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OZET
YUKSEK LiSANS TEZIi

RATLARDA iZOPROTERENOL UYGULAMASIYLA OLUSAN BEYIN
HASARINA KARSI KARVAKROLUN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Betiil BAGCI
Damisman: Doc. Dr. Selcuk OZDEMIR

Amag:Bu tez ¢aligmasi, siganlarda izoproterenol kaynakli oksidatif stres, néroinflamasyon,
mitokondriyal disfonksiyon ve beyin hasar1 gostergelerine karsi giiglii, anti-inflamatuar,
antioksidan, ve noroprotektif aktiviteleri oldugu ileri siirtilen Karvakrol'iin koruyucu etkilerini
arastirmayi amagclamigtir.

Yéntem:Ratlar 5 gruba ayrildi. Grup 1;Kontrol grubu, Grup 2;izoproterenol grubu (subkutan
uygulama),Grup 3 ;Karvakrol 50 mg/kg grubu (oral uygulama),Grup 4; izoproterenol +
Karvakrol 25 mg/kg (25 mg/kg dozunda oral yoldan karvakrol verildi.Seyreltilmis
izoproterenol 100 mg/kg subkutan uygulama), Grup 5; Izoproterenol + Karvakrol 50 mg/kg (50
mg/kg dozunda oral yoldan karvakrol verildi.Seyreltilmis izoproterenol 100 mg/kg subkutan
uygulama).Uygulama gruplar1 hayvanlarindan beyin dokusu ve serum 6rnekleri alindi.. Alinan
beyin dokularindan biyokimyasal, histopatolojik, Western Blot, Real-Time PCR teknigiyle
karvakroliin noéroprotektif 6zellikleri degerlendirildi.

Bulgular:Karvakrol tedavisinin saglikli siganlarda bazal oksidatif stres diizeylerini
degistirmedigini, ancak antioksidan enzim aktivitesini artirarak, lipid peroksidasyonunu
azaltarak ISO kaynakli oksidatif hasari hafiflettigini, MDA diizeylerinde azalma sagladigini
gostermistir. Noroinflamasyon agisindan, ISO maruziyeti TNF-a, IL-1pB, c-Fos, BDNF, Nfl ve
GFP gibi proinflamatuar belirteglerin ekspresyonunu artirarak giiglii bir inflamatuar ve hasar
yanitin1 gostermistir.CVC enjeksiyonu ise, bu belirteglerin ekspresyonunu azaltti. Analiz, tim
gruplarda Abeta40, pTaul8l ve tTau'nun ekspresyon diizeylerinde onemli degisiklik
olmadigim gdstermistir.CVC ile tedavi edilen gruplarda NSE, s100B, CALP1 ve CALML1 gibi
mitokondriyal hasar belirteglerinin mRNA ekspresyonunun azalmasi, CVC'nin mitokondriyal
disfonksiyonu  hafiflettigini = gostermistir. CVC, IL-18  ekspresyonunu etkiledi ve
ndroinflamatuar gostergeleri azaltti, ancak beta-amiloid birikimini degistirmedi.

Sonuc¢: Bulgular, karvakroliin oksidatif stresi, inflamasyonu ve mitokondriyal bozuklugu
hafifletmede noroprotektif etkisinin oldugunu dogrulamistir. Ancak, norodejeneratif
bozukluklardaki islevini tamamen aydinlatmak i¢in ek arastirmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif Stres, Néroinflamasyon, Izoproterenol (ISO),Karvakrol
(CVC),Mitokondriyal Disfonksiyonu, Beyin Hasar1 Belirtegleri

Haziran 2025, 60 sayfa



ABSTRACT
MASTER’S THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CARVACROL ON BRAIN DAMAGE
INDUCED BY ISOPROTERENOL ADMINISTRATION IN RATS

Betiil BAGCI
Supervisor: Dog. Dr. Selcuk OZDEMIR

Purpose: This thesis study aimed to investigate the protective effects of carvacrol, which is
suggested to have strong anti-inflammatory, antioxidant and neuroprotective activities against
isoproterenol-induced oxidative stress, neuroinflammation, mitochondrial dysfunction and
brain damage indicators in rats.

Method: Rats were divided into five groups. Group 1; the Control group, Group 2;Isoproterenol
group (subcutaneous administration), Group 3; Carvacrol 50 mg/kg group (oral administration),
Group 4; Isoproterenol + Carvacrol 25 mg/kg (Carvacrol was given orally at a dose of 25 mg/kg.
Diluted isoproterenol was given subcutaneously at 100 mg/kg), Group 5; Isoproterenol +
Carvacrol 50 mg/kg (Carvacrol was given orally at a dose of 50 mg/kg. Diluted isoproterenol
was given subcutaneously at 100 mg/kg). Brain tissue and serum samples were taken from the
animals in the application groups.The neuroprotective properties of carvacrol were evaluated
using biochemical, histopathological,Western Blot and Real-Time PCR techniques from the
brain tissue samples.

Findings: It was indicate that carvacrol treatment did not change basal oxidative stress levels
in healthy rats, but alleviated 1SO-induced oxidative damage by increasing antioxidant enzyme
activity, reducing lipid peroxidation, and providing a decrease in MDA levels. Concerning
neuroinflammation, 1SO exposure indicated a strong inflammatory and injury response by
increasing the expression of proinflammatory markers such as TNF-a, IL-1p, c-Fos, BDNF,
Nfl, and GFP. CVC injection reduced the expression of these markers. Analysis indicated that
there were no significant changes in the expression levels of Abeta40, pTaul81 and tTau in all
groups. Decreased mMRNA expression of mitochondrial damage markers such as NSE, s100B,
CALP1, and CALML1 in CVC-treated groups indicated that CVC alleviated mitochondrial
dysfunction. CVC affected IL-1p expression and reduced neuroinflammatory markers, but did
not alter beta-amyloid deposition.

Results: The findings confirmed the neuroprotective effect of carvacrol in alleviating oxidative
stress, inflammation, and mitochondrial dysfunction. However,additional investigation is
necessary to completely clarify its function in neurodegenerative disorders.

Keywords: Oxidative Stress, Neuroinflammation, Isoproterenol (1SO), Carvacrol (CVC),
Mitochondrial Dysfunction, Brain Damage Markers
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GIRIS

Sentetik bir sempatomimetik amin (katekolamin) olan izoproterenol (ISO) 1959 yilinda
kesfedilmistir (Kahn et al.1969). Izoproterenol, bir tiir beta-adrenerjik agonist ilagtir. Beta-
adrenerjik reseptorleri uyararak, viicutta bircok etkiye sahip bir hormon olan adrenalinin benzer
etkilerini taklit eder. Adrenalin ile yap1 olarak birbirine ¢ok benzemektedir. Adrenalin viicutta
dogal olarak sentezlenen bir katekolamindir ve adrenalin alfa reseptorlerini uyarir.
Izoproterenol ise beta reseptdrler iizerinde en giilii agonist etki yapmasma ragmen alfa
reseptor lizerine etkisi oldukga zayiftir. Bu segici etki, izoproterenoliin kalp atig hizinin artmast,
bronkodilatasyon ve vazodilatasyon gibi belirli etkilerin ortaya ¢ikmasini saglar. Bu 6zellikler,
izoproterenoliin bradikardi, astim ve solunum bozukluklar1 gibi rahatsizliklarin tedavisinde
kullanilmasinda etkilidir. Adrenalin ile yapisal ve fizyolojik benzerlikleri nedeniyle
izoproterenol, farmakolojik arastirmalarda ve yeni tedavi tekniklerinin formiile edilmesinde

onemli bir arag olarak ortaya ¢ikmustir (D'Ambrosi et al.2018).

Izoproterenol yiiksek dozda verilirse miyokartta iskemiye neden olmaktadir (Knufman,
et al. 1987; Halic1 et al. 2006). Miyokarttaki iskemi, izoproterenoliin kalp lizerindeki gii¢li
pozitif inotrop ve pozitif kronotrop etkilerinden kaynaklanmaktadir. Bu etkiler, miyokardin
oksijen ihtiyacini artirir, diyastolik dolma basincini ve koroner perflizyon basincini diisiirerek
miyokartta iskemik degisikliklere neden olur. Bu degisiklikler, insanlarda gelisen kalp krizi
sonrasi degisimler ile benzerlik gostermektedir (Rona etal. 1959). Miyokard iskemisi uzun siire
devam ederse, viicutta oksijen ihtiyacinin azalmasina yol acabilir ve yetersiz oksijenlenme de
beyin hasarmma neden olabilir. Ancak, uzun siireli miyokard iskemisi ile beyin iizerinde

dogrudan etkileri arasindaki iliski hakkinda sinirli bilgi vardir.

Hipoksik-iskemik ensefalopati (HIE), hipoksi ve beyin kan akisinin azalmasi sonucu
olusan, dliimle ve kalict norolojik sonuglarla sonuglanan bir beyin hasari tiiriidiir (Dumbuya et
al. 2021; Garci Alix et al. 2024). HIE'min ortaya ¢ikisi, ilk hasardan sonraki saatler iginde
noronal hiicre 6liimiiyle sonuglanan ve devam eden bir siirectir. Baslangi¢ evresinde iskemi ve
hipoksi hiicresel enerjinin tilkenmesine neden olur, bu da oksidatif metabolik yetmezlige,
eksitotoksik kimyasallarin birikmesine, hiicre éliimiine, hiicre i¢i Ca®* asin1 yiiklenmesine ve
O0deme yol agar. Sonraki faz, viicudun solunum ve serebral dolasimi yeniden baslattig1 latent
fazdir; ancak bu siire¢ reperflizyon hasar1 ve oksidatif stresle sonuglanir. Bu donemde
ndroinflamasyon ve mitokondriyal islev bozuklugu ortaya ¢ikar ve proapoptotik sinyal yollari

aktive olur(Canovas-Ahedo et al. 2019;Andelius et al. 2020; Ranjan et al. 2023). Bu durum,

1



gecikmis ndronal 6liim olarak adlandirilan ikincil enerji yetersizligine yol acar ve bu da hiicre
olimiinii, eksitotoksisiteyi ve oligodendrositlerin gecikmis olgunlasmasini siddetlendirir.
Kronik inflamasyon ve epigenetik degisiklikler, haftalarca, aylarca hatta yillarca siirebilen
kalic1 beyin hasarina yol agabilir ve sonugta viicuda 6nemli zararlar verebilir. Hipoksik-iskemik
ensefalopatinin (HIE) patogenezi &ncelikle hipoksi-iskemi, reperfiizyon hasari, inflamasyon,
oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, eksitotoksisite, ferroptozis, endoplazmik retikulum
stresi (ERS), hiicresel sisme, bozulmus olgunlasma ve apoptozis gibi mekanizmalar1 kapsar

(Molloy et al.2024).

Bitki {irtinleri ve tiirevleri, eski caglardan beri tedavi edici unsurlarin kaynag olarak
kabul edilmektedir. Gliniimiizde ise, farkli bitki kaynaklarindan elde edilen ugucu yaglar ve
ekstraktlar1 potansiyel antioksidan bilesikler olarak arastirilmaktadir. Bunlardan biri olan kekik
eski zamanlardan beri hem baharat hem de ila¢ olarak kullanilan ¢ok Onemli bir bitkidir.
Karvakrol (CVC) ise, ilk olarak kekik ve sonrasinda diger aromatik bitkilerin ugucu yaglarinda
bulunan monoterpenik (Temel yapis1 birbirine bagli iki izopren biriminden olusan, bitkilerde
ve ugucu yaglarinda yaygin olarak bulunan bir dizi kimyasaldir) bir fenoldiir (Gandova et al.
2023; Maczka et al. 2023;Chaachouay et al. 2024). Karvakrol (CVC),giiniimiizde siklikla ve
yiiksek oranda gida ve kozmetik sektoriinde kullanilmaktadir. Karvakrol'in antifungal,
antibakteriyel ve antioksidan etkileri yapilan bir¢ok calismada gézlemlenmistir (Friedman,
2014; Sharifi-Rad et al. 2018;Imran et al.2022). Bunlarin yani sira, karvakrol‘lin bir¢ok yararli
etkileri vardir. Bunlar; antimutajenik, antigenotoksik, antispazmodik, angiyojenik,
antiparazitik, insektisidal, antihepatoksik etkilerdir (Baser et al. 2008; Giindiiz, 2010).
Karvakrol (CVC), pek ¢ok faydali etkisinin yani sira rejenerasyonu baslatan 6zelliklere de
sahiptir (Uyanoglu et al. 2008). Tiim bunlarin yam sira karvakroliin antioksidan 6zelligini
destekleyen bir¢ok calisma da bulunmaktadir.Karvakrol (CVC), kimyasal yapisinda bir
hidroksil grubuna (OH-) sahip oldugu igin bir antioksidan olarak kabul edilir (Kulisic et al.
2004). Kekigin,antioksidan 6zellikleri ve kimyasal bilesikleri arasindaki iliski incelendiginde,
antioksidan giiciiniin antioksidan konsantrasyonuna bagli oldugu gosterilmektedir (Giindiiz,
2010).Yapilan calismalar, karvakroliin farelerde ve sicanlarda ndroprotektif etkilere sahip
oldugunu gostermistir (Friedman, 2014). Karvakroliin néroprotektif potansiyeli arastirilmis
olup, lipid peroksidasyon diizeylerini ve hiicre 6liimiinii azalttigi goriilmistiir (Guan et al.

