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Amag: Katesinler, flavonoid ailesinden flavan-3-ol alt siniflamasina ait, yesil ¢ayda bol
miktarda bulunan biyoaktif besin bilesenlerdir. Bu ¢alismanin amaci, in vitro Parkinson
modeli olusturmak, yesil ¢cay katesinlerinden katesin ve epigallokatesin gallatin SK-N-AS
hiicreleri ve in vitro Parkinson model hiicrelerinde hiicre canliligini, anti-inflamatuar, anti-
apoptotik ve ndroprotektif etkilerini arastirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada SK-N-AS insan néroblastom hiicreleri kullanilmistir. In
vitro Parkinson modelini olusturmak i¢in SK-N-AS hiicreleri, 24 saat ve 48 saat siiresince
25 uM, 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda 6-hidroksidopamin ile muamele
edilmistir. Model kontrolii, ELISA analiziyle kiiltiir vasatlarindaki dopamin ve alfa-
siniiklein diizeylerinin belirlenmesiyle yapilmistir. Katesin ve epigallokatesin gallat,
SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siiresince
bes farkli konsantrasyonda (10 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM ve 200 uM) uygulanmistir.
Hiicre canlilig1, tiazolil mavi tetrazolyum bromiir (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) (MTT) analizi ve tripan mavisi boyamasi ile rutin protokol
uygulanarak ol¢iilmistiir. Katesin ve epigallokatesin gallatin, anti-inflamatuar ve anti-
apoptotik aktiviteleri TNF-a, IL-1 ve kaspaz-3 antikorlar1 kullanilarak immiinositokimya
yontemi ile degerlendirilmistir.

Bulgular: 50 uM konsantrasyonda 24 saat siiresince 6-hidroksidopamin uygulamasindan
sonra, Parkinson model hiicrelerinde SK-N-AS hiicrelerine kiyasla daha yiiksek alfa-
siniiklein ve daha diisiik dopamin seviyelerinin oldugu bulunmustur. Hiicre canliliginin,
SK-N-AS ve in vitro Parkinson model hiicreleri arasinda benzer oldugu saptanmustir.
Ayrica, hiicre canlilig1 analizlerinden sonra, her iki biyoaktif bilesenin (katesin ve
epigallokatesin gallat), in vitro Parkinson model hiicrelerinin hiicre canliligin artirdig

gorilmistiir. Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi, epigallokatesin gallat uygulamasindan sonra



hem SK-N-AS hiicrelerinde hem de in vitro Parkinson model hiicrelerinde 6nemli dlgiide
azalirken, katesin uygulamasindan sonra sadece in vitro Parkinson model hiicrelerinde
azalma oldugu saptanmustir. Ek olarak, in vitro Parkinson model hiicrelerinde katesin,
SK-N-AS hiicrelerinde ise epigallokatesin gallat uygulamasindan sonra IL-18
yogunluklarinin zayifladigi tespit edilmistir. TNF-o boyamasinin, her iki uygulamadan
sonra iki grupta da benzer oldugu bulunmustur.

Sonuclar: Katesin ve epigallokatesin gallatin, Parkinson model nron hiicrelerinde hiicre
canliligini artirdig1 sonucuna varilmistir. Ek olarak, her iki biyoaktif bilesenin de anti-
apoptotik ve anti-inflamatuar etkiler gosterdigi goriilmiistiir. Katesinin, Parkinson

hastaliginda néronlarin hasar gormesini 6nlemede daha etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: SK-N-AS hiicreleri, In vitro Parkinson modeli, 6-hidroksidopamin,

epigallokatesin gallat, katesin
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Neuroprotective Effects of Catechins in an Experimental Parkinson's Model

MSc, Dietitian. Giilsen Ozduran
Adyvisor: Prof. Dr. Seving Yiicecan
Co-advisor: Prof. Dr. Hafize Seda Vatansever
Ph.D., Department of Nutrition and Dietetics
January 2022, 155

Objective: Catechins are bioactive nutritional components abundantly found in green tea,
belonging to the flavan-3-ols subclassification in the flavonoid family. This study aims to
establish an in vitro Parkinson's model and investigate the cell viability, anti-inflammatory,
anti-apoptotic and neuroprotective effects of catechin and epigallocatechin gallate in
SK-N-AS cells and in vitro Parkinson's model cells.

Materials and Methods: SK-N-AS human neuroblastoma cells were used in the study. To
develop the in vitro Parkinson's model, SK-N-AS cells were exposed to 6-
hydroxydopamine at concentrations of 25 uM, 50 uM and 100 pM for 24 and 48 hours.
Model control was performed after ELISA analysis of dopamine and a-synuclein levels in
the culture medium. Catechin and epigallocatechin gallate were applied at five different
concentrations (10 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM and 200 uM) to SK-N-AS (control) and
in vitro Parkinson's model cells for 24 and 48 hours. Cell viability was measured using the
routine protocol with the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assay and trypan blue staining. Anti-inflamatuar and anti-apoptotic activities of
catechin and epigallocatechin gallate were investigated by immunocytochemistry using
TNF-a, IL-1p and caspase-3 antibodies.

Results: After 24 hours of 6-hydroxydopamine administration at 50 uM concentration,
higher alfa-synuclein and lower dopamine levels were found in Parkinson's model cells
compared to SK-N-AS cells. Cell viability was similar between SK-N-AS and in vitro
Parkinson's model cells. In addition, after cell viability analyzes, both bioactive
components (catechin and epigallocatechin gallate) increased the cell viability of in vitro
Parkinson's model cells. Caspase-3 immunoreactivity was significantly reduced in both
SK-N-AS cells and Parkinson's model cells after epigallocatechin gallate administration,

while it was decreased only in Parkinson's model cells after catechin administration. In
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addition, IL-1p intensity weakened after catechin administration in Parkinson's model cells
and after epigallocatechin gallate administration in SK-N-AS cells. TNF-a staining was
similar in both cells after both administrations.

Conclusions: Catechin and epigallocatechin gallate increase cell viability in Parkinson's
model neuron cells. In addition, both components showed anti-apoptotic and anti-
inflammatory effects. Catechin may be more effective in preventing damage to neurons in

Parkinson's disease.

Keywords: SK-N-AS cells, In vitro Parkinson's model, 6-hydroxydopamine,
epigallocatechin gallate, catechin
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BOLUM I
Giris

Bu boliimde arastirmanin problemine, amacina, énemine, hipotezlerine ve

ilgili tanimlara yer verilmistir.

Kuramsal Yaklasimlar ve Kapsam

Alzheimer hastalig1 ve Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklar,
yasl niifusta siklikla goriilen norolojik bozukluklardir. 21. yiizyilda her iki hastaligin
prevelansinda da 6nemli 6lgiide artislarin oldugu goriillmektedir (Velmurugan, &
dig., 2018). Parkinson hastalig1, son yillarda nérodejeneratif hastaliklar arasinda
Alzheimer hastaligindan sonra en yaygin goriilen ikinci hastaliktir. Parkinson
hastaliginin prevelansi, insidansi, hastaliga bagli olusan sakatlik ve 6liim oranlari
giderek artmaktadir (Lama, & dig., 2020; Dorsey, & dig., 2018; Rocca, 2018).

Parkinson hastalig1 patogenezi, mezensefalondaki substantia nigra (SN) pars
compacta'daki (SNpc) dopaminerjik néronlarin kayb1 ile ¢éziinmeyen ve yanlis
katlanmig alfa-sintiklein agregatlari igeren Lewy cisimciklerinin birikmesi ile
karakterize edilmektedir. Parkinson hastalig1 baslangici, azalmis striatal dopamin
seviyeleri ve alfa-siniiklein agregatlarinin artan birikimiyle iliskilendirilmektedir
(Lama, & dig., 2020; Simon, & dig., 2020). Parkinson hastaliginda Lewy
cisimlerinin birikmesi; reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve nitrik oksit tiirlerinin {iretimi,
oksidatif stres, néroinflamasyon, protein yikim yollarinin bozulmasi, mitokondriyal
disfonksiyon, apoptoz ve ndrodejenerasyon gibi ¢esitli mekanizmalarin
indiiklenmesine neden olmaktadir (Singh, & dig., 2015).

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ve 6-hidroksidopamin (6-
OHDA) gibi norotoksin bilesikler, in vivo ve in vitro Parkinson modellerinin
olusturulmasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Oksidopamin olarak da bilinen 6-
OHDA, kimyasal yapis1 katekolaminlere (6zellikle dopamin ve norepinefrin)
benzeyen toksik bir oksidatif metabolit olup kan-beyin bariyerini az miktarda
gecebilmektedir. 6-OHDA, SNpc'deki dopaminerjik ndronlar i¢in yiiksek bir
afiniteye sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde, nigrostriatal sistemde oksidatif stres,
noroinflamasyon, apoptoz ve nérodejenerasyon siireglerini indiikleyebilmekte ve
Parkinson modelinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Hernandez-Baltazar, &
dig., 2017; Galindo, & dig., 2014). 6-OHDA'nin etki mekanizmalarina bakildiginda;



ilk olarak, OHDA'nin hiicre igi ve hiicre dis1 oto-oksidasyonu, hidrojen peroksit
(H20,), siiperoksit radikali (¢O ) ve hidroksil radikali (*OH") gibi ROT'larin
tiretimini artirmaktir. Daha sonrasinda, ROT seviyelerindeki artis oksidatif strese,
lipid peroksidasyonuna, biyomembran, protein, riboniikleik asit ve deoksiriboniikleik
asit (DNA) hasarlariin meydana gelmesine neden olmaktadir. Hiicre canliligindan
sorumlu olan mitokondri de bu durumdan etkilenmektedir. ROT seviyelerindeki ve
oksidatif stresteki artis; mitokondriyal kalsiyum (Ca*?) homeostazinin bozulmasina,
sitoplazmik serbest kalsiyum seviyesinin artmasina, mitokondriyal solunum zinciri
kompleks | ve IV aktivitesinin azalmasina, mitokondriyal membran gegirgenliginin
artmasina ve mitokondriyal disfonksiyonun olusmasina neden olmaktadir. Bu
durumda, néronlarda kaspaz-3 bagimli apoptotik mekanizmalari indiiklemektedir.
Apoptozun gergeklesmesiyle néronal hiicre kayiplar1 artmaktadir (Hernandez-
Baltazar, & dig., 2017; Galindo, & dig., 2014; Alvarez-Fischer, & dig., 2008).

Son on yilda, besinlerde bulunan polifenoller olarak bilinen gesitli biyoaktif
bilesiklerin noroprotektif etkilerinin oldugu bildirilmistir (Khalatbary & Khademi,
2020). Katesinler, polifenoller arasinda flavonoid ailesinden flavan-3-ol
simiflandirilmasinda yer alan, potansiyel néroprotektif etkiye sahip olan bilesiklerdir
(Pervin, & dig., 2018). Katesinlerin temel kaynagi olan besin, yesil ¢aydir. (+)-
katesin (C), (-)-gallokatesin (GC), (-)-katesin gallat (CG), (-)-gallokatesin gallat
(GCQG), (-)-epikatesin (EC), (-)-epigallokatesin (EGC), (-)-epikatesin gallat (ECG) ve
(-)-epigallokatesin gallat (EGCG) yesil ¢ayda bulunan baslica katesinlerdir (Xu, &
dig., 2021). Yesil ¢cayda en fazla bulunan katesin EGCG'dir. EGCG, kan-beyin
bariyerini gegebilmekte ve ¢ok diisiik bir konsantrasyonda dahi néronlari
etkileyebilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1, Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif
hastaliklara kars1 potansiyel noroprotektif etkilere sahip oldugu diistiniilmektedir
(Khalatbary & Khademi, 2020).

Katesinler, sinir sistemi ile néronlar1 serbest radikallere ve oksidatif strese
kars1 koruyan ana antioksidanlardandir. Yesil caydaki katesinler, metal iyonlarini
selatlayarak, ROT'lar1 temizleyerek ve antioksidan enzim seviyelerini artirarak
antioksidan 6zellikler géstermektedir. Ayrica tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a),
interlokin-1 (IL-1), interlokin-1 beta (IL-1p), interlokin-6 (IL-6) gibi inflamatuar
mediatorlerin diizeylerini azaltip; indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve niikleer
faktor kappa B (NF-kB) gibi sinyal yolaklarini baskilayarak da anti-inflamatuar
etkiler gostermektedir (Farkhondeh, & dig., 2019; Bernatoniene & Kopustinskiene,



2018; Singh, & dig., 2015; Mandel, & dig., 2008). Katesinler arasinda 6zellikle
EGCQG, endojen antioksidanlarin diizeylerini artirip ROT diizeylerini azaltarak
oksidatif stresi baskilayici bir rol oynamakta ve néron hiicrelerini mitokondriyal
disfonksiyona kars1 korumaktadir. Bad, Bax, kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-1, TRAIL,
gadd45, p21 gibi apoptotik proteinleri baskilayip Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w gibi anti-
apoptotik proteinleri indiikleyerek anti-apoptotik etki gostermektedir. Ayrica alfa-
siniiklein agregatlarinin birikmesini 6nleyerek de toksik etkileri ve hasari
engellemektedir. Katekol-O-metiltransferaz (COMT) enziminin aktivitesini
baskilayarak da sinaptik dopamin seviyelerini yiikseltmektedir (Malar, & dig., 2020;
Singh, & dig., 2015; Mandel, & dig., 2008). Onceki calismalarda katesinlerin anti-
inflamatuar, anti-apoptotik, antioksidan ve siniiklein agregasyonunu inhibe edici
ozelliklerinden dolay1 Parkinson hastaliginda néroprotektif etkiler gosterdigi
bildirilmistir (Nan, & dig., 2018; Zhao, & dig., 2017a; Zhao, & dig., 2017b; Xu, &
dig., 2016; Bitu Pinto, & dig., 2015).

Amac
In vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS insan néroblastoma hiicrelerinde

katesinlerin alt grubu olan epigallokatesin gallat ve katesinin noroprotektif etkilerinin

incelenmesi ¢alismanin amacidir. Bu amag dogrultusunda;

e Invitro Parkinson modelinin olusturulmasi

o Epigallokatesin gallat ve katesinin, in vitro Parkinson modelinde ve SK-N-AS
hiicrelerinde hiicre canlilig1 ve apoptotik etkilerinin incelenmesi

o Epigallokatesin gallat ve katesinin, in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS
hiicrelerinde inflamatuar belirte¢ler (TNF-a ve IL-1p) tizerindeki etkilerinin
belirlenmesi

o Epigallokatesin gallat ve katesinin, in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS
hiicrelerinde noroprotektif etkilerinin belirlenmesi

¢ Invitro ortamda epigallokatesin gallat ve katesinin Parkinson hastalig1 tizerindeki
etkilerini belirlenmesi, literatiirdeki bosluklarin doldurulmasi ve ileride yapilacak
olan arastirmalara on ¢alisma olmas1 hedeflenmistir.

Elde edilen verilerin literatiire katki saglayacagi ve yeni arastirmalar i¢in onciil

olabilecegi diisliniilmektedir.



Hipotezler

Katesin igin;

Ho hipotezi: Katesinin in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS hiicrelerinde hiicre
canlilig1, apoptoz, inflamasyon iizerinde etkisi yoktur.

H; hipotezi: Katesin in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS hiicrelerinde etkin doz
ve inkiibasyon siiresine bagli olarak hiicre canliligini artirir.

H, hipotezi: Katesinin in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS hiicrelerinde anti-
apoptotik etkisi vardir.

Hs; hipotezi: Katesinin in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS hiicrelerinde anti-
inflamatuar etkisi vardir.

H, hipotezi: Katesinin in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS hiicrelerinde

noroprotektif etkisi vardir.

Epigallokatesin gallat i¢in;

Ho hipotezi: Epigallokatesin gallatin in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS
hiicrelerinde hiicre canlilig1, apoptoz, inflamasyon iizerinde etkisi yoktur.

H, hipotezi: Epigallokatesin gallat in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS
hiicrelerinde etkin doz ve inkiibasyon siiresine bagli olarak hiicre canliligin1 artirir.
H, hipotezi: Epigallokatesin gallatin in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS
hiicrelerinde anti-apoptotik etkisi vardir.

Hs hipotezi: Epigallokatesin gallatin in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS
hiicrelerinde anti-inflamatuar etkisi vardir.

H, hipotezi: Epigallokatesin gallatin in vitro Parkinson modeli ve SK-N-AS

hiicrelerinde noroprotektif etkisi vardir.



BOLUM I1
Genel Bilgiler

Bu boliimde arastirma ile ilgili kavramsal agiklamalara, tanimlamalara ve
arastirma ile ilgili literatiirde gegen ve daha 6nce yapilmis olan arastirmalara iligskin

bilgilere yer verilmistir.

Parkinson Hastalig1 ve Ozellikleri

Norodejeneratif hastaliklar, toksik veya metabolik nedenlere bagli olarak
noron kayiplariyla karakterize edilen norolojik bozukluklardir. Artmis ROT {iretimi,
eksitotoksisite, DNA hasari, endoplazmik retikulum stresi, protein
metabolizmasindaki degisiklikler, yanlig katlanmis protein agregasyonu,
noroinflamasyon, sinaptik ve mitokondriyal disfonksiyon sonucu meydana gelen
ndron kayiplart nérodejeneratif hastaliklarin olusumuna neden olmaktadir
(Farkhondeh, & dig., 2019).

Parkinson hastaligi, 6zellikle yash bireylerde Alzheimer hastaligindan sonra
ikinci en sik goriilen norodejeneratif hastaliktir (Selvaraj & Piramanayagam, 2018;
Coetzee, & dig., 2016). Kiiresel Hastalik Yiikii Caligmas1 verilerine gore; 1990
yilinda Diinya ¢apinda 2.5 milyon, 2016 yilinda ise 6.1 milyon Parkinson hastas1
bulunurken, 2050 yilinda yaklasik olarak 12 milyondan fazla kisinin Parkinson
hastas1 olacag bildirilmistir (Dorsey, & dig., 2018; Rocca, & dig., 2018).

Parkinson hastalig; aile dykiisii, cinsiyet, ¢cevresel faktorler, toksinler ve yas
gibi karmasik etiyolojisi olan uzun siireli ilerleyici sinir sistemi bozuklugudur. Yas,
Parkinson hastalig1 icin en 6nemli risk faktorii iken erkek cinsiyeti orta derecede risk
tasimaktadir (Balestrino & Schapira, 2020). Parkinson hastaligi dinlenme tremoru,
postiiral refleks kaybu, rijidite, yiirimede donma, fleksiyon postiirii ve bradikinezi ile
karakterizedir. Ayrica otonomik disfonksiyon, nérodavranigsal bozukluklar ve
biligsel bozulma ile iligkilidir (Selvaraj & Piramanayagam, 2018; Fahn, 2003).
Hastaligin ilerleme siireci yavas olmasina ragmen istemsiz titremeler, kisilerin
giinliik yasam aktivitelerini bozmaktadir. Yiiriime, konusma ve yutma giigliikleri,
biligsel performansta azalma, duyusal anormallikler ve motor semptomlarda
yavaglama, davranig degisiklikleri, yorgunluk ve uyku bozukluklar1 gdzlenmektedir

(Alvarez-Fischer, & dig., 2008). Hastaligin tedavisinde uygulanan mevcut tedaviler,



motor semptonlarin iyi bir sekilde kontrol edilmesini saglarken nérodejenerasyonun
ilerlemesini durduramamaktadir (Balestrino & Schapira, 2020).

Parkinson hastalig1 ile iliskili birgok anormal protein konformasyonu ve
birikimi bulunmaktadir (Guo, & dig., 2020; Selvaraj & Piramanayagam, 2018).
SNpc'daki dopaminerjik noronlarin kaybi ve Lewy cisimcikleri olarak adlandirilan
sitoplazmik inkliizyonlarda bulunan ¢éziinmeyen ve yanlis katlanmis alfa-siniiklein
protein agregasyonu, Parkinson hastaliginin patolojik 6zelliklerindendir. Hastalara
ilk tan1 konuldugunda, SNpc'daki dopaminerjik néronlarin énemli bir kisminin
kayboldugu, nérodejenerasyonun diger merkezi sinir sistemi bolgelerine yayildig: ve
belirtilerinin hastalik ortaya ¢ikmadan 6nce basladig1 goriilmektedir (Balestrino &
Schapira, 2020). Parkinson hastaliginin belirtilerinin goriilebilmesi igin SNpc'daki
dopaminerjik ndronlarin ~%60-80'inin kayip olmasi gerekmektedir. Post-mortem
arastirmalarda, Parkinson hastalig1 bulgusu olmayan farkli nedenlerden vefat eden
bireylerin SN’daki néronlarinda %50 oraninda kayip oldugu bulunmustur (Akbayur,
& dig., 2017).

Parkinson Hastaligimin Patogenezi

Parkinson hastaliginin patogenezinde mitokondri disfonksiyonu, oksidatif
stres, ubikitin-proteozom sistemi (UPS), mikroglial aktivasyonu, eksitotoksisite ve
demir iyonu yer almaktadir. Parkinson hastaliginda SN'daki artan ROT iiretimine
bagli olarak mitokondriyal solunum zinciri kompleksi I aktivitesinde azalma,
mitokondriyal DNA da bozulmalar ve mitokondriyal disfonksiyon gériilmektedir.
Mitokondriyal disfonksiyon, dopaminerjik néronlarin apoptozuna yol agmaktadir.
Ozellikle ailesel ve gevresel faktdrler mitokondriyal disfonksiyonun
gerceklesmesinde oldukga etkilidir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin asiri
tiretilmesi sonucu olusan patolojik siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Artan oksidatif
stres, UPS'nin yiiksek diizeyde uyarilmasina neden olurken, yanlis katlanmis
protein agregasyonunu artirmakta ve noronal hasara neden olmaktadir. UPS protein
degredasyonunu saglamaktadir. Mikroglia, merkezi sinir sistemi hiicreleridir.
Myeloid hiicrelerinden koken alan mikroglia, hasarl hiicrelerin fagositozunu
gerceklestirmektedir. Mikroglia aktivasyonu inflamatuar mediatorlerin iiretimini
artirmaktadir. Bu 6zelliginden dolayi, asir1 mikroglia aktivasyonu
noroinflamasyonun olusmasina neden olmaktadir. Artmis mikroglia aktivasyonu

kaynakl1 noroinflamasyon, SN’da bulunan dopaminerjik néronlarda néronal hasarin



olugsmasina neden olurken, anti-inflamatuar etki gosteren tedavilerin noronal kaybi
azalttig1 bilinmektedir. Eksitotoksisite, Parkinson hastaliginin patogenezinde yer alan
onemli bir faktordiir. Glumatin asir1 uyarilmasi sonucu, Ca*? metabolizmasimin
bozulmasi ve mitokondriyal disfonksiyonun ger¢eklesmesi ile glutamata bagli
eksitotoksisite ger¢eklesmekte ve noronal hiicre Sliimleri gergeklesmektedir. Yasa
bagli olarak beyinde SN olmak iizere bir¢ok bdlgesinde demir birikimi
gorilmektedir. Artmis demir birikimi, ROT {iretiminde artisina neden olmakta ve
dopaminerjik noronlarda hasarlarin olusmasina katki saglamaktadir. Sekil 1'de
Parkinson hastaliginin patogenezi goriilmektedir (Aarsland, & dig., 2021; Simon, &
dig., 2020; Akbayir, & dig., 2017).

Sekil 1.

Parkinson hastaliginin patogenezi
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Parkinson Modeli Olusturma Yontemleri

6-OHDA, rotenon, MPTP ve parakuat bilesikleri; yapisal olarak farkli
olmalarina ragmen dopaminerjik hiicrelerinin canliligin1 degistirerek, in vivo ve in
vitro ortamda Parkinson modelinin elde edilmesinde kullanilan en yaygin toksin
bilesikler olarak bilinmektedir (Carli, & dig., 2021; Galindo, & dig., 2014; Bové &
Perier, 2012).



6-OHDA ve Ozellikleri

Oksidopamin veya 2,4,5-trihidroksifenetilamin (CgH1:NO3) olarak bilinen 6-
OHDA, dopaminin toksik bir oksidatif metaboliti olup Parkinson hastalig1
hastalarinin beyinlerinde ve idrarlarinda saptanmaktadir (Galindo, & dig., 2014). 6-
OHDA'nin kimyasal yapist dopamine ve norepinefrin gibi ¢esitli katekolaminlere
benzemektedir. Bu 6zelliginden dolayi, katekolaminerjik plazma membran
tastyicilarina yliksek afinite gostermektedir. Yiiksek afinitesi ile hem dopaminerjik
hem de noradrenerjik néronlara girebilme 6zelligi bulunmaktadir (Galindo, & dig.,
2014; Bové & Perier, 2012). Sekil 2'de 6-OHDA ve dopaminin kimyasal yapilari
goriilmektedir (Bové & Perier, 2012).

Sekil 2.
6-OHDA ve Dopaminin Kimyasal Yapilart

HO NH,  HO

HO OH HO Fg

6-OHDA Dopamin

6-OHDA ile olusturan Parkinson modelinin etiyolojisi incelendiginde, in vivo
ve in vitro ¢aligmalardan elde edilen verilere gore hiicre 6liimlerinin oldugu
goriilmiistiir. 6-OHDA, noronal (serebellar graniil hiicreleri, birincil mezensefalik
dopaminerjik hiicreleri) ve néronal olmayan (mezensefalik tiirevli dopaminerjik
MNB9D, NB41, SH-SYS5Y hiicreleri) hiicre kiiltiirlerinde apoptoz i¢in karakteristik
olan biyokimyasal, histokimyasal ve morfolojik degisiklikleri indiiklemektedir

(Galindo, & dig., 2014).

6-OHDA ve Etki Mekanizmasi

Fizyolojik fonksiyonlarin yiiriitiilmesi icin ROT'lar 6nemlidir. Bununla
birlikte, asir1t ROT iiretimi hiicreye zarar vermektedir. ROT tiretimindeki artis,
hiicrenin redoks dengesini degistirerek farkli molekiillerin hem yapisin1 hem de
islevini etkilemekte ve oksidasyonunu artirmaktadir. Noron hiicrelerinde bulunan

stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), katalaz (CAD) gibi endojen



antioksidan enzimlerin diisiik aktivitesi, hiicrelerin oksidatif hasara duyarliliklarini
artirmaktadir (Galindo, & dig., 2014). Ayrica noron hiicreleri, hiicre zarlarinda
yiiksek seviyede ¢coklu doymamis yag asitleri (CDYA) i¢ermektedir. CDYA'lar,
yapilarindaki karbon atomlar1 arasinda bulunan ¢oklu doymamus ¢ift baglardan
dolay1 yiiksek oksidasyon riskine sahiptir (Bazinet, & dig., 2014). Artan oksidatif
stres ile endojen antioksidanlardaki azalma, Parkinson modelinin olusumundaki
onemli belirleyicilerdendir. 6-OHDA; monoamin oksidaz enzimini etkileyerek, *OH,
*O, ve H,0; gibi serbest radikallerin {iretimini artirarak, ROT seviyelerini
artirmaktadir. Artan ROT seviyeleriyle oksidatif stres ile mitokondriyal disfonksiyon
gelismekte ve nérodejenerasyon baglamaktadir. Sekil 3'de 6-OHDA'nin
norodejenerasyonu baglatma mekanizmasi goriillmektedir (Galindo, & dig., 2014).

Mitokondri, hiicresel canliligin diizenlenmesinde énemli bir rol
oynamaktadir. Mitokondriyal Ca*? homeostazinin bozulmasi nronal hiicre
slimiinde rol oynamaktadir. Oksidatif strese maruz kalan mitokondride, Ca*?
seviyesinde ve ROT iiretiminde artis goriilmektedir (Galindo, & dig., 2014). Ca*?
seviyesi ve ROT iiretimindeki artis mitokondriyal membran gegirgenliginin
degismesine ve bozulmasina neden olmaktadir. Mitokondriyal membran gegirgenligi,
apoptoz i¢in 6nemli bir faktordiir. Apoptozun intrinsik yollaginda mitokondriyal
disfonksiyon sonrasi, mitokondriden sitozole anahtar apoptojenik faktor olan
sitokrom C'nin salinmasi apoptozun geri doniislimsiiz olarak gerceklesecegini
gostermektedir (Erekat, 2021; Hernandez-Baltazar, & dig., 2017; Galluzzi, & dig.,
2009).

Mitokondriyal disfonksiyon, Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif
hastaliklarla iligskilendirilen 6nemli bir faktordiir (Jordan, & dig., 2011). 6-OHDA,
mitokondriyal solunum zincirindeki kompleks I ve IV ile dogrudan etkilesime
girebilmek i¢in antioksidan enzimlerin striatal seviyelerini kolayca azaltmaktadir. Bu
durum, solunum inhibisyonuna ve oksidatif stresin daha ¢ok artmasina neden
olmaktadir. 6-OHDA ayrica, mitokondriyal Ca*? seviyesini artirip mitokondriyal dis
zarmin gegirgenligini degistirmekte ve sitokrom C'nin sitozole gegisini
indiiklemektedir. Bu durum apoptozun gergeklesmesine ve néron hiicrelerinde
kayiplarinin meydana gelmesine neden olmaktadir (Galindo, & dig., 2014; Guo, &
dig., 2005).



