ASTROSIT HUCRELERINDE ALUMINYUMA BAGLI
OLUSTURULAN HASAR UZERINDE KURKUMIN VE
PIPERININ ETKISININ ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CURCUMIN AND
PIPERINE ON ALUMINUM- INDUCED DAMAGE IN THE
ASTROCYTES CELLS

SEBNEM ERFEN

DR. OGR. UYESI ESIN AKBAY CETIN

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansusti Egitim-Ogretim ve Sinav Y6netmeliginin
Biyoloji Anabilim Dali igin Ongdrdigii

YUKSEK LISANS TEZi olarak hazirlanmistir.



2022

Biricik Annecigime...



OZET

ASTROSIT HUCRELERINDE ALUMINYUMA BAGLI OLUSTURULAN
HASAR UZERINDE KURKUMIN VE PIPERININ ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Sebnem ERFEN

Yuksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Esin AKBAY CETIN

Haziran 2022, 113 sayfa

Tez calismasi kapsaminda, aliminyum ile reaktif hale getirilen primer kortikal
astrosit hlcreleri Uzerinde kurkumin ile piperinin terapoétik ve protektif etkileri ve
kurkumin ile piperinin birlikte kullanimi (sinerjik etki) ile kurkuminin
biyoyararlaniminin degisimi ve piperinin biyogugclendirici karakteri tartisiimistir.
Astrosit hucreleri primer olarak sigan yavrularindan elde edilmig ve in vitro model
bu hucreler ile olusturulmustur. Elde edilen primer hucreleri Uzerinde terapdtik
etkinin belirlenebilmesi i¢in; aliminyum uygulamasini takiben, kurkumin, piperin
ve sinerjik etki konsantrasyonlari uygulanmigtir. Protektif etkinin belirlenebilmesi
icin ise; kurkumin, piperin ve sinerjik etki konsantrasyonlarinin hucrelere

uygulanmasini takiben 24. saatte aliminyum uygulamasi gergeklestirilmistir.



Kurulan deney gruplari Uzerinde, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide analizi ile hiicre canhiligi, Akridin turuncusu/ Propidium iyodur
ikili boyama yontemi ile apoptotik ve nekrotik suregler incelenmistir. Apoptosiz
ayrica TUNEL boyama yontemi ile incelenmigtir. Protektif etki deney gruplarinda
elde edilen slUpernantlarda sitokin analizleri ile aliminyumun, kurkuminin,
piperinin ve kurkumin ile piperinin sinerjik etkilerinin astrosit hicrelerinden
salgilanan Interlékin 6 ve Transforme Edici Bliyume Fakt6ri- beta 1 sitokin
seviyelerini ne yonde degistirdigi arastiriimistir. Sonug olarak elde edilen veriler,
kurkumin ve piperinin astrosit hicrelerinde aliminyuma bagh olarak gelisen
hasar Uzerinde hlcre canhlik yizdelerinin hem protektif hem de terapétik etki
gruplarinda kontrole goére daha c¢ok oldugunu gostermistir. Ayni zamanda
kurkumin ile piperinin birlikte kullaniminin, kurkuminin biyoyararlanimini, yiksek
hicre canhligi, apoptotik ve nekrotik hlucre sayisinda azalma ve sitokin
miktarlarinda azalmaya neden olarak, destekler nitelikte oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen sonuglar piperinin kurkumin Uzerinde biyoguglendirici etkisinin
astrosit hicrelerinde de var oldugunu gostermistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
astrosit hticrelerinde aliminyuma bagli olarak gelisen hasarin molekuler duzeyde
de kurkumin ile piperinin sinerjik etkilesimleri dogrultusunda hangi yolaklari nasil
degistirdigi daha ileri galismalar ile ortaya konmasi bu alanda yapilacak diger

calismalara i1sik tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Primer Kortikal Astrosit, Aliminyum, Kurkumin, Piperin,
Sinerjik Etki



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CURCUMIN AND PIPERINE ON
ALUMINUM- INDUCED DAMAGE IN THE ASTROCYTES CELLS

Sebnem ERFEN

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Esin AKBAY GETIN

June 2022, 113 pages

Within the scope of the thesis, the therapeutic and protective effects of curcumin
and piperine on primary cortical astrocyte cells reactive with aluminum, and the
change in bioavailability of curcumin and the bioenhancing characteristic of
piperine with the use of curcumin and piperine together (synergistic effect) were
investigated. Astrocyte cells were obtained primarily from rat pups and an in vitro
model was created with these cells. To determine the therapeutic effect on the
obtained primary astrocytes cells; afterwards aluminum applied, concentrations
of curcumin, piperine and synergistic effect were tested. In order to find the
protective effect; aluminum application was carried out at the 24th hour following
the application of curcumin, piperine and synergistic effect concentrations to the

cells. Cell viability was analyzed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
v



tetrazolium bromide analysis, and apoptotic/ necrotic processes were
investigated by Acridine orange/ Propidium iodide dual staining method on the
established experimental groups. Apoptosis was also investigated by TUNEL
staining method. With cytokine analyzes in the supernants obtained from the
protective effect experimental groups, it was investigated how the synergistic
effects of aluminum, curcumin, piperine, and curcumin with piperine changed the
levels of Interleukin 6 and Transforming Growth Factor-beta 1 cytokine secreted
from astrocyte cells. As a result, the obtained data showed that the cell viability
percentages of curcumin and piperine on aluminum-induced damage in astrocyte
cells were higher in both the protective and therapeutic effect groups compared
to the control. At the same time, the use of curcumin and piperine together
increases the bioavailability of curcumin by causing high cell viability, a decrease
in the number of apoptotic and necrotic cells, and a decrease in the amount of
cytokines. The results showed that piperine has a bioenhancing effect on
curcumin in astrocyte cells as well. Based on these results, further studies will
shed light on other studies to be conducted in this field, as further studies will
reveal how the damage due to aluminum in astrocyte cells changes at the

molecular level in line with the synergistic interactions of curcumin and piperine.

Keywords: Primary Cortical Astrocyte, Aluminium, Curcumin, Piperine,

Synergistic Effect
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1. GIRIS

Aluminyum (Al), yerylzinde dogal olarak karsilasilabilen ve yer kabugunda en
fazla bulunan tglncu elementtir [1]. Cesitli doga olaylari ile fiziksel ve kimyasal
bozunmalara ugramaktadir. Bunun sonucunda dogal sureclerdeki dongulere
katilarak su, toprak ve bu kaynaklardan elde edilen urinlerin kontaminasyonuna
sebep olmaktadir [2]. Al fizikokimyasal 6zellikleri sebebi ile endustride siklikla
islenerek kullaniimaktadir. Bunun sonucunda da vyiyecek ve iceceklerin
kontaminasyonuna sebep oldugu bilinmektedir. Bebek mamalari da dahil olmak
uzere pek ¢ok yiyecek ve icecekte, gesitli kisisel bakim-kozmetik Grtnlerinde ve
farmasétik ajanlarda karsimiza ¢ikmaktadir [3]. Al'un insan vicuduna alinimi
genel olarak sindirim, solunum sistemleri ve deri yoluyla gergeklesmektedir [1,4].
Bunun yani sira aliminyumun gesitli elementlerle bilesik olusturma potansiyeline
sahip olmasi, viucutta gesitli dokularda emilim kapasitesinin artmasina neden
olmaktadir [2].

Alun birikim gosterdigi dokularin basinda merkezi sinir sistemi (MSS)
gelmektedir. Etkilerinin belirlenebilmesi icin glinimuzde pek ¢ok in vivo ve in vitro
arastirmanin yapildigi gorulmektedir. Alun MSS Uzerindeki ndrotoksik etkileri;
kan beyin bariyeri (KBB) gegirgenlik degisimleri, enflamasyonel yanitlar, oksidatif
stres ve basta tau ve amiloid beta (AB) proteinleri olmak Uzere cesitli
ndrodejeneratif hastaliklarda gézlemlenen proteinlerin birikimi seklinde gelisen
sekonder etkilerdir [1,5-7]. Beyinde en fazla birikim gorilen alanlar; frontal

korteks, hipokampus ve korpus striatumdur [1,4]

MSS birbirleriyle yakin iliskili, farkli gérevler Ustlenen gesitli hlicrelerden meydana

gelmektedir. MSS hicrelerinden biri olan astrositler, memelilerde en yaygin

hicre populasyonunu olusturmaktadir [8]. Belirgin morfolojik ve islevsel

Ozelliklere sahip olan bu hucreler MSS’nde birgok biyolojik sirecte rol almaktadir.

Ozellikle ndronal cevrenin saglanmasi ve korunmasinda énemli roller Gistienmesi

sebebi ile, nérodejeneratif sureglerin arastiriimasi ve anlasilabilmesinde énem
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kazanmaktadir. Yapilan in vitro galismalarda genellikle primer olarak izole edilen

hacrelerin kullanildigi gorualmektedir.

Norodejeneratif hasarlarin tedavi yaklagsimlarinda tercih edilen terapotik
ajanlarin, Ozellikle antienflamatuvar ve antioksidan 6zellikleri tagimalari sebebi
ile tedaviyi olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir [3,4,9,10]. Son yillarda yapilan
noroterapotik ajan galismalarinda bitkilerden elde edilen etken maddeler on plana
citkmigtir. Yapilan galismalarla zerdegalin etken maddesi olan kurkumin de bu
alanda 6nemi anlasilan UrUnlerden biri haline gelmigtir. Kurkumin (1,7-bis(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione), Curcuma longa
bitkisinden elde edilen, baharat ve renklendirici olarak kullanilan lipofilik, polifenol
karakterli bir maddedir [11]. Ozellikle antioksidan, antienflamatuar, antiapoptotik,
noroprotektif ve terapotik etkileri siklikla literattrde tartisiimis, ayrica Al kaynakl
farkh doku hasarlarinda da koruyucu etkileri ortaya konmustur [12]. Suda az
¢6zUnlUr yapida olmasi ve vicutta hizli bir sekilde bozunmasi kurkuminin
biyoyararlanimini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle biyoyararlanimi arttirmak igin
cesitli ajanlar ile birlikte kullanimlari literatirde gorulmektedir [9,11,13]. Yapilan
calismalarda kurkuminin 6zellikle “piperin” ile birlikte kullaniimasinin
biyoyararlanim acisindan daha iyi sonuglar verdigi bildirilmistir [9,14,15].
Literaturde “biyoguglendirici” olarak anilan piperin ((2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-
5-yl)-1-piperidin-1-ylpenta-2,4-dien-1-one); Piper nigrum ve Piper longum
turlerinin igermis oldugu bir alkaloittir. Literaturde piperin ile yapilan ¢alismalarda,
bu alkoloidin antienflamatuar, analjezik, antibakteriyal, antioksidan, antikanser,

antiviral ve noroprotektif 6zellikleri tanimlanmigtir [16,17].

Yuratulen tez calismasi kapsaminda si¢an kortikal astrosit hicreleri primer olarak
izole edilmis ve Al ile muamele edilmigtir. Literatirde Al ile olusturulmus astrosit
hasari Uzerindeki protektif ve terapétik etkinligi ile ilgili yeterli bilgi bulunmayan
piperinin etkinligi tartisiimistir. Ayni zamanda piperinin kurkumin ile birlikte
kullanilarak, kurkuminin biyoyararlanimi arttirict 6zelligi incelenmigtir. Al ile
olusturulan astrosit hiicre hasari lzerinde kurkumin ve piperinin ayri ayri
etkinlikleri ile iki maddenin sinerjik olarak etkinliginin tartigiimasi tezin 6zgiin
degerini olusturmaktadir. Elde edilen veriler dogrultusunda ilk kez piperinin farkli

dozlarda etkinligi Al kaynakl astrosit hlicre hasarinda incelenmistir. Kurkumin ile
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piperinin Al kaynakh astrosit hasarinda; hucre canhligi, apoptotik ve nekrotik
hicre sayisi acisindan terapdtik karakterleri ortaya konarken, protektif
karakterleri agisinda sitokin analizleri de yapilmigtir. Piperinin  kurkumini
destekleyecek sekilde biyogugclendirici olarak kullaniminin ndrodejeneratif
hastaliklarda tercih edilebilecek protektif ve terapdtik bir ajan oldugunu

gOstermigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Merkezi Sinir Sistemi Fizyolojisi

Sinir sistemi; parankimal doku hicreleri olan néronlar ve ndéronlara destek
saglayan yardimci hiucreler olan noroglia hucrelerinden olusan, embriyonik olarak
ektodermden koken alan bir sistemdir. Cevresel uyartilara gore bilgi akigi
saglama ve almis oldugu bilgiye gore yanit olusturmak en temel gorevlerinden
biridir. Cevreden gelen uyarilari alan ve merkezden aldigi yanitlari hedef
bdlgelere ileten sinir sistemi kismina “gevresel sinir sistemi” adi verilmektedir.
Ayni sekilde ¢evreden aldigi uyarilara uygun sekilde yanitlar olusturan ve diger
sistemlerle birlikte vicut aktivasyonunun kontrolini saglayan kismina ise

“‘merkezi sinir sistemi” (MSS) adi veriimektedir [18] .

MSS birbirinden farkh gérevlere sahip pek ¢ok hlicreden meydana gelmektedir.
Noronlari destekleyen ve iglevlerini yerine getirebilmesinde destek olan hicreler;
astrositler, oligodendrositler, mikroglialar, perisitler, mikrovaskuiler endotel
hicreleri ve ependim hicreleridir. En fazla bulunan hiicre grubunu ise “astrositler”
olusturmaktadir [19-21]. Astrositler MSS’nin diger htcreleri ile kurmus oldugu
yakin bagdlantilar sayesinde noéronlara yapisal, trofik ve kimyasal destek
saglamaktadirlar [22]. Mikroglialar MSS’nin immun htcreleri olarak bilinmektedir
[18]. Perisitler kan akigsinin kontrolinin saglanmasinda endotel hucrelerine
destek saglamaktadirlar [23]. Oligodendrositler néronlara yapisal destek ve
yalitim saglayan miyelin kilifin olusturulmasindan sorumlu olan hicrelerdir [24].
Ependim htcreleri ise beyin omurilik sivisi olusumuna katki saglayan silli

noroepitel hucreleridir [25].

Uygun néronal gevrenin saglanmasi ve korunmasi MSS islevlerinin dogru bir
sekilde yerine getiriimesinde oldukca dnemlidir. Noronal gevrenin korunmasinda
en onemli goreve sahip olan kan beyin bariyeri (KBB); mikrovaskuiler endotel
hlcreleri, astrositler ve perisitlerin birbirleri ile yakin iligkileri sonucu olusan bir
yapidir. KBB’nin en énemli gérevi MSS’de madde giris ve gikislarinin oldukga
siki bir sekilde denetlenmesini saglamaktir[26]. Ozellikle norodejeneratif



sureclerde KBB’nin etkilenerek néronal ¢evrenin homeostazisinin bozuldugu ve

noronlarin patojenlere karsi acgik bir hale geldigi bilinmektedir.

Astrositler, noronal gevrenin homeostazisinde 6nemli bir role sahiptirler ve KBB’
de noronlar ile kurdugu yakin iligkiler sayesinde bir yandan madde girig
cikislarinin denetlenmesine katki saglarken, diger yandan noronlarda meydana
gelen biyolojik islevlerin gergeklestiriimesi ve duzenlenmesinde onemli roller
ustlenmektedirler. Yapisal olarak barindirdigi pek ¢ok uzanti ile KBB ve néronlar
arasinda ags! bir yapi olugsturarak mekanik destek saglamaktadirlar [20].
Noronlarin aksine uyarilabilme potansiyeli tasimamalarina ragmen sinaptik
aktivitenin olusumu ve devamililiginin saglanmasinda noronlara destek
saglarlar[19]. Noronlarin sinaps yaptigi bolgelerde gorev almasi ile birlikte olugan
yapiya “U¢li sinaptik model” adi verilmistir [27]. Ayni zamanda bu sUregte
astrositlerden salinan gliotransmitter maddeler, MSS islevselligi i¢cin dnemli bir
yere sahip olan glutamin- glutamat déngusini saglanmaktadir. Yapisinda
bulundurdugu Kir4.1 ve Aquaporin-4 kanallari ile birlikte K* iyonlarinin ve su
dengesinin saglanmasindan sorumludur [28,29]. MSS’nde gercgeklesen patolojik
kosullarda c¢ogalarak iglevselligini yitirmis olan noronlarin yerlerini doldurarak

hem mekanik hem kimyasal destek gorevini Ustlenirler [30].

2.1.1.1. Astrositlerin Yapisi ve Ozellikleri

Astrositler beyin ve omurilikte bulunan, hucre gévdesinden uzanan cikintilara
sahip yildiz sekilli glial hucrelerdir. Adini yildiz seklinde olmasindan almaktadir;
yunanca kokenli olan “astron” yildiz; “kitos” kelimesi ise hicre anlamina
gelmektedir. Yapisinda bulunan c¢ikintilara “u¢ ayak” ya da “filopod” adi
verilmektedir [20]. Camillo Golgi tarafindan 1871 yilinda gimug kromat boyama
teknigi ile astrositlerin morfolojileri gorsellestirilmistir [31]. Yapilan bu ¢aligmalar
ile glial hticrelerinin beyinde bir yapistirici gibi davrandidi fikri 6ne strtlmustar.

