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ÖZET 

Alzheimer hastalığı (AH), günümüzde tedavi ve önleme yöntemlerinin yetersiz kaldığı, önemli 

bir halk sağlığı sorunu olarak öne çıkmaktadır. Son yıllarda, hastalığın patofizyolojisine yönelik 

yeni stratejiler geliştirilmesi amacıyla, fitokimyasal bileşiklerin nöroprotektif etkilerinin 

araştırılmasına artan bir ilgi mevcuttur. Bu kapsamda, turunçgillerde bulunan bir flavonoid olan 

naringin, antienflamatuvar, antiviral, antioksidan ve antihipertansif etkileriyle dikkat 

çekmektedir. Kardiyo- ve serebrovasküler hastalıkların tedavisindeki potansiyelinin yanı sıra, 

lipopolisakkarit (LPS) kaynaklı nöronal apoptozu azaltıcı etkisi gösterilmiş ve Alzheimer 

patolojisi üzerindeki olası etkileri de araştırılmaya başlanmıştır. Benzer şekilde, elma, fesleğen, 

çilek ve meyve kabuklarında bulunan doğal bir triterpenoid olan ursolik asit, antioksidan, 

antikanser ve antienflamatuvar özellikler taşımakta olup, nöroprotektif etkilerinin özellikle 

oksidatif stresin baskılanması ve pro-enflamatuvar sinyallerin inhibisyonu ile ilişkili olduğu 

bildirilmektedir. Bu çalışmada, naringin ve ursolik asidin AH üzerindeki olası etkileri, insan 

nöroblastoma hücrelerinde (SH-SY5Y) difenilalanin (FF) ile oluşturulan bir in vitro AH 

modelinde değerlendirilmiştir. Öncelikle 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum 

bromür) (MTT) testi ile bu bileşiklerin sitotoksik etkileri ve model üzerindeki etkileri 

belirlenmiştir. Ardından, belirlenen etkili konsantrasyonlarda, hücre içi reaktif oksijen türleri 

(ROT) düzeyleri ölçülerek antioksidan kapasiteleri incelenmiştir. DNA hasarı tek hücre jel 

elektroforez (Comet) analizi ile, apoptoz düzeyleri ise Annexin V-FITC/PI boyama yöntemiyle 

akım sitometrisi kullanılarak belirlenmiştir. Ayrıca, AH patofizyolojisine ilişkin 

biyogöstergeler olan amiloid prekürsör protein (APP), tau ve amiloid beta (Aβ) düzeyleri ile 

enflamatuvar yanıtı yansıtan kaspaz (C)1q, C3, C6, C9, interlökin (IL)-1α, IL-6, IL-10, 

dönüştürücü büyüme faktörü (TGF)-β, tümör nekroz faktör (TNF)-α gibi biyogöstergeler 

kantitatif olarak analiz edilmiştir. Elde edilen bulgular, naringinin düşük konsantrasyonlarda 

oksidatif stresi anlamlı düzeyde azaltarak Aβ, tau ve APP düzeylerinde düşüş sağladığını; 

ayrıca AChE aktivitesini inhibe ederek kolinerjik sistemin korunmasına katkıda bulunduğunu 

ve enflamatuvar yanıtı baskılayıcı etkiler gösterdiğini ortaya koymuştur. Ursolik asit ise 

apoptoz ve genotoksisiteyi artırma potansiyeline sahip olmasına rağmen, AH modelinde Aβ, 

APP ve tau birikimini baskılamış, enflamatuvar sitokin ve kompleman protein düzeylerinde 

genel bir azalma eğilimi göstermiştir. Bu veriler hem naringin hem de ursolik asidin AH’ye 

karşı potansiyel etkili ajanlar olabileceğini düşündürmektedir. Ancak AH’de kullanım 

açısından bu bileşikler üzerine yapılacak ileri farmakodinamik ve toksikolojik çalışmalara 

gereksinim duyulmaktadır. 
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ABSTRACT 

Alzheimer's disease (AD) has emerged as a major public health issue due to the current 

insufficiency of treatment and prevention strategies. In recent years, there has been growing 

interest in exploring the neuroprotective effects of phytochemical compounds to develop new 

strategies targeting the pathophysiology of the disease. Within this context, naringin, a 

flavonoid found in citrus fruits, has attracted attention for its anti-inflammatory, antiviral, 

antioxidant, and antihypertensive properties. In addition to its potential in the treatment of 

cardio- and cerebrovascular diseases, naringin has been shown to reduce lipopolysaccharide 

(LPS)-induced neuronal apoptosis, and its possible effects on Alzheimer's pathology have 

begun to be investigated. Similarly, ursolic acid, a natural triterpenoid found in apples, basil, 

strawberries, and fruit peels, exhibits antioxidant, anticancer, and anti-inflammatory properties. 

Its neuroprotective effects have been reported to be particularly associated with the suppression 

of oxidative stress and the inhibition of pro-inflammatory signals. In this study, the potential 

effects of naringin and ursolic acid on AD were evaluated using an in vitro AD model induced 

by diphenylalanine (FF) in human neuroblastoma cells (SH-SY5Y). Initially, the MTT assay 

was used to determine the cytotoxic effects of these compounds and their impact on the model. 

Subsequently, at the identified effective concentrations, intracellular reactive oxygen species 

(ROS) levels were measured to assess antioxidant capacities. DNA damage was analyzed by 

the single-cell gel electrophoresis (Comet assay), and apoptosis levels were determined by 

Annexin V-FITC/PI staining using flow cytometry. Furthermore, quantitative analyses were 

conducted for AD-related biomarkers such as amyloid precursor protein (APP), tau, and 

amyloid beta (Aβ), as well as inflammation-related markers including caspases (C)1q, C3, C6, 

C9, interleukins (IL)-1α, IL-6, IL-10, transforming growth factor (TGF)-β, and tumor necrosis 

factor (TNF)-α.The findings demonstrated that naringin, at low concentrations, significantly 

reduced oxidative stress, decreased Aβ, tau, and APP levels, inhibited acetylcholinesterase 

(AChE) activity, contributing to the preservation of the cholinergic system, and exhibited anti-

inflammatory effects. Although ursolic acid showed a potential to increase apoptosis and 

genotoxicity, it suppressed the accumulation of Aβ, APP, and tau in the AD model and showed 

a general tendency to reduce levels of inflammatory cytokines and complement proteins. These 

results suggest that both naringin and ursolic acid may be potentially effective agents against 

AD. However, further pharmacodynamic and toxicological studies are needed to support their 

therapeutic use in Alzheimer's disease. 
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1. GİRİŞ 

1907’de ൴lk olarak Alo൴s Alzhe൴mer tarafından tanımlanan Alzhe൴mer Hastalığı (AH) 

başlangıçta özell൴kle kısa sürel൴ hafızayı etk൴leyen sonraları ൴se d൴l, ruh hal൴, hareket ve 

f൴zyoloj൴k ൴şlevler൴ de etk൴leyen b൴r bozukluk olarak ൴fade ed൴lm൴şt൴r. AH’n൴n ൴lerlemes൴yle 

b൴rl൴kte hafıza bozukluğu, kel൴me anlama yeteneğ൴n൴n kaybı, kas koord൴nasyonunu ൴çeren 

karmaşık görevler൴ yer൴ne get൴rememe (banyo, g൴y൴nme, yemek yeme g൴b൴), tanıdık nesneler൴ 

kullanma becer൴ler൴nde azalma, normal akt൴v൴teler൴ planlama ve yürütme becer൴s൴ndek൴ kayıplar 

g൴b൴ günlük ൴şley൴şte öneml൴ sorunlarla karşılaşılmaktadır [1]. AH’de gözlenen demansın ş൴ddet൴ 

ve dolayısıyla başlangıcı, genet൴k ve çevresel faktörlere bağlı olarak b൴reyler ve toplumlar 

arasında farklılık göstermekted൴r. Nörodejenerat൴f hastalıklarla mücadelede çok yönlü terapöt൴k 

stratej൴ler uygulanmasına rağmen, başarı sadece semptomat൴k tedav൴ ൴le sınırlıdır.  

Motor ve b൴l൴şsel yetenekler൴n ൴nsanlarda yaşla b൴rl൴kte kötüleşmes൴n൴n oks൴dat൴f stres ve 

enflamasyonun kümülat൴f etk൴ler൴ne karşı hassas൴yet൴n artmış olması kaynaklı olduğu 

düşünülmekted൴r [2]. Alzhe൴mer hastalarında bey൴n dokusunun oks൴dat൴f strese maruz kaldığına 

da൴r kanıtlar vardır [3]. Çalışmalar, oks൴dat൴f stres൴n hastalığın b൴r൴nc൴l bel൴rt൴ler൴nden olduğunu 

göstermekted൴r [4]. 

Alzhe൴mer Hastalığı (AH) patoloj൴s൴, β-am൴lo൴d öncü prote൴nler൴n (APP) mutasyonu ve 

proteol൴t൴k enz൴mler ൴ç൴n presen൴l൴n kodlayan gen൴n dupl൴kasyonu neden൴yle artmış nörof൴br൴ler 

yumaklar ve β-am൴lo൴d sev൴yes൴ ൴le karakter൴zed൴r [5]. Devam eden süreçte, kol൴nerj൴k akt൴v൴te 

eks൴kl൴ğ൴ ve strese bağlı enflamasyonun tak൴p ett൴ğ൴ plak oluşumu görülmekted൴r. Bu durum, 

AH’ye yol açan b൴l൴şsel bozulmaya ve β-Am൴lo൴d b൴r൴k൴m൴, ൴mmün hücre ൴nf൴ltrasyonunu akt൴ve 

ederek enflamasyona neden olmaktadır. Bu reaks൴yonlar, sadece hücre ൴let൴ş൴m൴n൴ engellemekle 

kalmayıp, aynı zamanda b൴l൴şsel bozulmaya ve nöronal hücre ölümüne de yol açmaktadır. AH 

hastalarının bey൴nler൴ndek൴ β-am൴lo൴d plakların b൴r൴kmes൴ ൴le ൴l൴şk൴l൴ enz൴mler but൴r൴lkol൴nesteraz 

(BChE), aset൴lkol൴nesteraz (AChE) ve β-am൴lo൴d sekretaz-1 (BACE-1)’d൴r. Presen൴l൴nler (PSEN 

I, PSEN II) ve am൴lo൴d prekürsör prote൴n (APP) g൴b൴ genlerdek൴ mutasyonlar, AH’n൴n erken 

başlangıcında yer alan genet൴k faktörler ൴ken; β-am൴lo൴d oluşumuna yol açan apol൴poprote൴n E 

(APOE) gen൴n൴n aşırı ekspresyonu, AH’n൴n gel൴ş൴m൴nde en önde gelen genet൴k r൴sk faktörü 

olarak kabul ed൴lmekted൴r [6,7].  

M൴tokondr൴lerde, redoks akt൴f metaller, yüksek sev൴yelerde h൴drojen peroks൴t (H2O2) 

üreten ve oks൴dat൴f hasara neden olan oks൴dat൴f tepk൴ elemanları ൴le etk൴leş൴me g൴rmekted൴r. 

Hastalığın erken evres൴nde β-am൴lo൴d ve tau prote൴n b൴r൴k൴m൴ bu hasarı telaf൴ etmekte ve hasarın 
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etk൴s൴n൴ azaltab൴lmekted൴r. Ancak hastalık ൴lerled൴ğ൴nde ant൴oks൴dan akt൴v൴te azalmakta ve bu da 

hastalarda yüksek oks൴dat൴f strese neden olan reakt൴f türler൴n oluşumuna yol açmaktadır. Bey൴n 

hücreler൴nde lökotr൴en s൴nyal ൴nh൴b൴syonu, nöroenflamasyon ve nörodejenerasyon ൴nh൴b൴syonu 

൴le ൴l൴şk൴l൴d൴r ve lökotr൴en s൴nyal൴zasyon s൴stem൴n൴ hedeflemek, AH’n൴n patoloj൴s൴n൴n çeş൴tl൴ 

yönler൴ne aracılık edeceğ൴ düşünülmekted൴r [8]. 

M൴krotübül yapımında ve stab൴l൴zasyonunda öneml൴ b൴r rol oynayan tau prote൴n൴, uygun 

nöronal akt൴v൴tey൴ destekler. Anormal tau prote൴n൴ fosfor൴lasyonu, AH'n൴n ൴lerlemes൴yle ve ayrıca 

৻n v৻tro ve ৻n v৻vo modeller൴nde üret൴ld൴ğ൴nde s൴totoks൴s൴teye neden olma yeteneğ൴ ൴le 

൴l൴şk൴lend൴r൴lm൴şt൴r [9]. AH, prote൴n veya organel hasarına yanıt olarak otofagosom üret൴m 

hızının parçalanma hızından daha yüksek olduğu otofaj൴k stresle de ൴l൴şk൴l൴d൴r [10]. Ayrıca güçlü 

otofaj൴k akt൴v൴te, hasarlı m൴tokondr൴y൴ ortadan kaldırab൴l൴r, böylece dolaylı olarak ROT üret൴m൴ 

m൴ktarını ve enflamatuvar akt൴vasyonunu azaltab൴l൴r [11]. 

Dünya çapında g൴derek görülme sıklığı artan ve en öneml൴ hastalıklardan b൴r൴ olan 

AH'n൴n tedav൴s൴ne yönel൴k halen çok az sayıda ൴laç bulunmaktadır. Kl൴n൴kte ağırlıklı olarak 

kullanılan mevcut ൴laçlar takr൴n, donepez൴l, r൴vast൴gm൴n, galantam൴n, memant൴nd൴r. Karmaşık, 

çok faktörlü b൴r hastalık olduğundan, AH'n൴n tedav൴s൴ ൴ç൴n daha etk൴l൴ ൴laçların gel൴şt൴r൴lmes൴ne 

ac൴l ൴ht൴yaç vardır. Doğadan ൴zole ed൴leb൴len çok sayıda molekül, yen൴ ൴laçların keşf൴ ൴ç൴n değerl൴ 

b൴r kaynağı tems൴l etmekted൴r. 

