OZET
HUCRE BUYUMESINI ARTTIRMAK ICIN TEDAVI
Merkezi veya periferik sinir sisteminin dokularinda ndronlaran
néronal bilylimesini tesvik etmek ig¢in bir Dbilesimin kullanimi

aciklanmaktadir. Ayrica, proliferasyonun veya farklilasan ndronal

hiicrelerinin indiklenmesi ig¢in bir yéntem aciklanmaktadir.
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ISTEMLER

1. Bir bilesim olup, ozellidi; vatkin deneklerde veya inme veya
ndrodejenerasyon riski tasiyan deneklerds inme veya
noérodejenerasyonun etkilerini azaltmak ig¢in bir yontemde
kullanilmak ig¢in asadidaki bilesenlerden en az {iclini igermesidir:
Ligusticum Chuanxiong rizom (Chuan Xiong),

radix angelicae sinensis (Cin Anjelika veya Dang Gui'nin ko&kil),
Radix Astragali (Membrandz geven veya Huang Qi'nin kdkil),

Radix et Rhizoma Salviae Miltiorrhizae (Kirmizi Adacayl kokl veya
Dan Shen),

Radix Paeoniae Rubra (Kirmizi Sakayik koéki, Paeconia lactiflora
Pall, Paeonia wveitchii Lynch veya Chi Shac),

Carthamus Tinctorius g¢icgedi (Aspir veya HongHua),

Prunus Persica (Seftali tohumu veya Taoren),

Radix Polygalae (ince yaprakli sUt otu k&kid, Polygala tenuifolia
Willd., Polygala sibirica L. veya Yuanzhi) ve

Rhizoma acori Tatarinowii ({(¢imen vyapradi egir kokll va da

Shichangpu rizomu) .

2. Istem 1'e gdre bilesim olup, ©&zellidi; ayrica bir veya daha
fazla:

Buthus martensii (kurutulmus akrep gdvdesi veya Quanxie),
Fupolyphaga Seu Setelephaga (kurutulmus ogutilmils bdcek godvdesi,
Eupolyphaga sinensis Walker, Steleophaga plancyi veya
Tubiechong),

Calculus Bovis Artifactus (DoJal veya Yapay Inek bezoar veya
Rengong Niuhuang),

Cornu Saigae Tataricae (Antilop Boynuzu veya Lingyangjlao) ve
stliiklerin kurutulmus g&évdesi (Hirudo, Whitmania pigra Whitman,
Hirudo nipponica Whitman, Whitmania acranulata Whitman veya

Shuizhi) icermesidir.
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3. Istem 1 veya istem 2'ye gdre kullanim ic¢in bir bilesim olup,

Ozellidi; bkilesimin, bilesenlerin 3 ila 14'Und igermesidir.

4, Istem 1 veya istem 2'ye gdre kullanim icin bir bilesim olup,

O67zelligi; kilesimin, bilesenlerin 4'iinll igcermesidir.

5. Istem 1 veya istem 2'ye gdre kullanim ic¢in bkir bilesim olup,

6zelligi; bilesimin, bilegenlerin 9'unu igermesidir.

6. Tstem 1 ila 5'ten herhangi birine gére kullanim ig¢in bir
bilegim clup, ¢zellidi; ayrica Bati tTibbinda kullanilan bir madde

icermesidir.

7. Istem 6'ya gore kullanim icin bir bilesim clup, ©6zelllidi;
bilegsimin ve Bati tibbinin, ilag¢ olarak bir insana sirayla vevya

ayrli ayri kombinasyon halinde verilmesi ic¢in uygun olmasidir.

8. Istem 1’e gdére kullanim icin bir bilesim olup, dzellidi;
bilesimin, asadgidaki bilesenleri icermesidir:

Ligusticum Chuanxicong rizom (Chuan Xiong),

radix angelicae sinensis (Cin Anjelika veya Dang Gui'nin koki),
Radix Astragali (Membrandz geven veva Huang Qi'nin kdki),

Radix et Salviae Miltiorrhizae (Kirmizi Adacgayili kdkil veya Dan
Shen}),

Radix Paeoniae Rubra (Kirmizi Sakayik kokii, Paeconia lactiflora
Pall, Paeonia veitchii Lynch veya Chi Shao),

Carthamus Tinctorius c¢icedi (Aspir veya HongHua),

Prunus Persica (Seftali tohumu veya Taoren),

Radix Pclygalae ({(ince yaprakli siit otu kokl, Pclygala tenuifolia

Willd., Polygala sibirica L. veya Yuanzhi} ve
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Rhizoma acori Tatarinowii (cimen vapradili egdir kdkil vya da

Shichangpu rizomu) .

9. Tstem 1'e gdre kullanim ig¢in bir bilegim olup, dzellidi;
bilegimin, asadidaki bilesenleri icermesidir:

Ligusticum Chuanxiong rizom {(Chuan Xiong),

radix angelicae sinensis {(Cin Anjelika veya Dang Gui'nin koki),
Radix Astragali (Membrandz geven veya Huang Qi'nin kd&kid),

Radix et Salviae Miltiorrhizae (Kirmizi Adacgayil kokll veya Dan
Shen),

Radix Paeoniae Rubra (Kirmizi Sakayik kdékii, Paeonia lactiflora
Pall, Paeonia veitchii Lynch veya Chi Shao),

Carthamus Tinctorius g¢igedi (Aspir veya HongHua),

Prunus Persica ($eftali tohumu veya Taoren),

Radix Polygalae (ince yaprakli siit otu kéki, Peclygala tenuifolia
Willd., Polygala sibirica L. veya Yuanzhi} ve

Rhizoma acori Tatarinowii (cimen vapragi egdir kodkii vya da
Shichangpu rizomu),

Buthus martensii (kurutulmus akrep gdévdesi veya Quanxie),
Eupolyphaga Seu Setelephaga (kurutulmus ogiutilmils bdcek gbvdesi,
Eupolyphaga sinensis walker, Steleophaga plancyi veya
Tubiechong),

Calculus Bovis Artifactus (Dodal wveya Yapay Inek bezoar veya
Rengong Niuhuang},

Cornu Salgae Tataricae {(Antilop Boynuzu veya Lingyangjiao) ve
siiliiklerin kurutulmus g&évdesi (Hirudo, Whitmania pigra Whitman,
Hirudo nipponica Whitman, Whitmania acranulata Whitman veya

Shuizhi).
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TARIFNAME

HUCRE BUYUMESINI ARTTIRMAK ICIN TEDAVI

Teknik Alan

Mevcut bulus genellikle, néronal bivyimevyi ve coalmayi
desteklemek ig¢in ydntemler ve pilegimlerle 1lgilidir. Mevcut
bulus ayrica hiicre biylimesini tesvik etmek ig¢in in wvitro bir

yontem ile de ilgilidir.

Onceki Teknik

Sinir Sistemi yvaralanmalarz her y1il Saylsiz insani
etkilemektedir. Bu vylksek nodrolojik vyaralanma insidansinin bir
sonucu olarak, sinir rejenerasyonu ve onarimi, yaralanma sonrasi
sinir iglevsellidini geri kazanmanin yveni yollarainin kegfedilmesi
i¢in hizla blyliyen bir alan haline gelmektedir. Bununla birlikte,
simdiye kadar, merkezi sinir sistemi (CNS) lezyonlarinin klinik
olarak onarilmasi ve sinir sistemi yaralanmalarindan muzdarip
hastalar ig¢in néreolojik fonksiyonlarin geri kazanilmasi sorunlu
olmustur. Bu nedenle, amyotrofik lateral skleroz (ALS) Ve
vaslilik demansi gibi g¢esitli sinir sistemi hastaliklari olan
hastalara, doktorlari tarafindan her zaman norolojik
fonksiyonlarini kurtarmanin zor olacadli sdylenmistir.

Néronlarin néritleri {aksonlar ve dendritler (gibi) uzatma
kabilivyeti, geligim sirasinda ndronal baglantilarin kurulmasinda
buylik ©oneme gahiptir. NOrorejenerasyon sirasinda ayrica bir
lezyon sconucu tahrip olmus baglantilari tekrar kurmak gerekir.
Bununla birlikte, merkezi sinir sistemindeki aksonlar, bir
lezyondan sonra yeniden biuylimek ic¢in ¢ok sinirli bir kapasiteye

sahiptir. Bu nedenle, ilerleyici bir ndronal hilcre dejenerasyonu
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olan senil demans gibi hastaliklar icin, ndronal hiucre buyimesini
ve ¢ogalmasini uyarann&éral onarim ve ndrolejik fonksiyonlarin
restore edilmesine odaklanan terapdtik ajanlarin veya
molekiillerin arastirilmasi yeni bir terapdtik strateji acacaktir.
Sayfa ZA'dan itibaren metin ekleme Sinir sistemi varalanmalarini
ve nérolojik hastaliklara tedavi etme yontemlerinin
ivilestirilmesine ihtivac¢ wvardir. Daha spesifik olarak, hasarlzi
veya hastalik sinirlerinin tekrar islev gérmesini saglamak igin
ndronal Dbiyimeyi wve ndronlarin ¢odalmasini tesvik edebilen

rejeneratif tedavilerin sadlanmasina ihtiyag wvardir.

Bulusun Kisa Ac¢iklamasi

WO 2007/043796 sayili belge, beta-amiloid agregasyonunu,
toksisiteyl ve hiicre apoptosisini inhibe edebilen ve bu nedenle
biligsel fonksivyon Dbozukluklarinin tedavisinde wve &nlenmesinde
kullanilabilen Salviae milticorrhizae Bunge BGE'nin dietil eterde
¢dzinir bir fraksiyonu ile ilgilidir. CN 102091166 A,
noromiskiiller rejenerasyonu tesvik etmek ic¢in codonopsis pilosula,
astragalus wve kirmizi k3kll salvia kdkil gibi geleneksel C(Cin
ilaglariyla ilgilidir. WO 2007/106049 Al, 1inme, n&rodejeneratif
hastaliklar, beyin veya sinir sistemi travmasi veya
noroplastisite arasindan seg¢ilen kosullari tedavi etmek ic¢in
Radix Astragali, Rhizoma Salviae Miltiorrhizae k&kil ve Radix
Paeoniae Rubra gibi bilesimler wve yontemler sSunar. Wo
2010/053456, NeuroAid gibi geleneksel Cin tibbi kullanarak inmeli
hastalarin tedavisi ic¢in bilesimler wve ydntemler sunar. Siow C.,
Eur Neurol (2008) 60: 264-266, inme ivyilesmesinde NeurocAid ile
ilgilidir.

Birinci ydniline gdre, asadidaki bkilesenlerden en az Ug¢lini igeren
bir bilesim sadlanmistir: Radix Astragali (Membrandz Milkvetch

veya Huang Qi'nin kdkid), Radix et Rhizoma Salviae Miltiorrhizae

2



10

15

20

25

30

(Kirmizi Adacayi kokili wveya Dan Shen), Radix Paeoniae Rubrasi
(Kirmiz1i Sakayik k&kil, Paeonia lagtiflora Pall, Paeonia wveitchii
Lynch veya Chi Shao) (Chuan Xiong), radix angelicae sinensis (Cin
Angelica wveya Dang G ui kdkll), Kartag Tinctorius (Aspir veya
HongHua ¢igedi), Prunus Persica (Seftali c¢ekirdedi veya Taoren),
Radix Polygalae (thinleaf milkwort, Polygala tenuifolia kokii)
Willd., Polygala sibirica L. wveya Yuanzhi) ve Rhizoma acori
Tatarinowii (ot yaprakli tatli kurbagasi veya Sichangpu kdksapi),
dnceden kelirlenmis kisilerde wveya inme veya noérodejenerasyon
riski altindaki deneklerde inme veya ndrodejenerasyonun
etkilerini azaltmak ic¢in bir yéntemde kullanilir,

Bazi vapilanmalarda, bilesim avyrica bir veya daha fazlasini
igerir: Buthus martensii (kurutulmus akrep va da Quanxie
gbvdesi), Eupclyphaga Seu Setelephaga (kuru tcprak Lkocedi
gbvdesi, Fupolyphaga sinensis Walker, Steleophaga plancyi va da
Tubiechong) (Antilop Boynuzu veya Lingyangjiao) wve kurutulmus
siilik gdvdesi (Hirude, Whitmania pigra Whitman, Hirudoc nipponica
Whitman, Whitmania acranulata Whitman veya Shuizhi).

Baz1i vyapilanmalarda, bilesim bilegsenlerin 3 1la 14'Uni icerir.
Baz1i vyapilanmalarda, bilesim bilesenlerden 4'Unil igerir. Bazi
vapilanmalarda, bilesim bilesenlerden 9'unu icerir.

Baz1 vyapilanmalarda, bilesim ayrica Bati tibbkbinda kullanilan bir
madde icerir. Bazi1 yvapilanmalarda, bilesim wve Bati tibbi
insanlara 1ilag olarak wverilmek 1lizere, sirayla veya ayri ayri
olarak verilise uygundur.

Baz1 yapilanmalarda, bilesim asadidaki Dbilesenleri icerir:
Ligusticum Chuanxiong (Chuan Xiong) kb&ksapi, radix angelicae
sinensis K&kl {(Cince Angelica vevya Dang Gui Radix Astragali koki
(Membrantz Milkvetch k&kil veya Huang Qi kékil), Radix et Salviae
Miltiorrhizae {(Red Sage) kok veya Dan Shen), Radix Paeoniae Rubra
(Kirmizi Sakayik k&kil, Paecnia lactiflora Pall, Paeonia veitchii

Lynch wveya Chi Shao), Kartag¢ Tinctorius Cicedi (Asplr veya
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HongHua), Prunus Persica (Seftali c¢ekirdegi wveya Tacren), Radix
Polygzlae Ince yaprakli siit suyunun k&kii, Polygala tenuifolia
Willd., Pelygala sibirica L. wveya Yuanzhi] ve Rhizoma acori
Tatarinowii (gimen yapragi tatli kanola wveya Schangpu kdksapi).