10

Sekil 3.
6-OHDA 'nin Norodejenerasyonu Baslatma Mekanizmasi

6-OHDA —— -] -OH"

ROT

Oksidatif stres

Lipit peroksidasyonu
Biyomembran hasari
Protein hasan

RNA hasari

DNA hasari

Mitokondriyal dis membran gegirgenligi, gecirgenlik gecis gbzeneginin
(PTP) olusumu ya da Bcl-2 ailesi iiyelerinin mitokondriyal dig membranina
eklenmesiyle diizenlenmektedir. PTP, her iki mitokondriyal membrani kapsayan,
spesifik olmayan biiyiik proteinli bir gdzenektir. Mitokondriyal membran
potansiyelinin bozulmasina neden olma ihtimaline ragmen iyonlarin ve substratlarin
gecisine izin vermektedir. PTP'ye bagli mitokondriyal disfonksiyonun gii¢lii bir
sekilde bozulmasi apoptozun gerceklesmesine olanak saglamaktadir. 6-OHDA, PTP
ve mitokondriyal ¢oklu iletkenlik kanalini aktive ederek mitokondriyal membran
potansiyelinin degismesine neden olmaktadir. Boylelikle, apoptotik siirecler
aktiflesmekte ve hiicre 6liimiinleri meydana gelmektedir. Sekil 4'de 6-OHDA'nin
norodejenerasyonu baslatma mekanizmasi goriilmektedir. Mitokondriyal ¢oklu
iletkenlik kanali, fizyolojik kosullar altinda kapal1 olup, Ca* gibi farkli uyaranlarla
aktive edilebilen bir kanaldir (Galindo, & dig., 2014).
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Sekil 4.
6-OHDA ile Indiiklenen Mitokondri Dis Membranin Mekanizmasi

DNA hasarn

Sitokrom ¢ @ ’
o e~ ~ \ >
] Sav
Apoptozom PUMA
VA NOXA
N Bax
Kaspazlar

Bcl-2 ailesi proteinleri, apoptotik siireclerde diizenleyici olarak gorev alan ve
mitokondriyal membranda lokalize halde bulunan fonksiyonel homologlardir. BH1-4
olmak tizere Bcl-2 yiiksek homolojiye sahip dort bolgeye sahiptir. Yalnizca BH3
bolgesini igeren tiyeler pro-apoptotik proteinlerdir. Bunlarin arasinda Bax, Bak, BIM
ve BID bulunmaktadir. Bax proteini inaktif halde sitozelde bulunmaktadir. Hiicrede
6liim sinyali alindiktan sonra, Bax proteini homo-oligomerik bir sekil almakta ve dis
mitokondriyal membrana yerlesmektedir. Boylelikle, mitokondri membran
gecirgenligini degistirip apoptotik siireglerin baglamasini tetiklemekte ve
dopaminerjik néronlarin 6liimiine katkida bulunmaktadir (Erekat, 2021; Galindo, &
dig., 2014).

BID proteini, hiicre 6liimii siiregleri sirasinda mitokondriye gé¢ eden baska
bir Bcl-2 ailesi tiyesidir. Bu protein, kaspaz-8 tarafindan aktive edilmekte ve t-bid
formuna doniismektedir. t-bid, mitokondri membran gegirgenligini degistirmekte ve

bax proteini gibi apoptotik siireclerin baglamasini tetiklemektedir. Bcl-2
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mitokondriyal membrani stabilize eden, Ca**nin tamponlama kapasitesini arttiran ve
mitokondriyal membran potansiyelini uyaranlara kars1 koruyan anti-apoptotik bir
proteindir. Boylelikle Bcl-2, SN'da bulunan dopaminerjik néronlarin sagkalimlarini
artirmaktadir. Bcl-xL ise, Bcl-2 protein ailesine ait olup anti-apoptotik 6zellik
gostermektedir. Bcl-xXL'nin anti-apoptotik 6zelligi, ortak bir hiicre 6liim yolunu bloke
etmesiyle iliskilendirilmektedir. Bcl-xL, 6-OHDA tarafindan aktive edilen
mitokondriyal ¢oklu iletkenlik kanalini inhibe etmekte ve apoptoza kars1 ndron
hiicrelerini korumaktadir (Erekat, 2021; Galindo, & dig., 2014).

Sistein-aspartik proteazlardan olan kaspazlar, apoptotik sinyal yolaginin
temel bilesenidir. Apoptoz sirasinda hiicre ayrismasina neden olan temel hiicre ici
substratlar1 pargalayarak, belirli reaksiyonlarda peptit baglarini hidrolize
etmektedirler. Kaspazlar, inflamatuar kaspazlar (Kaspaz-1, -4, -5 ve -12) ve
apopototik kaspazlar olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir. Apoptotik kaspazlarda
calisma mekanizmalarina ve apoptotik sinyal yolaklarindaki konumlarina gore
baslatic1 kaspazlar (Kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve sonlandirici/efektor kaspazlar
(Kaspaz-3, -6 ve -7) olarak iki alt gruba ayrilmaktadir (Erekat, 2021). Intrinsik yola
kaspaz-9 aktivitesi aracilik ederken, ekstrinsik yola kaspaz-8 aktivitesi aracilik
etmektedir. Noron hiicrelerinde ise, en ¢ok kaspaz-3 aktivitesi goriilmekle birlikte
kaspaz-1, -8 ve -9 aktiviteleri de bulunmaktadir (Erekat, 2021; Hernandez-Baltazar,
& dig., 2017; Galindo, & dig., 2014). 6-OHDA ile muamele sonrasi néron
hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonu artmakta ve norodejenerasyon gerceklesmektedir.
Parkinson hastalarinda ve 6-OHDA ile muamele edilen in vitro ¢alismalarda
dopaminerjik néron hiicrelerinde aktif kaspaz-3 diizeylerinin yiiksek oldugu
gorlilmiistiir (Chen, & dig., 2015; Galindo, & dig., 2014; Chao, & dig., 2010).

Rotenon ve Ozellikleri

Rotenon, hiicre kiiltiirii caligmalarinda prototipik bir mitokondriyal toksin
olarak yaygin kullanilan, baklagillerden ekstrakte edilen bir insektisit ve piscisittir.
Rotenon kan-beyin bariyerinden ve hiicre zarindan gecebilme 6zelligine sahiptir
(Carli, & dig., 2021; Bové & Perier, 2012). Sekil 5'de rotenonun kimyasal yapisi
goriilmektedir (Bové & Perier, 2012).
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Sekil 5.

Rotenonun Kimyasal Yapisi

OCH,

Rotenon

Rotenon ve Etki Mekanizmasi

Rotenon, elektron tasima zincirinin multipolipeptid enzim kompleksi I'in
PSST alt birimine baglanmasi yoluyla nikotinamid adenin diniikleotidin indirgenmis
formu (NADH)-ubikinon rediiktaz aktivitesini inhibe ederek, mitokondrideki
oksidatif fosforilasyonunu bozmaktadir. Mitokondriyal solunum zincirindeki
kompleks I'in inhibisyonunu tetikleyerek ROT iiretimini artirmakta ve néron
hiicrelerinin nérodejenerasyonunu saglamaktadir. Rotenon, mitokondriyal solunum
zinciri lizerindeki etkisinin yani sira tiibiilinden mikrotubiil olusumunu da
engellemekte ve fosfotidil inositol 3 kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt)/Rapamisin
protein kompleksinin memeli hedef (MTOR) yolagini etkilemektedir (Carli, & dig.,
2021; Bové & Perier, 2012). Sekil 6'da rotenonun dopaminerjik noronlar tizerindeki
etki mekanizmalar1 goriilmektedir (Bové & Perier, 2012). Chou ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir ¢alismada, rotenonun proteazom inhibisyonuna neden oldugu
saptanmistir. Proteazom aktivitesindeki rotenon kaynakli inhibisyonun, oksidatif
hasara ve mikrotubiiler disfonksiyona bagli olarak oldugu goriilmiistiir (Chou, &

dig., 2010).
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Sekil 6.

Parkinson Modeli Olusturmak i¢cin Kullanilan Nérotoksinlerin Etki Mekanizmalart

MPTP ve Ozellikleri
MPTP, Parkinson modeli olusturmak igin kullanilan, ventral orta beyindeki

dopaminerjik ndéronlarin nérodejenerasyonunu uyaran bir nérotoksindir. MPTP
yiiksek lipofilisitesi nedeniyle kan-beyin bariyerinden hizlica ge¢ebilmektedir.
MPTP, toksik metabolit 1-metil-4-fenilpiridinyuma (MPP™) yol agan karmasik
toksikokinetigi olan bir protoksindir (Carli, & dig., 2021; Bové & Perier, 2012).
Sekil 7'de MPTP ve MPP*'nin kimyasal yapilar1 goriilmektedir (He & Nakayama,
2009; Bové & Perier, 2012).
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Sekil 7.
MPTP, MPDP* ve MPP ™' min Kimyasal Yapilar:

ch Gt ch
N N N
N I N
2 » » L
MAO-B MAO-B

MPTP MPDP+ MPP+

MPTP ve Etki Mekanizmasi

Kan-beyin bariyerinden hizli bir sekilde gecen MPTP, iki asamali bir siirecle
hizlica MPP™ya déniistiiriilmektedir. MPTP ilk olarak, glial ve serotonerjik
hiicrelerde monoamin oksidaz B enzimi tarafindan katalize edilerek 1-metil-4-fenil-
2,3-dihidropiridinyum (MPDP™) ara maddesi iiretilmektedir. MPDP*, MPP" ya da
MPTP'ye kendiliginden déniisebilen kararsiz bir molekiildiir. Olusan MPP™ hiicre
dis1 bosluga salinmaktadir. Yiiksek afinitesi sayesinde MPP*, plazma membrani
dopamin tastyicisi araciligryla dopaminerjik noranlara girmektedir. MPP* néronlara
girdikten sonra, sinaptik vezikiillere ve pasif tasima yoluyla mitokondri matriksine
birikmektedir. MPP* mitokondriye girdikten sonra, adenozin trifosfat seviyesinde
gegici bir azalmaya ve ROT {iretiminde artmaya neden olan mitokondriyal elektron
zincirindeki kompleksi I'i inhibe ederek mitokondriyal solunum zincirinde
disfonksiyona neden olmaktadir. ROT {iretimi, kompleks I'in inhibisyonunun yani
sira MPP" tarafindan indiiklenen vezikiiler dopaminin yogun salmimindan
kaynaklanan dopamin oto-oksidasyonuyla da tetiklenmektedir. MPTP
intoksikasyonundan sonra dopaminerjik nérodejenerasyon, mitokondriye bagimli
apoptotik molekiiler yolaklarin aktivasyonuyla meydana gelmektedir (Carli, & dig.,
2021; Bové & Perier, 2012). Sekil 6'da MPTP'nin dopaminerjik néronlar iizerindeki

etki mekanizmasi goriilmektedir (Bové & Perier, 2012).
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Parakuat ve Ozellikleri

Parakuat (N,N'-dimetil-4,4"-bipiridinyum dikloriir) zararl etkilerini oksidatif
stres yoluyla gosterdigi bilinen bir herbisittir. MPP™ ile yapisal olarak benzerlikler
gostermektedir. Her iki norotoksik maddenin de bazi norotoksisite mekanizmalarinin
ortak oldugu diisiiniilmektedir. Parakuat beyine notr amino asit tastyicilart yoluyla
ulagmasina ragmen, rotenonun aksine hidrofilikligi nedeniyle kan-beyin bariyerini
serbestce gecememektedir. Sekil 8'de parakuatin kimyasal yapis1 goriilmektedir

(Bové & Perier, 2012).

Sekil 8.

Parakuatin Kimyasal Yapisi

/ L.\
Hic-N HS—" “N-CH,

Parakuat ve Etki Mekanizmast

Parakuat, ROT iiretimine yol agan nitrik oksit sentaz gibi bir hiicresel
diaforaz ile redoks dongiisiiniin indiiklenmesini saglamaktadir. Redoks dongiisiiniin
indiiklenmesi oksidatif stres diizeyinin artmasina neden olmaktadir. Ayrica, parakuat
kaynakl1 norodejenerasyonda, mikroglial aktivasyonu dnemli bir yere sahiptir.
Parakuat, mikroglial aktivasyonu tetiklemekte ve dopaminerjik néronlarin
norodejenerasyonunu saglamaktadir. Nikotinamid adenin dintikleotid
fosfat oksidazin (NADPH-oksidaz) farmakolojik veya genetik inhibisyonu,
dopaminerjik néronlar1 parakuata kars1 korudugundan, mikroglial NADPH-oksidazin
uyarilmas1 ROT iiretimi ve norodejenerasyondan sorumlu olabilmektedir. Parakuat
kaynakl1 hiicre 6liimii, Bak'a bagimli olup sitokrom C'nin neden oldugu hiicre
oliimiinii tetiklemektedir. c-Jun-N terminal kinaz (JNK) yolu ve kaspaz-3'iin
aktivasyonu da aracilik etmektedir. Sekil 6'da parakuatin dopaminerjik néronlar

tizerindeki etki mekanizmasi goriilmektedir (Bové & Perier, 2012).
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Parkinson Hastalig1 ve Polifoneller

Polifenolik bilesikler, besinlerde bulunan, bir (fenolik asit) veya daha fazla
(polifenol) aromatik halka i¢eren ve norodejeneratif hastaliklara karsi koruma
saglayan antioksidan 6zelliklere sahip dogal bilesiklerdir. Epidemiyolojik ¢calismalar,
polifenolik bilesiklerden biri olan flavonoidlerin giiglii antioksidan, anti-inflamatuar,
anti-apoptotik, oksidatif stresi azaltici, ndron hiicre fonksiyonlarini diizenleyici,
mitokondriyal disfonksiyonu ve néronlardaki hasar1 azaltici, lipid peroksidasyonunu
inhibe edici, sinyal yolaklarini diizenleyici etkileri oldugunu bildirmistir. Bu etkiler
sayesinde, Parkinson hastaliginin goriilme sikliginin azaldigina dair giiclii kanitlar
saglanmistir (Airoldi, & dig., 2018; Velmurugan, & dig., 2018; Ascherio &
Schwarzschild, 2016; Agim & Cannon, 2015; Gao, & dig., 2012).

Flavonoidler, polifenol siniflandirmasinda bulunan ikincil bitki
metabolitleridir. Cekirdek yapilarina gore; flavonoller (kersetin, kaempferol,
mirisetin vb.), flavonlar (apigenin, luteolin vb.), flavanonlar (hesperidin, naringenin
vb.), flavan-3-oller (katesin, epikatesin, epigallokatesin vb.), izoflavonlar (genistein,
daidzein, glisitein vb.) ve antosiyaninler (delfinidin, siyanidin, peonidin, malvidin,
pelargonidin, petunidin) olmak {izere alt1 sinifa ayrilmaktadir (Airoldi, & dig., 2018;
Bellik, & dig., 2013). Cesitli gozlem ve miidahale ¢aligmalarinin sonuglarina gore;
flavan-3-oller alt siniflamasindaki katesinlerin, ndrodejenerasyon iizerinde terapotik
etkilerinin bulundugu bildirilmistir (Farkhondeh, & dig., 2019; Airoldi, & dig., 2018;
Pervin, & dig., 2018).

Katesinlerin Ozellikleri

Katesinler, flavonoid ailesindeki flavan-3-oller alt siniflamasinda bulunan
polifenolik bilesiklerdir (Baldi, & dig., 2019; Pervin, & dig., 2018). Katesinler;
katesin, gallokatesin, epikatesin ve epigallokatesin ile bu katesinlere gallat
gruplariin eklenmesiyle elde edilen katesin gallat, gallokatesin gallat, epikatesin
gallat ve epigallokatesin gallattan olusmaktadir (Xu, & dig., 2021; Baldi, & dig.,
2019). Sekil 9'da katesinlerin kimyasal yapilar1 gorilmektedir (Gadkari &
Balaraman, 2015).



Sekil 9.

Katesinlerin Kimyasal Yapilar
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Katesinler, hidroksile aromatik halkalar ile karakterize edilen {i¢ halkali
fenolik bilesiklerdir. Hidroksillenmis aromatik halkalardan olusurlar. iki benzen
halkas1 (A- ve B- halkalan) ile tigiincii karbon atomunda hidroksil grubu igeren
dihidropiran heterosikl olan C- halkasini icermektedir. A-, B- ve C- halkalarinda
coklu hidroksil gruplari bulunmaktadir. A- halkas1 kaynagmig aromatik halka, B-
halkasi fenil bileseni ve C- halkasi heterosiklik benzopiran halkas1 olarak da
bilinmektedir. Katesin ve epikatesin birbirlerinin epimerleridir. Epigallokatesinin B-
halkasinda 5' konumunda ek bir hidroksil grubu bulundugundan epigallokatesin ve
epikatesin arasinda yapisal bir farklilik bulunmaktadir. Epigallokatesin gallat ise,
epigallokatesinin ester tiirevi olup C- halkasinda 3 hidroksil pozisyonunda bir
gallatin esterifikasyonuyla olusmaktadir (Khalatbary & Khademi, 2020; Baldi, &
dig., 2019; Airoldi, & dig., 2018; Bernatoniene & Kopustinskiene, 2018; Braicu, &
dig., 2011).

Katesinlerin Kaynaklar:

Katesinlerin temel kaynagi olan besin, yesil caydir. Yesil cay disinda siyah
cay, kakao, cilek, elma, iizlim, sarap gibi besinlerde de katesinler dogal olarak
bulunmaktadir. Tablo 1'de bazi besinlerin katesin icerikleri ve miktarlart verilmistir
(Xu, & dig., 2021; Gadkari & Balaraman, 2015; Braicu, & dig., 2011; Sutherland, &
dig., 2006). EGCG, toplam yesil ¢ay katesinlerinin yaklasik %65'ini olusturmaktadir
(Baldi, & dig., 2019). Yesil gay ekstraktinin kuru agirhi@inin yaklasik %10'unu ve
demlenmis bir fincan yesil ¢ayin ise %50-80'ini yani 200-300 mg'in1 igermektedir
(Singh, & dig., 2015; Williamson, & dig., 2011).



Tablo 1.

20

Baz: Besinlerin Kategin Icerikleri ve Miktarlar:

Besinler Katesin Igerigi ve Miktar1
21 mg/L C + 98 mg/L EC + 90 mg/L ECG + 411 mg/L EGC +
Yesil cay
444 mg/L EGCG
. 20 mg/L C + 37 mg/L EC + 73 mg/L ECG + 42 mg/L EGC +
Siyah ¢ay
128 mg/L EGCG
Kakao 78 mg/kg C + 132 mg/kg EC
Cikolata 610 mg/kg C + EC
Cikolata (bitter) 535 mg/kg
Cikolata (siitlii) 159 mg/kg C + EC
Elma 1000-7000 mg/kg EC
Kayisi 100-250 mg/kg
Seftali 50-140 mg/kg

Yaban mersini
Bektas1 tiziimii
Siyah kus tiztimi
Kirmizi kus tiztimii
Beyaz kus liziimii
Cilek

Kiraz

Ahududu
Bogiirtlen

Kivi

Uziim gekirdegi
Kirmizi iziim

Kirmizi sarap

30 mg/kg'a kadar

30 mg/kg'a kadar

30 mg/kg'a kadar

30 mg/kg'a kadar

30 mg/kg'a kadar

10-70 mg/kg C + 1 mg/kg EC
50-220 mg/kg

20-480 mg/kg

90-100 mg/kg

4.5mg/kg C + EC

1892 mg/kg C + 988 mg/kg EC + 353 mg/kg ECG
800-4000 mg/kg

80-300 mg/L
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Katesinlerin Metabolizmasi

Diger flavonoidlerin aksine, katesinler aglikon formunda bulunmaktadir.
Basta EGCG olmak iizere katesinler, oral alim sonrasi ince bagirsaktaki glikosidaz
enziminden etkilenmeden ince bagirsakta bulunan villuslardan emilebilmektedir.
Ince bagirsakta katesinler cesitli konjugasyonlara ugramaktadir. Katesinlerin oral
biyoyararlanimlart diistiktiir. Saflastirilmis formda EGCG yarilanma 6mrii ise
yaklasik 3 saattir. Emilemeyen katesinler kolona gegmektedir. Kolona gegen
katesinler, kolondaki mikroorganizmalar tarafindan farkli flavonoid halkalarina
pargalanmaktadir. Katabolize edilmis fenolik asitler, ya dolasimla geri emilmekte ya
da idrarla atilmaktadir. Katesinler esas olarak, oral alimdan sonra ince bagirsakta ve
karacigerde O-metilasyon, siilfatlama ve glukuronidasyon yoluyla faz 2 konjugasyon
stirecleri ile metabolize edilmektedir. Glukuronidasyon ve siilfatlama, ¢oziiniirligi
artirmak ve idrar yoluyla eliminasyonlarini kolaylastirmak i¢in katesinlerin
polaritesini artirmaktadir. EGCG, EGC ve EC glukuronid ile siilfat, plazmada yaygin
olarak bulunmaktadir (Cai, & dig., 2018; Chu & Pang, 2018; Hodgson, & dig., 2013;
Williamson, & dig., 2011).

Katesinler esas olarak idrar ve safra yolu olmak tizere iki sekilde atilmaktadir.
Gallat grubu olmayan katesinler, ana ve konjuge bilesikler seklinde idrarla atilirken;
gallat grubu igeren katesinler safraya baglanarak kolona gecer ve fegesle atilmaktadir
(Chu & Pang, 2018). Sekil 10'da katesinlerin metabolizmasi gériilmektedir (Cai, &
dig., 2018). Katesinler, katesinlerin konjuge metabolitleri ve katabolize edilmis
kiiciik fenolik asitler; doku ve organlara (akciger, goz, beyin, gastrointestinal sistem,
bobrek, mesane ve hatta plasentadan fetal organlara kadar ¢esitli doku ve oganlar)
taginarak metabolize edilmekte ve biyolojik reaksiyonlarda kullanilmaktadir (Chu &
Pang, 2018). Ayrica EGCG, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda kan-beyin bariyerini
gecgebilmektedir. Bir besin bileseni olarak EGCG, sinir dokusunu etkileyebilmekte ve
serebral kortekste noroprotektif etkiler gosterebilmektedir (Lin, & dig., 2007).
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Sekil 10.

Kateginlerin Metabolizmasi
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Katesinlerin Hastahklarla Tliskisi

Katesinlerin gesitli biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir. Bu aktiviteleriyle
sagligin gelistirilmesinde, hastaliklarin 6nlenmesinde, olusumunda ve tedavisinde
onemli rol oynamaktadir (Baldi, & dig., 2019; Singh, & dig., 2015).
Anti-diyabetik, anti-ostrojenik, anti-obezite, anti-bakteriyel, anti-kardiyovaskiiler,
anti-kanser, anti-mutajenik, antioksidan, antiviral, néroprotektif, antifungal,
anti-alerjenik, anti-inflamatuar, anti-osteoporoz, anti-proliferatif, anti-hipertansif,
anti-platelet, hipokolesterolemik, hepatoprotektif ve digerleri hastaliklar tizerindeki
potansiyel etki mekanizmalaridir. Bu potansiyel etkileri sayesinde katesinler; obezite,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, inflamatuar hastaliklar, metabolik hastaliklar,
diyabet, inme, yaslanma siireci, Alzheimer hastalig1, Parkinson hastaligi ve multiple

skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde potansiyel
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etkiler gostermektedir (Baldi, & dig., 2019; Farkhondeh, & dig., 2019; Isemura, &
dig., 2019; Singh, & dig., 2015; Braicu, & dig., 2011; Sutherland, & dig., 2006).

Katesinlerin Parkinson Hastahigindaki Potansiyel Etkileri

Katesinler, antioksidan, anti-apoptotik, anti-inflamatuar, sinyal yolaklarinin
mitokondriyal fonksiyonlarinin diizenlenmesi, lipid peroksidasyonunun énlenmesi
gibi potansiyel etkiler gostererek néron canliligini ve nérorejenerasyonu indiikleyip

Parkinson hastaligina kars1 noroprotektif etkiler géstermektedir.

Katesinlerin Antioksidan Etkileri

Antioksidanlar, nérodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde olduk¢a 6nemli
bir yere sahiptir. Katesinler yapilarinda bulunan aromatik halkalar sayesinde,
noronlar serbest radikallere kars1 koruyan 6nemli antioksidanlardir (Farkhondeh, &
dig., 2019; Sutherland, & dig., 2006). Katesinler antioksidan etkilerini direkt ve
indirekt olmak tizere iki sekilde gostermektedir. Serbest radikallerin siipiiriilmesi ve
metal iyonlarinin selatlanmasi direkt etkileridir. Antioksidan enzimlerin
indiiklenmesi, prooksidan enzimlerin inhibisyonu, sinyal yolaklarinin ve sitokinlerin
baskilanmasi ise indirekt etkileridir. Katesinler glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, CAD, SOD ve faz Il detoksifikasyon enzimleri gibi antioksidan enzimlerin
tiretiminin uyarirken; siklooksijenaz-2 (COX-2), iNOS, NADPH-oksidaz,
lipoksijenaz ve ksantin oksidaz gibi prooksidan enzimlerin baskilanmasini
saglamaktadir. IL-1pB, IL-6, TNF-a, aktivator protein-1ve NF-kB gibi stresle iligkili
sinyal yolaklarinin ve sitokinlerin inhibisyonuna neden olmaktadir. Sekil 11'de
katesinlerin antioksidan etki mekanizmalar1 goriilmektedir (Khalatbary & Khademi,
2020; Farkhondeh, & dig., 2019; Bernatoniene & Kopustinskiene, 2018; Mandel, &
dig., 2008).
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Sekil 11.

Kategsinlerin Antioksidan Etki Mekanizmalart
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Katesinlerin igerdikleri hidroksil gruplar arttik¢a, radikal siipiiriicii etkileri de
artmaktadir. En yliksek hidroksil grubuna sahip katesinler ise, EGCG ve ECG'dir
(Sutherland, & dig., 2006). Radikal siipiiriicii etkilerine gore katesinlerin siralamast;
EGCG > ECG > EGC > EC > C seklindedir (Bernatoniene & Kopustinskiene, 2018;
Braicu, & dig., 2011). Ozellikle EGCG, giiglii radikal siipiiriicii dzelligi olan
biyolojik bir antioksidandir. EGCG, B- ve D-halkalarinda bulunan hidroksil
gruplariyla serbest radikalleri baglayip notralize edebilmektedir (Zhu, & dig., 2000).
EGCQG, ii¢ olas1 molekiiler mekanizmayla nitrik oksit, peroksil radikalleri, hidroksil
serbest radikalleri, lipid igermeyen radikaller, siiperoksit anyon radikalleri, singlet
oksijen ve peroksinitriti temizleyebilmektedir. Birincisi, metal iyonlarinin
selatlanarak inaktif hale getirilmesidir. Ikincisi, EGCG'nin DNA zincirinin
kirilmasini 6nlemek i¢in hizli bir elektron transferi mekanizmasi ile dogrudan

peroksil radikaliyle etkilesime girmesidir. Ugiinciisii ise, EGCG'nin serbest
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radikallerin deaminasyon yeteneklerini 6nlemek i¢in kararli yar1 kinon serbest
radikalleri olusturmasidir (Singh, & dig., 2020; Young, & dig., 2013; Sutherland, &
dig., 2006). EGCG ve EC, niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor 2 (Nrf2)-
antioksidan yanit eleman1 (ARE) yolagini aktive ederek, glutatyon, siiperoksit
dismutaz ve katalaz gibi antioksidan savunma sisteminde yer alan antioksidan
enzimlerin aktivasyonunu indiiklemektedir. Boylelikle de, serbest radikallerin
stiptiriilmesini saglamaktadir (Farkhondeh, & dig., 2019; Velmurugan, & dig., 2018).

EGCG'nin oral alimi, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
seviyelerini artirip lipit peroksidasyonunun azaltilmasini saglamaktadir (Devika &
Prince, 2008). Hem geng hem de yasl ratlarda uzun siireli EGCG uygulamasinin,
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan seviyelerini dnemli 6l¢iide arttirdigi,
malondialdehit ve protein karbonil seviyelerini azalttig1 bildirilmistir (Srividhya, &
dig., 2008). PC12 hiicreleri tizerinde yapilan bir ¢alismada, EGCG'nin Mangan-SOD
aktivitesini arttirdig1 ve reaktif oksijen tiirlerinin liretimini azalttigi, MKK3-p38a
aktivitesini baskilayarak da mitokondriyal disfonksiyonu 6nledigi tespit edilmistir
(Chen, & dig., 2016). Braicu ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmada, 10 uM
EGC ve EGCG ile miidahale sonrasi reaktif oksijen tiirlerinde azalmanin oldugu
bulunmustur (Braicu, & dig., 2011). EGCG ayrica; iINOS aktivitesini, 6nemli dlgiide
amiloid-beta tiretimini ve oksidatif stresi azaltarak hipoksik iskemik kaynakli beyin
hasarini azaltabilmektedir (Zhang, & dig., 2017).

Katesinlerin Lipid Peroksidasyonundaki Etkileri

Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanmaktadir. Asir1 ROT tiretimi veya antioksidan eksikligi, DNA, proteinler ve
lipidler gibi biyomolekiillere zarar veren oksidatif strese neden olmaktadir. Parkinson
hastaliginda oksidatif stresin varligi, néron hiicrelerinde fonksiyon bozukluklarinin
olmasina neden olmaktadir (Singh, & dig., 2020; Sutherland, & dig., 2006).