Astrositler MSS’nin  farkli bdlgelerinde bulunmakta olup, MSS iglevinin
dizenlemesi ve homeostazisinin saglanmasinda pek ¢ok anahtar rol
oynamaktadir. KBB’ne destek saglamasi ile fiziksel bariyer; 6zel enzim sistemleri
ile metabolik bariyer ve tagiyici proteinlerin ekspresyonunu saglamasi ile tagima

bariyeri gorevini Ustlenirler [32]. MSS’ne madde giris ¢ikislarinin siki bir sekilde



kontrolini saglayan ve ndronlar icin saglkli bir mikrogevre saglanmasinda
gorevli olan KBB’nin olusumunda endotel hlcreleriyle ve ndéronlarla u¢ ayak
yapilari aracihdiyla baglanti kurarak MSS’de yapi iskelesi gorevi Ustlenirler [32].
Sahip olduklari Kir4.1 potasyum ve Aquaporin-4 protein kanallari ile iyon ve su

dengesinin kontroliind de saglamaktadirlar [33].

MSS’de; parankimal ve mikrovaskiler endotel hicreleri ile perisitler ve
astrositlerin olusturmus oldugu KBB’ni de kapsayan birim “nérovaskuler Unite”
seklinde tanimlanmaktadir (Sekil 2.1). Astrositlerin bu Unite i¢erisindeki gorevi;
MSS duzenlenmesi ve beyin mikrovaskuiler endotel hlcrelerinde ifade edilen
hicre igi adezyon molekuli-1 ve vaskuler hiicre adezyon molekili-1’in astrosit
hicrelerinden salgilanan kemokin ve sitokinler yoluyla kontrol edilmesidir [34]. Bu
yol ile astrositlerin MSS’ne I0kosit infiltrasyonunu da etkileyebildigi hakkinda

goragler ileri strdlmektedir [19].
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Sekil 2.1. Norovaskuiler unite elemanlari ve astrosit hucrelerinin  Unitedeki

konumlari [35]

Kompleks yapilari sayesinde noronlar arasinda dallanmalar gostererek noronlara

trofik, yapisal ve metabolik destek saglarlar. Noéronlarla kurmus oldugu bu



badlantilarla, iyon dengesinin saglanmasi, CO2 konsantrasyonunun
modulasyonu, htcre disi pHIn kontrolinin saglanmasi gibi énemli roller
ustlenirler. Elektriksel olarak uyarilmayan hucreler olmalarina ragmen noronlar
tarafindan salgilanan norotransmitterlere olduk¢ca duyarli hucrelerdir [36].
Sinaptik aktivitenin algilanarak, yanit verilmesini saglayan c¢ok cesitli
ndrotransmitter tasiyicilari ve reseptorlerini ifade etmektedirler. Postsinaptik ve
presinaptik baglantilarin oldugu bdlgelerde astrositlerin kurmus oldugu Gglu

sinaps yapisi ile birlikte noronlarin sinyal aligverigsine yardimci olurlar (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Astrositler ile noéronlar arasindaki Ugli sinaptik baglantilarda

astrositlerin su, potasyum ve glutamat homeostazisinin saglanmasi [37].

Astrositler ayni zamanda noérogenezde, hicre gogu ve farklilagsmasinda,
sinaptogenez ve sinaptik plastisite icin gerekli olan blyime ve ndrotrofik
faktorlerin salinimindan sorumludur [38-40]. Norotrofik faktorler, néronlar ve
astrositlerce salgilanan; buyume, farklilasma, hayatta kalma ve sinaptik

plastisitenin saglanmasi gibi Gnemli gorevleri yerine getiren molekullerdir [8].



Astrositler kolesterol, apolipoprotein E (apo E) ve 6zel yag asitlerinin seviyelerini
duzenleyerek, lipit metabolizmasinda onemli bir rol oynamaktadirlar. Apo E
beyinde kolesterol ve fosfolipit tasiyicisi olarak igslev goérmektedir. Apo E’nin
yanhs duzenlenmesi, lipit regulasyonunda bozulmaya ve AR birikimine neden
olmaktadir. Alzheimer hastaliginin temel patolojik bulgusu olan A birikimi ile ilgili
yapilan hayvan modellerinde, AB birikiminin ilk édnce mikrovaskiler endotel
hdcrelerinin  ¢evresinde goéruldugu ve buyuk noéronal kayiplardan Once
mikrovaskuler endotel hicrelerinde ve astrositlerde sitotoksik etki gosterdigi
bildirilmistir [41].

Astrositler nérodejeneratif stireglerde de etkin bir sekilde rol oynamaktadir. MSS
igin oldukca énemli olan, interlokin-1 beta (IL-1B), Timér Nekrozis Faktér alfa
(TNF-a), interlokin- 6 (IL-6), Interlékin- 10 (IL-10) ve transforme edici biiylime
faktori-beta (TGF-B1) sitokinlerinin  dlizenlenmesinden  sorumludurlar.
Noérodejeneratif slreclerde astrositlerin aktivasyonu ve proliferasyonu ile birlikte
IL-18, TNF-a, TGF-B1, IL-6 gibi sitokinlerin miktarinda artma; bazi sitokinlerin (IL-

10) seviyesinde ise azalma goruldugu gosterilmistir [42,43].

2.2. Aliminyum

Aliuminyum, yer kabugunda en fazla bulunan Uguncu elementtir ve yer
kabugunun yaklasik olarak %#8’ini olusturmaktadir [1]. Cesitli doga olaylari nedeni
ile yer kabugundaki kayaclarda meydana gelen fiziksel ve kimyasal bozunmalar
sonucunda, kayaglarda bulunan Al, su ve toprak kontaminasyonuna sebep
olmaktadir. Ayni zamanda bu kaynaklardan elde edilen yan UrUnlerin de
kontaminasyonuna sebep olmaktadir [2]. Al'un kolay islenebilmesi ve maliyetinin
dusuk olmasi gibi fizikokimyasal 6zellikleri sebebi ile endUstride siklikla islenerek
kullaniimasi, yiyecek ve igceceklerin kontaminasyonunda bir diger sebeptir [2].
Ayni zamanda bebek mamalari da dahil olmak Gzere pek ¢ok yiyecek ve icecekte,
cesitli kisisel bakim-kozmetik Urlnlerinde ve farmasotik ajanlarda karsimiza
ctkmaktadirlar[3]. Al'un insan vicuduna alinimi genel olarak sindirim ve solunum
sistemi ile olmakla birlikte, ayni zamanda deri yoluyla da gergeklesmektedir.
Sindirim sistemi ve deri yoluyla vicuda aliminda hizli bir sekilde dolagim

sistemine katilan Al'un ¢ok buyuk bir cogunlugu bdbrekler araciligi ile vicuttan



uzaklastirimaktadir. Kan dolasimina katillan Al ise; kan plazmasinda demir
tasinimina hizmet eden bir glikoprotein olan transferrine bagdlanarak dokulara
tasinir. Al'un bu o6zelliklerinden dolayr maruziyetine en duyarli kigilerin bobrek
fonksiyonlari zayiflamis bireyler, bir yasinin altindaki bebekler ve yasgllar oldugu
g6zlenmigtir [44]. Bunun yani sira Al'un cesitli elementlerle bilesik olusturma
potansiyeline sahip olmasi, vucutta cesitli dokularda emilim ve birikim
kapasitesinin artmasina neden olmaktadir [2]. Al'un birikim gosterdigi dokularin
basinda MSS gelmektedir.

2.2.1. Aliminyumun Merkezi Sinir Sistemi Uzerindeki Etkileri

Alun MSS’ne girisi, KBB’nden tasiyici protein aracilikli bir tagima yolu olan
transferrin aracilikli  endositoz yolu ile gergeklesmektedir. MSS’nde Al
maruziyetinin ve birikiminin iliskilendirildigi nérodejeneratif hastaliklar; Alzheimer
hastaligi (AD; Alzheimer’'s Disease), Parkinson hastaligi (PH), ensefalopati,
epilepsi, Amyotrofik lateral skleroz ve demans olarak siralanabilir [45]. Al'un MSS
uzerindeki norotoksik etkileri; KBB gecirgenlik degisimleri, enflamasyonel
yanitlar, oksidatif stres ve basta tau ve AP proteinleri olmak Uzere cesitli
ndrodejeneratif hastaliklarda gézlemlenen proteinlerin birikimi ve bu etkilere bagh
olarak gelisen sekonder etkilerdir [1,5,6]. Alun MSS’nde gdstermis oldugu bu
ciddi etkilerin sebebi ise diger organlarla karsilastirildiginda Al'un beyinden gok
daha yavas uzaklastirilabilmesi ve Al'un MSS’nde pek c¢ok biyolojik reaksiyonu
etkileyerek MSS (zerinde olumsuz etkilere sebep olmasidir[46-50]. Etkilemis
oldugu biyolojik reaksiyonlar, aksonal tasinim ve sinaptik iletim, nérotransmitter
sentezi, proteinlerin fosforilasyonu ve defosforilasyonu, proteinlerin yikimi, gesitli
kanal proteinlerinin aktivasyonlarindaki degdisimler, enerji metabolizmasindaki
bozulmalar, enflamatuvar yanitlar gibi MSS igin hayati olan fonksiyonlar da dahil
olmak Gzere 200’den fazla biyolojik reaksiyonu icermektedir[46-50]. Al*3, negatif
yuklu olan ligandlar igin proton vericisi olarak davranarak DNA ve RNA’nin negatif
yuklu fosfat gruplarina baglanir ve beyin fonksiyonlari icin gerekli olan genlerin
ifadelerini etkiler. Ayni zamanda ATP gibi hucre i¢in enerji saglayan bilesiklerin
fosfat gruplarina baglanarak enerji metabolizmasini da etkilemektedir. Frontal
korteks, hipokampus ve korpus striatum beyinde Al birikiminin en fazla géruldugu

alanlardir [1,4]. Etkilemis oldugu bu bdlgelerden dolayl Al'un, uzamsal hafiza



eksikligi, duygusal sureglerin etkilenmesi ile 6drenme ve hafiza ile ilgili

fonksiyonlari dogrudan etkiledigi sdylenebilir [47—-49].

2.1.2. Aliiminyumun Astrosit Hiicreleri Uzerindeki Etkileri

Yapilan ¢alismalarda Al maruziyeti sonucu MSS’nde fizyolojik sUreglerin isleyisini
bozarak cesitli hastaliklara sebep oldugu gosterilmistir[51]. Astrositlerin bu
sureglerin devamlihdginin ve uygun noéronal gevrenin saglanip korunmasinda
oldukca etkin bir sekilde rol aldigi bilinmektedir. Bu nedenle Al maruziyetinin
astrositler Uzerindeki etkilerinin arastiriilmasi ve nérodejeneratif sirecglerde bu

hlcrelerin gorevlerinin tartisiimasi 6nemli bir konu haline gelmistir.

Al'un baskin formu Al*3 formudur. Al'un bu formu vicutta reaktif oksijen tirleri
(ROT) olugsumuna sebep olan Fe*3 molekiilleri ile yer degistirmektedir. Bu 6zelligi

ile Al'un astrositler Gzerinde ROT gibi davrandigi distnulmektedir [52].

Alun astrositler Uzerindeki etkilerinden bir digeri, enerji metabolizmasinda
meydana getirdigi iglev bozukluklaridir. Enerji metabolizmasinin bozulmasi ise
elektron transfer sisteminin agsagi dogru regulasyonu ile karakterize edildigi gibi,
trikarboksilik asit dongusu aktivitesinin onemli bir belirteci olan nikotinamid adenin
dindkleotid-izositrat dehidrogenazin asagi dogru regulasyonu yoluyla da ATP
uretiminin azalmasina sebep oldugu gosterilmigstir [53]. Aliminyuma bagl bu tur
mitokondriyal iglev bozukluklarinin bir sonucu olarak astrositlerin dendrosit
uzantilarinda eksprese edilen aktin iskeletinin yeterli bir sekilde polimerize
edilemedigi ve bu sebeple Al'a maruz kalmis olan astrositlerin daha kuresel bir
hal aldigi bildirilmistir [54,55]. Ayni zamanda aluminyum kaynakli mitokondriyal
enzimlerin iglevlerinin bozulmasi ile birlikte, yag asitlerinin B-oksidasyonunda

azalma ve lipit Uretiminde artma gozlendigi bildirilmigtir [S6].

Al ayni zamanda lipit cift tabakasini bozarak etki gostermektedir. Buradaki
etkisini, fosfolipitlerin oksijence zengin olan hidrofilik kisimlarina baglanarak
gOstermektedir. Bunun sonucu olarak hicre iginde kalan hidrofobik kisimlar
ROT’ne maruz kalir. Bunun sonucunda AD ve PD patolojilerinin gézlemlendigi
bildirilmistir [57].
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2.1.3. MSS Patolojilerinde in vitro Model Yaklagimlari

1907 yilinda Ross Harrison tarafindan sinir liflerinin kkenini anlamak amaciyla
yapilan g¢alismalarda MSS hasarlarinin incelenmesi igin ilk kez in vitro hucre
kaltarG modeli gelistirilmistir. Bu ¢alismalar in vitro ortam igerisinde fizyolojik

kosullarin taklit edilmesi ile biyolojik streglerin temsil edilmesini amaglamistir.

Calisilan hucrelerin diz bir ylzeye tutunarak gogalmasi temeline dayanan hicre
kiltir iki boyutlu hicre kultirG olarak adlandirimaktadir. Iki boyutlu hicre
kaltarlerinin avantaji disuk maliyetli olmalari ve kultar kogullarinin nispeten kolay

olmasidir.

Hucre kdltaru calismalarinda biyolojik sureclerin temsil edilmesinde genellikle
sinirsiz bolunebilme yetenegine sahip olan “hlcre hatlan” kullaniimaktadir. Hucre
hatlarinin en blylk avantaji herhangi bir genotipik ve fenotipik degisime
ugramadan sinirsiz bir sekilde ¢ogalabilmeleridir. Tercih edilen bagka bir kultar
yontemi de primer izolasyon ile elde edilmis hucrelerdir. Bu hucreler istenilen
dokunun mekanik ve enzimatik olarak yikimini iceren bir dizi islemin ardindan
elde edilebilmektedir. Primer kulturan arastirmacilara sagladigi avantaj, istenilen
her ¢esit dokudan uygun islemler ile hucrelerin izole edilebilmesidir. Bu kultar
yontemi ile saf bir sekilde istenilen hicrenin izole edilebilmesindeki yasanan
zorluk ve hucrelerin dGmdarlerinin sinirli olmasi ise aragtirmacilarin dntndeki en
buyuk engeldir. Primer hucrelerin belirli pasaj araliklarinda kullanilabilmesinin
sebebi hicrelerin proliferasyon stirecinde gecirmis oldugu genotipik ve fenotipik
farkhlasmalardir. Bu sebeple primer hacreler belirli pasaj araliklarinda

kullanilabilmektedirler.

Tez calismasi kapsaminda izolasyonu laboratuvarimizda optimize edilmis olan
primer sican kortikal astrosit hiicreleri kullaniimistir. izole edilen astrosit hiicreleri
deneylerde kullanilmak Uzere uygun sayilya ulagabilmesi igin cogaltiimistir.
Hucrelerin ¢gogdaltilmasi surecinde bir kismi -80 °C’de dondurularak saklanmistir.

Deneylerde pasaj iki ile dokuz arasindaki hucreler kullaniimistir.
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2.3. Kurkumin

Kurkumin, rizom govde metamorfozuna sahip Curcuma longa (Familya:
Zingiberaceae) bitkisinden elde edilen, yaygin olarak gida endustrisinde
kullanilan zerdecgalin baslica kurkuminoid igeriklerinden biridir [11]. Ayni
zamanda geleneksel tipta ¢esitli kronik hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir.
Yapilan calismalarda antienflamatuar, antikarsinojenik, antimikrobiyal,
antioksidan, antiamiloid, noéroprotektif ve serebral dolasimi duzenleyici,
antiapoptotik, immuinmodyulator, yara iyilestirici, antidiyabetik, ndroprotektif, metal
selatlayici etkileri ortaya konulmustur [11,58—-61]. Ayrica kullaniminin guvenli,
dusuk maliyetli ve kolay ulasilabilir olmasi terapétik ajan olarak tercih edilmesi
konusunda olduk¢a umut vadetmektedir. Literaturde ozellikle kanserli hlcre
hatlari Uzerinde oldukga yodun calismalar yapilmis olup, noéroprotektif ve
noroterapotik etkilerinin de incelendigi gértlmuastir. Ayrica AD, PH, Huntington,
Multiple Skleroz ve prion hastaliklarinda noéroterapétik etkisi galismalarla
gOsterilmigtir [9,62—65].