2019).

S100B proteini, diisik molekiil agirlikli (9-13 kD) kalsiyum baglayict S100
proteinlerinden olusan multigenik ailenin bir pargasidir. S100B agirlikli olarak merkezi sinir

sisteminin glial hiicrelerinde, ozellikle astrositlerde bulunur (Donato, 1986;Heizmann et
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al.2002). Enolazlar, ii¢ farkli immiinolojik alt birimden (a, B ve y zincirleri) olusan dimerik
izoenzim dizisi olarak adlandirilan glikolitik enzimlerdir. y v ve o y izoformlar1 noronlar,
periferik néroendokrin doku ve amin 6nciil alim ve yikim sistemiyle iliskili malignitelerle
stnirlidir (Cooper, 1994). Kalmodulin (CaM), kalsiyum sinyallemesinin 6nemli bir boliimiinii
ileten ¢ok yonlii bir kalsiyum iyon sensor proteinidir. CaM, her biri bir ¢ift EF-el kalsiyum
baglayict motificeren ve uzunlamasina esnek bir merkezi sarmal ile birbirine baglanan, yapisal

olarak benzer iki kiiresel alana sahip halter bi¢imli bir proteindir (Ikura et al.2006).

Yapilan arastirmalara gore farkli nedenlerden kaynakli beyin hasari olusturulmus ve
beyin hasarina karsi karvakroliin etkileri incelenmistir. Ancak calismalari inceledigimizde
izoproterenoliin hipoksiye bagli beyin hasar1 olusturup olusturmadigi sorusunun cevabini

alabilecegimiz ¢alisma bulunmamaktadir.
Hipotez ve Amac¢
Yapacagimiz ¢alisma sonucunda elde edilmesi 6ngoriilen bulgular;

e Sicanlarda izoproterenol uygulamasinin neden oldugu beyin hasarinin boyutunu
karakterize etmek ve néronal hasarin altinda yatan mekanizmalar1 aydinlatmak,

e CVC'nin, ISO'nun neden oldugu noronal hasar1 hafifletmedeki potansiyel terapotik
etkilerini incelemek ve beyindeki oksidatif stresi, inflamasyonu ve hiicresel hasari

onleme yetenegini degerlendirmek,

Sonug olarak, bu tez kapsaminda giiclii, anti-inflamatuar, antioksidan, ve ndroprotektif
aktiviteler dahil olmak iizere bircok biyolojik aktiviyeteye sahip olan karvakroliin
izoproterenol kaynakli beyindeki hasara karst potansiyel koruyucu etkisinin
belirlenmesi ve bu dogrultuda, ISO tarafindan antioksidan savunma sistem unsurlarinin
seviyelerinde olusabilecek degisimler, oksidatif stres, noroinflamasyon, mitokondriyal

disfonksiyon ve hiicresel hasar iizerine karvakrol etkisinin arastirilmasi amaglanmaistir.



KURAMSAL TEMELLER

Izoproterenol (1SO)

Sentetik bir sempatomimetik amin (katekolamin) olan izoproterenol (ISO) 1959 yilinda
kesfedilmistir (Kahn et al.,1969). Beta-adrenerjik reseptorlere etki eden en giiclii yapidaki
sempatomimetik ilactir (Ozgiin, 2013). Izoproterenoliin sistemik ismi 4-(1- hidroksi-2-
[(metiletil)amino]etil)-1,2-benzendiol hidroklorittir ve kapali formiiliic C11H17NO3.HCI “dir.
Molekiil agirligi ise 247.72 g'dir (Oglakei, 2016) (Sekil 1).

OH
HO N\l/CHg
HO™ CHs
|zoproteranol

Sekil 1.1zoproterenol yapist (Oglakei, 2016)

Izoproterenol beta-adrenerjik reseptorleri uyararak, viicutta bircok etkiye sahip bir
hormon olan adrenalinin benzer etkilerini taklit eder. Adrenalin ile yap1 olarak birbirine ¢ok
benzemektedir (Sekil 2). Adrenalin viicutta dogal olarak sentezlenen bir katekolamindir ve
adrenalin alfa reseptdrlerini uyarir. Izoproterenol ise beta reseptdrler iizerinde en giiclii agonist

etki yapmasina ragmen alfa reseptor tlizerine etkisi oldukga zayiftir (D'Ambrosi et al. 2018).

N CHg
CH3
Adrenalin |ZOpl'Ote r8n0|

Sekil 2. Adrenalin ve isoproterenoliin yapisal benzerligi (D'Ambrosi et al. 2018).

izoproterenol (1SO) vazodilatér etkiye sahiptir. Agiz yoluyla alinamaz ¢iinkii adrenalin
gibi izoproterenol de bagirsakta inaktive edilir. 1ISO, bronkospmazm ve solunum problemlerini
tedavi etmek ve astim atagi sirasinda bronkodilator olarak kullanilir. Ayrica belirli kalp

rahatsizliklarim tedavi etmek, 6zellikle de bradikardi durumunda kalp atis hizin artirmak igin
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kullamlmaktadir (D'Ambrosi et al. 2018;0gata et al. 2020). Izoproterenol (1SO) kalbin
caligmasini dogrudan hizlandirmakla kalmaz, dolayli olarak da kan basincini diisiirerek kalbin
calismasini hizlandirir. Bu da kalbin oksijen tiiketimini arttirir ve verimini diisiiriir (Kayalp,
2012). Kalbin oksijen ihtiyact karsilanamadiginda ise goreceli hipoksi olusur. Yiiksek dozda
verilen izoproterenol ise miyokartta iskemi durumuna neden olur (Knufman et al. 1987). Uzun
siireli miyokard iskemisi, viicudun oksijen ihtiyacinin azalmasina neden olabilir ve bu durum

yetersiz oksijenlenmeye yol agarak beyin hasarina sebep olabilir.

Hipoksik iskemik Ensefalopati (HIE)

Hipoksik-iskemik ensefalopati (HIE), beyine yetersiz kan ve oksijen gitmesi sonucu
olusan, basta merkezi sinir sistemi olmak {izere, bircok organda ¢esitli derecelerde islev
bozukluguna yol agabilen klinik bir durumdur (Dumbuya et al. 2021). Oksijen yetersizliginde
hipoksinin siddetine gore tiim organlar etkilenirken, etkilenen organlar arasinda en hassas olani
beyindir.Oksijensizlik nedeniyle beyinde meydana gelen olaylar, hipoksik iskemik ensefalopati
(HIE) olarak tammlanir. HIE, antepartum dénemde %350, intrapartum ddénemde %40 ve

postpartum donemde ise %10 oraninda goriilmektedir (Lai et al. 2011).

Hipoksik-iskemik ensefalopati, noérolojik bozukluklarin, neonatal beyin hasarinin
morbidite ve mortalitenin dnde gelen nedenlerinden biridir ( Akar et al. 2017).Hipoksik iskemik
durum, akut ya da kronik olarak gelisebilir ve genellikle ¢esitli maternal, kord, plasental ve
uterus gibi faktorlerle iliskilidir. Ayrica, postnatal donemdeki sok, solunum veya kalp durmasi
gibi olaylar da hipoksik-iskemik hasara yol acabilir (Garci Alix et al. 2024). Tip alanindaki ve
teknolojideki ilerlemelere ragmen, giiniimiizde nérolojik morbidite ve mortalitenin en énemli

nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir.

Hipoksik Iskemik Ensefalopati Patofizyolojisi

Hipoksik iskemik ensefalopati patofizyolojisinde mitokondriyal enerji iiretim
yetmezligi, oksidatif stres, glutaminerjik eksitotoksisite ve apoptoz gibi ¢esitli mekanizmalar
yer almaktadir. Fetusa yeterli oksijen ve glukoz saglanmadiginda, oksidatif fosforilasyon
bozulur ve hiicreler anaerobik metabolizmaya gegis yapar. Anaerobik metabolizma sonucunda
laktik asidoz meydana gelir ve bu durum daha sonra fetal asidemiye yol agar (Douglas-Escobar
et al. 2015). Asfiksi, serebral iskemiye yol agar ve bu durum hiicresel yiiksek enerjili fosfat
diizeylerinde ani bir diisiise neden olur.Bu olay, primer enerji yetersizligi olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre yiizeyindeki enerji bagimli iyon kanallari, 6zellikle Na-K-ATPaz ve
Na-Ca pompalari, islevlerini kaybettiginde hiicre icerisine su, sodyum ve klor girmeye baslar.

Bu durum, hiicrenin sismesine ve osmotik lizise yol agar. Hiicresel depolarizasyon nedeniyle
5



glutamat salimmmui artar. N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin glutamat ile asiri
uyarilmasi, hiicre i¢indeki kalsiyum seviyesinin yiikselmesine yol agar ve bu durum, nekrotik
hiicre 6liimiine sebep olur( Greco et al. 2020). Ayrica, serbest oksijen radikallerinin artisi, nitrik
oksit liretimini ve hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu tetikler. Bu durum, hiicre zarinda
hasara yol agarak apopitozda rol oynayan genlerin, 6zellikle Caspase-3, uyarilmasina neden
olmaktadir. Akut zedelenme ve resiisitasyonun ardindan serebral kan akimi kismen veya
tamamen diizelmeye baslar. Bu doneme "latent faz" denir ve 6-15 saat siirer. Latent faz
stiresince oksidatif metabolizma normale donerken, ikincil inflamasyon ve hiicresel apoptoz
siirecleri de baglamaktadir. Miidahale edilmedigi takdirde, latent faz ikincil enerji yetersizligine
dontisebilir; bu da hiicresel eksitotoksisite, oksidatif hasar ve li¢ gilin i¢inde ndronal 6liime yol
acar. Nobetler genellikle ikinci asamada meydana gelir (Douglas-Escobar et al. 2015; Greco et

al. 2020).Hipoksik iskemik ensefalopatinin patofizyolojisi Sekil 3’de gosterilmistir.

Latent Sekonder Tersiyer
Sekonder Hitcre 8limi
Hiicre 6liimii Mitokondriyal ucre ofumu
] Programlanmis Hasar Programlanmg
Reperfiizyon . "gr e hiicre 6limii
A hiicre 6limii -
4 < ) yolagi
: yolagt Nobet
— | |naer
l Glukoz ve O X Seronder
[ Eksitotoksisite | INSiickoraral
; ; ) hasar
[ Inflamasyon
ATP Uretimi ' )
l [ Oksidatif Stres -

v ¢ v

Latent Latent Latent

Sekil 3. Hipoksik iskemik ensefalopati patofizyolojisi (Douglas-Escobar et al. 2015’ten
diizenlenmistir).

Noronal Hasarin Mekanizmasi

Hipoksik iskemik ensefalopati sirasinda meydana gelen noron hasari, akut hasarin
baslangicindan reperflizyon donemine kadar siiregelen bir siirectir (Lai et al. 2011). Merkezi
sinir sistemi, glukoz ve oksijene biiyiik 6l¢lide ihtiyag duyan bir yapidir. Hipoksik iskemik
ensefalopati sirasinda meydana gelen nérolojik hasar, hem oksijenin hem de yetersiz kan
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akisinin neden oldugu oksijen ve glukoz eksikliginden kaynaklanan enerji yetersizligini
beraberinde getirir. Bu durum, hiicre disfonksiyonu ve hiicre 6liimiine yol agan bir dizi
biyokimyasal reaksiyonun tetiklenmesine neden olur (Lai et al. 2011; Volpe, 2012). Beyin
normal sartlarda enerjisini mitokondrilerde gerceklesen aerobik metabolizma araciligiyla
saglar. Tiiketilen her bir molekiil glukoz, 38 molekiil ATP'nin olusumunu saglar. Bu metabolik
sirecin  gergeklesebilmesi i¢in 3,3 ml/100g/dakika kadar oksijen destegine ihtiyag
duyulmaktadir. Oksijen ve glukoz kaynaklarinin azalmasi durumunda primer ve sekonder enerji
eksikligi meydana gelir (Lai et al. 2011). Primer enerji eksikligi durumunda, yetersiz oksijen
nedeniyle beyin glukozu aerobik olarak metabolize edemez. Bu durumda ketonlar ve diger
substratlardan da yararlanamaz ve bu nedenle anaerobik metabolizma yoluna yonelir. Bu
yontemle ise yalnizca iki molekiil ATP iiretimi ger¢eklesir ve yan iiriin olarak laktik asit ortaya
cikar. Laktik asit birikimi sonucunda pH seviyeleri giderek diiser ve bu durum dokuda asidoza
yol acar ( Volpe, 2012). Yeterli ATP sentezlenemediginde, ATP bagimli Na-K pompasi islevini
yerine getiremez. Bu durum, hiicre i¢cinde Na+, Ca2+ ve suyun birikmesine, glutamat gibi
uyarici norotransmitterlerin  salinimina, fosfolipaz aktivitesinin artmasina ve serbest
radikallerin olusumuna yol acar (Tan et al. 1998;Lai et al. 2011; Volpe, 2012).(Sekil 4)
Gegmiste reaktif oksijen radikallerinin doku hasarina yol ac¢tig1 diisiiniiliirdii; artik, oksidan ve
antioksidanlarin karsilikli etkilesimleri sonucunda da doku hasarinin meydana geldigi

anlasilmaktadir (Tan et al. 1999).
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Sekil 4. Hipoksik iskemik Ensefalopati'de primer noron hasarlanmasi evresi (Tan et al.
1998;Lai et al. 2011; Volpe, 2012°den diizenlenmistir).