Bazi vapllanmalarda, bilesim asagidaki bilesenleri icerir:

Ligusticum Chuanxiong (Chuan Xiong) kodksapil, radix angelicae
sinensis (Cin Angelica veya Dang Gui'nin ké&éku), Radix Astragali
(Membranous Milkvetch wveya Huang Qi'nin k&ki), Radix et Salviae
Miltiorrhizae (Kirmizi Adacayi koékii wveya Dan  Shen), Radix

Paeoniae Rubra (Kirmizi Sakayik k&ki, Paeonia lactiflora Pall,
Paeonia weitchii ITynch wveya Chi Shao), EKartac Tinctorius'un
Cicedi (Aspir vevya HongHua), Prunus Persica (Seftali Tohumu veva
Taoren), Radix Polygalae (Ince Yaprakli Siska Milkwort, Polygala
tenuifolia Willd., Polygala sibirica L. veya Yuanzhi), Rhizoma
Taizarizani (RW) c¢imen yapradgi tatli kurbadasi veya Shichangpu),
Buthus martensii (kuru akrep veya Quanxie g&vdesi), Eupolyphaga
Seu Setelephaga (0guitilmiis bdcedin kurutulmus gévdesi,
Eupolyphaga sinensis Walker, Steleophaga plancyi veya
Tubiechong), Calculus Bovis Art veya Acac Inek Niuhuang), Cornu
Saigae Tataricae (Antilop  Boynuzu  veya Lingyangjiao) ve
siiliiklerin kurutulmus gdvdesi (Hirudo, Whitmania pigra Whitman,
Hirudo nipponica Whitman, Whitmania acranulata Whitman veva

Shuizhi).

TERIMLER SOzLUGU

Bu bo1lim, asagida belirtilen kelimelerin ve ciimlelerin
yorumlanmasinda rehberlik etmeyi amac¢lamaktadir (ve uygun olan
yerlerde gramer dediskenleri).

Tarifnamede "noéronal genigleme" terimi, aksonlarin ve
dendritlerin genel yénli disa dodru blUyumesiyle ilgilidir. Sinir

olusumu veya gelisiminde ndronal biyime &nemlidir.
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2ksi belirtilmedidi slUrece, "iceren" wve "icerir" terimlerinin wve
bunlarin gramer dediskenlerinin, "acik" weya "kapsayici" bir dili
temsil etmesi amaglanmistir; béylece anilan unsurlari igerir
ancak ayni =zamanda ilave, benzeri olmayan unsurlarin dahil
edilmesine de izin verir.

Burada kullanildigdir gibi, savisal bir degerle iliskili olarak
kullanildigi seklivle "vaklasik™ terimi, &rnedin, sayisal dederin
5+ 50'si wveya %+30'u, tercihen %+ 20'si, daha tercihen %+ 10'u,
daha tercihen hala +5'i ifade eder wve en ¢ok tercih edilen
durumda %+ 1'dir. "Yaklasik" terimi gerekli gdrildigl takdirde
bulugun tanimindan g¢ikartilabilir.

"Tedavi"™ terimi, bir hastalidin durumunu vevya semptomlarini
gideren, hastalidin olusumunu Onleyen veya herhangl bir sekilde
herhangi bir sekilde hastalidin veya dider istenmeyen
semptomlarin ilerlemesini &nleyen, engelleyen, geciktiren veya
tersine ¢eviren her tirlu kullanimi kapsar. Dolayisiyla, "tedavi"”
profilaktik ve terapdtik tedaviyi icgerir.

Bu ag¢iklama boyunca, bazi vyapilanmalar bir aralik formatinda
agiklanabilir. Aralik iginde yapilan agiklamanin valnizca
kolaylik sadlanmasina ve konunun kisa tutulmasina ydnelik oldugu
ve bulus kapsamina dayali olarak esnek c¢lmayan sinirlama olarak
yorumlanmamasi1 gerektidi anlasilmalidir. Buna goére, bir aralidin
aciklamasinin 86z konusu aralidin mimkin olan tim alt
araliklarini ve ayrica sz konusu araliktaki miinferit nlumerik
dederleri spesifik olarak agikladiga dederlendirilmelidir.
Ornedin 1 ila 6 gibi bir aralida iliskin ac¢iklamanin, spesifik
oarak 1 ila 3, 1 ila 4, 1 ila 5, 2 ila 4, 2 ila 6, 3 ila & gibi
alt araliklari ve g&z konusu aralikta bulunan 1, 2, 3, 4, 5 ve &
gibi miinferit rakamlari icgerdigi anlasilmalidir. Bu, aralik

geniglidinden bagimsiz colarak gecerlidir.

DETAYLT ACIKLAMA
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Mevcut aciklama, asagidaki bilesenlerden en az Ucgiunid icgeren bir
bilesimin kullanimini saglar: Radix Astragali {(Membrandéz
Milkvetch veya Huang €i'nin kokii}), Radix et Rhizoma Salviae
Miltiorrhizae (Kirmizr Adacayl kokii wveya Dan Shen), Radix
Paesoniae Rubrasi {(Kirmizi Sakayik kdékil, Paeonia lagtiflora Pall,
Paeonia wveitchii Lynch wveya Chi Shao) (Chuan Xiong), radix
angelicae sinensis (Cin Angelica wveya Dang G ul kdkl), Kartac
Tinctorius (Aspir veya HongHua ¢ig¢edi), Prunus Persica (3eftali
cekirdedi veya Taoren), Radix Polygalae (thinleaf milkwort,
Polygala tenuifolia koékil) Willd., Polygala sibirica L. veva
Yuanzhi) ve Rhizoma acori Tatarinowii (ot vyaprakli tatla
kurkadasi wveva Sichangpu koksapl), onceden belirlenmis kisilerde
veya 1inme veya ndrodejenerasyon riski altindaki deneklerde inme
veya ndrcdejenerasycnun etkilerini azaltmak i¢in bir ydntemde
kullanilair.

Bilesim ayrica Buthus martensii (kurutulmus akrep veya Quanxie
gdvdesi), kurutulmus sulik govdesi (Hirudo, Whitmania pigra
Whitman, Hirudo nipponica Whitman, Whitmania acranulata Whitman
veya Shuulihi), Eupolyphaga Seu, Seteleophaga (kurutulmus zemin
tozu, Eupolyphaga sinensis Walker, Steleophaga plancyl veya
Tubiechong), Calculus Bovis Artifactus (Dodal veya Yapay inek-
bezoar wveya Rengong Niuhuang) wve Cornu Saigae Tataricae’dan
olusan gruptan secilen bir bileseni icgerebilir (Antilop Boynuzu
veya Lingyangjiao).

Bilegim, bilegenlerin en az 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 wveya
14'inl icerebilir.

Tlag, asagidaki hastaliklardan herhangi birine sahip hastalarda
meydana gelebilecek varalili wveya hastalikliai dokularda ndronal
biylimeyi we ndrcnlarin veya k&k hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik
edebilir: amyotrofik lateral skleroz (ALS), beyin apsesi, beyin
iskemisi, diyabetle 1ligkili bkeyin atrofisi, beyin otosomalisi

subkortikal enfarktils ve 1&koensefalopatili (KHDASIL) dominant
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arterivyopati, serebrovaskiller bozukluklar, kortiko-bazal
ganglionik dejenerasyon (CBGD), kronik iskemi, Creutzfeldt-Jakch
Sendromu, Dandy-Walker Sendromu, Duchenne Muskuler Dystrofi,
Dine-Sinon Demans Diye Sendromu, Duchenne Muskiiler Dystrofi
AIDS), ensefalomivelit, esansiyel tremor, friedreich ataksi,
gerstmann straussler-scheinker hastalidi, Huntington hastaliga,
hidrosefali, hipcksi, &liumclil ailesel uykusuzluk, gecici iskemik
atak, kuru, Landau-Kleffner Sendromu, Lewy vilcut hastaliga,
Machado-Joseph hastalidi wviral menenjit, migren bozukluklara,
miyelit, olivopotocerebellar atr ofiyoller, pantotenat kinaz ile
iliskili nérodejenerasyon, poliomyelit, pestpolicomyelit sendromu,
prion hastaliklari, psddotimdr serebri, utangag¢ drager sendromu,
infantil spazmlar, progresift supranuclear palsi, Steinert
hastalidi, syringcmyelia, talamik tansiycn, Tic.bozukluklara,
Tourette sendrcomu ve Uveomeningoensefalitik sendrom.

Bilesim ayrica, anksivyvete bozukluklari, sizofreni, depresyon ve
dodum sonrasi depresyon, degdal vaslanma, travmatik keyin hicresi
Sliimii ve amnezi, sirt adrisi, vertigo, biling kaybi, hayalet
bacak, koku alma boczukluklari, boyun adrisi, bas agrisi, migren,
spazm ve konusma Dbozukluklari gibli diger ndrolojik belirtiler
gibi psikiyatrik endikasyonlar grubundan sec¢ilen bir durumu olan
hastalari tedavi etmek idigin kullanilabilir. Bilesim, &nceden
belirlenmis deneklerden veya inme veya nérodejenerasyon riski
tasivan deneklerden inme vevya norodejenerasyonun etkisini
azaltabilir. ©N&rodejenerasyon, Alzheimer hastalidi, amyotrofik
lateral skleroz {ALS), beyin apsesi, beyin iskemisgi, diyabetle
iliskili beyin atrofisi, subkortikal infarktli serebral otozomzal
dominant arterivyopati, serebral arter, serebral arter, serebral
arter, serebral arter hastaligi, serebral, hastalidin neden
oldudu hastaliklardan kaynaklanabilir kortikobazal ganglionik
dejenerasyon (CBGD), kronik iskemi, Creutzfeldt-Jakch Sendromu,

Dandy-Walker Sendrocmu, Duchenne Muskuler Distrofi, senil demans,
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Kazanilmis Immiin Yetmezlik sendromu (AIDS), ensefalomiyelit,
esansiyel tremer glrniirre begner serseri sinedi , Huntington
hastali1di, hidrosefali, hipoksi, ©&lumcil ailesel uykusuzluk,
gecici iskemik atak, kuru, Landau-Kleffner Sendromu, Lewy vicut
hastaliga, Machado-Joseph hastaliga, bakteriyel ve viral
menenjit, migren hastaliklari, miyelit, olivopotocerebellar
atrofi, pantoenatin , Parkinson hastaligi, po liomyelit,
postpoliomyelit sendromu, prion hastaliklari, psddotimér serebri,
shy drager sendromu, Steinert hastalidi, infantil spazmlar,
progresif supranukleer palsi, siringomivelva, talamik
hastaliklar, Tic. hastaliklara, Tourette sendromu,
Uveomeningoensefalik sendromu ve dider deneklerde global ve fckal
iskemi ve kardiyovaskiiler hastaliklar sebebiyle colusabilir.

NeurcAid ™ veya NeuroAid ™ benzeri bir bilesimin (drnedin asadgida
tarif edilen bir bilesim), istede badli olarak, ndronlarin genel
iyiligi icgin veya cesitli sinir sistemi hastaliklarinin ve dider
dejeneratif hastaliklarin tedavisi icin faydali olabilecek mevcut
tamamlayica ajanlarla kombinasyon halinde kullanilmasa
ongodrilmektedir. Ek ajanlar wvitaminler, mineral takviyeleri,
bitkisel takviyeler, balik vyadlari ve Bati tibkbbi olabilir. Tipik
olarak, NeurcAid®™ veya NeuroAid™ benzeri bilesim ile kombinasyon
halinde kullanilan ilave ajan, NeuroAid™ wveya NeurcAid™ benzeri
bilesimden farkli bir mekanizmayi Thedefleyen bir ajandir.
Ornedin, Bati tibbi dejeneratif hastaliklari olan hastalarda
iyilesme potansiyelinin iyilestirilmesinde tipik olarak
kullanilan bliylime faktérleri c¢labilir. Bati tibbinda kullanilan
uygun ajan &rnekleri arasinda Kalsiyum Kanal Blokerleri (D-600,
Diltiazem, Nitrendipin, Ni-medipin, Nifedipin) bulunur. ,
Flunarizin, Fluspirilen, Israd- pirin, Nicardipin, PY 108-068,
Verapamil ve Triapamil), Kalsiyum selatdérii (DP-b99), serbest
radikal temizleyiciler {Ebselen, Tirilazad, NX¥Y-059), GABA

reseptérii  agonistleri (Diazepam, NXY-059), Baklofen), BAMPA
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agonistleri (ZK  200775/MPQX), rekabet¢i NMDA antagonistleri
(aplikanel/cerestat, CP 101,606, dekstrofan, MK B801/dizosilin,
remasemid}, glisin bdélgesi antagonistleri {GV 150526, ACEA 1021},
poliamin bélgesi antagonistler (eliprodil), biiylime faktdrleri
(bFGF), Scdyum kanal blokerleri (fosfenitecin, 619C8%9), potasyum
kanal acici {BMS 204352, cromakalim, levcromakalim, aprikalim,
pinasidil, diazcksit, nikrandil, mincksidil, pilatin) 1illiny,
gangliositler GM (NMDA antagonisti olmavan), presinaptik glutamat
salma inhibitérleri, clazosentan, desmoteplaz, viprin-ex
{ancrod), tenekteplaz (TNKase; Metalyse), bazik, siklik
nitronlar, TWEAK (TNF  benzeri zaylf apoptoz indiklevyici)
reseptérit, trombeolitik tedavileri (lirokinaz, streptokinaz, t-PA /
doku plazmincjen aktivatori veya rekombinant irokinaz},
anistreplaz, riluzol, sodyum ve disenton 059), kandesartan, AX-
200 (G-CSF, Fligrastim), kafeinol (kafein + etanol), enesadin,
mikroplazmin, sonoliz + tPA, V-10153, HTUPA, sclulin, piklozotan,
5-0139, 5-18986, AEQL -10150, AL-2Z08, KN-38-7271, fridoxal 5-
fosfat, Neu-2000KL, ONO-2231, PGX-100, RVX-208, SUN-N4057, SUN-
NE075, TAT-NRZ2BSc, GLP-1- K&k hiicre tedavisi, Msc-1 (SA-4503,
AGY-94806), NH-02D, S-013% 259, doku koruyucu sitokinler (Lu-
AA24493), V10153 270 (BB-10153, TAPgen); statinler ve dider
kolesterol disiriicii ilag¢lar, eritropoietin, serebrolizin ve CDP-
kolin (sitidin-5'-difesfokolin) bkulunur.

