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Bu ¢alismanin bir bélimu V. Uluslararasi Multidisipliner Calismalari Sempozyumu’nda (ISMS) s6zli olarak sunulmustur (16-17
Kasim 2018, Ankara-Tirkiye).

Oz

Amac: Calismamizda eksitator bir nérotransmitter olan glutamata
bagli nérotoksisitenin  6nlenmesi amaciyla gulgli  antioksidan,
antiinflamatuar ve antiapoptotik olan floretin ve florizinin etkilerini
arastirmayi amacladik.

Materyal ve Metot: Calismamizda yeni dogan sican korteksi
kullanildi. 10-5 M ve 2x10-5 M konsantrasyonlarinda floretin ile 10-
5 M ve 2x10-5 M konsantrasyonlarinda florizin ayri ayr
uygulandiktan 2 saat sonra 3x10-3 M ve 6x10-3 M
konsantrasyonlarinda  glutamat  uygulamasi  gergeklestirildi.
Glutamat uygulamasindan 6 saat sonra hicrelerden mRNA
izolasyonu yapildi. 24 saat sonra ise metiltiazol difenil tetrazolium
(MTT) testi, total oksidan ve antioksidan kapasite olgimleri
gerceklestirildi.

Bulgular: Galismamizda glutamat artan dozlarda hiicre canlihgini
azaltirken floretin ve florizin uygulamasi yiiksek dozda en iyi
noroprotektif etkiyi ortaya koydu. Toksisiteye bagl artan total
oksidan diizey floretin ve florizin tarafindan anlamli derecede
dlzeltildi. Toksisite olusturulan grupta azalan antioksidan kapasite
floretin ve florizin uygulamasi ile dizelme gosterdi. Floretin ve
florizin tek baslarina uygulandiginda hiicre canlihgini anlamh
derecede etkilemezken, antioksidan kapasiteyi artirdi, oksidan
dlizeyi ise azaltti. Glutamat uygulamasi sonrasi artan timoér nekroz
faktor-alfa (TNF-a) mRNA ekspresyonu, floretin ve florizin
uygulamasi ile anlamli derecede azaldi. Glutamat uygulamasina
bagh artan kaspaz 9 ve kaspaz 3 mRNA ekspresyonu ise floretin
ve florizin uygulamasi ile anlamli derecede diizelme gosterdi.

Sonug: Bu bulgular, glg¢li antioksidan, antiinflamatuar ve
antiapoptotik olan floretin ve florizinin glutamata bagli gelisen
norotoksisitede koruyucu olabilecegini ve glutamatin neden oldugu
norolojik bozukluklarin 6nlenmesi igin terapétik ajanlar olarak
kullanilabilecegini gosterir.

Anahtar Kelimeler: Norotoksisite, Floretin, Florizin, Glutamat,
Hucre kultira.

Abstract

Aim: In this study, we aimed to investigate the effects of phloretin
and phlorizin which are potent antioxidants, anti inflammatory and
antiapoptotic agents on the prevention of glutamate-induced
neurotoxicity which is an excitatory neurotransmitter.

Materials and Methods: In our study, the newly born rat cortex
was used. Glutamate was applied in concentration 3x10-3 and
6x10-3 M 2 hours after application of phloretin in concentrations
10-5 M and 2x10-5 M and phlorizin in concentrations 10-5 and
2x10-5 M. mRNA isolation was performed from the cells 6 hours
after glutamate administration. 24 hours later, metiltiazol difenil
tetrazolium (MTT) test, total oxidant and antioxidant capacity
measurements were performed.

Results: In our study, phloretin and phlorizin showed the best
neuroprotective effect in high dose, while glutamate reduced cell
viability in increased doses. Increased total oxidant capacity due to
toxicity has been significantly improved by phloretin and phlorizin.
Decreased antioxidant capacity in the toxicity group showed
improvement with the application of phloretin and phlorizin. When
phloretin and phlorizin were applied alone, they did not affect cell
viability significantly, they increased antioxidant capacity and
decreased oxidant capacity. increased tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a) mRNA expression after glutamate administration
decreased significantly with the application of phloretin and
phlorizin. Increased caspase 9 and caspase 3 mRNA expression
due to glutamate showed improvement with the application of
phloretin and phlorizin.