Karvakrol

Karvakrol (CVC), Origanum, Satureja, Thymbra, Thymus ve Corydothymus gibi ¢esitli
aromatik bitki tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan, ayrica sentez yoluyla elde edilebilen fenolik
ve bir oksijenli monoterpendir (Baser, 2008). ITUPAC adi 5-izopropil-2-metilfenoldiir.
Molekiiler formiiliit C10H140 'dur (Vincenzi et al. 2004). Sekil 5’te karvakroliin kimsayal yapisi
gosterilmistir. CVC, suda ¢6zenmez ancak eter ve alkolde ¢oziinebilmektedir. Kaynama noktasi
237-238°C, erime noktast 1.0°C ve pH’13.9’dur. Karvakrol (CVC), oldukga kiigiik ve lipofilik
bir yapiya sahip oldugu i¢in hiicre membranini kolaylikla gecebilmektedir. Karvakrol,
Lamiaceae familyasindan olan kekik ve giliveyotu gibi tibbi aromatik bitkilerin ugucu yag

fraksiyonunun baslica dogal bilesenidir (Zotti et al. 2013).
CH,

OH

HsC CH,

Sekil 5.Karvakroliin kimyasal yapisi (Zhang et al.2018

Karvakrol'iin antifungal, antibakteriyel ve antioksidan etkileri yapilan birgok ¢aligmada
gozlemlenmistir (Friedman, 2014;Sharifi-Rad etal. 2018; Imran et al. 2022). Bunlarin yani sira,
karvakrol‘lin bir¢ok yararli etkileri vardir. Bunlar; antimutajenik, antigenotoksik,
antispazmodik, angiyojenik, antiparazitik, insektisidal, antihepatoksik etkilerdir (Baser et al.
2008; Giindiiz, 2010). Karvakroliin, hem gram negatif hem de pozitif bakterilere kars1 kapsamli
ve gii¢lii antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Solomakos et al. 2008). Karvakrol
(CVC) bakteriyel hiicre zarlarina niifuz ederek hiicre igerisinde antimikrobiyal aktivite gdsterir
(Cristani et al. 2007). Ayrica antikanserojen bir bilesik olarak da islev goriir. Bu 6zellikleri
sayesinde, gida katki maddelerinden kozmetik tirtinlere kadar pek ¢ok alanda koruyucu olarak
kullanilmaktadir (Friedman, 2014).



Yapilan bircok c¢alisma, karvakroliin analjezik, antiinflamatuar, yara iyilestirme ve
hiicre proliferasyonunu arttiric1 etkilere de sahip oldugunu gostermistir.Bazi deneysel
caligmalar ise, karvakroliin hasar gormiis karaciger hiicrelerinin yenilenme siirecini
hizlandirdigim gostermistir (Canbek et al. 2008) ayrica akciger kanserinde de iyilestirici

glictiniin oldugu ispatlanmistir (Koparal et al. 2003).

Karvakrol (CVC), pek ¢ok faydali etkisinin yan1 sira rejenerasyonu baslatan 6zelliklere
de sahiptir (Uyanoglu et al. 2008).Tiim bunlarin yant sira karvakroliin antioksidan 6zelligini
destekleyen bir¢ok galisma da bulunmaktadir. Karvakrol, kimyasal yapisinda bir hidroksil
grubuna (OH-) sahip oldugu i¢in bir antioksidan olarak kabul edilir (Kulisic et al. 2004).
Kekigin,antioksidan oOzellikleri ile kimyasal bilesikleri arasindaki iliski incelendiginde,

antioksidan giiciiniin antioksidan konsantrasyonuna bagl oldugu gosterilmektedir (Giindiiz,

2010).

Yapilan caligmalar, karvakroliin farelerde ve siganlarda noroprotektif etkilere sahip
oldugunu gostermistir (Friedman, 2014).Ayrica, Guan ve arkadaslar1 tarafindan karvakroliin
noroprotektif rolii incelenmis ve karvakroliin, lipit peroksit seviyelerini ve hiicre Sliimiinii

azalttig gosterilmistir (Guan et al. 2019).

Karvakroliin Antioksidan Etkisi

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) meydana gelmesi ile bu siirecleri
engelleyen antioksidan molekiiller ve enzimler arasindaki dengesizlikten olugmaktadir
(Samarghandian et al.2015). Artis gosteren metabolik hiz, ek serbest radikallerin olusumuna
neden olmakta ve bu durum, reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan sistem arasinda bir
dengesizlik yaratmaktadir. Bu serbest radikaller, hiicrelerde bulunan proteinler, lipidler ve
niikleik asitler gibi gesitli molekiillerde oksidatif hasara yol agmaktadir (Jomova et al. 2023).
Yapilan caligmalarda, oksidatif stres siireci devam ederken dogal antioksidan takviyeleri
almanin viicuttaki organ fonksiyonlarini iyilestirdigi gosterilmistir (Gupta et al. 2010).
Karvakroliin ise giiglii bir antioksidan etkisi vardir (Javed et al. 2023). Karvakroliin
antimikrobiyal ve antioksidan etkileri lizerinde, 6zellikle aromatik halka ile baglantili olan OH-
grubunun 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Kulisic et al. 2004). Karvakroliin radikal
stiptiriicti etkisi reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirip GSH seviyelerini korur. Bu sekilde,
karvakrol tedavisi GSH seviyesinin artigina yol agmaktadir. Ayrica, hiicre kiiltiirii ve hayvan
deney c¢aligmalari da CVC'nin genel antioksidan kapasitesini arttirdigini  gostermistir
(Aeschbach et al. 1994).



Karvakroliin Noroprotektif Etkisi

Yapilan aragtirmalar néroinflamasyon ve oksidatif stresin merkezi sinir sistemi (MSS)
bozukluklarinda 6nemli rol oynadigini, 6grenme ile hafiza bozukluklarinin en Onemli

nedenlerinden biri oldugunu ortaya koymustur.

Onceki arastirmalarda ise, inflamatuar sitokinlerin siirekli iiretiminin hafizay1, glutamat
salinmmint ve hiicre sinyal yollarim etkiledigi ortaya konmustur (Galic et al. 2012). Diisiik
molekiil agirligr ve lipofilik yapisi sayesinde kan-beyin bariyerini asarak noroprotektif etkiler
gosterdigi belirtilmistir (Lee et al. 2020). Karvakroliin, 6-hidroksidopaminle tetiklenen
Parkinson hastaligi hayvan modelinde (Haddadi et al. 2018), diabetik siganlarda (Deng et al.
2013) ve epileptik siganlarda (Khalil et al. 2017 ) antioksidan etkileri sayesinde néroprotektif
ozellikleri oldugu kanitlanmustir. Son déonemlerdeki arastirmalarsa, karvakroliin ndrodejeneratif
hastaliklara kars1 etkili bir antioksidan oldugunu ortaya koymaktadir (Azizi et al 2022). Ayrica,
karvakroliin kaspaz-3'ii inhibe ederek néronal apoptozu hafiflettigi de gosterilmistir (Dati et al.

2017).

Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ile
antioksidanlar arasindaki dengenin oksidan yonde bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikar. OS, dogal
bir siiregtir ve bu siireci kontrol altinda tutan 6zel mekanizmalar bulunmaktadir. Bu
mekanizmalarin yetersiz kaldig1 durumlarda ise oksidatif hasar meydana gelir (Sies, 2020).
Oksidatif streste 6nemli rol oynayan reaktif oksijen tiirleri arasinda serbest radikaller olarak
siiperoksit (O27), hidroksil (OH), peroksil (RO2) ve hidroperoksil (HRO?) gibi bilesenler ile
birlikte, nonradikal tiirler olarak da hidrojen peroksit (H202) ve hipoklorik asit (HOCI)
bulunmaktadir. RNT ise, nitrojen dioksit (NO2’) ve nitrik oksit (NO) gibi serbest radikaller ile
nitréz oksit (HNO>), peroksinitrit (ONOO), ve alkil peroksinitrat (RONOO) gibi nonradikal
bilesenleri icermektedir. Serbest oksijen radikalleri (SOR) veya RNT'nin olusumu, radikal
zincir reaksiyonlart sayesinde diger iirlinlerin Uretilmesine neden olmaktadir (Sies, 2020).
Serbest radikallerin yasam siireleri ¢ok uzun olmamakla birlikte proteinler, lipitler ve niikleik
asitler gibi makromolekiillerle etkilesime girerek hiicresel yap1 ve islevlerde bazi1 degisikliklere

neden olabilirler (Rohansen et al 2005).

Birgok hastaligin etiyopatogenezi agisindan reaktif oksijen tiirlerinin artist ve lipit
peroksidasyonu 6nemli bir rol oynamaktadir. Lipid peroksidasyonu, reaktif oksijen tiirleriyle

meydana gelen hiicre hasarinin en 6nemli sonuglarindan biridir. Normal metabolizma sirasinda
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diisiik hizda gergeklesen lipid peroksidasyonu, oksidatif stres ve oksidanlarin fazlaligiyla artis
gostermektedir (Sies, 2020). Asir1 reaktif oksijen tlirlerinin tiretimi, hiicre fonksiyon kaybina

yol agar ve bu da apoptoz veya nekroz ile sonuglanir (Rohansen et al 2005).

Antioksidanlar

"Antioksidanlar" viicutta reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu 6nleyen, bu maddelerin
yol actig1 hasar1 engelleyen ve detoksifikasyonu saglayan maddelerdir (Karabulut et al. 2016).
Insanda bulunan antioksidanlarin bir kismi ya viicut tarafindan dogal olarak kendisi iiretir ya
da disaridan ek olarak alinir. Antioksidanlar, kaynaklarina gore endojen (enzimatik ve

nonenzimatik) ve eksojen olmak tizere iki gruba ayrilir (Gulcin, 2020).

Enzimatik Antioksidanlar

Serbest radikallere kars1 ilk savunma hattini viicutta iiretilen katalaz (KAT), stiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik antioksidanlar olusturur
(Ighodaro et al. 2018).

Siiperoksit Dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1)

SOD, substrat olarak serbest radikalleri kullanan tek antioksidan enzimdir. SOD, bir
siiperoksit radikalini O2' ye oksitleyip diger bir siiperoksit radikalini de daha az reaktif bir
molekiil olan hidrojen peroksite (H203) indirgenmesini katalize eder (Aslankog et al. 2019).

SOD
O2*+0y*+2H" — O, + H20,

Stiperoksit Dismutaz’in ti¢ farkli izoformu vardir. Bunlar, sitozolde bulunan bakir (Cu-
SOD) ve ¢inko (Zn-SOD) formlar1 ile mitokondride bulunan ve mangan igeren (Mn-SOD)
izoformudur (Aslankog et al. 2019).

Katalaz (KAT, E.C.1.11.1.6)

Yapisinda tek bir ferriprotoporfirin barindiran ve her bir alt birimin enzimin
kararlihiginda 6nemli bir rol iistlendigi NADPH igeren bir hemoproteindir (Aslankog et al.
2019).

Memeli hiicrelerinin mitokondrilerde bulunmaz. Ancak bu durumun tek bir istisnasi

vardir; o da sigan kalbinde bulunan mitokondridir. Katalaz, reaktif oksijen tiirlerine karsi

11



biyolojik sistemi koruyabilen, indiiklenebilir bir enzimdir. Bu enzimin temel foksiyonu H20’yi
molekiiler oksijen ve suya katalizlemektir (Aslankog et al. 2019).