Aciklama, hilcrelerin ¢odalmasini veya farklilasmasini indiiklemeye
ybénelik bir ydntem sunar, adi gegen hicrelerin asa§idaki
bilegenlerden en az Dbirinin etkili bkir miktari 1ile temas
ettirilmesini igerir: Radix Astragali (Membrandz Milkvetch wveya
Huang @Qi'nin kokl), Radix et Rhizoma Salviae Miltiorrhizae
(Kirmi1zi Adacgayl kokli wveya Dan Shen}, Radix Paeoniae Rubrasi
{(Kirmi1z1i Sakayik k&kl, Paecnia lactiflora Pall, Paeonia veitchii
Lynch wveya Chi Shao) cum Chuanxicng (Chuan Xiong), radix

angelicae sinensis (Cin Anjelika veya Dang Gui kdkil), Carthamus
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Tinctorius'un Cicegi (Aspir wveya HongHua), Prunus Persica
(Seftali cekirdedi wveya Tacren), Radix Polygalae (ince vaprakl:

milkwort, Polygala tenu Willa, Polygala sibirica L. veya

Yuanzhi), Buthus martensii (akrep vwveya Quanxie kurutulmus
gdvdesi), Rhizoma acori Tatarinowii (ot vapradi tatli kufesi veva
koksapl kéksap1i), suliuklerin kurutulmus gbvdesi (Hirudo,

Whitmania pigra Whitman, Hirude nipu, pika) Whitmania acranulata
Whitman wveya Shuhihi, Eupolyphaga Seu Seteleophaga (kurutulmus
zemin tozu, Eupolyphaga sinensis Walker, Steeophaga plancyi veya
Tubiechong), Calculus Bovis Artefaktus (DoJal veya Yapay inek-
bezoar veya Rengong Niuu ng) wve Cornu Saigae Tataricae (Antilop
Boynuzu veya Lingyangijiao).

Bilesim, hiicre biiyimesini tesvik edebilir wveya hiicre sagkalimai,
doku mihendislidi wveyva ex vivo terapdtik kullanimlar ig¢in
kullanilabilecek cesitli hiicrelerin in vitro kidltiirunia
kolaylastirabilir. Kiltirlenmis hiicreleri alan hastaya, NeurocAid™
ile de uygulanabilir.

NeurohAid ™ wve benzeri bilesimler

Yukarida ortaya konan bilesenler, bilesim i¢inde nispeten ham bir
formda (Ornedin iglenmemis wveya ezilmig otlar) veya daha rafine
bir formda (&rnedin saflastirilmis Sziitler) bulunabilir.

Baz1 durumlarda, Moleac Pte Ltd'den NeurcAid™ kullanilir.
NeurcAid™, 9 Dbitkisel bilesen wve 5 hayvansal bilesen iceren
kapsul sgeklinde bir CMT {iriiniddir. NeurcoAid™ Radix Astragalil
(Membrantz Milkvetch weya Huang Qi'nin ké&kil}, Radix et Rhizoma
Salviae Miltiorrhizae (Kirmizi Adacgayl kokl veya Dan Shen), Radix
Paeoniae Rubrasi (Kirmizi1 Sakayik k&kii, Paeonia lactiflora Pall,
Paeonia wveitchii Lynch wveya Chi Shao) cum Chuanxiong (Chuan
Xiong), radix angelicae sinensis (Cin Angelica veya Dang Gui'nin
kékil), Carthamus Tinctorius'un Cicedi (Asplr veya HongHua),
Prunus Persica (Seftali c¢ekirdedi veya Taoren), Radix Polygalae

(ince yaprakli milkwort, Polygala tenu Willa., Polygala sibirica
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L. veya Yuanzhi), Buthus martensii (akrep veva Quanxie kurutulmus
gdvdesi), Buthus martensii (kurutulmus akrep veya Quanxie
gdvdesi), sluliklerin kurutulmus godvdesi ({(Hirudo, Whitmania pigra
Whitman, Hirudo nipponica Whitman, Whitmania acranulata Whitman
veya Shuizhi), Eupolyphaga Seu Seteleophaga (6gutiilmis bdcedin
gbvdesi, FEupolyphaga Seu Seteleophaga plancyi wveya Tubiechong),
Calculus Bovis Artifactus (Dofal wveya Yapay inek-bezcar veya
Rengong Niuhuang) ve Cornu Saigae Tataricae (Antilop Boynuzu veya

Lingyangjiao) igerir.

Dijger durumlarda NeuroAid 11, Radix Astragali (Membranoz
Milkvetch wveya Huang @i kdkil), Radix et Rhizoma Salviae
Miltiorrhizae ({Kirmizi Adacayi kdédkil veya Dan Shen), Radix

Pasoniae Rubra (Kirmizi S$Sakayik kd&ki, Paeonia laktiflora Pall,
Paeonia wveitchii wveya Chi) 'den olusur. Shao), Ligusticum
Chuanxicong (Chuan Xiong) koksapl, radix angelicae sinensis (Cin
Angelica wveya Dang Gui'nin k&ékil), Carthamus Tinctorius (Aspir
veya HongHua) kdkl, Prunus Persica (Seftali c¢ekirdedi vevya
Taoren), Radix Polygalae (gigek  tozu) milkwort, Polygala

tenuifolia Willd., Polygala sibirica L. wveya Yuanzhi) wve Rhizoma

acori Tatarinowii (¢imen vyapradi tatli kiifir veyva Sichangpu
kdksapi) .NeuroAid =, farkli {ilkelerde farkli isimler altinda
tescil edilebilir {6rnedin, Glney Afrika'da Strocaid olarak

pazarlanmaktadir. ™ veya Dangl Piantan Jiacnang ™) (in Halk
Cumhuriyeti'nde Tianjin Shitian Pharmaceutical Group Co., Ltd'den
(Jianwenin Sanayi B&lgesi, Wangwen Zhuang sehri, Xiging bdlgesi,
Tianjin Sehrinde, Cin; Posta Kodu 300381;}.) {iretilmekte ve
ticari olarak satilmaktadir. Ayrica, Cin Halk Cumhuriyeti'nin (11
Biopolis Way, Helios # 09-08 Singapore 138667) ana lisansi olan
Moleac Pte Ltd'den (daha &nce Molekliler Akupunktur Pte Ltd) temin
edilebilir.

Sipheden kag¢inmak i¢in NeuroAid™, Nuronid™'l su anda pazarlandiga

formda NeuroAid™'i igerir ancak ayni zamanda &rnedin Tianjin
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Shitian Pharmaceutical Grecup Co., Ltd wveya Moleac Pte Ltd
tarafindan pazarlanabilecek gelecekteki NeuroAid™
formilasyonlarini da igerir. Bu tir gelecekteki formilasyonlar,
drnegin dozaj miktarlarina veya aktif bilesenlerinin
konsantrasyonuna vs. gdre dedisebilir. NeuroAid™, MLC 601 olarak
da kilinir wve "NeuroAid™" ve "MLC 601" terimleri, birbirlerinin
verine kullanilabilir. Benzer sekilde NeurcAid II, MLC 901 olarzk
da bilinir ve "NeuroAid II" wve "MLC 901" terimleri, birbirlerinin
yerine kullanilabilir.

Noro-koruyucular

Nérokoruyucular, cesitli mekanizmalari kullanarak,
norodejenerasycocna olumsuz neden olan hastaliklar sirasinda &lme
riski altinda bulunan néronal dokuyu koruyan bilesiklerdir. Bazi
néroprotektan ajanlar arasinda antioksidanlar (Ornefin selenyum,
30 B wvitamini, € wvitamini, glutatyon, sistein, flavinoidler,
kinolinler, enzim; azaltma aktivitesi, vb.), N-metil-D-aspartat
Reseptdr Antagconistleri (Dekstrorfan, Selfotel, Magnezyum) ,
Narkotik  Reseptdr antagonisti {(Nalmefen (Cerven}, Ca-kanal
blokerleri, Na-kanal modilatdrleri (Lubelulu), Alfa-aminobltirik
asit agonisti (Clometiazol), cglutamat reseptdril modillatdrleri,
serotonin reseptdrll agonistleri (repinctan), fosfolipid kaziyica,
serbest agavistleri (repinctan) (Tirilazad ve NXY-059), astrosit
aktivasyon inhibitérii (ONO 2506), anti-ICAM-1 (Enlimomab), Insan
anti-1okositik antikeru, Hu23F2G, membran stabilizasyon ajani
CDP-kolin (Citicholine), Fibroblast Dbilyiimesi gibi moncklonal
antikorlar faktdér (Fiblast), doymamis ve c¢oklu doymamis vad
asitleri, &strojenler ve secici dstrojen reseptdril modilatdrleri
(SEAMS), progestinler, tiroid hormonu ve tiroid hormonu taklit
eden bilesikler, siklcsporin A ve tlirevleri, talidomid e ve
tirevleri, metilksantinler, Mono-Amin-QOksidaz inhibitdrleri

(IMAQ), serotonin-, noradrenalin ve dopamin alim blokerleri,
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dopamin I agonistleri, L-DOPA, nikotin ve tilirevleri ve NO sentaz

modiilatérleri bulunur.

Bilylime faktérleri

Buyume faktérleri, cesitli mekanizmalarai kullanarak, belirli
hilcrelerin farklilasmasini veva cogalmasini tegvik eden
bilesiklerdir. Bazi biyime faktdrleri arasinda kemik morfogenetik
proteinleri (BMP'ler), epidermal bliylme faktdri (EGF} ,
eritropoietin (EPO), fibroblast bilyime faktdrilt (FGF), graniilosit-
koloni uyarici faktdr (G-CSF), granllosit-makrofaj koloni uyarici
faktér (GM-) bulunur. BOS), hepatosit blylime faktdrleri (HGF},
insilin benzeri biuyime faktéri (IGF), myostatin (GDF-8), sinir
biylime faktérit (NGF), ndrotrofinler, trombosit kaynakli bliylime
faktéri (PDGF), trcocmbopoietin ({(TPO), Ddnisim biiyime faktdrii alfa
(TGF-w) , Déniistiiriici buyume faktori beta {TGF-pB) , vaskiler
endotel bliyime faktdri (VEGF), Interleukin-1 B3 (1I -18), IL-2,
IL-3, 1IL-4, 1L-6, 1IL-7, 1IL-8, IL-21, 1IL-33, M-CSF, Noggin,
Interferonlar (IFN) -a, IFN-B ve IFN-y bulunmaktadir.

Potasyum kanallarinin aktiflestirilmesi ig¢in bilegikler TREK-1
Bati1 tibbinda kullanilan dider uygun ajanlar, TREK-1 potasyum
kanallarini aktive edekbilen bilesikleri igcerir. TREK-1'in
aktivasyonunun, Onceden belirlenmis deneklerde wveya inme vevya
norodejenerasyon riski ftasivan deneklerde inme vevya
norodejenerasycnun etkilerini azalttidi bulunmustur. Ek olarak,
TREK-1'in merkezi veya periferik sinir sisteminin hastalikli wveya
varalanmis dokularina sahip hastalari ve depresyon, psikivatrik
endikasyonlari, dodal yaslanma ve travmatik beyin hicre &liminden
muzdarip hastalari tedavi etmede rol ovynadidil gdsterilmistir.
NeuroAid®, TREK 1 potasyum kanallarini aktive etmediginden, TREK-
1 potasyum kanallarini aktive edebilen bilesikler, inme veya
norodejenerasyeonun etkilerini azaltmak wve hasta veya varali

hastalari tedavi etmek i¢in NeurcAid ™ (MLC 601) ile kombinasyon
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halinde merkezi veya periferik sinir sisteminin dokulari ve
depresyon, psikivyatrik endikasyonlar, dogal yaslanma ve travmatik
beyin hilcre &liumiinden muzdarip hastalarda kullanilabilir.

TREK-1 potasyum kanallaraini aktive edebilen bir bilesidin bir
Ornedi Poli-doymamis vad asitleridir (PUFA'lar). Coklu dovmamis
yvag asitleri, Dbirden fazla ¢ift bad iceren vyag asitleridir.
PUFA'lar, metilen ile kesilmis Polenler veyva Konjuge vag asitleri
olarak siniflandirilabilir.

Metilen ile Kesilmis Polenler, birbirlerinden tek bir metilen
grubu ile ayrilan iki veya daha fazla cis ¢ift badina sahip olan
vad asitleridir. Esansiyel vya§ asitlerinin tumll omega-3 ve -6
metilen 1ile kesilmis vagd asitleridir. Omega-3 vag asitlerinin
Srnekleri sinirlandirma olmaksizin asafidakileri igerir: Alfa-
linolenik asit {ALA), Stearidonik asit (STD), Eicosatrienocik asit
(RTE), Eicosatetraencoik asit (ETA), Eicosapentaencoik asit (EPA),
Docosapentaencik asit, DPA}, Docoheksaenoik asit {DHA) ,
Tetrakonik asit asit veya Nisinik asit. Omega-¢ vad asitlerinin
Srnekleri sinirlandirma olmaksizin asagidakileri igerir: Linoleik
asit (LIN), Gama-linolenik asit (GLA), Eicosadienoik asit,
Dihomo-gama-linolenik asit (DGLLA)Y, Arakidonik asit (ALY},
Docosadienoik asit, Adrenik asit, Docosapentaencik asit veva
Osbond asidi. Omega-9 vyag asitleri ayrica metilen ile kesilmis
polenlerdir ve tekli doymamis veya cok doygun olabilir. Omega-9
vagd asitlerinin &rnekleri sinirlandirma olmaksizin agadidakileri
igerir: 0Oleik asit, Eikozik asit, Mead asit, Erusik asit veya
Nervonik asit.

