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Ozet

Gliomalar, merkezi sinir sisteminde bulunan glial hiicrelerdeki DNA

mutasyonlari sonucu gen ifadelerindeki degisimler ile ortaya ¢ikan tiimorlerdir.
Glioma tiimorlerdeki ve glial hiicrelerdeki biyokimyasal mekanizmalarin
deneysel aragtirmalari igin sicanlardan elde edilen C6 hiicre hatlar1 yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Polidatin, Polygonum cuspidatum adini alan bir
bitkinin kék dokusundan ekstraksiyon aracihigiyla elde edilen aktif molekiildiir.
Polidatin farmakolojik olarak anti-inflamasyon ve anti-oksidatif 6zelliklere
sahiptir. Metabolizmamizda serbest radikallerin olugsmast ile bu radikallerin
ortadan kaldirilmasi bir denge igerisindedir. Boylelikle herhangi bir patolojik
durumla kargilagiimamaktadir. Fakat, farkli nedenlerle serbest radikal
hizinin yiiksek bir oranda artmast ya da antioksidan savunma sistemlerinin

yetersiz kalmasi sonucu dengenin bozuldugu bir durum ortaya ¢ikmakta ve

kanserden noronlardaki sinyal iletim bozukluklarina kadar birgok patolojik

duruma neden olmaktadir. Cahiymamizda, C6 hiicre hatlarinda hidrojen

peroksit araciligryla oksidan-antioksidan dengesinin oksidan yoniine kaymasi
ile indiiklenen oksidatif strese kargi polidatinin inflamasyonu ve apoptozu
regiile etmek araciligiyla koruyucu etkisini ortaya ¢tkarmayi amagladik. Sonug

olarak, polidatin uygulamasinin C6 hiicrelerinde inflamasyon ve apoptoz ile

iligkili genlerin ekspresyonlarini yeniden diizenleyerek oksidatif stresin neden

oldugu hiicresel hasara karst koruyucu etki ortaya ¢ikardigini saptadik.
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1.Girig

Gliomalar, merkezi sinir sisteminde bulunan glial hiicrelerdeki DNA
mutasyonlarinin  neden oldugu gen ifadelerindeki degisimler sonucu
hiicrelerin ¢ogalmalarindaki kontrolsiizliik ile ortaya ¢ikan tiimorlerdir. Bu
tiimorler en yiiksek oranda tan1 alan ve hastalarda en fazla 6liime neden olan
beyin tiimorlerindendir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi gliomlarda da
gevre dokulara kanserli hiicrelerin yayilmasi hastalarda kotii prognoza neden
olarak sag kalim iizerine olumsuz etki yapmaktadir. Glioma tiimorlerdeki ve
glial hiicrelerdeki biyokimyasal mekanizmalarin deneysel aragtirmalart igin
siganlardan elde edilen C6 hiicre hatlar1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(1-4).

Polidatin  (C, H,,O,, 3,4,5-trihidroksistilben-3-b-dglucopyranoside),
Polygonum cuspidatum adin1 alan bir bitkinin kok dokusundan ekstraksiyon
araciligiyla elde edilen aktif molekiildiir (5). Polygonum cuspidatum’un kok
dokusundan elde edilen bu molekiil monokristalin polifenolik ilag olarak,
ozellikle bilimsel aragtirmalarda bir¢ok hastalikta tedavi edici 6zelliklerinin
ortaya konmasi araciligryla kullanilmaktadir. Polidatinin anti-inflamasyon ve
anti-oksidatif 6zellikleri nedeniyle hastaliklarin patofizyolojisinin 6nlenmesi
va da tedavisinin etkin gekilde yapilabilmesi agisindan literatiir ¢aligmalari
ile hastaliklar {izerine 6nemli farmakolojik fonksiyonlar1 gosterilmistir.
Bunun yaninda polidatinin otofajiyi artirmak araciligryla miyokardiyal
disfonksiyonu azalttig1 ve mitokondriyal olarak biyoenerji geligimine neden
oldugu bildirilmistir (6). Polidatin ayrica, pithtilagma mekanizmasinin bir
pargast olan trombosit agregasyonunun engellenmesinde, kardiyovaskiiler
hastaliklar konusunda sorumlu tutulan kan lipidlerinin diizeylerinin
azaltilmasinda, ve anti-inflamatuar ve anti-oksidatif stres 6zellikleri araciligryla
miyokardiyal iskemi durumunda kalp hiicrelerini, travma durumlarinda
noron hiicrelerini apoptozdan korumak araciligryla hastalar tizerinde hayati
bir rolit bulunmaktadir (7,8).

