglamak, sistemi
toksik etkilere kars1 korumak, ¢evre ile MSS arasindaki iletisimi diizenlemek ve beyne
besin temin etmek gibi gorevleri tistlenir. Bu siirecler, hidrofilik bilesiklerin paraseliiler
diflizyonunun engellenmesi, besin maddelerinin aktif olarak beyne taginmasi, hidrofobik
molekiillerin ve ilaglarin beyinden kana gecisinin saglanmasit ve dolasimdaki kan
hiicreleri ile patojenlerin trans-endotelyal go¢iinlin diizenlenmesi ile gerceklesir
(Bellettato & Scarpa, 2018; Gawdi vd., 2024).

KBB’de, hormonlar (amino asitler, tiroit hormonu, glikoz) ve besin maddelerinin
beyne erisimine izin verirken, istenmeyen maddelerin girisini engeller. Bu islevler,
fiziksel bariyerler ile pasif tasima, kolaylastirlmis difizyon ve aktif tasima
mekanizmalart aracilifiyla gerceklesir. Yiiksek lipofilik bilesikler, 6rnegin nikotin,
endotel hiicrelerinin plazma membran1 boyunca kolayca yayilabilir ve bariyeri
gecebilirken, biiyiikk ve suda ¢oziinen (polar) maddeler genellikle tasiyict olmadan
bariyerden gecemez. Kiicilk ve suda ¢oziinen maddeler ise plazma proteinlerine
baglanarak biiyiik kompleksler olusturur ve bu sayede bariyeri agsmalar1 zorlasir. Aktif
tasima mekanizmalari, beyinde gerekli besin maddesi diizeylerini saglamak agisindan

kritik rol oynar (Saili vd., 2017).



Bu essiz hiicresel kompleks, serebral kan damarlarinin molekiillerin ve iyonlarin kan
ile beyin arasindaki hareketini diizenlemesini saglar (Gawdi vd., 2024). Polar maddelerin
kandan beyne pasif diflizyonunu sinirlandirarak, besinlerin beyin parankimine
tasinmasini ve toksik metabolitler ile ksenobiyotiklerin beyinden uzaklagtirilmasini
saglar. Ayrica, dolasimdaki bagisiklik hiicrelerinin gogiinii diizenleyerek MSS
homeostazini korur (Luissint vd., 2012). KBB, TJ’ler ve metabolik enzim engelleriyle
karakterizedir. MSS yapilari, benzersiz yap1 ve islevleri nedeniyle, periferik dolasimdan
farkli bir bilesime sahip, homeostatik bir ortam gerektirir. Bu nedenle, KBB, MSS’nin
diger viicut fonksiyonlarindan bagimsiz ¢aligabilmesi i¢in bu homeostatik ortam1 koruma
amaciyla var olmustur. (Bellettato & Scarpa, 2018).

KBB, MSS’yi sistemik dolasimdan izole eden hem fiziksel hem de metabolik bir
bariyer olusturarak optimum ndronal aktivite i¢in benzersiz ve istikrarli bir ortam yaratir
(Correale & Villa, 2009). MSS damarlari, kan ile MSS arasindaki molekiillerin, iyonlarin
ve hiicrelerin hareketini siki bir sekilde diizenlemeye olanak taniyan bir dizi ek 6zellige
sahiptir. Bu kisitlayic1 bariyer, KBB endotel hiicrelerinin uygun noronal fonksiyonu
stirdirmesini saglar ve MSS’yi toksinler, patojenler, iltihaplanma, yaralanma ve
hastaliklardan koruyarak MSS homeostazini titizlikle diizenler. Ancak KBB’nin
kisitlayict dogasi, MSS’ye ilag iletimini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle, terapotik
maddelerin MSS’ye iletilmesini saglamak i¢in KBB’yi modiile etmek veya asmak
amaciyla cesitli yontemler gelistirilmesi {izerine biiyiik cabalar harcanmaktadir.
(Daneman, 2012).

KBB diizeyinde ila¢ tasinmasini sinirlayan dort ana mekanizma vardir. Bunlar, (i)
TJ’ler tarafindan diizenlenen kisith paraseliiler yol; (ii) diisiikk seviyede transendotelyal
vezikiiler trafik; (iii) beyinden kana gegen metabolitleri tasiyan ve disaridan gelen zararlh
maddeler ile ilaglarin MSS’ye girmesini engelleyen aktif tasiyicilar ve (iv) ilag

molekiillerini metabolize eden enzimlerdir (Veszelka vd., 2018).

2.1.1. Kan-Beyin Bariyerinin Hiicresel Bilesenleri

2.1.1.1. Endotel Hiicreleri

Endotel hiicreler, tim kan damarlarin1 kaplayan ve kan dolagimi ile ¢evre dokular
arasindaki aligverisi diizenleyen basit yassi epitel hiicrelerdir (Daneman, 2012). KBB,
Ozellesmis endotel hiicreleri tarafindan olusturulur, ancak astrositlerin KBB’nin

biitiinliigli ve islevi lizerindeki 6nemli etkisi gbz ardi edilemez. Endotel hiicreleri ve
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astrositler arasindaki etkilesim, KBB’nin gegirgenliginin diizenlenmesi ve beyni zararl
maddelerden koruma gorevinde kilit rol oynar. KBB’deki endotel hiicreleri, siki
baglantilar sayesinde paraseliiler gecirgenligi kisitlayarak MSS’nin 6zel ortamini korur.
Ayrica, besinlerin ve atik iriinlerin tasinmasinda aktif tasima mekanizmalariyla rol
alirlar. Endotel hiicrelerinde bulunan P-glikoprotein gibi tasiyicilar, ilaglar ve zararli
yabanct maddelerin beyinden uzaklastirilmasimi saglayarak KBB’nin koruyucu
fonksiyonuna katk1 saglar (Fu vd., 2021; Haqgani vd., 2013; Sreekanthreddy vd., 2015).
Tim bu 6zellikler, endotel hiicrelerini birbirine baglayan baglanti kompleksinin varligiyla
birlikte MSS’ye ¢6ziinen maddelerin gegirgenligini siki bir sekilde diizenler (Bernardo-
Castro vd., 2020; Gawdi vd., 2024). KBB endotel hiicrelerinin benzersiz ozellikleri,
onlar1 diger periferik endotel hiicrelerinden ayirt eder ve MSS boyunca iyon hareketlerini
sik1 bir sekilde diizenlemelerine olanak tanir. Bu hiicreler daha fazla sayida mitokondri
igerir, bu da KBB biitiinliiglinii korumak ve secici molekiiler gecirgenligi artirmak icin
gereken biyolojik enerjiyi saglamalarina izin verir. KBB endotel hiicreleri polarize yapiya
sahiptir ve siirli vezikiiler tasima ile ¢ok sayida iyon kanali, reseptor ve tasima proteini
igerirler. Ayrica, bagisiklik hiicrelerinin MSS’ye s1izmasini engelleyen son derece diisiik
seviyelerde 16kosit adezyon molekiillerine ve negatif yiiklii bilesikleri iten negatif bir

yiizeye sahiptirler (Bernardo-Castro vd., 2020; Gawdi vd., 2024).

2.1.1.2. Astrositler

Astrositler, beynin kan damarlarin1 kaplayan hiicrelerdir ve MSS ile kan dolagimi
arasinda baglant1 kurarak 6nemli bir rol oynar. Beyinde en ¢ok bulunan glial hiicreler olan
astrositler, KBB’nin olusumu ve korunmasinda 6nemli bir rol oynar. U¢ ayaklarin1 kan
damarlarmin etrafina uzatarak endotel hiicrelerine destek olur ve onlarin islevlerini
etkileyen fiziksel bir bariyer olustururlar (Shindo vd., 2016). Perisitlerin kasilmasini ve
genislemesini diizenler ve bdylece beyin damarlarinin daralmasini ve genislemesini
kontrol ederek noéronlara yanit olarak beyin kan akisini diizenler. Astrositler, endotel
hiicre fonksiyonunu ve siki kavsak olusumunu etkileyen cesitli faktorleri salgilayarak
KBB'nin yapisal biitiinliigiine katkida bulunur (Kempuraj vd., 2024). Ayrica, astrositler,
patolojik kosullarda KBB geg¢irgenligini degistirebilen vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii A (VEGF-A) gibi ¢esitli sinyal molekiilleri salgilar (Chapouly vd., 2015). Ayni
zamanda, astrositler sinapslarda enerji saglama gibi néronal islevlere de katkida bulunur.

Bu nedenle, KBB biitiinliigiinii korumada 6nemlidir (Bernardo-Castro vd., 2020).



Astrositlerin, inflamatuar sinyallere yanit verebilme ve KBB gegirgenligini
degistirme yetenekleri, 6zellikle inme ve travmatik beyin hasar1 gibi durumlarda biiyiik
onem tasimaktadir (Verma vd., 2022). Noroinflamasyon durumunda, yaralanma veya
hastaliga yanit olarak reaktif bir fenotip kazanabilir ve bu durum, KBB iizerinde hem
koruyucu hem de zararli etkiler ortaya ¢ikarabilir (Suo vd., 2023). Hem bariyerin
gecirgenligini hem MSS i¢indeki inflamatuar tepkileri etkileyebilecek ¢esitli sitokinlerin
iiretiminde yer alirlar. Astrositler ile sitokinler arasindaki etkilesim karmasik ve c¢ok
yonliidiir. Noroinflamatuar siiregleri ve néro-koruma tizerinde énemli bir etkiye sahiptir.
Astrositler KBB’ye hem koruyucu hem de zararli etkileri olabilecek sitokinler iireterek
cesitli inflamatuar uyaranlara yamit verirler. Interlokin-1 beta (IL-1p) sitokininin,
astrositlerde Sonic Hedgehog sinyalizasyonunu baskilayarak KBB’yi zayiflattigi ve bu
durumun inflamatuar sitokinlerin KBB biitiinliigii tizerindeki etkisini 6ne ¢ikardigi
gosterilmistir. (Y. Wang vd., 2014). Benzer sekilde timor nekroz faktorii-alfa (TNF-o)
adli baska bir proinflamatuar sitokin, KBB ge¢irgenligini artiran cesitli yapisma
molekiillerinin ekspresyonunu tetikleyebilir ve bagisiklik hiicrelerinin MSS’ye girisini
kolaylastirabilir (Nikolic vd., 2018). Astrositlerin normal kosullarda KBB fonksiyonunun
korunmasina katkida bulunabilecegini, ancak inflamasyon sirasinda aktivasyonlarinin
gecirgenligin  artmasina ve potansiyel ndroinflamasyona yol agabilecegini
gostermektedir. Ayrica, astrositler sadece sitokinlere yanit vermekle kalmaz, aym
zamanda bu sinyal molekiillerinin {iretimini de {istlenirler. Interldkin-6 (IL-6) ve TNF-a
gibi, diger glial hiicrelerin ve noronlarin aktivitesini modiile edebilen c¢esitli sitokinler

salgilarlar (Elain vd., 2014; Habbas vd., 2015).