ROT seviyelerdeki artig, hiicre zar1 fosfolipid ¢ift katmanlarindaki CDY A'lan
etkileyerek oksidasyona ugramalarina neden olmaktadir. Hiicre zarlarinda,
CDYA'lardan gelen elektronlar hidroksil radikalleri, alkoksil radikalleri ve peroksil
radikalleri tarafindan kolayca alinarak, lipid radikalleri tiretilmektedir. Lipid
radikalleri, oksijen ile etkilesime giren ve kararsiz lipid peroksil radikali (LOO)
ireten radikallerdir. Sonug olarak, LOO radikali diger CDYA'lar ile etkilesime
girmekte ve malondialdehit gibi lipid hidroperoksiti tiretmektedir (Yin, & dig.,
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2011). Norodejeneratif hastaliklarda, beyindeki CDY A seviyelerinde azalma ve
malondialdehit seviyelerinde yiikkselme goriilmektedir. Ayrica, yanls katlanig alfa-
sintiklein proteini tarafindan uyarilan lipid peroksidasyonun da néronal hiicre
kaybinda ¢ok 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmektedir (Angelova, & dig., 2015).
EGCG'nin dogrudan veya dolayli olarak serbest radikal zincir reaksiyonlarini
bloke ettigi, metal iyonlarini selatladigi, hiicre i¢i antioksidan enzim aktivitelerini
uyardig ve lipid peroksidasyonunu azalttig bildirilmektedir (He, & dig., 2009).
Ayrica EGCG, noronlar1 oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiine karsi da
korumaktadir (Weinreb, & dig., 2009). In vivo bir ¢alisma, EGCG'nin lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigini ve tiyobarbitiirik reaktif madde diizeylerini de
azalttigini bildirmektedir (Dobrzynska, & dig., 2004). Ostrowska ve arkadaslari,
EGCG'nin malondialdehit, lipid hidroperoksit ve 4-hidroksinoneal dahil lipid
peroksidasyon belirteclerini dnemli 6lgiide azalttigini ve glutatyon peroksidaz
aktivitesini yiikselttigini gostermektedir (Ostrowska, & dig., 2004). Elde edilen
deneysel kanitlarla, EGCG'nin néronal hiicreleri lipid peroksidasyonuna kars1

koruyabildigi gosterilmektedir.

Katesinlerin Metal Iyonlarinin Selatlanmasindaki Etkileri

Norodejeneratif hastaliklarin ana ve 6nemli patolojik 6zelliklerinden biri,
noron hiicrelerinde metal (demir, bakir ve ¢inko) iyonlarmin birikiminin olmasidir
(Barnham & Bush, 2014). Metal iyonlar1 Alzheimer hastaliginin gelisiminde, tau
hiperfosforilasyonu ve amiloid-beta birikimi yoluyla amiloid plaklarina ve
norofibriler yumak olusumuna neden olmaktadir (Wang & Wang, 2017). Parkinson
hastaliginda ise, dopaminerjik noronlardan zengin olan SNpc'daki yiiksek demir
birikiminin bulundugu goriilmektedir (Jiang, & dig., 2017). Parkinson hastalig1 olan
beyinde, demir birikiminden dolayi fenton reaksiyonlari ve buna bagli serbest radikal
tiretimi artmaktadir. Radikal tiretiminin artmas1 mikroglial aktivasyonuna ve
inflamatuar yolaklarin indiiklenmesine neden olmaktadir. Bu durum, oksidatif stresin
indiiklenmesine, néromelanin seviyelerinde azalmanin olmasina ve
noroinflamasyonun ger¢eklesmesine neden olmaktadir (Nnah & Wessling-Resnick,
2018; Xu, & dig., 2017; Berg, 2006).

EGCG, B- halkasindaki trihidroksil ve C- halkasindaki gallat gruplarina sahip
olmasi nedeniyle metal selatlama 6zelligi gostermektedir (Weinreb, & dig., 2009;
Avramovichtirosh, & dig., 2007). Boylece, ferrik metalin nétralizasyonu
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gerceklesmekte ve noron hiicreleri oksidatif stres kaynakli olusabilecek hasarlara
kars1 korunabilmektedir. Rogers ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, EGCG'nin
demir kaynakli olusan norotoksikasyonu azalttig1 gosterilmistir (Rogers, & dig.,
2002). MPTP ile indiiklenen Parkinson hastaligi olan farelerde EGCG'nin
noroprotektif etkilerini ve demirin roliinii inceleyen bir ¢aligmada, 25 mg/kg
EGCG'nin demir homeostazinda 6nemli rolii olan ferroportinin ekspresyonunu
degistirdigi ve oksidatif strese kars1 koruyucu potansiyel etkilerinin goriildiigii
bildirilmistir (Xu, & dig., 2017). Farkl bir ¢alismada ise, EGCG'nin SN'da alfa-
siniiklein seviyelerini ve metal selator olarak demir birikimini azalttigi saptanmuistir.
Ayrica, MPTP ile olusturulan nérotoksik hasardan da korudugu goriilmiistiir
(Mandel, & dig., 2004). Chen ve arkadaslarinin Parkinson modeli {izerine yaptiklari
bir galismada, EGCG'nin demir homeostazinda yer alan genleri ve proteinleri
diizenleyerek, 6-OHDA ile indiiklenen hiicre sitotoksisitesine karsi koruyucu bir

etkisinin oldugu bildirilmistir (Chen, & dig., 2015).

Katesinlerin Anti-inflamatuar Etkileri

Merkezi sinir sistemi, hasarli dokular1 ve ajanlari ortadan kaldiran bir
noroinflamasyon mekanizmasi ile enfeksiyon, otoimmiinite ve toksik metabolitlerden
korunmaktadir. Mikroglia, néroinflamasyon mekanizmasinin temelinde yer alan,
toksik metabolitlerin temizlenmesini saglayan ve ndronlarin homeostazini modiile
eden ana savunma hiicreleridir (Farkhondeh, & dig., 2019; Fischer, & dig., 2015;
Kim, & dig., 2010). Normal kosullarda mikroglia hiicreleri inaktif sekilde
bulunmaktadir. Aktif mikroglia hiicreleri; ROT'lar1, reaktif nitrojen tiirleri ve
sitokinleri serbest birakarak ndroinflamatuvar kaskadlar indiiklemekte ve norotoksik
etki gosteren belirteglerin salinmasina neden olmaktadir (Farkhondeh, & dig., 2019;
Kim, & dig., 2010).

STATS3 sinyal yolu, inflamasyonun diizenlenmesinde ana rol oynamaktadir.
STATS3 aktivasyonu 6zellikle Janus kinaz (JAK) ailesinden olan JAK1'in
uyarilmasina, IL-6 gibi inflamatuar mediatdrler lireten NF-kB sinyal yolunun
aktivasyonuna neden olmaktadir. PI3K/Akt sinyal yolagi ise, inaktif halde bulunan
mikroglialar1 uyararak aktiflesmesine neden olmaktadir. EGCG, EGC, ECG ve EC
gibi katesinler, STAT3 sinyalini ve PI3K/Akt sinyal yolagini inhibe etmektedir.
Katesinler ayrica kan-beyin bariyerinden gegerek; iNOS, COX-2, IL-1, interlokin-2
(IL-2), IL-1pB, interferon-gama (IFN-vy), nitrik oksit (NO), TNF-a, 1s1 soku proteini,
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NF-xB, MAPK/JNK gibi inflamatuar mediatorler ile yolaklarin ekspresyonunu ve
aktivasyonu azaltarak mikroglia aktivasyonunu da baskilamaktadir (Khalatbary &
Khademi, 2020; Farkhondeh, & dig., 2019; Bernatoniene & Kopustinskiene, 2018).
Katesinler, peroksizom proliferasyonu ile aktive olan reseptor-gama yolagi ve
Nrf2-ARE yolagini uyararak hem oksijenaz-1 dahil olmak iizere bir¢ok antioksidan
molekiiliin aktivasyonunu saglamakta, mikrogliadaki inflamatuar sitokin tiretimini
modiile etmekte, oksidatif stresi ve noroinflamasyonu azaltmaktadir. Sekil 12'de
katesinlerin anti-inflamatuar etki mekanizmalar1 goriilmektedir (Farkhondeh, & dig.,
2019). Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda, katesinlerin inflamatuar mediatorleri
ve yolaklar baskilayarak anti-inflamatuar etkiler gosterdikleri bildirilmistir (Tseng,

& dig., 2020; Wei, & dig., 2016; Bitu Pinto, & dig., 2015).

Sekil 12.
Katesinlerin Anti-inflamatuar Etki Mekanizmalart

Katesmler

EGCG & EGC & ECG & EC

Katesinlerin Anti-apoptotik ve Noroprotektif Etkileri
Lipopolisakkaritler (LPS) endotoksin olarak bilinmektedir. Mikroglia

varliginda LPS'ler, noroinflamasyona neden olarak dopaminerjik néron kaybini
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artirmaktadir (Farkhondeh, & dig., 2019; Lama, & dig., 2020; Al-Amri, & dig.,
2013). Katesinler, LPS tarafindan aktive edilen néroinflamatuar yolaklari
baskilayarak potansiyel néroprotektif etkiler gostermektedir. Al-Amri ve
arkadaglarinin si¢anlar {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada; 10 mg EGCG verilen
grupta TNF-a ve NO diizeylerinin diistiigii, LPS'nin neden oldugu norotoksisiteye
karst dopaminerjik néronlarin korundugu bulunmustur (Al-Amri, & dig., 2013).

Parkinson hastaligina dopamin iireten néron hiicrelerinin kayb1 neden
olmaktadir (Selvaraj & Piramanayagam, 2018). Parkinson hastaliginda néronal hiicre
oliimii ve serebral korteksteki islev bozuklugu ile ilgili olan alfa-siniiklein gibi
anormal fibr6z protein agregasyonu, artmis apoptotik protein ekspresyonu,
inflamasyon ve oksidatif strese karsi katesinlerin koruyucu potansiyel etkileri
bulunmaktadir (Pervin, & dig., 2018).

Yesil ¢ay katesinleri protein kinaz C (PKC) yolunu aktive etmektedir. PKC
aktivasyonu; mitokondriyal membran gegirgenligini diizenleyen bax, bad, kaspaz-3,
p21, TRAIL ve FAS ligand gibi apoptotik genlerin ekspresyonunu azaltirken, Bcl-2
ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu artirmaktadir. Boylelikle,
mitokondriden sitozole sitokrom C'nin salinimini ile JNK fosforilasyonu inhibe
edilmekte ve kaspazlarin aktivasyonu baskilanmaktadir. Katesinler bu etkileri ile
noronal hiicrelerin mitokondriyal membran potansiyelleri korumakta, apoptozu
onlemekte ve hiicrelerin sagkalimini arttirmaktadir (Khalatbary & Khademi, 2020;
Farkhondeh, & dig., 2019; Singh, & dig., 2015; He, & dig., 2015; Mandel, & dig.,
2008). Yapilan bir ¢alismada, EGCG'nin oksidasyona bagli olusan néronal nekrotik
benzeri hiicre 6liimii ile apoptozu azalttig1 ve bdylece ndrodejenerasyonu onledigi
goriilmiistiir (Pogacnik, & dig., 2016). Yapilan farkli calismalarda da benzer anti-
apoptoik etkiler saptanmig ve noron hiicre sagkalimini arttirdigi bulunmustur (Ortiz-
Lopez, & dig., 2016; Chen, & dig., 2015; He, & dig., 2015; Siddique, & dig., 2014).

Yesil cay katesinlerinden EGCG, dopamin metabolizmasini engelleyen ve
katekolamin norotransmitterlerinin inaktivasyonunda yer alan COMT enzimini
inhibe etmektedir. COMT inhibisyonu, sinaptik dopamin seviyelerinde artisa neden
olmaktadir (Velmurugan, & dig., 2018; Mandel, & dig., 2008). EGCG ayrica, PKC
yolunun aktivasyonunu saglayarak ¢6ziiniir amiloid 6ncii protein alfa seviyelerini
artirtp alfa-sintiklein fibrillerinin olusumunu, diizeylerinin ve agregasyonunu
azaltmaktadir (Singh, & dig., 2020; Singh, & dig., 2015; Mandel, & dig., 2008). Bu
anti-fibrilojenik etkisi ile EGCG, Parkinson hastaligina kars1 noroprotektif etki
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gostermektedir (Lama, & dig., 2020). Teng ve arkadaslarinin ¢alismasinda,
EGCG'nin alfa-siniiklein ekspresyonunu ve fibrilasyonu baskiladigi, bakir iyonlarini
selatlayarak reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu inhibe ettigi bulunmustur (Teng, &
dig., 2019). Baska bir ¢alismada da, EGCG'nin alfa-siniiklein fibrilasyonunu azalttig1
saptanmistir (Pogacnik, & dig., 2016). Sekil 13'de katesinlerin anti-apoptotik ve
noroprotektif etki mekanizmalari goriillmektedir (Xu, & dig., 2016; Singh, & dig.,
2015; Weinreb, & dig., 2009; Mandel, & dig., 2008).

Sekil 13.
Katesinlerin Anti-apoptotik ve Noroprotektif Etki Mekanizmalari

Yesil cay katesinleri
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Gao ve arkadagslar1 tarafindan yapilan 49.281 erkek ve 80.336 kadinin
katildig1 diyetle alinan flavonoidler ile Parkinson hastaligi riski arasindaki iliskiyi
inceleyen prospektif bir ¢alismada; epikatesin dimerlerinin alinmasinin Parkinson
hastalig: riskini azalttig1 sonucuna varilmistir. Epikatesinin, sinaptik plastisite ve
noronal canliligin diizenleyicisi olan transkripsiyon faktorii siklik adenozin

monofosfat-yanit element baglayici protein fosforilasyonunu indiikledigi ve
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NADPH-oksidazin aktivitesini baskiladig: belirtilmistir (Gao, & dig., 2012).
Parkinson hastas1 278 kisi lizerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise, giinde 3
fincandan fazla ¢ay tiiketimi oldugunda Parkinson hastaliginin baslangicinin yaklasik
7.7 y1l geciktigi bildirilmistir (Kandinov, & dig., 2009). Barranco Quintana ve
arkadaslar1 12 ¢aligmanin analizi sonucunda, cay tiiketiminin Parkinson hastaliginin
risklerini azaltip koruyucu etkiler gosterdigini bildirmistir (Barranco Quintana, &
dig., 2009). Hosseini Tabatabaei ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 vaka-kontrol
calismasinda ise, giinde bir bardak ¢ay ilavesinin Parkinson hastalig riskini 0.8 kat

azalttig1 bulunmustur (Hosseini Tabatabaei, & dig., 2013).
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BOLUM 111

Gerec ve Yontem

Bu boliimde arastirmanin modeline, arastirmanin ¢alisma grubuna, verilerin
toplanmasi ve ¢dzlimlenmesine ve ortaya ¢ikan bulgularin nasil raporlastirildigina

iliskin bilgilere yer verilmistir

Malzemeler ve Reaktifler

6-Hidroksidopamin hidrokloriir (2,4,5-Trihidroksifenetilamin hidrokloriir)
(H4381; >%97 saflik), katesin [(-)-trans-3,3',4',5,7-Pentahidroksiflavan) (C0567;
>9%97 saflik, yesil ¢aydan)], epigallokatesin gallat [(-)-cis-2-(3,4,5-Trihidroksifenil)-
3,4-dihidro-1(2H)-benzopiran-3,5,7-triol 3-gallat) (E4268; >%80 saflik, yesil
caydan)], dimetil siilfoksit (DMSO) (D8418), tripan mavisi soliisyonu (T8154),
tiazolil mavi tetrazolyum bromiir (MTT) (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) (M2128; %98 saflik), paraformaldehit (158127-25G;
%095 saflik), metanol (34885, >%99.9 saflik) ve triton X-100 (T8532), Sigma-
Aldrich'ten [St. Louis, MO, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)] satin alinmstir.
Katesin ve epigallokatesin gallat, DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. DA (Dopamine)
ELISA Kit (E-EL-0046) ve Human SNCa (Synuclein Alpha) ELISA Kiti (E-EL-

H0983) Elabscience firmasindan satin alinmistir.

Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiiri

Calismada, SK-N-AS insan noroblastoma hiicre hattt (ATCC: CRL-2137)
kullanilmigtir. SK-N-AS hiicreleri %10 1siyla inaktive edilmis fetal sigir serumu
(Fetal bovine serum, FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI-11B), %1 L-glutamin
(Capricorn Scientific, GLN-B) ve %1 penisilin/streptomisin (Capricorn Scientific,
PS-B) iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Capricorn Scientific,
DMEM-LPA) kiiltiir vasati i¢erisinde %5 karbondioksit (CO,) iceren nemli bir
atmosferde 37°C'de kiiltiire edilmistir. Kiiltiirlenmis hiicreler ~%80 konfluent
oldugunda, %0.25 tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Capricorn Scientific,
TRY-1B) ile pasajlanarak sub-kiiltiire edilmistir. Sub-kiiltiire edilen hiicrelerin bir
kismi, %90 FBS ve %10 DMSO i¢eren hiicre dondurma vasati ile -80°C'de

dondurularak saklanmustir.
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In vitro Parkinson Modelinin Olusturulmasi ve Analizi

Sub-kiiltiire edilen SK-N-AS hiicreleri her bir kuyucukta yogunlugu 5x10°
olacak sekilde 400 pl kiiltiir vasati ile 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabina ekilmis ve
72 saat siiresince %5 CO; i¢ceren nemli bir atmosferde 37°C'de inkiibe edilmistir. In
vitro Parkinson modeli olusumunda nérotoksik bir madde olan 6-OHDA
kullanilmistir. 6-OHDA'nin oto-oksidasyonunu engellemek i¢in antioksidan 6zellik
gosteren askorbik asit kullanilmistir. Askorbik asidin fosfat tamponlu salin
(Phosphate-buffered saline, PBS) i¢inde ¢6ziilmesiyle %0.1'lik askorbik asit ¢ozeltisi
hazirlanmistir. 6-OHDA (2 mg/ml) hazirlanan askorbik asit ¢ozeltisi iginde
¢Ozdiriilmiistiir. Stok ¢ozelti taze hazirlanmis ve 1518a maruz kalmasini énlemek igin
aliminyum folyo ile sarilmistir. 6-OHDA (10 mM) stok ¢ozeltisi, kiiltiir vasati ile
diltie edilerek ii¢ farkli konsantrasyonda (25 puM, 50 uM ve 100 uM) hazirlanmistir.
Kontrol grubu 6-OHDA ile muamele edilmemistir. 72 saat sonrasinda 24 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kabindaki kiiltiir ortamlar1 toplanmis, kuyucuk basina toplam hacim 400
ul olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki 6-OHDA soliisyonlar1 eklenmistir. SK-
N-AS hiicreleri, 24 saat ve 48 saat siiresince %5 CO; i¢eren nemli bir atmosferde
37°C'de farkli konsantrasyonlardaki 6-OHDA ile muamele edilmistir. In vitro
Parkinson modeli olusumunun kontrolii, 6-OHDA ile muamele edilen SK-N-AS
hiicrelerinin kiiltiir vasatlarindaki dopamin ve alfa-siniiklein diizeylerinin enzim bagl
immiinosorbent analiziyle (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
degerlendirilmesiyle belirlenmistir. Dopamin ve alfa-siniiklein diizeylerini
belirlemek i¢in DA (Dopamine) ELISA kiti ve human SNCa (Synuclein Alpha)
ELISA kiti kullanilmistir. ELISA kitlerinde bulunan standart protokoller
uygulanmistir. Spektrofotometre kullanilarak 450 nm'de absorbans degerleri

Olciilmiistiir. Giivenilirligini artirmak icin tiim deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir.

ELISA Protokolleri

6-OHDA ile muamele edilen SK-N-AS hiicrelerinin kiiltiir vasatlarindaki
dopamin ve alfa-siniiklein diizeylerinin belirlenmesi amaciyla ELISA analizleri
yapilmistir. SK-N-AS hiicreleri, farkli konsantrasyon ve siirelerde 6-OHDA ile
muamele edildikten sonra kiiltiir vasatlari toplanarak ELISA analizlerinde
degerlendirilmistir. ELISA analizlerinde, DA (Dopamine) ELISA kiti (Elabscience,
E-EL-0046) ve human SNCa (Synuclein Alpha) ELISA kiti (Elabscience, E-EL-
H0983) kullanilmistir.
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(DA) Dopamine ELISA Kiti

Kit igerisinde bulunan tiim reaktifler kullanmadan 6nce oda sicakligina (18-
25°C) getirilmistir. Analiz Oncesinde yikama tamponu (wash buffer), standart
caligma soliisyonu (standard working solution), biyotinlenmis deteksiyon antikor
(Ab) calisma soliisyonu [biotinylated detection antibody (Ab) working solution] ve
konsantre horseradish peroksidaz (HRP) konjugat ¢alisma soliisyonu (concentrated
HRP conjugate working solution) hazirlanmistir.

Yikama tamponu, 30 ml konsantre yikama tamponu (concentrated wash
buffer) 720 ml deiyonize ya da distile su ile diliie edilerek 750 ml olacak sekilde
hazirlanmistir. Soliisyonda kristalizasyon gozlendiginde 40°C'deki su banyosunda
sitilip kristaller ¢oziilene kadar yavascga karistirilmigtir.

Standart galigma soliisyonu hazirlanirken 6ncelikle standart 10.000xg'de 1
dakika stiresince santrifiij edilmistir. 1 ml referans standart & 6rnek sulandiricisi
(reference standard & sample diluent) eklenip 10 dakika bekletilmis ve birkag kere
yavasea ters cevrilmistir. Tamamen eridikten sonra pipetle iyice karistirilmis ve 2000
pg/ml'lik stok soliisyon elde edilmistir. Onerilen diliisyon konsantrasyonlarida
(2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.25 pg/ml
ve 0 pg/ml) seri sulandirmalar yapilmuistir.

Biyotinlenmis deteksiyon Ab c¢alisma soliisyonu, 100x konsantre
biyotinlenmis deteksiyon Ab (concentrated biotinylated detection Ab) 1x
biyotinlenmis deteksiyon Ab sulandiricili calisma soliisyonuna (working solution
with biotinylated detection Ab diluent) diliie edilmistir. Her kuyucuga 50 pl
eklenmistir.

Konsantre HRP konjugat ¢alisma soliisyonu, 100x konsantre HRP konjugati
(concentrated HRP conjugate) 1x konsantre HRP konjugat sulandiricili ¢alisma
sollisyonuna (working solution with concentrated HRP conjugate diluent) diliie
edilmistir. Her kuyucuga 100 pl eklenmistir.

ELISA kiiltiir kabinin ilk iki siitundaki kuyucuklara 50 pl standart ¢alisma
sollisyonu, diger kuyucuklara ise seri sulandirma sonucu elde edilen
konsantrasyonlardaki soliisyonlar eklenmistir. Uzerine 50 pl biyotinlenmis
deteksiyon Ab calisma soliisyonu da eklenerek kiiltiir kabinin tizeri kapatilarak 45
dakika siiresince 37°C inkiibe edilmistir. Kuyucuklar 350 pl yikama tamponu ile 3x2
dakika siiresince yikanmistir. Yikama islemi sonrasinda bir sonraki agamaya

gegmeden once kurulanmistir. 100 ul HRP konjugat ¢alisma soliisyonu eklendikten
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sonra kiiltlir kabinin iizeri kapatilarak 30 dakika siiresince 37°C inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklar 350 ul yitkama tamponu ile 5x2 dakika siiresince
yikanmustir. Yikama islemi sonrasi, 90 ul substrat reaktifi (substrate reagent)
eklenerek 1s1iktan korunmasi i¢in tizeri kapatilarak 15 dakika siiresince 37°C inkiibe
edilmistir. Her kuyuya 50 ul durdurma soliisyonu (stop solution) eklenmistir. 450
nm'de mikro plate okuyucu ile her bir kuyunun optik yogunlugu (Optical density,
OD) ol¢iilmiistiir. Elde edilen degerler ile dopamin i¢in standart egri grafigi ve

denklemi olusturulmustur.

Human SNCa. (Synuclein Alpha) ELISA Kiti

Kit igerisinde bulunan tiim reaktifler kullanmadan 6nce oda sicakligina (18-
25°C) getirilmistir. Analiz 6ncesinde yikama tamponu (wash buffer), standart
calisma soliisyonu (standard working solution), biyotinlenmis deteksiyon Ab ¢alisma
soliisyonu (biotinylated detection Ab working solution) ve konsantre HRP konjugat
calisma soliisyonu (concentrated HRP conjugate working solution) hazirlanmistir.

Yikama tamponu, 30 ml konsantre yikama tamponu (concentrated wash
buffer) 720 ml deiyonize ya da distile su ile diliie edilerek 750 ml olacak sekilde
hazirlanmistir. Soliisyonda kristalizasyon gozlendiginde 40°C'deki su banyosunda
sitilip kristaller ¢oziilene kadar yavasga karistirilmistir.

Standart galigma soliisyonu hazirlanirken 6ncelikle standart 10.000xg'de 1
dakika stiresince santrifiij edilmistir. 1 ml referans standart & 6rnek sulandiricisi
(reference standard & sample diluent) eklenip 10 dakika bekletilmis ve birkag¢ kere
yavasega ters cevrilmistir. Tamamen eridikten sonra pipetle iyice karistirilmis ve 1000
pg/ml'lik stok soliisyon elde edilmistir. Onerilen diliisyon konsantrasyonlarinda
(1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.25 pg/ml, 15.63 pg/ml
ve 0 pg/ml) seri sulandirmalar yapilmuistir.

Biyotinlenmis deteksiyon Ab ¢alisma soliisyonu, 100x konsantre
biyotinlenmis deteksiyon Ab (concentrated biotinylated detection Ab) 1x
biyotinlenmis deteksiyon Ab sulandiricili ¢alisma soliisyonuna (working solution
with biotinylated detection Ab diluent) diliie edilmistir. Her kuyucuga 100 pl
eklenmistir.

Konsantre HRP konjugat ¢aligma soliisyonu, 100x konsantre HRP konjugati

(concentrated HRP conjugate) 1x konsantre HRP konjugat sulandiricili calisma
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sollisyonuna (working solution with concentrated HRP conjugate diluent) diliie
edilmistir. Her kuyucuga 100 pl eklenmistir.

ELISA kiltiir kabmin ilk iki stitundaki kuyucuklara 100 pl standart ¢alisma
soliisyonu, diger kuyucuklara ise seri sulandirma sonucu elde edilen
konsantrasyonlardaki soliisyonlar eklenmistir. Kiiltiir kabinin iizeri kapatilarak 90
dakika siiresince 37°C inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklardaki sivi
toplanip uzaklastirtlmistir. 100 ul biyotinlenmis deteksiyon Ab ¢alisma soliisyonu
eklenerek iizeri tekrardan kapatilarak 60 dakika siiresince 37°C inkiibe edilmistir.
Kuyucuklar 350 pl yikama tamponu ile 3x2 dakika siiresince yikanmigtir. Yikama
islemi sonrasinda bir sonraki agamaya gegmeden once kurulanmistir. 100 pl HRP
konjugat caligma soliisyonu eklendikten sonra kiiltiir kabinin tizeri kapatilarak 30
dakika siiresince 37°C inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklar 350 pl
yikama tamponu ile 5x2 dakika siiresince yikanmistir. Yikama iglemi sonrasi, 90 pl
substrat reaktifi (substrate reagent) eklenerek 1siktan korunmasi i¢in iizeri kapatilarak
15 dakika siiresince 37°C inkiibe edilmistir. Her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu
(stop solution) eklenmistir. 450 nm'de mikro plate okuyucu ile her bir kuyunun OD'si
Olgtilmistiir. Elde edilen degerler ile alfa-siniiklein igin standart egri grafigi ve

denklemi olusturulmustur.

Calisma Gruplan ve Kiiltiirleri

Toplamda alt1 adet ¢alisma grubu olusturulmustur. Calisma gruplarinin
olusturulmasi i¢in ilk olarak SK-N-AS hiicreleri kiiltiire edilmistir. Kiiltiire edilen
SK-N-AS hiicrelerinin yarist, in vitro Parkinson modeli olusturulmasi ve analizi
asamasinda belirlenen konsantrasyon ve siirede 6-OHDA ile muamele edilmistir.
Elde edilen in vitro Parkinson modeli hiicreleri ve SK-N-AS hiicreleri kendi
igerisinde katesin uygulanan grup, epigallokatesin gallat uygulanan grup ve kontrol
grubu (katesin ya da epigallokatesin gallat uygulanmayan grup) olmak iizere {i¢ farkli
gruba boliinmiistiir.

Calisma gruplar asagida belirtildigi gibidir:
1. Grup: In vitro Parkinson modeli hiicreleri
2. Grup: In vitro Parkinson modeli hiicreleri + Epigallokatesin gallat uygulamasi
3. Grup: In vitro Parkinson modeli hiicreleri + Katesin uygulamasi
4. Grup: SK-N-AS hiicreleri
5. Grup: SK-N-AS hiicreleri + Epigallokatesin gallat uygulamasi
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6. Grup: SK-N-AS HCN-2 hiicreleri + Katesin uygulamasi

Hiicre Canlihig: ve Hiicre Bityiimesi Analizi

Hiicre canliligi, MTT analizi ve tripan mavisi boyamasi ile belirlendi. Tiazolil
mavi tetrazolyum bromiir (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)
(MTT) hiicre metabolik aktivitesini degerlendirmek igin kullanilan kolorimetrik bir
analizdir. MTT analizi, hiicre canlilig1, proliferasyonu ve sitotoksisitesinin bir
gOstergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi 6l¢mek i¢in kullanilmaktadir. Bu
kolorimetrik analiz, sar1 tetrazolium tuzunun metabolik olarak aktif hiicreler
tarafindan mor renkli formazan kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir.