Conclusion: These findings suggest that phloretin and phlorizin,
potent antioxidant, antiinflammatory and antiapoptotic agents, may
be protective in glutamate-induced neurotoxicity and can be used
as therapeutic agents for preventing glutamate-induced
neurological disorders.

Keywords: Neurotoxicity, Phloretin, Phlorizin, Glutamate, Cell
culture

GIRIS

Florizin, ilk olarak De Koninck tarafindan elma

agacinin  kabuklarindan izole edilmistirl.

Floretin ve onun glikozil Griint olan floretin-2-3-
d-glikoz da ayni zamanda florizin olarak

adlandirilir. Dogada en fazla florizin igeren bitki
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elma olmakla birlikte nar, cilek, kusburnu gibi
¢ok az tirde de disik miktarlarda florizin
bulunmaktadir. Florizin diyabet, obezite, stres
ve hiperglisemi durumlarinda klinik uygulama
potansiyeline sahiptir. Ancak yeteri kadar ilgili
mekanizma bildirilmemistir. Floretin ve florizin
antioksidan  aktivite, glikoz tasiyicilarinin
dizenlenmesi ve timdr hiicrelerinde apoptozisi
indikleme gibi birgok biyolojik fonksiyona
sahiptir 2 3.4, Bu nedenle floretin ve florizin yeni

farmasotik ajan olarak ilgi ¢ekici bir hedeftir.

Santral sinir sistemini ilgilendiren birgok
hastaligin  fizyopatolojisinde  birincil hasar
iskemik ve travmatik olaylari kapsarken ikincil
hasar hlcre seviyesinde dakikalar iginde
gelismeye baslayan kompleks olaylari igerir.
ikincil noral hasarin patogenezinde eksitator
norotransmitterlerin rol oynadidi bilinmektedir®.
Glutamat ve aspartat gibi eksitatér aminoasitler
memeli  santral  sinir  sisteminin  ana
norotransmitterleridir. Glutamat sinaptik gegisi
yonlendirir ve iyon gegcisini kontrol eder. Ayrica
glutamat norotoksisitenin kaynagini olusturur.
Eksitator aminoasid toksisitesi ile akut
degisiklikler néronun depolarizasyonu ile
baglar. Hiicre disi CI- hiicre igine girer. iyon
dengesinin devam etmesi igin Na* girisi olur ve
hicre siser. Noéronal kalsiyum kanallarini
NMDA reseptori duzenler. Glutamat plazma
membran depolarizasyonu ile Ca** ‘nin hicre
icine girisine, nitrik oksit sentaz gibi serbest
radikal olusturan sistemlerin aktivasyonuna ve
sonugta oksidatif strese bagl olarak néral ve
glial 6lime neden olur. Hicrede Ca** artisi
lipolitik enzimleri aktive eder. Bu enzimler
ndron membranindaki fosfolipidlerden
arasidonik asit salinimina neden olur.
Prostaglandin, tromboksan ve I6kotrienler
sentezlenir ve serbest radikal ve lipid
peroksidleri ile néronun 6limune kadar siirer ®.

Glutamata bagli gelisen noérodejeneratif

hastaliklara kargi halen spesifik bir tedavi
bulunmamaktadir. Glutamata bagh gelisen
ndéron hasarina karsi floretin ve florizin etkisine
yonelik herhangi bir calisma da
bulunmamaktadir. Bu nedenle calismamizda
glglu antioksidan, antiinflamatuar ve
antiapoptotik etkinligi olan floretin ve florizinin
glutamata bagli gelisen norotoksisite
Uzerindeki etkilerini biyokimyasal ve molekuler

mekanizmalar ile ortaya koymayi amacladik.
MATERYAL ve METOT

Deney Hayvani Temini: Calismamizda 10
adet yenidogan spraque dawley cinsi erkek
sicanlar  Atatiirk  Universitesi  Deneysel
Arastirma  ve Merkezi’'nden
(ATADEM) temin edildi. Calismamizin etik

kurallara uygunlugu Kafkas Universitesi

Uygulama

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-
HADYEK) birimi tarafindan 10.10.2018 tarihli
2018-078 numaral etik kurul karar ile
onaylandi. Calismamiz herhangi bir maddi

destek alinmadan gerceklestirildi.