Konjuge vad asitleri, iki wveya daha fazla keonjuge c¢ift bag iceren
vag asitleridir. Konjuge vag asitlerinin &drnekleri sinirlandirma
olmaksizin asagidakileri igerir: Remenik asit, a-Calendic asit,
p-Calendic asit, Jacarik asit, a- Elecostearik asit, pf-Eleostearik
asit, Katalik asit, Punicic asit, Rumelenik asit, o-Parinarik

asit, p-Parinarik asit, Bosseopentaenoik asit.
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Metilen ile kesilmis Polyenes veya Konjuge vag olarak
dilizenlenmemis dider bazi PUFA'lar sinirlama olmaksizin sunlara
igerir: Pinclenik asit ve podokarpik asit.

TREK-1 potasyum kanallarini aktive edebilen dider Dbilesikler
arasinda 1ilag Riluzol (Rilutek®), Liscofosforitler (LPL'lery,
Kafeik Asit esterleri wve Xenon bulunur. Bu bilesikler inme vevya
norodejenerasyconun etkilerini azaltmak wve hasta veya varali
hastalari tedavi etmek i¢gin NeuroaAid ™ (MLC 601) ile kombinasyon
halinde merkezi wveya periferik sinir sisteminin dokulari ve
depresyon, psikiyatrik endikasyonlar, dofal vaslanma ve travmatik
beyin hilicre &liimiinden muzdarip hastalarda kullanilabilir.
Uygulama Yollari

Bu bilesikler, inme veya nérodejenerasyonun etkilerini azaltmak
ve merkezil veya periferik sinir sisteminin hastalikli veya yarali
dokularina sahip hastalara ve depresyon, psikiyatrik
endikasyonlari, dodal yaslanma ve travmatik beyin hicre &liminden
muzdaripy hastalari tedavi etmek 1i¢in NeuroAid™ (MLC 601) ile
birlikte kullanilabilir. NeuroAid™ (MLC 601) oral yoldan
verildiginde, glinde 3 Kkez alinan ddért 0.4 g kapsiil olarak
uygulanabilir. Yutma glc¢liigll ¢eken hastalar 1ig¢in, kapsitller
acilabilir wve bu sekilde dic¢ilebilen wveya bir gastrik tip
araciligdiyla enjekte edilebilen suda seyreltilmis toz olabilir.
Bu nedenle, vaklasik 4.8 g'lik bir glinlik doz &ngdrilmektedir.
Bir diizenekte hastanin giinliik NeurcAid™ dozu (MLC ©601) vaklasik
lg ila 8g; 2 g ila 8 g; 3g ila 7g; 4 ila 6 g; 4.25g 1ila 5.7bg;
4.5g ila 5.25g; 4.5g 1la bg; 4.6g ila 4.10g; veyva 4.7 g ila 4.9
g'dir. Bir "ginlik doz", Dbelirli bir glinde alinacak tek bir
tablet wveva kapsil vs. veya c¢oklu tabletler veva Kkapsiller vs.
olabilir.

NeurcaAid™ (MLC 60l1) tedavisinin her kiirdi vaklasik 4 hafta
sUrebilir. Tipik olarak, en ¢ok arka arkaya 3 kez uygulanir.

Higcbir terapdtik uygulama gerekli degildir, ancak birkag¢ ginlilk
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tedavinin kesilmesinden sonra bile ilave uygulamalar eklenebilir.
Dolavisiyla, bir vapilanamda her DNeuroAid™ (MLC 601) tedavisi
vaklasik 12 hafta siirer. Baska bir vyapilanmada, NeuroAid™'in (MLC
601) tedavi sliresi yaklasik 4 i1ila 24 hafta; 7 ila 16 hafta; 9 ila
15 hafta; 10 ila 14 hafta; wveya 11 ila 13 haftadir.

NeurgAid™ (MLC 601) ayrica kronik hastalidi ele almak ig¢in kronik
bir tedavi clarak veya onleyici bir tedbir oclarak kullanilabilir.
NeuroAid™ (MLC ¢01), hilicre biylimesini destekleyen bati tibbi ile
kombinasyon tedavisinin bir parcasi olarak kullanilabilir.
NeuroAid™ 'in (MLC 601) wve hiicre blyume faktdérinin kombinasyon
ortaklari, tek Dbir formiilasyonda mevcut olabilir wveya ayra
formilasvonlar halinde mevcut olakilir. Bir vyapilanmada sinerijik
bir etki olabilir.

Kombinasyon ortaklari NeurcAid™ (MLC 601) wve hiicre biliyume faktdri
hastaya ayni1 anda {(&rnedin ayni anda) veya farkli zamanlarda
(6rnedin sirayla) ve birbirinden ayrai olabilen wveya c¢akisan
farkli zaman araliklarinda uygulanakilir.

Kombinasyon ortaklari NeuroAid™ (MLC 601) wve hiicre biiylime faktdri
herhangi bir sirayla uygulanabilir.

Hilcre biiylime faktorl kullanildidinda ve uygun uygulama yolu ve
doz seviyesi teknikte uzman kisilerce bilinecektir wveya teknikte
uzman bir kisi tarafindan kolayca belirlenebilir. Genellikle, tip
alaninda iyi bilindidi giki, herhangi bir hasta ic¢in dozajlar,
hastanin buyikligu, vicut vylzey alani, vyasi, uygulanacak 0&zel
bilesik, c¢insiyet, uygulama zamani ve yolu, genel saglik ve ayni
anda uygulanan dider ilaclar dahil olmak {zere birgok faktdre
baglidir. Bireysel ihtiyaclar dedismekle Dbirlikte, her bir
bilegenin etkili miktarlarinin optimal araliklarainin
belirlenmesi, teknigin uzmanlidi dig¢erisindedir. Dozaj, madde
NeuroAid ™ (MLC 601) olmadan kullanildiginda uygulananlara benzer

olacaktair.
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Sekillerin Kisa Aciklamasi

Sekil 1, NeuroAid™ (MLC 601} tedavisinin, 8., 10. ve 14. glinlerde
hiitcre canliligar dzerindeki doz etkisinin c¢ubuk grafiklerini
gosterir. Ug¢ konsantrasyonda NeurocAid ™ (MLC 601) (0.1, 0.5, 1.0
ng/ml) kontrol ile karsilastirilmistir.

Sekil 2, NeurcAid™ (MLC ©01) tedavisinin 10. wve 14. giinde LDH
salinimi {zerindeki etkisinin ¢ubuk grafiklerini gdstermektedir.
1.0 pg/ml NeurcAid™ (MLC 601) konsantrasyonu kontrol ile
karsilastirilmistair.

Sekil 3, NeuroAid™ (MLC 601) tedavisinin, 3. wve 14. ginde ndronal
DCX ekspresyonu {izerindeki etkisinin konfokal g&rintiulerini
gbstermektedir. 1.0 upg/ml NeuroAid ™ (MLC 601) konsantrasyonu
kontrol ile karsilastirilmistir.

Sekil 4, NeurohAid™ (MLC 601) ve NeuroAid 11 (MLC 901)
iglemlerinin, 8., 10., 12. wve 14. ginlerde hicre canlilig:
Uzerindeki etkisinin c¢ubuk grafiklerini gésterir. 1.0 pg/ml
NeuroAid™ (MLC 601) Ve 1.0 wug/ml NeurohAid IT {(MLC 901)
konsantrasyonu kontrolle karsilastairilmistair.

Sekil 5, NeuroAid™ (MLC 601) ve NeuroRid II (MLC 901)
uygulamalarinin 8., 10., 12. wve 14. glnlerde LDH salinimi
tzerindeki etkisinin bir g¢izgi grafigini g&stermektedir. 1.0
ug/ml NeuroAid™ (MLC 601) wve 1.0 ug/ml NeuroAid II (MLC 901)
konsantrasyonu kontrolle karsilastairilmistair.

Sekil o, NeurchAid™ (MLC 601) ve NeurochAild IT (MLC 901)
iglemlerinin, 3. wve 14, glnde DCX ekspresyonu lizerindeki
etkisinin konfcokal gbérintilerini gdstermektedir. 1.0 ug/ml
NeuroAid™ {MLC 601) ve 1.0 wug/ml NeurcAid II (MLC 901)
konsantrasyonu kcntrolle karsilagtirilmistair.

Sekil 7, felce karsi NeuroAid II (MLC 901) tedavileri icgin
deneysel protcokollerin sematik divyagramlarini gdstermektedir.

Sekil 7A, NeuroAid II (MLC 901) tedavisinin etkilerini arastiran
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Ornek 4 icin deney protckoliini gdstermektedir; Sekil 7B, bir akut
NeuroAid II (MLC 901) tedavisinin etkilerini arastiran Ornek 5
i¢in deney protokolini g&stermektedir. Her iki c¢alisma da hayatta
kalma oranini dederlendirmistir we ayrica iskemiden 24 saat sonra
enfarktils hacmini belirlemistir.

Sekil 8, iskemi sonrasi 24 saat sonra NeurohAid II (MLC 901) 6n
isleminden sonra hayatta kalma oraninin bir c¢ubuk grafidini
gbstermektedir.

Sekil 9, iskemi sonrasi 24 saat sonra Neurolid II (MLC 901)
tedavi sonrasindaki hayatta kalma oraninin (A) ve enfarktis
hacminin (B) bir cgubuk grafidini gdstermektedir.

Sekil 10, NeuroAid II (MLC 901), Rhizoma chuanxiong Radix

angelicae sinensis ve kombine Rhizoma chuanxiong/Radix angelicae

sinensis tedavilerinin (1 pcg/ml) komkbine Rhinoma
chuanxiong/Radix angelicae sinensis islemlerinin (1  pcyg/ml)
karsilastirmall etkileri zerine cubuk grafiklerini

gdbstermektedir. Sekil 10A, 1ilgili tedavilerin hicre canlilig:
ilzerindeki etkisini gdsterir ve Sekil 10B, ilgili tedavilerin LDH
salimi lUzerindeki etkisini gdsterir.

Sekil 11, ©NeuroAid ITI (MLC 991), Rhizoma chuanxiong, Radix
angelicae sinensis wve 1n vivo iskemik Dbeyin hasarina karsi
kombine Rhizoma chuanxiong/Radix angelicae sinensis 1le vyapilan
uygulamanin karsilastirmalili etkileri dzerine cubuk grafiklerini
gdstermektedir. Sekil 11A ve 3ekil 11B, sirasivyla hayatta kalma
oranini (A) ve enfarktils hacmini (B) gdstermektedir.

Sekil 12, in wvivo iskemik beyin hasarina karsi NeurcAid II (MLC
901), Rhizoma chuanxicng we Radix angelicae sinensis ile &n
muamelenin karsilastirmali etkileri 1{lzerine c¢ubuk grafiklerini
gbstermektedir. Sekil 122 wve Sekil 12B, sirasiyla hayatta kalma
oranini (A) ve enfarktiis hacmini (B) gbstermektedir.

Sekil 13, in wvitro DCX imminceklojik hilcrelerde, NeuroAid II (MLC

201), Rhizoma chuanxiong, Radix angelicae sinensis wve kombine
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Rhizoma chuanxiong/Radix angelicae sinensis tedavisi (1 pg/ml)
arasindaki karsilastirmalai etkilerin tedavinin 12. Glniinde
temsili epifloresans mikroskopl fotodraflarini gdstermektedir.
Sekil 14, epifloresans mikroskopisinde gdzlemlenen immiin boyanmig
noronlardaki DCX sinval vodunludunun cubuk grafiklerini
gbstermektedir.

Sekil 15, islemlerin fonksiyvonunda toplam nédérit uzunludu (pm)
olan epiflcoresans mikroskopisi iizerinde &lglilerek elde edilen

ndrit biiylimesinin gubuk grafiklerini gdstermektedir.

Ornekler

Matervaller

Kortikal &rnekleme ortami:

- HBSS/1

NaCI 8 g/1

H20 ig¢inde KCI 0.26 g/1 MgS04 0.2 g/l CaCI2 0.264 g/l NaH2CO3
2.24 g/1 NaH2P04 0.15 g/1 in

HBSS +: 6 g glikcz ekleme

Hicre killtiril crtami

Norobasal (21103-049; Invitrogen, San Diego, CA)

B27 (n°17504; Invitrogen, San Diego, CA) Uridin (U3003; Sigma,
St. Louis, MO, ABD) Floro-deoksi-Uridin (46875; Fluka-Chemika-
Bio- chemika, Buchs, Isvicre)

Glutamax (35050; Gibco-BRL Yasam Teknolojileri). GmbkH, Karlsrahe,

Almanya)

Antibiyotikler (Penisilin-streptomisin) (Gibco-BRL Yasam
Teknolojileri). GmbH, Karlsrahe, Almanya)

Hayvanlar

Tim deneyler, Avrupa Toplulugu mevzuatinin laboratuvar

hayvanlarinin bakimi ve kullanimi ile ilgili politikalara gdre
vapirlmistir. Yerel Etik Komitesi deneyleri onaylamistir

(NCA/2006/10-1 wve NCA/2006 / 10-2 protokol numaralari). Bu
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calismada, 22 ila 26 g agirlijindaki vyetiskin erkek C57/Blé
fareleri kullanilmistair. Hayvanlar, ilag tedavisi veya
ameliyattan en az bir hafta once 12 saatlik karanlik 1s1k
ddngiisii, 21 + 2°C sicaklik ve %60 ila %70 nem iceren kontrollil
laboratuar kosullarinda bekletilmistir. Fareler standart kemirgen
diyetine ve musluk suyuna serbest erisime sahiptir.

