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Oz.

Amag: Glcli bir antioksidan etkiye sahip olan nar kabugunun pek cok fizyolojik Ozellikleri
gosterilmistir. Calismamizda eksitatér bir nérotransmitter olan glutamatin nérotoksik etkisine karsl,
guclu antioksidan olan nar kabugunun etkilerini arastirmayr amagladik.

Materyal ve Metot: Calismamizda yeni dogan sican beyin korteksi kullanilmistir. Nar kabugu
ekstresi 200, 300 ve 400 mg/ml dozunda uygulandiktan 2 saat sonra 6x103ve 3x103M
konsantrasyonda glutamat uygulamasi gerceklestirildi. Toksisite olusturulduktan 24 saat sonra
canlilik testi, total oksidan ve antioksidan kapasite dlglimleri gerceklestirildi.

Bulgular: Glutamat uygulamasi artan dozlarda hticre canliligini 6nemli 6iclide azaltirken nar kabugu
ekstresi yiiksek dozda en iyi ndroprotektif etkiyi ortaya koymustur. Toksisiteye bagl artan oksidan
kapasite nar kabugu uygulamasi ile anlamli derecede dizelmistir. Glutamata bagli azalan
antioksidan kapasite nar kabugu ekstresi ile diizelme gdstermistir. Nar kabugu ekstresi tek basina
yliksek doz uygulandiginda proliferatif etki ortaya koymustur. Nar kabugu noroprotektif etkilerini
proinflamatuar sitokin olan timér nekrozis faktdr-a ve apoptotik proteinler olan caspas 3 ve 9
ekspresyonunu baskilayarak ortaya koymustur.

Sonug: Nar kabugu ekstresi antioksidan, antiinflamatuar ve anti-apoptotik etkisi ile glutamata bagli
gelisen norotoksisiteyi dnlemistir.

Anahtar Kelimeler: Nar, Eksitotoksisite, Glutamat, Sigan

Abstract

Background: Many physiological properties of pomegranate peel which has a strong antioxidant
effect have been shown. We aimed to investigate the effects of pomegranate peel, a potent
antioxidant on the neurotoxic effect of glutamate, an excitatory neurotransmitter.

Methods: In our study, the newly born rat brain cortex was used. Pomegranate peel extract were
used 200, 300 and 400 mg / ml dose after 2 hours 6x10-3 and 3x103M concentration glutamate
application was performed. After 24 hours of toxicity, viability test, total oxidant and antioxidant
capacity measurements were performed.

Results: Glutamate application significantly reduced cell viability in increased doses, while
pomegranate peel extract revealed the best neuroprotective effect in high doses. Increased total
oxidant capacity due to toxicity has been significantly improved with pomegranate peel application.
Decreased antioxidant capacity due to glutamate has improved with pomegranate peel extract.
Pomegranate peel extract alone had a proliferative effect when high doses were applied. The
pomegranate peel has demonstrated its neuroprotective effects by suppressing the proinflammatory
cytokine tumor necrosis factor-a and the expression of apoptotic proteins, caspase 9 and 3.
Conclusion: Pomegranate peel extract inhibited glutamate-induced neurotoxicity due to its
antioxidant, anti-inflammatory and anti-apoptotic effect.
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Giris