SK-N-AS hiicreleri, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabma her kuyucukta 5x10°
yogunlugunda hiicre olacak sekilde 100 pl kiiltiir vasatiyla ekilmis ve 24 saat
stiresince %5 CO; igeren nemli bir atmosferde 37°C'de kiiltiire edilmistir. Uygulama
sonrasinda, SK-N-AS hiicrelerinin yarist in vitro Parkinson modeli olusturulmasi ve
analizi agsamasinda belirlenen etkin konsantrasyon ve siirede 6-OHDA
toksikasyonuna ugratilarak in vitro Parkinson model hiicrelerine doniistiiriilmiistiir.
Negatif kontrol grubu sadece kiiltiir vasati eklenirken, pozitif kontrol grubu ¢alisma
gruplarina gore SK-N-AS hiicrelerini ya da in vitro Parkinson model hiicrelerini
icermektedir. Katesin ve epigallokatesin gallatin stok soliisyonlart DMSO igerisinde
hazirlanmis ve sonrasinda kiiltiir vasatiyla 10 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM ve 200
uM olmak tizere bes farkli konsantrasyonda diliie edilmistir. Her iki ¢alisma
grubundaki hiicrelere (pozitif ve negatif gruplar hari¢) farkli konsantrasyonlarda
katesin veya epigallokatesin gallat 100 pl olacak sekilde eklenmis, 24 saat ve 48 saat
stiresince %5 CO; iceren nemli bir atmosferde 37°C'de inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonrasinda, her kuyuya 10 ul MTT soliisyonu eklenerek 4 saat siiresince
%5 CO; iceren nemli bir atmosferde 37°C'de inkiibe edilmistir. 4 saat sonrasinda,
olusan formozan tuzlarini ¢6zmek i¢in 50 ul DMSO eklenmistir. Absorbans 6l¢timii
spektrofotometre kullanilarak dalga boyu 540-630 nm olacak sekilde ol¢lilmiistiir.
Glivenilirligini artirmak i¢in tiim deneyler dort kez tekrarlanmistir.

Tripan mavisi boyamasi, SK-N-AS hiicrelerine 24 saat siiresince 50 pM 6-
OHDA ile muamele edildikten sonra yapilmistir. 1:1 oraninda tripan mavisi
boyamasi eklenmistir. Canli (boyanmamis) hiicrelerin membran biitliinligii
korunurken, membran biitlinliigii bozulan 6lii (boyal1) hiicrelerin sitoplazmalari

tripan mavisi boyast ile mavi renge boyanmistir. Thoma lamui ile inverted miskopta



38

canlt ve 6lii hiicrelerin sayimi1 yapilmistir. Giivenilirligini artirmak i¢in tiim deneyler

tic kez tekrarlanmistir. Canli hiicrelerin yiizdesi asagidaki formiille hesaplanmustir:

Canl1 Hiicre Sayis1

Canl1 Hiicrelerin Yiizdesi (%) = x 100
Toplam Hiicre Sayisi

(Canl1 Hiicre + Olii Hiicre)

Immiinositokimya ProtoKolii

Kiiltiire edilen in vitro Parkinson modeli hiicreleri ve SK-N-AS hiicrelerinde
TNF-0, IL-1B ve kaspaz-3"tin dagilimlar1 immiinositokimyasal analiz ile
degerlendirilmistir. Her iki gruptaki hiicreler %4'liik paraformaldehit (Sigma-
Aldrich, 158127-25G) igeren PBS ile 4°C'de 30 dakika siiresince fikse edilmistir.
Fiksasyon islemi sonrasinda 2x30 dakika siiresince PBS ile yikanmigtir. Membran ve
antikor gegirgenliklerini artirmak i¢in %0.1'lik Triton x100 (Sigma-Aldrich, T8532)
ile 15 dk. buz tlizerinde permeabilizasyon islemi gergeklestirilmistir.
Permeabilizasyon islemi sonrasinda hiicreler 3x5 dakika siiresince PBS ile
yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in 1:10 oraninda
metanolle ile diliie edilmis %3 H,0, (Riedel-de Haén, 70570) kuyucuk bagina 10
damla eklenerek 10 dakika siiresince oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
islemi sonrasinda hiicreler 3x5 dakika siiresince PBS ile yikanmistir. Primer
antikorun istenilen antijene baglanmasi ve ortamda bulunan diger proteinlerin bloke
edilebilmesi i¢in kuyucuk basina 10 damla bloklama tamponu (blocking buffer)
(Protein Novex Life Technologies, 1666262A) eklenerek 60 dakika siiresince oda
sicakliginda inkiide edilmistir. Bloklama tamponu uzaklastirildiktan sonra primer
antikorlar anti-TNF-a (sc-52746, Santa Cruz Biotechnology), anti-IL-1p (sc-7884,
Santa Cruz Biotechnology) ve anti-kaspaz-3 (sc-56053, Santa Cruz Biotechnology)
PBS ile diliie edilmistir. Kontrol gruplara 100 pl PBS, diger gruplara ise 100 pl
primer antikorlar eklenip lizerleri parafilmle kapatilarak 4°C'de nemli bir ortamda 24
saat siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi sonrasinda kuyucuklar 3x5
dakika siiresince PBS ile yikanmistir. Kuyucuk bagina 5 damla biyotinlenmis
sekonder antikor (biotinylated secondary antibody) (Protein Novex Life
Technologies, 1666262A) eklenerek 30 dakika siiresince oda sicakliginda inkiide
edilmis ve sonrasinda 3x3 dakika siiresince PBS ile yikanmistir. Kuyucuk basina 4

damla HRP-Streptavidin kompleksi (Protein Novex Life Technologies, 1666262A)
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eklenerek 30 dakika siiresince oda sicakliginda inkiide edilmistir. Boylelikle, primer
antikorun goriiniirligl artirllmistir. 3x5 dakika siiresince PBS ile yikanmustir.
Immiinoetiketleme ve goriiniirliigiin artmast igin sitoplazma boyamasi yapilmistir.
100 pl 3,3'diaminobenzidin (DAB) kromojen (ScyTek Laboratories, 38611) ilave
edilerek 60 saniye inkiibe edilmistir. Kahverengi renk acilip seffaflasana kadar PBS
ile yitkanmistir. Yikama sonrasinda ¢ekirdek boyamasi i¢in 100 pl Mayer's
hematoksilen (Mayer's hematoxylien) (Merck Millipore, 109249) eklenerek 30
saniye inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 distile su (dH,O) ile yitkanmustir.
Lameller daha sonra ¢ikartilarak kapatma vasati (mounting medium) (Merck
Millipore, 1092490500, Almanya) ile lamlarin {izerine ters ¢evrilerek kapatilmistir.
Isik mikroskopu (Olympus BX40, Tokyo, Japonya) kullanilarak 6rnekler
degerlendirilmistir.

TNF-a, IL-1B ve kaspaz-3 boyanmalar1 Histolojik-skor (H-SKOR) yonetimi
kullanilarak yar1 kantitatif olarak derecelendirilmistir. “H-SKOR= Xx (i+1)”

(1345
1

denklemi kullanilarak hesaplamalar yapilmistir. Denklemdeki “i” boyama

[13%2]
1

yogunlugunu belirtmektedir. 1, 2 ve 3 degerlerini alabilmekte, 1:zay1if (+), 2: orta
(++) ve 3:gliglii (+++) boyama yogunlugunu temsil etmektedir. “n”, her yogunlukta
boyanan hiicrelerin yiizdesini gostermektedir. %0 ile %100 arasinda bir deger

alabilmektedir. Giivenilirligini artirmak i¢in tiim deneyler dort kez tekrar edilmistir.

Arastirma Tiirii ve Arastirma Yeri
Calismada deneysel arastirma yontemi kullanilmistir. Deneylerin tamami
Yakin Dogu Universitesi Deneysel Saglik Bilimleri Arastirma Merkezi (DESAM)

Hiicre Kiiltiirti Laboratuvarlari'nda yiiriitiilmistiir.

Istatistiksel Analiz

Caligsma verileri, ortalama + standart sapma (SS) olarak sunulmustur.
Verilerin istatistiksel analizi i¢in GraphPad Prism 9 yazilimi kullanilmistir.
Immiinositokimya degerlendirme sonuclarinin istatistiksel analizlerinde, gruplar
arasindaki farkliliklari belirlemek igin Iki Yénlii ANOVA analizi uygulanmustir.
Post-hoc analizlerde Tukey ve Sidak ¢oklu karsilastirma testleri kullanilmistir.

Hiicre canlilig1 ve biiyiime analizi ile in vitro Parkinson modeli
degerlendirilmesi sonuglarinin istatistiksel analizlerinde, gruplar arasindaki

farkliliklar1 belirlemek i¢in ise Mann-Whitney U testi, Kruskal wallis testi ve Ug



40

Yonliit ANOVA analizi uygulanmaistir. Post-hoc analizlerde de Dunn ¢oklu
karsilastirma testi kullanilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak

kabul edilmistir.
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BOLUM |V
Bulgular

Bu boliimde ¢alisma sorularina yonelik toplanan veriler 1s1g¢inda ulasilan

bulgulara deginilmektedir.

In vitro Parkinson Modeli Degerlendirmesi

SK-N-AS hiicreleri, nérotoksisitenin degerlendirilmesi ve in vitro Parkinson
modelinin olusturulmasi igin 24 saat ve 48 saat inkiibasyon stirelerinde farkli
konsantrasyonlarda (25 uM, 50 uM ve 100 uM) 6-OHDA ile muamele edilmistir.
Alfa-siniiklein ve dopamin i¢in elde edilen standart egri grafikleri ve denklemleri
Sekil 14A ve Sekil 15A'da gosterilmistir. Protein konsantrasyonlar: alfa-siniiklein ve
dopamin i¢in olusturulan standart egri grafikleri ve denklemleri ile hesaplanmustir.

Farkl1 konsantrasyonlarda 6-OHDA ile 24 saat inkiibasyon siiresinde
muamele edilen gruplardaki alfa-siniiklein diizeyleri incelendiginde, 25 pM ve 50
puM konsantrasyonlarindaki alfa-siniiklein diizeylerinin kontrol grubundan daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica, 50 uM konsantrasyondaki alfa-siniiklein
diizeyinin 25 uM konsantrasyondaki alfa-siniiklein diizeyinden daha da yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Alfa-siniiklein diizeyinin 100 pM konsantrasyonda 6-OHDA
uygulamasi sonrasinda ise kontrol grubundan daha diisiik oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte 48 saat inkiibasyon siiresinde ise tiim konsantrasyonlardaki alfa-
siniiklein diizeylerinin kontrol grubundan daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil
14B).

Dopamin diizeyleri incelendiginde, tiim inkiibasyon siirelerinde ve
konsantrasyonlarindaki dopamin diizeylerinin kontrol gruplarindan daha diisiik
oldugu saptanmistir (Sekil 15B).

6-OHDA ile muamele edilen SK-N-AS hiicrelerinde alfa-siniiklein
diizeylerinin artig1, dopamin diizeylerinin ise azaldig1 goriilmiistiir. Boylelikle,
dopaminerjik néron kayiplarina bagl olarak in vitro Parkinson modeli olusmustur. In
vitro Parkinson modelinin olusumu igin etkin inkiibasyon siiresinin ve 6-OHDA'ya
konsantrasyonunun, 24 saat inkiibasyon siiresinde 50 pM 6-OHDA'ya oldugu
belirlenmistir.

24 saat ve 48 saat inkiibasyon stirelerinde farkli konsantrasyonlardaki 6-

OHDA ile muamele edilen SK-N-AS hiicrelerinde, kontrol grubu ile alfa-siniiklein
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diizeyleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunamamaistir (p>0.05).
Kontrol grubu ile dopamin diizeyleri arasinda da 6nemli bir fark saptanmamistir

(p>0.05).

Sekil 14.
6-OHDA ile Muamele Edilen SK-N-4S Hiicrelerinde Alfa-siniiklein Diizeyleri

A Alfa-siniiklein standart egri grafigi
12 -
. y = 0,0016x - 0,0009
s 097 R? = 0,9984
o
|
3 0,6 -
Q9
<
0,3 -
0,0 B T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (pg/ml)

B Alfa-siniiklein diizeyleri

% 180 - —a—24 saat
o

= 150 - —e—48 saat
S\ 120 -

E 90 i

c

3 60 -

c

Vi 30 -

0 ‘
Kontrol grubu 25 uM 50 um 100 uM

(A) Alfa-siniiklein i¢in standart egri grafigi ve denklemi. (B) Farkli inkiibasyon
stireleri ve konsantrasyonlarda elde edilen alfa-siniiklein diizeyleri. SK-N-AS
hiicreleri, 24 saat ve 48 saat inkiibasyon siirelerinde farkli konsantrasyonlarda (25-
100 uM) 6-OHDA ile muamele edildi. Alfa-siniiklein diizeyleri human SNCa
(Synuclein Alpha) ELISA kiti kullanilarak degerlendirildi. Her deger (n=3) ortalama

+ SS olarak sunulmustur.
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Sekil 15.
6-OHDA ile Muamele Edilen SK-N-4S Hiicrelerinde Dopamin Diizeyleri

A Dopamin standart egri grafigi

12 -
- 0,9 - y =-0,231In(x) + 1,8606
S R2=0,9967
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Q
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0,3 - —s
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B
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©
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T
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3,4 ‘
Kontrol grubu 25 uM 50 um 100 uM

(A) Dopamin i¢in standart egri grafigi ve denklemi. (B) Farkl: inkiibasyon siireleri ve
konsantrasyonlarda elde edilen dopamin diizeyleri. SK-N-AS hiicreleri, 24 saat ve 48
saat inkiibasyon siirelerinde farkli konsantrasyonlarda (25-100 uM) 6-OHDA ile
muamele edildi. Dopamin diizeyleri, DA (Dopamine) ELISA kiti kullanilarak

degerlendirildi. Her deger (n=3) ortalama + SS olarak sunulmustur.

Hiicre Canlihg: ve Biiyiime Analizi
Hiicre canliliginin, kontrol grubu hiicreleri ile karsilagtirildiginda 25 pM ve

50 uM 6-OHDA ile muamele edilen gruplarda benzer oldugu goriilmiistiir (Sekil 16).
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100 uM'da ise, diger gruplara kiyasla daha az sayida hiicre gézlenmistir (Sekil 16D
ve Sekil 16H).

Sekil 16.
Farkl Konsantrasyonlarda 24 Saat (A-D) ve 48 Saat (E-H) Inkiibasyon Siirelerinde
6-OHDA ile Muamele Edilen SK-N-AS Hiicreleri; Kontrol Grubu (4, E), 25 uM (B,

F), 50 uM (C, G) ve 100 uM (D, H). Olgek: 200 um

24 saat 48 saat
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Tripan mavisi boyamasindan sonra, hiicre canlilig1 yiizdelerinin kontrol
grubunda %84.7 ve 6-OHDA grubunda %70.6 oldugu saptanmustir. Istatistiksel
analizlerden sonra hiicre canliliginin, kontrol grubu ve 6-OHDA grubu arasinda
benzer oldugu ve istatistiksel olarak onemli olmadig1 goriilmiustiir (p=0.374) (Sekil

17).

Sekil 17.
24 Saat Siiresince 50 uM 6-OHDA ile Muamele Edilen SK-N-A4S Hiicrelerinin Hiicre
Canlilig
Tripan mavisi boyamasi
120 -
X 100 -
2 80 -
'S
S 60 -
g
= 40 -
=
20 -
0 i
Kontrol grubu 6-OHDA

Hiicre canliligi, tripan mavisi boyama ile 6l¢iilmiistiir. Analizde Mann-Whitney U

testi kullanilmistir. Her deger (n=3) ortalama + SS olarak sunulmustur.

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi igin SK-N-AS hiicreleri ve in vitro
Parkinson modeli hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (10 uM, 50 uM, 100 uM, 150
uM ve 200 pM) katesin ve epigallokatesin gallat ile 24 saat ve 48 saat inkiibasyon
stirelerinde inkiibe edilmistir. Hiicre canliligt MTT analizi kullanilarak saptanmustir.

In vitro Parkinson modeli hiicreleri ile SK-N-AS hiicreleri uygulanan katesin
ve epigallokatesin gallat konsantrasyonlarina ve inkiibasyon siirelerine gore
karsilastirildiginda; katesin ve epigallokatesin gallatin toksik olmayan, hiicre
canliligini artirict ve koruyucu etkilerinin oldugu goriilmistiir (Sekil 18 ve Sekil 19).

Katesin (Sekil 18) ve epigallokatesin gallat (Sekil 19) uygulamalarinin 100

UM konsantrasyondaki 24 saat uygulamalari sonrasinda pozitif kontrolle
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karsilastirildiginda, hiicre canliliklarini diger inkiibasyon siireleri ve
konsantrasyonlara gore daha c¢ok etkiledikleri ve artirdiklar1 tespit edilmistir. Ayrica,
katesin ve epigallokatesin gallat uygulanan gruplarin her ikisinde de hiicre
canliliklarinin in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde ve SK-N-AS hiicrelerinde
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. MTT analizi sonuglarina gore, 100 uM
konsantrasyonda 24 saat inkiibasyon siiresinde uygulanan katesin ve epigallokatesin
gallatin her ikisi de néroprotektif aktivite gdstermistir.

Katesinin 50 uM (p=0.020), 100 uM (p=0.013), 150 uM (p<0.01) ve 200 uM
(p<0,001) konsantrasyonlari ile 48 saat inkiibasyonu sonrasinda SK-N-AS hiicreleri
ile pozitif kontrol arasinda 6nemli bir fark tespit edilmistir (Sekil 18A).

Katesinin 200 uM konsantrasyonu ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda in vitro
Parkinson modeli hiicreleri ile pozitif kontrol hiicreleri arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gorilmistiir (p=0.004) (Sekil 18B).

EGCG'nin 200 uM ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda SK-N-AS hiicreleri ile
pozitif kontrol arasinda istatistiksel olarak anlam saptanmistir (p<0.001). Ayrica, 48
saat inkiibasyon sonrasinda 150 uM (p<0.001) ve 200 uM (p<0.001) EGCG
konsantrasyonlari ile muamele edilen SK-N-AS hiicreleri ile pozitif kontrol arasinda
da 6nemli bir fark oldugu goriilmustiir (Sekil 19A).

EGCG'nin 200 puM ile 48 saat inkiibasyonu sonrasinda in vitro Parkinson
modeli hiicreleri ile pozitif kontrol arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugu (p<0.001) (Sekil 19B), pozitif kontrol ile benzer olmasi ise bilesenlerin toksik

bir etkisinin olmadigin1 géstermektedir.
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Sekil 18.
Katesinin SK-N-AS Hiicreleri ve in Vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde Hiicre

Canliligi Uzerine Etkileri

A Katesin uygulamasi sonrasi1 SK-N-AS hiicrelerinin hiicre canlihg:
**k
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Katesin gallat uygulamasi sonrasi in vitro Parkinson modeli
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Hiicre canliligit MTT testi ile degerlendirilmistir. (A) SK-N-AS hiicreleri ve (B) in
vitro Parkinson modeli hiicrelerine 24 saat ve 48 saat inkiibasyon siirelerinde farkli
konsantrasyonlarda (10-200 uM) katesin uygulanmistir. Her deger (n=4) ortalama +
SS olarak sunulmustur. Analizlerde Three-way ANOVA ve Dunn ¢oklu karsilastirma
testleri kullanmlmugtir. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyleri *p<0.05, **p<0.01 ve
***n<0.001.
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Sekil 19.
Epigallokatesin Gallatin SK-N-AS Hiicreleri ve in vitro Parkinson Modeli

Hiicrelerinde Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkileri

A Epigallokatesin gallat uygulamasi sonrasi1 SK-N-AS hiicrelerinin
hiicre canhihgi
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Epigallokatesin gallat uygulamasi sonrasi in vitro Parkinson modeli
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Hiicre canliligit MTT testi ile degerlendirilmistir. (A) SK-N-AS hiicreleri ve (B) in
vitro Parkinson modeli hiicrelerine 24 saat ve 48 saat inkiibasyon siirelerinde farkli
konsantrasyonlarda (10-200 uM) katesin uygulanmistir. Her deger (n=4) ortalama +
SS olarak sunulmustur. Analizlerde Three-way ANOVA ve Dunn ¢oklu karsilastirma
testleri kullamlmugtir. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyleri *p<0.05, **p<0.01 ve

#*41<0.001.
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Hiicre Morfolojisi

Katesin (Sekil 20A) veya epigallokatesin gallat (Sekil 20B) uygulandiktan
sonra SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 20C) epitelyal 6zelliklerini korudugu
gozlenmistir. In vitro Parkinson model hiicrelerinde ise, katesin (Sekil 20D) ya da
epigallokatesin gallat (Sekil 20E) uygulanmasi sonrast epiteliyal o6zelliklerini
koruduklari, katesin (Sekil 20A) ya da epigallokatesin gallat (Sekil 20B) uygulanan
SK-N-AS hiicrelerine benzer oldugu bulunmustur. Ancak, SK-N-AS hiicreleri 6-
OHDA ile muamele edildiklerinde sekillerinin degistigi ve yuvarlak hale geldikleri
goriilmiistiir (Sekil 20F).

Sekil 20.

Katesin (A,D), Epigallokatesin Gallat (B,E) ve Standart Kiiltiir Ortaminda (Kontrol)
(C,F) Kiiltiire Edildikten Sonra SK-N-AS Hiicreleri (4-C) ve in vitro Parkinson
Modeli Hiicrelerinin (D-F) Inverted Mikroskop Altindaki Gériintiileri. Olgek: 200

um

Katesin Epigallokatesin gallat Kontrol
grubu grubu grubu

SK-N-AS hiicreleri

In vitro Parkinson modeli
hiicreleri
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Immiinositokimyasal Degerlendirme

Katesin uygulanan SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 21A) katesin uygulanan in
vitro Parkinson model hiicrelerine (Sekil 21D) kiyasla TNF-a immiin boyama
yogunlugunun zayif oldugu bulunmustur. Katesin uygulanan SK-N-AS hiicreleri ve
in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde TNF-a igin H-SKOR degerlerinin sirasiyla
112.48+22.51 ve 123.06+24.89 oldugu belirlenmistir (Tablo 2). In vitro Parkinson
modeli hiicrelerinin TNF-o immiinoreaktivitesi SK-N-AS hiicrelerinden daha yiiksek
olmasina ragmen, iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
tespit edilmistir (p=0.815) (Sekil 22, Tablo 2).

Epigallokatesin gallat uygulanan in vitro Parkinson model hiicrelerinin
epigallokatesin gallat uygulanan SK-N-AS hiicrelerine kiyasla TNF-o immiin
boyama yogunlugunun gii¢lii oldugu goriilmustiir (Sekil 21B ve Sekil 21E).
Epigallokatesin gallat uygulanan SK-N-AS hiicrelerinde TNF-a i¢in H-SKOR'u
degeri 107.27+6.39, epigallokatesin gallat uygulanan in vitro Parkinson modeli
hiicrelerinde ise 123.134+19.17 oldugu tespit edilmistir (Tablo 2). In vitro Parkinson
modeli hiicrelerindeki TNF-a immiinoreaktivitesinin SK-N-AS hiicrelerinden daha
yiiksek oldugu goriiliirken, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0.565) (Sekil 22, Tablo 2).

Katesin veya epigallokatesin gallat uygulanmayan kontrol grubundaki SK-N-
AS hiicrelerinin (Sekil 21C) in vitro Parkinson model hiicrelerine (Sekil 21F) kiyasla
TNF-a immiin boyama yogunlugunun zayif oldugu belirlenmistir. TNF-a i¢in
H-SKOR degerleri sirasiyla SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson model
hiicrelerinde 103.23+4.71 ve 117.06+22.54 olarak tespit edilmistir (Tablo 2). Kontrol
grubundaki SK-N-AS hiicrelerinin TNF-a immiinoreaktivitesi in vitro Parkinson
model hiicrelerine gore daha diisiik olmasina ragmen, gruplar arasindaki fark
istatiksel agidan anlamli degildir (p=0.665) (Sekil 22, Tablo 2).

Katesin uygulanan SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 21A) giiclii, epigallokatesin
gallat uygulanan SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 21B) orta ve kontrol grubundaki
SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 21C) ise zayif diizeyde TNF-a immiin boyama
yogunlugunun oldugu saptanmistir. SK-N-AS hiicrelerinde katesin uygulanan,
epigallokatesin gallat uygulanan ve kontrol gruplarindaki TNF-a igin H-SKOR
degerleri incelendiginde, sirasiyla 112.48+22.51, 107.27+£6.39 ve 103.23+4.71
oldugu bulunmustur (Tablo 2). Katesin uygulanan ve epigallokatesin gallat

uygulanan grubun TNF-a immiinoreaktivitelerinin kontrol grubundan biraz daha
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yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ug grup arasindaki farklarin istatiksel agidan anlamlilik
gostermemektedir (p>0.05) (Tablo 2).

In vitro Parkinson modeli hiicrelerindeki TNF-o immiin boyama yogunluklari
incelendiginde; katesin uygulanan grup (Sekil 21D) ile epigallokatesin gallat
uygulanan grubun (Sekil 21E) benzer yogunluklara sahip olduklar1 ve her iki
grubunda kontrol grubundan (Sekil 21F) daha gii¢liit TNF-o immiin boyama
yogunlugunun oldugu bulunmustur. In vitro Parkinson modeli hiicrelerinde katesin
uygulanan grup, epigallokatesin gallat uygulanan grup ve kontrol grubundaki TNF-a.
icin H-SKOR degerleri incelendiginde; sirastyla 123.06+24.89, 123.13+£19.17 ve
117.06£22.54 oldugu bulunmustur (Tablo 2). Kontrol grubundaki TNF-a.
immiinoreaktivitesi diger iki gruptan daha diisiik olmasina ragmen, gruplar
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Sekil 22, Tablo
2).
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Tablo 2.

100 uM Katesin, 100 uM Epigallokatesin Gallat ve Standart Kiiltiir Ortaminda
(Kontrol) 24 Saat Inkiibasyon Siiresinde Kiiltiire Edilen SK-N-AS Hiicreleri ve in
vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde TNF-a I¢in H-SKOR Degerleri

Katesin Epigallokatesin Kontrol L
Y

grubu gallat grubu grubu
SK-N-AS hiicreleri 112.48+22.51 107.27+6.39 103.23+4.71 >0.05
In vitro Parkinson

123.06+£24.89 123.13+19.17 117.06+£22.54 >0.05
modeli hiicreleri
p? 0.815 0.565 0.665

Two-way ANOVA (ortalama £ SS); *p<0.05.

p*: SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde ii¢ grup (katesin,
epigallokatesin gallat ve kontrol gruplari) arasindaki fark.

pz: Katesin, epigallokatesin gallat ve kontrol gruplarinda iki grup (SK-N-AS

hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicreleri) arasindaki fark.
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Sekil 21.
100 uM Katesin, 100 uM Epigallokatesin Gallat ve Standart Kiiltiir Ortaminda
(Kontrol) 24 Saat Inkiibasyon Siiresinde Kiiltiire Edilen SK-N-AS Hiicreleri ve in

vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde TNF-o'nin Immiinoreaktivitesi. Olgek: 100 um

Katesin Epigallokatesin gallat Kontrol
grubu grubu grubu
A B C
.E ’
E ' .
9
=
=
0
<
<
X
n
D E s F

In vitro Parkinson modeli
hiicreleri
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Sekil 22.
SK-N-A4S Hiicreleri ve in vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde TNF-o. Icin H-SKOR
Degerleri Farklart

Hl SK-N-AS hiicreleri

E= Invitro Parkinson model hiicreleri
250
200+
150+
100+

50—

TNF-a'mn H-SKOR degerleri

Analizlerde Two-way ANOVA testi kullanilmigtir. Katesin, epigallokatesin gallat ve
kontrol gruplarinda iki grup (SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli
hiicreleri) arasindaki farklarin post-hoc analizlerinde Sidak ¢oklu karsilastirma testi
kullanilmistir. SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde ti¢ grup
(katesin, epigallokatesin gallat ve kontrol gruplari) arasindaki farklarin post-hoc
analizlerinde ise Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. SK-N-AS hiicreleri ve
in vitro Parkinson modeli hiicreleri 100 uM katesin, 100 uM epigallokatesin gallat ve
standart kiiltiir ortaminda (kontrol) 24 saat inkiibasyon siiresinde kiiltiire edildi. Her
deger (n=4) ortalama = SS olarak sunulmustur. Istatistiksel olarak anlamlilik
diizeyleri *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001.
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Katesin uygulanan SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 23A) katesin uygulanan in
vitro Parkinson model hiicrelerine (Sekil 23D) kiyasla IL-1p immiin boyama
yogunlugunun giiclii oldugu bulunmustur. Katesin uygulanan SK-N-AS hiicreleri ve
katesin uygulanan in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde IL-1p i¢in H-SKOR
degerlerinin sirasiyla 146.28+32.87 ve 123.33+18.27 oldugu belirlenmistir (Tablo 3).
SK-N-AS hiicrelerinin IL-1f immiinoreaktivitesi in vitro Parkinson model
hiicrelerinden daha yiiksek olmasina ragmen, iki grup arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadig tespit edilmistir (p=0.270) (Sekil 24, Tablo 3).

Epigallokatesin gallat uygulanan SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 23B)
epigallokatesin gallat uygulanan in vitro Parkinson model hiicrelerine (Sekil 23E)
kiyasla IL-1B immiin boyama yogunlugunun zay1f oldugu goriilmiistiir.
Epigallokatesin gallat uygulanan SK-N-AS hiicrelerinde IL-1f i¢in H-SKOR degeri
117.99+£5.41, epigallokatesin gallat uygulanan in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde
ise 160.72+19.70 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3). In vitro Parkinson modeli
hiicrelerindeki IL-1p immiinoreaktivitesinin daha yiiksek oldugu ve gruplar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir (p=0.013) (Sekil 24,
Tablo 3).