NeuroZAid II (MLC 901) icme c¢dzeltisi

Bir kapsil NeuroAid II (MLC 901), bir karistirici ile 37 °C'de
bir saat karistirilarak 66 ml su ig¢inde ¢odzlUlmlUstir. $odzelti daha
sonra 0.45 ul'n filtre ile siizilir.

Tntraperitoneal enjeksiyonlar i¢in NeuroAid TT (MLC 801)
kapsiliinden 30 mg olan NeuroAid II (MLC 901), 60 dakika boyunca
37 °C'de 10 mg/ml'lik bir konsantrasyona (Stok c¢ézeltisi)
karsilik gelen 3 ml salin g¢dzeltisi ig¢inde seyreltilmistir.
Deneyde kullanilan konsantrasyon 1 pg/ml'dir (enjeksiyon hacmi:
500 uT). 1 pg/ml'lik bir doz elde etmek ig¢in stok g¢dzelti 100
ile seyreltilir. Seyreltme isleminden sonra, karisim 1ivyi bir
homojenlestirme elde etmek ig¢in vortekslenir wve 0.45 um filtrede
filtre edilir.

Yontemler

A. KORTIKAL HUCRE KULTURU

Gebe kalan (E14) C57BI6/J farelerine, i1zopentan ve ardindan
servikal dislcockasyon uygulanmistir. Fetusler alinmis ve soduk
(Hanks Balanced Salt Solution) HBSS + cozeltisine
yverlegtirilmistir. Serebral korteks sofuk HBSS + c¢dzeltisinde
diseke edilmis wve beyin zarlari ¢ikarilmistir. Kortikal &rnekler
kiiciik parcalar halinde kesilmis wve 8 ml HBSS + ¢dzeltisi ig¢inde
atesle cilalanmis bir cam Pasteur pipeti ile hafifcge ezilmistir.
Karisim slziilmls (40 puM filtre) ve 800 rpm'de 8 dakika
santrifiijlenmistir. Sipernatan c¢ikarilmis ve topak 2 ml killtir
ortaminda eritilmistir. Hiicreler, 1 x 106 hilicre/duvarlik bir

yvodgunlukta cam lamelleri (12 mm g¢ap; CML, Nemours, Fransa) olan
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Polysine kapli 12 oyuklu (24 mm cap; Sigma-Aldrich Chimie, St.
Quentin Fallavier, Fransa) plakalar {izerine kaplanmistir. B27,
Glutamax ile takviye edilmis Neurobasal'da nemlendirilmis % 5 CO2
atmosfer inkilbatériinde kiiltirler 37 °C'de tutulmus, 16 gin sonra
denevyler ig¢in antibivyeotikler kullanilmistair. Glial Dblyime,
kiiltiiriin ikinci ginii boyunca 5- Floro-2-deoksiiiridin (2 uM) ve
Uridin (2 uM) eklenerek bastirilmistir.

B. NEURCAID ™ (MLC 601} TEDAVISI

Bir NeuroAid ™ (MLC &01) kapsiiliinden 30 mg, 60 dakika siireyle
37°C'de 10 mg/ml'lik bir konsantrasyona (Stok cozeltisi) karsilik
gelen 3 ml Neurokasal ortam icginde seyreltilmistir. Deneylerde
test edilen kKonsantrasyonlar: 1 ug/ml veva 10pg/ml kiiltir ortama.
Her 24 mm'lik hazne plakasina 1 ml NeuroAid ™ (MLC 601) g¢dzeltisi
konnmustur.

1 pg/ml'lik bir doz elde etmek icin stok c¢ozelti 100 kez
seyreltilmigtir: 0.lmg/ml (24 mm  hazne/ml basina 10 ut,
lug/hazneye karsilik gelir).

10 npg/ml'lik bir doz elde etmek ig¢in stok ¢dzelti 10 kez
seyreltilmigtir: 1 mg/ml (24 mm hazne/ml basina 10 uI, 10
ug/hazneye karsilik gelir).

Cozlinme isleminden sonra, karisim homojenizasyon ig¢in iyl bir
homojenlesme elde etmek iizere vortekslenmis ve 0.45 um filtrede
filtre edilmistir.

Hiicreler her gin kiltirin 1. Glininden itibaren NeurcAid™ (MLC

601), NeurcAid II (MLC 901) veya Neurchbasal ortami ile muamele
edilmistir.
C. LAKTAT DEHIDROJENIZ (LDH) OGLCUMLERI

Noronal — yaralanma, hiicre kiiltird ortaminda inkilbe edilmis
kiiltlirlenmis n&éronlardan laktik dehidrojenaz (LDH}) saliniminin
Olglimll ile kantitatif olarak dederlendirilmistir. 1,5, 8,10,12,14
ve 1l6. glnde,100 ul hicre kiultiiri ortami Xkiiltir haznelerinden 96

hazneli plakalara aktarilmis wve ILDH +tahlil kitine g&re 100
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reaksiyvon ¢dzeltisiyle karistirilmistir (Roche Diagnostic:
Cytotoxicity Detection kit: ref 1644783, Indianapolis, ABRD).
Optik yodunluk {0OD}, bir Labsystem Multiscan mikroplaka okuyucusu
(Labsystem Multiscan RC, Finlandiya) kullanilarak 492 nm'de 30
dakika sonra dlculmistir. 620'deki arkaplan absorbansi ¢ikarilir.
LDH aktivitesi, 25pIl orta hacimde mevcut aktivite olarak ifade
edilir. Sonuclar 0D x 10’3 olarak ifade edilir.

D. Hilcre Canlilaiga

1, 5, 8, 10, 1z, 14 wve 16, glinde, hlicre kiiltiiril ortaminin toplami
¢ikarilmig ve yerine 500 ul Norobasal ortam Hiicre Titeri 96
Agueous One Solution kitiyle dedistirilmistir: Cell Titer 96 (r)

Agqueocus One Solution Hicre Proliferasvonu Test Kiti. Noronal

canlilik, Hucre Titresi 96 (r) Sulu Bir Cozelti Hicre
Proliferasyon Denevyi (Prcmega, Madison, ABD) kullanilarak
belirlenmistir. Proliferasyon Test Kiti protokoliine gore,

hiicreler nemlendirilmis %5 C02 atmesfer inkiibatdrinde 4 saat
37°C'de inkilbe edilir. Reaksivon, %2 Sodyum Dodesil Stlfat (SDS)
ile durdurulmustur. Optik yodgunluk, 4 saat sonra bir Labsystem
Multiscan mikroplaka okuyucusu kullanilarak 490 nm'de
Olelilmiistiir. 620"'deki arkaplan absorbansz ¢girkarilmistir.
Sonuclar, canli hiicrelerin sayisini temsil eden CD x 10'3 olarak
ifade edilmektedir.

Hicre canlilidi wve LDH sonuclarinin istatistiksel analizi, bir
faktér (varyans analizi) ANOVA testi wve ardindan hoc testi

kullanilarak deferlendirilmigstir (P <0.05}.

E. CiFT CORTIN (DCX) YAKITLARDA SINIRLI HUCRESEL
IMMUNCHISTCOKIMYA

Kortikal hicre, fosfat tamponlu salin (PBS) i¢inde% 4
paraformaldehit igeren lamellere sabitlenir, % 0.3

policksietilenensorbitan monclorat (Tween 20, Sigma) 4iginde 10
dakika gecirgenlestirilir ve oda sicakliginda 2 saat PBS iginde

%2.5 yedek serumu ile bloke edilir. Tameller bhir keci anti-gift-
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akortin (DCX) antikoru (l: 200, SC-8066, Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, CA} 1ile gece Dboyunca %2 vyedek serum/PBS
igcerisinde inkilbe edilmistir. PRBS'de 3 yikamadan sonra lameller,
keci karsitai Alexa 488-eslesmis antikorlarda (FluoProbes,
Interchim, Montlugon, Fransa)}) 2 saat boyunca %2 esek serumunda
inkiibe edilmis wve her biri 5 dakika boyunca Ug¢ kez PBS'de
yikanmistir. Lameller daha sonra Hoechst c¢dzeltisinde (10 ml'de
3;; Sigma-Aldricht Chimie, Saint Quentin Fallavier, Fransa) 10
dakika boyunca hiicre ¢ekirdedini etiketlemek i¢in inkiibe edilir.
PBS'de 2 vyikamadan ve su icginde 1 vyikamadan sonra lameller
kurutulur wve Fluoroprep (75521; BioMerieux, Marcy TI'Etoile,
Fransa) ile cam slaytlara monte edilir. Epifloresans ve konfckal
mikroskepi kullanilarak hilcreler gézlenmistir. Konfokal
mikroskecpi g&zlemleri, bir DMIRBE ters mikroskobu wve her 10nm'de
bir argon-kripton lazeri (lazer uyarma 488 nm) ile elde edilen
bir argon-kripton lazeri ile donatilmis bir Lazer Tarama Konfokal
Mikroskobu (TCS3 SP, Leica Microsystems Heidelberg GmbH, )
kullanilarak gergeklestirilir. Sinyal 0Ozgilliigi, negatif kontrol
lamellerinde, DCX proteinine karsi ydénlendirilen primer antikorun
cikarilmasiyla dederlendirilmistir. Gorintiller, tek transseliller
optik bélimler olarak elde edilmis ve c¢erceve basina en az ddrt
taramadan ortalamasi alinmistir. DCX-Alexa-488 antikor
etiketlemesinin konfokal gdriintileri daha sonra otofloresans
arkaplaninin spektral dizeltilmesinden sonra elde edilmistir.

F. NeuroAid II'nin (MLC 901) C57BI/6 farelerinde etkilerinin
arastirilmasinda kullanilan fizyolojik parametreler

Genel anestezi %3 izofran ile indiklenmis wve her bir fare dicgin
acik bir vyiz maskesi wvasitasivla %1 izofluran ile korunmustur.
Farelerin kendiliginden nefes almasina izin verilmistir.
Iskemiden ©&énce, sirasinda ve sonrasinda ortalama arter kan
basinci (MABP), rektal sicaklik, arter kan gazlari ve pH gibi

fizyolojik parametreler ig¢in bir grup hayvan (grup basina n = 5)
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izlenmistir. Sag femoral arter PE-10 ©polietilen boru 1ile
kateterlenmis wve silirekli MABP (mm Hg) izlenmesi dig¢in bir kan
basinci donusturiucusune (Harvard Apparatus, Massachusetts, ABD)
baglanmistir. Daha sonra kateterize edilmis femoral arterden
heparinize kan numunesi (75 was) elde edilmis ve bir Asit Bazla
Laboratuvar sistemi (ABL 555, Radiometer) kullanilarak kan p0Z2,
pCOZ wve pH dlcilmistir. Cekirdek sicakligdi sltrekli olarak bir
termometre (3 mm prob g¢api; Harvard Apparatus, Massachusetts,
ABD) ile izlenmis, rektuma vyerlestirilmis wve termostatik olarak
kontrol edilen bir 1sitma battaniyesi (Harvard Apparatus,

Massachusetts, ABD) kullanilarak fizyolcejik sicakliklarda

tutulmustur. Cekirdek sicaklida, homeotermikc battaniye
kontroliniin bir kombinasyenu ile fizyolojik dederlerde
tutulmustur.
G. C57R1/6 farelerinde gecici fokal beyin iskemisinin
indiksiyonu

Fokal iskemi, intraliminal filament teknidi kullanilarak scl orta
serebral arterin (MCA) tikanmasiyla indilklenmistir (Heurteaux ve
ark., 2006) Bir orta hat boyun insizyonu vyapildiktan sonra, sol
ortak ve dis karotid arterler izole edilmis wve ipek bir 4-0 ipek
dikisle (Ethicon) bkaglanmistir. Geg¢ici kaargil anevrizma klipsi
(BMH21, Aesculap, Tuttlingen, Almanya) gecg¢ici olarak ig¢ karotid
artere yerlestirilmistir. Ucgta acgik bir atesle kdrelmis bir 6-0
kagli filament (Doccol, Redlands, CA, ABD), ortak bir karotid
artere kiicik bir kesiden wve orjin kokiinin tikanmasi dic¢cin MCA
karotid bkifurkasyona 13 mm distalden sokulmustur.

Hayvanlar bir saat 37 °C'de tutulduktan sonra, MCA bdlgesinin
tekrar akmasina izin vermek i¢in iplik dikkatlice g¢ekilmigtir.
MCAO siddetini kontrol etmek igin bdlgesel CBF (rCBF), iskemik
korteks (4 mm arkadan wve &6 mm lateral) {zerindeki sadlam
kafatasina sabitlenmis master probuna esnek bir 0.5 mm fiber

optik uzatma kullanilarak lazer-Doppler akis Olger (Perimed) ile
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belirlenmistir. MCA'yli tikamak ic¢cin ilerlemeden 1ipligi ortak
karotid artere sokmak sureti ile ameliyat yapilmistir.
Hayvanlarin, kafese geri donmeden ¢&nce Dbir 1si1tma vastigl
izerinde tam bilinci kazanmalarina izin verilmistir.