Nar, Kinagiller familyasina dahil olup Punica Granatum
cinsinden ¢ok yillik bir bitkidir. Nar 5000 yildir yetistirildigi
bilinen ticari, kiiltirel ve terapétik 6neme sahip bir meyvedir
(1). Nar meyvesinin kabugdu, ¢ekirdegi ve meyvesi ayri ayri
yillardir terapétik amagla kullaniimaktadir. Ozellikle nar ka-
bugu basta flavanoidler (antosiyanin, katesin ve diger kom-
pleks flavanoidler) ve tanenler (punikalin, punikalagin, gal-
lik asit ve ellagik asit) olmak tzere fenolik bilesenlerce
zengindir (2). Fenolik bilesenler ise antioksidan aktivite
gosteren dogal bilesenlerdir. Antioksidan aktivite gsteren
bilesiklerce zengin besinler ile beslenmenin, serbest
radikallerden kaynaklanan kanser, kalp-damar hastaliklari,
diyabet ve nérolojik hastaliklari énleme konusunda fayda
sagladigi bilinmektedir. Antioksidanlar, inflamasyon ve im-
mn yaniti modile ederek s6z konusu hastaliklara karsi
koruyucu etkinlik gostermektedirler (3-8). Narin bir diger
onemli etkisi olan antimutajenik etkisinin, kabugunda
bulunan ellagik asit, ellagitanninler ve gallik asitlerden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (9). Gallik asit, ellagik asit
ve punikalagin, antioksidan aktivitelerine ilave olarak en-
terik patojenlere kars! antibakteriyel etkiye de sahiptirler.
(2). Narin antibakteriyel etkinliginin arastirildi§i ¢alisma-
larda baslica etken maddenin punikalagin oldugu da
vurgulanmigtir. Calisma sonucunda narin deri enfeksiyon-

larinda  antifungal  olarak  kullanim  agisindan
terapotik/iyilestirici bir alternatif olabilece@i belirtilmistir
(20).

Glutamat plazma membran depolarizasyonu ile Ca* un
hiicre igine girisine, nitrik oksit sentaz gibi serbest radikal
olusturan sistemlerin aktivasyonuna ve sonug olarak oksi-
datif strese badli olarak néral ve glial élime neden olur.
Hucrede Ca** artis! lipolitik enzimleri aktive eder. Bu en-
zimler ndron membranindaki fosfolipidlerden arasidonik
asit salinimina neden olur. Serbest radikal ve lipid perok-
sidleriyle néronun éliimiine kadar stirer (11). iskemik beyin
hasari, hipoglisemik beyin hasari, epilepsi, kafa travmasi
ve toksik ensefalopatiler gibi bazi nérolojik hastaliklarin
olusumunda glutamat eksitotoksisitenin rolti bulunmakta-
dir (12). Bu ylzden glutamata bagli toksisitenin 6nlenmesi
ayri bir 6neme sahiptir. Ancak giinimiizde halen glutamata
bagl gelisen eksitotoksisitenin 6nlenmesinde spesifik bir
tedavi bulunmamaktadir. Bu ylzden galismamizda gugll
antioksidan etkinligi olan nar kabugunun glutamata bagli
gelisen norotoksisite tizerindeki etkilerini biyokimyasal ve
molekiler mekanizmalar ile ortaya koymayi amagladik.

Materyal ve Metot

Ekstrenin hazirlanmasi

Punica Granatum (Nar), tilkemizde hicaz nari olarak bili-
nen turd Mersin ilinden 2016 yilinda temin edilmistir.

Nar kabugu ekstresi (PPE), Clevenger (Wisd-Wise Therm)
cihazinda, su buhari distilasyonu yontemiyle elde edildi. Bu
amagla meyveler gblgede kurutulduktan sonra kabuklari
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ayrildi. 160 g bitki parcalayicida ince toz haline getirildi.
Ogiitilen érnek cam balon igerisine konularak (izerine
1600 ml distile su ilave edildikten sonra Clevenger cihazina
yerlestirilip cihaz galistirildi. Buharlasma bagladiktan sonra
U¢ saat stire boyunca bekletildi. Bu siire boyunca Cleven-
gerin toplama borusunda biriken hidrosol steril edilmis ayri
bir siseye alindi. Bu stirenin sonunda toplama borusunda
biriken son hidrosolde alindiktan sonra, geriye kalan ekstre
kullanilincaya kadar koyu renkli siselerde, agzi kapali ola-
rak, +4°C‘de buzdolabinda muhafaza edildi.

Ekstrede bulunan maddelerin HPLC-DAD ile analizi
Ekstrede gallik asit, ellajik asit ve punikalajin A ve B mad-
deleri tespit edildi ve miktar tayinleri Agilent 1200 Serisi
HPLC-DAD cihazinda yapildi (Tablo 1).