Katesin veya epigallokatesin gallat uygulanmayan kontrol grubundaki SK-N-
AS hiicrelerinin (Sekil 23C) in vitro Parkinson model hiicrelerine (Sekil 23F) kiyasla
IL-1B immiin boyama yogunlugunun gii¢lii oldugu belirlenmistir. IL-1p i¢in H-
SKOR degerleri sirasiyla SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson model
hiicrelerinde 145.52+13.53 ve 141.96+9.19 olarak tespit edilmistir (Tablo 3). Kontrol
grubundaki in vitro Parkinson model hiicrelerinin IL-1f immiinoreaktivitesi SK-N-
AS hiicrelerine gore daha diisiikk olmasina ragmen, gruplar arasindaki fark istatiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p=0.990) (Sekil 24, Tablo 3).

Katesin uygulanan SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 23A) giiclii, epigallokatesin
gallat uygulanan SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 23B) zayif ve kontrol grubundaki SK-
N-AS hiicrelerinin (Sekil 23C) ise orta diizeyde IL-1p immiin boyama yogunlugunun
oldugu saptanmigtir. SK-N-AS hiicrelerinde katesin uygulanan, epigallokatesin gallat
uygulanan ve kontrol gruplarindaki IL-1p i¢in H-SKOR degerleri incelendiginde;
sirastyla 146.28+32.87, 117.99+£5.41 ve 145.52+13.53 oldugu bulunmustur (Tablo
3). Ug grup arasinda IL-1p immiinoreaktivitesi agisindan farkliliklar oldugu
goriilmiistiir. Buna ragmen, ti¢ grup arasindaki farklilar istatiksel agidan anlamli

bulunmamustir (p>0.05) (Tablo 3).
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In vitro Parkinson model hiicrelerinde katesin uygulanan grup (Sekil 23D),
epigallokatesin gallat uygulanan grup (Sekil 23E) ve kontrol grubunda (Sekil 23F)
IL-1B immiin boyama yogunluklar1 sirasiyla zayif, giiclii ve orta diizeyde tespit
edilmistir. IL-1 immiinoreaktivitesi in vitro Parkinson model hiicrelerinde katesin
uygulanan grupta 123.33+18.27, epigallokatesin gallat uygulanan grupta
160.72+19.70 ve kontrol grubunda 141.9649.19 oldugu bulunmustur (Tablo 3).
Gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05) (Sekil 24, Tablo 3).
Gruplar arasindaki ikili farkliliklar incelendiginde, katesin uygulanan grup ile
epigallokatesin gallat uygulanan grup arasindaki fark anlamlidir (p=0.028). Bu farka
gore, katesin uygulanan in vitro Parkinson model hiicrelerinin IL-1[3
immiinoreaktivitesi epigallokatesin gallat uygulanan in vitro Parkinson model
hiicrelerin daha dusiiktiir (Sekil 24, Tablo 3a).

Tablo 3.

100 uM Katesin, 100 uM Epigallokatesin Gallat ve Standart Kiiltiir Ortaminda
(Kontrol) 24 Saat Inkiibasyon Siiresinde Kiiltiire Edilen SK-N-AS Hiicreleri ve in
vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde |L-1p Icin H-SKOR Degerleri

Katesin Epigallokatesin  Kontrol L
Y
grubu gallat grubu grubu
SK-N-AS hiicreleri  146.28+£32.87  117.99+5.41 145.52+13.53  >0.05

In vitro Parkinson b b
123.33+18.27%  160.72+19.70 141.96+9.19® <0.05*
modeli hiicreleri

p 0.270 0.013* 0.990

Two-way ANOVA [Tukey ve Sidak ¢oklu karsilastirma testleri, (ortalama + SS)];
*p<0.05.

a-b: Ayni1 harfe sahip ti¢ grup (katesin, epigallokatesin gallat ve kontrol gruplar1)
arasinda anlamli fark yoktur.

p*: SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde ii¢ grup (katesin,
epigallokatesin gallat ve kontrol gruplari) arasindaki fark.

p”: Katesin, epigallokatesin gallat ve kontrol gruplarinda iki grup (SK-N-AS

hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicreleri) arasindaki fark.
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Tablo 3.a.
Katesin Uygulanan, Epigallokatesin Gallat Uygulanan ve Kontrol Gruplarindaki in
vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde 1L-1f Antikorunun H-SKOR Degerleri

Arasindaki Anlamlilik Dereceleri

In vitro Parkinson modeli hiicreleri p
Epigallokatesin gallat grubu 0.028*
Katesin grubu
Kontrol grubu 0.357
Katesin grubu 0.028*
Epigallokatesin gallat grubu
Kontrol grubu 0.352
Katesin grubu 0.357
Kontrol grubu
Epigallokatesin gallat grubu 0.352

Two-way ANOVA (Tukey coklu karsilastirma testleri); *p<0.05.
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100 uM Katesin, 100 uM Epigallokatesin Gallat ve Standart Kiiltiir Ortaminda

(Kontrol) 24 Saat Inkiibasyon Siiresinde Kiiltiire Edilen SK-N-AS Hiicreleri ve in

vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde IL-1B'nin Immiinoreaktivitesi. Olcek: 100 um
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Sekil 24.
SK-N-4S Hiicreleri ve in Vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde IL-18 I¢in H-SKOR
Degerleri Farklart

Hl SK-N-AS hiicreleri

Ea In vifre Parkinson model hiicreleri
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Analizlerde Two-way ANOVA testi kullanilmistir. Katesin, epigallokatesin gallat ve
kontrol gruplarinda iki grup (SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli
hiicreleri) arasindaki farklarin post-hoc analizlerinde Sidak ¢oklu karsilagtirma testi
kullanilmistir. SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde ti¢ grup
(katesin, epigallokatesin gallat ve kontrol gruplari) arasindaki farklarin post-hoc
analizlerinde ise Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. SK-N-AS hiicreleri ve
in vitro Parkinson modeli hiicreleri 100 uM katesin, 100 uM epigallokatesin gallat ve
standart kiiltiir ortaminda (kontrol) 24 saat inkiibasyon siiresinde kiiltiire edildi. Her
deger (n=4) ortalama + SS olarak sunulmustur. Istatistiksel olarak anlamlilik

diizeyleri *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001.
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Katesin uygulanan SK-N-AS hiicrelerinde (Sekil 25A), katesin uygulanan in
vitro Parkinson model hiicrelerine (Sekil 25D) kiyasla kaspaz-3 immiin boyama
yogunlugunun zayif oldugu bulunmustur. Kaspaz-3 i¢cin H-SKOR degerleri SK-N-
AS hiicrelerinde katesin uygulanan grupta 164.50+24.19, in vitro Parkinson model
hiicrelerinde ise 130.29+12.85 oldugu goriilmiistiir (Tablo 4). iki grup arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p=0.048) (Sekil 26, Tablo 4).
Katesin uygulanan in vitro Parkinson model hiicrelerindeki kaspaz-3
immiinoreaktivitesinin katesin uygulanan SK-N-AS hiicrelerinden daha diisiik
oldugu goriilmiistiir (Sekil 26).

Epigallokatesin gallat uygulanan SK-N-AS hiicrelerinin (Sekil 25B)
epigallokatesin gallat uygulanan in vitro Parkinson model hiicrelerine (Sekil 25E)
kiyasla kaspaz-3 immiin boyama yogunlugunun zayif oldugu goriilmiistiir.
Epigallokatesin gallat uygulanan SK-N-AS hiicrelerinde kaspaz-3 i¢in H-SKOR
degeri 139.15+9.49, epigallokatesin gallat uygulanan in vitro Parkinson modeli
hiicrelerinde ise 150.90+13.06 oldugu tespit edilmistir (Tablo 4). Epigallokatesin
gallat uygulanan in vitro Parkinson modeli hiicrelerindeki kaspaz-3
immiinoreaktivitesi epigallokatesin gallat uygulanan SK-N-AS hiicrelerinden daha
yiiksek olmasina ragmen, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 saptanmustir (p=0.756) (Sekil 26, Tablo 4).

Katesin veya epigallokatesin gallat uygulanmayan kontrol grubundaki SK-N-
AS hiicrelerinin (Sekil 25C) in vitro Parkinson model hiicrelerine (Sekil 25F) kiyasla
kaspaz-3 immiin boyama yogunlugunun daha zay1f oldugu belirlenmistir. Kaspaz-3
icin H-SKOR degerleri sirasiyla SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson model
hiicrelerinde 139.15+9.49 ve 150.90+13.06 olarak tespit edilmistir (Tablo 4). Kontrol
grubundaki SK-N-AS hiicrelerinin kaspaz-3 immiinoreaktivitesinin in vitro
Parkinson model hiicrelerinden daha diisiik olmasina ragmen, gruplar arasindaki fark
istatiksel agidan anlamli bulunmamustir (p=0.949) (Sekil 26, Tablo 4).

SK-N-AS hiicrelerinde katesin uygulanan grubun kaspaz-3 immiin boyama
yogunlugu orta (Sekil 25A), epigallokatesin gallat uygulanan grubun (Sekil 25B)
zay1f ve kontrol grubunun (Sekil 25C) giiglii diizeyde oldugu goriilmiistiir. Kaspaz-3
icin H-SKOR degeri SK-N-AS hiicrelerinde katesin uygulanan grupta 164.50+£24.19,
epigallokatesin gallat uygulanan grupta 139.15+9.49 ve kontrol grubunda
188.77+£17.16 oldugu bulunmustur (Tablo 4). Ug grup arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gorilmistiir (p<0.05) (Sekil 26, Tablo 4). Gruplar arasindaki
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ikili farkliliklar incelendiginde sadece epigallokatesin gallat uygulanan grup ile
kontrol grubu (katesin veya epigallokatesin gallat verilmeyen grup) arasinda
istatistiksel olarak farkin anlamli oldugu bulunmustur (p=0.003). Bu farka gore,
epigallokatesin gallat uygulanan grubun kaspaz-3 immiinoreaktivitesi kontrol
grubundan daha diisiiktiir (Sekil 26, Tablo 4a).

In vitro Parkinson model hiicrelerinde katesin uygulanan grup (Sekil 25D),
epigallokatesin gallat uygulanan grup (Sekil 25E) ve kontrol grubunda (Sekil 25F)
kaspaz-3 immiin boyama yogunluklari sirasiyla zayif, orta ve giiglii diizeyde oldugu
tespit edilmistir. Kaspaz-3 i¢in H-SKOR degerleri in vitro Parkinson model
hiicrelerinde katesin uygulanan grupta 130.29+12.85, epigallokatesin gallat
uygulanan grupta 150.90+13.06 ve kontrol grubunda 195.11+26.44 oldugu
bulunmustur (Tablo 4). Ug grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 26, Tablo 4). Ayrica, katesin uygulanan (p<0.001) ve
epigallokatesin gallat uygulanan (p=0.008) gruplarda kaspaz-3
immiinoreaktivitelerinin kontrol grubuna goére diisiik oldugu bulunmustur. Ozellikle
katesin uygulanan grupta 6nemli derecede bir azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 26,

Tablo 4b).
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Tablo 4.

100 uM Katesin, 100 uM Epigallokatesin Gallat ve Standart Kiiltiir Ortaminda
(Kontrol) 24 Saat Inkiibasyon Siiresinde Kiiltiire Edilen SK-N-AS Hiicreleri ve in
vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde Kaspaz-3 I¢in H-SKOR Degerleri

Katesin Epigallokatesin  Kontrol L
Y
grubu gallat grubu grubu
SK-N-AS hiicreleri  164.50+24.19% 139.15+9.49 188.77+17.16" <0.05*

In vitro Parkinson b
130.29+12.85%  150.90+13.062 195.11+£26.44° <0.05*
modeli hiicreleri

p? 0.048* 0.756 0.949

Two-way ANOVA [Tukey ve Sidak ¢oklu karsilastirma testleri, (ortalama + SS)];
*p<0.05.

a-b: Ayni harfe sahip ii¢ grup (katesin, epigallokatesin gallat ve kontrol gruplar)
arasinda anlamli fark yoktur.

p': SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde ii¢ grup (katesin,
epigallokatesin gallat ve kontrol gruplari) arasindaki fark.

p®: Katesin, epigallokatesin gallat ve kontrol gruplarinda iki grup (SK-N-AS

hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicreleri) arasindaki fark.
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Tablo 4.a.
Katesin Uygulanan, Epigallokatesin Gallat Uygulanan ve Kontrol Gruplarindaki
SK-N-AS Hiicrelerinde Kaspaz-3 Antikorunun H-SKOR Degerleri Arasindaki

Anlamlilik Dereceleri
SK-N-AS hiicreleri p
Epigallokatesin gallat grubu 0.150
Katesin grubu
Kontrol grubu 0.174
Katesin grubu 0.150
Epigallokatesin gallat grubu
Kontrol grubu 0.003**
Katesin grubu 0.174
Kontrol grubu
Epigallokatesin gallat grubu 0.003**

Two-way ANOVA (Tukey coklu karsilastirma testleri); **p<0.01.

Tablo 4.b.
Katesin Uygulanan, Epigallokatesin Gallat Uygulanan ve Kontrol Gruplarindaki in
vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde Kaspaz-3 Antikorunun H-SKOR Degerleri

Arasindaki Anlamlilik Dereceleri

In vitro Parkinson modeli hiicreleri p
Epigallokatesin gallat grubu 0.273
Katesin grubu
Kontrol grubu 0.0003***
Katesin grubu 0.273
Epigallokatesin gallat grubu
Kontrol grubu 0.008**
Katesin grubu 0.0003***
Kontrol grubu
Epigallokatesin gallat grubu 0.008**

Two-way ANOVA (Tukey c¢oklu karsilagtirma testleri); **p<0.01, ***p<0.001.
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Sekil 25.
100 uM Katesin, 100 uM Epigallokatesin Gallat ve Standart Kiiltiir Ortaminda
(Kontrol) 24 Saat Inkiibasyon Siiresinde Kiiltiire Edilen SK-N-AS hiicreleri ve in

vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde Kaspaz-3'in Immiinoreaktivitesi. Olgek: 100

um
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Sekil 26.
SK-N-4S Hiicreleri ve in Vitro Parkinson Modeli Hiicrelerinde Kaspaz-3 I¢cin H-
SKOR Degerleri Farklart

Bl SK-N-AS hiicreleri

B3 In vitro Parkinson model hiicreleri
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Analizlerde Two-way ANOVA testi kullanilmigstir. Katesin, epigallokatesin gallat ve
kontrol gruplarinda iki grup (SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli
hiicreleri) arasindaki farklarin post-hoc analizlerinde Sidak ¢oklu karsilastirma testi
kullanilmistir. SK-N-AS hiicreleri ve in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde ti¢ grup
(katesin, epigallokatesin gallat ve kontrol gruplari) arasindaki farklarin post-hoc
analizlerinde ise Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. SK-N-AS hiicreleri ve
in vitro Parkinson modeli hiicreleri 100 uM katesin, 100 uM epigallokatesin gallat ve
standart kiiltiir ortaminda (kontrol) 24 saat inkiibasyon siiresinde kiiltiire edildi. Her
deger (n=4) ortalama + SS olarak sunulmustur. Istatistiksel olarak anlamlilik

diizeyleri *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001.
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BOLUM V

Tartisma

Bu boliimde, elde edilen bulgular literatiirde yer alan aragtirmalar

cergevesinde tartigilmistir.

6-hidroksidopamin, Parkinson modelinin olusturulmasinda yaygin olarak
kullanilan, reaktif oksijen tiirlerinin liretimi ile oksidatif stresi indiikleyerek
ndrotoksisiteye neden olan bir nérotoksindir. 6-OHDA, reaktif oksijen tiirlerinin
iretimini artirmasinin yani sira kaspaz-3, p53, NF-kB ve c-Jun transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuyla SN’daki dopaminerjik ndronlarin apoptozunu
indiikklemektedir (Junior, & dig., 2003). Ayrica, mitokondriyal solunum zincirindeki
kompleks I ve IV'in inhibisyonuna da neden olmaktadir. Boylece, dopaminerjik
noronlarda sitotoksisite olusup, ndronal hasar meydana gelmekte ve Parkinson
modellemesi elde edilmektedir. Presinaptik bir noronal protein olan alfa-siniikleinin
agregasyonu, Parkinson hastaliginin 6nemli patofizyolojik 6zelliklerinden biridir
(Khalatbary & Khademi, 2020; Xu, & dig., 2016). Artan alfa-siniiklein agregasyonu,
Lewy cisimciklerinin intrandral birikimini de artirmaktadir (Lama, & dig., 2020).
Lewy cisimcikleri; mitokondriyal disfonksiyon, nitrik oksit tiirlerinin iiretimi, serbest
radikallerin salinimi, apoptoz, inflamasyon ve protein yikim yollarinin bozulmasi
gibi ¢oklu mekanizmalar1 uyarmaktadir (Bossy-Wetzel, & dig., 2004). Parkinson
hastaliginin bir diger 6nemli patofizyolojik 6zelligi ise, SNpc’daki dopaminerjik
noronlarin kayiplar ve striatal dopamin seviyelerinin azalmasidir (Lama, & dig.,
2020). Yapilan bu tez ¢alismasinda, in vitro Parkinson modelinin olusturulmasi i¢in
norotoksin bir bilesik olan 6-OHDA kullanilmistir. Alfa-siniiklein ve dopamin
diizeylerine bakilarak modelin kontrolii gergeklestirilmistir. Hiicreler farkli
stirelerdeki ve konsantrasyonlardaki 6-OHDA ile muamele edildikten sonra alfa-
siniiklein seviyelerinde artma ve dopamin seviyelerinde ise azalma oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak, 6-OHDA'nin 50 uM konsantrasyonda 24 saat
uygulanmasindan sonra dopaminerjik noronlarda kayiplar meydana gelmis,
Parkinson hastalig1 gelismis ve in vitro Parkinson modeli olusturulmustur.

Katesinler, 6zellikle EGCG, antioksidan 6zelligi ile reaktif oksijen tiirlerinin
temizlenmesini saglamaktadir (Jin, & dig., 2001). Ayrica, EGCG hiicre canliligini ve

ndrit bilylimesini artirmakta ve boylece ndroprotektif aktivite gdstermektedir (Singh,
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& dig., 2015; Nan, & dig., 2018). Wang ve arkadaslarinin EGCG'nin Koruyucu
etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, SH-SY5Y insan noroblastom hiicreleri 24 saat
stiresinde farkli konsantrasyonlardaki (50 uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM ve 400
uM) 6-OHDA ile muamele edilmistir. 6-OHDA ile muamele 6ncesinde hiicrelere
farkli konsantrasyonlarda (0.1 uM-400 uM) 1 saat siiresince EGCG uygulanmustir.
Hiicre canliligr analizleri sonucunda, 0.1 uM-10 uM konsantrasyonlardaki EGCG
uygulamasinin 6-OHDA ile muamele edilmesine bagli SH-SYS5Y hiicrelerindeki
hiicre canliligini artirdig1 ve diisiik dozlarda uygulanan EGCG'nin nérotoksisiteye
kars1 koruyucu olabildigi saptanmistir. Ayrica, 1 uM konsantrasyondaki EGCG
uygulamasinin en etkili doz oldugu da goriilmiistiir (Wang, & dig., 2009). EGCG;
PKC yolunu uyararak, NF-kB yolagini baskilayarak ve hiicre dongiisiindeki genleri
modiile ederek 6-OHDA'nin neden oldugu ndronal hasar1 6nleyip, hiicre sagkalimini
artirmis olabilecegi sonucuna varilmaktadir.

Junior ve arkadaslarinin primer kiiltiire edilen mezensefalik hiicreleri
tizerinde yaptiklari bir ¢aligmada, hiicreler 24 saat siiresinde 200 uM 6-OHDA ile
muamele edilmistir. Hiicre canlilig1 analizleri sonucunda hiicre 6liimiiniin meydana
geldigi, hiicre sayisinin ve hiicre canliliginin %53 oraninda azaldig tespit edilmistir.
Hiicreler 6-OHDA ile muamele edilmeden once farkli konsantrasyonlarda (3.4 uM,
34 uM ve 340 uM) katesin ile muamele edilmistir. 6-OHDA ile muamele 6ncesi
uygulanan katesinin, 6-OHDA'dan kaynaklanan hiicre 6liimii iizerinde azaltic1 bir
etkisinin oldugu goriilmiistiir. 3.4 uM, 34 uM ve 340 uM konsantrasyonlarinda
uygulanan katesinin hiicre 6liimii yiizdelerinin sirasiyla %37.64, %29.97 ve %9.55
oldugu tespit edilmistir. 340 uM konsantrasyondaki katesinin 6-OHDA kaynakli
hiicre 6liimiinii tamamen 6nledigi gozlenmistir. 6-OHDA ile muamele edilmeyen
hiicrelerde ise katesinin higbir etkisinin olmadigi bulunmustur (Junior, & dig., 2003).
Katesinin hiicre 6limiindeki koruyucu etkisi; reaktif oksijen tiirlerini temizlemesi,
lipid peroksidasyonunu diisiirmesi, bakir (Cu*?) ve demir (Fe*?) gibi metal iyonlarin
selatlamasi etkilerinden dolayi sahip oldugu antioksidan 6zelliginden kaynakli
olabilecegi diisliniilmektedir.

PC12 hiicreleri lizerinde yapilan bir ¢alismada, hiicrelerin 250 uM 6-OHDA
ile muamele edilmesi sonucu in vitro Parkinson modeli olusturulmustur. Olusturan in
vitro Parkinson modelinde, bes farkli katesinin (EGCG, ECG, EGC, EC ve (+)-C)
etkileri incelenmistir. Hiicreler 6-OHDA ile muamele edilmeden 6nce 30 dakika
stirecince farkli konsantrasyonlardaki (50 uM, 100 uM, 200 uM ve 400 uM)
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katesinler ile muamele edilmistir. Hiicre canlilig1 analizleri sonuglarina gore;
katesinlerin farkli konsantrasyonlar da farkli etkilere sahip olduklari belirlenmis ve
50 uM-100 uM konsantrasyonlarda uygulanan katesinlerin hiicre canliligi tizerinde
herhangi bir etkilerinin olmadig1 gozlenmistir. Bununla birlikte 200 uM-400 uM
konsantrasyonlarda, EGCG ya da ECG uygulanan hiicrelerin hiicre canliliklarinin
>%90, EC ya da (+)-C uygulanan hiicrelerin ise hiicre canliliklarinin ~%70-80
oldugu saptanmistir. EGC uygulamasinin hiicre canliligi iizerinde herhangi bir
etkisinin olmadig tespit edilirken, 400 uM konsantrasyonda hiicre canliliginin
~%350'ye diistiigii goriilmiistiir. Ayrica 200 pM-400 uM konsantrasyonlarda, bes
katesinin hiicre canlili1 tizerindeki etkilerinin siniflandirilmasinin ECG > EGCG >
EC > (+)-C > EGC oldugu bulunmustur (Jin, & dig., 2001). Guo ve arkadaslarinin
SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri tizerindeki yaptiklar bir caligmada, hiicreler 1
uM-500 uM konsantrasyonlardaki 6-OHDA ile 24 saat siiresince muamele
edilmeden Once 1 saat siiresince 50 uM, 100 uM ve 200 uM konsantrasyonlarinda
yesil ¢ay polifenolleri ile muamele edilmistir. 6-OHDA ile muamele sonrasi hiicre
canliliginin 75 uM ve 100 pM konsantrasyonlarda sirastyla %60 ve %35 oldugu
gozlenmistir. 24 saat siiresince sadece yesil ¢ay polifonelleri uygulanan grupta hiicre
canliliginin diisiik konsantrasyonlarda artig1 ve yiiksek konsantrasyonlarda ise
%120'ye ulastig1 goriilmiistiir. Ayrica, 6-OHDA ile muamele edilmeden once 1 saat
stiresince farkli konsantrasyonlarda uygulanan yesil ¢ay polifonelleri muamelesinin
de hiicre canliligint doza bagli bir sekilde korudugu saptanmistir (Guo, & dig., 2005).
Tez ¢alismamizin sonuglari, literatiirdeki diger ¢alismalarla benzerlik gdstermektedir.
Hiicre canlilig1 analizlerinden sonra, 24 saat siiresince 50 pM 6-OHDA ile muamele
edilen SK-N-AS hiicrelerinde hiicre canliliginin %50'in tizerinde oldugu
gozlenmistir. Calismamizda hem katesin uygulamasinin hem de epigallokatesin
gallat uygulamasinin, in vitro Parkinson model hiicrelerinde hiicre canliligini kontrol
grubuna gore daha fazla artirdig1 gortilmistiir. Bu nedenle, 6zellikle 100 uM
konsantrasyonda 24 saatlik uygulamadan sonra Parkinson model néron hiicreleri
tizerinde her iki biyoaktif bilesenin de potansiyel koruyucu etkilere sahip olabilecegi
gorilmiistiir.

Apoptoz, intrinsik yol ve ekstrinsik yol olarak adlandirilan iki sinyal yolunu
iceren programlanmus hiicre dliimiidiir. Intrinsik yol mitokondriyal hasar, pro-
apoptotik proteinlerin uyarilmasi ve sitokrom C'nin mitokondriden sitozole

salinmasindan olusurken; ekstrinsik yol hiicre zarindaki 6liim reseptdrlerinin
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aktivasyonu ile baglamaktadir. Birbirinden bagimsiz olarak meydana gelen bu iki

yol, kaspaz-3 ve -7 gibi efektor kaspazlarin aktivasyonu ile birlesmektedir. Apoptotik
stire¢ kaspazlar tarafindan gergeklestirilmektedir. Kaspaz-3, néronlarda en ¢ok etkisi
goriilen kaspazdir. Norotoksikasyon durumlarinda, kaspaz-3 aktivasyonu
gerceklesmekte ve sekresyonu artmaktadir. Kaspaz-3 aktivasyonu, dopaminerjik
noronlardan zengin olan SNpc'da apoptozun indiiklendigini ve néronal
dejenerasyonun meydana geldigini gostermektedir. SNpc’daki dopaminerjik
noronlarin artan apoptozu ve ndronal dejenerasyonu, Parkinson hastaliginin en
onemli belirtilerinden birisidir (Hernandez-Baltazar, & dig., 2017).

6-OHDA, 6zellikle dopaminerjik hiicrelerde apoptozu indiikleyerek in vitro
ve in vivo Parkinson modellerinin olusturulmasinda en sik kullanilan
norotoksinlerden biridir. 6-OHDA, ROT {iretimini indiikleyerek peroksinitrit
diizeylerinin artmasina, stresle aktive edilen protein kinaz/JNK ile NF-xB
yolaklarinin aktive edilmesine ve bdylece hiicre dliimiyle ilgili pro-apoptotik
genlerin aktiflesmesine neden olmaktadir. Bunun yani sira, PKC ve ekstraseliiler
sinyal diizenleyici kinaz (ERK) 1/2 sinyal yolaklarini inhibe ederek de hiicre
canliliginin siirdiiriilmesinde gorevli olan anti-apoptotik genlerin baskilanmasini
saglamaktadir. Pro-apoptotik genlerdeki artis ve anti-apoptotik genlerdeki azalis,
hiicre sagkalimimin azalmasina ve apoptozun indiiklenerek néron hiicrelerinde
kayiplarin olmasina neden olmaktadir. Diger yandan, 6-OHDA mitokondrideki
kompleks I ve IV ile etkilesime girerek mitokondriyal membran potansiyelinde
degisime neden olmakta ve bu da apoptozun ger¢eklesmesine olanak saglamaktadir
(Khalatbary & Khademi, 2020; Singh, & dig., 2015; Guo, & dig., 2005).

Yesil cay bitkisinde yiiksek miktarda bulunan katesinlerin; ROT dretiminin
baskilanmasi, PKC ve ERK1/2 sinyal yolaklarinin ekspresyonunun indiiklenmesi,
fosfatidilinositol 3-kinaz/Akt yolunun aktive edilmesi, pro-apoptotik genlerin ve
proteinlerin diizeylerinin azaltilmasi, anti-apoptotik genlerin ve proteinlerin
diizeylerinin artirilmasi, oksidatif stresin azaltilmas1 gibi etkileri sayesinde anti-
apoptotik ve noroprotektif etkiler gostermektedir (Khalatbary & Khademi, 2020;
Farkhondeh, & dig., 2019; Singh, & dig., 2015; Mandel, & dig., 2008; Guo, & dig.,
2005). Jin ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, PC12 hiicreleri 24 saat
stiresince 250 uM 6-OHDA ile muamele edilmistir. Hiicrelerin 6-OHDA ile
muamele edilmesi sonras1 %32.5'inde apoptoz gerceklestigi goriilmiistiir. 6-OHDA
ile muamele edilmeden 6nce farkli konsantrasyonlarda EGCG, ECG, EGC, EC ve
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(+)-C uygulanmistir. Buna gore; 200 uM-400 pM konsantrasyonlarinda uygulanan
EGCG'nin apoptotik hiicreleri inhibe etme oranlar1 sirasiyla %88.3 ve %90.3 iken,
ECG'nin %91.9 ve %90.5 oldugu goriilmiistiir. EGC, EC ve (+)-C'nin daha diisiik
anti-apoptotik etkilerinin oldugu bulunurken, EGCG ve ECG'nin Parkinson hastaligi
icin gii¢lii noéroprotektif ajanlar olabilecegi diistiniilmiistiir (Jin, & dig., 2001).