Kurkuminin hidrofobik karakterli olmasi nedeniyle vicut sivilarindaki ¢ézunarligua
oldukga dusuktur ve vucutta hizli bir sekilde bozunmaya ugramaktadir. Bu 6zelligi
terapotik ajan olarak kullaniminin kargisindaki en buyuk engeldir. Kurkuminin
cesitli sekillerde biyolojik yonden desteklenerek kullaniimasi hem bu engeli
kaldirmakta hem de kurkuminin biyoyararlanimini arttirmaktadir. Yapilan
calismalarda kurkuminin Ozellikle “piperin” ile birlikte kullanilmasinin

biyoyararlanim agisindan daha iyi sonuglar verdigi bildiriimistir [9,15,62].

2.3.1. Kurkuminin Kimyasal Yapisi

Zerdecgal, yaklasik olarak %60-70 oraninda kurkumin, %Z20-27 oraninda
demetoksikurkumin ve %10-15 oraninda bisdemetoksikurkumin olarak u¢ temel
aktif kurkuminoid bilesene sahiptir (Sekil 2.3). Kurkuminoid bilesenlerin kimyasal
yapisindaki modifikasyonel degisimler ve igerdigi farkli fonksiyonel gruplar
nedeniyle kurkuminin fizikokimyasal ve biyoaktif olarak etkinliginin daha iyi
oldugu gosterilmigtir [11].
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Sekil 2.3. Zerdecalin aktif kurkuminoid formlari

Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure and
Applied Chemistry: IUPAC) adlandirma sistemine goére; 1,7-bis (4-hydroxy-3-
methoxy phenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione olarak adlandirilan  kurkumin
molekull, yapisal olarak yedi karbonlu baglayici bir zincir ve bu zincire bagli olan
uc ana fonksiyonel gruptan olusmaktadir. Bu fonksiyonel gruplar; diketon maotifi,
yedi karbonlu baglayici zincir ve zincire bagh olarak bulunan fenol halkalaridir
(Sekil 2.4). Yapilan arastirmalarda fonksiyonel gruplarin, farkl biyolojik gorevler
ustlenen aktif bolgeler olduklari bildirilmistir. Yedi karbonlu baglayici zincir
kurkuminin hidrofobik 6zelligini saglarken; antioksidan ve antikanser kapasitesi
aromatik fenol halkalari ile iliskilendiriimektedir (Sekil 2.5). Diketon motifi ise

metaller ile baglanti sagladigi gosterilmistir [66].

Kurkumin molekult farkh tautomerik formlarda bulunabilmektedir. Yapisinda
bulunan aromatik fenol halkalari, birbirine gére orto konumundaki metoksi ve
hidroksi gruplari ile islevsellestirilebilir. Aromatik fenol halkalari, iki a, B-doymamig
karbonil grubu iceren yedi karbonlu bir baglayici ile birbirine baglanir. Ortaya
¢ikan bu yapi ile birlikte bir B-diketon ve enol ile keto formu olmak Uzere farkli

tautomerik formlar olusur [67].
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Sekil 2.4. Kurkuminin iki yaygin formu olan enol ve keto formlari. A; Diketon
motifi, B; Yedi karbonlu a, - doyamamis B- diketon baglayicisi, C; O- metoksi-
fenolik grup, D; Fenol halkasi
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Sekil 2.5. Kurkuminin keto formu. A; Metal baglayici bélge, B; Hidrofobik bdlge,
C; Antikanser aktivitesi, D; Antioksidan Etkisi

2.3.2. Kurkuminin Merkezi Sinir Sistemindeki Etkileri

MSS’de akson ve néron kaybi ile sonuglanan kosullar sonucunda nérodejeneratif
hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir. Proteinlerin hatali katlanmasi sonucu olusan

agregatlar nérodejeneratif hastaliklarin en blylk sebeplerinden biridir. Kurkumin,
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son yillarda yapilan c¢alismalarda noérodejeneratif hastaliklarin tedavisi ve
Oonlenmesi konusunda 6zellikle glglu bir antioksidan ve antienflamatuar olmasi
sebebiyle dikkat cekmektedir. Norogenez aktivitesini arttirarak, sinaptogenezi
destekledigi bildirilmistir [58].

Norodejeneratif siireglerde potansiyel risk olusturdugu bilinen AlI**, Mn?*, Fe3*,
Cu?*, Pb?*, Hg?*, As®* ve Zn?*iyonlarina baglanarak bilesik olusturma kapasitesi
ile metal selasyonuna katki saglar [68]. Ayni zamanda metallerle bag kurabilme
kapasitesi nedeniyle AB ve tau gibi nérodejeneratif sureglerde etkin olan protein
agregatlarinin da selasyonuna katki sagladigi bilinmektedir. Bakir ve mangan gibi

bazi iyonlar ile kurmus oldugu baglar ise antioksidan etki géstermektedir [69].

Yuan ve ark. tarafindan yapilan g¢alismada kurkuminin, KBB’nde madde girig
cikiglarindan sorumlu olan siki baglanti protein ifadelerini arttirarak KBB

dizenlenmesine katki sagladidi belirtiimigstir [70].

2.3.2.1. Metal Selatlama ve Anti-Amiloid Etkileri

Kurkuminin noérodejeneratif surecglerde umut vadedici O6zelliklerinden biri
antiamiloid etkisidir. Kimyasal yapisindaki -diketon grubu, metaller ile iliski
kurmasini saglayan kisimdir [69]. Kurkumin- metal kompleksinin kurulmasi hem
kurkuminin  biyostabilitesini arttinrr  hem de metal iyonlarinin biyolojik
reaktivitelerini etkileyerek metallerin toksik etkilerini azaltir [71]. Bu bilgiler
dogrultusunda kurkuminin 6zellikle AD patolojilerinde gozlemlenen AR ve tau
proteinlerinin birikiminde etkili olarak, norodejenerasyon surecinde rol oynadigi
gosterilmigtir [72—77]. Bunun yaninda, PH patolojilerinde goérilen a-sinluklein,
huntington hastaligi patolojilerinde gortlen Huntingtin ve prion hastaliklarinda

prion proteinlerine baglanarak toksik etkilerin azaltilmasinda da etkindir [11,73].

2.3.2.2. Antioksidan Etkileri

MSS, diger fizyolojik sistemlere kiyasla oksidatif strese karsi daha duyarlidir. Bu
durum MSS'’nin ylksek metabolik hizinin bir sonucu olarak daha fazla oksijene
ihtiyag duymasi, daha disuk antioksidan ve membran fosfolipitleri ile ¢oklu
doymamis yag asitlerinin azhgi ile agiklanabilir [78]. Bu faktorler ise enflamasyon,
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mitokondriyal disfonksiyon ve ROT ile peroksinitrit seviyelerinin artmasiyla
sonuglanmaktadir. MSS’de gérllen yanlis katlanmis protein agregasyonlarinin
da kronik oksidatif stresi indukledigi bildirilmigtir [79].

Kurkumin, oksidatif olan superoksit anyonlarinin ve hidroksil radikallerinin
seviyesinin dusmesini saglayarak, glutatyon, superoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon S- transferaz aktivasyonlarinin diizenlenmesi ile birlikte
beyin antioksidan enzim sistemlerinin stabilizasyonunu saglamaktadir [80,81].
Ayni zamanda bu etkileri ile hucreleri lipit peroksidasyonu, DNA hasari, protein

oksidasyonu ile protein karbonilasyonundan korudugu da bildirilmigstir [82].

2.3.2.3. Antienflamatuar Etkileri

Kurkuminin MSS Uzerindeki nérodejeneratif sureglerde bir diger dnemli etkisi
antienflamatuar kapasitesidir. Bu etkisini gesitli sitokin, kemokin, bunlarla iligkili
olan sinyal yolaklarinin modillasyonu, enflamatuar transkripsiyon faktorleri,
enflamatuvar enzimleri ve proteazlarinin modulasyonu ile saglamaktadir [61,83].
Enflamatik sdrecglerde siklikla goérulen IL-6, TNF-a ve IL-1B gibi cesitli
proenflamatuar sitokinlerin dizeyini azaltirlar [84]. Biswas ve ark. tarafindan
yapilan g¢alismada, kurkuminin néroenflamatuvar bir protein olan nukleer faktér
kappa-B (NF-kB) proteininin dizeyini azaltarak guglu bir antioksidan 6zelligi
gosterdigi bildirilmistir [85]. Ayni zamanda kurkuminin, proenflamatuar yollari
engelleyebildigi bilinen peroksizom proliferatér aktive edici reseptér gama
(PPARYy) agonisti oldugu bildirilmistir [86].

2.4 Piperin

Piperin, Piper nigrum ve Piper longum (Familya: Piperaceae) turlerinden elde
edilen, yayginlikla gida endustrisinde kullanilan karabiberin baslica etken
maddelerinden biridir. Ayni zamanda Cin ve Hint geleneksel tibbinda genis bir
kullanim alanina sahiptir. Alkaloid kdkenli olmasi nedeniyle karabiberin keskin
tadini saglamaktadir [16]. Yapilan c¢alismalarda antienflamatuar, antikanser,
antiviral,  antiamiloid, antidepresan, antiapoptotik, = immunomodulator,
noroprotektif gibi Gnemli etkilerinin yani sira “biyoguglendirici” karakterli bir bilegik

oldugu gosterilmistir [16,17,87].
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2.4.1. Piperinin Kimyasal Yapisi

Piperaceae turlerinin icermis oldugu piperin miktari degisken olmakla birlikte
iceriginin yaklasik %4-9 oraninda oldugu bilinmektedir [88]. Bu oranlarin iklim,
kurutma kosullari 1siga maruz kalma suresi ve yogunlugu gibi fiziksel faktorlerden
etkilenebilecegi bildirilmigtir [89]. Karabiberin dort izomerik formu bulunmaktadir;
piperin, izopiperin, chavisin, izochavisin (Sekil 2.6). Ancak bu izomerik formlarin
farmokokinetik olarak aktif igerikler olmadigi gosterilmistir. Isiga maruz kalma
yogunlugu ve zamani arttikgca, bu farkl izomerik formlarin izomerizasyonunun
arttigi bildirilmistir [17].
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Sekil 2.6. Karabiberin izomerik formlari

IUPAC adlandirma sistemine gore; (2E, 4E)-5-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-yl)1-
(piperidin-1-yl) penta-2,4-dien-1-one olarak adlandirilan piperin molekulu,
kimyasal olarak u¢ ana fonksiyonel birimden olusmaktadir. Bu ana fonksiyonel
birimler; amid islevi géren a, - doymamis karbonil motifi, piperonal ¢ekirdek
olarak da adlandirilan 1,3-benzodioksol grubu ve tim fonksiyonel gruplari

birbirine baglayan butadien zincirinden olusmaktadir [16,90].
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2.4.3. Biyogugclendirici Etkileri

Bir maddenin biyoguglendirici karakterli olmasi, birlikte kullanildigi biyolojik
ajanlarin suda ¢o6zunurligunu, doku icerisindeki dagiim ve emilimini arttirmaya
yonelik iglevselligi ile ilgilidir. Ayni zamanda biyolojik ajanlarinin daha az
miktarlarda kullanilmasina olanak saglayarak, biyolojik ajanlarin toksik etkilerini
azaltabilirler [91].

Piperinin ilk kez biyolojik olarak biyogugclendirici karakterdeki davranisi 1929
yilinda Bose tarafindan gosterilmigtir. Bose, Adhatoda vasica’nin Piper longum
ile birlikte kullaniminin, astim tedavisindeki etkilerini arttirdigini belirtmistir [91].
Artan calismalarla birlikte piperinin ksenobiyotik ajanlarla birlikte kullaniminin

biyoyararlanimi arttirdigina yonelik birgok kanit elde edilmigtir [89].

Literatirde kurkumin ile piperinin sinerjik olarak kullaniimasinin, kurkuminin
biyoyararlanimini arttirdigina dair kanitlar bulunmaktadir. Ancak Al ile muamele
edilmis astrosit hucreleri Uzerinde kurkumin-piperin etkilegimi ile ilgili herhangi bir

calisma bulunamamistir.

Bu bilgiler 1s1ginda yapilan tez ¢calismasi kapsaminda primer olarak izole
edilen astrosit hlicrelerinde kurkumin ve piperinin Al hasarina kargi protektif ve
terapotik etkileri, kurkumin ile piperinin birlikte kullaniminin, kurkuminin
biyoyararlanimini arttinp arttirmadigi  ve piperinin biyoguglendirici etkileri

tartisiimistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolimde tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen deneysel asamalar ile ilgili
bilgilere yer verilmigtir. Calismada oncelikle primer kortikal astrosit hlicrelerinden
once fibroblast hucreleri Gzerinde aliminyumun etkisi ve bu etki Uzerinde
koruyucu ve terapotik etkileri tartisilan kurkumin ve piperinin  uygun
konsantrasyonlarin saptanmistir. Koruyucu (protektif) etkinin tartisilabilmesi igin
kurkumin ve piperin ile 24 saat sure ile muamele edilmis olan astrosit hiicrelerine
AICIs ve terapétik etkinin tartisilabilmesi icin 24 saat sure ile AICI3 ile muamele
edilmis olan astrosit hucrelerine kurkumin ve piperin uygulamalari yapiimigtir.
Ayni zamanda literatirde “biyoguclendirici” olarak anilmakta olan piperinin Al
hasarinda astrositler Uzerinde kurkuminin biyoyararlanimini  destekleyip
desteklemedigi tartisiimistir. Primer kortikal astrosit hucrelerinde Al maruziyeti
terapotik etki bakimindan; hicre canlihdi, apoptoz ve nekroz belirlenmesi ve
protektif etki bakimindan bu analizlere ek olarak IL- 6 ve TGF-f sitokin analizleri

cercevesinde degerlendirilmigtir (Sekil 3.1.).

Astrosit hiicrelerinin 96 Terapétik etki: AICI; uygulamasi Terapétik  etki: kurkumin, Analizlerin uygulanmasi
kuyucuklu kiltir kaplarina piperin, sinerji gruplarinin
i i Protektif etki: kurkumin, piperin,
ekilmesi uygulanmasi
sinerji gruplarinin uygulanmasi

Protektif etki: AIClz uygulamasi

{ '

[ (- =

=3 =41 = |
=1 = =]

E 24 saat X 24 saat X 24 seat

Sekil 3.1. Deney akis semasi



3.1. Kimyasal Maddeler

Tez calismasi kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler: Metilen mavisi (CAS
Number: 28983-56-4, SigmaAldrich, Almanya), Fosfat tampon ¢ézeltisi
(Phosphate Buffered Saline: PBS) (P4417- 50TAB, SigmaAldrich, Almanya),
Penisilin/ Streptomisin (P/S) (CAS Number: 3810-74-0 SigmaAldrich, Almanya),
Kollajenaz (Cat Number: CI-28 Biochrom AG, Almanya), Fetal Sigir Serumu
(FBS) (Cat Number S1810- 500, Biowest ABD), Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/ Nutrient Mixture F-12 (DMEM- F12) (Cat Number:L0092-500,
Biowest,ABD), Poly-D-Lizin (PDL) (Cat Number: A3890401, Thermo Fisher
Scientific, ABD), %0.25 Tripsin-EDTA (CAS Number: 9002-07-7,SigmaAldrich,
Almanya), Dimetil stilfoksit (DMSQO) (CAS Number: D2650, SigmaAldrich,
Almanya), Anti-GFAP antikoru (sc- 33673, Santa-cruz, ABD), Triton-X-100 (CAS
Number: 9002-93-1i SigmaAldrich, Almanya), Goat Anti-Mouse IgG Teksas Red
(IgG-TR, sc-2781, Santa Cruz, ABD), 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (CAS
Number: D9564, SigmaAldrich, Almanya), AICIz (CAS Number: 7446-70-0),
Kurkumin (CAS Number: 458-37-7, SigmaAldrich, Almanya), Piperin (CAS
Number: 94-62-2, Across Organics, ABD), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (CAS Number: 298-93-1, SigmaAldrich,
Almanya), izopropil alkol (CAS Number: 109634, Merck Milipore), Akridin orange
(AO) (CAS Number: 65-61-2, SigmaAldrich, Almanya), Propidyum iyoddr (PI)
(CAS Number: 25535-16-4, SigmaAldrich, Almanya), metanol (CAS Number:
67561, Merck Milipore), paraformaldehit (CAS Number: 30525-89-4, Merck
Milipore), tripan mavisi (Cat Number: L 6323, Biochrom AG, Almanya).

3.2. Deney Hayvanlari
3.2.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi ve Cerrahi islemler

Tez calismasl kapsaminda uygulanan tim cerrahi prosedurler, Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu'nun aldigi 2020/10-04 sayili karart ile

gerceklestirilmistir. ilgili etik kurul karari EK-1’de sunulmustur.

Etik kurul karar ile Rattus norvegicus turi Wistar albino irkina ait dort adet
sicanin (U¢ adet disi, bir adet erkek) ¢iftlesmesinden elde edilen, dokuz adet

neonatal ¢ gunlik yavru ¢alisma kapsaminda kullaniimigtir.