Tablo 1. 1 g ekstrede bulunan madde miktari

Madde Adi Miktari (mg/g)
Gallik Asit 14.45+0.53
Punikalajin A 191,56+ 0.36
Punikalajin B 189,48+ 0.62
Ellgjik Asit 68.02+ 0.42
Ornek hazirlama

Sabit tartima getirilen ekstre, konsantrasyonu 1mg/mL ola-
cak sekilde metanol ile ¢dz(ldl ve stok ¢ozelti elde edildi.
10000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Elde edilen sliperna-
tantt fosfat tamponu (pH=2,5, 0,025 M) ile seyreltilerek ca-
lisma ¢ozeltileri hazirlandi. Calisma gozeltileri enjeksiyon
filtresinden gecirildikten sonra sisteme enjekte edildi. Her
enjeksiyon Uger kez tekrarland!.

Etik kurul izinleri ve hayvanlarin temini

Calismanin etk kurallara uygunlugu Kafkas Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-HADYEK) tara-
findan onaylanmistir (HADYEK 2017-003). Deneysel hay-
van laboratuvarindan temin edilen toplam 10 adet yeni do-
gan Spraque Dawley cinsi siganlar kullanildi.

Primer Néron Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Yeni dogan Sprague Dawley cinsi sigan yavrulari hizl bir
sekilde dekapite edildikten sonra korteks néronlari alinarak
1:1 tripsin ilave edildi ve inkiibatérde 30 dakika streyle
bekletildikten sonra 3 defa santrifiij yapilip ve her defa-
sinda supernatant atildi ve yeni medyum ilave edildi. Ayri
bir tipte ndrobasal medyum 1000:1 penisilin 50:1 B27
supplement ve 10:1 fetal bovine serum ilave edilerek med-
yum hazirlandi. Hazirlanan medyumun igine hiicreler ek-
lendi. 96 kuyucuklu plate’in her odacigina 150 ul medyum
eklendi. Hucrelerin odaciklarin tabanina yapismasi ve ta-
banini kaplamasi ve blytimesi igin 10 gln enkiibatorde
bekletildi (13).

ilag Uygulamasi

Her grupta 10 well olacak sekilde gruplar asagidaki sekilde
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dizayn edilerek kurulan korteks primer kilttiriine 6x10° M
ve 3x10® M glutamat uygulanarak toksisite olusturuldu.
Toksisite olusturulmadan 2 saat 6nce 200, 300 ve 400
mg/ml dozunda PPE uygulandi.

Gruplar:
Grup 1 — Saf kontrol
Grup 2 — Glut 3x10M (G1)
Grup 3 — Glut 6x10°M (G2)
Grup 4 — PPE 200 mg/ml (PPE2)
Grup 5 — PPE 300 mg/ml (PPE3)
Grup 6 — PPE 400 mg/ml (PPE4)

Hiicre canliligi testi

llag uygulamasindan 24 saat sonra hiicre canliligin belir-
lenmesi amaciyla MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) proliferasyon kiti (CAYMAN-
10009365) ile 6lu/canh hiicre sayisi ortaya kondu. Hiicre-
lere glutamat uygulandiktan 24 saat sonra kitte yer alan di-
rektiflere uygun bir sekilde 6lctim yapildiktan sonra her bir
numunenin absorbansi 570 nm’de mikroplate okuyucu kul-
lanilarak 6lgiildd.

Oksidatif stresin belirlenmesi

Toksisite uygulamasindan 24 saat sonra hiicre medyum-
lari toplanarak total oksidan diizeyi (TOD) belirlemek ama-
ciyla ticari TOD kiti (RELASSAY-Mega02) kullaniimigtir.
Diger yandan nar kabugu ekstresinin, glutamat toksisite-
sinde, primer néron kiltir hiicreleri lizerindeki total antiok-
sidan kapasitesini (TAK) belirlemek amaciyla ticari TAK kiti
(RELASSAY-Mega01) kullaniimistir.Hiicrelere glutamat
uygulandiktan 24 saat sonra medyumlar toplanarak TAK
ve TOD olgimu yapildi. Calismadan en iyi belirlenen so-
nuglar arasinda karsilastirma yapildi (14).