Primer Noron Kiiltiirii: Yenidogan sprague
dawley sigan yavrulari hizli bir sekilde dekapite
edilerek korteks néronlari alindi ve hazir olan
solusyonda bekletildi. 1:1 tripsin ilave edildi ve
inkibatorde 30 dakika sureyle bekletildikten
sonra 3 defa santrifij yapildi ve her defasinda
sUpernatan atildi. Bir tlipe ndrobasal medyum,
1000:1 penisilin, 50:1 B27 ve 10:1 fetal bovin
serum (Gibco-Invitrogen Inc., New York, USA)
ilave edilerek medyum hazirlandi. Hazirlanan
medyumun i¢ine hulcreler eklendi. Hucreler,
odaciklarin tabanina yapismasi, tabanini
kaplamasi ve blyumesi igin 10 gln
inkibatorde bekletildi.

illag Uygulamasi: Her grupta 10 kuyucuk
olacak sekilde gruplar Tablo 1’deki gibi dizayn

edilerek kurulan korteks primer kultirine
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glutamatin daha énceki calismalarimizdan elde
ettigimiz toksisite dozlari olan 3x10° M ve
6x10% M glutamat 7 (49621-Sigma-Aldrich,
Missouri, USA)

olusturuldu. Toksisite olusturulmadan 2 saat

uygulanarak  toksisite
once daha Onceki calismalarimizdan elde
ettigimiz 10°5M ve 2x10° M
konsantrasyonlarinda floretin 8 (P7912-Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) ile 10° M ve 2x10° M
konsantrasyonlarinda florizin 8 (PHL80513-
Sigma-Aldrich, Missouri, USA) ayri ayri

0,001’lik metanol ile ¢dzllerek uygulandi.

Tablo 1. Gruplar

Grup 1 - Saf kontrol Grup 7 - Floretin 10° M + G2

Grup 2 - Metanol (0,001’lik) Grup 8 - Florizin 10° M + G2

Grup 3 - Glutamat 3x10° M (G1) Grup 9 - Floretin 2x10°M + G1

Grup 4 - Glutamat 6x10° M (G2)  Grup 10 - Florizin 2x10°M + G1

Grup 5 - Floretin 10° M + G1 Grup 11 - Floretin 2x10°M + G2

Grup 6 - Florizin 10° M + G1 Grup 12 - Florizin 2x10°M + G2

Hiicre canlih@i testi: ilag uygulamasindan 24
saat sonra hicre canhliginin belirlenmesi
amaciyla MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) proliferasyon Kiti
(10009365-Cayman, USA) ile oli/canli hiicre
sayisi ortaya kondu. Olgiimler EPOC ELISA
reader cihazi ile 570nm dalga boyunda ve kitte

yer alan direktiflere uygun bir sekilde yapildi.

Oksidatif stresin belirlenmesi: Toksisite
uygulamasindan 24 saat sonra hicre
medyumlari toplanarak Total Oksidan Dizeyini
(TOD) belirlemek amaci ile ticari TOD Kkiti
(Mega 02-Rel Assay-TURKEY) kullanildi.
Diger yandan floretin ve florizinin glutamata
baglh gelisen ndrotoksisitede primer ndron
kultir hdcreleri Gzerindeki Total Antioksidan
Kapasitesini (TAK) belirlemek amaci ile ticari
TAK kiti (Mega 01-Rel Assay-TURKEY)
kullanildi. Olglimler kitte yer alan direktiflere
uygun olarak ikiserli tekrar olacak sekilde
yapildi.

Molekiiler Analizler

RNA izolasyonu: GCalismamizda TNF-q,

kaspaz 9 ve kaspaz 3 mRNA ekspresyon

dizeylerinin gruplar arasinda
karsilastirilabilmesi icin toksisiteden 6 saat
sonra hicrelerden RNA ekstraksiyonu yapildi.
Hucre 6rneklerinden RNeasy Mini Kit (74104-
Qiagen, GERMANY) kullanilarak Qiaqube
RNA izolasyon cihazinda (Qiagen) total RNA
izolasyonu asamalari Ureticinin tavsiye ettigi

sekilde strdaralda.