Ciftlestirme kafesi bir erkek ve Ug¢ disi sicandan olusturulmus ve bir hafta sure ile
takip edilmistir. Gebelik zamaninin tayini igin vajinal plak ve vajinal yayma
preparatl ile sperm takibi yapilmistir. Vajinal yayma preparati, surinti
orneklerinin  metilen mavisi ile boyanmasinin ardindan mikroskop ile
incelenmigtir. Vajinal plagin ilk goérildigd ve yayma preparatta spermin ilk
g6zlemlendigi gin gebeligin 0. gund olarak kabul edilmistir. Gebe si¢anlarin
gunluk olarak takip ve bakimlari saglanmis olup, ad-libitum olarak beslenmeleri

saglanmistir.

3.2.2. Primer Astrosit Hiicrelerinin izolasyonu igin Gerekli Soliisyonlarin

Hazirlanmasi
3.2.2.1. Transfer Solisyonunun Hazirlanmasi

Primer kortikal astrosit izolasyonunun ilk basamagi olan beyin dokusunun
izolasyonundan hucre kultiri asamasina kadar gecgen sureglerde beyin
dokusunun muhafaza edildigi ve islemlerin yapildigi transfer solisyonu olarak %4

P/S iceren PBS hazirlanmigtir.

3.2.2.2. Tripsin ve Kollejenaz Enzimlerinin Hazirlanmasi

Enzimatik reaksiyonun saglanabilmesi icin tripsin ve kollejenaz enzimleri

kullaniimigtir.

e 10X tripsin stok solusyonu, 1:10 oraninda PBS ile seyreltilmigtir.
e Kollejenaz, konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde PBS iginde

¢ozdurllmustar.

Hazirlanan enzim solusyonlari kontaminasyon riskinin en aza indirilebilmesi
amaciyla 0.22 uM filtre (ISOLAB, LB.IS.094.07.001) ile suzulmusgtar.

3.2.2.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Primer kortikal astrosit hucre izolasyonunu takiben ilk kullanilacak olan besiyeri,
antibiyotik icerigi yiksek olan besi ortamidir (%10 FBS ve %2 P/S iceren DMEM-



F12). ilk besiyeri degisimi ile sonrasinda hiicrelerin takip edilmesi igin %10 FBS
ve %1 P/S iceren DMEM- F12 besiyeri kullaniimistir.

3.2.3. Petrilerin Poly-D-Lizin ile Kaplanmasi

izole edilen primer kortikal astrosit hiicrelerinin hiicre kiiltiirii kaplarina tutunmasi
ve morfolojik sekillerini alabilmesini kolaylastirabilmek igin kultir kaplarinin
yuzeyleri hucre disi matriksi olan Poly-D-Lizin (PDL) solUsyonu ile kaplanmistir.

PDL stok solusyonu, steril su i¢erisinde; 1 ml/ 50 uyg olacak sekilde hazirlanmigtir.

PDL solusyonu kaplama yapilmak istenilen kultir kaplarina, yuzeyi tamamen
ortecek miktarda eklenerek bir saat sure ile ¢alisma kabini igerisinde inkube
edilmistir. Inkiibasyon siresinin ardindan PDL soliisyonu, kaplama yapilan
yuzeylerden dikkatlice toplanmigstir. Yuzey U¢ kez distile su ile iyice yikanmistir.
Distile su aspire edildikten sonra kaplama yapilan kultur kaplarinin agizlari agik
olacak sekilde, calisma kabini iceresinde yaklasik iki saat sure ile birakilarak
kurumasi saglanmistir. Kurumasi tamamlanan kultar kaplari hicre ekimi igin

hazir hale gelmistir.

3.3. Kanisik Glial Kiiltiir izolasyonu ve Kiiltiirasyonu
3.3.1. Primer Karigik Glial Hiicre izolasyonu

Izolasyondan énce kullanilacak olan tiim malzemeler steril edilmistir. Deneylerin

yurutulecegi laboratuvar temizlenerek ultraviyole 1s1g1 ile bir saat steril edilmigtir.

Neonatal U¢ gunlik sigan yavrularinin steril kosullarda dekapitasyonu
saglanmistir. Beyin dokusu, dekapitasyonu takiben kafatasi i¢inden dikkatlice
cikariimistir. izole edilen beyinler, yiiksek oranda antibiyotik iceren soguk (0°C)
transfer sollisyonu igine alinmigtir. Ardindan dokular temiz transfer soltisyonu
iceren petriye aktarilarak, diseksiyon mikroskobu altinda serebellum, striatum ve
oksipital lob bolgeleri uzaklastiriimistir. Elde edilen korteks dokulari menenj
tabakasindan arindirilarak transfer solisyonu igeren bagka bir petriye
aktarilmigtir. Dokularin steril bisturi kullanilarak mekanik olarak pargalanmalari
saglanmistir (Sekil 3.2.). Klguk pargalara ayrilan dokular, icinde 5 ml transfer
solusyonu bulunan 15 ml'lik tuplere aktariimistir. Birkag dakika dokularin dibe



¢okmesi beklenmistir. Dibe ¢oken dokularin Gzerinde bulunan transfer sollisyonu
dikkatlice uzaklastiriimistir. Enzimatik reaksiyon igcin daha 6nceden 37°C’ye
isitiimis olan 1X Tripsin ve kollejenaz solUsyonlarinin her birinden 250’ser pL
olacak sekilde tuplere eklenmistir. Elde edilen doku-enzim suspansiyonu transfer
solUsyonu ile 5 ml'ye tamamlanmistir. TUplerin agizlar parafilmlenerek 37°C’de
ve %5 CO2-%95 O2'de standart kdltir kosullarini saglayan etlivde enzimatik
reaksiyon gercgeklestiriimigtir. Boylelikle hucrelerin arasini dolduran ve doku
batinligund saglayan ekstraseluler matriks elemanlarinin  pargalanmasi
saglanmistir.  inkiibasyonun ardindan dokular 1200 RPM'de 5 dakika siire
santrifij edilmistir. Santrifij sonunda sUpernatant uzaklastirilarak dokularin
uzerine 5 ml %10 FBS ve %2 P/S iceren DMEM- F12 besiyeri eklenmistir. 10
ml'lik cam pipet ile pipetaj yapilarak dokularin mekanik olarak pargalanmasi
saglanmistir. Ardindan 1ml’lik cam pipet ile pipetaj yapilarak tim dokularin
parcalanmasi ve hicrelerin  homojenizasyonu saglanmistir. Doku-besiyeri
homojenati 40 uM por boyutuna sahip olan filtreden (Lot Number: 3151582, BD
Falcon, ABD) gecirilmis ve PDL kaplama yapilmis olan kiltir kaplarina ekimi

saglanmistir. ilk besiyeri degisimi, ekimden sonraki 2. giinde yapilmistir.



Sekil 3.2. Primer Astrosit izolasyon Asamalari. A; 3 ginliik neonatal sigan
yavrulari, B; dekapitasyonu takiben beyin dokusunun izolasyonu, C; Korteks
disindaki alanlarindan ve menenj tabakasindan arindirilmis korteks dokusu, D;

beyin dokusunun mekanik olarak kuiguk parcalara ayriimasi

3.3.2. Primer Astrosit Hiicrelerinin Kiiltiirasyonu ve Zenginlestirme islemi

Hucreler %80-90 yogunluga ulastiktan sonra kultirde astrosit hicreleri diginda
bulunabilecek  diger  hucrelerin  (oligodendrositler  ve  mikroglialar)
uzaklastirilabilmesini saglamak amaciyla “astrosit hiicresi zenginlestirme islemi”

asagidaki protokole gore uygulanmigstir (Sekil 3.3.).



1. Kaltdr kaplarinin agizlar parafilmlenmistir.

2. Kiltiir kaplari masaisti calkalayiciya (isoLab, Mikroplak Calkalayici)
sabitlenerek 180 RPM’de 30 dakika sure ile tutulmustur.

3. 30 dakikanin tamamlanmasinin ardindan kultlir kaplari ¢alisma kabini

icine alinarak besiyeri degisimi saglanmistir.

4. Flasklarin agizlan parafiimlenerek masaustiu galkayicida 240 RPM’'de 6

saat sure tutulmustur.

5. Surenin dolmasinin ardindan kultlr kaplari ¢calisma kabini i¢ine alinarak

bir dakika boyunca yatay hareketlerle hizlica ¢alkalanmistir.
6. Besiyeri uzaklastirilarak kultar kaplarinin PBS ile yikanmasi saglanmistir.

7. Hucrelerin bulundugu yuzeylerden kaldirilabilmesi icin kultir kaplarina
%0.25 tripsin-EDTA solusyonu eklenerek bes dakika sure ile etivde inklibasyonu

saglanmistir.

8. inkiibasyon siiresinin sonunda enzim inaktivasyonu FBS igeren besiyeri

ortami ile saglanarak 180 G’'de 5 dakika sure ile santriflij edilmistir.
9. Santrifij sonunda elde edilen supernatant uzaklastiriimistir.

10. Doku peleti 5 ml besiyeri ile suspanse edilerek kaplama yapiimamis kultur

kaplarina ekimi saglanmistir.

Tum bu iglemlerden sonra deneylerin tasarlanmasina kadar olan suregte
hdcrelerin her iki gunde bir besiyeri degisimi saglanmistir. Hucreler %80-90
yogunluga ulastiginda, bir kismi pasajlanmis; bir kismi ise dondurularak

saklanmisgtir.



Sekil 3.3. izolasyon sonrasi ekimi saglanan hiicre kiiltiir kaplarinin galkalayici

uzerinde tutularak “astrosit zenginlestirme igleminin” gerceklestiriimesi.

3.3.3. Hucrelerin Pasajlanmasi

Primer kortikal astrosit hlicreleri ylzeylere yapisarak yagsam dongulerini saglayan
hdcrelerdir. Bu nedenle pasajlama ve dondurma iglemlerinin yapilabilmesi igin
oncelikle yapisik olarak bulunduklari yuzeylerden ve hucrelerin kendileri
aralarinda yapmig olduklari baglarin ayrilmasi gerekmektedir. Bu iglem enzimatik

reaksiyon ile saglanmistir.

Hucreler %80-85 yogunluga ulastiklarinda bulunduklari besiyeri ortami aspire
edilmistir. Hlcrelerin Gzerine bir miktar PBS eklenerek ortamda yikama iglemi
saglanmistir. PBS solUsyonu aspire edilerek hticrelerin Gzerine yeterli miktarda
%0.25 tripsin- EDTA solusyonu eklenmigtir. 5 dakika sure ile hucrelerin etuvde
inkiibasyonu saglanmistir. inkiibasyon siresinin sonunda hiicrelerin bulunduklari
yuzeyden ayrilip ayriimadigi mikroskopta (Olympus IX70 Inverted Mikroskop,
Japonya) kontrol edilmistir. Hlcreler sispanse hale geldikten sonra enzimin
inaktivasyonunun saglanabilmesi i¢cin %10 FBS iceren besiyeri ortami hlicre
suspansiyonu Uzerine eklenerek 15 ml’lik tlplere toplanmistir. Tupler, 800
RPM’de santriflij edilerek hicrelerin pelet olusturmasi saglanmistir. Santrifljlin

ardindan olugan supernatant uzaklastirilarak taze besiyeri ile hicreler stispanse



edilmistir. Taze besiyeri ile slUspanse edilen hicrelerin yogunluguna uygun

sekilde yeni kultur kaplarina ekimi saglanmistir.

3.3.4. Hucrelerin Dondurularak Saklanmasi ve Cozdurilmesi

Uygun yogunluga ulasan htcrelerin dondurularak saklanabilmesi igin 3.3.2." de
anlatilan hicrelerin kultlr kabi yizeyinden kaldiriimasi ve santriflij sonrasi hiicre
peleti eldesi basamaklari uygulanmigtir. Hucre peleti literatirde en sik
kullaniimakta olan %5 DMSO - %95 FBS oranina sahip hlcre dondurma vasati
ile sispanse edilerek, kriyotipe aktariimistir. Olusturulan kriyotlpler kademeli
dondurma kabi i¢ine konularak, -80 °C’de saklanmistir. Bir glin sonra sivi azot (-

196°C) tankina alinarak deneylerde kullanilana kadar saklanmigtir.

3.4. Primer Astrosit Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Primer olarak izole edilmis olan kortikal astrosit hlicrelerinin karakterizasyonu igin
Glial fibriler asidik proteinini (GFAP) hedefleyen Anti-GFAP antikoru kullanilarak
immunositokimyasal boyama yapilmigtir. GFAP; ara filament proteinlerinin tip 3
alt sinifina ait bir ara filamenttir. Spesifik olarak astrositlerde eksprese
edilmektedir. Karakterizasyon icin pasaj ikideki hucrelerin Uzerinden besiyeri
toplanarak PBS ile yikama yapilmistir. Hlcrelerin fiksasyonu, -20°C sogukluktaki
metanol ile 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkibe edilmesi ile saglanmistir.
Metanol ortamdan havada kurutularak uzaklastirildiktan sonra 3 kez 5’er dakika
PBS ile yikama yapilmistir. Ardindan %0.1 Triton-X-100 3 dakika sure ile
hicrelere uygulanarak hicre membranlarinin permeabilitesi arttiriimigtir. Triton-
X-100 ortamdan uzaklastirlarak 3 kez PBS ile yikama yapilmistir.
Immiinoglobilin G (IgG)'nin spesifik baglantilarini engelleyebiimek amaciyla
hicreler, 30 dakika sure ile %10 engelleyici/ sinirlandirici serum ile inkibe
edilmistir. inkiilbasyon sonunda serum ortamdan uzaklastirilarak 3 kez 5’er
dakika PBS ile yikama yapilmigtir. Primer antikor, 1:200 oraninda hucrelerin
yuzeyini kaplayacak oranda ortama konularak gece boyu +4°C’de karanhk
ortamda hucreler ile inkUbasyonu saglanmistir. Bir sonraki gun primer antikor
ortamdan uzaklastirilarak, 3 kez 5er dakika PBS ile yikanmistir. Sekonder

antikor; Goat Anti- Mouse IgG Teksas Red olarak belirlenmis ve 1:100 oraninda



hazirlanmistir. Yikama islemleri sonrasinda, sekonder antikor bir saat boyunca
karanlik ortamda ve oda sicakhginda uygulanmistir. inkiilbasyon sonunda,
sekonder antikor ortamdan uzaklastirilarak 3 kez 5er dakika sure ile PBS
yilkamasi yapilmigtir. Hucre c¢ekirdeklerinin  boyanmasi DAPI kullanilarak
yapiimigtir. Bu iglemler tamamlandiktan sonra hucrelerin goruntulenmeleri

inverted mikroskopta gerceklestirilmigtir.

3.5. Kimyasallarin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan kimyasal solusyonlar, deneylerden hemen Once taze bir
sekilde hazirlanarak kullaniimigtir. Tum kimyasal sollUsyonlar, kontaminasyon
riskini en aza indirebilmek icin hazirlandiktan sonra 0,22 uM filtreden suzulerek

deneylerde kullaniimigtir.

3.5.1. AICI3 Stok ve Uygulama Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

AICIs toz halde bulunan ve oda sicakhdinda saklanabilen bir maddedir.

Deneylerde kullaniimak Uzere asagida tarif edilen sekilde hazirlanmistir:

0,02 g AICIs hassas tartida tartilarak 10 ml steril distile su igcinde vortekslenerek
¢cOzdUrdlmustar. Stok c¢ozeltinin konsantrasyonu 15.000 uM olacak sekilde
hazirlanmistir. Deneylerde kullanilan konsantrasyonlar hazirlanan stok
¢cozeltiden %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM- F12 besiyeri ortaminda

seyreltilerek elde edilmistir.

3.5.2. Kurkumin Stok ve Uygulama Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Kurkumin toz halde, sari ile turuncu arasinda bir pigmente sahip bir maddedir.
Saklama kosullari -20°C’dir. Deneylerde kullaniimak Uzere asagida tarif edilen

sekilde hazirlanmigtir:

0.001 g kurkumin hassas tartida tartildiktan sonra DMSO iginde vortekslenerek
¢Ozduralmustar. Son hacim %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM-F12 besiyeri
ortami ile 2 ml'ye tamamlanmistir. Stok ¢ozeltinin konsantrasyonu; 1357.30

pM'dar. Deneylerde kullanilacak olan konsantrasyonlar hazirlanan stok



¢cOzeltiden besiyeri ortami ile seyreltilerek elde edilmistir. Deneylerde kullanilan

konsantrasyonlar igin DMSO orani 1:1000’den daha dusuktir.

3.5.3. Piperin Stok ve Uygulama Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Piperin toz halde bulunan bir madde olup oda sicakhginda saklanabilmektedir.