2.1.1.3. Siki Baglantilar (TJ’ler)

TJ’ler, hiicreler arasindaki yapismayir saglayan protein kompleksleridir. Bu
kompleksler en az 40 farkli protein igerir. Klaudinler ve okludin gibi transmembran
proteinler, hiicreler aras1 homofilik ve heterofilik adezyonlar olustururken; ZO, cingulin
gibi diger proteinler ise hiicre i¢i plak proteinleri olarak bilinir ve transmembran
proteinler ile aktin hiicre iskeleti arasinda bir iskele olustururlar. Bunun yani sira, bu
proteinler gen ifadesinin geri bildirim diizenlemesine katilirlar (McNeil vd., 2006). KBB,
serebral mikrodamarlarin endotel hiicreleri tarafindan olusturulur ve periferik dolasim ile
MSS arasinda dinamik bir arayiiz saglar. Endotel hiicreleri arasindaki TJ'ler, kanla taginan

maddelerin beyne girisini engeller (Sandoval & Witt, 2008).



TJ kompleksi, bir dizi ¢oklu bariyer olarak diizenlenmis paralel, intramembrandz
protein ipliklerine sahip olduk¢a ayrmntili bir yapidir (Stamatovic vd., 2016).
Transmembran adezyon proteinleri, iskelet proteinleri ve aktin hiicre iskeletinden olusur.
Transmembran proteinleri arasinda klaudinler, okludinler ve JAM’ler bulunur. Iskelet
proteinleri, transmembran proteinleri ile aktin hiicre iskeleti arasinda baglant1 saglar. ZO
proteinlerinden olusan bu protein grubu, klaudin iplikgikleri, okludinler ve JAM’larin
montaji ve aktin hiicre iskeletiyle baglant1 kurmak i¢in gereklidir. JAM’lar, hiicreleri bir
arada tutar ve transmembran proteinleri olan kaderinler ile sitoplazmik proteinler olan
kateninlerden olusur. Gap junction’lar ise hiicrelerarasi iletisim i¢in Onemlidir ve
konneksin ailesinin {iyelerinden olusur. Bu birlesme kompleksinin bozulmasi, KBB’nin
ozelliklerini etkileyebilir (Luissint vd., 2012; Serlin vd., 2015).

Okludin, tanimlanan ilk TJ proteinidir ve hiicreler arasindaki yapismayi diizenlemede
rol oynar. OKludin, klaudin-5 ile etkilesim kurabilir ve TJ kompleksindeki iskele
proteinleriyle etkilesimi dnemlidir. Yapisal olarak iki esit ekstraseliiler halka, bir kisa N-
terminali ve bir uzun karboksil (C-) termisu olan bir proteindir (Stamatovic vd., 2016;
Yang vd., 2016).

Klaudin ailesinin 27 iiyesi tespit edilmistir. Tiim klaudinler ayni1 yapisal modele
sahiptir; dort membran geg¢isli integral membran proteinleridir, iki hiicre dis1 dongii ve iki
sitoplazmik termisu bulunur. Bunlar, bir kisa zincir N terminali ve daha uzun bir zincir C
ucudur. KBB’de klaudin-5 dominant TJ bilesenidir, ancak klaudin-3 ve klaudin-12 de
mevcuttur (Stamatovic vd., 2016).

Zonula Okludens (ZO-1, ZO-2, Z0O-3) proteinleri, membrana bagli guailat-kinaz
protein ailesinin tyeleridir. Bu proteinler, TJ’lerin aktin hiicre iskeletine baglanmasinda
onemli iskele proteinleridir. ZO-1, F-aktin ile etkilesimi araciligiyla endotel bariyer
olusumu ve VE-kadherin aracili hiicre gerilimi igin gereklidir. ZO proteinleri,
transmembran proteinler veya diger proteinler iizerindeki PDZ domain motiflerine
baglanmak i¢in C ucundan bir PDZ domain motifi igerir. ZO-1, PDZ motifleri ve gesitli
sitoiskelet bilesenleri ile etkileserek klaudinler ve okludinlere baglanir (Stamatovic vd.,
2016).

2.1.1.4. Perisitler

Perisitler, 19. yiizyilda kesfedilmis, kapiller duvarlarla baglantili hiicreler olup

arteriyollerdeki vaskiiler diiz kas hiicrelerine gecis formlarini igerir. Beyin de dahil olmak



tizere, viicuttaki kilcal damarlarin duvarlarinda yer alan ¢ok islevli hiicrelerdir.
Anjiyogenez siirecinde mikrodamarlarin yapisal biitiinliigiiniin ve farklilasmasinin yani
sira endotelyal siki baglantilarin olusumunda da kritikr bir rol istlenir. Perisitlerin
fonksiyonlar1 bulunduklar1 organlara gore farklilik gosterebilir (Brown vd., 2019).
Perisitler beyin mikrodamarlarin1 ve kilcal damarlarini sarar, astrositlere ve ndronlara
yakin mesafede bulunurlar. Coklu sinyal yolaklarini kullanan perisitler, gelisim sirasinda
KBB olusumu ve olgunlasmasinda ve doku sagkaliminin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynuyor gibi goriinmektedir (Serlin vd., 2015). Bu hiicreler, kan akisinin diizenlenmesi,
KBB biitiinliigiiniin korunmasi ve yeni kan damarlarinin olusumunda 6nemli rol oynarlar.
Son yillarda yapilan aragtirmalar, perisitlerin fonksiyonlarini anlamaya, alt siniflarini
tanimlamaya ve tedavi hedefi olarak kullanmaya odaklanmaktadir. Potansiyel rollerini

kesfetmek 6zellikle norolojik hastaliklar i¢in dnemli bir arastirma alani haline gelmistir

(Brown vd., 2019).

2.1.1.5. Mikroglia

Mikroglia, MSS’de en bol bulunan bagisiklik hiicreleridir. Bu hiicreler, viicutta doku
hasarinin ilk belirtilerini tespit eder ve herhangi bir tehdit varliginda fenotiplerini
degistirerek miidahale eder. Ayrica, mikroglia siirekli olarak MSS icindeki c¢evreyi
tarayarak homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli bir role sahiptir. Mikroglia néronlarla
etkilesime gegerek islevlerinin desteklenmesinde 6nemli rol oynar (Serlin vd., 2015).

MSS’nin yerlesik bagisiklik hiicreleri olan mikroglia, bu ortamdaki inflamatuar
tepkileri modiile etmede Kilit rol oynar. In vitro ¢alismalar, 6zellikle sitokin {iretimi ve
noroinflamatuar hastaliklar tizerindeki etkileri baglaminda, mikroglia ve KBB arasindaki
etkilesimlere yonelik artan bir ilgi gostermektedir. Mikroglia, dinlenme durumundaki
(MO0) halinden, proinflamatuar (M1) ve antiinflamatuar (M2) fenotiplere kadar degisen
bir aktivasyon yelpazesi sergiler. Bu fenotipler arasindaki denge, KBB tizerindeki genel
etkiyi belirlemede kritik dneme sahiptir. Proinflamatuar sitokinlerle aktive olan M1
mikroglia, KBB gecirgenligini artirarak ndroinflamasyonu tesvik etme egilimindeyken,
M2 mikroglia ise doku onarimi ve antiinflamatuar yanitlarla iliskilendirilir. Bu durumlar
arasindaki gecis, inflamatuar yanitlar sirasinda salinan sitokinler gibi ¢esitli uyaranlardan
etkilenir. Ornegin, lipopolisakkaritlere maruz kalmak mikroglial aktivasyonu

tetikleyerek, KBB’nin biitiinliigiinii zedeleyebilen TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuar

10



sitokinlerin tiretimine neden olabilir (H. Dong vd., 2014; Dudvarski Stankovic vd., 2016;
Hoshi vd., 2019; Mizobuchi vd., 2020; Nishioku vd., 2010).

Astrosit Kan damarn

Mikroghia

Kdzal kan Sh baglarslar

dynaran

Sekil 2: KBB’nin hiicresel bilesenleri (BioRender.com (2024), tarafindan olusturulmustur.)

2.1.2. Sitokinlerin Kan-Beyin Bariyeri Uzerindeki Etkileri ve Hiicresel Yamt

Mekanizmalari

Sitokinler, KBB’nin yapisal bitiinligini ve fonksiyonunu onemli Olgiide
etkileyebilen biyolojik mediyatorlerdir. KBB, MSS ile periferik dolasim arasinda kritik
bir arayiiz olusturarak homeostazi saglar ve beyni potansiyel olarak zararli maddelere
kars1 korur. Proinflamatuar sitokinlerin KBB iizerindeki etkileri, Ozellikle TJ
proteinlerinde meydana gelen bozulmalarla iliskilidir (Cottarelli vd., 2023). Bu bariyer,
TJ proteinleri olan okludin ve klaudinler gibi bilesenlerin yer aldigi sikica kapatilmig
hiicreler aras1 kavsaklarla karakterize edilen beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinden
olusur. KBB’nin biitlinliigii, normal beyin islevi i¢in hayati dneme sahiptir ve bozulmasi
cesitli norolojik rahatsizliklara yol agabilir. Bagisiklik tepkilerinde rol oynayan sitokinler,
ozellikle patolojik durumlarda, KBB geg¢irgenligini diizenlemede Onemli bir gorev
tstlenir. TNF-o ve IL-13 gibi sitokinlerin, TJ proteinlerinin ekspresyonunu ve
lokalizasyonunu etkileyerek KBB gecirgenliginin artmasina yol agtigi gdsterilmistir.
Ozellikle TNF-q, bariyer biitiinliigiiniin bozulmasina ve ardindan néroinflamasyonun

gelismesine katkida bulunur (Cohen vd., 2013; Nishioku vd., 2010).
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Bulgular, ¢esitli patolojik kosullarda KBB bozulmasinin aracilari olarak sitokinlerin
Oonemini vurgulamaktadir. Sitokinler ile KBB arasindaki etkilesim, norovaskiiler birim
icinde astrositler ve perisitler gibi diger hiicresel bilesenlerin varli§i nedeniyle daha da
karmasik hale gelir. Ozellikle astrositlerin, KBB islevini etkileyebilecek cesitli sitokinler
ve bilyiime faktdrleri salgiladigi bilinmektedir. Ornegin, aktif astrositler, KBB
gecirgenligini artirabilen ve bagisiklik hiicrelerinin MSS’ye gociinii tesvik eden vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriinii (VEGF) serbest birakir (Jamieson vd., 2017). Ozellikle,
bagisiklik hiicrelerinden salgilanan sitokinlerin, astrositler ve endotel hiicreleri ile

etkilesime girerek KBB gegirgenligini etkiledigi bilinmektedir (Broux vd., 2020).