cDNA sentezi ve RT-PCR ile gen
analizi:  cDNA
Transcription Kit (4896866001-
Roche, TURKEY) enzimi kullanimi ile total
RNA’'dan cDNA sentezi yapildi. Her reaksiyon

ekspresyonu Reverse

10ul RNA ile gergeklestiriierek cDNA sentezi
belirlenen sicaklik degerlerine gére Veriti 96
Well Roch Light Cycler ile saglandi. cDNA
miktari nano drop spektrofotometri (EPOCH
Plate, Biotek) ile olgilerek belirlendi. Gene
Expression Master Mix Kiti (04535286001-
Roche, TURKEY) kullanilarak kantifiye edildi.
Amplifikasyon ve kantifikasyon iglemi Roche
light Cycler cihazinda yapildi. 100ng cDNA igin
Roche Gene Expression Assays’ler pipetlendi
ve 40 siklus ile yuritildi. Cycle threshold (Cy)

degerleri cihazda otomatik olarak 2-AAC:ye

cevrildi ve ¢alismalarimiz sonucunda elde

edilen bulgular istatistiksel olarak
degerlendirildi.
istatistiksel Analizler: Calismamizin

biyokimyasal ve molekiler verileri IBM 25.00
SPSS paket programi kullanilarak analiz edildi.
Gruplar arasindaki farki analiz etmek igin One
Way ANOVA c¢oklu karsilastirma testinden
Post Hoc Tukey testi kullanildi. Verilerin
ortalama ve standart sapma degerleri
kullanildi.  p<0.05 anlamh kabul edildi.
Sekillerde sutunlardaki harflerin ayni olmasi

istatistiksel olarak anlamli fark olmadigini,
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harflerin farklh olmasi ise istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu gostermektedir.

BULGULAR

Hicre Canliigi Bulgulan: Calismamizdan
elde  ettigimiz  sonuglara gére  MTT
sonuglarimiz incelendiginde glutamatin yiksek
doz uygulanmasi ile disik doza ve kontrole
goére istatistiksel olarak en anlamh farki
olusturacak sekilde hicre canliiginin azaldigi
goéraldi (Sekil 1-A) (p<0,05). Kontrole gore
kiyaslandiginda metanol uygulamasinin
istatistiksel olarak anlamli derecede herhangi
bir toksik etki gbstermedigi goruldu (Sekil 1-B)

(p>0,05). Floretin ve florizin ¢dzeltilerinin

metanolde c¢oézilerek hazirlanmis  sekilde
uygulanmasinin istatistiksel olarak yine anlamli
derecede herhangi bir toksik etki gdstermedigi
goraldi  (Sekil 1-B) (p>0,05). Disik doz
glutamat uygulamasi ile olusturulan toksisiteye
karsi dusik ve ylksek doz floretin ve florizin
uygulanmasinda sadece ylksek doz floretin ve
florizinin  toksisiteyi Onlemede istatistiksel
olarak anlamh fark olusturdugu goéraldi (Sekil
1-C) (p<0,05). Yiksek doz

uygulamasi ile olusturulan toksisiteye karsi

glutamat

uygulanan tim floretin ve florizin dozlarinin
istatistiksel olarak anlamli fark olusturarak
toksisiteyi  Onledigi  gorildi  (Sekil 1-D)
(p<0,05).
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Sekil 1: MTT sonuglari A) Glutamatin dusiik ve yiiksek dozunun kontrole gére kiyaslanmasi B) Metanol ile ¢ézllen floretin ve
florizin dozlarinin metanol ve kontrole gére kiyaslanmasi C) Dusuk doz glutamat uygulamasi ile olusturulan toksisiteye karsi
floretin ve florizinin disik ve yuksek dozlarinin etkisi. D) Yuksek doz glutamat uygulamasi ile olusturulan toksisiteye karsi
floretin ve florizinin distk ve ylUksek dozlarinin etkisi. Sutunlardaki harflerin ayni olmasi istatistiksel olarak anlamh fark
olmadigini, harflerin farkl olmasi ise istatistiksel olarak anlaml fark oldugunu goéstermektedir. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
K:Kontrol, M:Metanol G1: Glutamat diisiik doz G2: Glutamat yliksek doz FT1: Floretin dlsiik doz FT2: Floretin ylksek doz FZ1:

Florizin dislik doz FZ2: Florizin yiuksek doz.