KAT
H,O, —» 2H,0+ 0,

Glutatyon Peroksidaz (GPx, E.C.1.11.1.9)

Cogu zaman aktivitesi selenyuma bagli olan glutatyon peroksidaz mitokondri ve bazen
de sitozolde hidrojen peroksidi suya doniistiiren dnemli bir antioksidandir. GPx'in en énemli
islevi, oksidatif strese kars1 hiicreleri korumaktir. Tanimlanan en az 8 adet GPx enzimi (GPx1-
GPx-8) vardir (Aslankog et al. 2019).

GPx, 6nemli bir hidrojen peroksit indirgeyici enzim olup, hiicreleri gesitli hasarlara karsi
korumada gorevlidir (Sharma et al. 2008). Arastirmalar, diisiik GPx seviyelerinin antioksidan
sistemin bozulmasina yol agtiginm1 gostermektedir. Bu durum, membran yag asitleri ve
fonksiyonel proteinlerde oksidatif hasar olusumuna neden olmakta; sonu¢ olarak ndrotoksik
hasar gelisimi ve ndrodejenerasyon ile birlikte kalict hasarlar ortaya ¢ikmaktadir. Tiim bu

bulgular, antioksidan savunma sisteminin bozuldugunu gostermektedir (Aslankog et al. 2019).

Non-enzimatik Antioksidanlar
Glutatyon (GSH)

Glutatyon, hiicrelerdeki en Onemli antioksidan molekiildiir ve nonenzimatik bir
antioksidandir. Reaktif oksijen tiirlerinin diizenlenmesinde ¢ok &nemlidir. Ozellikle karaciger
olmak iizere bircok dokuda bulunan glutatyon, serbest radikallerle ve peroksitlerle etkilesime
girerek hiicreleri oksidatif strese karst korumaktadir. Ayrica, bazi enzimler i¢in substrat veya

kofaktor olarak kullanilir (Jefferies et al. 2003).

Beyin Hasar1 Belirtecleri
Tiimor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a)

Tnf-a, baslica monositler ve makrofajlar tarafindan sentezlenen,gesitli hiicre ve
dokularda mitoz, farklilasma, bagisiklik diizenlemeleri,anjiyogenez, ve iltihap siirecleri gibi
pek ¢ok onemli islevde gorev alan bir sitokindir (Vilcek, 2008). Doku hasar1 veya fiziksel stres
sonrasinda kanda ilk tespit edilen sitokindir, ayrica birgok otoimmiin hastalikta inflamasyonun
baslamasi ve siirdiriilmesinde de onemli bir rol oynamaktadir. TNF-a, noroinflamasyon
stirecinin ¢ok erken asamalarinda salinarak, travmatik beyin hasarinda diger sitokinlere kiyasla

konsantrasyon artiglari bakimindan daha belirgin bir artis gostermektedir. Merkezi sinir
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sisteminde TNF-a'nin baslica kaynaklar1 genellikle mikroglialar ve astrositlerdir. Ayrica inme,
beyin i¢i kanama, siyatik sinir ve omurilik yaralanmasi gibi bazi patolojik durumlarin

noronlarda TNF-a sentezini indiikledigi gosterilmistir (Chen et al. 2016).

Norofilament Hafif Zincir (Nf-L)

Norofilamentler, ozellikle aksonlarda bol miktarda bulunan néronlarin hiicre iskeleti
proteinleridir ve ndronlarin yapisal biitiinligiinii korumak i¢in olduk¢a dnemlidirler (Varhaug
etal. 2019). Norofilament hafif zincir ise (Nf-L), yapisal proteinlerin en hafif zinciri olup ndron
liflerinin uzunlugunu ve dayanikliligini destekler. Nf-L, nérofilamentlerin omurgasini olusturur
ayrica en ¢dziinilir ve en bol alt birim oldugundan, biyolojik sivilardaki seviyelerinin giivenilir
bir sekilde dlgiilmesini miimkiin kilar (Poesen et al. 2017). Normal fizyolojik kosullar altinda
aksonlardan az miktarda Nf-L salinir ve bunun ileri yaslarda arttig1 belirtilmektedir. Bununla
birlikte, norodejeneratif,inflamatuar, travmatik veya vaskiiler yaralanma nedeniyle merkezi
sinir sistemi (MSS) aksonal hasarina yanit olarak Nf-L salinimi belirgin bir sekilde artar.
Hayvan c¢aligmalarinda, Nf-L seviyeleri yillardir aksonal hasarin bir belirteci olarak
kullanilmaktadir (Karlsson et al. 1991). Sonug olarak,Nf-L ndrolojik arastirmalarda ve klinik
caligmalarda norodejeneratif hastaliklarin tanist ve ilerlemesinin izlenmesi i¢in kullanilan
onemli bir biyobelirtegtir, ¢linkli bu tiir hastaliklarda, noéronlar zarar gordiigiinde veya
dejenerasyona ugradiginda, norofilamentlerin pargalar1 kanda serbest hale gelir ve bu nedenle
norofilament hafif zincir (Nf-L) diizeylerinin Ol¢limii, ndrolojik hasarin derecesini

degerlendirmek i¢in 6nemli bir yoldur (Deisenhammer et al. 2009)

Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)

1969 yilinda Dr. Eng tarafindan izole ve karakterize edilen glial fibriler asidik protein
astroglial (astrosit) hiicrelerin yapisinda bulunan 50 kDa agirliginda intraselliiler tip III ara
filament proteinidir (Eng et al. 2000). Merkezi sinir sistemi disinda bulunmaz. GFAP,
astrositlerin mekanik giiciinii korumak ayrica komsu noronlari ve kan beyin bariyerini (KBB)
desteklemek gibi merkezi sinir siseminde ¢ok sayida 6nemli fonksiyona hizmet eden proteindir.
Bu protein rutin olarak kanda salgilanmaz ancak hiicre 6liimii veya hasar1 sonrasinda salinir.
Bu yiizden travmatik beyin hasarinda ideal bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Lumpkins et al.
2008). Yapilan calismalarda, akut, travmatik ve serebrovaskiiler hasarlarda GFAP’in beyin

omurilik s1vist konsantrasyonlarinda artis oldugu bildirilmistir (Gomi et al. 1995).
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Amiloid beta 40 (AB40)

Amiloid beta(AB), senil plaklarin 6nemli bir bilesenidir ve noronlar,glial hiicreler,
astrositler ve beyin endoteli tizerinde bir¢ok toksik etki gosterir (Askarova et al. 2011). Amiloid
beta(AP) 40 veya 42 amino asitten olusan ve 21. kromozomda kodlanan daha biiyiik bir
transmembran protein olan amiloid prekiirsér proteininin (APP) sirasiyla; - ve y-sekretaz
enzimleri tarafindan kesilmesiyle olusur.Yani AP, amiloid prekiirsér proteininin(APP)
metabolizma iiriinlerindendir (Guo et al. 2021).Normalde amiloid betanin %90’1 Ap40
formundayken %5 ten az1 AB42 formundadir. Bu, AB40'in beyinde AB42'den daha fazla oldugu
anlamina gelir.Amiloid betanin fizyolojik rolii hala kesin olarak bilinmemektedir ancak Ap42
olarak bilinen uzun formu, Alzheimer hastaliginin patolojik plaklarinin olusumunda 6nemlidir.
AP42, noronlarda birikerek toksik oligomerlerin ve amiloid plaklarinin olusumuna katkida
bulunabilir.Bu plaklar, sinir hiicreleri arasindaki iletisimi bozabilir ve néronal hasara yol agar
(Sun et al. 2015). Amiloid beta 40 (AP40) ve amiloid beta 42 (AB42), ozellikle Alzheimer
hastaligt ve diger norodejeneratif hastaliklarin teshisi ve degerlendirmesinde Onemli
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirler. Bu belirtecler, hastaligin varligini, siddetini ve ilerleyisini

izlemek amaciyla gesitli tibbi testler ve arastirmalarda kullanilir (Wang et al. 2020).

Noron Spesifik Enolaz(NSE)

NSE, merkezi sinir sisteminde glukoz metabolizmasinda rol oynayan stoplazmik bir
glikolitik enzim olan enolazin dimerik izoenzimidir.Enolazin {i¢ immiinolojik alt birimi bulunur
(a, B, v ). Dokularda en yaygin bulunan o izoenzimidir. Sitotoksik bilesenlere maruz kalan
noronlarda NSE saliniminin oldugu, daha oOnce gergeklestirilen in vitro calismalarla
gosterilmistir. Ayrica, artan NSE diizeylerinin 6len néronal hiicre sayisin1 belirlemede iyi bir
gosterge olarak kabul edildigi de belirtilmistir.Hayvanlar tizerinde gergeklestirilen caligmalarda
da, iskemik ve travmatik beyin hasarlarinda NSE diizeylerinde artis oldugu gozlemlenmistir
(Kamtchum-Tatuene et al. 2019).

S100B Proteini

S100 ailesinin bir {iyesi olan S100B proteini astrositler tarafindan sentezlenen hiicre i¢i
bir glikoproteindir. S100B proteini hiicre i¢inde Cax+ reseptorii gibi, disinda da néropeptit gibi
etki gosterir. Beynindeki S100 proteinlerinin %96'sin1 S100B olusturmaktadir (Donato et
al.2009).

S100B proteininin glial hiicreye 6zgii oldugu ve primer astrositlerde ifade edildigi 6ne

stirlilmektedir. Bu proteinin hiicreler arasi iletisim,hiicre i¢i sinyal iletimi, enerji metabolizmast,
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néron uzamasi, kalsiyum akisinin uyarilmasi, protein kinaz C aracili fosforilasyonun
inhibisyonu, astrositozis ve aksonal proliferasyon gibi birgok 6nemli siirecte rol oynadig
diisiiniilmektedir (Donato et al.2009). S100B proteinleri, beyin hiicrelerinde meydana gelen
hasar sonucu hiicrelerden salinarak kanda tespit edilebilir hale gelmektedir.Beyin hasarlarinda
ve norodejeneratif hastaliklarda, bu proteinler astrositlerin aktivasyonunu tetikler. Glial ve
Schwann hiicrelerinde bir hasar olustugunda ise, S100B proteinleri beyin omurilik sivisina
(BOS) ve kana salinir. Ayrica, proliferasyon gdsteren astrositlerden de bu proteinler salinabilir

(Zimmer et al. 2005).

S100B proteini saglikli bireylerin kaninda oldukga diisik seviyelerde tespit
edilebilmektedir. Beyinde meydana gelen yaralanmalar sonucunda ise, bu protein beyin
dokusundan BOS'a, ardindan da segici bir sekilde kana gegis yapar.Bu durum, kan beyin
bariyerinin gegirgenliginin arttifim gdstermektedir. S100-B proteini, MSS bozukluklar igin
son derece yliksek oOzgillik ve duyarlilik gostermektedir. Ayrica, travma ve inme gibi
durumlarla iliskili olarak serum konsantrasyonlarinin arttigina dair yayinlar mevcuttur (Ettinger

etal. 1999).
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MATERYAL VE METOT

Materyal
Deney Hayvanlari

Caligsmada agirliklar1 250-300 gram, 35 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat kullanildi.
Ratlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi'nden (ATADEM) temin edildi.
Tiim hayvanlar deney siiresi boyunca, 12:12 s aydinlik/karanlik dongii, 24+20 °C sabit sicaklik
ve %40-80 nem degerine sahip olan bir ortamda barindirildi. Deney oncesinde ratlar bir hafta
boyunca kafeslerinde tutularak bulunduklari ortama adapte edildi. Bu siiregte hayvanlarin yem
veya suya ad libitum olarak erisimleri saglandi. Bu ¢alisma Atatiirk Universitesi T1ibbi Deneysel

Aragtirma Merkezi'nde gergeklestirildi.

Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Izoproterenol: CAS Numarasi: 7683-59-2, Saflik %98 ile tercih edildi.
Karvakrol: CAS Numarasi: 499-75-2, Saflik %98 ile tercih edildi.
Analizler I¢in Kullamlan Cihazlar ve Markalar:

Analizde kullanilan cihazlar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1.Tez Dahilinde Kullanilan Cihazlar

Hassas Ol¢iim Terazisi Shimadzu ATX224
Real Time Qiagen Rotor Gene Q
Manyetik Karistiric Heidolph MR 3001
Buzdolabi Bosch
Homojenizator Tissuelyser I, Qiagen
Otomatik Pipetler Brand transferpette®
Saf Su Cihazt GFL 2001/2
Sogutmali Santrifiij Hettich Rotina 38 R
ELISA Reader Bio-Tek

Vorteks Ika MS-2

Western Blot Thermo Scientific
Ultra Derin Dondurucu (-80) Thermo
Spektrofotometre Biotek Epoch
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Metot
Deneysel Uygulamalar

Calisma her bir grupta Sprague Dawley cinsi 7 adet erkek rat bulunan 5 farkli gruptan

olusmaktadir.

Gruplar su sekilde dizayn edilmistir;
1.Grup: Kontrol: Ratlara 14 giin boyunca oral yoldan distile su verildi.