2.2.Sigara Dumani

“Tiitlin, tam olarak tireticiler tarafindan amaglandigi gibi kullanildiginda bir¢ok
kullanicisini &ldiiren yasal bir ilagtir”. Bu ciimle, Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO)
2015'ten itibaren tiitiin igme egilimlerine iliskin kiiresel raporunun baglangi¢ ctimlesidir.
Gergekten de 2019'da WHO, tiitiiniin (tiitlin sigaralar1, pipolar, purolar, nargileler,
dumansiz tiitlin driinleri ve 1sitilmis tiitiin tirtinleri, e-sigaralar dahil degil) kullanicilarinin
yarisi kadarini ve her yil 8 milyondan fazla insani 61diirdiiglinii ve bunun 7 milyonunun
dogrudan tiitiin kullaniminin sonucu oldugunu, ikinci el dumana maruz kalmanin sigara
icmeyenler arasinda 1,2 milyon 6liime neden oldugunu duyurdu (Miinzel vd., 2020). SD,
diinya ¢apinda erken onlenebilir 6liimiin 6nde gelen nedenidir (Sandoval & Witt, 2008).

Sigaranin hastaliklara katkida bulundugu mekanizmalarin anlagilmasi 6nemli bir
aragtirma odagr olmustur ve olmaya devam etmektedir. Bu baglamda, SD’yi
degerlendirmek icin ¢esitli yaklagimlar kullanilmistir. Bu yaklagimlardan biri, sigaradan
yayilan dumani sulu bir ¢ozeltiden gecirerek yakalamaktir. Sigara dumani ekstrakti
(SDE) veya sivi duman olarak adlandirilan preparatlar, 6zellikle in vitro deneyler igin
yaygin olarak kullanilir. SDE kullanilarak yapilan in vitro deneyler, SD kaynakl
toksisitenin degerlendirilmesinde 6nemli araclar olmaya devam edecektir. SDE’nin
kullanildig1 in vitro ¢alismalar faydali model sistemler olarak kalmaktadir (Rennard,
2004).
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Sekil 3: Sigara dumani ekstrakti elde etmek i¢in olusturulan diizenek (BioRender.com (2024), tarafindan
olusturulmustur.)

SD, sigaranin yanmasiyla olusan yiiksek seviyelerde nikotin, stiperoksit reaktif
oksijen tiirleri (ROS) dahil olmak suretiyle 4.000"den fazla kimyasal igerir (Bernard vd.,
2019; Kaisar vd., 2015; Mazzone vd., 2010). Bu oksijen tiirleri hiicrelerde hasara neden
olarak makromolekiillerde degisikliklere yol agar. Sigara dumanini vaskiiler etkileri,
hiicrelerin oksidatif strese maruz kalmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. SD’nin
toksisitesi, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA hasari, RNA oksidasyonu,
mitokondriyal depolarizasyon ve apoptoz gibi ROS kaynakli degisikliklerle iliskilidir.
Ayrica, sigara dumaninda bulunan kanserojen maddelerin dogrudan DNA hasarina neden
oldugu bildirilmistir (Mazzone vd., 2010).

Sigarada bulunan ve ana kimyasal madde olan nikotin, nikotinik kolinerjik
reseptorleri aktive ederek norol aktivitede degisiklige neden olabilir (K. Wang vd., 2014).
Sigara igmek, cok sayida oliimciil ve zayiflatict hastaligin gelisimine katkida bulunan
onemli bir faktordiir (Rennard, 2004). Kronik sigara igiminin insan beyni tizerindeki
etkisini degerlendirmek arastirmacilarin biiyiik bir ilgi kaynagi haline gelmistir. Kronik
sigara i¢imi, talamus, medial frontal korteks, insular korteks, perietal korteks, 6n ve orta
singulat korteks dahil olmak tizere birgok 6nemli beyin bolgesinde yapisal degisikliklerle
iliskilendirilmistir. Sonug olarak, sigara igenlerde ¢alisma bellegi, gecikmeli 6diil gibi

biligsel gorevleri tamamlamada gesitli zorluklar yasamaktadir (K. Wang vd., 2014).
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Carnevali vd. (2023)’nin oksidatif strese yanit olarak akciger hiicrelerinde yaptiklari
in vitro deney sonucunda nétrofil alimini ve aktivator protein-1 (AP-1) ve niikleer faktor
kappa B (NF-kB) gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu indiikleyebilen
inflamatuar mediatorler ve sitokinleri (TNF-o IL-1 ve IL-8) serbest biraktigini
gostermislerdir (Carnevali vd., 2003).

Bagka bir ¢alisma sonunda SD’ye maruz kalan sicanlarin nazal mukozal bariyer
fonksiyonunun bozuldugunu ve TJ’lerle iliskili proteinlerin azaldigini, IL-6, 1L-8, TNF-
a gibi inflamatuar faktorlerin seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide arttig
bildirilmistir (Guo vd., 2023).

Tagawa vd. (2008) yaptigi bir ¢alismada, 24 saat boyunca %7,5-10 SDE’ye maruz
birakilan insan brong epitel hiicrelerinin (BEAS-2B) hiicre canliliginin %88,7 ile %24,6
arasinda degistigi tespit edilmis (Tagawa vd., 2008).

2.2.1. Sigara Dumam ve Kan-Beyin Bariyeri iliskisi

Nikotinin tek basma endotel hiicrelerinde bariyer hasarma neden olabilecegi
gosterilmistir, bu da SD’ye maruz kalmanin ardindan KBB’nin zayiflayan biitiinligiine
nikotinin 6nemli bir katki sagladigini diisiindiirmektedir (Ahmad vd., 2019). Ayrica, hem
nikotin hem de sigara dumanindaki diger zararli maddelerin endotel hiicrelerindeki
TJ’leri bozarak norotoksik ajanlarin beyne gegisini kolaylastirdigi belirtilmistir (Pelgrim
vd., 2022).

Yapilan ¢alismalar sonucunda, kronik agir sigara igen bir kigsinin SDE’nin KBB
maruziyetinin gii¢lii bir endotelyal inflamatuar yanit baslattig1 bildirilmistir. (Kaisar vd.,
2015). Periferik organlar ve beyindeki mitokondriyal islev bozuklugu, nérodejeneratif
hastaliklar, kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler miyopatiler gibi birgok hastaligin
etiyolojisinde kritik rol oynadigi bildirilmistir. Beyin hiicrelerinin, nikotin, ¢éziinmeyen
katran ve ugucu dumanlar gibi toksik bilesenlere karsi hassas oldugu belirlenmistir (Kim
vd., 2015).

SD’nin i¢erdigi nikotin ve diger bilesenlerin neden oldugu zararh etkiler bazi yollarla
aciklanabilir ancak SD tarafindan aktive edilen kesin zararli mekanizmalar belirsizligini
koruyor. Bu nedenle, sigara igmenin noro-patolojisi ve altta yatan patolojik yollar biiyiik
ol¢iide bilinmemektedir. Ancak SD’nin KBB fonksiyonunu bozdugu ve bu durumun

beyin sagligi i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu agiktir. KBB hasari, sigara igmenin neden
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oldugu g¢esitli norolojik hastaliklarin gelisimi icin kritik bir prodromal (hastalik 6ncesi
verilen belirti) faktor oldugu gosterilmistir (Naik vd., 2014).

SD’nin TJ proteinlerinin modifikasyonu ve proinflamatuar yollarin aktivasyonu
yoluyla oksidatif hasar1 ve KBB bozulmasini tesvik ettigi gosterilmistir (Kaisar vd., 2015;
Prasad vd., 2015). KBB endotel hiicreleri, 1L-6 ve matris metaloproteinaz-2 (MMP-2)
salimim1 yoluyla vaskiiler inflamatuar yanit1 indiikleyebilir. Bu siireg, vaskiiler adezyon
molekiili-1 (VCAM-1) ve trombosit endotelyal hiicre adezyon molekiilii-1 (PECAM-1)
gibi adezyon molekiillerini yukari regiile edebilir. Tiim bu olaylar, KBB’nin biitiinliigiinii
ve islevini ciddi sekilde bozabilir ve tehlikeye atabilir (Naik vd., 2015). Dahasi, SD’nin
KBB iizerindeki etkileri yalnizca hiicresel hasarla siirli kalmamaktadir. Yapilan
caligmalar, SD’nin noroinflamasyonu artiran sinyal yollarmi da aktive edebilecegini
ortaya koymustur. Bu sinyal yollarinin aktive edilmesi, inflamatuar yanitlarin
siddetlenmesine ve KBB biitiinliigiiniin daha fazla bozulmasina neden olabilmektedir
(Krishnan vd., 2022).

Yapilan bir calismada agir sigara igenlerin fizyolojik konsantrasyonlarini taklit etmek
icin SDE kullanan ¢esitli ¢alismalar, sigara i¢menin oksidatif ve inflamatuar
mekanizmalar yoluyla in vitro olarak kan KBB bozulmasini tetikledigini géstermistir
(Kaisar vd., 2015).

Dobric vd. (2022) yaptiklar1 ¢alismada SD’ye maruz kalmanin KBB proteinlerine
zarar verip vermedigini anlamak i¢in immiinoblotlama deneyi yapmislardir. Yapilan
deney sonucunda TJ proteini olan ZO-1, SD’ye maruz kalan farelerde kontrol grubuna

kiyasla 6nemli dl¢tide azaldigi bildirilmistir (Dobric vd., 2022).

2.3.Sesamol

Susam yaginin sagliga faydal etkileri binlerce yildir bilinmekte ve arastirilmaktadir.
"Yagli tohumlarin kraligesi" olarak da bilinir. Susam, aromatik bir koku ve yumusak bir
tat ile karakterizedir. Hem Hint hem de Cin tibb1 sistemlerinde tibbi degeri ile 6n plana
cikar. Ozellikle Afrika, Asya, Giiney Amerika gibi bolgelerde, Etiyopya, Nijerya,
Tanzanya, Hindistan, gibi iilkelerde yetistirilir (Singh vd., 2023).

Sesamol terimi, 1903 yilinda Hans Kreis tarafindan kesfedilmistir (Andargie vd.,
2021). Sesamol, Pedaliaceae familyasindan (Sesamum indicum) dogal olarak izole edilen
bir fenolik kimyasaldir. Genellikle kavrulmus susam tohumlar1 ve islenmis yagdan elde

edilir (Singh vd., 2023). Susam yagi, sesamolin, sesamin ve sesamol igerir. Kavrulmus
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tohumlarda ve islenmis yagda daha yiliksek miktarda sesamol bulunur. Susam
tohumlarimin kavrulmasi, sesamolin miktarin azaltirken sesamol miktarini artirir. Ham
susam yaginda sesamol icerigi diistiktiir. Sesamol, sesamolinin hidroksilasyonu ile olusur
(Andargie vd., 2021; Dilek vd., 2020). Kimyasal olarak, sesamol 3, 4-metilendioksifenol
(C7H603) molekiiler formiile sahip ve molar kiitle 138.12 g/mol’diir (Singh vd., 2023).