Organizmada  serbest  radikal —havuzunun antioksidanlar ile
dengelenebilecek seviyede olmamasi sonucu oksidan-antioksidan arasindaki
kritik olan denge oksidanlar tarafina dogru bozulmakta, bu durumun
sonucunda oksidatif stres dedigimiz tablo ortaya ¢ikmaktadir. Saghkli bir
metabolizmada serbest radikallerin olusmas: ile bu radikallerin ortadan
kaldirilmas:1 bir denge igerisindedir. Boylelikle herhangi bir patolojik
durumla karsilagilmamaktadir. Fakat serbest radikal hizinin bir sekilde
hizli bir oranda artmasi ya da antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz
kalmas1 sonucu dengesizlik ortaya g¢ikmakta ve kanserden noronlardaki
sinyal iletim bozukluklarina kadar birgok patolojik durum olugmaktadir.
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Ozellikle noronlarda oksidatif stresin artmasi bu hiicrelerin hizli bir sekilde
olmesine ve sonug olarak organizmanin hayati riskine neden olmaktadir (9).
Organizmada yasamsal siiregler sonucunda hidrojen peroksit, siiperoksit
dismutasyonu aracihigiyla tiretilmektedir. Bu iiretim kendiliginden meydana
gelebilecegi gibi stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizledigi bir
reaksiyon ile de olabilmektedir. Normalde hidrojen peroksit molekiilii serbest
radikal degildir, fakat reaktif oksijen tiirleri igerisinde yer almaktadir. Bunun
nedeni, hidrojen peroksitin siiperoksit ile tepkimesi sonucu organizma igin
gok zararli olan hidroksili olugturmasidir. Boylelikle, oksidatif streste artig
ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum inflamasyon ve apoptoza neden olarak hiicresel
oliimlere aracilik etmektedir (10,11). Glial hiicrelerde, polidatinin oksidatif
strese karst muhtemel koruyucu etkisi ile ilgili bir ¢aligma literatiirde yer
almamaktadir. Bizler bu ¢caliymamiz ile birlikte, C6 hiicre hatlarinda hidrojen
peroksit araciligiyla indiiklenen oksidatif stres sonucu olugan hiicresel hasara
karg1 polidatinin koruyucu etkisini aragtirmayr amagladik.

2. Gereg ve Yontem

2.1. Hiicre kultira

Caligmamuzda, C6 hiicre hatlar1 igin, % 10 fotal sigir serum (FBS), %
1 penisilin-streptomisin ilave edilmiy DMEM besiyeri kullanildi. Hiicreler
37°C “de, % 95 nem ve % 5 CO2 ‘li etiivde biiyiitiildii (12).

2.2. C6 hiicre hatlarinda polidatinin etkin doz diizeyinin MTT
yontemi ile belirlenmesi

C6 hiicre hatlarina hidrojen peroksitin 0.5 mM etkin dozu ve polidatinin
0-200 uM (0,50,100,150,200 uM) arasindaki dozlar1 uygulandiktan 24
saat sonra hidrojen peroksit kaynakli hiicre 6liimlerini engelleyen polidatin
dozlart MTT yontemi yardimiyla saptandi. MTT tayininde, % 10 FBS, %
1 penisilin-streptomisin ilave edilmiy DMEM besiyeri igerisindeki hiicre
stispansiyonlarindan (1 x 10° /ml hiicre yogunluguna sahip), 96 kuyucuklu
plakalara 100 wul eklendi. Ve bir gece hiicreler inkiibasyona birakildi.
Ardindan MTT kitinin protokoliine uygun sekilde hiicre canliik analizi
yapild1 (12,13).