Molekdiler analizler

Calismamizda Qiagenrat tagman problu caspas 3, caspas
9 ve TNFa mRNA ekspresyon dlzeyleri gruplar arasinda
karsilastiriidi. Calismadan en iyi belirlenen sonuglar ara-
sinda karsllastirma yapild1.

Hucrelerden RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi:

Onceki yapmis oldugumuz calismalardaki direktiflere uy-
gun bir sekilde hiicrelere glutamat uygulandiktan 24 saat
sonra hiicreler kazinarak RNA izolasyonu (Qiagen RNae-
asy mini kit-74104)ve cDNA sentezi (Qiagen RT-HT First
Strand cDNA sentezi kiti-330404) gerceklestirilmistir.
Real-Time PCR ile mRNA ekspresyonlarinin kantitatif ola-
rak belirlenmesi

Caspase 9, caspase 3 ve TNF-a mRNA ekspresyonu, Taq
Man Gene Expression Master Mix kiti kullanilarak kantifiye
edildi. Amplifikasyon ve kantifikasyon islemi StepOne Plus
Real Time PCR System (Applied Biosystems) cihazinda
yapildi. 100ng cDNA icin TagMan® Gene Expression As-
says'ler pipetlendi ve 40 siklus ile yaratuldd. Cycle thres-
hold (C:) degerleri cihazda otomatik olarak 2-22Cye cevrildi
(15).

istatistiksel Analizler

Calismamizin verileri IBM 21.00 SPSS paket programi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. Gruplar arasindaki an-
lamlilik igin One Way ANOVA ¢oklu karsilastirma testinden

Grup 7 — PPE 200 mg/ml + G1
Grup 8 — PPE 200 mg/ml + G2
Grup 9 — PPE 300 mg/ml + G1
Grup 10 — PPE 300 mg/ml + G2
Grup 11 — PPE 400 mg/ml + G1
Grup 12 — PPE 400 mg/ml + G2

Glutamat eksitotoksistesinde narin etkileri

Tukey testine gore yapildi. Sekillerde sutunlardaki harfler
birbirinden farkli ise aralarinda anlamli bir fark vardir, harf-
ler birbiri ile ayni ise aralarindaki fark anlamsizdir. Analiz
icin ortalama ve standart sapma degerleri kullanildi.
p<0,05 anlamli kabul edildi.

Bulgular

HPLC sonuglar

Tablo 1°de gortldugu gibi nar kabugu yuksek miktarda pu-
nikalagin A ve B ihtiva etmektedir. Ayni zamanda nar ka-
bugunda glglu antioksidan biyoaktif maddelerden gallik
asit ve ellajik asit yeterli miktarda bulunmaktadir.

Hiicre Canliligi Bulgulari

Glutamatin yliksek doz uygulamasi ile disik doz gluta-
mata ve kontrole gore istatistiksel olarak fark olusturacak
sekilde primer ndronlarda hlicre canlihginin azaldigi belir-
lenmistir (*p<0,05) (Sekil 1A). PPE uygulamasinin istatis-
tiksel olarak herhangi bir toksik etki gostermedigi gordl-
mustlir, ayni zamanda PPE4 proliferatif etki ortaya koy-
mustur (*p<0,05) (Sekil 1B).Kontrol grubuna gére dstik
doz glutamat uygulanmis grup ve dustik doz glutamat tok-
sisitesine karsi dustik doz PPE (PPE2) uygulanmis grupta
istatistiksel olarak anlamli fark olusturacak dlizeyde hiicre
canliligr azaldigi gérulmastir. Disukdoz glutamat toksisi-
tesinekarsi tm PPE dozlari incelendiginde sadece yluksek
doz PPE'nin (PPE4) istatistiksel olarak hiicre canliligini ar-
tirarak toksisiteyi Onleyebildiji gbze c¢arpmaktadir
(*p<0,05) (Sekil 2A). Kontrol grubuna gore yiksek doz glu-
tamat ve yUksek doz glutamata ilaveten dislk doz PPE
uygulanmis gruplarda istatistiksel olarak anlamli fark olus-
turarak hticre canliligi azalmistir (**p<0,01) (*p<0,05). An-
cak yiksek doz glutamat uygulamasina gére PPE uygula-
nan gruplar kiyaslandiginda PPE3 ve PPE4 uygulanan
gruplarin istatistiksel olarak fark olusturarak toksisiteyi 6n-
ledigi gorilmistiir (+p<0,05) (Sekil 2B).