HO 0O

)
O

Sekil 4: Sesamoliin kimyasal yapisi

Susam yaginda bulunan dogal bir antioksidan olan sesamoliin, susam yaginda
bulunan diger antioksidan lignanlardan daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
distintilmektedir (VanGilder & Huber, 2014). Birkag arastirmanin sonucunda, Sesamoliin
cok sayida hastalig1 ve tibbi durumu 6nlemek i¢in yaygin olarak kullanildig: bildirilmistir.
Sesamol, antikanser, noroprotektif, kardiyoprotektif, antiinflamatuar, hipolidemik,
radyoprotektif, antiaging, antidepresan ve antikonviilsan etkiler gibi ¢esitli farmakolojik
etkilere sahiptir. Tibbi ajan potansiyeli nedeniyle kapsamli incelenmis ve inflamasyon,
kanser ve serbest radikallerin dnlenmesinde avantajlar1 olan bir metabolik diizenleyici
olarak galistigina dair giiglii kanitlar bulunmaktadir (Singh vd., 2023).

KBB’yi ge¢me kabiliyeti o6zellikle ndrodejeneratif hastaliklar ve bilissel islev
bozuklugu baglaminda terapdtik etkinlikleri i¢in gereklidir. Sesamol, noéroprotektif
ozellikleri ve KBB'ye niifuz etme kabiliyeti nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Y. Wang vd.,
2023). Sesamoliin noroprotektif etkilerini ortaya koyan mekanizmalar oldukga cesitlidir.
Ozellikle, inflamatuar yanitin  diizenlenmesinde ~6nemli bir rol oynayan
AMPK/SIRT1/NF-kB sinyal yolunu diizenleyerek inflamatuar siiregleri modiile ettigi
kanitlanmistir (Feng vd., 2022). Ek olarak, sesamoliin proinflamatuar sitokinlerin
tiretimini engelledigi ve mikroglialarin M1 fenotipten M2 fenotipe polarizasyonunu
tesvik ederek noroinflamasyonu azalttigi gosterilmistir. Bagisiklik tepkisinin bu sekilde
modiile edilmesi, kronik inflamasyonun noéronal hasara yol acan bir faktér oldugu

norodejeneratif hastaliklar agisindan 6zellikle biiyiik bir nem tasir (Ren vd., 2020).
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Sesamoliin ndroinflamasyonu ve oksidatif stresi azaltma yetenegi, lipid
peroksidasyonunu azaltarak ve beyindeki antioksidan enzimlerin iglevini artirarak
noroprotektif etkisini giiclendirmektedir. Vangilder ve Huber’in ¢alismalari, bu
Ozelliklerin sesamoliin noroprotektif profilini daha da pekistirdigini gostermektedir
(VanGilder & Huber, 2014). KBB’nin in vitro modelleri, Sesamoliin KBB gecirgenligi
lizerindeki etkilerini anlamada 6nemli bir rol oynamustir. Ornegin, insan beyin
mikrovaskiiler endotel hiicrelerini (HBMEC) kullanan c¢alismalar, Sesamoliin, KBB
biitlinliigiinii korumak i¢in kritik olan TJ proteinlerinin ekspresyonunu artirabildigini
ortaya koymustur (Schrade vd., 2012). Bu bulgular, sesamoliin sadece KBB’ye niifuz
etmekle kalmayip ayn1 zamanda yapisal bilesenlerini giiclendirerek zararli maddelerin

beyne gecisini engelleyebilecegini diisiindiirmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1.Kullanilan Materyal

Kullanilacak hiicreler primer insan gobek damari endotel hiicreleri (HUVEC) ve
glioblastoma (T98G) hiicreleridir. HUVEC ve T98G hiicreleri %5 CO2 konsantrasyonuna
sahip 37°C’lik inkiibatorde Dulbecco’s Modified Eagled Medium (DMEM) igerisine
%10 fetal sigir serumu (FBS), %1 Penisilin/Streptomisin ve %1 L- Glutamin eklenmesi
ile elde edilen besiyerinde hiicreler biiyiitiilmiistiir. %70-80 hiicre yogunlugunda ve

deneysel ihtiyaglara bagli olarak pasaj gergeklestirilmistir (Kim vd., 2015).

3.2. Kullanilan Metot

3.2.1. Hiicre Besiyerinin Hazirlanmasi

HUVEC (ATCC ® CRL-1730™) ve T98G (ATCC ® CRL-1690™) hiicrelerinin
kiiltirlenebilmeleri i¢in %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisin iceren
DMEM i¢inde kiiltlirlenmistir.

3.2.2. Hiicrelerin Kiiltiirlenmesi

Dondurulmus hiicreler laminar kabin igerisinde soguk medyum ile pipetajla
cozdiiriiliir. Cozdiiriilen hiicreler 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilir. Sonrasinda
siipernatant uzaklastirilarak pellet izerine 37°C’lik su banyosunda 1sitilmis olan medyum
eklenir ve pellet ¢dzdiiriiliir. Tekrar santrifiij edilir. Uciincii santrifiij sonunda siipernatant
tekrar uzaklastirilir ve hiicre pelleti medyum ile ¢ozdiiriilerek petriye aktarilir. Yapilan
santrifiij iglemleri sonucunda hiicrelerin dondurma medyumu igerisinde bulunan

DMSO’dan arindirilmasi amaglanmistir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Mikroskopla kontrol edilen HUVEC ve T98G hiicreleri %70-80 yogunluga
ulastiktan sonra petri igerisindeki medyum tamamen ¢ekilir ve serumsuz medyum ile
yikama yapilir. Yapigan hiicreleri kaldirmak i¢in petriye 37°C’lik su banyosunda 1sitilmis
olan tripsin eklenir ve hiicre morfolojisine gore 1-3 dk inkiibe edilir. Sonrasinda hiicreleri
kaldirmak i¢in petriye serumsuz medyum eklenir ve pipetaj yapilarak hiicreler kaldirilir.
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15 ml’lik falkona alinan hiicreler 5 dk 100 rpm’de 3 kez santrifiij edilir. Santrifiij islemi
hiicreleri tripsinden arindirmak i¢in tekrarlanir. Sonrasinda deneylerde kullanilmak {izere

hiicreler sayilir.

3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Pasaj islemi sonunda silipernatant ¢ekilir ve pellet {izerine %10 DMSO + %90 FBS
ile olusturulan dondurma medyumu eklenir. Pellet pipetaj ile ¢ozdiirtilerek kriyo tiip igine

aliir. DMSO hiicrelerin kristallesmesini engelleyerek hiicre kaybini azaltir.

3.2.5. Hiicre Canhilik Testi

Sesamol (#533-31-3, Sigma) ve SDE’nin uygun dozunu belirlemek i¢in oncelikle
maddenin HUVEC ve T98G hiicrelerindeki sitotoksik etkileri arastirildi. MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) sitotoksisite testi yapildi.
Sesamol ve SDE igin alt1 farkli konsantrasyon hazirlandi. Sesamol igin 1 uM, 5 uM, 10
uM, 20 uM, 50 uM ve SDE i¢in 5 uM, 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM konsantrasyonlar
kullanildi.

HUVEC ve T98G hiicreleri mililitrede 1x10° hiicre olacak sekilde ayarlandi.
Hiicreler 96 kuyucuklu plakaya kontrol gruplari hari¢ her kuyucuga 90 pl hiicre ve 10 pl
madde ekildi. Kontrol gruplarina ayri sekillerde HUVEC ve T98G hiicreleri ekildi.
Hiicreler %5 CO2 igeren 37 °C inkiibatérde 48 saat inkiibasyona birakildi. 48 saatlik
inkiibasyon sonunda formazan kristallerini olusturmak amaciyla her kuyucuga 10 uyl MTT
stvist eklendi ve 3 saat boyunca ayni kosullarda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda her
kuyucuktan 70 pl siipernatant c¢ekildi ve diger deneylerde kullanilmak iizere -20’de
saklandi. Olusan formazan kristallerini ¢6zmesi i¢in 100 ul DMSO eklendi ve 1siktan
etkilenmemesi i¢in aliiminyum folyoya sarilarak karanlik ortamda 1-2 saat inkiibe edildi.
Sonrasinda spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda 6lgiildii. Kontrol olarak sadece
besiyeri ile inkiibe edilen hiicreler kullanilmigstir. Ekstraktin hiicre canlilig1 tizerindeki
etkileri kontrol ile karsilastirilarak sitotoksisite degerleri hesaplandi. (Atasever Arslan
vd., 2023).
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3.2.6. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

HUVEC ve T98G ile olusturulan KBB sigara dumanina maruz birakildi. Daha sonra
uygun konsantrasyonu belirlenen sesamol etkisinin aragtirtlmasi igin dort farkli grup

olusturuldu.

I.  Kontrol grubu (HUVEC + T98G (KBB))
Il.  KBB + SDE
1. KBB + Sesamol
IV. KBB + Sesamol + SDE

3.2.7. Sigara Dumani Ekstraktinin (SDE) hazirlanmasi

Deney diizeneginin olusturulmasi i¢in; 60 ml’lik siringa igerisine 10 ml serumsuz
DMEM ¢ekildi. 1000 ul’lik pipet ucunun sivri tarafi siringanin ucuna takildi. Ticari
marka sigaranin filtre kismi Kesilerek pipet ucunun ucuna yerlestirildi. Sonrasinda 40
mililitre sigara duman1 ¢ekildi ve 30 saniye boyunca calkalanarak karistirildi. Sigara
tamamen bitene kadar islem tekrarlandi. Elde edilen ekstrakt 0.22 mikronluk steril filtre
ile steril bir falkona alindi. Ekstrakt deneylerden en fazla 30 dakika Once taze olarak
hazirlandi (Li vd., 2020).

Sekil 5: Sigara dumani ekstraktinin hazirlanmasi
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3.2.8. Kan Beyin Bariyeri Modellemesi

iki tabakali in vitro KBB deneylerinde 0,4 um gdzenek boyutuna ve 0,33 cm?
biiyiime alanina sahip, 6 kuyulu filtreli polikarbonat membran igeren trans-well plaka
kullanildi. Trans-well plaka 2 kisimdan olusmaktadir. Ust kismi daha kiigiik alt kismi
daha biiytiktiir. Deneye baslamadan once, trans-well’in iist kismi once ters g¢evrilerek
kapiller bazal membranlarin ve ekstraseliiler matriksin 6nemli tiyeleri olan kollajen IV
(10pg / cm?, #C5533, Sigma) ve fibronektin (1 ng / cm?, #PKSH032450, Elabscience) ile
kaplandi ve hiicre digi matriks olusturuldu. Kaplandiktan sonra trans-well’in alt tarafina
5x10* T98G hiicreleri eklendi. Hiicreler yapisana kadar 37°C'de %5 CO; de inkiibe
edildi. T98G hiicreleri yapistiktan sonra kuyu tekrar diize gevrilerek oturtuldu ve 5x10*
HUVEC endotel hiicreleri ekildi. Hiicreler yapisana kadar 37°C de %5 CO- de inkiibe
edildi. Bu sekilde in vitro KBB modeli olusturuldu (Kuruca vd., 2017).
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Sekil 6: KBB modeli (BioRender.com (2024), tarafindan olusturulmustur.)