Deneylerde kullaniimak Gzere asagida tarif edilen sekilde hazirlanmistir:

0,1 g piperin hassas tartida tartildiktan sonra 3 ml alkol i¢inde vortekslenerek
¢ozduralmustar. Hazirlanan stok ¢ozeltinin konsantrasyonu 117.000 uM’ddar.
Deneylerde kullanilacak olan konsantrasyonlar, hazirlanan stok ¢ozeltiden %10
FBS ve %1 P/S iceren DMEM- F12 besiyeri ortami ile seyreltilerek elde edilmistir.
Deneylerde kullanilan konsantrasyonlar icin alkol orani 1:1000’den daha

duisiktr.

3.6. Deney Gruplarinda Kullanilacak Olan Konsantrasyonlarin Tayini

Deney gruplarinin kurulmasinda kullanilacak olan konsantrasyonlarin tayin
edilebilmesi icin literatirden elde edilen verilere gére belirlenen konsantrasyon
araliklari, L929 fare fibroblastik hicre hatti (ATCC) Uzerinde uygulanmistir. Bu
basamakta L929 hucre hattinin kullanilmasinin nedeni; primer hicre kulturindn
kisith sayida bolunebilme yetenegine sahip olmasi nedeniyle sinirl sayida
kullanima olanak tanimasidir. Bir diger neden ise primer hlcre izolasyonu ve
kiltare edilmesinde karsilasilan zorluklardir. Bu sebeple primer hiicre izolasyonu
icin hayvan kullaniminin en aza indiriimesi amaclanmis ve sinirsiz bolunme
yetenedine sahip olan L929 hicre hatti kullaniimistir. L929 hicre hatti ve primer
astrositler i¢in kullanilan besiyeri igerigi; %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM-
F12'dir.

Hucre canliiginin belirlenebilmesi igin kullanilan yontem; kolorimetrik bir yontem
olan MTT analiz yéntemidir. MTT yogun sari renkli formazan bir tuzdur.
Hucrelerin ¢codalmasi sirasinda artan mitokondriyal dehidrogenaz enzimi MTT'yi
suda ¢ozinmeyen formazan kristallerine donusturmektedir. Olusan bu kristal
yapllar, polar ¢ozuculerde ¢ozunerek hucrelerde uUretilmekte olan mitokondriyal

dehidrogenaz enzimi miktarina gore pembe-mor renklerde bir ¢oOzelti



olusturmaktadir. Olusan renk spektrofotometrik olarak analiz edilerek hicre
canhligi tayin edilmektedir. Guvenilir, hizli ve tekrarlanabilir bir ydntem olmasi

nedeniyle arastirmacilar tarafindan siklikla tercih edilmektedir.

Hucre canhligr kurkumin ve piperin i¢in 24, 48 ve 72. saatlerde L929 hlcre hatt
Uzerinde MTT analizi yapilarak olgllmustir. Al igin hicre canlilidi ise 24. saatte
L929 ve primer astrosit hucreleri Uzerinde MTT analizi yapilarak belirlenmistir
(L929 hiicre hattinda tespit edilen IC50 degeri primer astrosit hiicrelerinde etkisiz
kalmigtir. Bu nedenle primer astrosit hiicrelerinde tekrardan Al'un IC50 degeri

tespit edilmisgtir.)

Belirlenen konsantrasyonlarin uygulanmasini takiben, 96 kuyucuklu kaltar kaplari
icerisindeki besiyeri toplanarak hucrelerin Uzerine %10 MTT-DMEM sollsyonu
iceren serumsuz besiyeri eklenerek dort saat boyunca 37°C’de ve %5 CO2-%95
O2'de kosullarinda inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan MTT sollisyonu
uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 uL isopropanol alkol eklenerek reaksiyon
durdurulmus ve olusan formazan kristallerinin ¢ézunur hale gelerek renkli bir
sollisyon olusturmasi saglanmistir.  Orneklerin 570 nm’de ELISA okuyucu
(uQuantTM, BiotekW Instruments Inc, USA) cihazinda absorbans degerleri
okunmustur. % hicre canlilik orani, kontrol grubu (L929 hicre hatti Gzerinde
herhangi bir konsantrasyon denemesi yapilmayan grup) degerleriyle

kiyaslanarak belirlenmistir.

3.6.1. Aliminyum Konsantrasyonlarinin Tayin Edilmesi

Al icin belirlenmig olan 200, 400, 800, 1000, 2000, 4000, 8000 ve 10000 pM
konsantrasyonlarinin uygulanabilmesi i¢in, L929 huicre i¢in 96 kuyucuklu kaltir
kaplarina her bir kuyucuk 1x10* hiicre ve astrosit hiicreleri i¢in her bir kuyucuk
5x10° hiicre igerecek sekilde ekilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra
kuyucuklardaki besiyeri toplanmistir. Her bir kuyucuga 100’er uL olacak sekilde,
besiyeri icinde hazirlanan konsantrasyonlar uygulanmigtir. Konsantrasyonlarin
uygulanmasinin ardindan hucreler 24 saat boyunca 37°C’de ve %5 CO2-%95
O2'de standart kiiltiir kosullarini saglayan etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon

suresi sonunda MTT analizi ile hucre canliidi belirlenmigtir.



MTT analizi sonucunda elde edilen veriler, istatistiksel bir yazilim olan GraphPad
Prism version 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) kullanilarak

yart maksimum inhibitor konsantrasyon (IC50) degeri hesaplanmigtir.

3.6.2. Kurkumin Konsantrasyonlarinin Tayin Edilmesi

Kurkumin icin belirlenmig olan 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarin
uygulanabilmesi icin, L929 hucre hatti 96 kuyucuklu kultir kaplarina her bir
kuyucuk 1x10% hiicre icerecek sekilde ekilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra
kuyucuklardaki besiyeri toplanmistir. Her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde,
besiyeri icinde hazirlanan konsantrasyonlar uygulanmistir. Konsantrasyonlarin
uygulanmasinin ardindan hadcreler uygun surelerde 37°C’de ve %5 CO2-%95
O2'de etlvde standart kaltur kogullarini saglayan inkibe edilmigtir. 24, 48 ve 72.

saatlerin sonunda MTT analizi ile hicre canhligi belirlenmistir.

3.6.3. Piperin Konsantrasyonlarinin Tayin Edilmesi

Piperin i¢in belirlenmis olan 1, 2,5, 5, 10, 25 ve 50 yuM konsantrasyonlarin
uygulanabilmesi igin, L929 hucre hatti 96 kuyucuklu kultur kaplarina her bir
kuyucuk 1x10% hiicre icerecek sekilde ekilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra
kuyucuklardaki besiyeri toplanmigtir. Her bir kuyucuga 100’er pL olacak sekilde,
besiyeri icinde hazirlanan konsantrasyonlar uygulanmistir. Konsantrasyonlarin
uygulanmasinin ardindan hucreler uygun surelerde 37°C’de ve %5 CO2-%95
O2'de standart kultar kogullarini saglayan etivde inkube edilmigtir. 24, 48 ve 72.

saatlerin sonunda MTT analizi ile hiicre canhligi belirlenmigtir.

3.6.4. Sinerjik Etki Konsantrasyonlarinin Tayin Edilmesi

L929 hucre hatti Uzerinde kurkumin igin 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM ve piperin igin
1, 2,5, 5, 10, 25 ve 50 yM konsantrasyonlarinin tamaminin birbiri arasindaki
etkilesimleri incelenmistir. Kurkumin ile piperinin birbiri ile etkilesiminin
incelenebilmesi igin “dama tahtasi sinerji testi” uygulanmistir. Dama tahtasi
sinerji testine gore; tUm konsantrasyonlar 96 kuyucuklu hicre kaltur kaplarina

hiacre ekimini takiben hiucre kultir kabinin solundan sagina dogru kurkuminin



artan dozlari; yukaridan asagi dogru ise piperinin artan dozlari uygulanarak tim
konsantrasyonlarin birbiri ile etkilesime gegmesi saglanmistir (Sekil 3.4.). Sinerjik
etkinin belirlenebilmesi igin kurkumin ve piperin uygulamasindan 24 saat sonra

MTT analizi ile hacre canhligi belirlenmistir.

A 4

Kurkumin

uLadig

Sekil 3.4. Dama tahtasi sinerji testi. Kurkumin ve piperin konsantrasyonlari igin

ok yoniunde artan sekilde uygulama yapilmistir.

3.7. Deney Gruplarinin Kurulmasi

Deneyler boyunca pasaj iki ile dokuz arasindaki hucreler kullaniimistir. Tez
calismasi kapsaminda primer kortikal astrosit hucrelerinde piperin, kurkumin ve
piperin ile kurkuminin sinerjik etki dozlarinin Al hasarina karsi protektif ve
terapdtik etkileri tartisilmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda kurulan deney gruplari

Cizelge 3.1.de 6zetlenmistir.



Cizelge 3.1. Primer kortikal astrosit hiicreleri ile kurulan in vitro deney gruplarinin

Ozeti
Deney Yapilan Uygulamalar Zaman Cizelgesi
Adi 24. saat 48. saat
Grup 1 Kontrol Grubu Besiyeri degisimi Besiyeri degisimi
Grup 2 Negatif kontrol AICl3 -
Grup 3 1 M Kurkumin + AICl3 1 M Kurkumin AICl3
Grup 4 5 uM Kurkumin + AIClIs 5 uM Kurkumin AICls
Grup 5 10 uM Kurkumin + AIClIs 10 uyM Kurkumin AICl3
Grup 6 25 uM Kurkumin + AICI3 25 pM Kurkumin AICl3
Grup 7 50 M Kurkumin + AICI3 50 pM Kurkumin AICl3
Grup 8 1 uM Piperin + AICIs3 1 uM Piperin AICl3
Grup 9 2,5 uyM Piperin + AICI3 2,5 uyM Piperin AICl3
Grup 10 10 uM Piperin + AICl3 10 uM Piperin AICl3
Grup 11 25 uM Piperin + AICl3 25 uM Piperin AICl3
Grup 12 25 uM Kurkumin ile 1 uM Piperin 25 uM Kurkumin / 1 yM AICl3
(sinerjik etki dozu) + AICl3 Piperin
Grup 13 25 pM Kurkumin ile 2.5 pM | 25 yM Kurkumin /2.5 yM AICl3
Piperin (sinerjik etki dozu) + AICl3 Piperin
Grup 14 50 pM Kurkumin ile 25 pM | 50 yM Kurkumin /25 yM AICls
Piperin + AICI3 Piperin
Grup 15 5 uM Kurkumin ile 10 yM Piperin | 5 yM Kurkumin / 10 uM AICls
+ AICls3 Piperin
Grup 16 AICIz + 1 yM Kurkumin AICls 1 uM Kurkumin
Grup 17 AICIz + 5 yM Kurkumin AICl3 5 uM Kurkumin
Grup 18 AICIz + 10 yM Kurkumin AICl3 10 uM Kurkumin
Grup 19 AICIz + 25 yM Kurkumin AICl3 25 yM Kurkumin
Grup 20 AIClIz + 50 yM Kurkumin AICl3 50 yM Kurkumin
Grup 21 AICIz + 1 yM Piperin AICl3 1 uM Piperin
Grup 22 AICIz + 2,5 pyM Piperin AICl3 2,5 uyM Piperin




Grup 23 AICl3 + 10 yM Piperin AICl3 10 uM Piperin
Grup 24 AICl3 + 25 yM Piperin AICl3 25 pM Piperin
Grup 25 AICl3 + 25 yM Kurkumin ile 1 yM AICl3 25 yM Kurkumin / 1
Piperin (sinerjik etki dozu) MM Piperin
Grup 26 AICIz + 25 pyM Kurkumin ile 2,5 AICl3 25 uM Kurkumin / 2,5
MM Piperin (sinerjik etki dozu) MM Piperin
Grup 27 AIClIz + 50 uM Kurkumin ile 25 yM AICl3 50 yM Kurkumin / 25
Piperin (sinerjik etki dozu) MM Piperin
Grup 28 AICI3 + 5 yM Kurkumin ile 10 yM AICI3 5 uM Kurkumin / 10
Piperin (sinerjik etki dozu) MM Piperin

3.8. Deney Gruplarinda Yapilan Analizler
3.8.1. Primer Astrosit Hiicrelerinin Buylime Egrisinin Belirlenmesi

Calismalarin yurataldagua laboratuvar kosullari, kullanilan kimyasal maddelerdeki
farkliliklar gibi degiskenler hiicrelerin yasam kosullarini etkilemektedir. in vitro
calismalarda kullanilan hicrelerin ikilenme zamanlarinin belirlenmesi, hicrelerin
blyume, gelisme ve Ureme karakterizasyonunun belirlenmesi konusunda énem
kazanmaktadir. ikilenme zamani; hiicrelerin bir hiicre déngiisii gecirerek
sayllarini iki katina cikarmasi icin gecen zamani ifade etmektedir. ikilenme
zamani logaritmik bir grafik ile karakterize edilmektedir. Bir hucre
populasyonunun ikilenme zamani (Population doubling time; PDT) asagida
verilen formule gére hesaplanmaktadir:

1

3.32 X (logtl — logt0)
24

PDT =

Primer kortikal astrosit hucrelerinin buyume egrisinin c¢ikarilarak ikilenme
zamaninin belirlenebilmesi igin, 96 kuyucuklu hiicre kaplarina 5x10° hiicre
ekilmistir. ilk hiicre sayimi hiicre ekiminden dort saat sonra gerceklestirilmis olup
t0 olarak kabul edilmis olup, 10 gln sure ile her 24 saatte bir hiicre sayimi
gerceklestirilmistir. Diger hucreler sayilacaklari gune kadar iki gunde bir besiyeri

degistirilerek inkube edilmistir. Hicre sayimi igin tripan mavisi ile boyama yontemi



kullaniimigtir. Hlcrelerin sayimdan dnce tripsin ile muamele edilerek bulunduklari
hucre kultur kabindan kalkmalari saglanmistir. Hucreler yluzeyden kalktiktan
sonra 1:1 oraninda tripan mavisi ile sispanse edilerek neubayer laminda htcre
sayimi gercgeklestiriimistir. Her bir sayimm U¢ tekrarli olacak seklide

gercgeklestirilmis olup ortalamalar alinmistir.

3.8.2. Hucre Canliliginin Belirlenmesi

Deney gruplarinin  kurulmasi takiben MTT analizi ile hdcre canhliklar
belirlenmistir. Elde edilen veriler ile her bir deney grubu icin % htcre canliligi
degerleri hesaplanmistir. Higbir uygulama yapilmayan kontrol grubunun hucre
canhligi %100 kabul edilerek, deney gruplarinin % huicre canlilik orani asagidaki

formule gére hesaplanmigtir:

hicre canliligt X %100
kontrol grubu hiicre canliligt

%hiicre canliligt =

3.8.3. Akridin Turuncusu (AO)/ Propidium iyodiir (Pl) Boyamasi

AO ve Pl boyalari floresan interkalasyon maddeleridir. AO, DNA'ya
baglandiginda yesil ve PIl, DNA'ya baglandiginda turuncu renkte 1sima
yapmaktadir. AO boyasinin molekiler agirhgr 265,35 g/mol; Pl boyasinin
molekuler agirligi ise 668,4 g/mol’dur. Pl'in molekller agirliginin yiksek olmasi
nedeniyle, hicre zararinin daha fazla hasar almis oldugu ge¢ apoptotik ya da
nekrotik hiucrelerin zarlarindan gecerek RNA ve DNA ile etkilesime girerek 1sima
yapmaktadirlar. AO’in molekuiler agirhiginin disuk olmasi sebebiyle ise hicre
zarinin ¢ok fazla hasar almadigi canli ya da erken apoptotik hcrelerin

zarlarindan gegerek isima yapmaktadirlar.

Tez calismasi kapsaminda 96 kuyucuklu kultar kaplarinda, astrosit hiicrelerinde
Al kaynakli hasar tzerinde kurkumin ile piperinin terapétik ve protektif etkilerinin
belirlenebilmesi icin Cizelge 3.1.de verilen deney gruplari olusturulmustur.

Deney gruplarinin olusturulmasindan sonra astrositler tzerinde bulunan besiyeri



uzaklastirilmistir. Hicreler PBS ile bir kez yikanmigtir. 1:1 oraninda hazirlanan
AO/PI boyasi hicrelere uygulanarak bir dakika sure ile karanlik ortamda inklbe
edilmistir. Inkiibasyon ardindan AO/PI boyalari uzaklastirilarak, hiicreleri boya
kalintilarindan arindirabilmek icin bir kez PBS ile yikanmigtir. Hucrelerin Gzerine
bir miktar PBS eklenerek inverted mikroskop ile 460- 490 nm dalga boyunda

incelenerek fotograf ¢ekilmigtir.