Oksidatif Stres Bulgulari

TOD seviyeleri incelendiginde kontrole gore yiiksek doz
glutamatin anlamli bir artisa neden oldugu gérilmuUstir.
(*p<0,05). Glutamat uygulanan gruba gére kiyaslandi-
ginda sadece PPE4 uygulanmis grubun istatistiksel olarak
fark olusturdugu (++p<0.01) goériilirken glutamat ve PPE4
uygulanmis grupta da istatistiksel fark gorllmuUstir
(+p<0,05) (Sekil 3A). PPE4 uygukamasi ile glutamat toksi-
sitesine bagli olusan oksidan kapasite artisinin geri gevril-
mesinin yani sira PPE4 uygulamasinin tek basina uygu-
landiginda da oksidan kapasitede azalmaya yol actigi go-
rilmUstir. Total antioksidan kapasite analizlerinde belirle-
nen sonuglara gore yiksek doz glutamat uygulamasi ile
TAK seviyesi kontrole gére anlamli derecede azalmigtir
(**p<0,01). Bu azalma yiiksek doz PPE4 ile geri gevrilmigtir
(*p<0,05, +p<0,05) (Sekil 3B).

TNF-a mRNA ekspresyon diizeyleri

Gluatmat ile indiklenen nérotoksistenin mekanizmasinda
inflamasyonun rolunii gésterebilmek igin TNF-a seviyeleri
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olctlmustar (Sekil 4). PPE uygulamasi tek basina kontrol
grubuna gore herhangi bir etki ortaya koymamistir. Ancak
kontrol grubuna gdre glutamat uygulamasi TNF-a mRNA
ekspresyonunu anlamli sekilde artirmistir (*p<0,05). Bu
durum glutamatin oksidatif stres ile birlikte inflamasyonuda
artirdigini g6stermektedir. Sadece PPE uygulamasi ise
glutamat uygulamasina gére istatistiksel fark olugturmustur
(++p<0,01).PPE uygulamas! glutamat eksitotoksisitesine
bagl gelisen inflamasyonu 6nemli dlgiide azaltarak antiinf-
lamatuar etki ortaya koymus ve ndron hasarini dnlemigtir
(+p<0,05).

Apoptotik etkinin gosterilmesi

Calismamizda kontrol grubuna gére glutamat uygulamasi
caspas 9 ve caspas 3 mRNA ekspresyonlarini primer né-
ron hicrelerinde anlamli sekilde artirmigtir (**p<0,01). Bu
durum oksidatif stress ve inflamasyon ile birlikte hiicrelerin
apoptoza ugradigi ve bu sekilde ciddi toksik etki ortaya ko-
yabilecegini gostermektedir (Sekil 5-6). Tek basina PPE
uygulamasi caspas 9 mRNA ekspresyonunu baskilarken
caspas 3 mRNA eksprsyonu (izerinde herhangi bir etki or-
taya koymamustir. Ancak, PPE uygulamasindan sonra glu-
tamat verildiginde PPE, glutamatin yapmis oldugu apopto-
tik proteinlerin gen diizeyindeki ekspresyon artiglarini 6n-
lemis ve hticre canlihgini korumustur (+p<0,05).
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$Sekil 1. A. Kontrol grubuna gére yiksek doz ve dusiik doz glutamat uygulamasi
MTT sonuglari. B. Kontrol grubuna gére PPE uygulamasi MTT sonuglari.(’kont-
role gore p<0.05)

G1: Dlslk doz glutamat 3x10-3 Molar. G2: Yiksek doz glutamat 6x10-3 Molar. K:
Kontrol grubu. PPE2: 200 mg/ml nar kabugu ekstresi. PPE3: 300 mg/ml nar ka-
bugu ekstresi. PPE4: 400 mg/ml nar kabugu ekstresi.