H. Enfarktils hacminin belirlenmesi

Akut Neuroaid II (MLC 901) tedavi socnrasi calismada (Ornek 5)
enfarktis hacmini dederlendirmek icin, fareler reperflizyondan 24
saat sonra sakrifiye edilmistir. Beyinleri c¢ikaraildi ve bir doku
kiyici (Phymep, Fransa) kullanilarak alti: 1 mm kalinlidinda
koronal dilime bdliinmistir. Koronal beyin dilimleri, karanlikta
oda sicakliginda 20 dakika sireyle hemen % 2 2, 3, 5-
Trifeniltetrazclyum klorir (TTC, Sigma, Fransa) i1c¢ine batirilmais,
daha sonra daha &nce tarif edildidi gibi bir gece &nce %4
paraformaldehit ¢dzeltisine sabitlenmistir ( Ding-Zhou wve ark.,
2002). Her Dbdélimde Dbir Dbilgisayar gérinti analiz sistemi
kullanilarak &lciilen striatal wve kortikal enfarktiis alanlarz
Slcilmus ve Golanov ve Reis'e gbre beyin ddemi ig¢in
diizeltilmistir (Geolanov and Reis, 1995). Mm3 olarak ifade edilen
enfarktils hacmi, dizeltilmis lezyon alanlarinin dodrusal bir
entegrasyonu ile hesaplanmistir.

Ek olarak, kresil menekse, i1skemik farelerde enfarktiis hacminin
geligimini dodrulamak ig¢in, uygulanabilir ndéronlarin stellate
somyasindaki Nissl gtvdelerini lekeleyen bir boya kullanilmistir.
Beyin korconal donmus b&élimleri (10 nfri-kalinlik) 3 dakika
boyunca %0.25 asetik asit ig¢inde %1 kresil menekse soliisyonuna
eklenmis, durulanmis, kurutulmus ve Enlan ile monte edilmistir.
Kesitler 1s1k mikroskcbu altinda anzaliz edilmistir.

Ornek 1

NeuroAid ™ 'in (MLC 601) dozunun hiicre canliligi ve LDH salima
dzerindeki etkisi Yukarida aciklanan usullerle hazirlanan
Cortical hiicreleri, dért DNeuroAid™ konsantrasyonuna (MLC 601)

maruz birakilmistir: Kultirun 1. Gununden kadar 14, Gune kadar
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0.1.0.5.1.0.10/g/ml. Hicre canliligs 8, 10 wve 14. Glnlerde
yukarida agiklanan vy&ntemlerle ¢aligilmis ve sonuglar Sekil 1'de
gbsterilmistir.

Neurofid ™ (MLC 601) tedavisinin, kiiltiirde =zaman icinde kortikal
hicrelerin ndrodejenerasyonuna karsi etkisi, LDH salimi ile de
analiz edilmistir. Hilcre &6limiine yol acan hiicre acisinin artmasi,
LDH saliniminin artmasiyla iliskilidir. LDH salaimi, vukarida
a¢iklanan vydntemlerle 10. we 14. glinde 0Ol¢lilmils wve sonuclar,
Sekil 2'de g&sterilmistir.

Bulgular

Sekil 1, 14, glnde, 1 ug/ml konsantrasyonda bir NeuroAid ™ (MLC
601) tedavisinin, ndronal sagkalimda kontrolle
karsilastirildidinda (** P<0.01) &nemli bir artisa (%35) neden
oldugunu g&stermektedir. 10. Gline kadar, NeuroAid ™ (MLC 601)
konsantrasyonlarinda 0.1-0.5-1.0 pg/ml 1ile islenen hiicrelerde
hilcre canlilig: vyiizdelerinde kontrol (P> 0.05) (n = deney grubu
bagsina 10 hazne) ile karsilastirildigainda anlamli bir fark vyoktu.
Sekil 2, 1/g/ml Neurolhid ™ (MLC 601) konsantrasyonlarinda 10. wve
14. Glinlerde LDH saliniminin/hlicre canliliginain oranini
gbstermektedir. Kontrole kiyasla NeuroAid ™ (MLC 601) tedavisi,
10 wve 14 giunlik kiiltirden sonra LDH salimini Snemli &lgilide
azaltmistir (P <0.01) (deney grubu basina n = 10 hazne).

Ornek 1'deki deneysel verilere dayanarak, Kkiiltiirdeki kortikal
hiicrelerde WNeuroAid ™ (MLC 601) 1le vyapilan tedavinin, hiicre
yasayabilirliginin pir artisini wve  hiicre sikintisinin bir
belirteci olan LDH saliniminin azaldidini gbsterdidi
gdsterilebilir. Ornek 1 ayrica, NeuroAid™ 'in (MLC 601), merkezi
va da periferik sinir sistemlerinin hastalikli va da varalanmig
dokularina sahip hastalari tedavi etmek ig¢in, Onceden belirlenmis
kisilerde vya da inme va da ndérodejenerasyon riski altindaki

sujelerde inme ya da norodejenerasyon etkisini azaltmak ig¢in veya
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bir hicre kiiltiri reaktifi olarak kullanim icin
kullanilabilece§ini g&dstermektedir.

Ornek 2

NeuroAid ™ 'in (MLC  601) néronal proliferasyon/ndérojenez
lzerindeki etkisi DCX, gelismekte olan CNS'nin tum gd¢ eden
onclillerinde ve yetigkin beyninde strekli ndrojenez alanlarinda
dzellikle ceksprese edilen, oldukca hidrofilik bir mikrotubule
bagli bir proteindir. Ndronal proliferasyon, kiiltirde kortikal
hiuicrelerde DCX ekspresyonundan vyukarida ag¢iklanan yontemlerle
analiz edilmistir. Yukarida agiklanan yontemlerle hazirlanan
kortikal hiicreler, kiiltiirin 1. Glniinden 14. Gilinine kadar 1 g/ml
NeurcAid ™ (MLC 601) ile muamele edilmigstir. Hucreler daha sonra
hazirlandi wve DCX ekspresyonunu ©pelirlemek 1ig¢in vyukaridaki

yvontemlerde tarif edildidi giki epifloresans ve konfokal

mikroskcopi kullanilarak gdzlemlenmistir. Sonuglar Sekil 37de
gdsterilmigtir.
Bulgular

Sekil 3'te, DCX'e karsi bir antikorla boyama, 3. Glinde, DCX
ifadesinde kontrol wve kortikal  Thiicreler arasinda 1 ug/ml
NeuroAid™ (MLC 601) 1ile muamele edilmis bir fark olmadidini
gbstermistir. Bununla birlikte, 14. Glinde, kontrolde DCX
immiinoreaktivitesi kaybolurken, NeurgAid™ (MLC 601) isglemiyle
indiiklenen DCX ifadesinde bir artis clmus wve bu da o6nemli bir
aksonal ve dendritik adin gelisimini vurgulamisgtir.

Norojenik siireglerle 1iliskisi nedeniyle, DCX proteini su anda
ndrojenez icin bir marker olarak kullanilmaktadir. DCX,
ekspresyonu fetal wve yetiskin beynindeki tim gdcmen noronal
dnciilleriyle iliskili olan mikrotubule badli bir proteindir. DCX,
kortikal ndronlarin normal gelisimsel gd¢cll 1¢in &nemli gibi
gdbrinmektedir, cunki insanlarda DCX'deki mutasyonlar, bu
noronlarin godg¢men tutuklanmasi ile karakterize ve klinik olarak

subkortikal laminar heterotopias, mental retardasyon ve nébetler
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ile ortavya cikan sendromlara yol acmaktadir. DCX ayrica vyetiskin
beynindeki bazi olgun nérconlarda da ifade edilir, burada aksonal
bliyime ve sinaptogenszde yer alir.

Boéylece, Ornek 2'nin deneysel verilerine dayanarak, NeurocAid m™
(MLC 601) 1ile tedavinin kortikal hiicrelerde DCX ekspresyonunda
bir artisa yol actidi gbsterilebilir, bu da NeurchAid ™ (MLC 601)
ile tedavinin, nércleojik fonksiyonu (motor ve bilissel gibi) geri
yiklemek 1g¢in gerekli olan néroproliferasyonu, ndrogenezi ve
néroferezi gelistirdigini kuvvetle ortaya koyar. Ornek 2 ayrica,
NeuroAid™ 'in (MLC 601), merkezi vevya periferik sinir
sistemlerinin dokularindaki nédronal biylimeyi ve ¢odalmasini
tesvik etmek, hilicre blylmesini tesvik etmek ve hiicre safkalimana,
biylimesini, c¢odalmasini veya biylimesini veya NeuroAid ™ (MLC 601)
kullanilarak hiicrelerin farklilasmasini tesvik etmek amaciyla bir
yontem igin kullanilabilecedini gésterir.

Ornek 3

NeurcAid ™ (MLC 601) wve Neurolaid II (MLC 9%01) islemlerinin hilcre
canliligi, LDH salinimi ve ndronal proliferasyon {Uzerindeki
etkisi Kortikal hicreler 1 pg / ml Neurokid ™ (MLC 601} veva
NeuroAid II (MLC 901} konsantrasyonuna 1. Giinden 14. Giline kadar
maruz birakilmistir. 1 ug/ml'lik bu konsantrasyon, vyukarida
anlat11digr gibi hiicre canlilidi ve LDH salinmasi {lzerinde elde
edilen en iyi sonuclara karsilik gelir. Hiucre canlilaiga 8, 10, 12
ve 14. Glinlerde ¢calisilmisgtir. Zaman icindeki noéronal
proliferasyon, 1 ug/ml NeuroRid™ (MLC 601) veya NeuroAid II (MLC
901} i1le muamele edilen kiiltirdeki kortikal hiicrelerde DCX
ekspresyonunu gbtzlemleyerek analiz edilmistir.

Bulgular

Sekil 4, 8. ginde, 1/g/ml NeuroAid ™ (MLC 601) ile veya NeuroAid
IT (MLC 901) 1ile muamele edilen kortikal hicrelerde nétral
canlilikta ilgili kontrole {** P<Q.01; *** P<0.001l) gdre anlamli

bir artis gdzlendigini gdstermektedir. Bununla birlikte, her iki
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tedavinin de en yiliksek etkinligi 14. ginde gdzlendi ve hicrelerin
hayatta kalmasi ~% 45 artmistir (*** P<0.001). Kiltiirtin farkla
agsamalarinda (deney grubu basina n = 10 hazne) NeurcAid ™ (MLC
601) we NeuroAid II (MLC 901) arasinda anlamli bir fark vyoktur.
Sekil 5, NeurokAid ™ (MLC 601) ve NeurcAid II (MLC  901)
muamelelerinin, Gundiz 8, 10, 12 ve 14'teki LDH salinim /hiicre
canlilidga orani ile 1 ug/ml konsantrasyonlarindaki
karsilastirmasini gdstermektedir. Kontrole kiyasla her iki tedavi
de, 12 we 14 giinliik kiltirden sonra LDH salimini <&nemli &lgiide
azaltmistir (* P <0.05 wve *** P <0.001) (deney grubu basina n =
10 hazne). NeurcAid ™ (MLC 601) wve NeurolAid TII (MLC 901)
tedavileri arasinda LDH salinimi ag¢isindan anlamli bkir farklilik
yvoktur.

Sekil 6, kontrole kiyasla, 1 ug/ml NeuroiAid™ (MLC 601) veya
NeuroAid II (MLC 901) ile muamele edilen kortikal hiucrelerin
kiiltiirde 3. Glinden daha vyodun bir aksonal wve dendritik ag
gelistirdidini gdstermektedir. 14. glinde, DCX immilnoreaktivitesi,
Kontrol'de kaybolmus wve DCX proteininin etiketlenmesi, Neurohid ™
(MLC 601) ile iglenen kortikal hilcreler wve NeuroAid II (MLC 901)
ile tedavi edilen kortikal hilcreler arasinda farklilasmistir. DCX
proteini, NeuroAid™ (MLC 601) wveya NeuroAid II (MLC 901) ile
islenen kortikal  Thiicrelerin islemlerinde her =zaman eksprese
edilmistir. Bununla birlikte, Neurcaid II (MLC 901} ile tedavi
edilen kortikal hilicrelerde, bu hiicrelerin sitoplazmasinda da DCX
immiinoreaktivitesinde giiglili bir artig oldudu ortaya ¢ikmisgtir.
Hem NeuroAid™ (MLC 601) islemleriyle (NeuroAid™ (MLC 601) hem de
NeurcAid IT (MLC 901)} elde edilen sonucglar, hilcrenin hayatta
kalmasinda, LDH salgisinda bir artis ve kortikal hiicrelerde DCX
ekspresyonunda bir artis oldudunu géstermektedir. NeuroAid™ (MLC
601) ve NeuroiAid II (MLC 901) sconuglari arasinda anlamli Zfark
yoktur. Bu nedenle, deneysel verilere dayanarak, hem NeuroAid™

{(MLC 601) islemlerinin (NeuroAid™ (MLC 601) hem de NeurolAid II
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(MLC 901}) ndroproliferasyon, nérogenez ve ndrodrezi gelistirdigi
ve n&érceleojik hastaliklar wve sinir sistemi vyaralanmalari igin
gelismis bir tedavi sekli olabilecedi gdsterilmistir.

Yukaridaki deneysel sonuclar ayrica, her néronal kiltir tirinin
baglanabilirlidinin wve havyatta kalmasinin ivilesgstirilmesi icgin
NeurcAid™ (MLC 601}y ve NeurocAid II'nin (MLC 201) o6zitlerinin
kullanimini da destekler. Bu ekstreler, canliliga, dendritik
biylimeyli ve sinaptogenezi Snemll &SlglUde iyilestirmek i¢in ndronal
kiiltirler icin klasik kiiltir ortamina sistematik olarak
eklenebilir. Ornek 3 ayrica (NeuroAid™ (MLC601) ve NeuroAid
IT'nin (MLC 901), merkezi wveya periferik sinir sistemlerinin
dokularindaki ndronlarin ndron plUylmesini ve c¢odalmasini tesvik
etmek ig¢in, bir durumdaki hastalarin tedavisinde hilicre bilylimesini
tesvik etmek i¢in depresyon, psikiyatrik endikasyonlar, dodal
yvaslanma ve travmatik beyin hilcre &1luimi grubundan secgilen, inme
veya nérodejenerasyon riski olan deneklerde veya inme vevya
norodejenerasycen riski olan deneklerde, hastalikli veya varali
dokulari olan hastalarin tedavisinde promctin hiicre bkiyimesinin
etkisini azaltan merkezl veya periferik sinir sistemleri, bir
hilcre kiiltiirli reaktifi olarak kullanim ig¢in ve hiicrelerin hayatta
kalmasinzi, biiylimesini, cogalmasini vevya farklilasmasini
indiiklemeye y&nelik bir ydntem ig¢in kullanilir.