2.Grup: izoproterenol (1SO): Ratlara iki giin boyunca (13. Giin ve 14. Giin) 24 saat
araliklarla tuzlu su iginde ¢Oziilmiis izoproterenol (100 mg/kg) deri altindan (subkutan)

uygulandi (Kumar et al. 2017).

3.Grup: Karvakrol 50 mg/kg:Ratlara, 14 giin boyunca 50 mg/kg dozunda karvakrol
oral olarak uygulandi (Kandemir et al. 2021).

4.Grup: Izoproterenol+Karvakrol 25 mg/kg: Ratlara, 14 giin boyunca 25 mg/kg
dozunda oral yoldan karvakrol verildi. Son iki giin (13. Giin ve 14. Giin) 24 saat ara ile tuzlu su

icinde ¢Oziilmiis izoproterenol (100 mg/kg) deri altindan (subkutan) uygulandi.

5.Grup: Izoproterenol+Karvakrol 50 mg/kg:Ratlara, 14 giin boyunca 50 mg/kg
dozunda oral yoldan karvakrol verildi. Son iki giin (13. Giin ve 14. Giin) 24 saat ara ile tuzlu su

icinde ¢Oziilmiis izoproterenol (100 mg/kg) deri altindan (subkutan) uygulandi.

Numunelerin Alinmasi

Ratlar, son ISO ve CVC uygulamalarindan sonra, sevofloran anestezisi ile yeterli
sedatif etki olusunca dekapite edildi. Beyin dokulari alinarak biyokimyasal analizler i¢in
-80 °C’de saklandi. Kanlar antikoagiilansiz vakumlu tiiplere alindiktan sonra 3000
devirde +4 °C’de 10 dk. santrifiij edildi ve serum ornekleri elde edildi edildi.Alinan
beyin dokulari biyokimyasal, RT-PCR, Western Blot, ELISA analizleri i¢in derin
dondurucuda, patolojik incelemeler i¢in ise %10°‘luk tamponlu formaldehitte muhafaza
edildi. Calismanin tasarimi, deneysel is akisi ve grup dagilimi ayrintili olarak Sekil 6'da

gosterilmistir.
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Sekil 6.Calismanin tasarimi, deneysel is akist ve grup dagilinm

Oksidatif Stresin Degerlendirilmesi

Sicanlarin beyinlerinde, ELISA yontemi kullanilarak antioksidan enzimlerin; siiperoksit
dismutaz (SOD), Katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri ile glutatyon (GSH)
ve malondialdehit (MDA) diizeyleri 6l¢iildii. Her parametre i¢in 6zel ELISA kitleri kullanildz:
Sican SOD ELISA Kiti (Kat No: MBS036924, Tespit Araligi: 12,5 U/ml - 400 U/ml), Sican
KAT ELISA Kiti (Kat No: MBS2600683, Tespit Araligi: 1,56 ng/ml - 100 ng/ml), Sigan GSH
ELISA Kiti (Kat No: MBS9712516, Tespit Araligi: 50 ng/L - 800 ng/L), Sican GPx ELISA
Kiti (Kat No: MBS744364, Tespit Araligi: 0 ng/mL - 25 ng/mL), ve Sigan MDA ELISA Kiti
(Kat No: MBS727531, Tespit Araligi: 0 ng/mL - 100 ng/mL). ELISA olglimleri kit

talimatlarinda belirtilen 6zel protokoller izlenerek gerceklestirildi.

Beyin Hasariyla iliskili Biyobelirteclerin Degerlendirilmesi

izoproterenol'iin neden oldugu beyin hasari, ELISA yéntemi ile TNF-o, IL-18, GFAP,
Nf-L, BDNF ve c-Fos gibi ¢esitli biyobelirteglerin Olglilmesiyle degerlendirildi.
Noroinflamasyon, ndronal hasar ve noronal aktivite ile iliskileri nedeniyle bu belirtecler secildi.
Her bir biyobelirteg i¢in 6zel ELISA kitleri kullanilarak beyin dokusu 6rneklerindeki miktarlar
retici firmanin yonergelerine uygun olarak 6l¢iildii. Sigan TNF-a ELISA Kiti, (Katalog No:
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MBS282960, Tespit Araligi: 6,25 pg/mL - 400 pg/mL), Sican IL-1p ELISA Kiti (Katalog No:
MBS265868, TespitAraligt: 15,6 pg/mL- 1000 pg/mL), Sigan c-Fos ELISA Kiti, (Katalog No:
MBS729725, Tespit Aralig: 0 ng/mL-10 ng/mL), Sigan BDNF ELISA Kiti (Katalog No:
MBS355345, Tespit Araligr: 31,2 pg/ml-2000 pg/ml), Sican Nf-L ELISA Kiti (Katalog No:
MBS9399608, Tespit Araligi: 3.12ng/ml-100ng/ml),Sican GFAP ELISA Kiti,(Katalog
No:MBS2505953, Tespit Araligi: 0,31 ng/mL-20 ng/mL). ELISA 6lgtimleri kit talimatlarinda

belirtilen 6zel protokoller izlenerek gergeklestirildi.

ELISA Yontemi ile Ap40, t-Tau ve pTaul81 Protein Diizeylerinin Kantitatif Olciimii

Ticari ELISA Kkitleri kullanilarak amiloid beta 40 (AB40), total Tau (t-Tau) ve pTaul8l
protein konsantrasyonlari kantitatif olarak degerlendirildi.Beyin 6rnekleri homojenize edilerek
-80°C'de muhafaza edildi ve daha sonra incelendi. Her 6rnek, standartlar ve diger 6rneklerle
birlikte ELISA plakalarima konuldu ve ardindan 2 saatlik inkiibasyon siiresi uygulandi.Daha
sonra yikama islemi yapilarak sekonder antikor/enzim konjugatlar1 eklendi ve bir saat inkiibe
edildi.Reaksiyon TMB substrati ile baglatildi ve sonlandirma ¢ozeltisinin eklenmesiyle
sonlandirildi. Optik yogunluk (OD) degerleri 450 nm'de 6l¢iildii ve protein konsantrasyonlari
standart egri kullanilarak belirlendi.Sican AB40 ELISA Kiti (Katalog No: MBS727047, Tespit
araligi: 0 pg/mL-500 pg/mL), Sican t-Tau ELISA Kiti (Katalog No: MBS1600235 Tespit
Araligt: Sng/L - 1800ng/L),Sican pTau-181 ELISA Kiti (Katalog No: MBS9905658, Tespit
Araligt: 6,25pg/ml1-200pg/ml).

Gen Ekspreyon Analizleri
Total RNA Izolasyonu

Deney gruplarindan alinan doku 6rneklerinin (50 mg), tizerinel ml TRIzol-LS (Qiazol,
Qiagen, Almanya) eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika siireyle inkiibe edildi ve 12.000 x g 4°C
de 15 dk santrifuj edildi.Daha sonra siipernetant yeni bir ependorfa alinip iizerine 500 pl
kloroform eklendi, ¢ozelti 1 dakika boyunca vortekslendi ve daha sonra 12.000 x g 4°C de 15
dakika santriflij edildi.Daha sonra siipernetant tekrar yeni bir ependorfa alinip iizerine 200 pl
izopropanol eklendi ve 12.000 x g 4°C de 10 dk. santrifiij edildi.Daha sonra siipernetant atilip
pelet iizerine 500 pl 75%’lik etanol eklendi ve 7.500 x g 4°C de 10 dk. santrifiij edildi.Son
olarak etanol uzaklastirildiktan sonra RNA peleti uygun hacimde RNA parcalayict enzim
olmayan (RNase free ve DEPC bulunan) su ile ¢oziildi.Elde edilen RNA'in safligr ve
konsantrasyonu, bir spektrometre kullanilarak 260-280 nm'de absorbans olgiimleri ile
belirlendi. 260 nm absorbansa gore miktar1 belirlenmis RNA'"nin 1 pug' 1.5%’lik agaroz jele

yiiklenerek RNA'nn biitiinliigli ve miktar1 kontrol edildi.
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cDNA Sentezi

Izole edilen total RNA &rneklerinde DNA kontaminasyonuna karsi DNase I (Thermo
Scientific) kullanildi.Uygulama iirtinde verilen protokole gore yapildi.Daha sonra bu
RNA’larin 2-5 pg' miScript Reverse Transcription Kiti (Qiagen) kullanilarak verilen protokole
uygun sekilde cDNA’ya cevrildi.Elde edilen cDNA’nin saflii ve konsantrasyonu, bir
spektrofotometre ile 260-280 nm absorbans Ol¢iimleri ile belirlendi ve ayni oranlarda
seyreltildi. Daha sonra Real Time PCR ¢alismalarinda kullanilmak tizere -20 °C de muhafaza
edildi.

Real Time PCR

Noron Spesifik Enolaz (NSE), S100 kalsiyum baglayici protein B (S100B), Kalbindin
(CALB1), Kalmodulin (CALM1), genlerinin mRNA transkript seviyelerini 6l¢gmek i¢in Qiagen
Rotor Gene HRM-5 cihazi kullanilarak RT-PCR gergeklestirildi.Internal kontrol olarak
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni kullanildi.Real time PCR deneylerinde
olusturulan master mix icerigi; Syber Green 2X Rox Dye Master mix (Qiagen), genler i¢in
tasarlanmig forward ve reverse primerler, template olarak cDNA’lar ve niikleaz free sudan
olusuyordu.Kullanilan primerler Tablo 2. gosterilmistir.Master mixler hazirlandiktan sonra
ornekler 3’lii tekrar olacak sekilde Real Time cihazinda analiz edildi ve elde edilen Ct/Cq
degeleri 2-DeltaDeltaCt metoduna uygun olarak hesaplanarak ilgili genlerin ekspresyon

seviyeleri belirlendi (Livak et al.2001).

Tablo 2.Primer Dizilimleri

Gen Sekanslar (5°-3°) Uzunluk (bp) Erisim No
NSE F. GGGCACTCTACCAGGACTTT 191 AF019973.1
R: CAAACAGTTGCAGGCCTTCT
S100B F: CAGGGAGAGAGGGTGACAAG 208 BC087026.1
R: AACTCATGACAGGCTGTGGT
CALP1 F: ATCCCACCTGCAGTCATCTC 205 XM_032905553.1
R: CCCATCATCTCTCTGCCCAT
CALM1 F: TGATAAAGATGGGGACGGCA 238 AF178845.1
R: GCCATTGCCATCCTTGTCAA
GAPDH F. AACGACCCCTTCATTGACCT 164 NM_017008.4

R: CCCCATTTGATGTTAGCGGG
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Western Blot Analizleri

Deney gruplarindan beyin dokusu alindi, sivi nitrojen igerisinde hizla donduruldu ve
-80°C'de saklandi.Doku o6rnekleri buz iizerinde tutulurken,1x RIPA tamponu eklenerek uygun
bir doku homojenizatorii (6rn. Tissue Lyser) kullanilarak homojenize edildi.Homojenizasyon
sirasinda proteaz inhibitorii kombinasyonu ve fosfataz inhibitorii gibi proteaz ve fosfataz
inhibitorlerinin kullanilmasi gereklidir. Homojenize edilmis 6rnekler, hiicre kalintilarini izole
etmek amaciyla 4°C'de 15 dakika boyunca 12.000 x g'de santrifiij edildi.Elde edilen
siipernatant, protein ¢ozeltisi olarak kullamildi.Protein konsantrasyonu Bradford veya BCA
(Bisinkoninik Asit) tayin yontemi kullanilarak belirlendi ve esit protein miktarlarinin
saglanmasi i¢in ornekler standardize edildi.Laemmli tampon yontemi kullanilarak %10-12'lik
poliakrilamid jel hazirlandi.Yirmi ila kirk mikrogram protein numune tamponuyla
birlestirilerek jele yiiklendi.Yiikleme islemi her numune i¢in iki veya ii¢ kez yapildi. Protein
ornekleri, ayristirilmasi amaciyla 1-1,5 saat siireyle 120-150 V voltaja tabi tutuldu. Proteinler
nitroselilloz membranlara aktarildi. Transfer buz tizerinde 100V'da 1-1,5 saat siireyle
gerceklestirildi. Membran, %5 yagsiz siit (veya gerekirse %5 BSA) ile ortam sicakliginda 1 saat
inkiibe edildi. Amiloid Beta Antikoru: Amiloid Beta 1-42 veya 1-40 antikoru uygun sekilde
seyreltilerek (tipik olarak 1:1000-1:5000) membrana uygulandi ve 4°C'de bir gece inkiibe
edildi. IL-1 Beta antikoru 1:1000 ile 1:5000 arasinda seyreltildi ve 4°C'de bir gece inkiibe edildi.
Membran, TBS-T (0,1% Tween 20 igeren Tris tamponlu tuzlu su) kullanilarak her biri 10
dakika siiren li¢ yikamaya tabi tutuldu. Genellikle 1:5000-1:10000 seyreltme oraninda uyumlu
HRP konjuge sekonder antikor uyguland: ve kullanilan birincil antikora bagl olarak ortam
sicakliginda bir saat inkiibe edildi. Membran, her biri 10 dakika siiren TBS-T ile li¢ kez yikandi.
Protein tespiti igin gelistirilmis kemiliiminesans (ECL) gelistirme kiti kullanildi. Membran
hazirlanan soliisyonla birlestirilerek 151k emisyonunu dlgen kemiliiminesans goriintiileyici

kullanilarak incelendi.