Tartisma

Calismamizda guglu antioksidan ve antkanser etkinligi
olan nar kabugu ekstresinin sigan primer noron kultiriinde
glutamat ile induiklenen ndrotoksisiteye karsi koruyucu rol-
leri biyokimyasal ve molekiiler olarak gésterilmigtir.
Merkezi sinir sisteminde ndrotransmitter olarak gorev alan
glutamat bazal gangliyadan salinan uyarici nérotransmiter-
lerden bir tanesidir. Glutamatin agiri miktarda aktivasyonu
eksitotoksisiteye yol agmaktadir (16,17). Kronik nérodeje-
neratif hastaliklarda eksitotoksik bulgular, uyarici amino
asit reseptorlerindeki bir anormallik ve/veya enerji metabo-
lizmasinin bozulmasinin sonucu olarak meydana gelebil-
mektedir. Glutamatin sinaptogenez, égrenme ve hafizada
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rol oynadig, ayrica iskemi, epilepsi ve nérodejeneratif has-
taliklar gibi patolojik pek ¢cok durumda da etkili oldugu bilin-
mektedir. Asirt miktardaki hicre digi glutamat seviyesi, no-
rotransmiter reseptdrlerinin agiri uyariimasi nedeniyle hiic-
renin sagligi ve yasami Uzerinde olumsuz etkilere yol aga-
bilir. Bunun yaninda, yliksek seviyedeki hiicre digi gluta-
mat, glutamat/sistin antiporterlerin fonksiyonunu engelle-
yerek glutatyon olusumunu durdurur ve sonug olarak hiicre
ici serbest radikal artisi ve hiicresel toksisite meydana ge-
lir.
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Sekil 2. A. Diisiik doz glutamat uygulamasina karsi PPE uygulamasi MTT so-
nuglari. B. Yiksek doz glutamat uygulamasina karsi PPE uygulamasi MTT so-
nuglari. (‘kontrole gére p<0.05, “kontrole gére p<0.01, *toksisite grubuna gére
p<0.05)

G1: DUk doz glutamat 3x10-3 Molar. G2: Yiksek doz glutamat 6x10-3 Molar. K:
Kontrol grubu. PPE2: 200 mg/ml nar kabugu ekstresi. PPE3: 300 mg/ml nar ka-
bugu ekstresi. PPE4: 400 mg/ml nar kabugu ekstresi.
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Sekil 3: A. Total antioksidan kapasite sonuglari. B. Total oksidan kapasite so-
nuglari. (‘kontrole gére p<0.05, “kontrole gére p<0.01, *toksisite grubuna gére
p<0.05, +toksisite grubuna gére p<0.01)

G2: Yiksek doz glutamat 6x10-3 Molar. K: Kontrol grubu. PPE4: 400 mg/ml nar
kabugu ekstresi.

MTT hiicre canliidinin belirteci olarak in vitro ¢alismalarda
siklikla kullaniimaktadir. Canli hiicrelerin mitokondrilerinde
stiksinat-dehidrogenaz enzimi tetrazolyum halkasini par-
calayarak ¢oziinmeyen formazan tuzlari olusturmaktadir.
Olusan formazan kristalleri canlilik orani yiksek kultur-
lerde absorbans degerinin yUksek gikmasina neden ol-
maktadir.Onceki yapilan galismalarda glutamatin sitotok-
sik etkisine bagli olarak primer néron canliligini azalttigi
gosterilmistir(12). Calismamizda da glutamat uygulamasi
doza bagli olarak primer ndron hicrelerinin canlihgini
onemli dlglide azaltmistir. PPE’nin ise tek basina verildigi
zaman tlim dozlarda herhangi bir toksik etki olusturmadig
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gorulmustir. Hatta sayisal olarak hcre proliferasyonunu
artirmigtir. PPE, glutamata bagli gelisen primer noron ha-
sarini énemli dlglide dnleyerek hiicre canliligini korumus-
tur.
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Sekil 4. TNf- a mRNA ekspresyonu sonuglari. (‘*kontrole gére p<0.05, “kontrole
gdre p<0.01, *toksisite grubuna gdre p<0.05, *toksisite grubuna gére p<0.01)
G2: Yiksek doz glutamat 6x10-3 Molar. K: Kontrol grubu. PPE4: 400 mg/ml nar
kabugu ekstresi.
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Sekil 5. Caspas 3 mRNA ekspresyonu sonuglari. (‘kontrole gére p<0.05, “kont-
role gére p<0.01, *toksisite grubuna gére p<0.05, +toksisite grubuna gore
p<0.01)

G2: Yiksek doz glutamat 6x10-3 Molar. K: Kontrol grubu. PPE4: 400 mg/ml nar
kabugu ekstresi.