2.3. Inflamasyon ve apoptoz ile iligkili genlerin ekspresyon
profillerinin belirlenmesi

Hidrojen peroksit maruziyeti ile birlikte, polidatinin 24. saat boyunca
100 uM etkin dozu uygulanan ve uygulanmayan C6 hiicrelerindeki
inflamasyon ve apoptoz ile iliskili genlerin (IL-1B, IL-6, TNF-alfa, NF-
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Kappa B1, COX 1, COX 2, Kaspaz 3, BCL 2, BAX) ekspresyon analizi RT-
PCR cihaz1 yardimiyla yapildi. GAPDH geni i¢ kontrol olarak kullanildi.
Elde edilen verilerin 2-AACT metodu ile istatistiksel analizi “RT2 profiler
RT-PCR Array Data Analysis version 3.5” (https://geneglobe.qiagen.com/
us/analyze) yazilimi kullanilarak gergeklestirildi (14).

3. Bulgular
3.1. Hidrojen Peroksit ‘¢ maruz birakilan C6 hiicre hatlarinda

Polidatin ‘in % Canlilik tizerine etkisi

24 saatlik stire boyunca 0,5mM derisiminde hidrojen peroksit ‘e
maruz birakilan C6 hiicrelerinin % canhlik diizeylerine, polidatinin 0-200
uM (0,50,100,150,200 uM) arasindaki dozlarinin etkisi MTT yontemi
aracihigiyla belirlendi (Sekil 1.).

0,5 mM Hidrojen Peroksit ‘e
maruz birakilan C6 hiicreleri
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*hk*k
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200uM Polidatin
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Sekil 1. 0,5mM hidrojen peroksit ‘e maruz bwakidan C6 hiicrelevinin % canlilik
diizeylerine polidatin wygulamasimn etkisi (***P < 0.001).

Polidatin’in doza bagiml olarak hidrojen peroksit ‘in indiikledigi hiicre
olimiinii azaltigini saptadik. 200 uM polidatin uygulamasinin, hidrojen
peroksit maruziyeti sonucu meydana gelen hiicre 6liim sayisini en ytiksek
diizeyde azalttigini ve % canhilik oranlarini en yiiksek diizeyde artirdgini
belirledik.
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3.2. Hidrojen Peroksit ‘¢ maruz birakilan C6 hiicre hatlarinda
Polidatin ‘in inflamasyon ve apoptoz ile iliskili genlerin ekspresyon

diizeylerine etkisi

24 saatlik siire boyunca 0,5mM derigiminde hidrojen peroksit ‘e maruz

birakilan C6 hiicrelerinin inflamasyonla iliskili gen ekspresyon diizeylerine,
100 uM derisimindeki polidatin uygulamasinin etkisi RT-PCR yontemi

aracihgyla belirlendi (Sekil 2.).

0,5 mM Hidrojen Peroksit 'e
maruz birakilan C6 hiicreleri
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Sekil 2. 0,5mM hidvojen peroksit ‘e mavuz bwrakidan C6 hiicrelerinde polidatin
wygulamasinn inflamasyon ile iliskili genlevin ekspresyon diizeylevine etkisi

24 saatlik stirede 0,5mM hidrojen peroksit ‘¢ maruz birakilan C6
hiicrelerine polidatinin 100 uM dozu uygulandiginda, inflamasyon ile iligkili
genlerden TNF-alfa ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde 7.48 kat azaldigini belirledik (P<0.05). Polidatin uygulamasinin
hidrojen peroksit ‘e maruz birakilan C6 hiicrelerindeki inflamasyonla iligkili
genlerden olan IL-1B, IL-6, NF-Kappa B1, COX1 ve COX2 ekspresyon

diizeylerini istatiksel olarak anlamli bir diizeyde etkilemedigini saptadik.