Histopatolojik inceleme

Calisma sonunda ratlar hafif sevofluoran anestezisi altinda 6tenazi edildi, hayvanlara ait
beyin dokular1 alindi1 ve bir kismu fiksasyona olanak saglamak amaciyla 72 saat boyunca %10
formaldehit soliisyonunda saklandi.Fiksasyondan sonra, kesilmis dokular doku kasetlerine
yerlestirildi ve kalan formaldehiti uzaklastirmak i¢in akan musluk suyu altinda yikandi. Dokular
daha sonra, artan alkol konsantrasyonlari ile kademeli dehidratasyon, ksilen ile temizleme ve
otomatik gomme makinesi kullanilarak parafine gémme gibi rutin histolojik prosediirler
uygulandi.Parafin bloklardan mikrotom (RM2255, Leica) kullanilarak 5 pm kalinliginda

kesitler alindi ve hematoksilen-eozin ile boyandi.Boyama protokolii su sekildeydi: Doku
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kesitleri 57 °C’de 1 saat inkiibe edilerek deparafinize edildi, ardindan ksilen I ve ksilen II
soliisyonlarinda 5’er dakika bekletildi.Rehidrasyon, kesitlerin giderek azalan alkol
konsantrasyonlarinda (%100, %96, %90, %80, %70 ve %50) 3'er dakika bekletilmesi ve
ardindan 5 dakika distile suda bekletilmesiyle gerceklestirildi.Kesitler hematoksilin
soliisyonuna 2 dakika daldirild1 ve distile su ile 1 dakika yikandi.Eozin boyama, kesitlerin 10-
30 saniye siireyle eozin soliisyonuna daldirilmasiyla gerceklestirildi.Dehidratasyon, %95 alkol
(iki kez) ve %100 alkol (iki kez) kullanilarak her biri 30 saniye olacak sekilde gerceklestirildi.
Alkol, ksilen kullanilarak (iki kez) uzaklastirildi.Kesitlere bir-iki damla Entellan damlatilip
iizerleri lamel ile kapatildi.Hazirlanan kesitler 151k mikroskobunda (Leica DM750, Flexacam i5
kamera) incelendi.Histopatolojik degerlendirme i¢in kortikal ve hipokampal bolgelerin farkli
alanlar1 40x objektif lens altinda incelendi.Puanlama, asagidaki Olgiitler kullanilarak
gozlemlenen bulgulara gore gergeklestirildi: [0] Histopatolojik bulgu yok, [1] Hafif bulgular
[2] Orta bulgular [3] Siddetli bulgular.

Istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler hem R programlama dili hem de GraphPad yazilimi kullamlarak
gerceklestirildi. Tim sekillerin olusturulmasinda GraphPad yazilimi kullanildi; bu sayede
deneysel verilerin agik ve kesin bir sekilde tasvir edilmesi garanti altina alindi.Verilerin
dagilimini degerlendirmek ve parametrik ya da parametrik olmayan bir dagilima uyup
uymadigini belirlemek icin Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi.Test bulgulari, verilerin
parametrik test icin gerekli varsayimlari karsilamadigini, dolayisiyla parametrik olmayan bir

dagilima isaret ettigini gostermistir.

Grup farkliliklarimi karsilastirmak i¢in Dunn'in post hoc testinin ardindan Kruskal-
Wallis testi kullanildi. Kruskal-Wallis testi, verilerin normal dagilim gostermedigi durumlarda
cok sayida bagimsiz grup arasindaki farkliliklart incelemek i¢in uygun, parametrik olmayan bir
tekniktir.Kruskal Wallis sonug¢larinin anlamli olmasindan sonra belirli grup farkliliklarini tespit
etmek i¢in post-hoc analiz olarak Dunn testi kullanildi.Bu yontem, hem ELISA hem de RT-
PCR caligmalarindan elde edilen dl¢limlerin parametrik olmayan 6zelliklerini de dikkate alarak,

titiz istatistiksel analiz ve sonuclarin kesin yorumlanmasini garanti eder.

Histopatolojik bulgularin birden fazla grup arasinda karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis
testi, iki grup arasindaki ikili karsilastirmalarda ise Mann-Whitney U testi uygulandi.0,05'ten
kiiciik p degeri (p < 0,05) istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Karvakroliin Oksidatif Stres Belirtecleri Uzerindeki Etkileri

Oksidatif stres belirteglerinin analizi, kontrol grubuyla CVC ile tedavi edilen grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdstermedi (p > 0,05), bu da CVC
uygulamasinin tek basina bazal oksidatif stres diizeylerini degistirmedigini gostermektedir. 1ISO
uygulanan grupta, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon (GSH) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) dahil olmak iizere temel antioksidan enzimlerin diizeylerinde anlamli bir
azalma vardi (p < 0,01). Bu diisiis, ISO kaynakli oksidatif stres kosullar1 altinda zayiflamis bir
antioksidan savunma mekanizmasinin oldugunu gosteriyor (Sekil 7a-d).Ayrica, lipid
peroksidasyonu ve oksidatif hasarin bir gostergesi olan malondialdehit (MDA), kontrol grubuna
kiyasla ISO grubunda 6nemli bir artig gosterdi (p < 0,0001), bu da ISO uygulamasinin ortaya
cikardigi oksidatif stresi dogrulamaktadir (Sekil 7e).

ISO sonras1t CVC uygulanan gruplarda oksidatif stres 6l¢iimlerinde belirgin bir iyilesme
goriildii. Ozellikle SOD, CAT, GSH ve GPx diizeyleri 6énemli 6lciide artmis olup, bu da
antioksidan kapasitenin geri kazanildigim gostermektedir (p < 0,01). Ayni zamanda, bu
gruplarda MDA diizeyleri belirgin sekilde azaldi (p < 0,01), bu da lipid peroksidasyonunda ve
oksidatif hasarda bir azalma oldugunu gostermektedir (Sekil 7a-e).Bu bulgular, CVC'nin
antioksidan savunma sistemini gii¢lendirerek ve oksidatif hasar1 azaltarak ISO kaynakli
oksidatif strese karsi koruyucu bir etki uyguladigim gostermektedir. Bu koruyucu etki, CVC'nin

oksidatif stresle iliskili bozukluklar1 gidermede terapotik potansiyelini vurgulamaktadir.
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Sekil 7.0ksidatif stres belirteclerinin analizi

Karvakroliin Noroprotektif Etkileri

Beyin hasar1 belirteclerinin analizi, kontrol grubu ile sadece CVC tedavisi grubu
arasinda TNF-a, IL-1pB, c-Fos, BDNF, Nfl ve GFAP ifade seviyelerinde 6nemli bir degisiklik
olmadigim1 gosterdi (p >0,05).Sonuglar, herhangi bir hasara neden olmadan CVC
enjeksiyonunun bu belirteglerin bazal ifadesini degistirmedigini ve sabit durum kosullarini

korudugunu gostermektedir (Sekil 8a-f).

ISO uygulanan grupta, degerlendirilen tiim belirteclerin (TNF-a, IL-1p, c-Fos, BDNF,
Nfl ve GFAP) ifade diizeylerinde 6nemli bir artis kaydedildi ve kontrol grubuna gore son derece
anlaml farkliliklar gosterdi (p < 0,0001). Bu bulgu, ISO kaynakli durumlarda néronal ve glial
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yanitlarla birlikte inflamasyon ve yaralanmayla iliskili yollarin giicli bir sekilde aktive

oldugunu gostermektedir (Sekil 8a-f).

Onemli olarak, ISO uygulama sonrast CVC uygulanan grupta, bu belirteclerin ifade
diizeyleri ISO grubuna gore belirgin sekilde azaldi (p < 0,01). Bu azalma, CVC'nin inflamatuar
yanit1 hafifletme (azalan TNF-a ve IL-1p ekspresyonuyla kanitlanmistir) ve ndronal aktiviteyi
ve plastisiteyi diizenleme (cFos ve BDNF seviyelerindeki degisikliklerle gosterildigi gibi)
kapasitesinin oldugunu gostermektedir.Nfl ve GFAP ekspresyonundaki azalma, CVC'nin
noronal ve glial hasar gostergelerini azaltmada koruyucu bir islevi oldugunu gosterir ve

dolayisiyla noroprotektif 6zelliklerini dogrular (Sekil 8a-f).

Bu bulgular, CVC'nin normal fizyolojik belirte¢ ekspresyonunu bozmadigini, ancak
ISO kaynakl1 beyin hasarina kars1 6nemli bir koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Bu durum, CVChin yiiksek oksidatif veya inflamatuar stresin belirgin oldugu durumlarda

noroinflamasyon ve noronal hasari hafifletmede terapotik bir fonksiyona sahip olabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 8.Beyin hasari belirteglerinin analizi
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Noroinflamasyon Belirteclerinin Analizi

Tiim deney gruplarinda AB40, pTaul81 ve tTau'nun ifade diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p > 0,05).Bu da, bu c¢alismanin parametreleri
dahilinde, Alzheimer hastali1 gibi nérodejeneratif bozukluklarla tipik olarak baglantili olan bu
biyobelirteglerin  konsantrasyonlarinin  nispeten sabit kaldigim  gdstermektedir.Diger
biyokimyasal belirte¢lerdeki olasi degisikliklere ragmen, AB40, pTaul81 ve tTau ekspresyonu
uygulanan tedavilere veya miidahalelere yanit olarak onemli bir degisiklik gostermedi; bu da
bu belirli belirteglerin kullanilan deneysel kosullar veya zaman dilimi altinda biiyiik lglide
etkilenmeden kalabilecegini gostermektedir (Sekil 9a-c).Sonug olarak, bu bulgular, en azindan
bu arastirmanin sinirlar1 igerisinde, diger parametrelerde gozlenen degisikliklerin, bu temel

norodejeneratif gostergelerin seviyelerindeki degisimlerle iliskili olmadigim gostermektedir.
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Sekil 9.Noroinflamasyon Belirteclerinin Analizi

27



Karvakroliin Mitokondriyal Hasara Etkileri

Mitokondriyal hasar gostergelerinin analizi, NSE, s100B, CALP1 ve CALM1'in mRNA
transkript diizeylerinin hem kontrol hem de CVC tedavi gruplarinda tutarli oldugunu ortaya
koydu (p > 0,05). Bulgular, standart kosullar altinda ve CVC tedavisinden sonra mitokondriyal
hasar belirteclerinin ifadesinde 6nemli bir degisiklik olmadigini gostermektedir; bu da CVC'nin
mevcut kosullar altinda mitokondriyal biitiinliigli olumsuz yonde etkilemedigini gostermektedir

(Sekil 10a-d).

ISO uygulanan grupta NSE, s100B, CALP1 ve CALMI belirteglerinin mRNA
transkript seviyelerinde belirgin bir artis tespit edildi (p < 0,0001). Bu artis, ISO'nun hiicresel
stres ve hasara yol agmadaki yerlesik etkileriyle uyumlu olarak, ISO kaynakli mitokondriyal
disfonksiyon nedeniyle 6nemli bir upregiilasyon gostermektedir. Bu belirteclerin mRNA
diizeylerindeki artis, mitokondriyal hasar yollarinin aktivasyonunu ve potansiyel olarak

norodejeneratif hastaliklara katkida bulundugunu gostermektedir (Sekil 10a-d).

CVC uygulama grubunda, ISO kaynakli mitokondriyal stresi takiben bu belirteclerin
mRNA transkript seviyelerinde 6nemli bir azalma oldu (p < 0,01). Bu azalma, CVVC tedavisinin,
ISO'nun neden oldugu oksidatif ve hiicresel stresi hafifleterek, mitokondriyal biitlinliik izerinde
koruyucu bir etki saglayabilecegini gostermektedir. Bu belirte¢ diizeylerinin yeniden
saglanmasi, CVC'nin mitokondriyal hasar1 hafifletmeye ve indiiklenen hasardan sonra hiicresel

islevi siirdirmeye 6nemli 6l¢iide katkida bulunabilecegini gostermektedir (Sekil 10a-d).