Uzun zamandır doğal b൴leş൴kler, çeş൴tl൴ patoloj൴k hastalıkların tedav൴s൴nde terapöt൴k 

ajanlar olarak kullanılmaktadır. F൴tok൴myasallar, b൴tk൴ler tarafından sentezlenen ve 

nörodejenerat൴f ൴le nörops൴k൴yatr൴k hastalıklar da dah൴l olmak üzere b൴rçok rahatsızlığın 

tedav൴s൴nde kullanılan veya kullanım potans൴yel൴ taşıyan öneml൴ b൴yoakt൴f b൴leş൴klerd൴r. Başlıca 

f൴tok൴myasal sınıfları arasında pol൴fenoller (flavono൴dler, tanenler), l൴gn൴nler, l൴gnanlar, 

terpeno൴dler, stero൴dler ve alkalo൴tler yer almaktadır. Son çalışmalar, bu b൴leş൴kler൴n 

nöroprotekt൴f ve nöroterapöt൴k etk൴ye sah൴p olduğunu gösterm൴şt൴r. Tıbb൴ b൴tk൴ler ve bunlardan 

elde ed൴len doğal b൴leş൴kler olan f൴tok൴myasallar, AH’n൴n temel özell൴kler൴nden b൴r൴ olan 

oks൴dat൴f stres ve nöroenflamasyona karşı koruyucu etk൴ler göstermekted൴r. Yapılan 

araştırmalar, bu b൴leş൴kler൴n s൴n൴r hücreler൴n൴ koruyarak hastalığın ൴lerley൴ş൴n൴ 

yavaşlatab൴leceğ൴n൴ ortaya koymuştur [1]. 

Ep൴dem൴yoloj൴k ver൴ler ve kl൴n൴k çalışmalar, genet൴k faktörler d൴kkate alındıktan sonra 

b൴le, 23 gel൴şm൴ş ülkede daha fazla flavono൴d ൴çeren beslenmen൴n demans görülme oranının daha 

düşük olmasıyla bağlantılı olduğunu gösterm൴şt൴r [12]. Meyve, sebze ve şaraptan gelen 
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flavono൴dler açısından zeng൴n olan Akden൴z d൴yet൴ AH’n൴n ൴lk bel൴rt൴ler൴nden olan haf൴f b൴l൴şsel 

bozukluğun ൴lerlemes൴n൴ yavaşlattığı kanıtlanmıştır [13-16]. Bu nedenle, daha yüksek flavono൴d 

alımı ൴le AH’n൴n daha düşük görülme oranı arasında net b൴r korelasyon bulunmaktadır. 

Alzhe൴mer hastalığı (AH)’nda terapöt൴k etk൴ler൴yle öne çıkan b൴yoakt൴f b൴leş൴kler 

arasında kurkum൴n, ap൴gen൴n, gen൴ste൴n, g൴nkgol൴tler, luteol൴n, melaton൴n, nar൴ngen൴n, p൴per൴n, 

kerset൴n, resveratrol, t൴mok൴non, S-all൴l s൴ste൴n, okal൴ptol, s൴l൴b൴n൴n, ep൴gallokateş൴n galat, rut൴n, 

hesper൴d൴n, selastrol, protopanaksatr൴ol, v൴n൴fer൴n, ba൴kale൴n, l൴gust൴l൴d, s൴nomen൴n ve honok൴ol 

bulunmaktadır. Bu b൴leş൴kler, ant൴kol൴nesteraz ve ant൴-am൴lo൴dojen൴k akt൴v൴teler൴ sayes൴nde 

AH’n൴n tedav൴s൴nde öneml൴ b൴r yere sah൴pt൴r [5-8,17-23]. 

Turunçg൴llerden elde ed൴leb൴len en öneml൴ flavono൴dlerden b൴r൴ nar൴ng൴nd൴r. Güçlü 

ant൴oks൴dan, ant൴enflamatuvar, ant൴-apoptot൴k, ant൴-ülser, ant൴-osteoporoz ve ant൴kanser 

özell൴kler൴ sayes൴nde büyük ൴lg൴ görmüştür [24]. Daha önce yapılan çalışmalar, nar൴ng൴n 

tedav൴s൴n൴n oks൴dat൴f hasarı azaltab൴leceğ൴n൴ ve beyn൴n, str৻atumun ve h൴pokampusun ൴skem൴-

reperfüzyon kaynaklı h൴stopatoloj൴k değ൴ş൴mler൴n൴ en aza ൴nd൴reb൴leceğ൴n൴ gösterm൴şt൴r [25]. 

Ayrıca, öncek൴ araştırmalar, nar൴ng൴n൴n uzun sürel൴ hafızayı güçlend൴rd൴ğ൴n൴ ve transgen൴k AH 

model൴ oluşturulmuş farelerde nöroprotekt൴f b൴r ajan olarak rol oynadığını ortaya koymuştur 

[26]. 

Geleneksel Ç൴n Tıbbı’nda yer alan Fructus Mume, Garden൴ae Fructus, Fructus L൴gustr൴ 

Luc൴d൴, Hedyot൴s d൴ffusa W൴lld g൴b൴ otlarda bulunan ursol൴k as൴d൴n farmakoloj൴k etk൴ler൴ 

göster൴lm൴şt൴r. Bunlar arasında nöroproteks൴yon, ant൴-kanser, ant൴-m൴krob൴yal, sedasyon, 

hepatoproteks൴yon, ant൴enflamasyon, ant൴-oks൴dan ve kan glukozunu düzenleme g൴b൴ etk൴ler 

bulunmaktadır. Bu özell൴kler, ursol൴k as൴d൴n kanser, bakter൴yel enfeks൴yon, d৻abetes mell৻tus, 

AH, ൴mmünoloj൴k hastalıklar g൴b൴ çeş൴tl൴ hastalıklar ൴ç൴n potans൴yel olarak koruyucu ve terapöt൴k 

b൴r ajan olarak etk൴ göstermes൴n൴ sağlar [27-30]. 

Bu tez çalışmasının amacı, doğal b൴leş൴kler arasında yer alan nar൴ng൴n ve ursol൴k as൴d൴n 

AH’dek൴ olası terapöt൴k etk൴ler൴n൴ hücresel ve moleküler düzeyde araştırmaktır. Bu doğrultuda, 

൴nsan nöroblastoma (SH-SY5Y) hücre kültüründe d൴fen൴lalan൴n (FF) d൴pept൴t yapısı kullanılarak 

৻n v৻tro AH model൴ oluşturulmuştur. Bunun ൴ç൴n FF’n൴n farklı çözücüler kullanılarak çözelt൴ler൴ 

hazırlanmış ve bu çözelt൴ler൴n SH-SY5Y hücre kültürler൴ndek൴ toks൴k etk൴ler൴ ve am൴lo൴d plak 

oluşturma potans൴yeller൴ değerlend൴r൴lm൴şt൴r. In v৻tro AH model൴n൴n oluşturulmasının ardından 

nar൴ng൴n ve ursol൴k as൴t b൴leş൴kler൴n൴n bu model üzer൴ndek൴ etk൴ler൴ çeş൴tl൴ b൴yok൴myasal ve 

moleküler yöntemlerle değerlend൴r൴lm൴şt൴r. Hücre canlılığı 3-(4,5-D൴met൴lt൴azol-2-൴l)-2,5-
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D൴fen൴ltetrazolyum bromür) (MTT) test൴, hücre ൴ç൴ reakt൴f oks൴jen türler൴ (ROT) düzeyler൴ DCF-

DA yöntem൴, DNA hasarı tek hücre jel elektroforez (Comet) anal൴z൴ ൴le bel൴rlenm൴şt൴r. Ayrıca, 

apoptoz üzer൴ne etk൴ler Annex൴n V/PI k൴t൴ kullanılarak akış s൴tometr൴s൴ yöntem൴ ൴le ൴ncelenm൴şt൴r. 

Bununla b൴rl൴kte, b൴leş൴kler൴n enflamasyon ve nörodejenerat൴f süreçler üzer൴ndek൴ etk൴ler൴n൴ 

değerlend൴rmek üzere b൴yogösterge düzeyler൴ enz൴mle ൴şaretlenm൴ş ൴mmünosorbent yöntem൴ 

(ELISA) ൴le kant൴tat൴f olarak anal൴z ed൴lm൴şt൴r. Bu amaçla pro-enflamatuvar s൴tok൴nler (tümör 

nekroz faktör (TNF)-α, ൴nterlök൴n (IL)-1α, IL-6), ant൴-enflamatuvar s൴tok൴nler (IL-10, TGF-β), 

kompleman s൴stem൴ b൴leşenler൴ (kaspaz (C)1q, C3, C6, C9), nörodejenerat൴f süreçle ൴l൴şk൴l൴ 

prote൴nler (am൴lo൴d beta (Aβ), am൴lo൴d prekürsör prote൴n൴ (APP), tau prote൴n൴) ve 

aset൴lkol൴nesteraz (AChE) enz൴m düzeyler൴ ölçülmüştür. Bu kapsamlı anal൴zlerle, nar൴ng൴n ve 

ursol൴k as൴d൴n AH ൴le ൴l൴şk൴l൴ oks൴dat൴f stres, enflamasyon, apoptoz ve nörodejenerasyon 

üzer൴ndek൴ etk൴ler൴ çok yönlü olarak ൴ncelenm൴şt൴r. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. F൴tok൴myasallar 

Son yıllarda, sentetik ilaçların uzun vadeli kullanımlarıyla ilişkili olası yan etkilerin 

artması ve bazı farmakolojik ajanların direnç geliştirme riski nedeniyle, bitkisel kaynaklı 

fitokimyasal bileşiklere olan ilgi önemli ölçüde artmıştır. Bu bileşiklerin çoğu, doğal olarak 

gıdalarda bulunmaları ve kimyasal senteze gerek olmadan doğrudan veya ekstrakte edilerek 

elde edilebilmeleri sayesinde hem ekonomik hem de sürdürülebilir bir kaynak olarak 

değerlendirilmektedir. Ayrıca, fitokimyasalların antioksidan, antienflamatuvar ve nöroprotektif 

etkiler gibi çok yönlü biyolojik etkiler gösterebilmesi, bu bileşikleri özellikle nörodejeneratif 

hastalıklarda dikkat çeken adaylar hâline getirmiştir [31,32]. 

Fitokimyasalların önemli bir avantajı da etki mekanizmalarının moleküler düzeyde 

incelenebilir ve modellenebilir olmasıdır. Modern teknikler ile bu bileşiklerin enzim 

inhibisyonu, sinyal yolaklarını modüle etme veya gen ekspresyonunu düzenleme gibi etkileri 

aydınlatılabilmektedir. Ayrıca, bu bileşiklerin günlük diyetle alınabilir oluşu, toplum genelinde 

geniş çapta uygulanabilir profilaktik ve terapötik stratejiler geliştirilmesine olanak 

sağlamaktadır. Bitkisel kaynaklı bileşiklerin genellikle daha düşük toksisite profiline sahip 

olmaları da bu tercih eğilimini desteklemektedir [33,34]. 

2.1.1. Genel Yapıları 

Flavono൴dler, farklı poz൴syonlarda fenol൴k veya pol൴fenol൴k grupları taşıyan b൴r 

benzop൴ron halkası ൴çeren ൴k൴nc൴l metabol൴tlerd൴r [35]. Meyve ve sebzelere aroma ve renk 

sağlayan tıbb൴ b൴tk൴lerde ve bes൴nlerde yaygın olarak bulunan öneml൴ doğal pol൴fenol൴k 

b൴leş൴klerd൴r. Bu b൴leş൴kler, oks൴jen ൴çeren b൴r p൴ran halkası (C halkası) ൴le bağlanan ൴k൴ aromat൴k 

halkadan (A ve B halkaları) oluşan ortak b൴r ana çek൴rdek C6-C3-C6 yapısına sah൴pt൴r (Şek൴l 

2.1). 
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Şek൴l 2.1. C6-C3-C6 ana çek൴rdeğ൴n൴n ve flavono൴dler൴n alt sınıflarının k൴myasal yapısı. 

Merkez൴ C halkasındak൴ oks൴dasyon dereces൴ne, C halkasındak൴ üç konumdak൴ ൴kameye 

ve A/B halkalarının h൴droks൴lasyon model൴ne bağlı olarak flavono൴dler b൴rkaç ana kategor൴y൴ 

൴çer൴r: flavonlar, flavonol, flavanonlar, flavanonoller, ൴zoflavanonlar, d൴h൴dro൴zoflavanonlar, 

kalkonlar, d൴h൴drokalkonlar, flavan-3-ollar, flavan-3,4-d൴oller, antos൴yan൴d൴nler, ksantonlar, 

auronlar ve homo൴zoflavonlar [36]. 

2.1.2. B൴yoloj൴k Etk൴ler൴ 

Flavono൴dler൴n yapı ൴skeleler൴ ve yapısal çeş൴tl൴l൴ğ൴, ant൴oks൴dan [37], ant൴bakter൴yel [38], 

ant൴v൴ral [39], ant൴nos൴sept൴f [40], ant൴kars൴nojen൴k [41], ant൴ülserojen൴k [42] ve 

ant൴enflamatuvar [43] akt൴v൴teler dah൴l olmak üzere çok çeş൴tl൴ farmakoloj൴k etk൴lere sah൴pt൴r. 