Ornek 4

Iskemi sonrasi 24 saat sonra farelerde NeuroAid II (MLC 901) &n
igleminin etkisi Bu c¢alismada, fareler (n = 11) alti hafta
boyunca bir NeuroAid II (MLC 901) icme c¢dzeltisi 1le on isleme
taki tutulmus wve hayatta kalma orani 24 saat i1skemi sonrasz
analiz edilmistir (Sekil 7A). Kontrol fareleri (n = 10) bir
musluk suyu icme ¢dzeltisi almistizr.

NeuroAid II'nin (MLC 201} &n muamelesinin iskemiye maruz
birakilan farelerin hayatta kalma oranini arttirip arttirmadidini

belirlemek i¢in, hayvanlar iskemi indiksiyonundan alti hafta &nce

30



10

15

20

25

30

NeurcoAid II (MLC ©201) ile tedavi edilmistir. Sekil 8, icecekte
verilen alti haftalik bir Neurokid II (MLC 901}y &n isleminin,
kontrol farelerine Kkiyasla NeuroAid TII (MLC 901) ile tedavi
edilen hayvanlarin ©&liim oranlarinda giiclil bir diislise neden
oldudunu gdstermektedir. NeurocAid II (MLC 901) alti hafta boyunca
on muamele, kontrol grubunda %40.0'a kivasla %90.9 hayatta kalma
oranina neden olmustur.

Ornek 4, NeuroZid'in bir iskemik inmeden &nce faydali oldudunu
gbstermektedir, Bu g¢alismalar, WNeurocAid'in iskemik farelerin
enfarktils boyutunu ve mortalite cranini klinik olarak alakali bir

inme modelinde avantaijlil bir sekilde azalttidini gédstermektedir.

Ornek 5

Iskemiden 24 saat sonra farelerde tedavi sonrasi akut NeurocAid
IT'nin (MLC 901) etkisi Bu calismada, farelere (n = 10y,
baslangicinda verilen, akut tedavi sonrasi intraperitoneal
NeuroAid II (MLC 901) enjeksivyonu iskemi sonrasi ve
reperflizyondan 6 saat sonra uygulanmistir. EKontrol farelerine
(n=10) salin ¢d&zeltisl enjekte edilmigtir. Hayatta kalma orani ve
enfarktils hacimleri, 24 saat reperfilzyonda 3dl¢ulmistir.

Akut NeurcAid II (MLC 901) uygulamasinin iskemik inmeye karsi
korudugunu belirlemek icin farelere (n=10) iskemiye tabi tutuldu
ve tek doz 1 mg/ml NeuroAid II (MLC 901) c¢dzeltisi i1le iskemi
bagslangici ve reperfiizyondan 6 saat sonra adizdan enjekte
edilmistir. NeuroAid II'nin (MLC 901) akut uygulamasi, kontrol
farelerinde gbdzlenen %38.8'e kiyasla %90.0 hayatta kalma cranini
indiiklemistir (Sekil 9A). Bu NeurcAid II (MLC 901) tedavi
sonrasl, Sekil 9B'de gésterildigi gibi siddetli bir sekilde bevin
enfarktiisiini azaltmistir. Tedavi sonrasi NeurocAid, inme hacmini
kontrol farelerine kiyasla %47,4 (P <0,001) azaltmigtizr.

Bu ¢alismalar, NeurocAid'in iskemik inmeden &nce ve sonra favydall

oldugunu godstermektedir. Bu g¢alismalar, NeurcRid'in iskemik
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farelerin enfarktiis boyutunu ve mortalite oranini klinik olarak
alakalli bir inme modelinde avantajli bir sekilde azalttigini
gbstermektedir.

Ornek 6 ila 8 ic¢in ydntemler

A. KORTIKAL HUCRE KULTURU

Gebe kalan (E14) C57BI6/J farelerine, i1zopentan ve ardindan
servikal dislckasyon uygulanmistir. Fetusler alinmis ve soduk
(Hanks Balanced Salt Solution) HBSS + cozeltisine
yerlestirilmistir. Serebral korteks soduk HBSS + ¢dzeltisinde
diseke edilmis ve beyin zarlari ¢ikarilmistir. Kortikal &rnekler
kiiciik parcalar halinde kesilmis wve 8 ml HBSS + ¢dzeltisi ig¢inde
atesle cilalanmis bir cam Pasteur pipeti ile hafifce ezilmistir.
Karisim stziilmls (40 puM filtre) ve 800 rpm'de 8 dakika
santrifiijlenmistir. Sipernatan g¢ikarilmis ve topak 2 ml killtir
ortaminda eritilmistir. Hiicreler, 1 x 106 hicre/duvarlik bir
yogunlukta cam lamelleri (12 mm cap; CML, Nemours, Fransa) olan
Polysine kapli 12 oyuklu (24 mm c¢ap; Sigma-Aldrich Chimie, St.
Quentin Fallavier, Fransa) plakalar {iizerine kaplanmistir. B27,
Glutamax ile takviye edilmis Neurobasal'da nemlendirilmis % 5 CO2
atmosfer inkiibatdrinde kiiltiurler 37 °C'de tutulmus, 16 gin sonra
deneyler ig¢in antibiyctikler kullanilmistir. Glial  Dbiyiime,
kiiltiiriin ikinci ginii boyunca 5- Floro-2-deoksiiiridin (2 uM) ve
Uridin (2 uM) eklenerek bastirilmistir.

Deneyler, tedavi durumunu bilmeyen bir arastirmaci tarafindan
izlenmistir (n = 3 kiiltiir, deney grubu basina 3¢ hazne).

B. HUCRE YARALANMA TESTI HUCRE YASAM VE LAKTIF DEHIDROJENASE
(LDH) OLCUMLERI

Hlicre canliligi, Hicre Titresi 96 (r) Sulu Bir (dzelti Hucre
Proliferasyon Deneyi (Promega, Charbonnieres-les-Bains, Fransa)
(n = 3 kultur, deney grubu basina 36 hazne) kullanilarak Hucre
Kiltirinin 12. Giniinde dederlendirilmistir. Deney, 3-1(4, 5-

dimetiltiyazol-2-11)-5-(3-karboksimetcocksifenil)-2-(4-siilffenil) -
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ZH-tetrazolyum ig tuzu (MTS3), bir mitokondrivyal aktivite
belirteci ve bir elektron birlestirme reaktifi (fenazin
etosiilfat, PES). kullanimina davyanan bir kolorimetrik yéntemdir.
MTS tetrazolyum bilesidi hiicreler tarafindan doku kiltiiri
aortaminda ¢coziiniir olan renkli bir formazan drinine
indirgenmistir.

12. glinde, hlicre kUltird ortaminin toplami ¢ikarilmis ve yerine
500 Ne N&robasal ortam + Hlcre Titeri 86 Aqueous One Solution
kiti kullanilmistir: Cell Titer 96 (r) Aqueous One Scoluticon Hilcre
Proliferasyonu Test Kiti. Proliferasyon Test Kiti protokoliline
gbre, hiicreler nemlendirilmisg %5 C0?2 atmosfer ink{ibatdriinde 4
saat 37°C'de inklUbe edilir. Reaksiyon, %2 Sodyum Dodesil Ssilfat
(SDS) 1le durdurulmustur. Optik vyodunluk, 4 saat sonra bir
Labsystem Multiscan mikroplaka okuyucu (Labsystem Multiscan RC,
VWR TInternational, Fontenay sous Bois, Fransa) kullanilarak 490
nm'de &lciilmiistiir. 620'deki arkaplan absorbansi c¢ikarilmistir.
Sonuclar, canli hlcrelerin sayisini temsil eden Optik Yodunlukta
(CD x 10-3) ifade edilmistir.

Veriler, muamele edilen numunelerin absorbans dederinin her bir
grup ig¢indeki muamele edilmemis kontroliinkiyle bhdlilnmesiyle
hesaplanan hiicre canliliginin vyilizdesi olarak ifade edilmistir.
Néronal vyaralanma, hilicre kiltird medyasinda 12Z. ginde hiicre
kiltiri icinde kuluckalanmis kiilltirlenmis ndronlardan laktik
dehidrojenaz (LDH) saliniminin Olcimi 1le kantitatif olarak
dederlendirilmistir (Koh wve Choi, 1987). LDH salma deneyi,
sitoplazmik membran blUtiinlidlinin bir ©6lciisiinil sadlamistir. 12.
giinde, 100 uI hilcre kiiltiridd ortami1 kiiltiir haznelerinden 96
hazneli plakalara aktarilmis wve LDH tahlil kitine gdre 100
reaksiyon gbzeltisiyle karistirilmistir {Roche Diagnostic:
Cytotoxicity Detecticon kit: ref 1644793, Indianapolis, ABD}.
Optik vodunluk (0OD), 30 dakika sonra bir Labsystem Multiscan

mikroplaka okuyucu {Labsystem Multiscan RC, VWR International,
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Fontenay sous Boils, Fransa) kullanilarak 492 nm'de &lculmiistir.
620"'deki arkaplan absorbansi ¢ikarilir. Lizis ¢&zeltisine maruz
kalan néronlar (%0.1 Triton X-100 ig¢eren PRS) pozitif kontrcl
olarak kullanilmig wve %100 IDH salimi1 clarak belirlenmistir,
Veriler, LDH akis/hlicre canlilidginin cranil olarak ifade
edilmistir.

Sonuclar, ¢ kopya tespiti ile U¢ badimsiz deneyin ortalamasina
karsilik gelmigtir. Hicre canlilidi ve LDH sonug¢larinin
istatistiksel analizi, bir faktdr {(varvans analizi) ANOVA testi
ve ardindan hoc testi kullanilarak dederlendirilmistir (P <0.05).
C. FOKAT, TSKEMI

Iskemik ameliyati gerceklestiren ve enfarktils hacimlerini &lcen
arastirmacilar, tedavi kodu ile ilgili olarak cift
kérlestirilmistir.

Fokal Iskemi Modeli Fokal iskemi, yetiskin erkek CH7/B1é6
farelerinde, 22 ila 26 g agirliginda (7-9 haftalik), sol orta
serebral arterin (MCA) bkir intraliminal filaman teknidi (Huang ve
ark.1994) kullanilarak tikanmasiyla indiitklenmistir. Sol ortak ve
dis karotid arterler izole edilmis wve 1ipek 4-0 1ipek dikisle
(Ethicon) badlanmistir. Gegici kaargil anevrizma klipsi (BMH3I,
Aesculap, Tuttlingen, Almanya) gecici olarak 1i¢ karcotid artere
yverlestirilmistir. 6-0 kapli bir filament (Doccol, Redlands, CA,
ABD), ortak bir karotid artere kiiciik bir kesik yoluyla ve MCA'nin
kokeninin tikanmasi igin karotid bifurkasyonunun 13 mm distalinde
sokulmustur. Hayvanlar bir saat 37 °C'de tutulduktan sonra, MCA
bolgesinin tekrar akmasina izin wvermek ig¢in 1iplik dikkatlice
cekilmigtir. MCAOC siddetini kontrol etmek icin bdlgesel CBF
(rCBF), iskemik korteks (4 mm arkadan ve 6 mm lateral} lUzerindeki
saglam kafatasina sabitlenmis master prcbuna esnek bir 0.5 mm
fiber optik uzatma kullanilarak lazer-Doppler akis dlcger
(Perimed) ile belirlenmigstir. MCA'yil: tikamak 1¢in ilerlemeden

ipligi ortak karotid artere sokmak  sureti ile ameliyat
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vapilmistir. Hayvanlarain, kafese geri doénmeden &nce bir 1sitma
yvastidi lizerinde tam bilinc¢i kazanmalarina izin verilmistir.
Infarkt hacminin belirlenmesi

Reperfiizyondan 30 saat sonra, koronal donmus beyin bdliimlerinde
{10 pm-kalinligdinda) kresil menekse boyvama, %0.25 asetik asit
iginde %1 kresil menekse ¢ozeltisi kullanilarak gercgeklestirilmis
ve Entellan ile badlanmistir. Her bdlumde bir bilgisayar gdrinti
analiz sistemi kullanilarak Olglilen striatal ve kortikal
enfarktiis alanlari: &l¢iilmiis ve Golanov ve Reis'e gl&re beyin &demi
icin diizeltilmistir (Golancv and Reis, 1895). Mm3 olarak ifade
edilen infarkt hacmi, daha &nce tarif edildigi gibi dizeltilmis
lezyon alanlarinin dodrusal bir entegrasyvonu ile hesaplanmistair
({Heurteaux ve ark., 2006a).

D. ILAC TEDAVILERI

Kullanilan NeuroAid IT (MLC 901) bilegsimi (kapsiil basina 0.4 qg)

agafidaki gibidir:

0.57 g Radix astragali,

0.114 g Radix salvia miltiorrhizae,
0.114 g Radix paeonlae rubra,

0.114 g Rhizoma chuanxiong,

0.114 g Radix angelicas sinensis,
0.114 g Carthamus tinctorius,

0.114 g Prunus persica,

0.114 g Radix polygalae,

0.114 g Rhizoma accri tatarinowii,
0

.0665 Hirude.