Bu bulgular bir araya getirildiginde, CVC'nin normal kosullar altinda mitokondriyal
hasar belirteclerini degistirmemesine ragmen, ISO ile iliskili mitokondriyal disfonksiyondan
kaynaklanan bu belirteglerin yiikselmesini 6nemli dl¢iide azalttiginm gostermektedir Bu durum,
CVC'nin mitokondriyal hasara ve iliskili hiicresel siireglere karsi koruma saglamada terapotik

potansiyel saglayabilecegini gdstermektedir.
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Sekil 10.Mitokondriyal hasar belirteglerinin analizi
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Western Blot Bulgulari

Deney gruplarinda IL-1p ve AP ekspresyon diizeylerini degerlendirmek i¢cin Western
blot (WB) analizi yapildi. Bulgular, IL-1B ekspresyonunun ISO grubunda kontrol grubuna gére
anlamli derecede arttigini, bunun da ISO uygulamasinin belirgin bir inflamatuar yanit
olusturdugunu gosterdi. IL-1p 'min yiikselmesi, tipik olarak oksidatif stres ve néroinflamasyonla
baglantili, yogunlagmus bir proinflamatuar durumu gosterir (Sekil 11). CVC 50 tedavi grubunda
IL-1B diizeylerinde belirgin bir azalma goriildii ve bu da CVC 50'nin ISO kaynakli inflamatuar
yanitt hafifletebilecegini gostermektedir.Bu azalma, CVC 50'nin anti-inflamatuar 6zelliklere
sahip olabilecegini ve ISO kaynakli stres sonrasinda IL-1B gibi proinflamatuar sitokinlerin agir1

liretimini azaltarak dengeyi saglamaya yardimci olabilecegini gostermektedir (Sekil 11).

Ote yandan, AP diizeylerinin incelenmesi ISO grubunda bir artis oldugunu ortaya koydu
ve bu durum ISO uygulamasmin norodejeneratif hastaliklarin bir 6zelligi olan amiloid
olusumunu artirabilecegi fikrini dogruladi.Ayrica, AB’da ki yiikselme istatistiksel olarak
anlamli degildi ve bu da ISO'nun AP seviyelerini etkileyebilmesine ragmen, degisikligin bu
aragtirmanin parametreleri iginde istatistiksel anlamliliga ulagsmak igin yeterince Onemli

olmadiginmi gosteriyor (Sekil 11).

Bulgular, CVC 50'nin IL-1p ekspresyonunu énemli dlgiide etkiledigini ve potansiyel
olarak inflamasyonu azalttigim1 gostermektedir; ancak AP birikimi tizerindeki etkisi, ISO
grubunda AP’da ki artisin istatistiksel olarak anlamli olmamasi nedeniyle ek arastirma

gerektirmektedir.

= i N
IL1-Beta q n =2 17 kDa

Amyloid-Beta

= 100-140 kDa

GAPDH = 36 kDa

Sekil 11.Beyin dokusu western blot goriintiisii
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Histopatolojik Bulgular

Farkli deney gruplarinin serebral korteks ve hipokampal CA3 bolgelerinin lezyon
skorlar1 Tablo 3'de ozetlenmistir. Kontrol ve Karvakrol gruplarina ait serebral korteks
kesitlerinin mikroskobik incelemesinde, saglam ndronlar ve glia hiicreleri de dahil olmak {lizere
normal beyin histolojisi ortaya ¢ikt1 (Sekil 12a ve 12b).Néoronlar saglikli morfolojiye uygun
olarak merkezi yerlesimli vezikiiler cekirdekler gosterdi.Buna karsin, isoproterenol (ISO)
grubundaki siganlarin serebral korteksinde eozinofilik, kii¢iilmiis ve acili nekrotik noronlar ve
gliozisin de eslik ettigi onemli degisiklikler gozlendi.Ayrica nekrotik ndronlari ¢evreleyen

mikroglial hiicrelerle karakterize edilen néronofaji gézlendi (Sekil 12c).

[SO+Karvakrol 25 grubunda ndronal hasar devam etti, dejenerasyon ve nekroz seklinde
ortaya ¢ikti, ancak siddeti bir miktar azald1 (Sekil 12d).Ancak 1SO+Karvakrol 50 grubunda
serebral korteksteki noronal hasar belirgin sekilde azaldi, ISO ve ISO+Karvakrol 25 gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli bir iyilesme gozlendi (p < 0,05) (Sekil 12e).

Hipokampal CA3 bolgesinde, kontrol ve karvakrol gruplarinda polimorfik hiicre
tabakasindaki noronlarin sitoplazmasinda ¢ok sayida Nissl cisimcigi belirgindi (Sekil 12f ve
12h). Buna karsilik, izoproterenol uygulanan siganlarin hipokampal CA3 bolgesinde patolojik
konjesyon, kii¢lilmiis hiperkromatik piknotik ¢ekirdekler ve eozinofilik sitoplazmali hiicreler
goriildii (Sekil 12i). Benzer sekilde ISO+Karvakrol 25 grubunda da ISO grubundaki hiicrelere
benzer sekilde piknotik ve eozinofilik 6zellikte nekrotik piramidal hiicreler hala belirgindi
(Sekil 12j).Ayrica, ISO+Karvakrol 50 grubu, hipokampal CA3 bolgesinde noronal nekrozda
anlamli bir azalma gosterdi; hem ISO hem de ISO+Karvakrol 25 gruplariyla karsilastirildiginda
da istatistiksel olarak anlamli bir fark kaydedildi (p < 0,05) (Sekil 12Kk).

Tablo 3.Serebral korteks ve hipokampal CA3'teki histopatolojik bulgularin istatistiksel
skorlari

Gruplar Ortalama+Standart hata
Kontrol/Beyin Korteksi 0.14+0.142
CVC50/ Beyin Korteksi 0.00+0.002
ISO/ Beyin Korteksi 2.85+0.14°
ISO+CVC 25/ Beyin Korteksi 2.42+0.29°
ISO+CVC 50/ Beyin Korteksi 1.00+0.21¢
Kontrol/CA3 0.00+0.002
CVC50/CA3 0.00+0.002
ISO/CA3 2.71+0.18P
ISO+CVC 25/CA3 2.14+0.34b
ISO+CVC 50/CA3 0.71+0.18°¢
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Sekil 12.Serebral Korteks ve Hipokampal CA3 Bolgesindeki Noronal Hasarin Histolojik
Analizi
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TARTISMA

Sunulan calismada ISO kaynakli beyin hasar1 olusturulan ratlarda CVC'nin oksidatif
stres, noroinflamasyon ve mitokondriyal disfonksiyon tiizerindeki olasi terapotik etkileri

arastirilmustir.

izoproterenol, bir tiir beta-adrenerjik agonist ilactir ve yiiksek dozda verilirse miyokartta
iskemiye neden olmaktadir (Knufman, et al. 1987; Halic1 et al. 2006). Miyokarttaki iskemi,
izoproterenoliin kalp tizerindeki gili¢lii pozitif inotrop ve pozitif kronotrop etkilerinden
kaynaklanmaktadir. Bu etkiler, miyokardin oksijen ihtiyacini artirir, diyastolik dolma basincinm
ve koroner perflizyon basincini diisiirerek miyokartta iskemik degisikliklere neden olur (Rona
et al. 1959). Eger miyokard iskemisi uzun siire devam ederse, viicutta oksijen ihtiyacinin

azalmasina yol agabilir ve yetersiz oksijenlenme de beyin hasarina neden olabilir.

Son yillarda, bitkisel kaynakli dogal bilesikler de, daha iyi tedavi segenekleri ve
minimum yan etkileri nedeniyle cesitli ilaglarin sebep oldugu doku,organ hasarlari ve
toksisitelerini azaltmadaki etkinliklerinden dolay1 arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir.
Bunlardan biri olan karvakrol, kekigin ugucu yag fraksiyonunda bulunan monoterpenik bir
fenoldiir (Baser, 2008) ve antioksidan, anti-bakteriyel ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip bir
bilesiktir (Friedman, 2014). Alternatif tibbin hizla gelismesi, kimyasallarin ve toksik maddelerin
neden oldugu hasarlarla miicadele etmek i¢in dogal antioksidanlarn kullanimini artirmis ve
arastirmalar bu alana odaklanmistir.Giiniimiizde ise farkli doku ve organ hasarlarina kars1 ¢ok
sayida bitkisel kaynakli dogal antioksidanlar kullanilmis ve bu antioksidanlarin yararli

etkilerinin oldugu ¢cogunda gosterilmistir.

Oksidatif stres hiicresel hasara 6nemli 6l¢iide katkida bulunur ve ¢ok sayida norolojik
hastalikta hayati 6neme sahiptir ( Pizzino et al.2017; Salim, 2017; Dash et al. 2024).Bu
caligmada oksidatif stres belirte¢lerinin incelenmesi, CVC uygulamasinin hem kontrol hem de
CVC uygulanan gruplarda SOD, CAT, GSH ve GPx gibi antioksidan enzimlerin temel
seviyelerini 6nemli dlgiide etkilemedigini gdsterdi.Bu durum, CVC'nin tek basina verildiginde
fizyolojik ortamlarda normal antioksidan savunma mekanizmalarii  bozmadigin
gostermektedir. Ayrica, ISO kaynakli oksidatif stres altinda, bu antioksidan enzimlerde belirgin
bir azalma kaydedildi ve lipid peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA'da dnemli bir artis
goriildii.Bu bulgular, ISO'nun oksidatif stresi tetikleme kapasitesini, bunun sonucunda
antioksidan savunma mekanizmasinin zayiflamasina ve bunun sonucunda da hiicresel hasara

yol acan dnceki arastirmalarla ortiisiiyor.Ozellikle, ISO uygulamasindan sonra CVC ile tedavi
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edilen gruplarda SOD, CAT, GSH ve GPx diizeyleri 6nemli 6l¢iide diizeldi ve bu da CVC'nin
muhtemelen antioksidan savunma sistemini giiclendirerek gii¢lii bir antioksidan etkiye sahip
oldugunu gosterdi.Ayrica, MDA seviyelerindeki belirtilen azalma, CVChnin lipid
peroksidasyonunu ve oksidatif hasar1 hafiflettigine dair kesin kanit sunuyor.Bulgular, ¢ok
sayida norodejeneratif hastaligin 6zelligi olan oksidatif hasar1 azaltmada CVC'nin terapotik
etkinligini vurgulamaktadir. Antioksidan enzim seviyelerinin diizelmesi ve MDA seviyelerinin
diisiiriilmesi, CVC'nin hiicresel dayanikliligi artirarak ve ek hasar1 onleyerek oksidatif stresle
iliskili bozukluklar1 hafifletmede etkili olabilecegini gdsteriyor.Ozudogru(2022) tarafindan
yapilan caligmada ratlarda tartrazinin meydana getirdigi oksidatif hasara karsi karvakroliin
antioksidan etkisi incelenmis, ve karvakrol ile tedavi edilen dokularda CAT, GSH, SOD
seviyeleri kontrole yaklagmis, MDA seviyesi de azalmistir.Calismadan elde edilen sonuglara
gore, karvakroliin, tartrazinin neden oldugu oksidatif hasara karsi olas1 koruyucu etkinligini
gdstermistir (Ozudogru, 2022). Elde edilen bilgiler dogrultusunda ise, karvakroliin oksidatif
strese bagli doku ve organ hasarlarinin Onlenmesinde olumlu etkilere sahip oldugu

kanitlanmistir.

Noroinflamasyon, 6zellikle oksidatif strese tepki olarak norolojik hasarda dnemli bir
faktordiir (Adegbola etal. 2017; Giri et al. 2024; Mao et al. 2024; Suleiman Khoury et al.2024).
Yapilan ¢alisma, ISO kaynakli hasarin TNF-a, IL-1B , c-Fos, BDNF, Nfl ve GFAP gibi kritik
inflamasyon ve yaralanma ile iliskili belirteclerin ifade diizeylerinde 6nemli bir artisa yol
actigin1  gostermistir.Bu  belirtecler, noéroinflamasyon, noéronal aktivite ve hasarin
biyobelirtecleri olarak kabul edilir ve bunlarin artisi, ISO uygulamasindan sonra giiglii bir
inflamasyon ve yaralanma yanitin1 gosterir. TNF-a, ve IL-1f diizeylerinin yiikselmesi dnemli
proinflamatuar bir duruma isaret ederken, c-Fos ve BDNF'deki degisiklikler yaralanmaya yanit
olarak noral plastisite ve aktivitenin aktivasyonunu gostermektedir. ISO maruziyetinden sonra
CVC enjeksiyonu bu belirteglerin ekspresyonunda belirgin bir azalmaya yol agti. TNF-a, ve
IL-1B'daki azalma, CVC'nin ISO tarafindan tetiklenen inflamatuar yanit1 basarili bir sekilde
hafiflettigini gostermektedir. c-Fos ve BDNF'nin down regiilasyonu, CVC'nin ndronal plastisite
ve aktiviteyi etkileyebilecegini, dolayisiyla noronal hasar1 azaltabilecegini ve iyilesmeyi
kolaylastirabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica noéronal ve glial hasarin gostergeleri olan Nfl
ve GFAP ekspresyonunun azalmasi, CVC'nin ndroprotektif ozelligini giiclendirir.Guan ve
arkadaslar1(2019) tarafindan yapilan ¢alismada ise, karvakroliin néroprotektif rolii in vivo ve in
vitro olarak incelenmis ve sonucunda karvakroliin,néroinflamasyonu, lipit peroksit seviyelerini
ve hiicre oliimiinii azalttigi gosterilmistir (Guan et al. 2019). Bu ¢aligsmadaki bulgular ise,

norodejeneratif bozukluklarin ilerlemesinde noéroinflamasyonun Onemini gosteren diger
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arastirmalarla Ortismektedir ve CVC'nin noroinflamatuvar yanitlar1 hafifletme ve ndronal

hasara kars1 koruma saglamadaki potansiyelini vurgulamaktadir.