Chao ve arkadaslarinin Parkinson hastaligi belirtilerini gésteren bir model
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, retinoik asit ile farklilastirilmis SH-SYSY hiicreleri
0.1 uM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlardaki EGCG veya asetillenmis
epigallokatesin gallat (p-EGCG) ile 30 dakika boyunca 6n uygulamasi sonrasi 24
saat siiresince 25 uM 6-OHDA ile muamele edilmistir. 6-OHDA ile muamele
edildikten sonra meydana gelen hiicresel apoptoz durumu, kaspaz-3 aktivitesinin
degerlendirilmesi ile belirlenmistir. 6-OHDA ile muamele edilmenin hiicrelerdeki
kaspaz-3 aktivitesini 2 kat arttirdig1 tespit edilmistir. 10 uM uygulanan p-EGCG'nin
kaspaz-3 aktivitesinde anlamli bir azalma sagladig1 fakat farkli dozlarda uygulanan
EGCG'nin anlaml1 bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Akt yolu, apoptotik kaskadda
yer alan proteinlerin indirgenmesini saglayarak hiicre apoptozunu inhibe eden,
proliferasyonu ve sagkalimini artiran bir yolaktir. Calismada, 6-OHDA ile
muamelenin Akt yolunun fosforilasyonunu 6nemli 6l¢iide baskiladig: tespit
edilirken, 10 uM uygulanan p-EGCG'nin Akt fosforilasyonunu belirgin bir sekilde
artirdig1 gosterilmistir. Bu etki, p-EGCG'nin Parkinson model hiicrelerinde kaspaz-3
aktivitesini azaltip anti-apoptotik etki gdsterme mekanizmasini agiklayabilmektedir
(Chao, & dig., 2010). SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri {izerindeki yapilan baska bir
calismada ise, hiicreler 100 uM 6-OHDA ile muamele edildikten sonra hiicrelerin
cekirdek yapilarinda parcalanmalarin oldugu ve apoptozun gergeklestigi
gozlenmistir. 6-OHDA ile muamele edilmeden 6nce 50 uM-200 uM yesil cay
polifenolleri ile muamele edilen gruplardaki hiicrelerin apoptozdan énemli 6lgiide
apoptoza ugramadigi saptanmistir. 6-OHDA ile muamele edilmeyen, sadece yesil
cay polifenolleri uygulanan gruptaki hiicrelerde ise yesil ¢ay prolifenollerinin
apoptoz tizerinde herhangi bir etkilerinin olmadig1 saptanmistir. Ayrica, 50 uM-200
uM yesil ¢ay polifenolleri ile 6n uygulama yapilan grupta konsantrasyona bagli
olarak hiicre i¢i ROT ve serbest Ca*? birikiminin baskilandig, mitokondriyal
membran potansiyelindeki azalmanin 6nlendigi gozlenmistir. Calismada sonucunda,
yesil ¢ay polifenollerinin ndroblastoma hiicreleri ilizerinde apoptoza kars1 koruyucu

etki gosterebilecegi sonucuna varilmistir (Guo, & dig., 2005). Parkinson modelinde
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yapilan bir ¢aligmada, 0.25 mcg/ml, 0.50 mcg/ml ve 1 mcg/ml epikatesin gallat
verildiginde doz artisina bagl olarak oksidatif stres seviyesinin ve apoptozun
azaldig1 bulunmustur (Siddique, & dig., 2014).

EGCG, JNK fosforilasyonunu ve JNK inhibitoriinii baskilayarak apoptozu ve
hiicre toksisitesini inhibe edebilmektedir. Bu etkisi sayesinde néron hiicrelerinin sag
kalimini artirip hiicre 6liimlerini 6nleyebilmektedir (Farkhondeh, & dig., 2019;
Singh, & dig., 2015; Mandel, & dig., 2008). He ve arkadaslarinin ¢alismasinda, 25
uM EGCG uygulamasinin primer kortikal néronal hiicrelerde JNK fosforilasyonunu
inhibe ettigi ve kaspaz-3 aktivasyonunu azalttig1 belirlenmistir. Boylelikle, EGCG
noronal apoptotik aktiviteyi azaltici etki gostermistir. Ayrica ¢alismada, EGCG'nin
anti-apoptotik etki gostererek hiicre canliligini artirdigi da bulunmustur (He, & dig.,
2015). Chen ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, N27 hiicreleri 2 saat siiresince
farkli konsantrasyonlarda (1 uM, 10 uM, 50 uM ve 100 uM) EGCG uygulamasi
sonrasinda 6 saat siiresince 100 uM 6-OHDA ile muamele edilmistir. 6-OHDA ile
muamelenin hiicre 6liimiinii 3 kat artirdig1 ve hiicre canliligin1 %59 oraninda
diisiirdiigii goriilmiistiir. 2 saat siiresince 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda
uygulanan EGCG uygulamasinin hiicre 6liimiinii sirasiyla %31 ve %55 oraninda
azalttig1 goriiliirken, 1 uM ve 10 uM uygulanan EGCG uygulamasinda hiicre
6liimiinde herhangi koruyucu bir etkisinin olmadig1 bulunmustur. Ayrica, EGCG
uygulamasinin 6-OHDA ile muameleye bagl olusan toksisiteyi %21 oraninda
azalttig1 tespit edilmistir. Kaspaz-3 aktivitesi dl¢iilerek hiicre apoptozu belirlenmistir.
6-OHDA ile muamelenin kaspaz-3 aktivitesini %12 artirdig1 saptanmistir. EGCG
uygulamasinin kaspaz-3 aktivitesini %49 oraninda azalttigi bulunmustur. En etkili
dozun ise 100 uM oldugu belirlenmistir (Chen, & dig., 2015). Pogac¢nik ve
arkadaglarmin yapmis olduklart in vitro bir ¢alismada, EGCG'nin oksidasyona bagli
noronal nekrotik benzeri hiicre 6liimiinii ~%40 ve apoptozu ~%30 oraninda azalttig
bulunmustur. Boylece, primer kortikal néronal hiicrelerin EGCG'nin
norodejenerasyonu onledigi goriilmistiir (Pogacnik, & dig., 2016). Benzer bir etki de
Ortiz-Lopez ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada goriilmiistiir. Hipokampal
norodejenerasyonu olan Balb/C erkek farelere iki hafta siiresince farkl
konsantrasyonlarda (0.625 mg/kg-10 mg/kg) EGCG uygulamasi sonrasinda 2.5
mg/kg uygulanan EGCG'nin ndron hiicrelerinde apoptozu azaltip hiicre sagkalimini

onemli derece artirdigr tespit edilmistir (Ortiz-Lopez, & dig., 2016).
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Zhang ve arkadaslar1 yapmis olduklar ¢caligsmalarinda bizim ¢alismamizda
oldugu gibi 6-OHDA ile muamele edilen SH-SY5Y insan dopaminerjik hiicrelerinde
alfa-siniiklein diizeylerinin arttigin1 belirtmistir. Alfa-siniiklein diizeylerindeki artigin
yani sira 6-OHDA ile muamele edildikten sonra hiicrelerin mitokondriyal membran
gecirgenliklerinin degistigi, Bax diizeylerinin arttig1, kaspaz-3 ve kaspaz-9
saliimlarinin indiiklendigi belirlenmistir. Bu gostergeler, hiicrelerde apoptozun
meydana geldigini ve dopaminerjik néronlarda kayiplarin oldugunu gostermistir
(Zhang, & dig., 2016). Literatiirdeki ¢alismalarin bulgulari bizim sonug¢larimizla
benzerlik gostermektedir. Calismamizda da 6-OHDA ile muamele sonrasi alfa-
siniiklein diizeyleri ve kaspaz-3 aktivasyonunda artig gozlenmistir. Ayrica diger
caligmalarda oldugu gibi apoptotik etki, kaspaz-3 yogunlugu ile belirlenmistir.
Caligma sonuglarimiza gore, SK-N-AS hiicrelerinde katesin veya EGCG uygulamasi
sonrasi kontrol grubuna kiyasla kaspaz-3 yogunlugunun sadece EGCG uygulanan
SK-N-AS hiicrelerinde azaldig1 belirlenmistir. EK olarak, in vitro Parkinson modeli
hiicrelerinde hem katesin uygulanan grupta hem de EGCG uygulanan grupta
azaltilmig kaspaz-3 yogunlugu bulunmustur. EGCG'nin her iki hiicrede de anti-
apoptotik etki gosterdigi tespit edilirken, katesinin bu etkiyi sadece in vitro Parkinson
modeli hiicrelerinde gosterdigi goriilmiistiir. Buna gore, saglikli noron hiicrelerinde
EGCG'nin, Parkinson hastaligi olan hiicrelerde ise katesinin anti-apoptotik etkisinin
daha kuvvetli oldugu sonucuna varilabilmektedir. Calismamizda, katesinin
Parkinson hastalig1 olan hiicrelerde inflamatuar bir sitokin olan IL-1p ekspresyonunu
azaltici etkisinin bulunmasi, Parkinson hastaliginda yaygin olarak goriilen
inflamasyonun da baskilandigini diisiindiirmektedir. Noron hiicrelerinde inflamasyon
artigina bagli olarak apoptotik siirecler tetiklenebilmekte ve apoptoz
gerceklesebilmektedir. Katesinin in vitro Parkinson modeli hiicrelerinde
inflasmasyonu baskilayip anti-inflamatuar etki géstermesi, inflamasyona bagl
meydana gelen apoptozun da azalmasini saglamis olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Noroinflamasyon, Parkinson hastaliginin patogenezinde yer alan 6nemli bir
faktordiir (Velmurugan, & dig., 2018; Bitu Pinto, & dig., 2015). Mikroglia,
noroinflamasyon durumunda beyindeki ana savunma hiicreleridir (Fischer & Maier,
2015). Bu hiicreler, merkezi sinir sistemindeki eksojen ve endojen maddelerin
temizlenmesinde kullanilmaktadir. Mikroglialar normal saglikli bir beyinde inaktif
halde bulunmakta ve néropatolojik kosullarda aktive olmaktadir. Aktive olmus

mikroglia; COX-2, iNOS, IL-6, IL-1, TNF-qa, IL-2 ve IFN-y gibi beyinde nérotoksik
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etki gosteren inflamatuar belirtegleri sentezlemektedir (Kim, & dig., 2010). Orta
beyin, diger beyin bolgelerine gore ¢ok sayida mikroglia igermektedir. Bu nedenle
dopaminerjik noronlar, Parkinson hastaliginda ilerleyici noron kaybina yol agan
oksidatif strese kars1 daha savunmasiz olabilmektedir (Qian, & dig., 2010).
Parkinson hastaliginda, mikroglia aktivasyonu ve pro-inflamatuar sitokin
agregasyonu noroinflamasyonu artiran 6nemli faktorlerdir (Farkhondeh, & dig.,
2019; Nnah & Wessling-Resnick, 2018; Xu, & dig., 2017). Oksidatif stres,
sitotoksisite, mitokondri disfonksiyonu ve ROT iiretimindeki artis néronlardaki
inflamatuar yaniti artirip, TNF-o, IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin
salinimin indiiklemektedir. Bu durumda apoptozun baglamasina ve néronal hasarin
meydana gelmesine neden olmaktadir (Tseng, & dig., 2020; Farkhondeh, & dig.,
2019; Bitu Pinto, & dig., 2015). Mortalite sonrasi yapilan ¢alismalarda, mikroglia
aktivasyonu ile TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
agregasyonundaki artigin, Parkinson hastalarinin beyinlerinde néroinflamasyonu
uyardig1 gosterilmistir (Calabrese, & dig., 2018; Pal, & dig., 2016). Bu nedenle,
mikroglial aktivasyonu kontrol edilerek oksidatif stres seviyesinin azaltilmasi,
Parkinson hastaliginda dopaminerjik néron dejenerasyonunu dnlemenin énemli ve
temel bir yolu olabilmektedir.

Son zamanlarda yapilan aragtirmalar katesinlerin ROT {iretimini azaltip,
radikal siipiiriicii etki gosterdigini bildirmektedir. Katesinler, molekiiler yapilarinda
bulunan hidroksil ve galloil gruplariyla metal iyonlarinin da selatlanmasini
saglamaktadir. Ayrica katesinler; TNF-a, IL-1, IL-1p, IL-6 ve iNOS gibi inflamatuar
sitokinlerin salinimini azaltabilmekte, NF-kB ve COX-2 gibi inflamatuar yolaklar
baskilayarak da anti-inflamatuar etki gosterebilmektedir. inflamatuar sitokinlerin
salinimin azaltarak ve inflamatuar yolaklar1 baskilayarak oksidatif stresi azaltma
gibi 6zellikle de bulunmaktadir. Bu etkilerinden dolay1, inflamasyona bagli
norodejenerasyon ve ndroinflamasyona karsi koruyucu etkileri vardir. Diger
katesinlere gore EGCG, molekiiler yapisinda daha fazla hidroksil ve galloil grubu
icermektedir. Bu 6zelligi sayesinde, EGCG'nin anti-inflamatuar aktivitesinin diger
katesinlere gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Xu, & dig., 2021; Khalatbary
& Khademi, 2020; Farkhondeh, & dig., 2019; Bernatoniene & Kopustinskiene, 2018;
Mandel, & dig., 2008). ECGC; TNF-a ve IL-1p gibi inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu baskilamasinin yani sira ERK ve NF-kB gibi yolaklar inhibe ederek

alfa-sekretaz ve beta-sekretaz diizeylerini de azaltmaktadir (Velmurugan, & dig.,
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2018). Serbest radikallerin ortamdan uzaklastirilmasi ve demir gibi iyonlarin
selatlanmasi da ayr1 gostermis oldugu diger etkilerdir. Boylece néronal hiicre
oliimiinii 6nleyici potansiyel etki gosterebilmektedir (Xu, & dig., 2017; Velmurugan,
& dig., 2018).

Wei ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, EGCG'nin néro-2a néron
hiicrelerinde beta-amiloid kaynakli artan TNF-a, IL-6, IL-1f ve iNOS salinimini
azalttig1, mikroglia kaynakli néroinflamasyon ve sitotoksisiteyi baskiladigi
bildirilmistir (Wei, & dig., 2016). In vivo Parkinson modelinde yapilan bir ¢alismada,
30 mg/kg, 100 mg/kg ve 300 mg/kg EGCG uygulanmisgtir. EGCG'nin 100 mg/kg
uygulamas1 sonrast mitokondriyal disfonksiyonda dnemli 6l¢iide azalmanin oldugu
saptanmigtir. 100 mg/kg ve 300 mg/kg EGCG uygulamasi sonrasinda ise TNF-a, IL-
1B, IL-6 ve kaspaz-3 seviyelerinde belirgin bir azalma oldugu bulunmustur.
Noroinflamatuar ve apoptotik belirteg seviyelerindeki azalma; EGCG'nin
antioksidan, anti-apoptotik, mitokondriyal disfonksiyon inhibitorii ve anti-
noroinflamatuar etkilere sahip oldugunu gostermektedir (Tseng, & dig., 2020).

Zhao ve arkadaglariin yapmis oldugu bir ¢calismada, EGCG uygulamasinin
alfa-siniiklein fibrasyonunu ve asir1 ekspresyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir.
Boylece, PC12 hiicrelerinin alfa-siniiklein ile iliskili hasara karsi korunabildigi
gosterilmistir (Zhao, & dig., 2017a). Ayrica, Zhao ve arkadaslarinin yapmis oldugu
baska bir ¢alismada, EGCG uygulamasinin Wistar ratlarinda PKC-alfa ile ERK1/2
fosforilasyonunu ve ekspresyonunu baskiladigi tespit edilmistir (Zhao, & dig.,
2017b). Parkinson hastaligi olusturulmus ratlar tizerinde yapilan bir ¢aligmada ise, 2
hafta siiresince standart yesil ¢ay 6ziitii (25 mg/kg, 50 mg/kg ve 100 mg/kg),
epikatesin (10 mg/kg) ve EGCG (10 mg/kg) uygulanmis ve bunlarin néroprotektif
etkileri arastirilmistir. Katesinlerin gii¢lii antioksidan ve anti-inflamatuar etkiler
gostererek Parkinson hastaliginin tedavisinde ve 6nlenmesinde olumlu etkilerinin
oldugu bulunmustur (Bitu Pinto, & dig., 2015). Calismamizin sonuglarina gore,
katesin ve EGCG uygulamasinin TNF-o immiinoreaktivitesi iizerinde etkisi olmadigi
goriilmiistiir. Ancak EGCG uygulamasi sonrasi saglikli ndéron hiicrelerinde IL-13
yogunlugunun Parkinson modeli hiicrelerine gore anlamli derecede daha diisiik
oldugu tespit edilirken, katesin uygulanan grupta anlamli bir etkisinin olmadigi
gozlenmistir. EGCG'nin saglikli ndron hiicrelerinde inflamatuar bir sitokin olan IL-
1B ekspresyonunu azaltmadaki etkisi, saglikli ndron hiicrelerinde olusabilecek

noroinflamasyona kars1 koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir. In vitro Parkinson
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modeli hiicrelerinde ise katesin uygulamasinin IL-1p ekspresyonunu EGCG
uygulamasina gore anlamli derecede daha ¢ok azaltmasi, Parkinson hastaliginda
goriilen inflamasyona karsi katesinin daha etkili olabilecegini gostermektedir.
Katesinin bu etkisi, yapisinda bulunan B- halkasindaki katekol ve C- halkasindaki Cs
pozisyonundaki OH grubundan kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.
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BOLUM VI

Sonuc ve Oneriler

Bu boliimde arastirmanin amag ve alt amaglar1 dogrultusunda ulasilan

sonuclara ve bu sonuglardan yola ¢ikarak gelistirilen 6nerilere yer verilmistir.

Sonuc¢

Katesin ve epigallokatesin gallatin hiicre canliligi, anti-apoptotik, anti-
inflamatuar ve noroprotektif etkileri, farkli konsantrasyonlar kullanilarak hem SK-N-
AS hiicreleri hem de in vitro Parkinson model hiicrelerinde arastiritlmistir. SK-N-AS
hiicrelerinin 6-OHDA ile muamele edilmesi sonras1t dopamin diizeylerinde azalma ve
alfa-sintiklein diizeylerinde ise azalma oldugu tespit edilmistir. 24 saat siiresince 50
uM 6-OHDA uygulamasinin in vitro Parkinson model olusumunu sagladigi
sonucuna varilmistir.

Ilging bir sekilde, hem katesin hem de epigallokatesin gallat, in vitro
Parkinson model hiicrelerinde hiicre canliligini artirmistir. Her iki biyoaktif bilesenin
de uygulanmasindan sonra, in vitro Parkinson model hiicreleri tizerinde potansiyel
koruyucu etkilerinin olabilecegi varsayilmustir.

Epigallokatesin gallat, hem saglikli néron hiicrelerinde hem de in vitro
Parkinson model hiicrelerinde apoptoz ile iliskili olan kaspaz-3 ekspresyonunu
azalttig: tespit edilmistir. Katesinin ise sadece in vitro Parkinson model hiicrelerinde
kaspaz-3 ekspresyonunu azalttigi saptanmustir. In vitro Parkinson model
hiicrelerinde, epigallokatesin gallatin anti-apoptotik etkisinin katesinden daha diisiik
oldugu vurgulanabilir. In vitro Parkinson modelinde katesinlerin daha etkili oldugu,
saglikli noron hiicrelerinde ise epigallokatesin gallatin daha etkili oldugu
gosterilmistir.

Her iki biyoaktif bileseninde inflamasyonla ile iligkili olan TNF-a
ekspresyonu lizerinde herhangi bir etkisi bulunamamistir. Epigallokatesin gallatin
saglikli noron hiicrelerinde IL-1f immiinoreaktivitesini azalttig1, katesinin ise in vitro
Parkinson model hiicrelerinde IL-1p immiinoreaktivitesini azalttig1 goriilmistiir. Her

iki biyoaktif bilesenin de anti-inflamatuar etki gosterdigi bulunmustur.
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Oneriler
Yapilan tez calismasinin sonuglari dogrultusunda;

e Katesin ve epigallokatesin gallatin Parkinson hastaliginda anti-inflamatuar, anti-
apoptotik ve noroprotektif etkilerini aragtiracak in vivo galismalarin yapilmasi

e Katesin ve epigallokatesin gallatin Parkinson hastaliginda anti-inflamatuar, anti-
apoptotik ve noroprotektif etkilerini arastiracak klinik ¢alismalarin yapilmasi

e Katesin ve epigallokatesin gallatin farkli doz ve inkiibasyon siirelerinde
uygulanarak MTT ve immiinositokimyasal analizlerinin yapilmasi

e Katesin ve epigallokatesin gallatin Alzheimer hastalig1 gibi farkli ndrodejeneratif
hastaliklar tizerindeki anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve noroprotektif etkilerinin
incelenmesi

e Parkinson hastaliginda ve diger nérodejeneratif hastaliklarda katesin ve
epigallokatesin gallatin anti-apoptotik, anti-inflamatuar ve noéroprotektif etkileri
ile ilgili sinyal yolaklarini belirlenmesi

o Katesin ve epigallokatesin gallatan zengin olan yesil ¢ay gibi besinlerin, tibbi
beslenme tedavisindeki etkileri inceleyecek kapsamli epidemiyolojik ¢aligmalarin
yapilmast

e Katesin ve epigallokatesin gallatan zengin olan besinlerin tiiketim sikliklar1 ve
miktarlara gore Parkinson hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklar iizerindeki
terapGtik etkilerinin arastirilmasi elde edilen verileri desteklenmesi ve

gelistirilmesi i¢in onerilmektedir.
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ABSTRACT

Objectives: The aim of the study was to establish an in vitro Parkinson’s disease
(PD) model and to investigate the cell viability, anti-inflammatory, anti-apoptotic
and neuroprotective effects of catechin and EGCG in SK-N-AS and in vitro PD
model cells.

Method: SK-N-AS human neuroblastoma cells were used. To develop an in vitro PD
model, SK-N-AS cells were exposed to 6-hydroxydopamine. Model control was

performed after ELISA analysis of dopamine and a-synuclein levels in the culture
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medium. Catechin and EGCG were administered to SK-N-AS and in vitro PD model
cells. Cell viability was measured using MTT assay and trypan blue staining. Anti-
inflammatory and anti-apoptotic activities of catechin and EGCG were investigated
by indirect immunocytochemistry using anti-TNF-a,anti- IL-1p and anti-caspase-3
antibodies.

Results: After 24 hours of 6-hydroxydopamine administration at 50 uM, higher alfa-
synuclein and lower dopamine levels were found in PD model than SK-N-AS cells.
Cell viability was similar between SK-N-AS and in vitro PD model cells. Treatment
with both bioactive components increased cell viability of in vitro PD model cells.
Caspase-3 immunoreactivity was significantly reduced in SK-N-AS and PD model
cells after EGCG administration, while it was decreased only in PD model cells after
catechin administration. IL-1p staining intensity weakened after catechin
administration in PD model cells, after EGCG administration in SK-N-AS cells.
TNF-a staining intensity was similar in both cells.

Conclusion: Catechin and EGCG increased cell viability in PD model neuron cells.
Both components showed anti-apoptotic and anti-inflammatory effects. Catechin

may be more effective in preventing damage to neurons PD.

KEYWORDS: SK-N-AS cells; in vitro Parkinson’s disease model; 6-

hydroxydopamine; epigallocatechin gallate; catechin

Introduction

Neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease and Parkinson’s
disease (PD) are neurological disorders that are more common in the elderly
population and the prevalence of both conditions has risen dramatically in the 21%
century [1]. Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative
disease after Alzheimer's disease with projected prevalence figures of approximately
12 million people by 2050 [2,3]. The pathogenesis of PD is characterized by the loss
of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc) in the
mesencephalon, and the accumulation of Lewy bodies containing insoluble and
misfolded alpha-synuclein (a-synuclein) aggregates. The onset of PD has been
associated with decreased striatal dopamine levels and increased accumulation of a-
synuclein aggregates [2,4]. In PD, Lewy bodies induce various mechanisms such as

production of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide species, oxidative
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stress, neuroinflammation, disruption of protein degradation pathways, mitochondrial
dysfunction, apoptosis and neurodegeneration [5].

Neurotoxin compounds such as 1-methyl 4-phenyl 1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) and 6-hydroxydopamine (6-OHDA) are widely used to establish models of
PD both in vivo and in vitro. 6-OHDA, also known as oxidopamine, is a toxic
oxidative metabolite with a chemical structure similar to catecholamines (especially
dopamine and norepinephrine) and can poorly cross the blood-brain barrier. 6-
OHDA has a high affinity for dopaminergic neurons of SNpc. Thus, it induces
oxidative stress, neuroinflammation, apoptosis and neurodegeneration processes in
the nigrostriatal system and allows the development of PD models [6,7]. The
mechanisms of action of 6-OHDA can be explained as follows: initially, intracellular
and extracellular autoxidation of OHDA increases the production of ROS such as
hydrogen peroxide (H,O;), superoxide radical (¢O2"), and hydroxyl radical (*OH").
Then, increased in ROS levels cause oxidative stress, lipid peroxidation,
biomembrane and protein damage, and damage to ribonucleic acid and
deoxyribonucleic acid. Mitochondria, which is responsible for cell viability, is also
affected. When exposed to increased ROS levels and oxidative stress, deterioration
of mitochondrial Ca** homeostasis, an increase in cytoplasmic-free calcium level, a
reduction in mitochondrial respiratory-chain complex I and IV activity, increased
permeability of mitochondrial membrane and mitochondrial dysfunction are
observed. In that case, caspase 3-dependent apoptotic mechanisms are induced in
neurons. Neuronal cell loss increases with the occurrence of apoptosis [6-8].

In the last decade, several bioactive compounds known as polyphenols found
in foods have been reported to have neuroprotective effects [9]. Among polyphenols,
catechins, which are flavan-3-ols, are compounds with a neuroprotective effect [10].
The main source of catechins is green tea. The primary catechins found in green tea
are (+)-catechin (C), (—)-gallocatechin (GC), (—)-catechin gallate (CG), (—)-
gallocatechin gallate (GCG), (—)-epicatechin (EC), (—)-epigallocatechin (EGC), (-)-
epicatechin gallate (ECG) and (—)-epigallocatechin gallate (EGCG) [11]. EGCG is
the most abundant catechin in green tea. EGCG can cross the blood-brain barrier and
affect nervous tissue at a very low concentration. Due to this feature, it has a
neuroprotective effect against neurodegenerative diseases such as PD [9]. Catechins
are one of the main antioxidants that protect the nervous system and neurons against

free radicals. Catechins in green tea show antioxidant properties by chelating metal
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ions, scavenging reactive oxygen derivatives and increasing the levels of antioxidant
enzymes. In addition, they exert an anti-inflammatory effect by decreasing the levels
of inflammatory mediators such as tumor necrosis factor-o (TNF-a), interleukin-1
(IL-1), interleukin-1p (IL-1p), interleukin-6 (IL-6), inducible nitric oxide synthase
(INOS) and by suppressing signal pathways such as nuclear factor kappa B (NF-xB)
[5, 12-14]. Among the catechins, especially EGCG suppresses oxidative stress by
increasing endogenous antioxidants and decreasing ROS levels. Thus, EGCG
protects neuronal cells against mitochondrial dysfunction. In addition, EGCG shows
an anti-apoptotic effect by suppressing apoptotic proteins such as Bad, Bax, caspase-
3, caspase-6, caspase-1, TRAIL, gadd45, p21 and by inducing anti-apoptotic proteins
such as Bcl-2, Bcl-xI, Bcl-w. Also, it inhibits toxic effects and damage by preventing
the accumulation of a-synuclein aggregates and increases synaptic dopamine levels
by suppressing the activity of catechol-O-methyltransferase enzyme [5,14,15].
Previous studies have reported that EGCG shows neuroprotective effects in
Parkinson’s disease due to its anti-inflammatory, anti-apoptotic, antioxidant,
synuclein aggregation inhibitory properties [16-20].

This study aimed to develop an in vitro PD model and also examine the cell
viability, anti-apoptotic, anti-inflammatory and neuroprotective effects of catechin

and EGCG from green tea in SK-N-AS cells and in vitro PD model cells.

Materials and methods
Materials and reagents

6-Hydroxydopamine hydrochloride (2,4,5-Trihydroxyphenethylamine
hydrochloride) (H4381; >97%), catechin [(—)-trans-3,3",4",5,7-Pentahydroxyflavane)
(C0567; >97%, from green tea)], epigallocatechin gallate [(—)-cis-2-(3,4,5-
Trihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol 3-gallate) (E4268;
>80%, from green tea)], dimethyl sulfoxide (DMSO) (D8418), trypan blue solution
(T8154), thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) (M2128; %98), paraformaldehyde (158127-25G;
%95), methanol (34885, >99.9%) and triton X-100 (T8532) were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Catechin and EGCG were prepared in DMSO.
DA (Dopamine) ELISA Kit (E-EL-0046) and Human SNCa (Synuclein Alpha)
ELISA Kit (E-EL-H0983) were purchased from Elabscience company.
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Cell line and cell culture

SK-N-AS human neuroblastoma cells (ATCC: CRL-2137) were grown in
Dulbecco’s modified Eagle Minimal essential medium (DMEM) (Capricorn
Scientific, DMEM-LPA) containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS)
(Capricorn Scientific, FBS-HI-11B), 1% L-glutamine (Capricorn Scientific, GLN-B)
and 1% penicillin/streptomycin (Capricorn Scientific, PS-B). Cells were incubated in
5% CO,, 95% air and a humidified atmosphere at 37°C. When the cultured cells had
reached about 80% confluency, they were sub-cultured by passaging with 0.25%
trypsin-EDTA solution (Capricorn Scientific, TRY-1B). Some of the cells were
stored frozen at -80°C with a cell freezing medium containing 90% FBS and 10%
DMSO (D8418, Sigma-Aldrich).