3.2.9. Sitokin Diizeylerinin Belirlenmesi

Deney gruplarinda inflamasyon uygulamasindan sonra IL-6, IL-8, TNF-a diizeyleri
sirastyla Human IL-6 ELISA Kit (#E0090Hu), Human IL-8 ELISA Kit (#£0089Hu),
Human TNF-a ELISA Kit (#£0082Hu) (BT LAB) kitleriyle analiz edildi. Deneyler
kitlerin protokollerine gore yapildi. Uygulamalar 3 tekrarli yapildi (Prasad vd., 2015).
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3.2.10. FITC (Floresan Izotiyosiyanat)- Dekstran Gegirgenlik Ol¢iimii

Gegirgenlik Olgiimleri, 70 kDa'likk bir FITC-dekstranin apikalden bazolaterale
hareketi olgiilerek gergeklestirildi.

Apikal boltime FITC-dekstran soliisyonu (1 mg/mL) eklenerek %5 CO; igeren 37 °C
inkiibatorde 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra insertler ¢ikarildi ve altta
kalan s1v1 ¢ekilerek 96 kuyulu bir well’e aktarildi. Absorbans degerleri bir mikroplaka
okuyucu ile floresan yogunlugu 492 nm uyarma dalga boyunda ve 518 nm emisyon dalga
boyunda 6l¢tilmiistiir (Bernard vd., 2019).

FITC-dekstran hiicre gegirgenligini hesaplamak i¢in bu islem kullanilds,

Gegirgenlik (cm/s) = (bazal bolmedeki konsantrasyon x bazal bolmenin hacmi) /
(gegirgenlik i¢in mevcut yilizey alani x apikal bélmedeki konsantrasyon) (Veszelka vd.,
2018)

3.2.11. Tripan Mavisi Hiicre Canhhgi

Tiim gruplarda 6nce apikal bolmedeki siipernatantlar atildi. Daha sonra serumsuz
DMEM ile insertlere degmeden c¢ok dikkatli bir sekilde yikandi. Ardindan tripan mavisi
ile 5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra DMEM ile li¢ kez yikandi ve mavi

boyanan 6lii hiicreler mikroskop altinda gozlemlendi (Arslan vd., 2021).

3.2.12. Sesamoliin In Silico Farmakokinetik Parametreleri

llacin etkili olabilmesi igin, giiclii bir molekiiliin viicuttaki hedefine yeterli
konsantrasyonda ulasmasi ve beklenen biyolojik olaylarin gerceklesebilmesi i¢in
biyoaktif formda yeterince uzun siire kalmas1 gereklidir. Ila¢ gelistirme siireci, kesfin
giderek daha erken asamalarinda, diisiiniilen bilesiklerin sayisinin fazla ancak fiziksel
orneklere erisimin sinirli oldugu bir donemde emilim, dagilim, metabolizma ve atilimin
(ADME: Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve Eliminasyon) degerlendirilmesini
igerir. 2D cizimler tizerinden tahmin etmek i¢in kullanilan bir web tabanli aractir. Bu

cergevede, bilgisayar modelleri deneylere gecerli alternatifler sunmaktadir (Daina vd.,
2017).
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Molekiilii manuel olarak cizmek yerine, PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) veri tabaninda bulunan SMILES (Simplified
Molecular Input Line Entry Specification) kodu elde etmek i¢in 6nce arama kutusuna

“sesamol” yazip aratildi.

Pub@ hem About Docs  Submit Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

sesamol

Sekil 7: PubChem veritabani (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

Sesamol; 533-31-3; 1,3-Benzodioxol-5-0l; 3,4-Methylenedioxyphenol;
*@Q 3,4-(Methylenedioxy)phenol; ...

Compound CID: 68289

MF: C;Hg03 MW: 138.12g/mol

IUPAC Name: 1,3-benzodioxol-5-ol

Isomeric SMILES: C10C2=C{01)C=C(C=C2)0

InChiKey: LUSZGTFNYDARNI-UHFFFAQYSA-N

InChl: InChi=1S/C7H603/c8-5-1-2-6-7(3-5)10-4-9-6/h1-3,8H,4H2

Create Date: 2005-03-26

Summary Similar Structures Search Related Records

Sekil 8: PubChem sesamol molekiilii (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=Sesamol)

Secilen molekiil i¢cin SMILES kodunu elde ettikten sonra SwissADME

(http://www.swissadme.ch) web sitesine yiiklendi.
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2.1.4 Canonical SMILES @7

C10C2=C(01)C=C(C=C2)0
Computed by OEChem 2.3.0 (PubChem release 2021.10.14)

*» PubChem

Sekil 9: Sesamol molekiiliinii SMILES kodu (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/68289)

Soldaki boliim, ¢esitli elementler kullanilarak ve MarjinJS aracilig ile ¢izilen
molekiillerin farmakokinetik 6zelliklerinin tahmin edilmesi i¢in olanak tanir. Sagdaki
boliim ise, molekiillerin SMILES formatinda girilerek sorgulanmasini saglar.
PubChem’den kopyalanan SMILES kodu sagdaki boliime yapistirildi. “Run” diigmesine
tiklayarak hesaplamalar baglatildi.

A \issADME °
>

SWiSSDrUgDeSign Home Aboul rag Hatp Civeg Contpet Tarms of Use

For information: We have changed the look and feal of our tool, However, we have NOT changed the undanying technokgias
and parameters. Consequantly, this updated Web tool provides exactly the same results as the previous version

- . li .
=0 XOBR™EE-OE Enter a list of SMILES here

CRCI=CIONCCICL T

N v
. .
)

0@ *

i on o coe | (D
Sekil 10: SwissADME arayiizi (http://www.swissadme.ch/index.php#top)

Sorgulanan molekiiliin fizikokimyasal 6zellikler baslig: altinda; molekiiler formiili,
molekiiler agirligi, agir atom sayisi, Csp3 fraksiyonu, hidrojen bagi alicisi sayisi, molar
reaktivite ve toplam polar yiizey alan1 (TPSA) gibi bilgiler sunulmaktadir.
Farmakokinetik o6zellikler bashgi altinda ise gastrointestinal (GI) emilim, KBB
gecirgenligi, P-glikoprotein (P-gp) substrati olup olmadigi ve deri gegirgenligi hakkinda
detaylar verilmektedir. Ayrica, ila¢ benzerligi basligi altinda Lipinski, Ghose, Veber,

Egan ve Muegge olmak iizere 5 farkli filtrenin yani sira biyoyararlanim skoru da
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bulunmaktadir. Bu 5 filtre, adin1 bu kurallar1 olusturan bilim insanlarindan almakta ve her
biri ¢esitli molekiiler ozellikler igermektedir. Sonuglar1 inceleyerek molekiiliin ilag

gelistirme siireci igin uygun olup olmadigini degerlendirebiliriz.

Lipinski’nin bes kuralina gore, bir ilag aday1r molekiiliin, molekiiler agirligi <500
g/mol, lipofilisite katsayisi (LogP) <5, hidrojen bag vericisi <5, hidrojen bag alicis1 <10

ve molar kirilma degerinin 4-130 arasinda olmasi gerekmektedir (Goktas vd., 2023).

3.2.13. istatiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in Graphpad Prism V8.0 (Graphpad Prism Software, San Diego,
CA) stirtimii kullanildi. 4 deney grubundaki degerlerde 6nemli degisiklikleri tespit etmek
i¢in Student's t-testi kullanilarak analiz edilmistir. Istatistiksel olarak p degerinin <0,05

olmasi anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sigara Dumam Ekstraktimin ve Sesamoliin HUVEC ve T98G Hiicre
Canhhig1 Uzerindeki Etkisi

MTT deneyi, hazirlanan SDE ve sesamoliin HUVEC ve T98G hiicreleri tizerindeki
uygun konsantrasyon araligini belirlemek icin gergeklestirilmistir. Uygun konsantrasyon
aralig1 belirlendikten sonra HUVEC ve T98G hiicrelerinde deney gruplari ile tekrar MTT
deneyi gergeklestirilmistir.

HUVEC ve T98G hiicreleri i¢in MTT canlilik testi uygulanarak SDE i¢in 5 uM, 10
uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM i¢in konsantrasyonlarinda hiicre canliligina bakilmistir. Elde
edilen MTT sonuglarina gore SDE’ye maruz birakilan HUVEC ve T98G hiicrelerinde
doz artis1 oldukga toksisitenin de arttigi gozlemlenmistir. HUVEC hiicrelerinde 20
uM’lik dozun %51.34+1,36, T98G hiicrelerinde ise %55.94+2,24 canlilik gosterdigi i¢in

uygun konsantrasyon olarak se¢ilmistir.

150~

= mm Kontrol
ol
= = 5uM
= L
S 1004 = 10 pM
8 ] 3 20 pM
P

30 uM
:g 50 = 2 - I = Ll
s =31 40 pM
(=]
AN

0- T ‘ T
HUVEC T98G

Sekil 11: Sigara dumani ekstraktinin HUVEC ve T98G hiicreleri lizerindeki hiicre canliligi % sonuglari

26



HUVEC ve T98G hiicrelerinde gergeklestirilen MTT canlilik testinde, 1 uM, 5 uM,
10 uM, 20 uM ve 50 uM konsantrasyonlar1 kullanilarak hiicre canlilig1 incelenmistir.
Elde edilen MTT sonuglari, HUVEC hiicrelerinde sesamol maddesi i¢in %130.12+2,83
canlilik orani, T98G hiicrelerinde ise %90.39+4,46 canlilik orani ile kontrol grubuna en

yakin sonug veren 10 uM uygun ve ortak konsantrasyon olarak belirlenmistir.
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ot mEm Kontrol
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Sekil 12: Sesamol’iin HUVEC ve T98G hiicreleri tizerindeki hiicre canliligi % sonuglari

HUVEC ve T98G hiicre hatlarinda, deney gruplarinda hiicre canlilig1 tizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla MTT sitotoksisite testi uygulanmistir. 10 uM sesamol ve
24 saat sonra 20 uM SDE uygulanan HUVEC ve T98G hiicrelerinde deney gruplari
kontrol, SDE, sesamol ve sesamol+ SDE ile birlikte olusturulmus ve bu gruplarin hiicre
canlilig1 tlizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sesamol+ SDE uygulanan HUVEC
hiicrelerinde hiicre canliligi kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gostermistir
(p<0,0001). Bununla beraber sadece sesamol olan grupta da anlamli bir azalma
gostermistir p<0,0001). SDE uygulanan T98G hiicrelerinde hiicre canliligi kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir azalma gostermistir (p<0,0001). Yine ayni sekilde sesamol+