In wvitro deneyler ig¢in, NeuroAid IT (MLC 501, Rhizoma
chuanxiong, Radix angelicae sinensis ve kcmbine Rhizoma
chuanxiong/Radix angelicae sinensis ile yapilan hiicre tedavisi,
12 glin boyunca kiltirin 3. Gunilinden itibaren 1 ug/ml

konsantrasyonda idi (15 giinliik kiiltiire karsilik gelir).
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Islem sonrasi in vivo igin, farelere peritonal olarak tuzlu su
icinde seyreltilmis 2 mg/ml NeurcAid ITI (MLC 901) c¢ozeltisi, 25
g, 3 adirlidindaki toplam 500 UL/fare hacminde wve iskeml sonunu
takip eden 24 saatte salin iginde seyreltilmis olarak enjekte
edilmistir. In vivo 4n islem icin, NeuroAid II (MLC 901), Rhizoma
chuanxiong, Radix angelicae sinensis ve kombine Rhizoma chuanx-
ion/Radix angelicae sinensis 6n isleminde, icme suyunda €6 mg/ml
konsantrasyonda iskemi indilksiyonundan & hafta &nce 1g¢gme suvu
verilmistir.

E. KULTURDEKI KORTIKAL NORONLARDA IMMUNOHISTOKIMYA

Kortikal hiicre, PBE icinde% 4 paraformaldehit iceren lamellere
sabitlenir, %0.3 policksietilenensorbitan monolcorat (Tween 20,
Sigma) ig¢inde 10 dakika gegirgenlestirilir ve oda sicakliginda 2
saat PRS iginde %2.5 vyedek serumu ile bloke edilir. Hilcreler,
gece boyunca %2 yedek serum/fosfat tampon tuzlu su ig¢inde bir
keci anti-doublecortin (DCX) antikoru (1: 200, 8C-8066, Santa
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) 1ile inkilbe edilmistir
(Heur-teaux ve ark. , 2006b). PBS'de 3 wyikamadan sonra hiicreler,
kegi karsiti Alexa 488-eslegsmis antikorlarda (FluoProbes,
Interchim, Montlugon, Fransa) 2 saat Dbkoyunca %2 esek serumunda
inkiilbe edilmis wve her biri 5 dakika boyunca 1d4g¢ kez PBS'de
yikanmistir. Noronlar daha sonra Hoechst g¢dzeltisinde (10 ml‘'de
3;; Sigma-Aldricht Chimie, Saint Quentin Fallavier, Fransa) 10
dakika boyunca hiicre g¢ekirdedini etiketlemek i¢in inkilbe edilir.
PBS'de 2 yikamadan wve su 1ig¢inde 1 vyikamadan sonra lameller
kurutulmug wve Flucroprep (75521; BioMerieux, Marcy I'Etoile,
Fransa) ile cam slaytlara monte edilmistir. Fpifloresans
mikroskopi kullanilarak hicreler gdzlenmigtir.

Sinyal &zglilliigi, negatif kontrol lamellerinde, primer antikorun
¢ilkarilmasiyla dederlendirilmistir. Protein etiketlemenin
epifloresan mikroskop gdrintileri, otofloresan arkaplaninin

spektral olarak dizeltilmesinden sonra ayni ekspresyon sliresiyle
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vakalanmistir. Kiltirdeki kortikal noronlarain farklilasmis
ndritleri, tedavinin 12. gilininde immiin boyama 1ile DCX 1ile
gdzlenmistir. Norit bilylimesi, bir hicre fotograf gdruntisi ve
Norit Tracer TImage J vyazilimi kullanilarak farkli muamele
zamanlarinda kiiltiir vemeklerinde toplam ndrit uzunludu o&lclilerek
epifloresan mikroskopi izerinde belirlenmistir (Pool wve ark.,
2008) .

F. Istatistiksel Analizler

Veriler ortalama + S.E.M olarak ag¢iklanmistir. Gruplar arasindaki
farklarin istatistiksel analizi, eslestirilmemis t test cihazzi
ANOVA kullanilarak vyapilmistir., F oranlarinin anlamli oldudu
verlerde istatistiksel analizler genigletilmis ve Tukey testi
coklu karsilagtirma testleri kullanilarak pest-hoc
karsilastirmalar yapilmistir. Tim analizlerde, anlamlilik dilzeyi
P <0.05 olarak belirlenmistir.

Ornek 6

NeurcoAid II (MLC 901), Rhizoma chuanxiong, Radix angelicae
sinensis ve kombine Rhizoma chuanxiong / Radixangelicae sinensis
ile hilcre vyasayabilirligi ve LDH salgilanmasi Kortikal hiicrelerin
arasindaki karsilastirmali etkiler yukarida ag¢iklanan usullerle
hazirlanan sekilde 1 1lg/ml konsantrasyonuna 12 glin boyunca
NeurcAid TIT (MLC 901), Rhizoma chuanxiong, Radix angelicae
sinensis veya kombine Rhizoma chuanxiong/Radix angelicae sinensis
maruz birakilmistair.

NeuroAid II'nin (MLC 901) Rhizoma chuanxiong, Radix angelicae
sinensis veya kombine Rhizoma chuanxiong/Radix angelicae sinensis
tedavilerine olan etkileri kortikal hiicrelerin
noérodejenerasyconuna kargi Kkiltirin 15. Gintnde (tedavinin 12.
giinil) yukaridaki y&ntemlerde aciklandigdi gibi hiicre canliligi ve
LDH olcimleri. Sonuglar Sekil 10’da gdsterilmistir.

Bulgular
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Sekil 104, 1 wug/ml konsantrasyonunda, U¢ tedavinin ndronal
canlilikta kontrole kiyasla anlamli bir artisa neden oldudunu
gdstermektedir (* P <0.05, “P <0.01, *** P <0.001). Ancak
NeurcoAid II (MLC 901), Rhizoma chuanxiong veya Radix angelicae
sinensis tedavilerine kivasla hilcre sadgkalimi idzerinde daha
yiiksek bir etkinlik gdstermistir. Sekil 10A'da gbsterildigi gibi,
bir NeurodAid IT (MLC 901) muamelesi, kontrol ile
karsilastirildidinda vyaklasik %51 hilcre artisi sadlamistir (*** p
<0.001), buna karsin Rhizoma chuanxiong, Radix angelicae sinensis
ve kombine Rhizcma chuanxiong/Radix angelicae sinensis sirasiyla
$37,%29.5 wve %35 idi. Neurcidid II (MLC 901) ile Rhizoma
chuanxiong, Radix angelicae sinensis ve kombine Rhizoma
chuanxiong/Radix angelicae sinensis tedavileri arasinda anlamli
bir etkinlik farki wvardil (# P <0.1) (n = grup basina 36 hazne)
Hicre &lumine vyol acan hilcre sikintisinin artmasinin Lactate
DeHidrcjenaz (LDH) saliniminin artmasi: ile iliskili oldugu iyi
bilinmektedir. $ekil 10B, kontrole kivasla, 1Ug¢ tedavinin 12
glinliltk tedaviden sonra LDH salinimini/hiicre canlilidini oranini
Snemli olcide azalttigini godstermektedir (* P <0.05 ve ** P
<0.01). Sekil 10B ayrica, Neuroiid II'nin (MLC 901) Rhizoma
chuanxiong, Radix angelicae sinensis tedavisi wveya kombine
Rhizoma chuanxiong/Radix angelicae sinensis ile
karsilastirildidinda LDH salimini dnemli &lclide azalttidini
gdstermektedir (grup basina n = 36 hazne).

Ornek 6'daki deneysel verilere dayanarak, NeuroAid II'nin (MLC
901) hilcre canlilidini arttirmada ve LDH salinimini azaltmada
kiiltiirde Rhizoma chuanxiong, Radix angelicae sinensis veya
kombine Rhizoma chuanxicng/Radix angelicae sinengis'ten daha
gliglli oldugu gésterilebilir.

Ornek 7

NeurcoAid II (MLC 901), Rhizoma chuanxicong, Radix angelicae

sinensis ve kombine Rhizoma chuanxiong/Radixangelicaesinseis'in
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in wvivo 1iskemik beyin hasarina karsi Kkarsilastirmali in wvivo
etkileri

Tedavi sonrasi: NeurohAid IT (MLC 901), Rhizoma chuanxiong, Radix
angelicae sinensis ve kombine Rhizoma chuanxiong / Radix
angelicae sinensis'in in vivo etkilerini kargilastirmak ic¢in, her
bir muamele bir fokal iskemi fare modelinde test edilmistir.
Iskemi, gecici orta serebral arter tikanmasi (MCAQ) ile 60 dakika
boyunca uyarilmistir (Huang ve ark., 1994). Farelere (n = 12)
fokal iskemi ve 3 saat sonra intraperitonal olarak enjekte edildi
ve MCAO'dan sonra 24 saat sonra 1 ug NeurocAid II (MLCS01},

Rhizoma chuanxicng, Radixangelicae sinensis veya kombine Rhizoma

chuanxiong/Radixangelicae sinensis veya kombine
Rhizomachuanxicngicnelicae sinangis sinonis ¢cHhzeltisi
uygulanmistir.

Her tedavinin akut uygulamasi, NeurcAid II (MLC 201) ile elde
edilen daha iyi bir wverimle, &nemli bir hayatta kalma oranina
indiklemigtir. $ekil 11A, sirasiyla iskemik wvehikill-, rizom-
chuanxiong-, radix angelicae- birlestirilmis Rhizoma
chuanxiong/Radix angelicae ile muamele edilmis sinensis
farelerindeki %58.5, %64, %73 wve %75'lik bir hayatta kalma
oranina kiyasla NeuroAid II (MLC 901) ile %89'luk bir hayatta
kalma coraninin elde edildidini gdstermektedir.

Sekil 11B'de gédsterildidi gibi bevin infarktinin siddetli Dbir
sekilde dismesi, en 1yl sonucun DNeuroAid II (MLC ©901) 1ile
gbzlendidini dodrulamaktadir. Sekil 11B, NeuroAid II'nin (MLC
901}, iskemiden 30 saat sonra kontrol edilen iskemik Zfarelere
kiyasla inme hacmini %48.4 (P «<0.001) azalttidini gdstermektedir.
Rhizoma chuanxiong-, radix angelicae 1le muamele edilmig ve
kombine edilmis Rhizoma chuanxiong/Radix angelicae sinensis
farelerinde enfarktils boyutu 30 saatlik reperflizyondan sonra

NeurcAid II (MLC 901) ile tedavli edilen hayvanlardan anlamli
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derecede deaha biiyliktir (Sekil 11B, # P <0.05, P <0.001, Neurokid
IT (MLC 901) grubuna karsi).

Tedavl o6ncesi: Inmeye karsi korunmada MLC 901, Rhizoma chuanxiong
ve Radix angelicae sinensis arasindaki in wvivo etkilerin
potansiyelini kargilastirmak ig¢in her tedavi tedavi oncesi test
edilmistir.

Hayvanlar (n = 12), iskemi indiksiyonundan € hafta dnce icme
suyunda (6 mg/ml) tatbik edilen NeuroAid II (MLC 901), Rhizoma
chuanxiong veya Radix angelicae sinensis ile muamele edilmistir.
Vehikiil we NeurcAid II (MLC 901) ile tedavi edilen gruplar
arasinda yiyecek ve icecek ¢ézeltisi tiiketiminde anlamli bir fark
voktur. Sekil 12A, NeurocAid II (MLC 901), Rhizoma chuanxiong ve
Radix angelicae sinensis'in 6 haftalik bir &n muamelesinin,
kontrol iskemik farelere kiyasla tedavi edilen Thayvanlarin
dlimiinde bir azalmaya neden cldudunu gtstermektedir.

On muamele, kontrol grubunda %70.5 ile karsilastirildiginda
NeurcoAid II (MLC 901), ERhizoma chuanxiong ve Radix angelicae
sinensis'te %92, %78 wve %70'lik bir hayatta kalma o¢ranini
saglamistir. Inme veya nérodejenerasyonun, &nceden belirlenmis
deneklerde veya inme veya ndrodejenerasyon riskindekl deneklerde
etkilerini azaltmak ig¢in en iyi sonug. NeuroAid II (MLC 901},
infarkt hacmindeki belirgin bir azalma ile teyit edilmistir; bu,
Rhizoma chuanxiong ve Radix angelicae sinensis ile
kargsilastirildiginda %3% ve %24.5 daha az Onemlidir (Sekil 3B, P
<0.01) .

Ornek 7'deki bu calismalar, NeuroAid Il'nin (MLC 901), fokal
iskemi dncesi Rhizoma chuanxiong veya Radix angelicae
sinensis'ten daha glg¢lid oldudunu ve NeurcAid II'nin (MLC 901)
Rhizoma chuanxicng, Radix angelicae sinensis veya fokal iskemi
sonrasi tedavide Rhizoma chuanxicng/Radix angelicae sinensis
birlesiklerinden daha gii¢glil oldudunu gdstermistir.

Ornek 8
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NeurocAid II (MLC 901), Rhizoma chuanxiong, Radix angelicae
sinensis ve kombine Rhizoma chuanxiong/Radixangelicae sinensis'in
noroproliferasyon ve ndorit blyimesi ilzerindeki karsilastirmala
etkileri

Ag¢iklanan v&ntemler, sinir sistemi Thasarlarini ve noérolojik
hastaliklara tedavi etmek igin, hasarl1 veya hastalikla
sinirlerin tekrar islev gdrmesini saglamak iizere ndral blylumeyi
tegvik ederek rejeneratif tedaviler sunmaktadir. Aciklanan
yontemler, in wvitro hiicre Dbiliyiimesini tesvik etmek ig¢in de
kullanilabilir. Avantajli olarak, g¢esitli hilicrelerin in wvitro
kiillturid, doku mihendislid§i wveya ex vivo terapdétik kullanimlar

icin kullanilabilir.
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