Oksidatif stres nedeniyle artan serbest radikallerin memb-
randa hasar olusturarak htcreyi dlime strtkledikleri bilin-
mektedir. Serbest radikallerin neden olduklari hasari 6n-
leme mekanizmasi ise antioksidan savunma mekanizma-
sidir. Antioksidan isleyisinin yetersiz kaldigi durumlarda
serbest radikaller daha siddetli hasar olusturabilirler. Bu
nedenle antioksidan etkinligi olan maddelerin oksidatif
strese bagli gelisebilecek hasari dnledigi distintimektedir
(18). Yapilan arastirmada nar kabuklarinin hem eczacilik
hem de diger alanlarda proantosiyanidin ve kersetol
kaynag! olarak degerlendirilebilecegini ifade etmislerdir.
Buna ilaveten nar kabugu ve nar ¢ekirdegi ekstraktlarinin
antioksidan ve antimikrobiyel potansiyeli incelenmis; nar

Glutamat eksitotoksistesinde narin etkileri

kabugu ekstraktinin, nar danesi ekstraktindan daha
yuksek  antioksidan  kapasitesine  sahip  oldugu
gozlemlenmistir. Nar kabugu ekstraktinin hidroksil grubu
ve sUperoksit anyonunu baglama etkisinin yliksek oldugu
tespit edilmistir (10, 19). Literatirde oksidatif stres ve anti-
oksidan sistembelirteci olarak kullanilan pek ¢ok biyokim-
yasal ydntem mevcuttur. Ozellikle in vitro ¢alismalarda top-
lam oksidan ve antioksidan diizeyinin belirlenmesini sagla-
yan TAK ve TOD olgiimleri literatlrde yaygin olarak kulla-
niimaktadir (20,21). Calismamizda TAK ve TOD oélgimii
sonuglarina gore tek basina PPE uygulamasi toplam oksi-
dan dizeyi etkilemezken, toplam antioksidan kapasiteyi
kontrol grubuna gére artirmistir. Ancak glutamat uygula-
masi oksidan diizeyi artirirken, antioksidan diizeyi de an-
lamli sekilde azaltmistir. PPE 400+G2 grubunda ise PPE,
glutamatin etkisini dnleyerek oksidatif stresin azalmasini
sa@lamis ve néron hasarini korumustur. Glutamat ile in-
dlklenen norotoksisitede TOD seviyesinin arttigl, TAK se-
viyesinin ise azaldi§i onceki galismalarda gosterilmistir
(12).
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Sekil 6. Caspas 9 mRNA ekspresyonu sonuglari. (‘kontrole gére p<0.05, “kont-
role gére p<0.01, *toksisite grubuna gére p<0.05, +toksisite grubuna gore
p<0.01)

G2: Yiksek doz glutamat 6x10-3 Molar. K: Kontrol grubu. PPE4: 400 mg/ml nar
kabugu ekstresi