SDE uygulanan T98G hiicrelerinde anlamli bir azalma gostermistir (p<0,0001).
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Sekil 13: Deney gruplarimin HUVEC hiicre canliligi iizerine etkileri (****: p<0,0001)
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Sekil 14: Deney gruplarinin T98G hiicre canliligi {izerine etkileri (****: p<0,0001)
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4.2. Sitokin Diizeylerinin Belirlenmesi

Bu calismada, HUVEC ve T98G hiicre hatlarinda farkli tedavi gruplarimin IL-8
sitokin diizeyleri iizerinde etkileri protein konsantrasyon 6l¢iimii ile degerlendirilmistir.
Deney kapsaminda hiicre hatlarinda sirayla kontrol, SDE, sesamol ve sesamol+ SDE
gruplar1 olusturularak, IL-8 diizeylerinin bu kosullara nasil tepki verildigi incelenmistir.
Istatistiksel analizler, gruplar arasindaki anlamli farklar1 gostermek icin yapilmustir.
HUVEC hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla sesamol (p<0,0001) ve sesamol+ SDE
(p=0,0003) gruplarinda IL-8 seviyesi anlamli bir sekilde azalmistir. Bununla beraber
yalnizca sesamol uygulanan grupta SDE grubuna kiyasla bir azalma oldugu ancak anlaml
bir degisiklik olmadigr bulunmustur. Ayrica koruyucu olarak sesamol uygulanan
sesamol+ SDE grubunda yalnizca SDE uygulanan gruba kiyasla bir azalma oldugu ancak
anlamli bir degisiklik olmadig: tespit edilmistir. T98G hiicrelerinde kontrol grubuna
kiyasla SDE (p=0,0038), sesamol (p=0,0340) ve sesamol+ SDE (p<0,0001) gruplarinda

IL-8 seviyesi anlaml1 bir fark gostermistir.
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Sekil 15: HUVEC ve T98G hiicre hatlarinda deney gruplarinda IL-8 sitokin diizeyleri tizerindeki etkisi a)
(***: p=0,0003; ****: p<0,0001); b) (*: p=0,0340; **: p=0,0038; ****: p<0,0001)
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Bu c¢alisgmada, HUVEC ve T98G hiicre hatlarinda farkli tedavi gruplarinin TNF-a
sitokin diizeyleri lizerinde etkileri protein konsantrasyon ol¢iimii ile degerlendirilmistir.
Deney kapsaminda hiicre hatlarinda sirayla kontrol, SDE, sesamol ve sesamol+ SDE
gruplari olusturularak, TNF-a diizeylerinin bu kosullara nasil tepki verdigi incelenmistir.
HUVEC hiicrelerinde TNF-a seviyesinde anlamli bir degisiklik olmadigi bulunmustur.
T98G hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla SDE (p=0,0029) ve sesamol (p<0,0001)
gruplarinda TNF-a seviyesi anlamli bir fark gostermistir. Bununla beraber sesamol+ SDE

uygulanan grupta anlamli bir degisiklik olmadigi bulunmustur.
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Sekil 16: HUVEC ve T98G hiicre hatlarinda deney gruplarinda TNF-a sitokin diizeyleri iizerindeki etkisi
b) (**: p=0,0029; ****: p<0,0001)

30



Bu calismada, HUVEC ve T98G hiicre hatlarinda farkli tedavi gruplarinin 1L-6
sitokin diizeyleri lizerinde etkileri protein konsantrasyon ol¢iimii ile degerlendirilmistir.
Deney kapsaminda hiicre hatlarinda sirayla kontrol, SDE, sesamol ve sesamol+ SDE
gruplar1 olusturularak, IL-6 diizeylerinin bu kosullara nasil tepki verdigi incelenmistir.
HUVEC hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla sesamol (p=0,0040) ve sesamol+ SDE
(p=0,0004) gruplarinda IL-6 seviyesi anlamli bir artis gostermistir. T98G hiicrelerinde
sesamol (p=0,0252) grubunda anlamli bir azalma gostermistir. SDE ve sesamol+ SDE

gruplarinda anlamli bir degisiklik olmadigi tespit edilmistir.
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Sekil 17: HUVEC ve T98G hiicre hatlarinda deney gruplarinda I1L-6 sitokin diizeyleri {izerindeki etkisi a)
(**: p=0,0040; ***: p=0,0004); b) (*: p=0,0252)

4.3.FITC-Dekstran Gecirgenlik Ol¢iimii

Bu deneyde, HUVEC ve T98G hiicre hatlariyla olusturulan KBB modelinde FITC-
dekstran kullanilarak, deney gruplarinda bariyer gegirgenligi {iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. KBB modelinde FITC-dekstran apikalden bazolaterale hareketi

Ol¢iilerek gecirgenlik hesaplanmis ve grafiksel olarak sunulmustur.

Gegirgenlik grafigi in vitro KBB modellerinde hiicre katmanlarinin gegirgenligini

degerlendirmek i¢in kullanilir. Grafigi yorumlamak hiicre bariyer fonksiyonunu ve
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maddelerin bariyer tizerindeki etkisini anlamak i¢in 6nemlidir. KBB (kontrol) grubuyla

diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu bulunmustur (p<0,0001).

SDE uygulanan grupta gegirgenlik kontrole kiyasla 6nemli olglide artmistir. Bu
SDE’nin hiicre bariyerine zarar vererek FITC-dekstran’in gecisini kolaylastirdigini
gosterir. Bu durum SDE’nin hiicre bariyerini zayiflattigini ve gecirgenligi artirdigini

gosterir. SDE ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,0001).

Sesamol uygulandiginda gecirgenlik kontrole kiyasla yakin seviyelerdedir. Bu
durum sesamoliin hiicre bariyerini koruyucu bir etki yarattigini ve gegirgenligi azaltmay1
yardimc1 oldugunu gosterir. Kontrole kiyasla sesamol grubunda anlamli fark bulunmustur

(p<0,0001).

Sesamol+ SDE grubunda ise, SDE’nin zarar verici etkisinin Sesamol tarafindan
dengelendigi bulunmustur. Gegirgenlik SDE grubundan diisiik ancak kontrol grubundan
daha yiiksektir. Bu durum SDE’nin zarar verici etkisini tam olarak engelleyemedigini
ancak azaltabildigi bulunmustur. Kontrol grubu ile sesamol+ SDE arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (p<0,0001).
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Sekil 18: FITC-dekstran gegirgenlik grafigi (****: p<0,0001)
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4.4 Tripan Mavisi ile Hiicre Canhhg:

KBB modeline verilen hasar1 ve tedavi yontemi olarak kullanilan sesamoliin gorsel
olarak etkisi gozlemlendi. Sadece hiicrelerin oldugu kontrol KBB modelinde 6lii hiicreler
goziikmez iken, SDE ile inkiibe edilen KBB modelinde %50’ye yakin tripan mavisi ile
boyanmis 6lii hiicreler gézlemlenmektedir. Ayni sekilde SDE ile inkiibe edilen KBB
modeli ve sesamol+ SDE ile inkiibe edilen KBB modelini karsilagtirdigimizda ise tedavi

amactyla kullanilan sesamoliin biiyiik 6l¢tide 6lii hiicreleri iyilestirdigi gézlemlenmistir.

a) b)

Sekil 19: a) KBB modeli; b) KBB + SDE; ¢) KBB + sesamol + SDE; d) KBB + sesamol
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4.5, Sesamoliin In Silico Farmakokinetik Parametreleri

Incelenen sesamoliin, fizikokimyasal ozellikleri, farmakokinetik o6zellikleri,
lipofilikligi, farmokokinetikligi ve ilag benzerligi degerlendirilmistir; 6zellikle KBB’yi
gecebilme yetenegi ve (Gl) emilim kapasitesi, norolojik hastaliklar i¢in potansiyel bir
tedavi ajani olarak degerlendirilebilir.

Molekiil formiilii; C7HsO3s, molekiil agirligr ise 138,12 g/mol. Bu, hafif bir molekiil
oldugunu gosterir. Molar reaktivite; 34.53’tiir ve TPSA 38.69 A2, molekiiliin polarite
seviyesini ve hidrofobik bolgelerini yansitir. Hidrojen baglari; 3 hidrojen bagi alicis1 bu
da molekiiliin ¢6ziiniirlik ve biyolojik baglanma yetenegini etkileyebilir. Sesamol i¢in
logP degeri verilmistir (Consensus Pow (yag/su dagilim katsayisi): 1.57). logP
degerlerinin ortalamasini temsil eden bir degerdir. Genel olarak, logP degeri 1-3
araliginda oldugunda molekiil lipofilik kabul edilir ve hiicre zarindan gecis yetenegi
yiiksek anlamina gelmektedir (Daina vd., 2017). Gl yiiksek ¢ikmistir, bu da molekiiliin
oral yolla alindiginda iyi emilecegini gosterir. Ayrica KBB’yi gecebildigi gosterilmistir.
Bu, sesamoliin potansiyel olarak MSS tizerindeki etkileri a¢isindan énemlidir. Sesamol
molekiili SwissADME sonuglart incelendiginde Lipinski filtresinden gectigi
goriilmistiir. Bu da ilag benzerligi kurallarina uygun oldugunu, yani iyi biyoyararlanim
potansiyeline sahip oldugunu belirtir. Sesamol, sentetik erigebilirlik puan1 2.27 olarak
gosterilmektedir. Bu puanlar 1 ile 10 arasinda degismektedir. Sentetik erigebilirlik puani
I’e ne kadar yakinsa laboratuvar ortaminda sentezlenmesinin daha kolay
sentezlenebilecegini, daha yiiksek puanlarin ise sentezin karmasik ve zor oldugunu

gostermektedir (Daina vd., 2017).

34



Tablo 1: Sesamol molekiilii SwissADME sonuglari

Fizikokimyasal Ozellikler

Formiil C7H603
Molekiiler Agirlik 138.12 g/mol
Agir Atom Sayisi 10
Csp3 0.14
H bag alicilar 3
H bag vericisi 1
Molar Reaktivite 34,53
TPSA 38,69 A2
Lipofiliklik
Log Pow 1,19
Farmokokinetik
Gl Emilimi Yuksek
KBB Gegirgenligi Evet
P-gp substrat Hayir
Log Kp (cilt gecirgenligi) -6.27 cm/s
Ila¢ Benzerligi
Lipinski Evet; 0 ihlal
Biyoyararlanim puani 0,55
T1bbi Kimya

Kursun Benzerligi
Sentetik Erisebilirlik
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5. TARTISMA

Yapilan calisma sonucunda, SDE uygulanan HUVEC ve T98G hiicrelerinde,
Ozellikle HUVEC hiicrelerinde uygulanan tiim konsantrasyonlarda hiicre oliimii
gozlemlenmistir. T98G hiicrelerinde ise 20 uM, 30 uM ve 40 uM’lik konsantrasyonlarda
hiicre oliimii gézlemlenmistir. In vitro KBB modeli i¢in ortak doz 20 uM olarak
belirlenmistir. Sesamoliin HUVEC ve T98G hiicreleri i¢in 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM
ve 50 uM konsantrasyonlarinda hiicre canlilifina bakilmistir. HUVEC ve T98G
hiicrelerinde 10 uM’lik konsantrasyon kontrole en yakin ve iki hiicre i¢in de ortak
konsantrasyon olarak belirlenmistir. T98G ve HUVEC hiicrelerinde sesamol+ SDE
grubunda hiicre canliligi kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gostermistir

(p<0,0001).