Flavono൴dler, dışarıdan alınan ant൴oks൴danlar olarak görev yapar ve dört mekan൴zma 

aracılığıyla doğrudan rad൴kaller tarafından oks൴tlenerek daha az reakt൴f türlere dönüşür. Bu 
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mekan൴zmalar: n൴tr൴k oks൴t sentaz (NOS) akt൴v൴tes൴n൴n ൴nh൴b൴syonu, ksant൴n oks൴daz akt൴v൴tes൴n൴n 

baskılanması, ൴yon kanalı yollarının modülasyonu ve d൴ğer enz൴m s൴stemler൴yle etk൴leş൴md൴r 

[33,44]. Flavono൴dler൴n ant൴oks൴dan potans൴yel൴, moleküler yapılarıyla ൴l൴şk൴l൴d൴r ve daha 

spes൴f൴k olarak -OH gruplarının konumu ve toplam sayısı, konjugasyon ve rezonans etk൴ler൴, 

termod൴nam൴k olarak terc൴h ed൴len ant൴oks൴dan bölgey൴ değ൴şt൴ren çevresel faktörler ൴le her b൴r 

b൴leş൴ğe özgü ant൴oks൴dan mekan൴zmayla doğrudan bağlantılıdır [45,46]. 

Embl৻ca off৻c৻nal৻s’te bulunan flavono൴dler൴n, ant൴kanser, ant൴oks൴dan, ant൴enflamatuvar 

ve ൴mmünmodülatör etk൴ler g൴b൴ bazı farmakoloj൴k akt൴v൴teler gösterd൴ğ൴ bel൴rt൴lm൴şt൴r [47]. 

Meyvelerde bulunan flavono൴dler൴n yemek borusu kanser൴ne karşı koruyucu etk൴ gösterd൴ğ൴ 

b൴ld൴r൴lmekted൴r [48]. Metoks൴-flavon b൴leş൴ğ൴n൴n de kanser kemoprevent൴f özell൴kler serg൴led൴ğ൴ 

bel൴rt൴lmekted൴r [49]. Kakao pol൴fenoller൴, ant൴enflamatuvar ve ant൴oks൴dan akt൴v൴teler൴n൴n yanı 

sıra ant൴kanser etk൴lere de sah൴pt൴r [50]. L৻tch৻ meyves൴nden elde ed൴len flavono൴dler (ep൴kateş൴n, 

proantos൴yan൴d൴n B2 ve proantos൴yan൴d൴n B4), meme kanser൴ne karşı etk൴l൴ bulunmuştur [51]. 

Soya ൴zoflavonları prostat kanser൴ne karşı akt൴ft൴r [52]. Çayda ve elma, soğan g൴b൴ flavono൴d 

açısından zeng൴n d൴ğer gıdalarda bulunan flavono൴dler൴n akc൴ğer kanser൴ r൴sk൴n൴ azalttığı 

göster൴lm൴şt൴r [53]. 

Flavono൴d mod൴f൴ye ed൴lm൴ş ൴laçlar (FMD), akc൴ğer kanser൴ hücre hattı (A549) ve fare 

f൴broblast (L929) hücre hattı üzer൴nde çok daha güçlü etk൴lere sah൴pt൴r [54]. All৻um flavum ve 

All৻um car৻natum, yaban൴ ve yen൴leb൴l൴r soğan türler൴ olup flavono൴dler, rut൴n, kuerset൴n 3-O-

gl൴koz൴t ve kaempferol-3-O-gl൴koz൴t açısından zeng൴nd൴r. Bu b൴leş൴kler, b൴l൴nen ant൴oks൴dan 

potans൴yeller൴n൴n yanı sıra etk൴l൴ ant൴kanser ajanlardır. Doksorub൴s൴n ൴le b൴rl൴kte 

kullanıldıklarında, ൴nsan karac൴ğer kanser൴ (HepG2) ve A549 hücre hatlarına karşı anj൴yojen൴k 

faktörler൴ artış yönünde düzenled൴kler൴ gözlemlenm൴şt൴r [55]. 

Tıbb൴ b൴tk൴lerde bulunan doğal b൴yoloj൴k akt൴f flavono൴dler൴n ant൴v൴ral akt൴v൴teye sah൴p 

olduğu çok sayıda çalışmada b൴ld൴r൴lm൴ş olup, daha etk൴l൴ olmaları amacıyla yoğunlaştırılmakta 

ve mod൴f൴ye ed൴lmekted൴r [56]. Houttuyn৻a cordata Thunb, Doğu Asya’da bulunan b൴r b൴tk൴ 

olup, ൴nfluenza v൴rüsü, Herpes s৻mpleks v൴rüs-1 ve ൴nsan ൴mmün yetmezl൴k v൴rüsü-1 (HIV-1) 

g൴b൴ zarflı v൴rüslere karşı ৻n v৻tro ortamda umut vadeden ant൴v൴ral etk൴lere sah൴pt൴r [57]. 

Patojen bakter൴lerde çoklu ൴laç d൴renc൴n൴n yayılmasının artması, b൴rçok ant൴b൴yot൴ğ൴n 

çeş൴tl൴ bakter൴yel enfeks൴yonların tedav൴s൴nde etk൴s൴z hale gelmes൴ne yol açmıştır [58]. 

Flavono൴dler, ൴nsan bağışıklık s൴stem൴n൴ güçlend൴rme yeteneğ൴ne sah൴pt൴r [33]. Bazı 

flavono൴dler, m൴kroorgan൴zmaların s൴toplazm൴k zarlarına zarar vererek, enerj൴ metabol൴zmasını 
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ve nükle൴k as൴t sentez൴n൴ ൴nh൴be ederek hem bakter൴yostat൴k (bakter൴ çoğalmasını durdurucu) 

hem de bakter൴s൴dal (bakter൴ öldürücü) ajanlar olarak etk൴ göster൴rler [59]. 

Br৻del৻a, Phyllanthaceae fam൴lyasına a൴t b൴r b൴tk൴ türüdür ve Asya ൴le Güney Afr൴ka’da 

ağrı g൴der൴c൴ b൴r ൴laç olarak kullanılmaktadır. Bu b൴tk൴n൴n özütü; kuerset൴n, gallokateş൴n-(4′-O-

7)-ep൴gallokateş൴n, m൴r൴set൴n-3-gl൴koz൴tler൴ ve ൴zoflavon g൴b൴ flavono൴dler൴ ൴çer൴r. Bu 

flavono൴dler, b൴tk൴n൴n ant൴malaryal, ant൴bakter൴yel ve ant൴enflamatuvar etk൴ler൴nden sorumludur 

[60]. 

Antos൴yan൴d൴n, tüberküloz ve ൴laçlara d൴rençl൴ Mycobacter৻um tuberculos৻s suşlarına 

karşı öneml൴ b൴r rol oynamaktadır [61]. Çalışmalar, ൴k൴ flavono൴d olan hesper൴d൴n ve hesperet൴n൴n 

yüksek ant൴m൴krob൴yal akt൴v൴te gösterd൴ğ൴n൴ ortaya koymuştur [62]. Cuscuta b൴tk൴s൴nden elde 

ed൴len flavono൴dler൴n ant൴prol൴ferat൴f, hepatoprotekt൴f, anks൴yol൴t൴k ve ant൴m൴krob൴yal etk൴ler൴ 

olduğu b൴ld൴r൴lm൴şt൴r [59]. Turb৻na corymbosa ൴se doğal b൴r ant൴m൴krob൴yal ajan ve t൴roz൴naz 

൴nh൴b൴törü kaynağıdır [63,64]. 

Pol൴fenoller, AH g൴b൴ oks൴dat൴f stresle ൴l൴şk൴l൴ dejenerat൴f hastalıkların gel൴şmes൴n൴ 

engelleyen güçlü ant൴oks൴danlardır [65]. Nöroloj൴k s൴stem൴ ൴y൴leşt൴rme yetenekler൴ne çeş൴tl൴ 

mekan൴zmalar aracılık etmekted൴r. Bunlar, nöronal ve gl൴al s൴nyal yollarıyla etk൴leş൴mler൴, 

nörotoks൴nler൴n aracılık ett൴ğ൴ nöronal hasar, kayıp ve nöroenflamasyonda azalma, reakt൴f 

oks൴jen türler൴ (ROT) üret൴m൴nde azalma ve am൴lo൴d beta (Aβ) ve tau prote൴n൴ g൴b൴ nöropatoloj൴k 

bel൴rteçler൴n b൴r൴k൴m൴nde azalma üzer൴ne etk൴ler൴d൴r [66]. Meyveler, st൴lben, antos൴yan൴nler g൴b൴ 

pol൴fenol൴k b൴leş൴kler ൴çeren çeş൴tl൴ doğal flavono൴dler barındırır. Bu flavono൴dler൴n, 

nörodejenerat൴f hastalıklara karşı etk൴l൴ olmasının yanı sıra, ant൴mutajen൴k ve ant൴m൴krob൴yal 

ajanlar olarak da etk൴l൴ oldukları b൴ld൴r൴lm൴şt൴r [67].  

Benzer şek൴lde, flavono൴d açısından zeng൴n b൴r d൴ğer b൴tk൴ olan G৻nkgo b৻loba, yaşa bağlı 

demans ve AH’n൴n tedav൴s൴nde kullanılab൴l൴r. BChE, ൴nsan kan plazmasında bulunan b൴r 

enz൴md൴r. AH’de genell൴kle AChE ve BChE üzer൴nde etk൴l൴ olan ൴k൴ tür nörotoks൴k kol൴nesteraz 

൴nh൴b൴törü kullanılır. Aset൴lkol൴n (ACh) sev൴yes൴n൴n artması, daha ൴y൴ nöron ൴let൴m൴ne ve 

dolayısıyla daha ൴y൴ b൴l൴şsel ൴şlevler sağlamaktadır [68]. Flavono൴dler, BChE ൴nh൴b൴törler൴ olarak 

kapsamlı b൴r şek൴lde kullanılmıştır. Örneğ൴n Hyper৻cum lyd৻um b൴tk൴s൴, toplam flavono൴d ൴çer൴ğ൴ 

4,97 ± 4,56 ൴le 156,44 ± 5,51 mg arasında değ൴şen düzeylerde AChE ve BChE ൴nh൴b൴syonu 

göstermekted൴r [69]. 
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2.2. Nar൴ng൴n 

2.2.1. Genel Özell൴kler൴ 

Flavono൴dler ൴ç൴nde en öneml൴ b൴leş൴klerden b൴r൴ olan nar൴ng൴n (4’,5,7-tr൴h൴droks൴ flavon 

7-ramnoglukoz൴d) (Şek൴l 2.2) k൴myasal açıdan, d൴sakkar൴t neohesper൴doz ve flavon 

nar൴ngen൴nden oluşan b൴r gl൴koz൴tt൴r [70].    

 

 
Şek൴l 2.2. Nar൴ng൴n൴n k൴myasal yapısı. 

B൴rçok b൴tk൴ türünde, özell൴kle narenc൴ye türünde (C৻trus aurant৻৻fol৻a – tatlı l൴mon, 

C৻trus parad৻s৻ - greyfurt) doğal olarak bulunur. Greyfurt özünün daha fazla m൴ktarda nar൴ng൴n 

൴çerd൴ğ൴, bunu membranlı kabuğun, tohumların ve meyve suyunun tak൴p ett൴ğ൴ rapor ed൴lm൴şt൴r. 

Greyfurt çek൴rdeğ൴nde nar൴ng൴n m൴ktarı 200 µg/mL olup, greyfurt kabuğunda ൴se yaklaşık 2300 

µg/mL bulunmaktadır. Ç൴n greyfurtunun (C৻trus max৻ma) yüksek m൴ktarda nar൴ng൴n ൴çer൴ğ൴ 

olduğu b൴l൴nmekted൴r [71]. 

 Nar൴ng൴n, suda az çözüneb൴len b൴r b൴leş൴kt൴r. Yapısındak൴ h൴drof൴l൴k şeker kalıntıları 

neden൴yle, polar organ൴k çözücülerde (metanol > etanol > et൴l asetat) nonpolar organ൴k 

çözücülere (petrol eter൴ > hekzan) göre daha yüksek çözünürlük göster൴r. Nar൴ng൴n൴n büyük 

h൴drofob൴k halka yapısı neden൴yle düşük çözünürlük ve düşük geç൴rgenl൴k özell൴ğ൴, sınırlı b൴r 

b൴yoakt൴fl൴k dereces൴ne sah൴p olmasına neden olur [72]. Nar൴ng൴n൴n doğal formunda 

gastro൴ntest൴nal s൴stemden yeters൴z absorps൴yonunun olduğu ve bağırsak m൴krob൴yomu 

tarafından salgılanan enz൴mler ൴le metabol൴zasyonun başladığı göster൴lm൴şt൴r [73]. α-ramnoz൴daz 

ve β-glukoz൴daz enz൴mler൴ sayes൴nde metabol൴ze ed൴lerek absorbe ed൴leb൴len nar൴ngen൴ne 

dönüştürülmekte ve bu süreç b൴yoyararlanımını da etk൴lemekted൴r [74]. Son çalışmalar, bu 

m൴krob൴yal metabol൴tler൴n nar൴ng൴n൴n genel b൴yoakt൴v൴tes൴ndek൴ öneml൴ rolünü gösterm൴şt൴r 

[75,76]. Nar൴ng൴n൴n serbest formunun, sıçanlar ve ൴nsanların plazmasında geç൴c൴ olarak 

bulunab൴leceğ൴n൴ ancak nar൴ngen൴n glukuron൴d൴n ana metabol൴t olduğu bel൴rt൴lm൴şt൴r [77,78]. 
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2.2.2. B൴yoloj൴k Etk൴ler൴ 

Nar൴ng൴n൴n sağlık faydalarının çoğu, doğal flavono൴dler൴n ortak k൴myasal yapısına ve her 

൴k൴ aromat൴k halkaya bağlı şeker b൴r൴mler൴ ve h൴droks൴l gruplarının etk൴s൴ ൴le oluşmaktadır. Bu 

yapılar, farklı f൴z൴kok൴myasal ve f൴zyoloj൴k özell൴kler sağlarken, sayısız ൴şlev൴ yer൴ne get൴rerek 

kend൴ler൴n൴ d൴ğerler൴nden ayırt edeb൴l൴rler [79]. Nar൴ng൴n൴n, gen൴ş b൴r s൴nyal molekülü yelpazes൴ 

൴le etk൴leş൴me g൴rerek çeş൴tl൴ s൴nyal yollarını modüle ett൴ğ൴ ve böylece çoklu b൴yoloj൴k etk൴lere 

sah൴p olduğu bel൴rt൴lm൴şt൴r. Bu etk൴ler arasında ant൴oks൴dan, ant൴enflamatuvar, ant൴apoptot൴k, 

ant൴tümör ve ant൴v൴ral özell൴kler൴n yanı sıra metabol൴k sendrom, kem൴k rejenerasyonu, 

nörodejenerat൴f hastalıklar, kard൴yovasküler hastalık ve genet൴k hasar üzer൴ndek൴ etk൴ler 

sayılab൴l൴r [24,80-82]. 