Cekilen fotograflarda Fiji-lmage J (NIH, ABD) programi kullanilarak apoptotik ve
nekrotik hdcrelerin  sayimi  gergeklestirilmistir. Hlcre zar butunlagunin
korundugu ve tek tipte yesil isima yapan hucreler canli hiicre; ¢gekirdeginde parlak
yesil renkte kromotin yogunlagmasi bulunan hucreler erken apoptotik hiicre;
cekirdeginde yogun turuncu renkli kromatin yogunlagsmasi gorulen hicreler ge¢
apoptotik hiicre ve ¢ekirde@i saglam olarak turuncu 1sima yapan hucreler nekrotik
hticre olarak kabul edilmigtir. % Apoptotik ve % Nekrotik hlcrelerin oranlari

asagida belirtilen formuller ile hesaplanmistir:

Toplam Apoptotik Hicre Sayist (Erken + Geg) % 100

%Apoptotik Hi =
fodpoptotik Hicre Toplam Hiicre Sayisi

YNekrotik Hiicre Toplam Nekrotik Hiicre Sayisi 100
oI ERTORIE HTHETe = Toplam Hiicre Sayisi

3.8.4. TUNEL Yontemi ile Apoptoz Tayini

Apoptoz hicrelerde meydana gelen morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere
bagli olarak programlanmis hlicre 6limu olarak tanimlanmaktadir. Ge¢ apoptoz
surecinde gorulen DNA fragmentlerinin ortaya gikmasi hicrelerin nihai 6limunin

Olcusuddr.

Tez galismasi kapsaminda “Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt) dUTP
Nick-End Labeling” (TUNEL) tanimlama kiti (ApopTag® Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Kit, Sigma Aldrich) ile apoptoz tayini gergeklestiriimistir. Sekiz

kuyucuklu hucre kualtir kaplarina deney gruplarinin kurulmasinin ardindan



besiyeri ortamdan uzaklastiriimistir. Hicrelerin fiksasyonu bes dakika sure ile %1
paraformaldehitin hilcrelere uygulanmasi ile saglanmistir. Paraformaldehit
ortamdan uzaklagtirildiktan sonra hucreler PBS ile yikanmigtir. 2:1 oraninda
hazirlanan etanol-asetik asit solisyonu hicrelere uygulanarak bes dakika sure
ile post fiksasyon saglanmistir. inkiibasyon sonunda PBS ile yikama yapilmistir.
Endojen peroksidaz aktivitesinin engellenmesi icin %3 hidrojen peroksidaz
uygulamasi 5 dakika siire yapiimistir. Inkiibasyonun ardindan PBS ile yikama
yapilmistir. Kit igeriginde bulunan Equlibiration tamponu 10 saniye sure ile
hicrelere uygulanmistir. Stre sonunda tampon ortamdan uzaklastirilarak DNA
fragmentlerine baglanan TdT, 37°C’de nemli ortamda bir saat sire uygulanmistir.
Uygulamanin ardindan reaksiyonun durdurulmasi igin kit igerisinde bulanan
sonlandirma tamponu 10 dakika sure ile uygulanmis ve sure sonunda ortamdan
uzaklastirilarak PBS ile yikama yapilmistir. Anti-dioksigenin uygulamasi oda
sicakliginda nemli ortamda gerceklestiriimistir. inkiibasyon ardindan PBS
yilkamasi saglanmigtir. Kromojen bir ajan olan 3,3' Diaminobenzidine (DAB)
uygulamasi yapilarak alti dakika siire ile inkiibasyon saglanmistir. inkiibasyon
sonunda PBS ile yikama yapilmigtir. Ortama bir miktar PBS eklenerek inverted

mikroskopta hicreler incelenmis ve fotograflari gekilmistir.

3.8.5. Sitokin Analizi

Enzime bagh immuinosorban testi (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay:
ELISA) yontemi, 6zgll antijen-antikor baglanmasi ve bu enzim substratlarinin
renkli Urlnlere donusturulerek kolorimetrik olarak incelenmesi esasina dayanan
immunokimyasal bir yontemdir. Uygulamasi kolay, guvenilirligi yuksek ve hizli
sonug alinabilen testler olmasi sebebiyle arastirmacilar tarafindan siklikla tercih

edilmektedir.

Tez calismasi kapsaminda proenflamatuvar sitokinlerden IL-6 ve TGF-3
ekspresyon seviyelerinin dlgulmesi amaglanmistir. Bu amagla her bir sitokin igin
ayri Elisa kit (Rat IL-6 Clia Kit ve TGF- 31 Elisa Kit, Elabscience) kullanilarak kit
protokoline uygun sekilde olgumler yapilmigtir. Kisaca uygulama asagidaki
gibidir:



-80°C’de saklanan supernatant 6rnekleri 4°C’de 1000 RPM’de 20 dakika boyunca
santrifij edilmistir. Santriflij sonrasi olusan slUpernatantlar toplanmis IL-6 igin
direk kullaniimigtir. TGF- B icin aktiflestirme iglemi uygulanmistir. Standart
solusyonlarindan kit prokotollerine uygun sekilde seri sulandirma ile
konsantrasyonlari hazirlanmistir.  Kit igerisinden c¢ikan kultir kabinin
kuyucuklarina hazirlanan standart solisyon konsantrasyonlari ve oOrnekler
yiklenerek 37°C’de 90 dakika inkiilbasyon saglanmistir. inkiibasyon sonunda
solUsyonlar ortamdan uzaklastirilarak ortama biyotinlenmis saptama antikoru
eklenmis ve 37°C’de 60 dakika boyunca inkiibasyonu saglanmistir. inkiibasyon
sonunda solusyon ortamdan uzaklastirilarak, yikama solisyonu ile birer dakika
uc kez olacak sekilde yikama yapilmistir. Bu islemden sonra ortama horseradish
peroksidaz konjuge solusyonu eklenmistir. 37°C’de 30 dakika sure ile
inkiibasyonu  saglanmistir.  inkiilbasyon sonunda soliisyon ortamdan
uzaklagtirilarak bes kez yikama iglemi gerceklestiriimigtir. Yikama isleminin
ardindan substrat sollisyonu ortama eklenmigtir. Kualtir plakalar karanhkta
olacak sekilde etiivde 15 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
reaksiyonu durdurmak i¢in ortama durdurucu sollsyon eklenmistir. 450 nm’de
ELISA okuyucuda spektrofotometrik olarak oOlgcim saglanmistir. Elde edilen

veriler standart verileri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.9. Istatiksel Analiz

Tez calismasi kapsaminda yurutulen deneysel caligmalardan elde edilen tim
veriler istatistiksel bir yazihm olan GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) kullanilarak degerlendirilmigtir. Farkli gruplar
arasindaki anlamhlik duzeyleri Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile
belirlenmis olup p degerleri 0,05’ten daha az olan durumlar igin istatistiksel agidan

anlamli olarak kabul edilmisgtir.



4. SONUGLAR

Bu kisimda tez ¢alismasi kapsaminda yuratilen deneysel galismalarin sonuclari

verilmigtir.

Deneylerde kullaniimak Uzere izole edilen primer kortikal astrosit hucreleri, g
gunlik neonatal sigcan vyavrularindan elde edilmis ve astrosit hucreleri
zenginlestirme isleminin ardindan karakterize edilmigtir. Elde edilen hicreler
deneylerde kullanilmak Uzere uygun sayilya ulastiktan sonra deney gruplari

kurulmustur.

Kurkumin ve piperinin Al maruziyetine karsi protektif ve terapétik etkileri; MTT
testi ile hicre canlihk oranlarinin belirlenmesi, AO/Pl ve TUNEL boyama
yontemleri ile apoptoz tayini ve ELISA yéntemi kullanilarak sitokin analizleri
bakimindan degerlendiriimistir. Ayni zamanda kurkumin ve piperinin sinerjik
olarak kullaniimasinin Al maruziyetindeki etkileri de bu yontemler ile belirlenerek

piperinin biyoguglendirici 6zelligi tartigiimigtir.

4.1. Primer Kortikal Astrosit izolasyonu ve Kiiltiirii

Neonatal U¢ gunluk sigan yavrularindan steril kosullarda izole edilen astrositler
uygun besiyeri ortaminda kultire edilmis ve %80-90 yogunluga ulastiginda
astrosit zenginlestirme iglemi yapilmistir (Sekil 4.1.). Zenginlestirme isleminden
sonra, tez deneyleri kapsaminda kullanmak Uzere yeterli sayiya ulasabilmeleri

icin pasajlanmistir.



Sekil 4.1. Primer kortikal astrosit hlcreleri. A: Astrosit zenginlestirme islemi
oncesi karigik glial hicre kdlturl (izolasyonu takiben 7. gin) (Gorinta 10X
blyltme kullanilarak g¢ekilmistir), B: Astrosit zenginlestirme sonrasi pasaj 2’deki
astrosit hiicreleri (Gortntl 4X blyutme kullanilarak gekilmistir).

4.2. Primer Astrosit Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Primer olarak elde edilen astrositlerde, zenginlestirme isleminin ardindan
deneylerde kullanilmadan 6nce karakterizasyon icin GFAP molekdlu ile
isaretlenerek boyanmistir. Hucreler 545-580 nm dalga boyunda inverted
mikroskop ile goruntilenmistir. Yapilan immunositokimyasal boyama sonucunda
primer olarak elde edilen kortikal astrosit kultGrinin, zenginlestirme isleminden
sonra saf bir sekilde astrosit hicrelerinden olustugu guglit GFAP boyanmasi ile
gOsterilmigtir (Sekil 4.2.).



Sekil 4.2. Primer kortikal astrosit hucrelerinin  Anti-GFAP antikoru ile
isaretlenerek karakterize edilmesi. Kirmizi; 1:200 Anti-GFAP, 1:200 TR (545- 580
nm), Mavi: DAPI. Gértnti 10X buyutme kullanilarak gekilmistir.

4.3. Al, Kurkumin, Piperin ve Sinerjik Etki Konsantrasyonlarinin Tayini

Tez galismasi kapsaminda Cizelge 3.1.’de tarif edilen sekilde deney gruplarina
uygulama vyapilabilmesi icin Al, kurkumin, piperin ve sinerjik etki
konsantrasyonlari belirlenmistir. % htcre canhiliklari “3.6.4. Hiicre Canliliginin

Belirlenmesi” basliginda verilen formule gore hesaplanmistir.

4.3.1. Aliminyum Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Al konsantrasyonlarindan IC50 dederinin belirlenmesi icin L929 hicre hatti ve
primer astrosit kultard kullanilmigtir. MTT analizi ile elde edilen hicre canhligi
verileri ile yari maksimum inhibitdr konsantrasyon (IC50) degeri hesaplanmistir.
L929 hucreleri ile yapilan denemede elde edilen IC50 degeri 3763 pyM’dir. Bu
deger astrosit hucreleri Uzerinde uygulandigi zaman L929 hicre hattinda gorulen

hasar oraninin astrosit hucrelerinde gorulmedigi sonucuna variimistir. Astrosit



hicrelerinin patolojik kosullarda aktive olmasi ve MSS de koruyucu bir goreve
sahip olmasi nedeni ile L929 hilicre hattinda elde edilen IC50 degeri ve daha
yuksek konsantrasyonlar astrosit hucrelerinde uygulanarak yeni IC50 degeri
belirlenmigstir (Sekil 4.3.). L929 ve astrosit hucreleri icin hesaplanan 1C50
degerleri karsilastirildiginda astrosit hicrelerinin AICls maruziyetine karsi daha
dayanikli hicreler oldugu goézlenmistir. Deney gruplarinin kurulmasinda, astrosit

hticrelerinden elde edilen IC50 degeri kullaniimistir.
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Sekil 4.3. L929 ve astrosit hicreleri Uzerinde 24 saat Al uygulamasi sonrasi %
hucre canlihgi grafikleri. Al uygulamasi ile L929 hicre hattinda 2000, 4000, 8000,
ve 10000 uM ve astrosit hucrelerinde 4000, 6000, 8000 ve 10000 pM Al ile



muamele edilmesi sonucunda hicre canhligi anlamli bir sekilde azalmigtir.
(istatistiksel olarak anlamlilik, *; p < 0,05, ***; p < 0,001)

4.3.2. Kurkumin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Kurkuminin, literatirden yola ¢ikarak belirlenen konsantrasyonlari L929 hicre
hatti ile 24, 48 ve 72 saat boyunca inklibe edilmis ve inklibasyon sonlarinda MTT
analizi yapilmistir. Yapilan MTT analizinden elde edilen veriler ile % hucre

canlihk degerleri hesaplanarak her bir grup kontrol grubu ile kiyaslanmistir.

L929 hucre hattina kurkumin uygulamasini takip eden 24 saatte 10, 25, 50 ve
100 uM konsantrasyonlarda hucre canlihgr bakimindan kontrol grubuna goére
anlamh  bir farklihk oldugu bulunmustur (p<0,001). Kurkuminin artan
konsantrasyonlarinda hucre canhliginin kademeli olarak azaldid1 gozlenmigtir
(Sekil 4.4.).

48 saat boyunca kurkumin ile muamele edilmis deney gruplarinda 5, 10, 25, 50
ve 100 yM konsantrasyonlar igin hicre canhligi bakimindan anlamli bir farkhlik
oldugu gozlenmistir (**p< 0,01, ***p< 0,001). 24. saatteki hlcre canlligi verilerine
benzer sekilde 48. saatte de hucre canliigi artan konsantrasyonlarda kademeli

olarak azalmistir (Sekil 4.5.).

72 saat boyunca kurkumin ile muamele edilmis deney gruplarinda 1, 10, 25, 50,
100 um konsantrasyonlar i¢in hicre canlligi bakimindan anlaml bir farklihk
oldugu gdézlenmistir. Diger konsantrasyonlar i¢in hiicre canliidi verileri 24. ve 48.

saat verilerine benzer sekilde kademeli olarak azalma gorulmustar (Sekil 4.6.).

Sonug olarak 24, 48 ve 72. saatlerde 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar igin
hdcre canlihdinin %50’nin altina distugu gorulmektedir. Elde edilen verilere gore
tez calismasi kapsaminda primer astrosit hicreleri ile olusturulacak deney

gruplariicin 1, 5 ve 10 yM konsantrasyonlarinin uygulanmasi uygun gorulmustar.



KURKUMIN (24. Saat)
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Sekil 4.4. Kurkumin konsantrasyonlarinin belirlenmesi. (istatistiksel olarak
anlamlihk, ***; p< 0,001)
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Sekil 4.5. Kurkumin konsantrasyonlarinin belirlenmesi. (istatistiksel olarak
anlamlilik, **; p< 0,01, ***; p< 0,001)



KURKUMIN (72. Saat)
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Sekil 4.6. Kurkumin konsantrasyonlarinin belirlenmesi. (istatistiksel olarak
anlamlihk, ***; p< 0,001)

4.3.3. Piperin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Piperinin, literaturden yola ¢ikarak belirlenen konsantrasyonlari L929 hucre hatti
ile 24, 48 ve 72 saat boyunca inkube edilmis ve inkibasyon sonlarinda MTT
analizi yapilmigtir. Yapilan MTT analizinden elde veriler ile % hacre canlihgi

degerleri hesaplanarak her bir grup kontrol grubu ile kiyaslanmistir.

Piperin uygulamasi sonrasini takip eden 24. saatte konsantrasyonlar arasinda
hicre canhligi bakimindan kontrol grubuna goére anlamh bir farklihk
bulunmamistir (Sekil 4.7.).

48 saat inkubasyon sonrasinda hucrelerde 1, 10, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarda, kontrol grubuna gore hicre canhligi bakimindan anlamli bir
fark oldugu gozlenmistir (*;p< 0,05, **;p< 0,01) (Sekil 4.8.).

72 saat inkibasyon sonrasinda ise sadece 25 uM konsantrasyonda, kontrol
grubuna goére anlaml bir farkhlik oldugu bulunmustur (***;p< 0,001) (Sekil 4.9.).

Elde edilen verilere gore tez ¢alismasi kapsaminda primer astrosit hucreleri ile

olusturulacak deney gruplari i¢in hicre canliiginda zaman araliklarinda canlilik



bakimindan duslUs olmayan konsantrasyonlarin uygulanmasina karar verilmistir
(1, 2,5 ve 10 uM).
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Sekil 4.7. Piperin konsantrasyonlarinin belirlenmesi.
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Sekil 4.8. Piperin konsantrasyonlarinin belirlenmesi. (istatistiksel olarak
anlamlilik, *; p< 0,05, **; p< 0,01)



PIPERIN (72. Saat)
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Sekil 4.9. Piperin konsantrasyonlarinin belirlenmesi. (Istatistiksel olarak
anlamlihk, ***; p< 0,001)

4.3.4. Sinerjik Etki Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Tez calismasi kapsaminda primer astrosit hicreleri ile kurulacak olan deney
gruplarinda kurkumin ile piperinin birlikte kullanildiginda maksimum etki
gOsterecegdi dozu belirleyebilmek icin “dama tahtasi sinerji testi” uygulamasi
yapilmistir.  Kurkumin ile piperinin belirlenen tim konsantrasyonlarinin
uygulanmasinin ardindan MTT analizi ile hacre canhliklar belirlenmistir. Elde
edilen veriler ile % hucre canlihk deg@erleri hesaplanmistir (Sekil 4.10.). En

yuksek hucre canhligi olan;

25 uM kurkumin ile 1 uM piperin;

25 UM kurkumin ile 2,5 yM piperin;
50 uM kurkumin ile 25 yM piperin ve

A

5 UM kurkumin ile 10 yM piperin konsantrasyonlarinin tez calismasi

kapsaminda uygulanmasi uygun gorulmuastar.