In vitro PD modeling with 6-OHDA

SK-N-AS cells at a density of 5x10° per well were added to a 24-well plate
and exposed to 25, 50 and 100 uM concentrations of 6-OHDA (2 mg/ml) dissolved
in 0.1% ascorbic acid solution in phosphate-buffered saline (PBS) for 24 or 48 hours
in 5% CO; in a humidified atmosphere at 37°C. The control group was not exposed
to 6-OHDA. The levels of dopamine and a-synuclein in the culture medium were
measured using standard ELISA assay procedures. The absorbance was measured at

450 nm with a spectrophotometer (Versa Max, Molecular Device, Sunnyvale, USA).

Cell viability and growth assay

Cell viability was determined by MTT assay and trypan blue staining. MTT
assay was used to assess cellular metabolic activity as an indicator of cell viability
and cytotoxicity. SK-N-AS cells at a density of 5x10° per well were cultured into 96-
well plates for 24 hours in 5% CO, at 37°C. After half of the cells were transformed
into in vitro PD model neuron cells by exposure to 6-OHDA toxicity, remaining cells
were cultured with a culture medium for control. The negative control contained only
a culture medium, while the positive control groups contained SK-N-AS cells or PD
model neuron cells, depending on the study group. Catechin and EGCG were
dissolved in DMSO and diluted with the culture medium to five different
concentrations: 10, 50, 100, 150 and 200 uM. The cells in both SK-N-AS and PD
model groups (except positive and negative groups) were incubated with different
concentrations of catechin or EGCG for 24 or 48 hours in 5% CO; at 37°C. After
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incubation, 10 uL of MTT solution was added into each well and incubated for 4
hours in 5% CO; at 37°C. Next, 50 ul DMSO was added to dissolve formazan salts
formed. The absorbance was measured at 540-630 nm with a spectrophotometer
(Versa Max, Molecular Device, Sunnyvale, USA). The trypan blue staining was
performed after exposing SK-N-AS cells to 50 uM 6-OHDA for 24 hours. Trypan
blue staining was performed using the protocol described by Strober [21].

Immunocytochemistry

The distribution of TNF-a, IL-1p and caspase-3 in the cultured SK-N-AS
cells and in vitro PD model cells was evaluated by indirect immunocytochemical
analysis. The primary antibodies used were anti-TNF-a, (sc-52746, Santa Cruz
Biotechnology), anti-IL-1p (sc-7884, Santa Cruz Biotechnology) and anti-caspase-3
(sc-56053, Santa Cruz Biotechnology). Indirect immunocytochemical method was
performed using the protocol described by Hoca et al. [22]. Staining intensity of
TNF-0, IL-1pB, and caspase-3 was graded semi-quantitatively using the Histological-
Score (H-SCORE). Calculations were made using the equation "H-SCORE = X (i +
1)". In this equation, "i" denotes the intensity of staining: 1, weak (+); 2, moderate
(++) and 3, strong (+++). "n" indicates the percentage of cells stained at each density

and ranges between 0% and 100%.

Statistical analysis

The study data are presented as mean+standard deviation (SD). Two-Way
ANOVA was used to determine the differences between the groups in statistical
analyses of the values in the immunocytochemical evaluation. Tukey’s and Sidak's
multiple comparisons tests were used in post-hoc analyses. Kruskal wallis test and
Three-Way ANOVA were used to determine the differences between the groups in
statistical analyses of the values in the cell viability and growth assay evaluation and
in vitro PD model assessments. Dunn’s multiple comparisons test was used in post-
hoc analyses. GraphPad Prism 9 software was used for statistical analysis of the data.

Statistical significance level was accepted as p<0.05.
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Results
In vitro PD model assessments

SK-N-AS cells were exposed to different 6-OHDA concentrations for 24
and 48 hours to assess neurotoxicity and to develop an in vitro PD model. Standard
curve graphs and equations for a-synuclein and dopamine are shown in Figures 1A
and 2A. Higher a-synuclein levels were found at 25 and 50 uM concentrations of 6-
OHDA at 24 hours compared to control group (Figure 1B). Dopamine levels were
lower at all concentrations of 6-OHDA than the control group for 24 and 48 hours
(Figure 2B). a-synuclein levels increased and dopamine levels decreased in SK-N-
AS cells following exposure to 6-OHDA. Thus, an in vitro PD model was formed
upon loss of dopaminergic neurons. The effective 6-OHDA concentration and
incubation time for in vitro PD model formation was determined as 50 uM 6-OHDA
for 24 hours. There was no statistically significant difference between a-synuclein
levels in SK-N-AS cells after exposure to different concentrations of 6-OHDA for 24

or 48 hours (p>0.05). Similar results were found for dopamine levels.
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Figure 1. The levels of a-synuclein in SK-N-AS cells after exposure to 6-OHDA.
(A) Standard curve and equation. (B) a-synuclein levels were obtained at different
incubation times and different concentrations.
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Figure 2. The levels of dopamine in SK-N-AS cells after exposure to 6-OHDA.
(A) Standard curve and equation. (B) Dopamine levels were obtained at different

incubation times and different concentrations.

Cell viability and growth assay evaluation
Cell viability was similar in the groups exposed to 25 and 50 uM of 6-OHDA
versus control cells (Figure 3). At 100 uM, a lower number of cells was observed

compared to other groups (Figures 3D and 3H).
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24 hours

Figure 3. SK-N-AS cells exposed to 6-OHDA for 24 (A-D) and 48 hours (E-H) at
different concentrations; Control group (A,E), 25 uM (B,F), 50 uM (C,G) and 100
uM (D,H). Scale bars=200 pm.

After trypan blue staining, the percentages of cell viability were 84.7% in the
control group and 70.6% in the 6-OHDA group. After the statistically analyses, the
cell viability was similar between the control and the 6-OHDA groups and there was

no statistically significant (p=0.374) (Figure 4).
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Figure 4. Cell viability of SK-N-AS cells exposed to 50 uM 6-OHDA for 24 hours.

Cell viability was measured by the trypan blue staining.

SK-N-AS cells and in vitro PD model cells were incubated with catechin and

EGCG at different concentrations for 24 or 48 hours to determine cell viability.
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Comparing in vitro PD model cells and SK-N-AS cells, catechin and EGCG showed
non-toxic, cell viability-enhancing and protective effects depending on the dose and
incubation time. At a concentration of 100 uM, both catechin (Figure 5) and EGCG
(Figure 6) were more effective in increasing cell viability when incubated for 24
hours compared to the positive control. Also, in both catechin and EGCG groups,
cell viability was similar between SK-N-AS cells and in vitro PD model cells.
Neuroprotective effects were observed at 100 pM concentration when incubated for
24 hours.

There was a significant difference with the positive control in SK-N-AS cells
treated with catechin concentrations of 50 uM (p=0.020), 100 uM (p=0.013), 150
uM (p<0.01) and 200 uM (p<0.001) for 48 hours (Figure 5A). There was a
significant difference between the positive control and in vitro PD model cells
treated with 200 uM catechin for 24 hours (p=0.004) (Figure 5B).

The significant difference was found between the positive control and SK-N-
AS cells treated with 200 uM EGCG for 24 hours (p<0.001). Also, there was a
significant difference with the positive control in SK-N-AS cells treated with EGCG
concentrations of 150 uM (p<0.001) and 200 uM (p<0.001) for 48 hours (Figure
6A). There was a significant difference between the positive control and in vitro PD
model cells treated with 200 uM catechin for 48 hours (p<0.001) (Figure 6B). The
non-significant differences compared to the positive control indicates that the

components did not have a toxic effect.
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A Cell viability of SK-N-AS cells treated with catechin
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Figure 5. Effect of catechin on the cell viability of SK-N-AS cells and in vitro PD
model cells. (A) SK-N-AS cells and (B) in vitro PD model cells were treated with
different concentrations of catechin for 24 or 48 hours. *p<0.05, **p<0.01,
*x%1<0,001.
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Cell viability of SK-N-AS cells treated with EGCG
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Figure 6. Effect of EGCG on the cell viability of SK-N-AS cells and in vitro PD
model cells. (A) SK-N-AS cells and (B) in vitro PD model cells were treated with
different concentrations of EGCG for 24 or 48 hours. *p<0.05, **p<0.01,
*x%1<0,001.

Cell morphology

After treatment with catechin (Figure 7A) or EGCG (Figure 7B), adherent
epithelial morphology was retained in SK-N-AS cells (Figure 7C). In the in vitro PD
model cells, the shapes of in vitro PD model cells exposed to catechin (Figure 7D) or
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EGCG (Figure 7E) were similar to SK-N-AS cells exposed to catechin (Figure 7A)
or EGCG (Figure 7B). However, when SK-N-AS cells were exposed to 6-OHDA,

their shapes changed and became round (Figure 7F).

Catechin Control group

SK-N-AS cells

In vitro PD model cells

Figure 7. SK-N-AS cells (A-C) and in vitro PD model cells (D-F) viewed under the
inverted microscope after treatment with catechin (A,D), EGCG (B,E) and control

group (C,F). Scale bars=200 pm.

Immunocytochemical evaluation

Weak TNF-a immunoreactivity was detected in catechin-treated SK-N-AS
cells (Figure 8A) compared to catechin-treated in vitro PD model cells (Figure 8D).
There was no significant difference between the two groups (p>0.05) (Figure 11,
Table 1).

In the in vitro PD model, TNF-a staining intensity was weak in control group
than catechin-treated and EGCG-treated groups (Figures 8D, 8E and 8F). However,
this difference was non-significant (p>0.05) (Figure 11, Table 1).
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Figure 8. Immunoreactivity of TNF-a in SK-N-AS cells (A-C) and in vitro PD
model cells (D-F) after exposure to 100 uM catechin (A,D) or 100 uM EGCG (B,E)

or standard culture conditions (C,F) for 24 hours. Scale bars=100 pm.

Table 1. The H-SCORE values for TNF-a in SK-N-AS cells and in vitro PD model
cells treated with catechin at 100 uM concentration for 24 hours, EGCG at 100 pM
concentration for 24 hours and control group

Catechin EGCG Control group  p'
SK-N-AS cells 112.48+22.51 107.27+£6.39  103.23+4.71 >0.05
In vitro PD model cells  123.06+24.89 123.13£19.17 117.06+22.54 >0.05
p° 0.815 0.565 0.665

Two-way ANOVA (mean+SD); *p<0.05.
p*: Difference among three groups in SK-N-AS cells or in vitro PD model cells.
p%: Difference between two groups in catechin-treated, EGCG-treated or control

groups.
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Strong IL-1B immunoreactivity was detected in catechin-treated SK-N-AS
cells (Figure 9A) compared to catechin-treated in vitro PD model cells (Figure 9D)
but this difference was non-significant (p>0.05) (Figure 11). The H-SCORE of IL-1p
was significantly lower in EGCG-treated SK-N-AS cells (Figure 9B) than EGCG-
treated in vitro PD model cells (Figure 9E) (p=0.013) (Figure 11, Table 2).

Weak, strong and moderate IL-1B immunoreactivity was detected in catechin-
treated, EGCG-treated and control groups in the in vitro Parkinson’s model cells,
respectively (Figures 9D, 9E and 9F). In addition, the difference among the groups
was found to be statistically significant (p<0.05) (Figure 11, Table 2).
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Figure 9. Immunoreactivity of IL-1pB in SK-N-AS cells (A-C) and in vitro PD model
cells (D-F) after exposure to 100 uM catechin (A,D) or 100 uM EGCG (B,E) or

standard culture conditions (C,F) for 24 hours. Scale bars=100 pm.
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Table 2. The H-SCORE values for IL-1 in SK-N-AS cells and in vitro PD model
cells treated with catechin at 100 uM concentration for 24 hours, EGCG at 100 pM

concentration for 24 hours and control group

_ Control L
Catechin EGCG p
group
SK-N-AS cells 146.28+32.87 117.99+5.41 145.52+13.53 >0.05
In vitro PD model cells  123.33+18.27% 160.72+19.70° 141.96+9.19® <0.05*
p° 0.270 0.013* 0.990

Two-way ANOVA [Tukey’s and Sidak's multiple comparisons test, (mean+SD)];
*p<0.05.

a-b: There was no significant difference among three groups with the same letter.
p*: Difference among three groups in SK-N-AS cells or in vitro PD model cells.
p%: Difference between two groups in catechin-treated, EGCG-treated or control

groups.

In SK-N-AS cells, caspase-3 immunoreactivity of catechin-treated group was
moderate (Figure 10A), while that of EGCG-treated group (Figure 10B) was weak
when compared to control group (Figure 10C). In addition, SK-N-AS control group
showed significantly greater immunoreactivity for caspase-3 than EGCG-treated SK-
N-AS cells (p<0.05) (Figure 11, Tablo 3).

In the in vitro PD model cells, caspase-3 immunoreactivity was weak,
moderate and strong in catechin-treated, EGCG-treated and control group,
respectively (Figures 10D, 10E and 10F). The difference among three groups was
statistically significant (p<0.05) (Table 3). Furthermore, the H-SCORE for caspase-3
revealed that there was a significant reduction in caspase-3 expression in catechin-
treated (p<0.001) and EGCG-treated (p<0.01) groups than control group (Figure 11).

Strong caspase-3 immunoreactivity was detected in catechin-treated SK-N-
AS cells (Figure 10A) compared to catechin-treated in vitro Parkinson’s model cells
(Figure 10D). The significant difference was found between the two groups
(p=0.048) (Figure 11, Table 3).
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Figure 10. Immunoreactivity of caspase-3 in SK-N-AS cells (A-C) and in vitro PD
model cells (D-F) after exposure to 100 uM catechin (A,D) or 100 uM EGCG (B,E)

or standard culture conditions (C,F) for 24 hours. Scale bars=100 pm.

Table 3. The H-SCORE values for caspase-3 in SK-N-AS cells and in vitro PD
model cells treated with catechin at 100 uM concentration for 24 hours, EGCG at

100 uM concentration for 24 hours and control group

Catechin EGCG Control group p*
SK-N-AS cells 164.50+24.19®° 139.15+9.49° 188.77+17.16"  <0.05*
In vitro PD model cells ~ 130.29+12.85*  150.90£13.06° 195.11+26.44°  <0.05*
p2 0.048* 0.756 0.949

Two-way ANOVA [Tukey’s and Sidak's multiple comparisons test, (mean+SD)];
*p<0.05.

a-b: There was no significant difference among three groups with the same letter.
p*: Difference among three groups in SK-N-AS cells or in vitro PD model cells.
p%: Difference between two groups in catechin-treated, EGCG-treated or control

groups.
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Figure 11. The difference in H-SCORE values for TNF-a (A), IL-1p (B) and
caspase-3 (C) between SK-N-AS cells and in vitro PD model cells. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

Discussion

6-hydroxydopamine is a neurotoxin that is widely used in the development of
Parkinson's disease models and causes neurotoxicity by inducing oxidative stress
with the production of reactive oxygen species [23]. In addition to increasing free
radical production, it also causes inhibition of mitochondrial respiratory chain
complexes I and IV. Thus, cytotoxicity occurs in dopaminergic neurons and neuronal
damage ensues. The pathophysiological hallmark of PD is the aggregation of a-
synuclein, a presynaptic neuronal protein [9, 18]. Increased a-synuclein aggregation
also increases intraneural deposition of Lewy bodies. Another major
pathophysiological feature of PD is the reduction of dopaminergic neurons in the
SNpc, striatal dopamine levels and the synthesis of their transporter [2]. In the
current study, 6-OHDA, a neurotoxic compound, was used to develop an in vitro PD
model. We controlled the model by checking a-synuclein and dopamine levels. It
was found that after the cells were exposed to different concentrations of neurotoxic
6-OHDA, there was an increase in a-synuclein levels and a reduction in dopamine
levels. As a result, dopaminergic neurons were lost and PD developed after the

administration of 6-OHDA at 50 uM concentration for 24 hours.
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Catechins, especially EGCG, induce scavenging of reactive oxygen
derivatives through their antioxidant activities [24]. Also, EGCG can increase cell
viability and neurite outgrowth. Thus, it shows neurorescue activity and has
neuroprotective effects on nerve repair [5, 16]. In a study by Wang et al.
investigating the protective effect of EGCG, SH-SY5Y human neuroblastoma cells
were exposed to 6-OHDA. Before 6-OHDA incubation, cells were treated with
different concentrations of EGCG. After cell viability analysis, it was observed that
EGCG pretreatment at 0.1-10 uM concentrations increased cell viability of SH-
SY5Y cells despite 6-OHDA exposure, and 1 uM EGCG was the most effective dose
[25]. In a study examining the effects of five different catechins (EGCG, ECG, EGC,
EC and (+)-C) at different concentrations in an in vitro PD model formed after
exposure of PC12 cells to 6-OHDA, catechins at 50-100 uM concentrations did not
have any effect on cell viability. At 200-400 uM concentrations, the cell viability of
the cells treated with EGCG and ECG was >90% and that of the cells treated with
EC and (+)-C was ~70-80% and EGC did not have any effect on cell viability. At
400 uM concentration, cell viability was found to reduce by ~50% [24]. In a study
by Junior et al. using primary cultures of mesencephalic cells, cells were exposed to
6-OHDA. In that study, catechin pretreatment at different concentrations (3.4, 34 and
340 uM) reduced 6-OHDA-induced cell death, but had no effect in the absence of 6-
OHDA. Furthermore, catechin administration at 340 uM concentration completely
prevented 6-OHDA-induced cell death [23]. The results of our study are consistent
with those reported by other studies in the literature. After cell viability analyses, it
was observed that cell viability was above 50% in SK-N-AS cells exposed to 50 uM
6-OHDA for 24 hours. Catechin and EGCG increased cell viability to a greater
extent in the in vitro PD model cells than in control cells. For this reason, it was
thought that both bioactive components might have potential protective effects on PD
model neuron cells, especially after 24 hours of administration at 100 pM.

Apoptosis is programmed cell death that involves two signaling pathways
designated as intrinsic and extrinsic pathways. While intrinsic pathway consists of
mitochondrial damage, stimulation of proapoptotic proteins and release of
cytochrome C from mitochondria to the cytosol, extrinsic pathway starts with the
activation of death receptors in the cell membrane. These two pathways, which occur
independently of each other, are combined with the activation of effector caspases

such as caspase-3 and -7. The apoptotic process is carried out by caspases. The most
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effective caspase in neurons is caspase-3. In cases of neurotoxication, caspase-3 is
activated and its release is increased. Caspase-3 activation indicates that apoptosis is
induced and neuronal degeneration occurs in the SNpc, which is rich in
dopaminergic neurons. Increased apoptosis and neuronal degeneration of
dopaminergic neurons in the SNpc is one of the most important signs of Parkinson’s
disease [6]. EGCG increases the survival of neuron cells and suppresses cell death by
inducing the expression of the protein kinase C signaling pathway, activating the
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathway, decreasing the levels of pro-apoptotic
caspases and proapoptotic proteins, inhibiting c-Jun-N-terminal kinase (JNK)
phosphorylation and JNK inhibitor. Therefore, EGCG provides anti-apoptotic and
neuroprotective effects [5, 12]. In a study by Chao et al. using a cellular model
mimicking PD, retinoic acid-differentiated SH-SYS5Y cells were exposed to 25 uM
6-OHDA for 24 hours after pretreatment with 0.1, 1 and 10 pM concentrations of
EGCG or acetylated EGCG (p-EGCG). In the study, apoptosis was determined by
caspase-3 activity. While 10 uM pEGCG caused a significant reduction in caspase-3
activity, EGCG administered at different doses did not have a significant effect [26].
In one study, He et al. showed that 25 uM EGCG treatment inhibited JNK
phosphorylation and reduced caspase-3 activation in primary cortical neuronal cells.
EGCG has been found to increase cell viability by inducing an anti-apoptotic effect
[27]. In a study by Chen et al., N27 cells were treated with EGCG and then exposed
to 6-OHDA. Exposure to 6-OHDA increased caspase-3 activity by 12%, while
EGCG treatment decreased caspase-3 activity by 49%. EGCG administration at 50
and 100 uM concentrations reduced cell death by 31% and 55%. The most effective
dose was identified as 100 uM [20]. Zhang et al. also showed that exposure to 6-
OHDA increased a-synuclein levels in SH-SY5Y human dopaminergic cells, as in
our study. In addition, it was reported that mitochondrial membrane permeability
changed, Bax levels increased and caspase-3 and -9 releases were induced after
exposure to 6-OHDA. Thus, apoptosis occurred and loss of dopaminergic neurons
increased [28]. The findings of the aforementioned studies are similar to our results.
In our study, the apoptotic effect was also determined by caspase-3 intensity. Our
result demonstrated that caspase-3 intensity was only decreased in EGCG-treated
SK-N-AS cells compared to control group after treatment with catechin or EGCG in
SK-N-AS cells. Additionally, reduced caspase-3 intensity was found in the in vitro

PD model cells in both catechin-treated group and EGCG-treated group. EGCG
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showed an anti-apoptotic effect in both cells, while catechin showed this effect only
in cells from Parkinson’s disease. Therefore, it can be suggested that EGCG has a
greater anti-apoptotic effect than catechin in healthy neuron cells.
Neuroinflammation plays a crucial role in the pathogenesis of Parkinson’s
disease [19]. Microglia activation and cytokine aggregation are important factors that
induce neuroinflammation [29]. In addition, oxidative stress, excitotoxicity and
increased ROS production cause neuronal damage by increasing the accumulation of
oxidative products in neurons [12, 19]. Catechins reduce ROS production, have a
radical scavenging effect and chelate metal ions with their hydroxyl and galloyl
moieties in their molecular structures. Catechins also show an anti-inflammatory
effect by decreasing the release of inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1, IL-
1B, IL-6, iNOS and by suppressing inflammatory pathways such as NF-kB and
cyclooxygenase-2. Due to these effects, they confer protection against inflammation-
related neurodegeneration and neuroinflammation. In particular, EGCG contains
more hydroxyl and galloyl groups in its molecular structure than other catechins, and
therefore its anti-inflammatory activity is higher than the others [11-13]. In a study
conducted in an in vivo PD model, a significant reduction was found in the elevated
TNF-a, IL-1p, IL-6 and caspase-3 levels after treatment with 100 mg/kg EGCG.
Reduced levels of neuroinflammatory and apoptotic markers shows that EGCG has
antioxidative, anti-apoptotic, mitochondrial dysfunction inhibitory and anti-
neuroinflammatory effects [30]. In a study using a rat model of PD, standard green
tea extract (25, 50, 100 mg/kg), epicatechin (10 mg/kg), and EGCG (10 mg/kg) were
administered for 2 weeks and their neuroprotective effects were investigated.
Catechins were found to have positive effects in the treatment and prevention of PD
by showing strong antioxidant and anti-inflammatory effects [19]. Based on our
findings, neither catechin treatment nor EGCG treatment had an effect on TNF-a
immunoreactivity. However, after EGCG treatment, IL-1p staining intensity was
significantly lower in healthy neuron cells than in PD cells, while no significant
effect was observed in the group treated with catechin. The effect of EGCG on
reducing the expression of IL-1p, an inflammatory cytokine, in healthy neuron cells
suggests that it may be protective against neuroinflammation that may occur in

healthy neuron cells.
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Conclusion

Cell viability, anti-apoptotic, anti-inflammatory and neuroprotective effects of
catechin and EGCG were investigated in both SK-N-AS and in vitro PD model cells
using different concentrations. After 6-OHDA exposure, decreased dopamine and
increased a-synuclein levels were detected and administration of 50 uM 6-OHDA for
24 hours provided the development of in vitro PD model. Interestingly, both catechin
and EGCG increased cell viability in PD model cells. It was assumed that after
treatment with both bioactive components, they might have potential protective
effects on PD model cells. Neither bioactive component affected TNF-a expression.
EGCG decreased IL-1B immunoreactivity in healthy neuron cells, while catechin
decreased IL-1p immunoreactivity in PD model cells and showed an anti-
inflammatory effect. EGCG downregulated the expression of caspase-3 in both
healthy neurons and PD model cells, whereas catechin reduced it only in PD model
cells. Of note, the anti-apoptotic effect of EGCG was lower than that of catechin in
PD model cells. Catechins were more effective in the in vitro PD model, while
EGCG was more effective in healthy neuron cells. Animal and clinical studies are
needed to determine and further evaluate the anti-apoptotic, anti-inflammatory and
neuroprotective effects and signaling pathways of catechin and EGCG in Parkinson’s

disease.
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Ek 2.
Sozel Bildiri

5. Uluslararasi Beslenme Obezite ve Toplum Saghg1 Kongresi - Sozel Bildiri

Katesin ve Epigallokatesin Gallatin in vitro Parkinson Modelindeki Hiicre
Canhlig1 Uzerine Etkileri

Giilsen OZDURAN?, Seving YUCECAN?, Eda BECER®*, Hafize Seda
VATANSEVER*®

Yakin Dogu Universitesi, Saghk Bilimleri Fakiiltesi, Beslenme ve Diyetetik Boliimii,
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?Lokman Hekim Universitesi, Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Beslenme ve Diyetetik
Béliimii, Ankara, Tiirkiye

$Yakin Dogu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Lefkosa,
Kibris

*Yakin Dogu Universitesi, Deneysel Saglik Bilimleri Arastirma Merkezi, Lefkosa,
Kibris

>Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal,
Manisa, Tiirkiye

OZET

Amag: In vitro Parkinson modelinde katesin ve epigallokatesin gallatin hiicre

canlilig tizerindeki etkilerini aragtirmaktir.

Yontem: Calismada SK-N-AS insan ndroblastoma hiicreleri DMEM, %10 fetal sigir
serum, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin igeren kiiltiir vasat1 igerisinde
37°C’de %5°lik karbondioksitli ortamda kiiltiire edildi. /» vitro Parkinson modeli
icin SK-N-AS hiicreleri 24 ve 48 saat siiresince 25 uM, 50 uM veya 100 uM
konsantrasyonlardaki 6-hidroksi dopamine maruz birakildi. Model kontrolii kiiltiir
vasatlarindaki dopamin ve alfa-siniiklein diizeylerinin ELISA analizi sonrasinda

yapildi. Katesin ve epigallokatesin gallat bes farkli konsantrasyonda (10 uM, 50 uM,



118

100 uM, 150 uM, 200 uM) SK-N-AS (kontrol) ve in vitro Parkinson model hiicrelere
24 ve 48 saat uygulandi. Hiicre canliliklari, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi ile rutin protokol ile 6lgiildii.

Bulgular: 6-hidroksi dopamin uygulamasi sonrasinda, alfa-siniiklein diizeylerinin
Parkinson model hiicrelerde kontrol grubuna goére 24 saatlik uygulama sonrasinda 50
uM konsantrasyonda daha yiiksek oldugu saptandi. Dopamin diizeylerinin ise 24
saatlik uygulama sonrasinda 50 uM uygulanan parkinson model hiicrelerde kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu bulundu. Katesin ve epigallokatesin gallatin 24 saat
100 uM konsantrasyondaki uygulamalarinin in vitro Parkinson modelinde kontrol

grubuna gore hiicre canliligini artirdig1 saptanda.

Sonug¢: Caligsmada 6-hidroksi dopamin maruziyeti sonrasinda dopamin diizeyinin
azalmasi, alfa-siniiklein diizeyinin artmasi ile 24 saatlik 50 pM 6-hidroksi dopamin
uygulamasinin in vitro Parkinson modeli olusumunu sagladigi sonucuna varildi.
Bununla birlikte katesin ve epigallokatesin gallat’in hiicre canliligini parkinson
model hiicrelerde kontrol hiicrelere nazaran daha fazla artirmasi lizerine, her iki
biyoaktif bilesenin uygulama sonrasinda parkinson model noron hiicrelerde

potansiyel koruyucu etkilerinin olabilecegi diislintildii.
Anahtar kelimeler: Katesin, Epigallokatesin gallat, In vitro Parkinson modeli, 6-

hidroksi dopamin

Proje numarasi: SAG-2019-1-047
Destekleyen kurum: Deneysel Saglik Bilimleri Aragtirma Merkezi (DESAM)
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Ek 5.
Ozgecmis
1. Ad1- Soyadi : Giilsen OZDURAN
Adres : YDU, SBF, Beslenme ve Diyetetik Boliimii
Telefon : 0533 849 50 67 / 0392 223 64 64 (3429 dahili)
E-posta : glsn_ozdrn@hotmail.com
gulsen.ozduran@neu.edu.tr
2. Dogum Tarihi ve Yeri : 22.08.1990 Salihli / MANISA
3. Unvam : Uzman Diyetisyen
4. Ogrenim Durumu : Doktora
Derece Alan Universite Y1l
Lisans Beslenme ve Diyetetik | Baskent Universitesi 2009 - 2014
Yiiksek . ] .
_ Beslenme ve Diyetetik | Yakin Dogu Universitesi 2014 - 2017
Lisans
Doktora | Beslenme ve Diyetetik | Yakin Dogu Universitesi 2017 - 2022

7.

8.