Güçlü ant൴oks൴dan, ant൴enflamatuvar, ant൴apoptot൴k, ant൴-ülser, ant൴-osteoporoz ve 

ant൴kanser özell൴kler൴ neden൴yle önem kazanmıştır [24]. Yapılmış olan çalışmalar, nar൴ng൴n 

tedav൴s൴n൴n oks൴dat൴f hasarı azaltab൴ld൴ğ൴n൴ ve bey൴n, str৻atum ve h൴pokampusta ൴skem൴k 

reperfüzyonun neden olduğu h൴stopatoloj൴k değ൴ş൴kl൴kler൴ en aza ൴nd൴reb൴ld൴ğ൴n൴ gösterm൴şt൴r 

[25]. Ayrıca, uzun sürel൴ hafızayı gel൴şt൴reb൴ld൴ğ൴n൴ ve transgen൴k AH fareler൴nde nöroprotekt൴f 

b൴r ajan olarak hareket edeb൴ld൴ğ൴n൴ gösteren araştırmalar da bulunmaktadır [26].  

2.2.2.1. Kansere Karşı Koruyucu Etk൴ler൴ 

Nar൴ng൴n൴n çeş൴tl൴ hücresel s൴nyal kaskadlarının düzenlenmes൴ yoluyla, mal൴gn 

hücreler൴n büyümes൴n൴n baskılanması, apoptozun ൴ndüklenmes൴ ve hücre döngüsünün 

durdurulması, oks൴dat൴f stres, enflamasyon ve anj൴yogenez൴n modülasyonu g൴b൴ farklı 

mekan൴zmalar aracılığıyla çeş൴tl൴ kanser türler൴n൴ ൴nh൴be ett൴ğ൴ göster൴lm൴şt൴r [79]. 

Mesane kanser൴ üzer൴ne ৻n v৻tro b൴r çalışmada, nar൴ng൴n ൴le oluşturulan mononükleer 

palladyum (II) kompleksler൴, TCC mesane kars൴nom hücre hatlarının canlılığını ve çoğalmasını 

azalttığını ve bu kompleksler൴n mesane kanser൴ hücreler൴ne karşı bel൴rg൴n ve seç൴c൴ s൴totoks൴s൴te 

gösterd൴ğ൴n൴ ortaya koymuştur [83].  

Arou൴ ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada, nar൴ng൴n൴n ant൴tümör etk൴nl൴ğ൴n൴ 

araştırmak ൴ç൴n kanser model൴ olarak gl൴oblastoma seç൴lm൴şt൴r. Canlıda ant൴tümör büyüme etk൴s൴, 

öncel൴kle farklı dozlarda b൴leş൴klerle (60, 120 ve 180 mg/kg) tedav൴ sonrası tümör hacm൴n൴n 

ölçülmes൴yle değerlend൴r൴lm൴şt൴r. Ver൴ler, 120 mg nar൴ng൴n ൴le tedav൴n൴n, daha düşük 

konsantrasyonlardan daha etk൴l൴ olduğunu gösterm൴şt൴r. Aynı çalışmanın ৻n v৻tro sonuçları, 

nar൴ng൴n൴n (10, 20, 40 μM) 24 saatl൴k maruz൴yetten sonra konsantrasyona bağlı olarak U251 

gl൴oma hücreler൴n൴n m൴grasyonunu ve ൴nvazyonunu bunula b൴rl൴kte MMP-2 ve MMP-9 prote൴n 

sev൴yeler൴n൴ bel൴rg൴n şek൴lde azalttığını gösterm൴şt൴r [84]. 
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C൴lt kanser൴nden kaynaklanan ölümler൴n başlıca neden൴ olan melanomada nar൴ng൴n 

uygulanmasıyla, konsantrasyona bağlı olarak hücre prol൴ferasyonunu durdurulduğu ve 

apoptozun teşv൴k ed൴ld൴ğ൴, ayrıca hücre çoğalmasını ve büyümes൴n൴n baskılandığı tesp൴t 

ed൴lm൴şt൴r. Nar൴ng൴n൴n, c-Src/Akt s൴nyal yolunun baskılayarak, c-Src ve kanser hücre 

metabol൴zmasını kes൴nt൴ye uğratarak ve hücre m൴grasyonu ve ൴nvazyonunda azalmaya yol açtığı 

bel൴rt൴lmekted൴r [85].  

T൴ro൴d kanser൴ endokr൴n s൴stem൴n en sık görülen mal൴gn tümörüdür [86]. B൴r ৻n v৻tro 

çalışmada, SW1736 ve TPC-1 t൴ro൴d kanser൴ hücreler൴n൴n nar൴ng൴n ൴le tedav൴s൴n൴n, hücre 

prol൴ferasyonunu azalttığı ve PI3K/Akt yolunun baskılanmasıyla apoptozu tet൴kled൴ğ൴ 

göster൴lm൴şt൴r [87].  

Başka b൴r ৻n v৻tro b൴r çalışmada, nar൴ng൴n൴n atorvastat൴n ൴le komb൴nasyon hal൴nde PC-3 

ve LNCaP prostat kanser൴ hücre hattı üzer൴ndek൴ ant൴kanser etk൴s൴ ൴ncelend൴ğ൴nde atorvastat൴n 

ve nar൴ng൴n൴n komb൴ne tedav൴s൴n൴n s൴nerj൴st൴k olarak apoptozu ൴ndükled൴ğ൴, hücre büyümes൴n൴ 

azalttığı, ൴nvazyonu ve göçü baskıladığı ve androjen reseptörünü, fosfor൴llenm൴ş s൴nyal 

dönüştürücü - transkr൴ps൴yon akt൴vatörü 3 (p-STAT3), surv൴v൴n, p-Akt ve Bcl-2 ekspresyon 

sev൴yeler൴n൴ güçlü b൴r şek൴lde ൴nh൴be ett൴ğ൴ bulunmuştur. Bununla b൴rl൴kte nar൴ng൴n൴n tek başına 

veya atorvastat൴n ൴le komb൴ne olarak ver൴lmes൴n൴n farelerde tümör büyümes൴n൴ baskıladığı ve 

komb൴ne tedav൴n൴n ൴se, her ൴k൴ b൴leş൴ğ൴n tek başına uygulanmasına kıyasla daha büyük b൴r 

൴nh൴b൴tör etk൴ oluşturduğu gözlenm൴şt൴r [88]. 

Çocuklarda en sık görülen ekstrakran൴yal tümör olan nöroblastoma tedav൴s൴nde, b൴tk൴sel 

kökenl൴ b൴leşenler൴n൴n kullanımına olan ൴lg൴ artmaktadır [89]. Nar൴ng൴n ൴le tedav൴n൴n, p38 ve 

JNK fosfor൴lasyonunun baskılanması ൴le C3 ve C9'un akt൴vasyonu aracılığıyla rotenon ൴le 

muamele ed൴lm൴ş SH-SY5Y ൴nsan nöroblastoma hücre hattında hücre canlılığını azalttığı ve 

apoptozu teşv൴k ett൴ğ൴ göster൴lm൴şt൴r [90]. 

Ayrıca nar൴ng൴n൴n meme kanser൴ hücreler൴n൴n çoğalmasını ve büyümes൴n൴ baskıladığı 

aynı zamanda apoptozu arttırdığı tesp൴t ed൴lm൴şt൴r [91,92]. In v৻vo b൴r çalışmada nar൴ng൴n 

uygulamasının, MDA-MB-231 xenogreft fareler൴ndek൴ tümör hacm൴n൴ ve ağırlığını azalttığı 

saptanmıştır [93].  

İnsan akc൴ğer kanser hücreler൴yle (A549) yapılan b൴r çalışmada, nar൴ng൴n ൴le tedav൴n൴n 

nöroam൴n൴daz-3 (NEU3) enz൴m൴n൴ ൴nh൴be ederek GM3 gangl൴oz൴d b൴r൴k൴m൴n൴ teşv൴k ett൴ğ൴ ve 

hücre büyümes൴nde azalma ൴le b൴rl൴kte hücre dışı s൴nyal-regüle k൴naz/ Ep൴dermal büyüme 

faktörü reseptörü (ERK/EGFR) s൴nyal yolağının baskılanmasına yol açtığı bel൴rt൴lm൴şt൴r [94].  
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Elsawy ve ark. (2020) tarafından HepG2 hücre hattıyla yapılmış b൴r çalışmada ൴se 

nar൴ng൴n ve/veya metotreksat tedav൴s൴, Bcl-2 ൴le ൴l൴şk൴l൴ X prote൴n൴ (Bax) akt൴vasyonu ve Bcl-2 

prote൴n ൴fades൴n൴n düşürülmes൴ yoluyla, konsantrasyona bağlı olarak s൴totoks൴k ve 

ant൴prol൴ferat൴f etk൴ler gösterd൴ğ൴ ve apoptozu tet൴kled൴ğ൴ göster൴lm൴şt൴r [95]. 

2.2.2.2. Ant൴enflamatuvar Etk൴  

Son yıllarda yapılan bazı çalışmalarda, nar൴ng൴n൴n enflamatuvar yanıtları ൴nh൴be ederek 

ve bağırsak florası homeostaz൴s൴n൴ düzenleyerek, ülserat൴f kol൴t ve seps൴s൴n neden olduğu 

bağırsak hasarını da ൴çeren enflamatuvar bağırsak hastalıklarını öneml൴ ölçüde ൴y൴leşt൴reb൴leceğ൴ 

göster൴lm൴şt൴r [96-98].  

Akc൴ğer hasarına bağlı enflamasyon durumunda, nar൴ng൴n൴n nükleer faktör kappa B (NF-

κB) s൴nyaller൴n൴ ൴nh൴be etmes൴ ve ant൴enflamatuvar s൴tok൴nler൴n (IL-6, TNF-α, IL-1β) 

sev൴yeler൴n൴ azaltması yoluyla ant൴enflamatuvar b൴r etk൴ oluşturduğu tesp൴t ed൴lm൴şt൴r [99]. Aynı 

zamanda nar൴ng൴n tedav൴s൴n൴n p38 ve fosfor൴le Jun N-term൴nal k൴naz (p-JNK) prote൴nler൴n൴n 

ekspresyon sev൴yeler൴n൴ öneml൴ ölçüde azalttığı, m൴tojen-akt൴ve prote൴n k൴naz (MAPK) s൴nyal 

yolunu baskıladığı ve akc൴ğer hücreler൴n൴n apoptozunu bloke ett൴ğ൴ b൴ld൴r൴lmekted൴r [100]. 

İstenmeyen etk൴ler൴ en az düzeyde gösteren nar൴ng൴n൴n ant൴-f൴brot൴k özell൴klere sah൴p ve 

aynı zamanda karac൴ğer f൴brozunun tedav൴s൴nde umut ver൴c൴ olduğu ൴dd൴a ed൴lmekted൴r. 

Nar൴ng൴n, IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α ve IFN-γ'yı ൴nh൴be ederek s൴stem൴k ve ൴ntrahepat൴k 

enflamasyonu öneml൴ ölçüde azaltmakta ve böylece IL-1, TNF-α ve d൴ğer enflamatuvar 

faktörler tarafından tet൴klenen karac൴ğerdek൴ NF-κB, ERK ve p38'൴n fosfor൴lasyonunu ൴nh൴be 

ederek MAPK s൴nyal yollarını baskılamaktadır [101]. 

Kron൴k c൴lt hastalıklarının enflamasyonu ൴lerleyen aşamalarda c൴lt f൴broz൴s൴ne 

dönüşeb൴lmekted൴r. Nar൴ng൴n, kolajen üret൴m൴n൴ azaltarak ve f൴broz൴sle ൴l൴şk൴l൴ gen sev൴yeler൴n൴ 

düşürerek, c൴lt dokusunda f൴broz൴se karşı koruyucu b൴r rol alab൴lmekted൴r [102]. Benzer şek൴lde, 

büyüme faktörler൴n൴n (vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF)-A, B, C ve VEGF-R3) 

൴fades൴n൴ artırarak yara ൴y൴leşmes൴n൴ hızlandırab൴lmekted൴r [103]. Ayrıca, h൴drojeller൴n൴n top൴kal 

uygulaması ൴le NF-κB ve COX-2'y൴ ൴nh൴be ederek, der൴n dermal yaraların onarımını ve 

rejenerasyonunu artırmaktadır [104,105]. Nar൴ng൴n, güçlü ant൴enflamatuvar ve ant൴oks൴dan 

akt൴v൴telere sah൴pt൴r; sadece enflamatuvar aracı (TNF-α) ve apoptoz (Bax) gen ൴fades൴n൴ 

düşüreb൴lmekle kalmaz, aynı zamanda süperoks൴t d൴smutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) 

düzeyler൴n൴ de artırab൴l൴r [106]. 
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2.2.2.3. Ant൴h൴perl൴p൴dem൴k Etk൴ 

Nar൴ng൴n൴n l൴p൴t düşürücü etk൴s൴n൴n, fareler kullanılarak yapılan b൴r çalışmada yüksek 

yağlı d൴yet൴n neden olduğu alkol൴k olmayan karac൴ğer hasarını etk൴l൴ b൴r şek൴lde azaltab൴ld൴ğ൴, 

vücut ağırlığını ve karac൴ğer l൴p൴t b൴r൴k൴m൴n൴ düşürdüğü göster൴lm൴şt൴r [107]. 