Bu calisma, AB40, pTaul81 ve tTau gibi ndrodejeneratif bozukluklarla siklikla
iliskilendirilen belirtecler {izerine CVC'nin etkisini degerlendirmeyi de amaglamistir.Bu
gostergeler Alzheimer hastalig1 gibi hastaliklarda siklikla yiikselir ve rutin olarak néronal hasar
ve tauopatileri degerlendirmek i¢in kullanilir. Fakat, bu analiz tiim deney gruplarinda AB40,
pTaul81 ve tTaunun ifade diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik ortaya
koymadi.Bu, deneysel parametreler ve aragtirmanin siiresi igerisinde, bu belirli
biyobelirteglerin konsantrasyonlarinin ISO tedavisi veya CVC uygulamasindan énemli dl¢lide
etkilenmedigini gostermektedir.ISO uygulamasi bu belirteglerde 6nemli degisikliklere yol
a¢gmasa da, uzun siireli maruziyet veya degisen deneysel kosullar bu biyobelirte¢lerin ifadesini
etkileyebilirISO'nun c¢esitli klinik siirecleri tetiklediginin kabul edilmesi g6z Oniine
alindiginda, bu belirli belirteclerde belirgin degisikliklerin olmamasindan sorumlu kesin
mekanizmalart aciklifa kavusturmak i¢in ek arastirmalara ihtiyag vardir.Gelecek
arastirmalarda, alternatif ndrodejeneratif gdstergelerin veya daha spesifik noronal hasar
durumlarinin, CVC'nin nérodejenerasyon iizerindeki etkisini acgiklayabileceginin kabul

edilmesi 6nemlidir.

Mitokondriyal islev bozuklugu, cesitli hiicresel hasar tiirlerinde temel bir rol oynar ve
norodejeneratif bozukluklarla 6nemli 6lgiide iliskilidir (Hroudova el al. 2014; Norat et al. 2020;
Zong et al.2024). Bu galisma, ISO kaynakli mitokondriyal stresin etkilerini degerlendirmek igin
mitokondriyal hasar gostergelerinin (NSE, s100B, CALP1 ve CALMI1) mRNA ifade
diizeylerini de degerlendirdi. Ongériildiigii gibi, ISO uygulamasi bu belirtegler igin mRNA
diizeylerinde 6nemli bir artisa neden oldu ve bu da ISO'nun mitokondriyal islev bozuklugunu
destekledigini ve hiicresel hasar yollarini aktive ettigini gosteriyor.Bu artig, ISO'nun hiicresel
biitiinliik tizerindeki olumsuz etkisini, 6zellikle mitokondriyal bozulmay: vurgulayan onceki
arastirmalarla ortismektedir.ISO uygulamasindan sonra CVC tedavisi ise, mitokondriyal hasar
belirteglerinin ifade seviyelerinde belirgin bir azalmaya yol ag¢ti.Bu azalma, CVC'nin,
muhtemelen ISO'nun neden oldugu oksidatif ve hiicresel stresi azaltarak, mitokondriyal
fonksiyon iizerinde koruyucu bir etki saglayabilecegini diisiindiirmektedir.Mitokondriyal hasar
belirteclerinin iyilesmesi, CVC'nin mitokondriyal biitiinliigiin korunmasina yardimci
olabilecegini ve potansiyel olarak mitokondriyal disfonksiyonun ve iliskili hiicresel hasarin
ilerlemesini azaltabilecegini gostermektedir.Elde edilen bu bulgular 6nemlidir ve CVC'nin, gok
say1lda norodejeneratif hastalikla iliskisi nedeniyle daha fazla arastirma gerektiren bir alan olan

mitokondriyal korumaya katkida bulunabilecegini gostermektedir.
35



Calismada, Alzheimer hastalig1 gibi nérodejeneratif bozukluklarda 6nemli bir faktér olan AB
birikimi tizerinde CVC'nin etkisi de arastirildi.ISO grubunda AP diizeylerinde artis goriildi;
ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi.Bu sonug, ISO'nun amiloid prekiirsér protein
(APP) siirecini etkileyebilecegini ancak bu arastirmanin kosullart altinda 6nemli bir AP
birikimine yol a¢mayacagini gostermektedir.ISO uygulamasimi takiben AP diizeylerinde
belirgin bir degisikligin olmamasi, bu paradigmada oksidatif stres, ndroinflamasyon ve amiloid
patolojisi arasindaki etkilesime iliskin kritik sorgulamalar1 giindeme getirmektedir.Ayrica,
CVC'nin AP birikimi {izerindeki etkisi anlamli degildi; bu da en azindan bu arastirmanin
deneysel ortamlarinda CVC'nin amiloid {retimini onemli Olgiide etkilemedigini
gostermektedir. Amiloid metabolizmasi ve birikiminin karmasik yapist nedeniyle, daha sonraki
arastirmalar, CVC'nin amiloid birikimini etkileme potansiyelini ve norodejeneratif
hastaliklardaki 6nemini kapsamli bir sekilde agiklamak i¢in amiloidle iligkili patolojilerin

cesitli noktalarini, tedavi protokollerini ve modellerini arastirmalidir.

Bu ¢alismanin bulgulari, 6zellikle yiiksek dozlarda Karvakrol'in, serebral korteks ve
hipokampal CA3 bolgesinde izoproterenol (ISO) kaynakli histopatolojik hasara kars1 koruyucu
etkilerini ortaya koymaktadir(Zare Mehrjerdi et al. 2020).ISO grubunda serebral kortekste
nekroz, gliozis ve ndronofaji gibi 6nemli néronal hasar, hipokampal CA3 bélgesinde konjesyon
ve nekrotik degisiklikler gozlendi. Bu bulgular, oksidatif stres ve inflamasyona yol acarak
hiicresel hasara neden olan ISO'nun bilinen norotoksik etkileriyle ortiismektedir. Antioksidan
ve antiinflamatuar etkileri kamitlanmis bir fenolik monoterpen olan karvakrol, bu patojenik
degisiklikleri doza bagl bir sekilde hafifletme yetenegini gostermistir.ISO+Karvakrol 25
grubunda sadece orta diizeyde iyilesme goriildii, ancak ISO+Karvakrol 50 grubunda ndronal
nekroz belirgin sekilde azaldi ve hem serebral kortekste hem de hipokampal CA3 bdlgesinde
histolojik biitiinliik artti.Noronal hasardaki azalma, Karvakrol'iin noroprotektif yeteneklerini
vurgulayan Onceki arastirmalarla kanmitlandigr gibi, ISO kaynakli oksidatif stresi ve
inflamasyonu hafifleterek koruyucu etkilere sahip olabilecegini gostermektedir.Hipokampal
ndronlarda Nissl cisimciklerinin korunmasi ve serebral kortekste eozinofilik nekrozun azalmis
olmasi, yliksek dozlarda Karvakrol'iin etkinligini daha da vurgulamaktadir (Amooheydari et al.
2022).Bu bulgular, Karvakrol'iin stres durumlarinda néronal biitiinliigiin ve islevselligin
korunmasindaki 6nemini vurgulayan dnceki ¢calismalarla ortiismektedir. Ancak,temel molekiiler
yollar1 arastirmak ve c¢esitli norotoksik modeller iizerinde kalici koruyucu etkilerini

degerlendirmek i¢in ek aragtirmalar gereklidir.
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Yapilan diger ¢aligmalar ve bu calismadaki sonuglar, CVC'nin oksidatif stres belirteglerini,
noroinflamatuvar yollari, mitokondriyal hasar1 ve belirli beyin hasar1 belirteglerini énemli
Olciide etkiledigini ve dolayisiyla noroprotektif bir ilag olma potansiyelini gii¢lendirdigini

gostermektedir.

37



SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada,ratlarda ISO ile indiiklenen beyin hasari {izerine, antioksidan 6zellikler
tastyan CVC'min  potansiyel koruyucu  etkileri  deneysel hayvan  modeliyle

gerceklestirilmistir.Deney sonucunda elde edilen ¢ikarimlar kisaca asagida belirtilmistir.

1.Calisma sonucunda ISO’nun, hiicre membran hasar1 belirteglerinden olan MDA
seviyelerinde artisa neden oldugu belirlendi. Ayrica SOD, KAT, GPx gibi antioksidan
enzimlerin aktiviteleri ile nonenzimatik bir antioksidan olan GSH seviyelerinde azalmaya yol
actig1 gozlendi. Tedavi amaciyla verilen CVC dozlarinin (25 ve 50 mg/kg) MDA diizeylerini
azalttig belirlendi. SOD, KAT, GPx aktivitelerinde ve GSH diizeylerinde artis sagladigi ve
boylelikle CVC’nin antioksidan 6zellik gosterdigi tespit edildi.

2. Izoproterenol TNF-a, IL-1B, c-Fos, BDNF, Nfl ve GFAP gibi beyin hasar
belirteglerinin diizeylerinde artisa neden olmus, beyin dokularinda noronal ve glial yanitlarla
birlikte inflamasyon ve yaralanmayla iligkili yollarin giiclii bir sekilde aktive olmasini
saglamistir. CVC uygulamasi ise, bu belirteclerin ifade diizeylerini [ISO grubuna goére belirgin
sekilde azaltmis ve bdylece CVC'nin inflamatuar yaniti hafifletme, noronal aktiviteyi ve
plastisiteyi diizenleme kapasitesinin oldugunu ve dolayisiyla ndroprotektif ozelliklerini

dogrulamustir.

3. Calismada,diger biyokimyasal belirteclerdeki olasi degisikliklere ragmen, AB40,
pTaul8l ve tTau'nun ifade diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi bu
da, bu ¢alismanin parametreleri dahilinde, nérodejeneratif bozukluklarla tipik olarak baglantili

olan bu biyobelirteclerin konsantrasyonlarinin nispeten sabit kaldigi tespit edildi.

4. izoproterenol NSE, s100B, CALP1 ve CALM1 belirteclerinin mRNA transkript
seviyelerinde belirgin bir artisa neden olarak mitokondriyal hasar yollarinin aktivasyonunu
indiiklemistir. CVC uygulamasi bu parametrelerin diizeyini azaltmis ve mitokondriyal hasari

hafifletmeye ve indiiklenen hasardan sonra hiicresel islevi stirdiirmesinde etkili olmustur.

5. Izoproterenol IL-1B ve AP gibi inflamasyon belirteglerinin diizeylerinde artisa neden
olmus, beyin dokularinda néroinflamasyonun hizlanmasini saglamistir. CVC (50 mg/kg)
uygulmasi ise IL-1B diizeylerinde azalma saglamis ve inflamasyonu azalttigini gostermistir
ancak AP seviyelerini etkileyebilmesine ragmen, degisikligin bu arastirmanin parametreleri

icinde istatistiksel anlamliliga ulagsmak i¢in yeterli olmadig tespit edildi.
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Sunulan ¢alismada elde edilen bulgular biitiiniiyle degerlendirildiginde, CVC'nin ISO
kaynakli oksidatif strese, noéroinflamasyona ve mitokondriyal disfonksiyona karsi koruyucu
etki gosterdigi sonucuna varilmistir. Yapilan calismalar, CVC'nin antioksidan savunmay1
tyilestirdigini, inflamasyon tepkilerini azalttigin1 ve mitokondriyal hasar1 hafiflettigini, boylece
oksidatif ve inflamatuvar strese bagli hastaliklar i¢in potansiyel olarak terapotik avantajlar
sagladigint  gostermektedir.Elde edilen bulgular, CVC'in noroprotektif bir ajan olma
potansiyelini kanitlamaktadir ancak CVC'nin AB birikimi ve ndrodejeneratif biyobelirtegler
tizerindeki etkisi heniiz net degildir; bu nedenle ndrodejeneratif hastaliklardaki roliinii agikliga
kavusturmak i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir.Bununla birlikte mevcut ¢alisma bu
alanda yapilacak c¢alismalara 1s1k tutmasi ve destek vermesi bakimindan da 6nem arz

etmektedir.
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