Cesitli kimyasal bilesiklerin farkli hiicre hatlarinda sitokin ekspresyonu
tizerindeki etkilerini analiz etmek ve tedavi yontemlerinin hastalik modelleri tizerindeki
etkilerini degerlendirmek i¢in IL-6 seviyelerindeki degisimler gozlemlendigi
bildirilmistir (Dong vd., 2021; Landau Albrecht vd., 2021). MSS’de; TNF-a ve 1L-6
seviyelerinin yiikselmesi néro inflamasyonun baslangicini1 gosteren bir isarettir (Soltani
Khaboushan vd., 2022). Ayrica IL-6’nin in vitro endotel hiicre katmanlariin
gecirgenligini artirabildigi ve bu yolla inflamatuar aracilarin MSS’ye girisini
kolaylastirdig1 i¢cin KBB islev bozuklugunda onemli bir faktér olarak bildirilmistir
(Zhang vd., 2015). Ancak IL-6, antiinflamatuar ve metabolik etkilerle de iliskilidir
(Villar-Fincheira vd., 2021). Bir miyokin olarak IL-6, antiinflamatuar ve metabolik
stireclere aracilik etmek i¢in endokrin hormon benzeri bir sekilde etki eder (Pedersen,
2013). Yapilan bir c¢aligmada, IL-6’nin kiiltiirlenmis insan monositlerinde
lipopolisakkarit kaynakli TNF-a'y1 inhibe ettigi gosterilmistir (Villar-Fincheira vd.,
2021). Ayn1 zamanda saglikli bireylerde rekombinant IL-6 inflizyonunun LPS kaynakli
TNF-a'y1 inhibe ettigi gosterilmistir (Starkie vd., 2003). T hiicre aktivasyonu ile iligkili
hepatik hasar modelinde, rekombinant IL-6 uygulamasinin TNF-q {iretimini azaltarak
koruyucu bir etki gosterdigi belirtilmistir. IL-6, IL-1 reseptor antagonisti (IL-1ra) ve IL-
10 gibi antiinflamatuar molekiillerin iiretimini artirarak ve TNF-o gibi proinflamatuar
sitokinlerin {iretimini baskilayarak antiinflamatuar bir yaniti tetikleyebilir. IL-6'nin

antiinflamatuar ve rejeneratif aktiviteleri ile proinflamatuar etkilerinin farkli sinyal
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yolaklart aracilifiyla olustugu bildirilmistir (Villar-Fincheira vd., 2021). IL-6
sinyallemesinde, IL-6 reseptorii (IL-6R) bir ligand baglayici reseptor olarak gorev
yaparken, gp130 ise JAK/STAT, MAPK ve PI3K yolunun aktivasyonu yoluyla hiicre i¢i
asagl akis sinyallemesini baglatan bir sinyal reseptorii olarak gorev yapar. Gp130'un
bireysel IL-6 ve IL-6R'ye karsi afinitesi yoktur ve yalnizca IL-6-IL-6R kompleksine
baglanir. Iki tip IL-6R vardir; klasik sinyallemeyi aktive eden membrana bagl IL-6R
(mIL-6R) ve trans-sinyallemeyi aktive eden ¢oziniir IL-6R (SIL-6R). IL-6'nin
antiinflamatuar etkileri esas olarak klasik sinyalleme yoluyla gergeklestirilir. gp130
cogunlukla néronlar ve glial hiicrelerde ifade edildiginden, IL-6 SIL-6R'ye baglandiginda,
esas olarak IL-6'min proinflamatuar rollerini yonlendiren trans-Sinyallemeyi aktive
edebilir. Ancak, kan dolasiminda gp130'un ¢6ziiniir bir formu (sgp130) bulunur ve IL-6—
IL-6R kompleksine baglanarak trans-sinyallemeyi inhibe eder, bdylece IL-6min
proinflamatuar aktivitelerini diizenler (Soltani Khaboushan vd., 2022). Farkli hiicre
tiplerinde IL-6'nmin proinflamatuar ve antiinflamatuar etkilerinde rol oynayan

mekanizmay1 tam olarak aciklamak i¢in daha fazla calisma gerekmektedir.

Kaisar vd. (2015) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda SDE’nin IL-6 ve IL-8 gibi
proinflamatuar sitokinlerin saliniminin artirdigin1 ve hiicre yapigsma molekiilleri olan
PECAM-1 ve VCAM-1’in ekspresyonunu tetikledigi belirtilmistir. Bu molekiillerin artist
inflamasyon siirecinin bir pargasi olarak kabul edilmistir. SDE’ye maruz kalmanin hem
inflamasyonu hem de oksidatif stresi tetikleyecegi bildirilmistir (Kaisar vd., 2015). Bir
calismada SDE’ye maruz kalan endotel hiicrelerinde IL-6 saliniminda 6nemli bir artig

oldugu ortaya koyulmustur. Ayrica, TNF-a seviyesinin okuma sinirlarinin altinda oldugu

belirtilmistir (Lim vd., 2019).

Sesamoliin, farkli hiicre hatlar1 lizerinde serbest radikalleri siipiirme etkisi oldugu
bildirilmistir (Ali vd., 2021; Liou vd., 2020; Liu vd., 2017; Wu vd., 2019). Ayrica hiicre
hatlarinda olusturulan inflamasyon modellerinde antiinflamatuar etki gdsterdigi
saptanmistir (Cao vd., 2014; Wang vd., 2021). Sesamoliin beyinde IL-6 seviyesini
diisiirdiigii gosterilmistir (Y. Wang vd., 2023). Ayrica, sesamoliin TNF-a, IL-1p ve IL-6
gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ederek deneysel inflamasyon
modellerinde inflamasyonu azaltabildigi bildirilmistir (Afroz vd., 2019; Hemshekhar vd.,
2013; Khorrami vd., 2018).
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Yapilan ¢alisma dogrultusunda HUVEC hiicrelerinde 1L-6 seviyesinin kontrol
grubuna kiyasla sesamol (p=0,0040) ve sesamol+ SDE (p=0,0004) gruplarinda artarken,
T98G hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla sesamol (p=0,0252) grubunda azaldig:
bulunmustur. Yapilan literatiir taramasi, farkli hiicre hatlarinda elde edilen farkli
sonuglarin klasik ve trans sinyal yollarina bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bir glia
hiicresi olan T98G hiicrelerinde IL-6 seviyesinin sesamol uygulamasiyla azalmig olmasi
burada trans-sinyalleme yolunun aktif oldugunu diistindiiriirken, HUVEC hiicrelerinde
ise sesamol uygulamasiyla IL-6 seviyesinin artmis olmasi bu hiicrelerde klasik sinyalleme

yolunun aktif oldugunu diistindiirmektedir.

TNF’in, TNF reseptorii 1'e (TNFR1) baglanmasi NF-«xB ve MAPK sinyal
yollarini aktive ederek dogrudan inflamasyonu tesvik eder; bu da sitokinler ve kemokinler
gibi proinflamatuar mediyatorleri kodlayan genlerin ekspresyonunun artigina yol agar.
TNFR1 aktivasyonu ayrica hiicre 6limiinii tetikleyerek dolayli olarak inflamasyonu
tesvik eder. Apoptozis kaynakli sekonder nekroz, piroptozis ve nekroptozis gibi hiicre

Olimiiniin litik formlari, hiicrelerde proinflamatuar gen ekspresyonunu aktive eden

DAMP salgilar (van Loo & Bertrand, 2023).

Yapilan ¢alisma dogrultusunda T98G hiicrelerinde TNF-a seviyesinin kontrol
grubuna kiyasla SDE (p=0,0029) grubunda arttigi, sesamol (p<0,0001) grubunda
azaldig1, ancak HUVEC hiicrelerinde gruplar arasinda bir fark olmadig tespit edilmistir
(p>0.05). T98G hiicresinde kontrol grubuna kiyasla SDE ile olusturulan inflamasyon
modelinde TNF-a diizeyinin artis gostermesi SDE’nin inflamasyonu tetikledigini ifade
etmektedir. Ayrica sesamol uygulanan grupta TNF-a seviyesinin azalmasi Sesamoliin
antiinflamatuar etkisini destekler niteliktedir. Ancak, HUVEC hiicrelerinde TNF-a
seviyesinde gruplar arasinda bir degisim goriilmemis olmasi, kullanilan sesamol
konsantrasyonunun HUVEC hiicrelerinde TNF-a seviyesi {izerinde bir etki
gostermedigini bununla beraber farkli konsantrasyonlarin arastirilmasi gerektigini

diistindiirmektedir.
IL-8 (CXCLS), bagisiklik ve diger hiicre tipleri tarafindan inflamasyon kosullari
altinda tiretilen CXC kemokin ailesinin bir liyesi olan proinflamatuar bir kemokindir. IL-

8, oksidatif metabolizmay1 bozarak ve ROS olusumunu artirarak oksidatif strese yol acar.
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IL-8, G-protein bagli reseptorler olan CXCR1 ve CXCR?2 ile etkilesime girerek PKB,
MAPK, PKC inflamatuar yollarin aktivasyonu ile indiiklenir (Matsushima vd., 2022).

Yapilan ¢alisma dogrultusunda, HUVEC hiicrelerinde IL-8 seviyesinin kontrol
grubuna kiyasla sesamol (p<0,0001) ve sesamol+ SDE (p=0,0003) gruplarinda azaldigi,
bununla beraber T98G hiicrelerinde IL-8 seviyesinin kontrol grubuna kiyasla SDE
grubunda arttig1 (p=0,0038), sesamol (p=0,0340) ve sesamol+ SDE (p<0,0001)
gruplarinda azaldigr bulunmustur. Sesamol uygulanmasinin IL-8 diizeyini azaltmasi,

sesamoliin antiinflamatuar etkisi oldugunu gostermektedir.