24 saatlik siire boyunca 0,5mM derigiminde hidrojen peroksit ‘e maruz

birakilan C6 hiicrelerinin apoptozla iligkili gen ekspresyon diizeylerine,
100 uM derigsimindeki polidatin uygulamasinin etkisi RT-PCR yontemi

aracihgyla belirlendi (Sekil 3.).



376 | C6 Hiicrelevinde Hidrojen Peroksit Avacilyjiyla Indiiklenen Oksidatif Stresin Neden Oldugn...

0,5 mM Hidrojen Peroksit ‘e
maruz birakilan C6 hiicreleri

15
Bl Kaspaz 3
B BCL2
10 [ BAX

Ekspresyon Kat Degisimi

5_
0_
O QO
.859 .bq.’é
A\ AN
Q° Q°
& S
Q Q
,\Q

Sekil 3. 0,5mM hidrojen pevoksit ‘e maruz bwakilan C6 hiicrelerinde polidatin
wygulamasinin apoptozs ile iliskili genlerin ekspresyon diizeylerine ethisi

24 saatlik stirede 0,5mM hidrojen peroksit ‘e maruz birakilan C6
hiicrelerine polidatinin 100 uM dozu uygulandiginda, apoptoz ile iligkili
genlerden BCL 2 ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde 12.10 kat artmig oldugunu saptadik (P<0.05). Hidrojen peroksit ‘e
maruz birakilan C6 hiicrelerinde, polidatin uygulamasinin apoptoz ile iligkili
genlerden olan Kaspaz 3 ve BAX ‘in ekspresyon diizeylerini istatiksel olarak
anlaml bir oranda degistirmedigini belirledik.

4. Tartigma

Polidatin ‘in hidrojen peroksit ile indiiklenen inflamasyon ve apoptoz ‘a
karg1 koruyucu etkisini aragtirdigimiz ¢aliygmamizda, polidatin uygulamasinin
hidrojen peroksit ‘e maruz birakilan C6 hiicrelerinde % canlilik diizeylerini
doza bagl bir gekilde artirdigini ve bununla beraber inflamasyonla iligkili
genlerden olan TNF-alfa ekspresyonunu azaltirken, apoptoz ile iligkili
genlerden olan BCL 2 ekspresyonunu ise artirdigini saptadik.
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TNF-alfa 6nemli bir sitokin olmakla birlikte hastaliklarin tedavisi
i¢in hedef alinan proteinlerdendir. TNF-alfa saglikli olan bir merkezi
sinir sisteminde Onemli ve yararli olan bir¢ok role sahiptir (15-16).
Ozellikle sinaptik plastisitenin ~ gerceklestirilmesindeki 6nemi oldukga
biyiiktiir (17-20). Bununla beraber, TNF-alfa 6grenmenin gergeklesip
hafizanin saglanabilmesinde (21,22), beslenme gibi fizyolojik ihtiyaglarin
kargilanabilmesindeki siireglerde rol oynamaktadir (23). Bu nedenle, varlig:
merkezi sinir sisteminin saglikli bir sekilde siirdiirtilebilmesi agisindan biiyiik
oneme sahiptir. Fakat, gelisen hastalik iliskili bazi durumlardan dolay1
merkezi sinir sistemindeki sentezi yiiksek diizeyde artabilmektedir. Bu
durum, TNF-alfa ‘nin bir inflamatuar faktor olmasi nedeniyle merkezi sinir
sisteminde inflamasyona neden olmaktadir. Inflamasyon diizeylerindeki artus,
norolojik hastaliklarin zeminini olugturdugu igin, TNF-alfa diizeylerinin
yliksek seviyede olmasi istenilen bir durum degildir (24-33). Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarin patolojisinde inflamasyonun 6nemli bir yeri
vardir (24,25). Inflamasyon ayrica, iskemi (26,27) ve travmatik beyin hasari
gibi durumlarda da merkezi sinir sisteminde olugsan hasarlardan sorumlu
tutulmaktadir (28,29). Parkinson (30-32) ve multipl skleroz (MS) gibi diger
norolojik hastaliklarinin da olusumunda ve hastaligin devamu stireglerinde
inflamasyonun rolii oldukga biiyiiktiir (33).