Oksidatif Stres Bulgulari: Canlilik testleri ile
ortaya konan bilgiler i1siginda toksisitenin en
siddetli olustugu doz olan ylksek doz glutamat
toksisitesine karsi hicre canhligini en ¢ok

artiran yuksek doz floretin ve florizin ile total
oksidan ve antioksidan kapasite belirlemesi
yapildi. Belirlenen sonuglara gore yiuksek doz
glutamat uygulamasi ile TAK seviyesi kontrole
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gb6re anlamli derecede azalirken bu azalmanin
yuksek doz floretin ve florizin uygulamasi ile
istatistiksel olarak anlamli fark olusturacak
sekilde dizeltildigi gorildi (Tablo 2) (p<0,05).
TOD seviyeleri incelendiginde ise yiksek doz
kontrole  gore

glutamat  uygulamasinin

istatistiksel olarak anlamh fark olusturacak
sekilde artisa neden oldugu ve bu artan TOD
seviyelerinin yiksek doz floretin ve florizin
uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli bir
fark olusturacak sekilde dizeltildigi goraldi
(Tablo 2) (p<0,05). Hem TAK hem de TOD
grafikleri incelendiginde; ylksek doz glutamat
toksisitesine karsi yiuksek doz floretin ve

florizin  uygulamasinin istatistiksel olarak

anlamh fark olusturdugu gorildd (Tablo 2)
(p<0,05).

Tablo 2. Floretin ve florizinin oksidatif stres Gzerindeki
etkilerinin gosterilmesi

Gruplar TOD mmol/L TAK mmol/L

Kontrol 1,49+0,11 (@) 2,17+0,12 (c,d)
FT2 1,69+0,09 (a,b) 2,12+0,07 (b,d)
Fz2 1,5940,15 (a) 2,37+0,06 (c,d)

G2 2,49%,017 (c) 1,49:0,14 (a)

incelendiginde toksisiteye neden olan yilksek
doz glutamatin TNF-a dizeylerini istatistiksel
olarak anlamli derecede artirdigi goruldi
(p<0,05). Floretin ve florizin uygulanan gruplar
tek basina TNF-a dizeylerini etkilemezken
glutamat toksisitesine kargl uygulanan ytksek
doz floretin ve florizin artan TNF-a dlzeylerini
istatistiksel olarak anlamli derecede dusurdi

(Sekil 2) (p<0,05).

Apoptozis Bulgulari: Calismamizda toksisiteye
neden olan yuksek doz glutamatin ndéron
hicrelerinde kaspaz 9 ve kaspaz 3 mRNA
ekspresyonlarini  kontrole anlamli
derecede artirdigi goérulda (Sekil 2) (p<0,05).
Floretin ve florizin uygulamasinin tek basina
3 MRNA

kaspaz 9

gore

kaspaz ekspresyonunu

degistirmezken MRNA
ekspresyonunu anlamli derecede baskiladi§i
goruldu (Sekil 2) (p<0,05). Ayrica toksisiteye
neden olan yiksek doz glutamata bagh olarak

artan apoptotik kaspaz 9 ve kaspaz 3 mRNA

E;g:g; f:ggzg:g; Eg; ;(7);28:)2 EE"E; ekspresyonunun floretin ve florizin uygulamasi
FT: Floretin, FZ: Florizin, G: Glutamat, TOD: Total Oksidan ile istatistiksel olarak anlamli derecede
Dlzeyi, TAK: Total Antioksidan Kapasite

diizeldigi goruldi (Sekil 2) (p<0,05).
inflamatuar Bulgular: Calismamizda
inflamatuar belirteg olan TNF-a dlgimleri
o]
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Sekil 2. Yiksek doz glutamat toksisitesine karsi ylUksek doz floretin ve florizinin TNF-a, kaspaz 9 ve kaspaz 3 mRNA
expresyonu Uzerine etkisi. Sttunlardaki harflerin ayni olmasi istatistiksel olarak anlamli fark olmadigini, harflerin farkli olmasi ise
istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu géstermektedir. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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TARTISMA

Calismamizda oOncelikli olarak metanolde
¢ozilen floretin ve florizinin olasi toksik ve
protektif etkilerini ortaya koymak igin canhlik
testi yapilmisgtir. Floretin ve florizinin huicre
canhhigini artinci ya da azaltici bir etkinligi
olmadigi gérilmustar. Diger yandan glutamatin
belirlenen iki farkl dozunda toksisite galismasi
yapilmis ve her iki dozda da glutamatin
toksisite olusturdugu o6zellikle ylksek dozda

ciddi toksik etki gésterdigi gériuimustar.