Buradan elde edilen sonuglar dogrultusunda deney gruplari olusturulurken ayni
zamanda sinerji gruplarinda kullanilacak olan kurkumin degerlerinin de (kurkumin

25 ve 50 uM) deney gruplarina eklenmesine karar verilmistir.

Hucre canliliklari incelendiginde, piperin ile kurkuminin birlikte kullaniminin,

kurkuminin hucre canhhgr bakimindan etkilerini arttirdigi gézlenmistir.



KURKUMIN- PiPERIN SINERJIK ETKI (24. Saat)
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Sekil 4.10. Kurkumin ile piperinin sinerjik etki konsantrasyonlarinin belirlenmesi.

4.4. Primer Astrosit Hiicrelerinin Bliyume Egrisinin Belirlenmesi

Elde edilen veriler ile astrosit hdcrelerinin ikilenme zamani belirlenmis ve
logaritmik olarak grafigi olusturulmustur (Sekil 4.11.). Astrosit hiucre bliyume
egrisi verilerine gore hicre sayisindaki artis t1’de baslayarak t6'ya kadar devam
etmistir. En ylksek hlicre sayisi ise t6'da gorulmustir. Primer kortikal astrosit

hlcreleri icin hesaplanan ikilenme zamani 20,5 saat olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Primer kortikal astrosit hiicre buyume egrisi.

4.5. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Primer kortikal astrosit hiicrelerinin deneylerde kullanilabilmesi icin pasajlanarak
yeterli saylya ulasmasinin ardindan terapétik ve protektif deney gruplari Gzerinde
hidcre canliliginin belirlenebilmesi icin 96 kuyucuklu kudltar kaplarina ekimi

saglanmistir.

4.5.1. Kurkumin, Piperin ve Sinerjik Etki Dozlarinin AICls Hasarina Karsi

Terapdétik Etkinliginin Belirlenmesi

4.5.1.1. Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

Astrosit hucrelerinde AICIs maruziyetine kargi kurkumin, piperin ve kurkumin ile
piperinin sinerjik etkilerinin belirlenebilmesi igin hlcre ekibini takiben, hicreler
Cizelge 3.1.de listelenen sekilde gruplandiriimistir. Kontrol grubuna higbir
uygulama yapiimamistir. Negatif kontrol grubu ve deney gruplarina hesaplanan
IC50 AICI3 dozu olan 4150 uM konsantrasyonu 24 saat sure ile uygulanmistir. 24



saat inkibasyonun ardindan AICls igerikli besiyerleri uzaklastirilarak, hicreler
PBS ile yikanmigtir. Terapétik etkinin belirlenebilmesi igin kurkumin, piperin ve
sinerjik etki konsantrasyonlari hucrelere uygulanmistir. 24 saat inkibasyonun
ardindan MTT analizi ile hicre canlihgi belirlenmigtir. Elde edilen veriler ile kontrol
grubu kiyaslanarak “% hiicre canlii§i” hesaplanmistir. istatiksel olarak anlamlilik,
kontrol ve negatif kontrol gruplari ile deney gruplarinin kiyaslanmasi sonucu elde

edilmistir (Sekil 4.12.).

Deney gruplarindan kurkumin 10, 25 ve 50 pM; piperin 1 ve 25 yM ve sinerji
1- 3 gruplarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda hicre canlihdi bakimindan
anlamli bir farkhlik elde edilmistir (*; p< 0,05, **, p< 0,01 *** p< 0,001). Ancak en
yuksek hdcre canliligina sahip olan sinerji 4 grubunun kontrol grubu ile htcre

canlihgr bakimindan istatistiksel anlamda bir farklilik olmadigi gbzlenmistir.

Deney gruplari negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamda
farkhlik géralen gruplar; kurkuminin 1 ve 5 yM; piperin 2,5 ve 10 uyM ve sinerji
4 gruplandir (*; p< 0,05, **; p< 0,01, ***, p< 0,001).

Kurkumin ve piperin konsantrasyonlari kendi aralarinda da istatistiksel anlamda
degerlendirilmigtir. Piperin 1 pyM konsantrasyonu ile piperin 2,5 ve 10 uyM
konsantrasyonlari arasinda anlaml farklilik bulunurken (*; p< 0,05); kurkumin

konsantrasyonlari arasinda anlamli bir farklilik gdézlenmemistir.

Elde edilen verilere goére; astrosit hucrelerine AICIs uygulanmasi astrosit
hicrelerinde hiicre canliiginda anlaml bir distise sebep olmustur (***, p< 0.001).
Ancak AICIsz ile 24 saat inklbe edilen hicrelere kurkumin 1 ve 5 yM, piperin 2,5
ve 10 pM ile sinerji 4 deney gruplari uygulandigi zaman hicre canlihginda

anlamli derecede artis gozlenmistir (**; p< 0,01, ***, p< 0,001).

Sinerji deney gruplan ile bu gruplarda kullanilan kurkumin konsantrasyonlari
(5, 25 ve 50 pM) kiyaslandigi zaman piperinin biyoguglendirici 6zelligi agisindan
istatistiksel anlamlilik dizeyinde herhangi bir farklilik tespit edilmemistir ancak

hicre canllik yuzdelerine gore grafikte farkliliklar gézlenmigtir.
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Sekil 4.12. Astrosit hiicrelerinde AICI3 hasarina karsi kurkumin, piperin ve sinerjik
etki gruplarinin terapétik etkilerinin belirlenmesi. 24 saat AIClz uygulanmis astrosit
hucrelerine 24 saat kurkumin, piperin ve sinerjik etki konsantrasyonlari
uygulanmigtir. (Sinerji 1: 25 yM kurkumin+ 1 uM piperin; Sinerji 2: 25uM
kurkumin+ 2,5 uM piperin; Sinerji 3: 50 yM kurkumin+ 25 uM piperin; Sinerji 4:
5 M kurkumin+ 10 uM piperin). Kontrol grubu ile istatistiksel anlamda farklilk;
* p< 0,05, *** p< 0,001. Negatif kontrol grubu ile istatistiksel anlamda farklilk;
+; p< 0,05, ++; p< 0,01, +++, p< 0,001. Piperin konsantrasyonlari arasindaki
istatistiksel anlamda farkhlik; #; p< 0,05.

4.5.1.2. Apoptoz ve Nekroz Yuzdelerinin Belirlenmesi

Deney akig semasina gore terapétik deney gruplarinin olugturulmasini takip eden
24. saatte uygulanan AO/PI ikili boyama sonucunda elde edilen hucre

goériuntulerinden % apoptoz ve nekroz oranlari hesaplanmistir.

Kontrol grubunda %10 oraninda apoptotik hicre gorulirken nekroz

gozlenmemigtir.



AICls uygulamasi yapilan negatif kontrol grubunda %59,3 apoptoz ve %6,25
nekroz tespit edilmistir. Boyama sonuglari deney gruplarinda negatif kontrole

gore daha az hucre 6lumu oldugunu gostermistir.

En dusik apoptotik hicre 6lumua %7,4 orani ile piperin 25 yM konsantrasyonunda
goriltrken en duslk nekrotik hiicre sayisi kurkuminin 1 ve 25 uM, piperinin 1 uM

konsantrasyonlari ile sinerji 1, 2, 3 ve 4 deney gruplarinda gozlenmigtir.

TERAPOTIK ETKI

100
80
60
40

2
, B lllllllllllll
0\ \"\

o S
Q\‘}%OQ‘}%

]

y N 0 0 S8 "\‘ \
& & 3 . SN
R P P N S N M M PR X

P TSI TS 79 85 9 9
&@ FF & &8 ¢® ¢ ¢

W% APOPTOZ m % NEKROZ

Sekil 4.13. Terapdtik etki gruplarinda apoptoz ve nekroz oranlarinin belirlenmesi

4.5.1.3. TUNEL Yontemi ile Apoptoz Tayini

Deney akis semasina uygun sekilde deney gruplarinin olusturulmasinin ardindan
TUNEL yontemi ile, astrosit hiicrelerinde AICIs hasari ve bu hasarda kurkumin,
piperin ve sinerjik etkileri apoptoz bakimindan degerlendirilmistir. Hlcrelerde
gérilen kahverengi cekirdek boyanmalari apoptotik hiicre boyanmasi olarak

kabul edilmistir.

AICls uygulamasi yapilmis olan negatif kontrol grubunda, apoptotik hicrelerin
daha fazla ifade edildigi gorulmustur (Sekil 4.14- B.).



Elde edilen boyanma goruntuleri, hicre canhligi verileri ve AO/PI boyanma

gorintaleri ile kiyaslandiginda birbirini destekler nitelikte oldugu gériimustir.

Sekil 4.14. TUNEL yontemi ile apoptozun gosteriimesi. B'de gdrulen oklar
apoptotik boyanmalari ifade etmektedir. A) Kontrol grubu; B) Negatif kontrol
grubu; C) Kurkumin 1 uM; D) Kurkumin 5 uM; E) Kurkumin 10 yM; F) Kurkumin
25 uM; G) Kurkumin 50 puM; H) Piperin 1 uM; 1) Piperin 2,5 pM; J) Piperin 10 uM;



K) Piperin 25 yM; L) Sinerji 1 (25 pM kurkumin+ 1 yM piperin); M) Sinerji 2 (25uM
kurkumin+ 2,5 uM piperin); N) Sinerji 3 (60 uM kurkumin+ 25 pM piperin); O)
Sinerji 4 (5 pM kurkumin+ 10 uM piperin) Goruntuler 10X buyatme kullanilarak
cekilmistir.

4.5.2. Kurkumin, Piperin ve Sinerjik Etki Dozlarinin AICl; Hasarina Karsi

Protektif Etkinliginin Belirlenmesi

4.5.2.1. Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

Astrosit hiicrelerinde kurkumin, piperin ve kurkumin ile piperinin sinerjik etkilerinin
AlCls hasarina kargi protektif etkilerinin belirlenebilmesi i¢in hiicre ekimini takiben,
deney gruplari Cizelge 3.1.de listelenen sekilde olusturulmustur. Kontrol
gruplarina herhangi bir uygulama gergeklestiriimemistir. Deney gruplari igin
belirlenen kurkumin, piperin ve kurkumin ile piperin sinerjik etki dozlar
uygulanmigtir. Tim hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
besiyerleri aspire edilerek negatif kontrol ve deney gruplarina AICls 1C50
konsantrasyonu uygulamasi yapilmistir. 24 saat inkibasyon sonunda MTT
analizi yapilarak hucre canlliklari analiz edilmigtir. Elde edilen veriler kontrol
grubunun hucre canhlik verileri ile oranlanarak % hucre canhlik degerleri
hesaplanmistir. istatistiksel olarak anlamlilik, kontrol ve negatif kontrol

gruplarinin deney gruplari ile kiyaslanmasi sonucu elde edilmigstir (Sekil 4.13.).

Deney gruplari kontrol grubu ile kiyaslandiginda hucre canhligi bakimindan
anlamli farklihk goralen gruplar; kurkumin 5- 10- 25- 50 yM konsantrasyonlari ile

sinerji 3 konsantrasyonu oldugu belirlenmistir (***, p< 0,001).

Negatif kontrol grubu ile istatistiksel anlamda kiyaslama yapildiginda kurkuminin
1- 5 yM; piperinin 2,5- 10- 25 pM konsantrasyonlari ve sinerji 1- 2- 4 gruplarinda
anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmigtir (+; p< 0,05, ++; p< 0,01, +++, p< 0,001).

Sinerji deney gruplari ile bu gruplarda kullanilan kurkumin konsantrasyonlari (5,
25 ve 50 yM) kiyaslandigi zaman hicre canhlik yuzdelerine gore sinerji 1- 2- 4
gruplarinda farkhlk tespit edilmistir. Ancak bu farkhlik istatistiki agidan anlamli

bulunamamistir.
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Sekil 4.15. Astrosit hicrelerinde AICIs hasarina kargi kurkumin, piperin ve sinerjik
etkinin protektif etkilerinin belirlenmesi. 24 saat kurkumin, piperin ve sinerjik etki
konsantrasyonlarinin uygulanmis astrosit hlcrelerine 24 saat sure ile AICl3
uygulamasi yapilmistir. (Sinerji 1: 25 yM kurkumin+ 1 yM piperin; Sinerji 2: 25
MM kurkumin+ 2,5 uM piperin; Sinerji 3: 50 uM kurkumin+ 25 uM piperin; Sinerji
4: 5 uM kurkumin+ 10 uM piperin). Kontrol grubu ile istatistiksel anlamda farklilk;
* p< 0,05, **; p< 0,01, ***, p< 0,001. Negatif kontrol grubu ile istatistiksel anlamda
farklihk; +; p< 0,05, ++; p< 0,01, +++, p< 0,001.

4.5.2.2. Apoptoz ve Nekroz Yuzdelerinin Belirlenmesi

Deney akis semasina gore protektif deney gruplarinin olusturulmasini takip eden
24. saatte uygulanan AO/PI ikili boyama sonucunda elde edilen hucre

goruntulerinden % apoptoz ve nekroz oranlari hesaplanmigtir.

Kontrol grubunda %6 oraninda apoptotik hicre goérllirken nekroz

gbzlenmemigtir.

AICIs uygulamasi yapilan negatif kontrol grubunda %46,6 apoptoz ve %20

nekroz tespit edilmigtir.



Boyama sonuglari, deney gruplarinda negatif kontrole goére daha az hiicre 6lumu
oldugunu gostermistir. En dlguk apoptotik hicre 6lumu %12,5 orani ile piperin
10 pM konsantrasyonunda gorulirken en dusuk nekrotik hticre sayisi kurkuminin
10, 25 ve 50 uM, piperinin 1, 2,5, 10 ve 25 yM konsantrasyonlari ile sinerji 1 ve

4 deney gruplarinda gozlenmigtir.
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Sekil 4.16. Protektif etki gruplarinda apoptoz ve nekroz oranlarinin belirlenmesi

4.5.1.3. TUNEL Yontemi ile Apoptoz Tayini

Deney akis semasina uygun sekilde deney gruplarinin olusturulmasinin ardindan
TUNEL yontemi ile, astrosit hicrelerinde AICIs hasari ve bu hasarda kurkumin,

piperin ve sinerjik etkileri apoptoz bakimindan degerlendirilmigtir.

AICIs uygulamasi yapilimis olan negatif kontrol grubunda, hucrelerde
cekirdeklerin kahverengi boyanmalarinin daha yogun oldugu gézlenmistir (Sekil
4.16- B.).

Elde edilen goruntuler, hacre canhligi verileri ile kiyaslandiginda birbirini

destekler nitelikte oldugu gérulmustur.



Sekil 4.17. TUNEL yontemi ile apoptozun goOsteriimesi. B'de gorilen oklar
apoptotik boyanmalari ifade etmektedir. A) Kontrol grubu; B) Negatif kontrol
grubu; C) Kurkumin 1 uM; D) Kurkumin 5 pM; E) Kurkumin 10 yM; F) Kurkumin
25 uM; G) Kurkumin 50 puM; H) Piperin 1 uM; 1) Piperin 2,5 uM; J) Piperin 10 uM;
K) Piperin 25 uM; L) Sinerji 1 (25 yM kurkumin+ 1 uM piperin); M) Sinerji 2 (25uM
kurkumin+2,5 uM piperin); N) Sinerji 3 (50 uM kurkumin+ 25 yM piperin); O)



Sinerji 4 (5 yM kurkumin+ 10 uM piperin) Goruntiler 10X buyltme kullanilarak
cekilmigtir.

4 .5.2.4. Sitokin Miktarlarinin Belirlenmesi

IL-6 ve TGF-B sitokinlerinin ndérodejenerasyonda noéroglial hucrelerden
salgilandidi bilinmektedir. Elde edilen protektif etki sonuglarinda IL-6 ve TGF-3
sitokin seviyelerinin, AICls uygulamasi yapilmis negatif kontrol grubunda artis
gosterdigi gozlenmigstir. Kurkumin, piperin ve sinerjik etki deney gruplarinda ise
sitokin saliniminin negatif kontrol grubuna goére Onemli Olclide azaldigi

bulunmustur.