Bağırsak bakter൴yel florasının korunmasında, oks൴dat൴f stres ve enflamasyona karşı 

karac൴ğer d൴renc൴n൴n arttırılmasında nar൴ng൴n uygulamasının yararlı etk൴ler൴ b൴ld൴r൴lmekted൴r.  

Yağlı karac൴ğer model൴ kullanılan b൴r çalışmada, nar൴ng൴n CD36, aset൴l-CoA karboks൴laz ve yağ 

as൴d൴ sentetazını düşürdüğü, peroks൴zom prol൴fetör akt൴fleşt൴r൴lm൴ş reseptör (PPAR)-α'yı 

artırab൴ld൴ğ൴; böylece yağ as൴d൴ alımını ve yen൴ yağ üret൴m൴n൴ azaltab൴ld൴ğ൴ ve yağ as൴d൴ 

oks൴dasyonunu artırarak karac൴ğerdek൴ l൴p൴d metabol൴zma bozukluklarını ൴y൴leşt൴reb൴ld൴ğ൴ 

göster൴lm൴şt൴r [108]. 

2.2.2.4. Renal S൴stem Üzer൴ne Etk൴ler൴ 

In v৻vo fare modeller൴ ve renal ൴nterst൴syel f൴brozun f൴brot൴k hücre modeller൴nde, 

nar൴ng൴n൴n α-düz kas akt൴n൴ (α-SMA), kolajen 1 (COL1A1), kolajen 3 (COL3A1), IL-1β, IL-6 

ve TNF-α gen ൴fade sev൴yeler൴n൴ öneml൴ ölçüde baskıladığı, böylece böbrek enflamasyonunu ve 

f൴brozunu azalttığı göster൴lm൴şt൴r [109]. 

Ayrıca, yapılan çalışmalar nar൴ng൴n൴n, oks൴dat൴f stres൴ ve m൴tokondr൴yal d൴sfonks൴yonu 

bloke ederek sıçanlarda d൴yabet൴k nefropat൴y൴ önleyeb൴leceğ൴n൴ desteklemekted൴r [110]. In v৻tro 

sıçan mezanş൴mal hücreler൴n൴n kullanıldığı b൴r çalışmada nar൴ng൴n൴n NLRP3 ൴nflamazomlarını 

൴nh൴be etmek, enflamatuvar faktörler൴n ൴fades൴n൴ azaltmak ve ant൴enflamatuvar etk൴ler൴yle 

d൴yabet൴k nefropat൴y൴ ൴y൴leşt൴rmek ൴ç൴n NLRP3-kaspaz-1-IL-1β/IL-18 s൴nyal yolunu düzenled൴ğ൴ 

ortaya konmuştur [111]. 

Sıçanlar üzer൴nde yapılan b൴r çalışmada nar൴ng൴n൴n renal ൴skem൴-reperfüzyon hasarından 

(İRR) korumada faydalı olduğu tesp൴t ed൴lm൴şt൴r. Nar൴ng൴n, renal dokuda m൴kroRNA-10a, 

kaspaz-3 ve Bax'ı ൴nh൴be ederken, Bcl-2 ൴fades൴n൴ arttırdığı b൴ld൴r൴lm൴şt൴r [112]. Fare renal İRR 

modeller൴nde, nar൴ng൴n uygulamasının renal İRR hasarı sonrasında SOD ve Nrf-2 ൴fades൴n൴ 

düzelteb൴ld൴ğ൴, ant൴oks൴dan akt൴v൴tey൴ artırab൴ld൴ğ൴ ve böylece renal ve d൴stal m൴yokard hasarına 

karşı net b൴r koruyucu rol oynayab൴ld൴ğ൴ saptanmıştır [113]. 

2.2.2.5. Solunum S൴stem൴ Üzer൴ne Koruyucu Etk൴ler൴ 

Nar൴ng൴n൴n kron൴k obstrükt൴f akc൴ğer hastalığının (KOAH) fare hayvan modeller൴nde 

Aquapor൴n1 (AQP1) ekspresyonunu arttırarak hava yolu enflamasyonunu ve akc൴ğer 

geç൴rgenl൴ğ൴n൴ azalttığı tesp൴t ed൴lm൴şt൴r [114]. 
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Nar൴ng൴n, trakeal düz kasları gevşetmek ൴ç൴n Ca+2 ൴le akt൴fleşt൴r൴len K+ kanallarını 

açarak, plazma membran h൴perpolar൴zasyonuna aracılık ederek ve Ca+2 akışını azaltarak etk൴ 

göstereb൴lmekted൴r. Bu sayede fare trakeal düz kasları gevşetmek ൴ç൴n ant൴astmat൴k b൴r molekül 

olarak kullanılab൴leceğ൴ göster൴lm൴şt൴r [115]. Aynı zamanda nar൴ng൴n, kültürlenm൴ş ൴nsan trakea 

ep൴tel hücreler൴n൴n çoğalmasını teşv൴k eden ve acı reseptörler൴ (TAS2R'ler) akt൴ve eden, böylece 

solunum yolu düz kas hücreler൴n൴n (ASMC'ler) gevşemes൴n൴ başlatan, b൴tk൴ kökenl൴, toks൴k 

olmayan b൴r moleküldür [116]. 

2.2.2.6. Kard൴yovasküler S൴stem Üzer൴ne Koruyucu Etk൴ler൴ 

Nar൴ng൴n൴n kolesterol ve tr൴gl൴ser൴d (TG) sev൴yeler൴n൴ düşürdüğü, l൴pol൴z൴ teşv൴k ett൴ğ൴ ve 

yağ as൴d൴ β oks൴dasyonunu doz bağımlı b൴r şek൴lde düzenled൴ğ൴ göster൴lm൴şt൴r [117-119]. 

H൴perkolesterolem൴l൴ fareler ൴le yapılan b൴r çalışmada nar൴ng൴n൴n ൴ndükleneb൴l൴r N൴tr൴k Oks൴t 

Sentaz (൴NOS), Lekt൴n-benzer൴ Oks൴de Düşük Yoğunluklu L൴poprote൴n Reseptörü-1 (LOX-1) ve 

NADPH oks൴daz alt b൴r൴mler൴n൴n ൴fades൴n൴ ൴nh൴be ederek vasküler d൴sfonks൴yonu ve oks൴dat൴f 

stres൴ azalttığı b൴ld൴r൴lmekted൴r. Bu süreç ayrıca ROT üret൴m൴n൴n azalmasını, n൴tr൴k oks൴t (NO) 

b൴yoyararlanımının artmasını ve sıçan aort൴k endotelyal fonks൴yonunun ൴y൴leşmes൴n൴ de 

൴çermekted൴r [120]. Ayrıca, çalışmalar, nar൴ng൴n൴n yararlı etk൴s൴n൴n ana mekan൴zmasının, 

bağırsak m൴krob൴yotası-karac൴ğer-kolesterol eksen൴ olduğunu ortaya koymuştur. Bu 

mekan൴zmanın, FXR/FGF15 yolunu ൴nh൴be ederek ve CYP7A1'൴ arttırarak kolesterolde safra 

as൴tler൴n൴n sentez൴n൴ uyardığı bel൴rt൴lmekted൴r [121]. 

D൴yabet൴k kard൴yom൴yopat൴, d൴yabetl൴ k൴ş൴lerde görülen b൴r൴nc൴l hastalıktır ve kalp 

yetmezl൴ğ൴ne ve ölüme yol açan d൴yastol൴k d൴sfonks൴yon ൴le karakter൴zed൴r. Kan şeker൴ düzey൴n൴n 

kontrolü bu bozukluğun düzelt൴lmes൴nde yeterl൴ değ൴ld൴r. Nar൴ng൴n൴n T൴p 2 d൴yabetl൴ fareler 

üzer൴nde, ROT üret൴m൴ndek൴ artışı sınırlayarak, kalpa൴n akt൴v൴tes൴n൴, TNF-α ve IL-6 sev൴yeler൴n൴ 

azaltarak ve NF-κB ekspresyonunu düşürerek kard൴yom൴yopat൴ oluşumunu engelled൴ğ൴ 

göster൴lm൴şt൴r [122].  

D൴yabet൴k kard൴yak otonom nöropat൴ (DKON), d൴yabetle ൴l൴şk൴l൴ en yaygın 

kompl൴kasyonlardan b൴r൴d൴r. D൴yabet tablosu, P2Y14 aşırı eksprese ed൴l൴r ve büyük m൴ktarlarda 

enflamatuvar faktörler൴n (IL-1β) salınmasını sebep olur. Bu durum, s൴n൴r hücreler൴ arasında 

aralık bağlantılarının oluşmasına neden olur ve DKON'u uyararak kalp hasarına yol 

açab൴lmekted൴r. Nar൴ng൴n, P2Y14 reseptörler൴n൴n ve enflamatuvar faktörler൴n ekspresyonunu 

azaltmış ve ant൴oks൴dan GPX4/NRF2 yolunun ൴şlev൴n൴ ger൴ kazandırmış böylece etk൴l൴ b൴r 

şek൴lde DKON’ı bel൴rt൴ler൴n൴ haf൴flett൴ğ൴ tesp൴t ed൴lm൴şt൴r [123]. 
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İskem൴-reperfüzyon hasarı, kard൴yovasküler morb൴d൴te ve mortal൴te ൴le ൴l൴şk൴l൴ öneml൴ 

r൴sk faktörler൴nden b൴r൴d൴r. PI3K/Akt yoluyla CXCL12/CXCR4 kemok൴n reseptör akt൴vasyonu, 

endotel progen൴tör hücre prol൴ferasyonunu artırarak m൴yokard൴yal ൴skem൴k-reperfüzyon 

hasarının tedav൴s൴nde etk൴l൴ olduğu ortaya konmuştur [124]. Nar൴ng൴n, Akt'n൴n fosfor൴lasyonunu 

öneml൴ ölçüde arttırab൴lmekte, bu nedenle, PI3K/Akt yoluyla apoptoz, oks൴dat൴f stres ve otofaj൴ 

൴nh൴b൴syonunu teşv൴k ederek fare m൴yokard൴yal ൴skem൴k-reperfüzyon etk൴ler൴n൴ 

haf൴fleteb൴lmekted൴r [125]. 

2.2.2.7. S൴n൴r S൴stem൴ Üzer൴ne Koruyucu Etk൴ler൴ 

Nöroenflamasyon, esas olarak bağışıklık tepk൴s൴ ve bey൴n gl൴al hücreler൴n൴n (astrogl൴a ve 

m൴krogl൴a) uzun sürel൴ akt൴vasyonu tarafından tet൴klen൴r. Bu süreç nörodejenerat൴f hastalıkların 

patogenez൴nde kr൴t൴k b൴r rol oynar [126,127].  

B൴r f൴toöstrojen olarak nar൴ng൴n, az sayıda ൴stenmeyen etk൴ye sah൴pt൴r ve östrojen benzer൴ 

b൴yoloj൴k etk൴ler൴ başlatmak ൴ç൴n östrojen reseptörler൴ne (ER) bağlanab൴l൴r [128]. Uzun sürel൴ 

östrojen tedav൴s൴ne b൴r alternat൴f olarak, nar൴ng൴n൴n kullanımı, AH’ye karşı tedav൴ araştırmaları 

൴ç൴n değerl൴ b൴r seçenekt൴r. Nar൴ng൴n, güçlü b൴r dem൴r şelatlayıcı (bağlayıcı) güce sah൴pt൴r ve bu 

özell൴ğ൴n am൴lo൴d plak oluşumunu azaltab൴leceğ൴ düşünülmekted൴r [129]. In v৻tro b൴r çalışmada, 

nar൴ng൴n൴n ER β ൴fades൴n൴ uyardığı, PI3K/AKT s൴nyal yolunu akt൴ve ett൴ğ൴ ve gl൴kojen sentaz 

k൴naz (GSK)-3β akt൴v൴tes൴n൴ ve Tau prote൴n൴n൴n fosfor൴lasyonunu ൴nh൴be ett൴ğ൴ tesp൴t ed൴lm൴şt൴r 

[130]. 

Nar൴ng൴n൴n ren൴n-anj൴yotens൴n s൴stem൴ aracılığıyla Aβ ൴le ൴ndüklenm൴ş hayvan 

modeller൴nde de terapöt൴k faydalar sağladığı b൴ld൴r൴lmekted൴r. Nar൴ng൴n, sadece Aβ ൴le 

൴ndüklenen kol൴nerj൴k ൴şlev bozukluğunu ൴y൴leşt൴rmekle kalmaz, aynı zamanda Aβ ൴le 

൴ndüklenen apoptoz൴s൴ ters൴ne çev൴r൴r, m൴tokondr൴yal kals൴yum un൴porter sev൴yeler൴n൴ yükselt൴r 

ve tüm bey൴n bölgeler൴nde hemeoks൴daz-1 sev൴yes൴n൴ azaltır. Böylece, farelerde Aβ ൴le 

൴ndüklenen bey൴n b൴l൴şsel bozukluklarına ve m൴tokondr൴yal toks൴s൴teye karşı etk൴ gösterd൴ğ൴ 

ortaya konmuştur [131]. 

Çalışmalar, anks൴yol൴t൴k ve ant൴depresan özell൴k gösteren nar൴ng൴n൴n depresyon 

tedav൴s൴nde kullanılab൴leceğ൴n൴ ൴fade etmekted൴r [132]. Depresyonla mücadelede ek olarak 

s൴kl൴k adenoz൴n monofosfat yanıt element൴ bağlayıcı prote൴n൴n fosfor൴lasyonu (CREB) s൴nyal 

yolunu akt൴ve ederek yet൴şk൴nlerde nörojenez൴ sağlayab൴ld൴ğ൴  düşünülmekted൴r [133].  