Calismamiz ile PPE’nin proliferatif ve oksidatif stres ize-
rine olan etkileri ortaya konmustur. Buna ilaveten moleku-
ler olarak da hasarin dnemli bir gdstergesi olan inflamas-
yonun varli§i g6sterilmistir. Toksisite durumunda ortaya ¢
kan oksidatif strese inflamasyonda eslik etmekte ve hasa-
rin siddeti artmaktadir. inlamasyonun belirteci olarak éne
¢ikan TNF-a hem proinflamatuar hem de ekstrinsik apop-
totik etkilidir (22). Artmis olan TNF-a makrofajlar ve mono-
sitler ile birlikte inflamatuar sUreci baglatarak gelisen hasa-
rin siddetlenmesine yol agmakta ve iki reseptoril ile apop-
tozisi baglatmaktadir (23, 24). Yapilan eksitotoksisite calis-
malari glutamatin TNF-a Gretimini artirdigini ve boylelikle
hem inflamasyona hem de néron hiicrelerinin apoptozisine
yol actigi gosterilmektedir (25,26). Bizim calismamizda da
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glutamat uygulamasi kontrol grubuna gore anlamli sekilde
TNF-a ekspresyonunu indiiklerken PPE uygulamasi bu et-
kiyi dnemli 6lgide diizeltmistir. PPE'nin artmis olan TNF-a
ekspresyonunu onlemesi antioksidan etkisinin yaninda
onemli antiinflamatuar etkilere sahip oldugunu gostermek-
tedir. Nitekim yapilan ¢alismalarda da PPE’nin antiinflama-
tuar etkinligi desteklenmektedir (27, 28). Bu yilizden
PPE'nin pek ¢ok faydali etkiler ortaya koydugu disunil-
mektedir.

Glutamat, iyonotrobik (iGIuR) ve metabotrobik (mGIuR) re-
septorleri izerinden etkilerini gostermektedir. mGIuR ise
hiicre igi enzimlerin G proteini aracili yol ile kontrollini sag-
larken iGluRise iyon kanallarini kontrol ederek MSS'de ek-
sitotoksik nérotransmisyonu saglar. iGIuR dahilinde
AMPA, NMDA ve kainat reseptorleri bulunmaktadir. Gluta-
matin en 6nemli ve major etkili reseptori olan NMDA bilin-
digi Uzere glutamat eksitotoksisitesine aracilik etmektedir.
Apoptotik yolaklar Gizerinde yapilan bir galismaya gore si-
¢an striatal ndronlari NMDA reseptor agonisti kuinolik asit
ile uyarildiginda, protein yikim enzimi olan caspaz 3 aktive
olmaktadir. Caspaz 3'lin inhibitor kappa B alfa’nin yikimina
neden olarak NFkB'nin serbest kalmasini hizlandirarak ge-
kirdege translokasyonunu etkilemekte ve dolayl olarak
apoptoz gorindmiinde 6lime neden olmaktadir. Diger
iGIUR reseptdr agonistleri ile indiklenen eksitotoksisitenin
de benzer sonuglar olusturdugugdriimuistir (29). Calisma-
mizda yliksek doz glutamatin caspas 9 ve 3 seviyeleri lize-
rinde olusturdugu degisiklikler tespit edilmistir. Sonuglari-
miz incelendiginde glutamat caspas 9 ve 3 seviyelerinde
bir artisa neden olaraknéranal élimu artirmistir. PPE uy-
gulamasi ise glutamatin neden oldugu caspas 3 artigini an-
lami sekilde baskilayarak antiapoptotik etki ortaya koymus-
tur. Ozellikle PPE tek basina verildiginde caspas 3 eksp-
resyonu Uzerinde bir etki géstermezken caspase 9 eksp-
resyonunu kontrole goére anlamli sekilde baskilamis ve
yine glutamata bagli artan caspase 9 ekspresyonunuda
anlamli sekilde baskilayarak anti apoptotik etki ile néronal
canlili§gi  korumayr basarmistir. Onceki calismalarda
PPE’nin antiapoptotik etki olusturdugu ve caspas protein-
lerinin inhibisyonu ile ototoksisite gelisimini 6nledigi goste-
rilmigtir (30).

Sonug olarak PPE giclii antioksidan, antiinflamatuar ve
antiapoptotik etkilerinden dolayi glutamat gibi énemli bir
nototranasmittere bagh gelisen néronal hasara kars! koru-
yucu etki g6stermistir. Bu ylizden PPE’nin saglik alanin-
daki 6nemi giderek artmaktadir. Ancak calismamizin ileri
deneysel ve klinik calismalar ile desteklendikten sonra ge-
lecekte PPE'nin farmakolojik bir ajan olarak kullaniimasi
kaginiimaz olacaktir.
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