Bazal gangliyadan salinan uyaricl
norotransmitterlerden  biri  olan  glutamat,
glutamik asidin anyonudur ve bir sinir
hlcresinin bagka hucrelere sinyal olarak
génderdigi kimyasallardan biridir. Omurgali
sinir sistemi igerisinde buyuk farkla en fazla
bulunan nérotransmitterdir. Glutamatin asir
miktarda aktivasyonu eksitoksisiteye yol
acmaktadir  °. Kronik  ndérodejeneratif
hastaliklarda eksitotoksik bulgular, uyarici
amino asit reseptorlerindeki bir anormallik
ve/veya enerji metabolizmasinin bozulmasinin
sonucu olarak meydana gelebilir. Glutamatin
sinaptogenez, 0Ogrenme ve hafizada rol
oynadigi, ayrica iskemi, epilepsi ve
noérodejeneratif hastaliklar gibi patolojik pek
¢ok durumda da etkili oldugu bilinmektedir 1°.
Calismamizda da hiicre proliferasyonu
sonuglarimiza goére glutamat artan dozlarda
daha fazla néronal élume yol agcmaktadir. Bu
asiri miktardaki hiuicre disi glutamat seviyesi,
norotransmitter reseptorlerinin asir uyariimasi
nedeniyle hicrenin saghgi ve yasami lizerinde
olumsuz etkilere yol agabilir. Bunun yaninda,
yuksek seviyedeki hicre disi glutamat,
glutamat/sistin  antiporterlerin ~ fonksiyonunu
engelleyerek GSH olusumunu durdurur ve
sonug olarak hicre igi serbest radikal artisi ve

hiicresel toksisite meydana gelir 11 12, Reaktif

oksijen artisi néron hicre membraninda lipit
peroksidasyonuna yol agarak hiicre 6limuni
tetiklemektedir.

Oksidatif stres ve antioksidan sistemin varligini
gOstermek icin farkl belirtecler
kullaniimaktadir. Bunlardan 6zellikle Glkemizde
uretilen ve toplam oksidan ve antioksidan
dizeyi belirlememize yardimci olan TAK ve
TOD olgimleri bilimsel calismalarda yaygin
olarak kullaniimaya baslanmistir 13, Glutamat
norotoksisitesinde, toksisiteye bagli olarak
oksidatif stres artarken, normal sartlarda
saghkli hicrelerin sahip olduklart TAK'da ise
azalma  oldugunu  go6steren  calismalar
mevcuttur 4. Glutamat ile indiklenen
norotoksisite oksidatif stres kaynakli
norotoksisitenin dnemli bir mekanizmasidir 5
16, 17, Hucre disi glutamat seviyesinin fazlahgi
antiport sistemin inhibe edilmesi ile sistin geri
alinimini engeller. Glutatyon prekirséru olan
sistin  aliniminin  inhibisyonu intraselltler
glutatyon seviyelerinde Onemli derecede
azalisa sebep olur ve buna bagl olarak
hiicrelerde oksidatif stres indiiklenir 18 19,
Calismamiz sonucunda da; glutamat toksisitesi
olusturulan primer hicre kiltirlerinde doza
bagli olarak oksidatif stresin arttigi, antioksidan

aktivitenin ise azaldig1 gérulmektedir.