Hiicresel hasar meydana gelen, enfekte olan veya istenmeyen hiicrelerin
organizmadan uzaklagtirilabilmesi programlanmig 6liim sekli olan apoptoz
ile miimkiin olmaktadir. Apoptoz, organizmanin hiicresel dengesinin
saglanabilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Apoptoz diizeylerinde artig
ya da azaliglar meydana geldiginde hastaliklar ortaya ¢ikar. Norodejeneratif
hastaliklarda, inflamasyon ile birlikte apoptoz diizeylerinde de artig
olmaktadir. Kanserde ise, apoptoz diizeylerinde meydana gelen azalig hiicre
proliferasyonuna aracilik ederek hastaigin olusumunda ve devaminda
rol oynamaktadir (34,35). Apoptoz ile iliskili proteinlerden olan BCL 2
apoptozun baskilanmasina aracilik eden ve proto-onkogen smnifina dahil
edilen proteinlerdendir. Kanserde apoptozu engelleyici rollerinden dolay1
tiimor gelisimine ve kanserin tedavisinde kullanilan kemoterapiye kargi geligen
dirence de katkida bulunmaktadir. Serbest radikallerin neden oldugu hiicre
hasari, bitytime faktor yoksunlugu ve hiicresel stres gibi durumlarda, BCL 2
pro-apoptotik proteini aktive olmaktadir. BCL 2 ‘nin aktive olmasi sonucu
olarak mitokondriyal membrandaki gegirgenlikte artiy meydana gelmekte,
bunun sonucu diger pro-apoptotik proteinlerinde aktive olmasiyla kaspaz
9 ve nihayetinde kaspaz 3 ‘te de meydana gelen aktivasyon sonucu apoptoz
ger¢eklesmektedir (36-38). Merkezi sinir sistemi ve BCL 2 konusunda
yapilan bir ¢alismada, siganlarin omuriligine uygulanan travma sonrasinda,
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sicanlarin omuriliginde apoptotik hiicre sayilarinda artig oldugu, bununla
beraber BCL 2 ifade diizeylerininde apoptotik hiicre sayis ile paralel olarak
artig gosterdigi belirlenmigtir (39). Yapilan bagka bir ¢aligmada ise, travmatik
beyin hasar1 olugturulan siganlarin beyininde artan apoptotik hiicre sayis ile
birlikte BCL 2 ‘nin mRNA diizeylerinde artig oldugu gosterilmistir (40).

Sonug olarak, Polidatin ‘in, C6 hiicrelerinde hidrojen peroksit maruziyeti
ile artan oksidatif stres sonucu inflamasyon ve apoptoz diizeylerindeki artigin
neden oldugu % canlilik diizeylerindeki azalmayi, inflamasyonu indiikleyici
olarak rol alan TNF-alfa (24) ‘nin ekspresyon diizeyinde azaliga ve apoptozu
baskilayic1 gorevi olan BCL-2 (36) ‘nin ekspresyon diizeyinde artiga
aracilik ederek engelleyebilmistir. Bu elde ettigimiz deneysel verilerden yola
¢ikarak, Polidatin ‘in oksidatif stres ve inflamasyon iligkili norodejeneratif
hastaliklarin ilerleyiginin durdurulabilmesine ve tedavisine olumlu bir katk:
saglayabilecegini soyleyebiliriz.
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