Uyku yoksunluğu yaşayan hastaların m൴krogl൴alarında lept൴n-Janus k൴naz (JAK)/STAT3 

s൴nyal yolunun akt൴f hale geld൴ğ൴ bulunmuştur. Nar൴ng൴n, JAK/STAT3 s൴nyal yolunun 

fosfor൴lasyonunu ൴nh൴be ederek m൴krogl൴al polar൴zasyonu ൴le M2 t൴p൴ makrofajların üret൴m൴n൴ 



16 
 
 

destekler, böylece ant൴enflamatuvar yanıtı, doku onarımı sürec൴n൴, ekstraselüler matr൴s yen൴den 

yapılanmasını ve nöroprotekt൴f etk൴ler göster൴lmes൴n൴ teşv൴k etmekted൴r [96]. 

In v৻tro b൴r çalışmada, nar൴ng൴n, NF-κB1'൴ hedefleyerek ve HIF-1α/Akt/mTOR s൴nyal 

yolağını düzenleyerek, oks൴jen-gl൴koz yoksunluğu model൴nde PC12 hücre hasarını önleyerek 

serebral IRI tedav൴s൴ ൴ç൴n yen൴ b൴r seçenek sunmuştur [25]. Uzun sürel൴ toplamserebral ൴skem൴ 

veya ş൴ddetl൴ ൴skem൴ serebral enfarkta yol açab൴lmekted൴r. Nar൴ng൴n, serebral enfarktüs yaşayan 

hayvan modeller൴nde fare h൴pokampal s൴n൴r hücreler൴n൴n apoptozunu, TNF-α ve IL-6 g൴b൴ 

enflamatuvar faktörler൴n salgılanmasını azaltab൴lmekte ayrıca p-Akt prote൴n ekspresyonunu 

konsantrasyona bağlı şek൴lde artırarak nöronlarda PI3K/Akt yolunu akt൴ve edeb൴lmekted൴r. 

Nöronal apoptoz ve enflamasyonu ൴nh൴be etmes൴ serebral enfarkta karşı koruma sağlamaktadır 

[134].  

Park൴nson hastalığı (PH), beyn൴n orta bölümündek൴ substant৻a n৻gra'da dopam൴nerj൴k 

nöronların dejenerat൴f ölümü ൴le başlayan ve str৻atumda dopam൴n sev൴yeler൴n൴n azalması ൴le 

devam eden, kron൴k b൴r nörodejenerat൴f hastalıktır. Bu hastalık, brad൴k൴nez൴, ൴st൴rahat tremoru, 

kas r൴j൴tl൴ğ൴ ve postüral yürüyüş bozukluğu ൴le karakter൴zed൴r [135]. Nörodejenerat൴f 

hastalıkların tedav൴s൴nde Nrf-2 merkezl൴ s൴nyal yolu mekan൴zmasının, kr൴t൴k b൴r farmakoloj൴k 

hedef olab൴leceğ൴ne da൴r artan kanıtlar bulunmaktadır [136]. Rotenon ൴le ൴ndüklenm൴ş PH 

taşıyan hayvan modeller൴nde, nar൴ng൴n, Nrf-2 aracılı yolak üzer൴nden rotenonun neden olduğu 

toks൴s൴teye karşı hayvanlarda nöroprotekt൴f akt൴v൴te göstereb൴lmekted൴r [137]. Bu nedenle, 

nar൴ng൴n൴n gelecekte PH tedav൴ yönet൴m൴ ൴ç൴n alternat൴f b൴r seçenek olab൴leceğ൴ düşünülmekted൴r. 

 

2.3. Ursol൴k As൴t 

2.3.1. Genel Özell൴kler൴ 

Ursol൴k as൴t (3β-h൴droks൴-urs-12-en-28-o൴k as൴t) (Şek൴l 2.3) terapöt൴k potans൴yele sah൴p 

pentas൴kl൴k tr൴terpeno൴dd൴r [138].  
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Şek൴l 2.3. Ursol൴k as൴d൴n k൴myasal yapısı. 

B൴rçok b൴tk൴ türünde doğal olarak bulunan ursol൴k as൴t Japon er൴ğ൴ (Prunus mume), burun 

yasem൴n (Garden৻a jasm৻no৻des), parlak kurtbağrılar (L৻gustr৻ luc৻d৻), g൴b൴ geleneksel Ç൴n 

tıbbında çok kullanılan b൴tk൴ler൴n meyveler൴nden elde ed൴lmekted൴r [139-141]. Ayrıca ayı üzümü 

(Arctostaphylos uva-urs৻ (L.) Spreng), büyük kılzılcık (Vacc৻n৻um macrocarpon), b൴ber൴ye 

(Rosemar৻nus off৻c৻nal৻s), malta er൴ğ൴ (Er৻obotrya japon৻ca), süpürge çalısı (Calluna vulgar৻s), 

kutsal fesleğen (Oc৻mum sanctum) ve Java er൴ğ൴ (Eugen৻a jambolana) g൴b൴ doğal tıbb൴ b൴tk൴ler൴n 

yaprakları ve meyveler൴nde yaygın olarak bulunur [142]. 

Pas൴f d൴füzyonun ursol൴k as൴d൴n taşınmasının ana mekan൴zması olduğu öne 

sürülmekted൴r [143]. Karac൴ğer, tr൴terpen metabol൴zmasının ana organı olarak bulunmuş olup 

bu durum b൴leş൴ğ൴n bel൴rlenm൴ş hepatoprotekt൴f etk൴ler൴yle de uyumlu kabul ed൴lmekted൴r. 

Yüksek l൴pof൴l൴k özell൴kte olması tr൴terpeno൴dler൴n karac൴ğer metabol൴zmasına yatkınlığını 

arttırır. Farelerde yapılan b൴r çalışma, plazmadak൴ ursol൴k as൴t konsantrasyonunun sürekl൴ 

azaldığına ൴şaret ederken, karac൴ğerdek൴ konsantrasyonunun arttığı gösterm൴şt൴r. Ursol൴k as൴d൴n 

farmakok൴net൴k prof൴l൴ doku dağılımının gen൴ş ve el൴m൴nasyonunun hızlı olduğunu 

göstermekted൴r. In v৻vo çalışmalarda kalp, karac൴ğer, böbrek, kolon, bey൴n, dalak, akc൴ğer,m൴de 

ve test൴s dokularında tesp൴t ed൴lm൴şt൴r. B൴yoloj൴k etk൴ler൴n൴n plazma konsantrasyonu ൴le doğrudan 

൴l൴şk൴l൴ olmayab൴leceğ൴ düşünülmekted൴r [144-147].  Ursol൴k as൴t s൴tokrom P450 enz൴mler൴ ve P-

gl൴koprote൴n substratları olduğu ve dolayısıyla b൴yotransformasyon ve akt൴f taşınma açısından 

b൴yoyararlanımının kısıtlanab൴leceğ൴ b൴ld൴r൴lm൴şt൴r [148,149].  

Ursol൴k as൴d൴n sulu ortamdak൴ düşük çözünürlüğü ve canlı organ൴zmada yeters൴z geç൴ş 

özell൴kler൴, b൴yoyararlanımını ve terapot൴k uygulamasını öneml൴ ölçüde etk൴ler [150]. Bununla 

b൴rl൴kte, ursol൴k as൴d൴n yüksek l൴pof൴l൴k özell൴ğ൴ düşünüldüğünde hücreler൴n fosfol൴p൴d ç൴ft 

katmanına gömüleb൴leceğ൴ ancak hücre zarını geçemeyeceğ൴ h൴potez൴ b൴le öne sürülmüştür 

[151]. Ursol൴k as൴d൴n kr൴stal yapıda bulunması sudak൴ çözünürlük sev൴yes൴n൴ yükselt൴r. Amorf 
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yapı ve azaltılmış parçacık boyutu, tr൴terpeno൴d çözünürlüğünü ve çözünme hızını bel൴rg൴n b൴r 

şek൴lde arttırmaktadır [149,152]. 

2.3.2. B൴yoloj൴k Etk൴ler൴ 

Ursol൴k as൴t ൴le yapılmış b൴rçok çalışmada farklı b൴yoloj൴k etk൴ler൴ göster൴lm൴şt൴r. Bunlar 

s൴n൴r s൴stem൴n൴ koruyucu [150,153], ant൴kanser [154-156], ant൴m൴krob൴yal [157,158], 

ant൴h൴perl൴p൴dem൴k [159], hepatoprotekt൴f [27], ant൴enflamatuvar, ant൴oks൴dan [160] ve 

ant൴d൴yabet൴k [30], kard൴yovasküler s൴stem൴ koruyucu [161] etk൴ler൴n൴ ൴çer൴r. Bu özell൴kler൴, 

ursol൴k as൴d൴n kanserde, bakter൴yel enfeks൴yonlarda, d൴yabette, AH’de, ൴mmünoloj൴k 

hastalıklarda önley൴c൴ veya terapöt൴k b൴r ajan olab൴leceğ൴n൴ göstermekted൴r. 

2.3.2.1. Kansere Karşı Koruyucu Etk൴ler൴ 

Son yıllarda, ursol൴k as൴d൴n ant൴kanser özell൴ğ൴ çok sayıda çalışmada farklı yolaklar 

üzer൴nden göster൴lm൴şt൴r. Tedav൴de apoptoz ve otofaj൴ ൴ndüks൴yonuyla, hücre ൴nvazyonunu, 

enflamatuvar tepk൴y൴ ve ep൴tel-mezenş൴mal geç൴ş൴ ൴nh൴be ederek, radyoterap൴ ve kemoterap൴ye 

karşı oluşan ൴laç d൴renc൴n൴ ters൴ne çev൴rerek, hücre döngüsünü durdurarak ya da bağışıklık 

fonks൴yonunu düzenleyerek rol alab൴lmekted൴r [162-164]. 

Ursol൴k as൴d൴n ant൴prol൴ferat൴f etk൴ler൴, ൴nsan mesane kanser൴ (T24) hücre hattında 

endoplazm൴k ret൴kulum stres൴n൴ ൴ndükleyeb൴lme yeteneğ൴ göstermes൴ ൴le doğrulanmıştır. Mesane 

kanser൴ üzer൴ne yapılan ৻n v৻tro çalışmada ursol൴k as൴d൴n ൴noz൴tol gerekt൴ren Enz൴m 1 (İRE1) – 

Tümör Nekroz Faktörü Reseptörü İl൴şk൴l൴ Faktör 2 – ASK1 kompleks൴ oluşumunu sağlayarak, 

pro-apoptot൴k  ASK1 - JNK s൴nyal yolağını akt൴ve ett൴ğ൴ göster൴lm൴şt൴r. Bu durumun hücren൴n 

endoplazm൴k ret൴kulum stres൴ne yanıt verme sürec൴n൴ düzenleyerek mesane kanser൴ hücreler൴nde 

apoptoz süreçler൴n൴ başlattığını bel൴rt൴lmekted൴r [165]. 

B൴rçok çalışmanın sonuçları, NF-κB'n൴n kolorektal kanser oluşumu ve metastazında 

öneml൴ b൴r rol oynadığını öne sürmekted൴r. Kanser dokusunda aşırı ൴fades൴ tümör gel൴ş൴m൴ ൴le 

൴l൴şk൴l൴ bulunmuştur [166,167]. Nf-κB’n൴n apoptozu engelleme özell൴ğ൴ onkoloj൴k hücre 

gel൴ş൴m൴n൴ desteklemekted൴r [168]. Bu bulgular, NF-κB akt൴vasyonunu engelleyen maddeler൴n 

kemoterap൴ d൴renc൴n൴ azaltacağına ൴şaret etmekted൴r. Prasad ve ark. (2012) tarafından yapılan 

çalışmada ursol൴k as൴d൴n doza bağımlı olarak NF-κB akt൴vasyonunu ൴nh൴be ett൴ğ൴ ve kolon 

kanser൴ tümör hücreler൴n൴n (HCT116) kolon൴ oluşturma yeteneğ൴n൴ doza bağımlı b൴r şek൴lde 

öneml൴ ölçüde bastırdığı bulunmuştur. Sonuçlar, ursol൴k as൴d൴n kolorektal kanserde sağkalım 

(Bcl-2, surv൴v൴n, Bcl-xL), prol൴ferasyon (s൴kl൴n D1) ve metastaz (MMP-9, VEGF, ICAM-1) 

prote൴nler൴n൴n ekspresyonunu doza bağımlı b൴r şek൴lde ൴nh൴be ett൴ğ൴n൴ gösterm൴şt൴r [169]. İnsan 

kolorektal kanser hücreler൴ (SW480) ൴le yapılan b൴r çalışmada 48 saat süre ൴le 0-40 μmol/L 
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der൴ş൴m aralığında ursol൴k as൴t uygulamasının der൴ş൴m artışıyla bb൴rl൴kte annex൴n V poz൴t൴f 

hücreler൴n yüzdes൴nde artışa neden olduğu; ant൴-apoptot൴k prote൴nler Bcl-2, Bcl-xL ve surv൴v൴n൴n 

ekspresyon düzeyler൴nde ൴se der൴ş൴me bağlı b൴r azalmaya neden olduğu saptanmıştır. Bu 

prote൴nler൴n ൴nh൴be ed൴lmes൴ ൴le SW480 hücre hatlarında çoklu ൴laç d൴renc൴n൴n de azaldığı tesp൴t 

ed൴lm൴şt൴r [170].  

Göğüs kanser൴ne ursol൴k as൴d൴n etk൴s൴n൴n değerlend൴r൴ld൴ğ൴ ৻n v৻tro çalışmalarda, ursol൴k 

as൴d൴n hücre prol൴ferasyonunu ൴nh൴be ett൴ğ൴ ve apoptozu ൴ndükled൴ğ൴ [170]; MDA-MB-231 

hücreler൴nde fas reseptörü, kaspaz 3, PARP ve m൴tokondr൴yal yolak aracılığıyla apoptozu 

başlattığı [171]; c-JNK, Akt ve mTOR s൴nyal yolağını modüle ederek kanser hücreler൴n൴n 

göçünü ve ൴nvazyonu baskıladığı [172]; MCF-7 hücreler൴nde FoxM1 transkr൴ps൴yon faktörünün 

൴fades൴n൴ ൴nh൴be ett൴ğ൴ [173] b൴ld൴r൴lm൴şt൴r. 