Floretin ve onun glikozillenmig tlrevi olan
florizin basta elma olmak Uzere pek ¢ok bitkide
bulunan  glg¢li  antioksidan  maddelerdir.
Floretin ve florizinin pek ¢ok deneysel modelde
antifungal, antimalaryal, antibakteriyel,
antikanser, antioksidan ve anti-inflamatuar
etkileri  gosterilmistir  20. 21, Antioksidan
Ozelliginden dolayl cilt bakim Urinlerine de
eklenen floretin ve florerizin antidiyabetik ajan
olarak da bilinmektedir 22 Antidiyabetik
etkinligini sodyum glukoz iligkili transport
(SGLT2) inhibitdr etkinligi ile olusturmaktadir
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21, Ayrica overektomi yapilmis siganlar
Uzerinde yapilan bir c¢alismada, menopoz
déneminde kemik erimesine karsi koruyucu
Ozelligi  oldugu  saptanmistir.  Floretinin
Ostrojenik  etkisi ve Ostrojen almaclarina
baglanma  afinitesi in vitro  testlerle
belirlenmistir 2. Calismamizda floretin ve
florizin primer noéronlar Uzerinde tek basina
uygulandiklarinda proliferasyona yol agmamis
aksine anlamh olmasa bile sayisal olarak
azalmaya neden olmustur. Ancak yiksek
dozlarda glutamat toksisitesine karsi gugli
protektif etki ortaya koymuslardir. Bu durumda
floretin ve florizinin stres sartlar altinda etki
edebilecegi disinilmektedir. Barreca ve ark.
24 noroblastoma hiicre kultirinde rotenon ile
indukledikleri ndrotoksisitede floretin ile birlikte
florizinin de noroptektif olabilecegini
gostermistir. Yine yapilan bir ¢alismada bitkisel
bircok madde test edilmis ve test edilen
bilesiklerden floretin neredeyse tamamen 2-
klorohekzadekanol kaynakli beyin
mikrovaskuler endotel hicre (BMVEC)
Olimini  ortadan kaldirmistir 25, Hlcre
korumasi icin yapisal gereklilikler hakkinda bir
fikir edinmek icin yapilan bir c¢alismada,
floretinin etkinligi, dogal olarak olusan glikozile
edilmis preklrsori olan florizin ile
karsilastiriimistir. Glikozile edilmemis floretinin
aksine, glikozile edilmis analogu olan florizinin
BMVEC'nin metabolik aktivitesini etkilemedigi
ve hatta azalttigi goraimuistir. Bizim galisma
bulgularimizda ise glutamat ile indiklenmis
norotoksisiteye karsi floretine goére glikolize
analogu olan florizinin daha koruyucu etkili
oldugu sonucuna varilmistir. Yine floretin ve
florizin uygulamasi glutamat toksisitesine bagli
olarak azalmis olan antioksidan kapasiteyi
dizeltirken, artmis oksidatif stresi de anlamli
derecede azaltmaylr basarmistir. Floretin ve
florizin birbirlerine gére oksidatif stres Uzerine

anlamli bir farklilik olusturmamistir. Barreca ve

ark.’nin 24 yaptigi bir galismada ise florizinin
floretine oranla lipid peroksidasyonunu daha

fazla azalttig1 gosterilmistir.

Glutamata bagli gelisen nérotoksisitede ikinci
Onemli olay ise inflamasyonun gelismesidir.
inflamasyon ile oksidatif stres arasinda guglii
bir iliski bulunmaktadir 26. Onceki calismalarda
glutamat toksisitesinin proinflamatuar
sitokinlerin  salinimini  artirdigi  ve néronal
hasarin siddetlenmesine yol actigi
gosterilmistir 27. Proinflamatuar bir sitokin olan
TNF-a’'nin artmasi inflamatuar  sureci
baslatmakta ve devaminda pek c¢ok
patofizyolojik olaylar zinciri gelismektedir.
Calismamizda oksidatif stres ile birlikte TNF- a
ekspresyonunun da anlamli derecede arttigi
gOsterilmistir.  Floretin  ve florizinin  anti-
inflamatuar etkilerinin arastinldigi bir
calismada floretin ile tedavinin lipopolisakkarit
ile uyariimisg insan akut monositik I6semi turevi
hicre dizisinde (MonoMac 6) IL-8, CXCL10 ve
TNF-a mRNA'larinin ekspresyonunu inhibe
ettigi gortlmustir 2 28, Bizim galismamizda ise
glutamat uygulamasi ile artan TNF-a
ekspresyon seviyesi ylksek doz floretin ve
florizin uygulamasi ile gerilemistir. Sadece
yuksek doz floretin ve florizin uygulamasi ise

TNF-a duzeyini etkilememisgtir.