IL-6 sitokin grafiginde goruldugu gibi kurkumin ve sinerji gruplari sitokin salinimi
bakimindan kiyaslandiginda; sinerji 1, 3 ve 4 gruplarindan salinan sitokin
miktarlarinin, kurkumin uygulanmis gruplara gére daha az oldugu gézlenmistir.
Bu durumda kurkuminin 6zellikle 25 ve 50 konsantrasyonlarinda gézlenen

azalmanin piperin ile birlikte kullanimindan dolay1 daha da guglendigi sdylenebilir.
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Sekil 4.18. IL- 6 sitokin saliniminin belirlenmesi. (KUR: kurkumin, PiP: piperin,
SIN: sinerji)



Ayni sekilde proenflamatuvar sitokin olan TGF-B miktarinin negatif kontrolde
yuksek oranda salindigi gozlenirken o6zellikle Kurkumin 25 pM
konsantrasyonunda diger gruplara kiyasla TGF-B saliniminin en diguk degerde
oldugu goérulmuastur (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.19. TGF- B sitokin saliniminin belirlenmesi. (KUR: kurkumin, PiP: piperin,
SiN: sinerji)



5. TARTISMA

MSS farkl iglevler igin is birligi icinde faaliyet gosteren pek c¢ok hucreden
meydana gelmektedir. MSS hucrelerinden biri olan astrositler, uygun ndéronal
mikrogevrenin saglanmasi ve korunmasinda ©onemli roller Ustlenen glial
hacrelerdir. MSS’nde meydana gelen patolojik kosullarda vermis olduklar
fizyolojik yanitlar ile ndronal gevrenin ve noronlarin korunmasinda rol alirlar. Bu
surecglerde etkin bir sekilde rol almalari nedeniyle MSS patolojilerinin

arastirilmasinda buyuk 6nem kazanmaktadirlar.

Normal fizyolojik kosullarda homeostazinin saglanmasi ve devamliligi icin hicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozu denge halindedir. Dejeneratif
sureclerde ise bu homeostatik dengenin bozuldugu goérilmektedir. Vicutta Al'un
kronik olarak maruzuyeti sonucunda vucudun gesitli bdlgelerinde birikim
gOstererek dejeneratif sureglere neden oldugu bilinmektedir. Al'a maruz kalma
orani ve Al'un kimyasal yapisi nedeniyle diger elementlerle bilesik olusturabilme
yetenegi, vicutta birikim gdsterme kapasitesini arttirmaktadir. MSS de Al'un
birikim gostererek dejeneratif slireclere neden oldugu baslica sistemlerden biridir.
AD, Parkinson, Amyotrofik lateral skleroz, ensefalopati, epilepsi ve demans Al'un
sebep oldugu noérodejeneratif hastaliklar arasindadir [1,6,7]. MSS nin dejeneratif
sureclerinde astrosit hlicreleri 6nemli bir rol oynar ve MSS de en bol bulunan glial
hicre tipidir. MSS Ala maruz kaldi§gi zaman Ozellikle astrositlerde birikim
gOstermektedir. Astrositlerde birikim gdstermesinin sonucu olarak astrositlerde
hicre gbvdesinin kigulmesi de dahil olmak Gzere g¢esitli morfolojik degisimler ve

apoptotik strecin tetiklendigi bildirilmistir [52].

Tez calismasi kapsaminda primer olarak izole edilen karisik glial kultur htcreleri
uygun yogunluga ulastiginda saf astrosit hiicresi elde edebilmek igin literatirde
belirtildigi gibi “astrosit zenginlestirme iglemi” gerceklestiriimistir (Sekil 4.1.)
[92,93]. Astrosit zenginlestirme igleminden sonra ikinci pasajdaki hucreler,
astrositlerde yogun olarak ifade edilmekte olan GFAP molekili ile karakterize
edilmigtir (Sekil 4.2.) [94]. Yapilan bir calismada primer astrosit hicrelerine ait
ikilenme suresi 31 saat olarak belirlenmigtir [95]. Ayni zamanda yapilan diger
calismalar farkl kosullarin astrosit hiicrelerinde ikilenme surelerinin degistirdigini
goOstermigtir [96,97]. Tez kapsaminda deney gruplarinin kurulmasindan once



primer olarak izole edilen astrosit hudcrelerinin ikilenme zamaninin
belirlenebilmesi igin blylme edrisi grafigi olusturulmustur. Literatlrdeki ikilenme
surelerinden farkl olarak tez calismasinda elde edilen primer astrosit hicrelerinin

ikilenme zamani 20,5 saat olarak tespit edilmigstir (Sekil 4.11.).

Oshiro ve ark. tarafindan yapilan bir calismada glial hicrelerin Al maruziyetine
kargi noronlara kiyasla daha direncli oldugu gosterilmistir [98]. Tez calismasi
kapsaminda Al'un sitotoksik etkilerinin belirlenebilmesi icin literaturden yola
cikilarak belirlenen 200, 400, 800, 1000, 2000, 4000, 8000 ve 10000 uM
konsantrasyonlar 6nce L929 hicre hatti Uzerinde test edilmistir. L929 hlcre hatt
icin hesaplanan IC50 degeri 3763 uM olarak belirlenmis ve hesaplanan bu deger
astrositler Uzerinde uygulanmistir. Ancak astrosit hucrelerinde canhlik %50
Uzerinde gorulmustir. Bu elde edilen sonug, astrosit hlcrelerinin koruyucu
etkisinin bir gostergesi olarak kabul edilmig ve primer astrosit hicrelerinde 4000,
6000, 8000 ve 10000 pM konsantrasyonlarda AICls uygulamasi yapilarak
yeniden % hucre canhligi grafigi elde edilmigtir (Sekil 4.3.). Uygulanan
konsantrasyonlarin  tamami  kontrol grubu ile istatistiksel anlamda
kiyaslandiginda hucre canliliginda anlamli bir dusus oldugu goérulmuastar. Elde
edilen verilerine gore, primer kortikal astrosit hicrelerinde IC50 degeri 4150 uM
olarak belirlenmistir. L929 ve primer kortikal astrosit hicreleri ile yapilan hicre
canlihk analizi sonuglarina gore; primer kortikal astrosit hicrelerinin L929 fare
fibroblastik hlcre hattina gére daha direncli hiicreler olduklari tespit edilmistir.
Kress ve ark. tarafindan 2002 yilinda yapilan bir galismada, astrosit hiicrelerinin
Fe* toksisitesinde bu hiicrelerin, oligodendrosit ve néronlara gére daha direngli
olduklari bildirilmistir [99]. Khanna ve Behru tarafindan 2007 yilinda yapilan
bagka bir calisma da ise Al toksisitesinde, glial hucrelerin néronlara goére
antioksidan kapasitesinin daha yuksek oldugunu, bu durumun glial hdcrelerin
glutatyon sentezini tesvik ettigi ve bu dogrultuda da glial hucrelerin Al
toksisitesine karsi direncini ve savunma mekanizmalarini yansittigini
bildirmiglerdir [100]. Yapilan bu c¢alismalar, elde edilen hicre canlihgi
sonuglarinin daha once yapilmis olan galigmalar ile dogru orantili oldugunu

gOstermisgtir.

Zerdecgalin etken maddesi olan kurkuminin, g¢esitli alanlarda terapétik ve protektif

ajan olarak kullanimi arastirilmistir. Ozellikle antiapoptotik karakteri nedeniyle



kanser hastaligi ile ilgili galismalarda genis bir alana sahiptir. Nérodejeneratif
sureclerde de antiapoptotik, antienflamatuar, antiamiloid, antioksidan,
noroprotektif, serebral dolagimi duzenleyici ve metal selatlayici etkileri,
ndrogenez aktivitesini arttirarak sinaptogenezi desteklemesi ile arastirmacilarin
dikkatini gekmektedir [58,101]. Bu 6zeliklerinin yani sira, kullaniminin gutvenli,
dusuk maliyetli ve kolay ulasilabilir bir madde olmasi nedeniyle c¢esitli kulttrlerde
birbirinden farkli pek ¢ok hastaigin tedavisinde geleneksel olarak
kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda MSS’nin farkh dejeneratif
sureclerde aktif olarak rol aldigi gosterilmistir [102]. Laabbar ve ark. tarafindan
2020 yilinda yapilan galismada astrosit hicreleri Uzerinde Al hasarina bagli
olarak gelisen norodejeneratif stregler gosterilmigtir. Ayni galismada Al hasarina
karsi kurkuminin protektif etkileri ortaya konulmustur [103]. Kurkuminin
glioprotektif etkilerinin, antioksidan sistemlerin aktivasyonu ile sagladigini ve
kurkumin ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda nérodejeneratif sireglerde umut
vaadedici terapotik bir ajan oldugu bildirilmistir [103]. Bu tez kapsaminda da
kurkumin ile yapilan doz belirleme c¢alismalari sonucunda, L929 hucre hatti
uzerinde yapilan hucre canhligi analizi ile 24, 48 ve 72. saatlerde kurkuminin 1,
5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda hicre canliiginin %50’nin Uzerinde oldugu
tespit edilirken, ayni zaman dilimlerinde kurkuminin daha yuksek (25, 50 ve 100
MM) konsantrasyonlarda %50’nin altinda hudcre canhligina sahip oldugu
gosterilmigtir (Sekil 4.4.- Sekil 4.6.).

Karabiberin alkaloid karakterli bir bileseni olan piperinin; antienflamatuar,
antidepresan, immunomodulator, antiapoptotik, noroprotektif etkilerinin oldugu
bildirilmigtir [12—-14]. Ayni zamanda ksenobiyotik ajanlarla birlikte kullaniminin,
biyoyararlanim agisindan etkilerini destekledigi belirtiimis ve “biyoguclendirici”
olarak ifade edilmistir [16,17,87]. Tez kapsaminda piperinin doz belirleme ve
sitotoksisite potansiyelinin incelenebilmesi igin L929 hicre hatti Gzerinde yapilan
hidcre canliigi analizi ile piperinin tim konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72.
saatlerde hucre canlihdinin %50 Uzerinde oldugu gosterilmistir (Sekil 4.7.- Sekil
4.9.).

Kurkuminin suda ¢ozUnmemesi vucut sivilarindaki ¢ozundrluguntd de
kisitladigindan, kurkuminin biyoyararlanimi agisindan bir sorun olusturmaktadir.

Bu sebeple kurkuminin biyolojik olarak desteklenerek kullanimi terapétik ve



protektif etkilerinin anlasilabilmesinde ve bu sureclerde etkin bir sekilde
kullanilabilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. MSS’nde gorilen cesitli
norojeneratif streclerde kurkuminin biyolojik yonden desteklenerek kullanildigi
bildirilmigtir. Biyoyararlanim bakimindan kurkuminin siklikla nanotasiyicilar [104—
107] ve piperin [62,64,108-111] ile desteklendigi gosterilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda da kurkumin ile piperinin sinerjik olarak etkin konsantrasyonlari
belirlenmistir. Bunun igin Ozellikle mikrobiyoloji alaninda siklikla kullaniimakta
olan “dama tahtasi siner;ji testi” tercih edilmig [109] ve metot “4.3.4. Sinerjik Etki
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi” basliginda anlatildigi sekilde uygulanarak
MTT analizi ile hucre canhligi tespit edilmistir. Yapilan MTT analizi sonucunda,
kurkuminin piperin ile desteklendiginde etkisinin hicre canliligi bakimindan
sinerjik olarak arttigi belirlenmigtir (Sekil 4.10.). Kurkumin ile piperinin birlikte
kullaniminin sinerjik etki bakimindan hicre canhliginin en yuksek oldugu
konsantrasyonlar; Sinerji 1: 25 yM kurkumin+ 1 yuM piperin; Sinerji 2: 25 yM
kurkumin+ 2,5 uM piperin; Sinerji 3: 50 uM kurkumin+ 25 yM piperin ve Sinerji
4: 5 uyM kurkumin+ 10 pM piperin olarak belirlenmistir.

Terapotik etki deney gruplan kurulduktan sonra (Cizelge 3.1.), yapilan htcre
canhligi analizi ile negatif kontrol grubu istatistiksel olarak kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli bir sekilde disus gosterdigi gozlenmistir. Piperin 1, 2.5,
10 ve 25 uM konsantrasyonlari hticre canhligi bakimindan negatif kontrol grubu
ile kiyaslandiginda hiicre canhliginin arttigi gorilmustar. Elde edilen bu sonugclar,
piperinin astrosit hdcrelerinde AICls hasari bakimindan terapdétik etkisini
gOstermektedir. Sinerjik etki konsantrasyonlari olan 25 yM kurkumin+ 2,5 yM
piperin (Sinerji 2) ve 25 pM  kurkumin+ 1 uM piperin (Sinerji 4)
konsantrasyonlarindaki % hucre canlihgr ile kurkuminin 25 yM % hucre canlihgi
verileri kiyaslandiginda hucre canhliginin arttigr gorulmektedir. Bu durum da
astrosit hucrelerinde AICIs hasarina kargi piperinin biyoguglendirici karakterini
gOstermis ancak istatistiki olarak farklilik bulunamamistir (Sekil 4.12.). Al’a bagli
gelisen astrosit hasarinda kurkumin, piperin ve sinerjik etki gruplarinin terapétik

etkisi ilk kez tartisiimistir.

Protektif etki deney gruplari kurulduktan sonra (Cizelge 3.1.), yapilan htcre
canlihdi analizi ile negatif kontrol grubu istatistiksel olarak kontrol grubu ile

kiyaslandiginda anlamli bir sekilde disls gésterdigi gdzlenmistir. Istatistiksel



olarak hucre canhligi bakimindan negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
piperin 2,5, 10 ve 25 yM konsantrasyonlarinda anlaml bir sekilde hicre
canhliginin arttigi goézlenmistir (Sekil 4.13.). Elde edilen bu sonuglar piperinin
astrosit hucrelerinde AICls hasarina kargi protektif etkisini gostermistir. Laabbar
ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismaya benzer seklide kurkumin dozlarinda
da negatif kontrol grubuna gére hicre canliiginin arttigi tespit edilmistir [112].
Sinerjik etki konsantrasyonlari olan 25 pM kurkumin+ 1 yM piperin (Sinerji 1); 25
MM kurkumin+ 2,5 pM piperin (Sinerji 2) ve 25 yM kurkumin+ 1 yM piperin (Sinerji
4) konsantrasyonlarinda kullanilan kurkumin konsantrasyonlarinda elde edilen
hidcre canliliklari sinerjik etki konsantrasyonlarinda elde edilen hucre canliligi ile
kiyaslandiginda daha yuksek oldugu gorulmustir. Bu durum piperinin astrosit
hicrelerinde AICIs hasarina kargi protektif etkisinin yaninda biyogugclendirici
olarak da davranisini desteklemistir. Al'a bagli gelisen astrosit hasarlarinda
piperin ve piperinin kurkumin lzerindeki biyogliglendirici etkisi (sinerjik etki) ilk

kez tartisiimistir.

Terapotik etki ve protektif etki deney gruplarinda yapilan AO/PI ikili boyama ve
TUNEL metodu sonucunda Al'a maruz kalmis astrosit hicrelerinde morfolojik
degisimler gordlmustir. Al'un neden olmus oldugu bu morfolojik degisimler, Al
maruziyeti sonucunda hucrelerdeki enerji metabolizmasinin bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir [56,113]. Hucrelerdeki enerji metabolizmasinin bozulmasi ise,
aktin filamentlerin polimerizasyonunda bozulmaya sebep olarak, hiicrelerin daha

kiresel bir sekil almasina neden olmaktadir [56,113].

MSS’nde IL-6 salinimin temel kaynagi astrosit hiucreleridir [114] ve TGF-f ile
birlikte ndroprotektif olarak islev gormektedir [115]. Diniz ve ark. (2017) tarafindan
yapilan bir ¢calismada, astrositten salinan TGF- B1’in AB oligomerlerine karsi
sinapslari koruyan endojen bir mekanizmanin pargasi oldugu gosterilmistir [38].
Yapilan bagka bir calismada da benzer bir durum olarak IL-6'nin AICls/D-galaktoz
ile indUklenen astrosit hasarinda proenflamatuvar bir sitokin olarak davrandigini
ve hasar sonrasinda IL-6 seviyesinin arttigini bildirmislerdir [116]. Tez ¢alismasi
kapsaminda da kurkumin, piperin ve sinerji gruplarinin protektif etkileri IL-6 ve
TGF-B sitokin dizeyleri kapsaminda tartisiimistir. Literatlrde yer alan bilgilere
benzer sekilde Al maruziyeti sonrasinda astrosit hicrelerinde bu sitokinlerin

miktarlarinda artig goralmustir (Sekil 4.17.- 4.18.). Deney gruplari negatif kontrol



grubu ile kiyaslandiginda sitokin salinimlarinin daha az oldugu goérualmustar. Bu
durum; kurkumin, piperin ve sinerji gruplarinin astrosit hucrelerinde Al hasarina

karsi protektif etkilerini destekler nitelik tagimaktadir.

Sonug olarak, bu tez ¢calismasi kapsaminda Al maruziyeti ile olugabilecek astrosit
hicre dejenerasyonlarinda kurkuminin teropatik etkisi, piperinin protektif ve
teropatik etkileri ile piperinin biyogugclendirici olarak kullaniminin yararh
olabileceg@i sonucuna variimigtir. Kurkumin, piperin ve sinerjik etkilerinin astrosit
hacrelerinde Al hasarina karsi terapotik ve protektif etkilerinin daha detayh
incelenebilmesi icin molekuler dlizeyde ileri analizler yapiimasi ve bu analizlerin
Uc boyutlu hiicre kalttr sistemleri ile in vivo hayvan galismalari ile desteklenmesi

onerilmektedir.
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