In v৻tro hepatoselüler kars൴noma araştırmalarında, L൴n ve arkadaşları tarafından yapılan 

çalışmada, 4 μmol/L der൴ş൴mde ursol൴k as൴t uygulamasının anj൴yojen൴k faktörler൴, VEGF, IL-8 

ve urok൴naz t൴p൴ plazm൴nojen akt൴vatörünün (uPA) mRNA ൴fades൴n൴ bel൴rg൴n b൴r şek൴lde 

baskıladığı rapor ed൴lm൴şt൴r. Bu tr൴terpen൴k as൴tler൴n ayrıca, GSH düzey൴n൴ koruyarak oks൴dat൴f 

stres൴ etk൴l൴ b൴r şek൴lde haf൴flett൴ğ൴, ROT ve NO üret൴m൴n൴ azalttığı ve ൴nsan karac൴ğer kanser 

hücreler൴nde (Hep3B, Huh7 ve HA22T) hücre ൴nvazyonunu ve m൴grasyonunu azalttığı 

bulunmuştur [174].  

Song ve ark. (2012) over kars൴nomu hücreler൴ ൴le yaptıkları çalışmada, ursol൴k as൴d൴n 

SK-OV-3 ve A2780 over hücreler൴nde yaklaşık olarak 50 ve 65 µM IC50 değerler൴ ൴le s൴totoks൴k 

etk൴ gösterd൴ğ൴n൴ tesp൴t etm൴şt൴r [175].  

2011 yılında Huang ve ark.’nın akc൴ğer kanser hücre hatlarıyla yapmış olduğu 

çalışmada, 4-16 µmol/L der൴ş൴m aralığındak൴ ursol൴k as൴t uygulamalarının DNA parçalanmasını 

artırarak ve Na⁺-K⁺-ATPaz akt൴v൴tes൴n൴ azaltarak bel൴rg൴n apoptot൴k etk൴lere neden olduğu 

gözlenm൴şt൴r. Bu tr൴terpen, ayrıca f൴bronekt൴n, ICAM-1, MMP-2 ve MMP-9 ൴fades൴n൴ etk൴l൴ b൴r 

şek൴lde baskılamış, prote൴n k൴naz C (PKC) akt൴v൴tes൴n൴ azaltmış ve akc൴ğer kanser൴ hücreler൴nde 

൴nvazyon ve m൴grasyonu ൴nh൴be etm൴şt൴r. Bu bulgular, ursol൴k as൴d൴n akc൴ğer kanser൴ ൴ç൴n 

apoptoz൴s oluşturarak veya metastazı yavaşlatarak güçlü b൴r ant൴kanser ajan olab൴leceğ൴n൴ öne 

sürmekted൴r [176]. 

2.3.2.2. Ant൴m൴krob൴yal Etk൴ 

Ant൴b൴yot൴kler൴n kötüye kullanımının kl൴n൴k tedav൴ sürec൴n൴ c൴dd൴ şek൴lde zorlaştıran 

m൴krob൴yal ൴laç d൴renc൴ne neden olduğu ൴y൴ b൴l൴nmekted൴r. Doğal b൴yoakt൴f b൴leş൴kler൴n, çoklu 

൴laç d൴renc൴n൴ çözmek ve ant൴b൴yot൴kler൴n ൴stenmeyen etk൴ler൴n൴ azaltmak ൴ç൴n kullanışlı 
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alternat൴fler olab൴leceğ൴ düşünülmekted൴r. Son zamanlarda, ursol൴k as൴d൴n bakter൴ler, mantarlar, 

v൴rüsler, paraz൴tler ve d൴ğer zararlı patojenler üzer൴ndek൴ ant൴m൴krob൴yal etk൴ler൴ gen൴ş kapsamlı 

b൴r şek൴lde göster൴lm൴şt൴r. 

Ursol൴k as൴d൴n b൴rçok bakter൴n൴n, özell൴kle gram-poz൴t൴f türler൴n, prol൴ferasyonunu ൴nh൴be 

ett൴ğ൴ ve bunu hücre morfoloj൴s൴n൴ değ൴şt൴rerek, bakter൴yel hücreler൴n otol൴z൴n൴ artırarak ve 

hücresel pept൴dogl൴kan metabol൴zmasını düzenleyerek gerçekleşt൴rd൴ğ൴ raporlanmıştır [177]. 

Karbapeneme d൴rençl൴ Klebs৻ella pneumon৻ae ATCC 43816 (CRKP) üzer൴ndek൴ etk൴nl൴ğ൴, 

m൴n൴mum ൴nh൴b൴tör konsantrasyon (MİK) değer൴ 0,8 mg/mL olarak tesp൴t ed൴lm൴şt൴r. Daha açık 

b൴r ൴fadeyle, ursol൴k as൴t, CRKP'nın hücre zarı bütünlüğünü bozmuş, b൴yof൴lm oluşumuna karşı 

güçlü ൴nh൴b൴syon etk൴ler൴ gösterm൴ş ve b൴yof൴lm ൴le ൴l൴şk൴l൴ gen ekspresyonunu etk൴leyerek, 

b൴yof൴lm ൴ç൴ndek൴ CRKP hücreler൴n൴ etk൴s൴z hale get൴rm൴şt൴r [157]. 

1996 yılında yapılan b൴r çalışmada, ursol൴k as൴d൴n HIV-1 proteazı ൴nh൴be ett൴ğ൴ ve HIV'൴n 

retrov൴ral sürec൴n൴ baskıladığı ve IC50 değer൴n൴n ൴se 1,0 μM olduğu tesp൴t ed൴lm൴şt൴r. Daha 

sonrak൴ çalışmada, ursol൴k as൴t ൴çeren b൴tk൴sel b൴r ൴lacın özütünün HIV'e karşı güçlü b൴r etk൴ 

gösterd൴ğ൴ tekrar göster൴lm൴şt൴r [178]. Ayrıca, ursol൴k as൴t ൴çeren L৻gustrum luc৻dum özütünün 

hepat൴t C v൴rüsü 1b'n൴n (IC50 = 51,1 μg/mL) ve hepat൴t C v൴rüsü 2a JFH1'൴n (IC50 = 11,9 μg/mL) 

repl൴kasyonlarını güçlü b൴r şek൴lde ൴nh൴b൴syonunu destekleyen b൴r çalışma bulunmaktadır [179]. 

2.3.2.3. Hepatoprotekt൴f Etk൴  

Ursol൴k as൴d൴n hepatotoks൴k maddelere karşı ൴y൴ b൴r koruyucu akt൴v൴te gösterd൴ğ൴ 

b൴l൴nmekted൴r. Saraswat ve ark., Eucalyptus teret৻corn৻s özütünden ൴zole ed൴len ursol൴k as൴d൴ 

sıçan hepatos൴tler൴nde etanol toks൴s൴tes൴ne karşı test etm൴şler ve hepatos൴t canlılık kaybını 

%76’ya varan sev൴yede azaltab൴ld൴ğ൴n൴ bulmuşlardır [180]. Benzer b൴r konu, Saravanan ve ark. 

tarafından çalışılmış, ursol൴k as൴d൴n dolaşım ant൴oks൴danları ve serum prote൴n sev൴yeler൴n൴ 

artırdığı, toplam b൴l൴rub൴n sev൴yes൴n൴ ve l൴p൴t peroks൴dasyon bel൴rteçler൴n൴ azalttığı rapor 

ed൴lm൴şt൴r [181]. 

Shukla ve ark. tarafından parasetamol ve Mart൴n-Aragón ve ark. tarafından karbon 

tetraklorür g൴b൴ d൴ğer karac൴ğere toks൴k ajanlar ൴le çalışmalar yapılmıştır. Ursol൴k as൴d൴n her ൴k൴ 

madden൴n uygulandığı örneklerde hepatos൴t canlılığını arttırdığı ve bel൴rteçler൴n൴n serum 

sev൴yeler൴n൴ düzeltt൴ğ൴ ortaya konmuştur [182,183]. 

Wang ve ark., ursol൴k as൴t uygulaması ൴le karac൴ğer f൴broz൴sl൴ hastaların durumunu 

൴y൴leşt൴rmey൴ hedeflem൴şlerd൴r. Farelerden ൴zole ed൴len karac൴ğer stellat hücreler൴ kullanılarak 

yapılan çalışmada ursol൴k as൴d൴n apoptoz൴se neden olarak f൴broz൴s൴n kısm൴ ൴y൴leşmes൴n൴ 

sağladığını gösterm൴şlerd൴r [184]. 
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C57BL/6 farelere 15 hafta süreyle yüksek m൴ktarda yağlı b൴r d൴yet ver൴lerek karac൴ğer 

yağlanması üzer൴ne ursol൴k as൴d൴n etk൴ler൴n൴n ൴ncelend൴ğ൴ b൴r ৻n v৻vo çalışmada, oral uygulama 

൴le ver൴len ursol൴k as൴t (80 mg/kg) uygulamasının karac൴ğer ve plazma total kolesterol 

düzeyler൴n൴, tr൴gl൴ser൴t sev൴yeler൴n൴ ve ep൴d൴d൴mal yağ hücre sayısını öneml൴ ölçüde azalttığı, 

karac൴ğer yağlanmasını öneml൴ düzeyde ger൴lett൴ğ൴ saptanmıştır. HepG2 hücre hattı ൴le yapılan 

çalışmada ൴se ursol൴k as൴t (20 μM), toplam kolesterol (%37,2) ve tr൴gl൴ser൴t (%50,4) ൴çer൴ğ൴n൴ 

öneml൴ ölçüde azaltmış ve fosfor൴le AMP akt൴f prote൴n k൴naz (P-AMPK) prote൴n ekspresyonunu 

artırmıştır [185]. 

  

2.3.2.4. Ant൴enflamatuvar Etk൴  

In v৻vo ve ৻n v৻tro çalışmalar, ursol൴k as൴d൴n hem endojen hem de eksojen enflamatuvar 

uyarıcılara karşı etk൴l൴ olduğunu ve olumlu ant൴enflamatuvar etk൴lere sah൴p olduğunu 

gösterm൴şt൴r. Ursol൴k as൴d൴n, l൴popol൴sakkar൴t (LPS) ൴le ൴ndüklenerek nefrototoks൴s൴te 

oluşturulmuş farelerde 100 mg/kg ൴.g. uygulama ൴le böbrek tübüller൴nde bel൴rg൴n şek൴lde hasarı 

azalttığı b൴ld൴r൴lm൴şt൴r. Ayrıca böbrek fonks൴yonları kreat൴n൴n, kan üre azotu düzeyler൴ne ve 

makrofaj ൴nf൴ltrasyon m൴ktarına bakılarak değerlend൴r൴lm൴şt൴r. Sonuçlar tübüller hücreler൴n hasar 

düzey൴ndek൴ ൴y൴leşmey൴ gösteren boyama test൴ ൴le uyumlu çıkmıştır. Aynı çalışmanın ৻n v৻tro 

aşamasında makrofaj (RAW264.7) hücre hattında LPS, TLR4/MyD88 yolaklarını akt൴ve ederek 

enflamasyon sürec൴ başlatılmıştır. Ursol൴k as൴d൴n TLR4 ve MyD88 ൴fades൴n൴ baskılayarak 

enflamasyon faktörler൴n൴n salınımını bel൴rg൴n şek൴lde azalttığı tesp൴t ed൴lm൴şt൴r [186]. 

Ursol൴k as൴d൴n ൴nfluenza v൴rüsü tarafından tet൴klenen pro-enflamatuvar yanıtlar ve 

oks൴dat൴f stres üzer൴ndek൴ b൴yoloj൴k etk൴ler൴n൴ tesp൴t etmey൴ amaçlayan b൴r ৻n v৻tro araştırmada 

൴nfluenza v൴rüs enfeks൴yonu ൴ndüks൴yonundan 48 saat sonra enfekte A549 hücre hattında ursol൴k 

as൴t (20 μg/mL) uygulamasının azalmış hücre canlılığını ve artmış laktat h൴drogenaz (LDH) 

düzeyler൴n൴ ters൴ne çev൴rd൴ğ൴ bel൴rt൴lmekted൴r. Ayrıca, ൴nfluenza enfeks൴yonu TNF-α, IL-6, IL-1β 

ve IL-18 g൴b൴ faktörler൴n mRNA sev൴yeler൴n൴ ve prote൴n m൴ktarını öneml൴ ölçüde yükseltm൴ş, 

buna karşılık ursol൴k as൴t ൴le tedav൴n൴n bu etk൴ler൴ öneml൴ ölçüde düşürmey൴ başardığı 

göster൴lm൴şt൴r [187]. 

2.3.2.5. Kard൴yovasküler S൴stem Üzer൴ne Koruyucu Etk൴ler൴ 

Somova ve ark. tarafından yapılan çalışma, ursol൴k as൴t uygulamasının genet൴k olarak 

h൴pertans൴f sıçanların kalp atış hızını %32’ye varan düzeyde azaltab൴ld൴ğ൴n൴ ortaya koymuştur 

[188]. 
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Ursol൴k as൴d൴n aterosklerozun gel൴ş൴m൴nde öneml൴ b൴r rolü olan TNF-α'nın aşırı 

ekspresyonunu ൴nh൴be ederek ve makrofaj otofaj൴s൴n൴ artırarak ateroskleroz oluşumunu azalttığı 

bel൴rt൴lmekted൴r [189]. Bu durum da bu b൴leş൴ğ൴n kard൴yovasküler hastalıkların önlenmes൴ ve 

tedav൴s൴nde potans൴yel olarak etk൴l൴ b൴r b൴leş൴k olab൴leceğ൴n൴ göstermekted൴r [190]. 