KBB, beyin ve periferik dolagim arasinda yer alan, endotel hiicrelerden olusan bir
araylizdiir. Beyinde homeostazin korunmasi zararli maddelerin girisinin engellenmesi
acisindan hayati bir 6neme sahiptir. Bu bariyerin biitiinligii, TJ ler araciligiyla saglanir
(Megra vd., 2018; Natarajan vd., 2017). KBB’nin 6nemli bir 6zelligi, endotel hiicreleri
arasinda bulunan TJ’lerdir. Bu baglantilar, ¢oziiniir maddelerin hiicreler arasi gecisini
engelleyerek bir bariyer olusturur. TJ’ler, ¢esitli sinyal yollar1 ve faktorler tarafindan
diizenlenen dinamik yapilardir ve TJ proteinlerinin ekspresyonunu ve lokalizasyonundaki
degisiklikler, KBB gecirgenligini etkiler. Ayrica bu proteinlerin diizenlenmesi, hiicreler
aras1 etkilesimler ve beyin fonksiyonlarimi etkiledigi bildirilmistir (VanGilder & Huber,
2014). KBB’nin artan geg¢irgenligi, normale gore beyne zararli ajanlarin erigimini
saglayarak, dolasim sisteminden beyne normalde gegemeyen maddelerin zararh etkilere
neden olabilecegi durumlari igerir. KBB’nin biitiinliiglini dogru bir sekilde
degerlendirmek icin molekiiler agirhigr 4 ila 70 kDa arasinda degisen FITC ile
isaretlenmis dekstran gibi, normalde KBB’yi gecemeyen biiyiik floresan molekiiliin
periferik perfiizyonu ve beyindeki ol¢limii, KBB’nin olas1 bir hasarinin bir gostergesi
olarak belirtilmistir (Natarajan vd., 2017). Bir 6rnek ¢alismada FITC-dekstran, KBB
boyunca ila¢ gecirgenligini taramak i¢in mikroakiskan modellerde kullanilmis ve artan
molekiiler boyut ile gegirgenlikte bir azalma oldugu gosterilmistir (Jin vd., 2018;
Natarajan vd., 2017). KBB’nin FITC-dekstran gecirgenligi inflamasyon halinde degisim
gosterir (Megra vd., 2018; Natarajan vd., 2017). FITC-dekstranin KBB’yi ge¢me
mekanizmas1 hem transseliiler hem de paraseliiler yollar1 igerir. Transseliiler yol, FITC-
dekstranin endositoz ile alinip beyin parankimine salinmasini, paraseliiler yol ise endotel
hiicreleri arasindan geg¢mesini kapsar. Normalde TJ’ler bu hareketi engellerken,

inflamasyon bu baglantilarin bozulmasina yol acarak KBB’nin gegirgenligini artirabilir.
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Ozellikle TNF-o ve IL-1P gibi inflamatuar aracilar, siki1 baglantilarin agilmasina ve FITC-
dekstran gecisinin artmasina neden olabilir (Lu vd., 2023; Natarajan vd., 2017).
Noroinflamasyonun tetiklenmesi ile TNF-a, IL-6 ve IL-8’in konsantrasyonlarinin arttigi,
ROS {iretiminin yiikseldigi ve hiicrelerde kalsiyum iyonlarinin biriktigi bildirilmistir. Bu
stireglerin - MMP-9’un transkripsiyonunu ve ekspresyonunu artirarak KBB’nin

gegirgenligini ve doku hasarini artirabilecegi bildirilmistir (Du & Wang, 2020).

Bir calismada sesamoliin KBB’yi gegerek noroprotektif etkiler gosterdigi ve
sesamoliin KBB’yi etkili bir sekilde gecerek dogrudan beyin hiicrelerini koruyabildigini
ayn1 zamanda viicutta olusan diger bilesiklere gore beyin dokusunda ¢ok daha yiiksek

konsantrasyonlara ulastigi gosterilmistir (Y. Wang vd., 2023).

Prasad vd. (2013) yaptiklar1 tek tabakali in vitro KBB ¢alismasinda, SDE
maruziyetinin KBB endotel hiicrelerinde islev bozukluguna ve giiclii bir inflamatuar
yanitinin tetiklenmesine neden oldugu gosterilmistir. Bu durumun, TJ proteinlerinin
ifadesinde bir azalma meydana getirdigi bildirilmistir. Bu degisikliklerin, KBB’nin
biitiinligiinde bozulmalara ve inflamatuar siireglerin artmasina neden oldugu

bildirilmistir (Prasad vd., 2015).

Naik vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada 6zellikle nikotinin ve ROS’un nasil oksidatif
stresi artirabilecegini ve boylece ¢esitli hiicre ve dokularda, 6zellikle MSS ve KBB
tizerinde oksidatif hasara yol agabilecegini agiklamistir. Ayrica endotel hiicrelerin,
oksidatif strese kars1 6zellikle savunmasiz oldugunu ve bu durumun TJ komplekslerinin
ifadesinde degisikliklere yol acarak KBB’nin biitiinliigiinii ve fonksiyonunu bozacagi
belirtilmistir. Calisma sonucunda okludin proteinin membran ekspresyonu 6nemli dl¢iide

azaldigini belirtmistir (Naik vd., 2014).

Yapilan in vitro calismada ve 6nceki calismalar dogrultusunda, SDE’nin kisa
siireli maruz kalmasi halinde bile serebral endotel hiicrelerde KBB’nin biitiinligiinde
bozulmalar gézlemlenmistir. Bu bozulmalar, 6zellikle hiicreler aras1 gegisleri artirarak,
KBB’nin sizdirmazlik 6zelliginin zayiflamasina neden oldugu sonucuna varilmistir.
Calismadaki 6nemli noktalardan biri ise SDE konsantrasyonlarinin endotel hiicrelerinde

acik bir sekilde o6liime yol agmadigidir. Bu konsantrasyonlar hiicrelerin canliligini
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korurken, KBB’nin islevsellik diizeyinde belirgin degisikliklere neden oldugu
bildirilmistir (Bernard vd., 2019).

Biz de bu caligmalardan yola ¢ikarak ¢ift tabakali in vitro KBB modelinde SDE
ile olusturdugumuz inflamasyon ile Sesamoliin koruyucu etkisini inceledik. Yapilan
calisma sonucunda SDE verilen grupta en yiiksek deger elde edilmistir. Bu da SDE’nin
bariyere zarar vererek gecirgenligi 6nemli 6l¢iide artirdigini gosterir. Bu da galismamiz
amacimi karsilamaktadir. Sesamol ile inkiibe edilen grupta ise bariyeri koruyucu etki
gostermis ve gecirgenligi kontrol seviyesine yakin ¢ikmistir. Gegirgenligin azalmasi
bariyerin daha siki hale gelmis olmasin1 gosterir. Bu da bariyerin zarar gérmedigini
aksine daha koruyucu hale geldigini gosterir. Farkli bir deyisle de bariyerin molekiillerin
gecisini daha etkin bir sekilde engelledigi anlamina gelir. Kontrol grubuna goére
gecirgenligin azalmasi bariyer fonksiyonunun daha iyi calistigini gdstermektedir.
Sesamol+ SDE grubunda ise, SDE’nin bariyere verdigi zarar Sesamol tarafindan tam
olarak engelleyemedigini ancak azaltabildigi bulunmustur. KBB (kontrol) grubuna

kiyasla diger gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,0001).

Tripan mavisi ile boyama, hiicre zar1 biitiinliglinii degerlendirmek amaciyla
yaygin olarak kullanilan bir yéntemdir. In vitro KBB modelinde bu boyama ydntemi,
hiicre saglig1 ve bariyer fonksiyunu degerlendirme agisindan 6nemlidir. Tripan mavisi,
yalnizca zarar gormiis veya Olii hiicrelerin sitoplazmasindan gegebilen bir boyadir. Bu
nedenle, KBB modeline koruyucu olarak kullanilan sesamoliin etkilerini gorsel olarak
incelemek miimkiindiir. Kontrol KBB modelinde, 6lii hiicreler goziikkmez iken, SDE
uygulanan KBB modelinde %50 oraninda tripan mavisi ile boyanmis 6l hiicreler tespit
edilmistir. Ayrica SDE uygulanan KBB modeli ile sesamol+ SDE ile inkiibe edilen KBB
modelini karsilagtirdigimizda, koruyucu olarak uygulanan Ssesamoliin 6lii hiicrelerin

miktarini belirgin bir sekilde azalttigir gozlemlenmistir.

Geeth vd. (2015) tarafindan yapilan in vivo deneysel calismada, sesamoliin
farmokokinetik etkileri arastirilmis ve lipofilik yapisi nedeniyle KBB’den kolayca
gecebildigi tespit edilmistir (Geetha vd., 2015). Sesamoliin SwissADME gibi araglarla
incelenen farmakokinetik 6zellikleri, bu bilesigin tedavi amagh kullanimini destekleyen
iyi emilim ve dagilim 6zelliklerine sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle, Sesamoliin

KBB dahil olmak iizere biyolojik bariyerlere niifuz edebilme kapasitesi, onu

41



noroinflamatuar  bozukluklarin tedavisi i¢in umut verici bir aday olarak
konumlandirmaktadir (Javed vd., 2024; Xia vd., 2022). Sesamol 6nemli sinyal yollarini
inhibe etme, oksidatif stresin modiilasyonu ve uygun farmakokinetik profillere sahip
olma 6zellikleriyle 6ne ¢ikan, ¢ok yonlii ve etkili bir antiinflamatuar bilesiktir. Sesamol,
noroinflamasyonun azaltilmas1 ve KBB fonksiyonlariin korunmasi agisindan potansiyel

bir aday olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Yapmis oldugumuz calismada, SDE’nin KBB ge¢irgenligini arttirdigini ve

proinflamatuar sitokinler olan TNF-a, IL-8’1 arttirdigini gosterdik. Caligmada, Sesamoliin

de koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

MSS’nin gorevini gergeklestirebilmesi igin kontrollii bir mikro ortam gereklidir.
Bu ortam, kan ve beyin arasinda hiicrelerin, molekiillerin ve iyonlarin taginmasinin siki
bir sekilde diizenlenmesiyle saglanir. KBB’nin yapisal biitiinliigi ve fonksiyonu,
biyolojik mediyatorler olan sitokinler tarafindan korunmaktadir. KBB, MSS ile periferik
dolasim arasinda bir arayiiz olusturarak gerekli homeostazi saglar. Ancak sigara dumani,
endotelyal inflamatuar yanit1 tetikleyerek KBB’ye zarar verir. Bu hasar1 onarmak igin
KBB’yi gegebilecek terapotik hedefler tizerinde aragtirmalar yapilmaktadir. Son yillarda,
KBB’yi gecebilme 6zelligine sahip olan Sesamol, aragtirmalarin odak noktasi haline
gelmistir.  Sesamol, antiinflamatuar, antitimor, antioksidatif gibi birgok farkli
farmakolojik 6zellige sahiptir. Bu nedenle, calismamizda SDE ile inflamasyon modeli
olusturulmus ve sesamoliin antiinflamatuar etkisi incelenmistir. Elde ettigimiz bulgular,
SDE ile olusturulan inflamasyon modelinde sesamoliin, protein diizeyinde
antiinflamatuar bir etki etki gosterdigini ortaya koymustur. Sonuglarimiz, literatiirle
uyumlu olarak, sesamoliin inflamasyonun tetiklendigi modellerde antiinflamatuar etkiler
sergileyebilecegini dogrulamakta ve bu etki mekanizmasinin aydinlatilmast i¢in 6n veri

saglamaktadir. Gelecekteki arastirmalara bu baglamda 151k tutacaktir.
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