Glutamat norotoksisitesindeki diger dnemli

mekanizma ise hicrelerin apoptoza
ugramasidir 2°. Glutamat, etkilerine aracilik
eden reseptorler olan iGIuR’yi ve mGIuR'yi
aktive eder. iGIuR, iyon kanallarini kontrol eder
ve santral sinir sisteminde eksitotoksik
ndrotransmisyonun blylk bélimuinden
sorumludur. mGIuR ise hicre i¢i enzimlerin G
proteini aracili yol ile kontrolinl sagdlar. iGIuR,
NMDAR ve NMDAR olmayan reseptorler
olarak ikiye ayrilir. Santral sinir sisteminde

iGIuR araciligi ile meydana gelen ndéron
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Olumlerinin - molekller mekanizmasi gun
gectikce daha iyi anlasilmaya basglanmistir.
Glutamat uygulamasina bagh olarak kaspaz
protein kaskadi aktive olur. Kaspaz proteinleri
apoptozisi kontrol eden sef proteinlerdir.
Mitokondri membranindan sitokrom ¢ salinimi
ile birlikte apoptozu baslatan kaspaz proteinleri
de (kaspaz 9 ve kaspaz 3) aktive olmaya
baslar 30. Ayni zamanda oksidatif strese bagli
olarak da kaspaz 9 ve kaspaz 3 akvitesinde
artma meydana gelmektedir 3. Kaspaz 9
apoptozun baslamasinda rol alirken pro-
kaspaz 3 aktivasyonuna yol acar ve kaspaz 3
apoptozun ge¢ fazinda rol alarak hicre
6limlne neden olur. Proinflamatuar sitokin
olan TNF-a da ayni zamanda apoptozisi
indikleyen 6ncli maddeler arasinda vyer
almaktadir. Calismamizda kaspaz 9
ekspresyonu ve kaspaz 3 ekspresyonu
toksisiteye bagli olarak anlamli derecede
artmistir. Floretinin kaspaz 3 aktivasyonunu
sitotoksisite durumunda nasil etkiledigini ortaya
koymak icin yapilan bir c¢alismada bazal
kaspaz 3 aktivitesini etkilemedigi gorulmustur.
Floretin varhdinin endotel hicreleri Uzerinde
belirgin bir koruyucu fonksiyona sahip oldugu
ve hicre igi ATP icerigini kismen korudugu
sonucuna varilmistir 32, Calismamiz
sonucunda floretin ve florizinin tek baslarina
kaspaz 3 ekspresyonunu degistirmedikleri
ancak kaspaz 9 ekspresyonunda azalmaya
sebep olduklari goérilmektedir. Bu durumda
floretin ve florizin apoptozisin ilk fazinda
kaspaz 9 inhibisyonuna yol acarak apoptozun
olusmasini 6nlemis olabilir. Ayni zamanda
glutamata bagh gelisen artmis kaspaz 9 ve
kaspaz 3 ekspresyonu floretin ve florizin
tarafindan anlaml derecede baskilanmistir.

SONUG

Calismamizda artan dozlarda glutamat
uygulamasi hicre canhligini azaltirken floretin
ve florizin uygulamasi yuksek dozda en iyi
noroprotektif  etkiyi ortaya koymustur.
Toksisiteye bagl artan total oksidan dizey
floretin ve florizin tarafindan anlamli derecede
dizeltilmistir. Yine toksisite olusturulan grupta
azalan antioksidan kapasite floretin ve florizin
uygulamasi ile dizelme gostermistir. Floretin
ve florizin tek baslarina uygulandiginda hicre
canhhigini  anlamh derecede etkilemezken
antioksidan kapasiteyi artirmis, oksidan duzeyi
ise azaltmistir. Ayrica, glutamat uygulamasi
sonrasi artan TNF-a mRNA ekspresyonu,
floretin ve florizin uygulamasi ile anlamli
derecede azalmistir. Yine gelisen apoptozisin
onlenmesinde floretin ve florizin etki gostererek
noéron canlihdini korumustur. Calismamizda en
iyi sonuglar florizinin yilksek dozunda elde
edilmistir. Tum bu bilgiler 1s1ginda; guglu
antioksidan ve anti inflamatuar olan floretin ve
florizin glutamat ile indiklenen ndrotoksisiteyi

onlemistir.
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