Akademik Unvanlar . Aragtirma Gorevlisi, Uzman Diyetisyen
Yiiksek Lisans Tezi

Yakin Dogu Universitesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii Ogrencilerinin Besin
Tiiketim Oriintiisii Ile Diyet Kalite Indeksi ve Uyku Kaliteleri Arasindaki Iliski
Doktora Tezi

Deneysel Parkinson Modelinde Katesinlerin Noroprotektif Etkileri

Yayinlar

8.1.  Uluslararasi Hakemli Dergilerde Yaymmlanan Makaleler

Hoca M, Ozduran G. (2021). Physical activity levels and eating habits of students
in different educational levels. Progress in Nutrition, 23(3).
https://doi.org/10.23751/pn.v23i3.10436

Ozduran G, Yiicecan S. (2021). Determining the diet quality, sleep quality and

obesity status of undergraduate students: A cross-sectional study. Progress in
Nutrition, 23(4).
https://doi.org/10.23751/pn.v23i4.11428
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Ozduran G, Becer E, Vatansever HS. (2021). The Role and Mechanisms of Action
of Catechins in Neurodegenerative Diseases. Journal of the American College of
Nutrition, 1-8.

https://doi.org /10.1080/07315724.2021.1981487

Ozduran G, Becer E, Vatansever HS, Yiicecan S. (2022). Neuroprotective effects

of catechins in an experimental Parkinson’s disecase model and SK-N-AS cells:
Evaluation of cell viability, anti-inflammatory and anti-apoptotic effects.
Neurological Research.

https://doi.org /10.1080/01616412.2021.2024715

8.2.  Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda

(Proceeding) Basilan Bildiriler

Yilmaz B, Sezer E, Tiirk OP, Semerci C, Ozduran G, Ozkan A, Yildirim E, Petek

N, Susuzlu M. Baskent Universitesi Ogrencilerinin Gida Etiketi Okuma Tutum ve
Davraniglari. IX. Uluslararast Beslenme ve Diyetetik Kongresi, Poster bildirisi,

Ankara, 2 - 5 Nisan 2014.

Ozduran G, Kusi M, Hacet F. Kadinlarda Ortoreksiya Nervoza Belirtileri, Yeme

Tutum ve Davraniglari, Obsesif Kompulsif Belirtileri ve Viicut
Kompozisyonlarmin Incelenmesi. Uluslararasi Saglikli Beslenme Kongresi:
Gastrointestinal Hastaliklar Kongresi, Poster bildirisi, Izmir, 5 - 7 Ekim 2017,

Hacet F, Ozduran G, Kusi M. Beslenme ve Diyetetik Béliimii Ogrencilerinin

Besin Tiiketim Oriintiileri ile BKI’leri Arasindaki Iliski. Uluslararas1 Saglikli

Beslenme Kongresi: Gastrointestinal Hastaliklar Kongresi, Poster bildirisi, Izmir,

5-7 Ekim 2017.

Ozduran G, Yiicecan S. Yakin Dogu Universitesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii

Ogrencilerinin Besin Tiiketim Oriintiisii Ile Diyet Kalite Indeksi ve Uyku
Kaliteleri Arasindaki ligki. Uluslararas1 Saglikli Beslenme Kongresi:
Gastrointestinal Hastaliklar Kongresi, S6zel bildiri, Izmir, 5 - 7 EKim 2017.
Hacet F, Kusi M, Ozduran G. Nutrition and Dietetics Grade 1 Students and Their
Correlation with Hellim Consumption, Calcium Intake And BMI’s. The 4th
International Symposium on “Traditional Foods from Adriatic to Caucasus”,
Poster presentation, Kyrenia / Northern Cyprus, 19 - 21 April 2018.

Madencioglu S, Ozduran G, Day: T, Yiicecan S. Adherence to Mediterranean Diet

and International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) Scores of Nutrition and
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Dietetic Students in Near East University. The 4th International Symposium on
“Traditional Foods from Adriatic to Caucasus”, Poster presentation, Kyrenia /

Northern Cyprus, 19 - 21 April 2018.

Ozduran G, Kusi M, Hacet F. Determination of Citrus Consumption of Near East

University Students. The 4th International Symposium on “Traditional Foods

from Adriatic to Caucasus”, Poster presentation, Kyrenia / Northern Cyprus, 19 -

21 April 2018.

Ozduran G, Susever S, Hacet F, Dokuzlu S. Yakin Dogu Universitesi Beslenme

ve Diyetetik Béliimii 1. ve 3. Siif Ogrencilerinin Siit ve Siit Uriinleri Tiiketim
Sikliklar1 ile BKI’leri Arasindaki liski. 2. Uluslararas1 Hayvansal Gidalar
Kongresi, Poster bildirisi, Bafra/ KKTC, 8 - 11 Kasim 2018.

Hacet F, Susever S, Ozduran G, Karamuk M. Yakin Dogu Universitesi Beslenme

ve Diyetetik Béliimii 1. ve 3. Sinif Ogrencilerinin Et ve Et Uriinleri Tiiketim
Sikliklar ile Antropometrik Olgiimleri Arasindaki Iliski. 2.

Uluslararas1 Hayvansal Gidalar Kongresi, Poster bildirisi, Bafra/ KKTC, 8 - 11
Kasim 2018.

Susever S, Kusi M, Hacet F, Hoca M, Ozduran G. Universite Ogrencilerinin
Obezite Prevalansinin ve Ogiin Tiiketim Aliskanliklarinin Belirlenmesi. 3.
Uluslararas1 Saglik Bilimleri Kongresi, Poster bildirisi, Ankara, 29 Kasim - 1
Aralik 2018.

Susever S, Ozduran G, Hacet F. Egitim Diizeyinin Ortoreksiya Nervoza ve Etiket

Okuma Aliskanligina Etkisi. 3. Uluslararas1 Saglik Bilimleri Kongresi, Poster
bildirisi, Ankara, 29 Kasim - 1 Aralik 2018.

Hacet F, Ozduran G, Susever S. Universite Ogrencilerinin Beslenme

Aliskanliklar1 ve Antropometrik Olgiimlerinin Belirlenmesi. 3. Uluslararasi Saglik

Bilimleri Kongresi, Poster bildirisi, Ankara, 29 Kasim - 1 Aralik 2018.

Ozduran G, Yiicecan S. Beslenme ve Diyetetik Boliimii Ogrencilerinin Besin

Tiiketim Oriintiileri ile Uyku Kaliteleri Arasindaki Iliski. 3. Uluslararas1 Saglik
Bilimleri Kongresi, S6zel bildiri - Tam metinli, Ankara, 29 Kasim - 1 Aralik

2018.

Ozduran G, Yiicecan S. Universite Ogrencilerinin Fiziksel Aktivite Diizeyleri,

Uyku Kaliteleri ve Beden Kiitle Indeksleri Arasindaki Iliskinin Degerlendirilmesi.
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3. Uluslararasi Saglik Bilimleri Kongresi, Sozel bildiri - Tam metinli, Ankara, 29
Kasim - 1 Aralik 2018.

Hoca M, Ozduran G, Susever S. Farkli Egitim Diizeyindeki Ogrencilerin Fiziksel
Aktivite Diizeyleri ve Beslenme Aligskanliklari. 3. Uluslararas1 Saglik Bilimleri
Kongresi, S6zel bildiri - Tam metinli, Ankara, 29 Kasim - 1 Aralik 2018.

Ozduran G, Yiicecan S. Universite Ogrencilerinin Obezite Siklig1, Uyku ve

Uykululuk Durumlarinin Degerlendirilmesi. 1. Uluslararas1 Beslenme Obezite ve

Toplum Saglig Kongresi, Sozel bildiri - Tam metinli, Istanbul, 1 Mart 2019.

Ozduran G, Hoca M, Susever S. Saglikli Yasam Bic¢imi Davranislarinin Saglikl

Yeme Takintistyla liskisinin Degerlendirilmesi. 1. Uluslararas1 Beslenme Obezite

ve Toplum Saglig1 Kongresi, Sézel bildiri, istanbul, 1 Mart 2019.

Ozduran G, Yiicecan S. Universite Ogrencilerinin Beslenme Durumlarinin

Siirdiiriilebilirligi ve Diyet Kalitelerinin Degerlendirilmesi. 1. Uluslararasi

Stirdiiriilebilir Yasam Kongresi, Sozel bildiri, Ankara, 15 - 16 Mart 2019.

Hacet F, Ozduran G, Kusi M. Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti Mutfagina Ozgii
Hellimin Universite Ogrencilerindeki Tiiketim Miktarlarmin ve Sikligmin
Degerlendirilmesi. 1. Uluslararasi Siirdiirtilebilir Yasam Kongresi, Poster bildirisi,
Ankara, 15 - 16 Mart 2019.

Hoca M, Ozduran G, Susever S. Universite Ogrencilerinin Saglikli Yagam Bigimi

Davraniglarinda Fiziksel Aktivitenin Stirdiiriilebilirligi. 1. Uluslararasi

Siirdiiriilebilir Yasam Kongresi, Poster bildirisi, Ankara, 15 - 16 Mart 2019.

Ozduran G, Hoca M. Tip 2 Diyabet ve Inflamasyon. 2. Uluslararas Saglikli

Beslenme Kongresi-Endokrin Hastaliklar, Poster Bildirisi, Ankara, 10 - 12 EKim
2019.

Ozduran G, Yiicecan S. Cevresel Faktorlerin Beden Kiitle indeksi Uzerindeki

Etkilerinin Arastirtlmasi. 2. Uluslararast Saglikli Beslenme Kongresi-Endokrin
Hastaliklar, Sozel bildiri, Ankara, 10 - 12 Ekim 2019.

Kog P, Dericioglu Bi, Ozduran G. Sizofrenili Bireylerde Giinliik Yasam
Aktiviteleri Egitiminin Aktivite Performansi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi. 2.
Uluslararasi Saglik Bilimleri ve Inovasyon Kongresi, Sozel bildiri, Ankara, 27 -

28 Eyliil 2020.
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Kog P, Dericioglu Bi, Ozduran G. Sizoftrenili Bireylerde Depresyon ve Anksiyete,
Aktivite Performansini Etkiler Mi?. Uluslararasi Farkli Boyutlariyla Saglik
Konferansi, Sozel bildiri, Online, 12 - 14 Kasim 2020.

Ozduran G, Hoca M, Hacet F, Kusi M. 18-65 Yas Arasindaki Kadin Bireylerin

Saglikli Yasam Bi¢imi Davraniglarinin Degerlendirilmesi. 4. Halk Saglig1 Giinleri
Kadin Sagligi Sempozyumu, Sozel bildiri, Gaziantep, 19 - 20 Aralik 2020.

Ozduran G, Yiicecan S. Farkli Egitim Diizeyindeki Universite Ogrencilerinin

Saglikli Yeme indeksi ve Diyet Kalitelerinin Degerlendirilmesi. 5. Uluslararasi
Beslenme Obezite ve Toplum Saglig1 Kongresi, Szel bildiri, istanbul, 19 - 20
Mayis 2021.

Ozduran G, Yiicecan S, Becer E, Vatansever HS. Katesin ve Epigallokatesin

Gallatin in vitro Parkinson Modelindeki Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkileri. 5.
Uluslararas1 Beslenme Obezite ve Toplum Sagligi Kongresi, Sozel bildiri,
Istanbul, 19 - 20 Mayis 2021.

Hoca M, Ozduran G. Universite Ogrencilerinin Ortoreksiya Nervoza Durumlari
Ile Antropometrik Olgiimlerinin Degerlendirilmesi. 5. Uluslararasi Beslenme
Obezite ve Toplum Saghg Kongresi, Sozel bildiri, Istanbul, 19 - 20 May1s 2021.
Giichan Topgu Z, Ozduran G. Ozel Gereksinimli Cocuklar ile Tipik Gelisen
Cocuklarin Pandemi Donemindeki Fiziksel Aktivite Diizeyleri ve Yeme
Davraniglarinin Karsilastirilmasi: Kantitatif ve Kalitatif Calisma. II. Uluslararasi
Ankara Multidisiplinler Calismalar Kongresi, Sozel bildiri, Ankara, 7 - 8 Haziran
2021.

Hoca M, Elmas C, Kabaran S, Ozduran G. Yetiskin bireylerin pandemi dncesi ve
pandemi donemlerindeki sebze-meyve tiiketimi ve vitamin-mineral kullanim
durumlarinin degerlendirilmesi. Uluslararas1 Gazi Saglik Bilimleri Kongresi,
Sozel bildiri, Ankara, 15 - 17 Aralik 2021.

Ozduran G. Yakin Dogu Universitesi, Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Beslenme ve
Diyetetik Boliimii, Siirdiiriilebilir Yasam i¢in Akdeniz Diyeti Sempozyumu -
Akdeniz Diyeti ve Norodejeneratif Hastaliklar, Konusmaci, Online, 9 Aralik
2021.

8.3.  Yazilan Ulusal Kitaplar veya Kitaplarda Boliimler

Ozduran G, Hoca M, Hecer C. A’dan Z’ye Beslenme Kitabi - Diyet Tiirleri (Kitap
Bolimii) - 2022
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e Hoca M, Ozduran G, Tiirker PF. Klinik Pediatrik Beslenme Kitab1 - Cocukluk
Caginda Obezite (Kitap Boliimii - Ceviri) - 2022

8.4.  Ulusal Bilimsel Toplantilarda Sunulan Bildiri Kitabinda Basilan
Bildiriler

e Ozduran G, Ozkan A. Yetiskin Kadinlarin Fonksiyonel Besinler Hakkindaki Bilgi

Diizeyleri ve Tutumlar1. Hacettepe Beslenme ve Diyetetik Giinleri V. Mezuniyet
Sonrasi Egitim Kursu, Poster bildirisi, Ankara, 25 - 27 Haziran 2015.

9. Bilimsel Kuruluslara Uyelikler

e Tiirkiye Diyetisyenler Dernegi (2015)

e Kibris Tiirk Diyabet Dernegi (2014)

10.  Odiiller

e Nitelikli Calisma Odiilii [Ozduran G, Yiicecan S, Becer E, Vatansever HS.
Katesin ve Epigallokatesin Gallatin in vitro Parkinson Modelindeki Hiicre
Canlilig1 Uzerine Etkileri. 5. Uluslararas1 Beslenme Obezite ve Toplum Sagligi
Kongresi, Sozel bildiri, Online, 19 - 20 Mayis 2021.]

11.  Bilimsel Kongreler ve Toplantilar

e 1st International Physical Activity, Nutrition and Health Congress

November 23 - 26, 2011 (Antalya)

e 2. Ulusal Saglikli Yasam Sempozyumu

Subat 16 - 19, 2012 (Ankara)

¢ Onkoloji Diyetisyenligi Kursu

Subat 16 - 19, 2012 (Ankara)

e Hastaliklarda Diyet Tedavisinin Klinik Uygulamalara Yansimasi Sempozyumu

Kasim 16 - 17, 2012 (Ankara)

e 3. Ulusal Saglikli Yasam Sempozyumu

Mart 28 - 30, 2013 (Ankara)

e Kardiyoloji Diyetisyenligi Kursu

Mart 28 - 30, 2013 (Ankara)

e Hacettepe Beslenme ve Diyetetik Glinleri [V. Mezuniyet Sonras1 Egitim Kursu

Haziran 27 - 28, 2013 (Ankara)

e (Cocuk Hastaliklarinda Beslenme Sempozyumu

Kasim 8 - 9, 2013 (Ankara)

e Temel Niitrisyon Giiz Kursu
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Kasim 22 - 24, 2013 (Antalya)

e Acibadem Saglikli Yasam Gtinleri Sporcu Performansinda Beslenmenin Rolii

Subat 20 - 23, 2014 (istanbul)

e Spor Diyetisyenligi Kursu

Subat 20 - 23, 2014 (istanbul)

e [SO9001: 2008 Kalite Yonetim Sistemi

Mart 15, 2014 (Ankara)

e ISO 14001: 2004 Cevre YOnetim Sistemi

Mart 16, 2014 (Ankara)

e OHSAS 18001: 2007 Is Saglig1 ve Giivenligi Yonetim Sistemi

Mart 17, 2014 (Ankara)

e 1SO 10002: 2004 Kalite Yonetimi Miisteri Memnuniyeti

Mart 18, 2014 (Ankara)

e Cocukluk ve Ergenlik Doneminde Tip 1 Diyabette Beslenme ve Karbonhidrat
Sayimmi Kursu

Mart 22 - 23, 2014 (istanbul)

e 2. Fetal Hayattan Cocukluga ilk 1000 Giin Gebe ve Cocuk Beslenmesi Kongresi

Mart 27 - 29, 2014 (Ankara)

e IX. Uluslararasi: Beslenme ve Diyetetik Kongresi

Nisan 2 - 5, 2014 (Ankara)

e Giindemimiz Beslenme Semineri

Mayis 9 - 10, 2014 (Konya)

e Uluslararas1 Kardiyometabolik Sendrom Dogu Akdeniz Kongresi ve Dogu
Akdeniz Saglik Bilimleri Ogrenci Sempozyumu

Kasim 5 - 9, 2014 (KKTC)

e 4. Ulusal Saglikli Yasam Sempozyumu

Subat 12 - 15, 2015 (Istanbul)

e Yeme Bozuklugu Diyetisyenligi Kursu

Subat 12 - 15, 2015 (Istanbul)

e VIIL Diyetisyenler Giinii Etkinligi Kanserde Beslenme

Mayis 30, 2015 (KKTC)

e Baskent Universitesi Beslenme ve Diyetetik Ogrenci Kolokyumu

Mayis 9 - 10, 2015 (Ankara)
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e Hacettepe Beslenme ve Diyetetik Giinleri V. Mezuniyet Sonras1 Egitim Kursu
Haziran 25 - 27, 2015 (Ankara)

e Harekete Ge¢ AIDS Bitmedi

Aralik 1, 2015 (KKTC)

e Siit Uriinlerinin Saglk I¢in Onemi

Aralik 16, 2015 (KKTC)

e Egzersiz ve Spor Yapan Bireylerde Protein Alimi

Mart 15, 2016 (KKTC)

e Savaslar, Gogler ve Hastaliklar

Mayis 7, 2016 (KKTC)

Bagimli Olma Ozgiir Ol! Sempozyumu

Aralik 3, 2016 (KKTC)

¢ Bilimsel Arastirma Proje Yazim Kursu

Subat 3, 2017 (KKTC)

e Besin - ilac Etkilesimleri Kursu

Subat 25 - 26, 2017 (Ankara)

e Egiticinin Egitimi

Haziran 12 - 16, 2017 (KKTC)

e Uluslararas: Saglikli Beslenme Kongresi: Gastrointestinal Hastaliklar Kongresi
Ekim 5 -7, 2017 (Izmir)

e Onemli Bir Is; Dogru Beslenme

Kasim 4, 2017 (KKTC)

e Yasam Tarz1 Degisikligi ile Diyabet Onlenebilir Mi?

Kasim 4, 2017 (KKTC)

e Bir Akdeniz Gergegi Talasemi Sempozyumu

Aralik 9, 2017 (KKTC)

¢ International Congress on Multidisciplinary Approach to Elderly Health and Care
March 22 - 23, 2018 (Ankara)

o Bariatrik Cerrahi ve Beslenme Sempozyumu

Mart 24 - 25, 2018 (Ankara)

e The 4th International Symposium on Traditional Foods from Adriatic to Caucasus
April 19 - 21, 2018 (TRNC)

e Gergeklerin Isiginda Gidada Kirletilen Bilgiler
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Nisan 27, 2018 (KKTC)

e Ogrenciler Konusuyor 6: Giinesin Golgesinde MAVI
Mays 5, 2018 (KKTC)

e Diyabette Giincel Beslenme Tedavileri

Maysis 26, 2018 (KKTC)

o Fiziksel Aktivite ve Mental Saglik Sempozyumu
Kasim 3, 2019 (KKTC)

e Diyabet ve Mikrobiyota Konferansi

Kasim 12, 2018 (KKTC)

e 3. Uluslararast Saglik Bilimleri Kongresi

Kasim 29 - Aralik 1, 2018 (Ankara)

e 1. Uluslararast Beslenme Obezite ve Toplum Sagligi Kongresi
Mart 1, 2019 (Istanbul)

e 1. Uluslararas: Siirdiiriilebilir Yasam Kongresi

Mart 15 - 16, 2019 (Ankara)

e Bilimsel Aragtirma Projeleri Yazim Kursu
Mart 21, 2019 (KKTC)

e 11. Diyetisyenler Giinii Etkinlikleri Beslenmede Probiyotikler

Mayis 25, 2019 (KKTC)

e Bilimsel Makele Yazim Kursu

Haziran 20, 2019 (KKTC)

e 2. Uluslararast Saglikli Beslenme Kongresi - Endokrin Hastaliklar

Ekim 10 - 12, 2019 (Ankara)

e Soylesi: Uzmaniyla Tartigalim Makale Yaziminda Dikkat Edilmesi Gereken
Hususlar

Ekim 24, 2019 (Lefkosa/KKTC)

¢ Bilimsel Yonleriyle Tamamlayict Tip Yaklagimlart Sempozyumu

Ekim 25, 2019 (Lefkosa/KKTC)

e Beslenme ve Diyetetik Zirvesi, Sosyal Medya ve Online Diyetler

Ekim 27, 2019, (Girne/KKTC)

e Beslenme ve Diyetetik Zirvesi, Vejetaryen ve Vegan Beslenme

Ekim 27, 2019, (Girne/KKTC)
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e Beslenme ve Diyetetik Zirvesi, Dayaniklilik ve Kuvvet Sporlari i¢in Beslenme ve
Menii Planlama

Ekim 27, 2019, (Girne/KKTC)

e Beslenme ve Diyetetik Zirvesi, Yeme Bozukluklar

Ekim 27, 2019, (Girne/KKTC)

e IBM SPSS Uygulamali Istatistik Veri Analizi Egitimi

Ocak 25 - 26, 2020 (Ankara)

e Beslenme ve Diyetetik Zirvesi, Onkoloji Beslenme ve Vaka Analizi

Nisan 14, 2020 (Online)

e Beslenme ve Diyetetik Zirvesi, Fitoterapi ve Sporcu Beslenmesi

Nisan 17, 2020 (Online)

e Beslenme ve Diyetetik Zirvesi, Klinikte Beslenme ve Vaka Analizi

Nisan 19, 2020 (Online)

e Beslenme ve Diyetetik Zirvesi, Beyin Bagirsak iliskisi ile Mikrobiyota

Nisan 19, 2020 (Online)

e Yakin Dogu Universitesi, Saglhk Bilimleri Fakiiltesi, I. Bilim Giinleri

Haziran, 2020 (Lefkosa/KKTC-Online)

e Yakin Dogu Universitesi, Saglik Bilimleri Fakiiltesi, I. Kariyer Giinleri

Haziran, 2020 (Lefkosa/KKTC-Online)

e 2. Uluslararas1 Saglik Bilimleri ve Inovasyon Kongresi

Eyliil 27 - 28, 2020 (Ankara-Online)

Uluslararas1 Farkli Boyutlartyla Saglik Konferansi

Kasim 12 - 14, 2020 (Online)

e 4. Halk Saglig1 Giinleri: Kadin Saglig1 Sempozyumu

Aralik 19 - 20, 2020 (Gaziantep-Online)

e 2. Beslenme ve Diyetetik Sempozyumu

Aralik, 2020 (Online)

e Nutriguncel Niitrisyon Timleri Dijital Bulusma Toplantisi

Nisan 11, 2021 (Online)

e Nutriguncel Niitrigiincel Erigkin Niitrisyon Dijital Bulugsma Toplantisi

Nisan 18, 2021 (Online)

e [I. Aktif Yasam, Gida ve Beslenmede Giincel Yaklagimlar Kongresi

Maysis, 2021 (Online)
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e 5. Uluslararas1 Beslenme, Obezite ve Toplum Sagligi Kongresi

Mayis, 2021 (Istanbul-Online)

e Bilimsel Veriler Isiginda Probiyotikler

Mayis 21, 2021 (Online)

e [I. Uluslararas1 Ankara Multidisiplinler Calismalar Kongresi

Haziran, 2021 (Ankara-Online)

e Yakin Dogu Universitesi, Saglik Bilimleri Fakiiltesi, II. Bilim Giinleri

Temmuz, 2021 (Lefkosa/KKTC-Online)

e 6. Diyabet Tedavisi Sempozyumu, Diyabetik Hemsireligi Kursu ve Diyabetin
T1bbi Beslenme Tedavisinde Giincel Yaklasimlar Kursu

Kasim, 2021 (Online)

e |. Ulusal Lokman Hekim Beslenme ve Diyetetik E-Ogrenci Sempozyumu

Kasim, 2021 (Ankara-Online)

12.  Son iki Yilda Verdigi Lisans Diizeyindeki Dersler

2020 - 2021 Akademik Yih Giiz Donemi

Dersin :
Boliim Dersin Adi Kredi | AKTS
Kodu
BES 105 | Mesleki Oryantasyon | 1 1
BES 113 | Beslenme Ilkeleri I 3 6
Beslenme ve BES 207 | Beslenme ve Saglikli Yasam 2 3
Diyetetik Tirkee  "BES117 | Afet ve Beslenme 1 3
BES 231 | Besin Kimyas1 ve Analizleri I 3 3)
BES 421 | Besin Ilag Etkilesimi 2 4
Beslenme ve ) .
) NAD 421 | Nutrient Drug Interaction 2 4
Diyetetik Ingilizce
Acil Yardim ve
AAY 309 | Afetlerde Beslenme 2 3

Afet YOnetimi
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ERG 105 | Saglikli Yasam Stratejileri 2 3

ERG 403 | Klinik Egitim I 4 5
Ergoterapi

ERG 405 | Klinik Egitim II 4 5

ERG 419 | Klinik Egitim V 4 6
Ortak Dersler SCM 120 | Saglikli Yasam Stratejileri 4 4

YBD 105 | Mesleki Oryantasyon | 1 1

YBD 113 | Beslenme Ilkeleri I 3 6
Beslenme ve

_ _ YBD 207 | Beslenme ve Saglikli Yasam 2 3

Diyetetik Tiirkce

YBD 211 | Afet ve Beslenme 1 3

YBD 231 | Besin Kimyasi ve Analizleri I 3 5
Hemsirelik Boliimii | BES 201 | Beslenme Ilkeleri 2 3

2020 - 2021 Akademik Yili Bahar Dénemi

Dersin ]
Boliim Dersin Ad1 Kredi | AKTS

Kodu

BES 106 | Mesleki Oryantasyon Il 1 1

BES 114 | Beslenme Ilkeleri II 3 6
Beslenme ve

BES 232 | Besin Kimyasi1 ve Analizleri II 3 3)
Diyetetik Tiirkce

BES 356 | Bilimsel Yaym Analizi 2 3

BES 424 | Besin Ilag Etkilesimi 2 4
Beslenme ve NAD 232 | Food Chemistry and Analyses Il | 3 5
Diyetetik Ingilizee |"NAD 424 | Nutrient Drug Interaction 2 4
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ERG 210 | ERG Mesleki Uygulama | 6 6
ERG 310 | ERG Mesleki Uygulama Il 6 6
Ergoterapi ERG 404 | Klinik Egitim III 4 5
ERG 406 | Klinik Egitim IV 4 5
ERG 416 | Klinik Egitim VI 4 6
Ortak Dersler SCM 120 | Saglikli Yasam Stratejileri 4 4
YBD 106 | Mesleki Oryantasyon Il 1 1
Beslenme ve YBD 114 | Beslenme ilkeleri II 3 6
Diyetetik Tiirkge YBD 232 | Besin Kimyasi ve Analizleri 11 3 )
YBD 356 | Bilimsel Yayin Analizi 2 3
Hemsirelik Boliimii | BES 201 | Beslenme Ilkeleri 2 3
2021 - 2022 Akademik Yih Giiz Donemi
Dersin _
Boliim Kodu Dersin Adi Kredi | AKTS
BES 105 | Mesleki Oryantasyon | 1 1
BES 113 | Beslenme Ilkeleri I 3,5 6
Beslenme ve BES 207 | Beslenme ve Saglikli Yasam 2 3
Diyetetik Tirkee  "BESS117 " | Afet ve Beslenme 1 3
BES 231 Besin Kimyasi ve Analizleri | 3,5 5
BES 421 | Besin Ilag Etkilesimi 2 4
NAD 231 | Food Chemistry and Analyses I | 3,5 5

Beslenme ve
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Diyetetik Ingilizce | NAD 421 | Nutrient Drug Interaction 2 4
Acil Yardim ve
Afet Yénotimi AAY 309 | Afetlerde Beslenme 2 3
ERG 105 | Saglikli Yasam Stratejileri 2 3
ERG 403 | Klinik Egitim I 4 5
Ergoterapi
ERG 405 | Klinik Egitim II 4 5
ERG 419 | Klinik Egitim V 4 6
Ortak Dersler SCM 120 | Saglikli Yasam Stratejileri 4 4
YBD 105 | Mesleki Oryantasyon | 1 1
YBD 113 | Beslenme Ilkeleri I 3,5 6
Beslenme ve YBD 207 | Beslenme ve Saglikli Yasam 2 3
Diyetetik Tirkee  "YBD 211 | Afet ve Beslenme 1 3
YBD 231 | Besin Kimyasi ve Analizleri I 3,5 5
YBD 421 | Besin Ilag Etkilesimi 2 4
Hemsirelik Boliimii | BES 201 | Beslenme Ilkeleri 2 3

13.  Projelerde Yaptig1 Gorevler

e 60 + Tazelenme Universitesi — Girne Universitesi dersleri kapsaminda “Besin

Gruplar1 ve Optimal Beslenme” ve “Su ve Saglik” konulu ders anlatimlari -

Konusmaci (Mart ve Nisan 2019)