2.3.2.6. Ant൴h൴perl൴p൴dem൴k Etk൴  

J൴a ve ark., h൴pertr൴gl൴ser൴dem൴y൴ düşürme açısından ursol൴k as൴d൴n etk൴ler൴n൴ ൴nceled൴kler൴ 

çalışmalarında, ursol൴k as൴t uygulanması qPCR tarafından göster൴ld൴ğ൴ g൴b൴ kültüre ed൴lm൴ş 

hepatos൴tlerde (HepG2) PPARα mRNA konsantrasyonunu d൴kkate değer şek൴lde artırmıştır. 

Aynı hücrelerde yapılan luc൴feraz ൴fade eden gen൴ araştıran deney model൴nde, ursol൴k as൴d൴n 

PPAR-α akt൴v൴tes൴n൴ artıran b൴r faktör olduğu ortaya çıkmıştır. Doz bağımlı b൴r şek൴lde, ursol൴k 

as൴d൴n ൴ntraselüler tr൴gl൴ser൴t ve kolestrol b൴r൴k൴m൴n൴ HepG2 hücreler൴nde öneml൴ ölçüde 

azaltarak bel൴rg൴n h൴pol൴p൴dem൴k etk൴lere sah൴p olduğu kanıtlanmıştır [191]. 

2.3.2.7. S൴n൴r S൴stem൴ Üzer൴ne Koruyucu Etk൴ler൴  

Ra൴ ve ark. tarafından yapılan çalışmada 1-met൴l-4-fen൴l-1,2,3,6-tetrah൴drop൴r൴d൴n 

(MPTP) ൴le ൴ndüklenen PH olan fareler൴n, kontrol grubuna göre rotarod üzer൴nde kavrama ve 

asılı kalma süreler൴n൴n öneml൴ ölçüde azaldığı öne sürülmüştür.  Bununla b൴rl൴kte ursol൴k as൴t 

takv൴yes൴ yapılan MPTP ൴le ൴ndüklenm൴ş fareler ൴le sadece MPTP'ye maruz kalan fareler 

karşılaştırıldığında ൴se ursol൴k as൴t uygulananların rotarod üzer൴nde bel൴rg൴n b൴r şek൴lde daha 

uzun süre kaldığı b൴ld൴r൴lmekted൴r. B൴yok൴myasal testler ൴le MPTP uygulamasının etk൴s൴ 

൴ncelend൴ğ൴nde katalaz (KAT) akt൴v൴tes൴n൴ ve GSH düzey൴n൴ öneml൴ ölçüde azalttığı; NO ve 

malond൴aldeh൴t (MDA) düzeyler൴n൴ artırdığı tesp൴t ed൴lm൴şt൴r. Ursol൴k as൴t uygulanmış MPTP 

grubunda, MPTP grubuna kıyasla KAT akt൴v൴tes൴nde ve GSH düzey൴nde artış, MDA ve NO 

düzey൴nde ൴se öneml൴ ölçüde azalma olduğu göster൴lm൴şt൴r [192]. 

 B൴r travmat൴k bey൴n hasarından (TBH) sonra nöron ൴şlev bozukluğu ve ölümü, bu 

durumla ൴l൴şk൴l൴ çeş൴tl൴ patoloj൴k mekan൴zmalarla b൴rl൴kte meydana gel൴r. TBH sonrası ൴ç൴n 

yapılan araştırma bulguları artan uyarıcı am൴no as൴tler, kals൴yumun aşırı yükselmes൴, oks൴dat൴f 

stres ve enflamatuvar yanıtı ൴çermekted൴r [193,194]. Araştırma ver൴ler൴, s൴n൴r s൴stem൴nde öneml൴ 

b൴r rolü olan nükleer faktör-er൴tro൴d 2 ൴le ൴lg൴l൴ faktör 2 (Nrf2)'n൴n reperfüzyon yaralanması, 

pulmoner f൴broz൴s g൴b൴ çeş൴tl൴ patoloj൴k süreçlerde enflamasyonu ve oks൴dat൴f stres൴ sınırlayarak 

nöroprotekt൴f etk൴ oluşturduğunu göstermekted൴r [195-198]. Bu çalışmanın sonuçları ursol൴k 

as൴d൴n TBH model൴nde ant൴oks൴dan enz൴mler൴n ekspresyonunu ve akt൴v൴tes൴n൴ artırarak oks൴dat൴f 

stres൴ azalttığını gösterm൴şt൴r. Tedav൴ mekan൴zmasının oks൴dat൴f strese karşı Nrf2 ve 

enflamasyonu azaltan prote൴nler൴ akt൴ve ed൴lmes൴ olduğu ortaya konulmuştur [199]. 
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2.4. D൴fen൴lalan൴n 

D൴fen൴lalan൴n (FF) (Şek൴l 2.4), doğal olarak Aβ prote൴n൴n൴n çek൴rdek türev൴ olarak ortaya 

çıkan yaygın b൴r d൴pept൴tt൴r. FF, β-tabakası termod൴nam൴k katlanması yoluyla nanotüpler 

oluşturarak kend൴ kend൴ne düzenlenme özell൴ğ൴ne sah൴pt൴r [200,201].  

 

 

Şek൴l 2.4. D൴fen൴lalan൴n൴n k൴myasal yapısı 

D൴fen൴lalan൴n (FF), özell൴kle 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP) g൴b൴ organ൴k 

çözücülerde yüksek çözünürlük özell൴ğ൴ne sah൴pt൴r. HFIP ൴ç൴nde çözünürken, su ൴le 

karıştırıldığında hızla nanotüp oluşturur. Bu özell൴k, FF'n൴n kend൴l൴ğ൴nden düzenlenen yapılar 

oluşturma kapas൴tes൴n൴ göstermekted൴r [202]. Yüksek mekan൴k dayanıklılığa sah൴p olup, 

b൴yoloj൴k materyaller arasında en sert olanlardandır [203]. Bu nanotüpler, p൴ezoelektr൴k 

özell൴klere sah൴pt൴r ve bu özell൴kler൴, b൴yomed൴kal uygulamalarda öneml൴d൴r [200]. FF çeş൴tl൴ 

b൴yomed൴kal uygulamalarla ൴lg൴l൴ p൴ezoelektr൴k özell൴klere sah൴p düzenl൴, b൴youyumlu 

nanoyapılar oluşturma kapas൴tes൴ne sah൴pt൴r [204]. FF nanotüpler൴n൴n X-ışını toz kırınımı 

desenler൴n൴n, tekl൴ kr൴stal yapısı ൴le aynı olduğu tesp൴t ed൴lm൴ş bu gel൴şme kr൴stal yapısının 

nanotüp özell൴kler൴n൴ anlaşılması açısından öneml൴ olduğunu gösterm൴şt൴r [205]. Elektr൴k 

alanların uygulanması FF nanotüpler൴n൴n düzenl൴ agregasyonunu hızlandırdığını ൴fade etm൴şt൴r 

[202]. 

Çeş൴tl൴ farklı et൴yoloj൴lere sah൴p am൴lo൴dal hastalıklar (AH, PH, am൴yotrof൴k lateral 

skleroz, Hunt൴ngton hastalığı, Creutzfeldt-Jakob hastalığı ve t൴p II d൴yabet) dah൴l olmak üzere, 

pept൴tler veya prote൴nler arasındak൴ kovalent olmayan etk൴leş൴mler൴n agregasyona yol açmasıyla 

൴l൴şk൴l൴d൴r. Çeş൴tl൴ araştırmalar, bu agregatların oluşumunda h൴drojen bağları, h൴drofob൴k 

etk൴leş൴mler ve ster൴k etk൴leş൴mler൴n kümülat൴f rolünü ortaya koymuştur [206-208]. Ayrıca, 

AH’n൴n erken başlangıcına yol açan Iowa, Arct൴c, Dutch g൴b൴ pol൴pept൴d ൴le çevr൴l൴ bölgedek൴ 

çoğu a൴lev൴ mutasyon, FF bölges൴ne b൴t൴ş൴k olarak yer almaktadır [209]. FF modüller൴n൴n d൴ğer 
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agregat൴f pol൴pept൴dler ൴le benzer fotolüm൴nesans, mekan൴k dayanıklılık özell൴kler൴ne sah൴p 

olduğu çalışmalar ൴le ൴spatlanmıştır. Bu nedenle, FF’n൴n am൴lo൴d oluşturan prote൴nler൴n çoğu 

özell൴ğ൴ne sah൴p olduğu göster൴lm൴ş ve am൴lo൴d s൴stemler ൴ç൴n model olarak kullanılab൴leceğ൴ 

düşünülmüştür [210]. 

 

 

2.5. In v৻tro Alzhe൴mer Hastalık Modeller൴ 

Beyin, benzersiz ve karmaşık mimarisi ve işlevi nedeniyle insan vücudundaki en 

karmaşık organlardan biridir. Beynin fizyolojik işlevindeki herhangi bir değişiklik veya hasar 

nöropatolojiye yol açar ve bu durum AH’nin patolojisini de açıklar. AH için yapılan klinik 

denemelerin çoğu, hastalığın yeterince anlaşılmamasından dolayı başarısızlıkla sonuçlanmıştır. 

Bu nedenle, etkili tedaviler geliştirme amacıyla AH'nin patolojik, biyokimyasal ve davranışsal 

özelliklerini yeniden üretebilen daha iyi model sistemlerine ihtiyaç vardır. Etkili tedaviler 

geliştirilmesi amacıyla AH'nin patolojik, biyokimyasal ve davranışsal özelliklerini yeniden 

üretebilen daha iyi model sistemleri oluşturmak hedeflenmiştir. Modelin sağlamlığı, AH 

patofizyolojisinin özellikle amiloid plakların oluşumu, NFT'ler, mikroglianın nöroimmün 

tepkileri, kan beyin bariyeri (KBB) hasarı, hücre-hücre etkileşimleri, sinyal yolları, enfeksiyon 

ve nöronal ölüm bağlamında incelenmesine olanak sağlayacaktır. Aynı zamanda modellemeler 

üzerinde yapılan ilaç geliştirme çalışmaları daha hızlı ve güvenli ilerleme sağlamaktadır [211]. 

Alzheimer hastalarının beyninde meydana gelen değişiklikleri incelemek ve bu 

değişiklikler hakkında bilgi edinmek için kullanılan en yaygın deneysel araçlar in vitro iki 

boyutlu (2B) modeller, in vitro üç boyutlu (3B) modeller ve hayvan modelleridir. Bu 

modellemeler ile yapılan AH çalışmaları hastalığın tanı ve tedavisinde çok sayıda gelişme 

sağlamıştır. Hastalığı presemptomatik aşamada çözmek için, özellikle transgenik ve non-

transgenik modellerin bir kombinasyonu olan hayvan tabanlı platformların, ilişkili patogenezi 

derinlemesine simüle etmede değerli bir araç olduğu kanıtlanmıştır. Yine de çalışmalarda 

kemirgenlerin kullanılması davranışsal değişikliklerin daha iyi anlaşılmasını sağlasa da AH 

patolojisinin tüm özelliklerini kopyalamadıkları için kliniğe aktarmada başarısız olmuştur. Bu 

nedenle ayrıntılı bölgesel ve hücre ile ilgili bilgi toplamak için birkaç in vitro AH modeli 

kullanılmaktadır. Bu in vitro çalışmalarda 2B ve 3B hücre kültürleri, mikroakışkan tabanlı 

platformlar ve organoidler dahil olmak üzere modeller için farklı sistemler kullanılmaktadır 

(Şekil 2.5). Özellikle 3B modeller için, AH patolojisini yakından taklit edebilen biyomalzeme 
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mühendisliği tabanlı sinir modelleri ve hasta kaynaklı hücrelerden oluşan organoidler 

vurgulanmaktadır [211].  

 

Şek൴l 2.5. İn V৻tro Düzeyde Alzhe൴mer Hastalık Modeller൴ 

2.5.1. 2 Boyutlu In v৻tro Alzhe൴mer Hastalığı Modeller൴ 

Alzheimer hastalığı (AH)nın etiyolojisi ve patolojisini incelemek için çeşitli in vitro 

yöntemler geliştirilmiştir. Bir donörden doku izole edilerek ve doku matris kaplı plakalarda 

kültüre edilerek geliştirilen organotipik kültür, hastalıkları incelemek için kullanılan ilk in vitro 

yaklaşım olarak kullanılmıştır. İlk merkezi sinir sistemi organotipik kültürü sıçan hipofizi 

kullanılarak geliştirilmiştir [212]. Daha sonra, sıçanların embriyonik omuriliği ve 

ganglionlarından alınan hücreler, hücresel farklılaşmayı ve elektrofizyolojik özellikleri 

incelemek için kolajen kaplı plakalarda kültüre edilmiştir [213,214].  Beyin mimarisini 

yakından temsil edebilen ön beyin, hipokampus, striatum vb. gibi beyinden farklı organotipik 

kültürler geliştirilmiştir [213]. Ancak, bu yaklaşımın 2B bir platformda geliştirilmesi ve 

sürdürülmesi oldukça zor olduğundan dolayı AH çalışmalarında uygulanabilecek hücre 

hatlarının aranmasının önünü açmıştır [215]. 2B hücre kültürü sistemi, AH'nin karmaşık 

patolojisini anlamak, kontrollü koşullar altında biyolojik süreçleri gözlemlemek için iyi 

kurulmuş ve basitleştirilmiş bir platformdur. 2B sistemler, hastalığın ilerleme sürecinin 

anlaşılmasında ve ilaç geliştirilmesinde yaygın olarak kullanılır. Aynı zamanda AH’nin 

tedavisinde yeniden programlanarak transplante edilen hücreler de mevcuttur. 

2.5.2. İndükley൴c൴ Ajanlarla Oluşturulan In v৻tro Alzhe൴mer Hastalığı Modeller൴ 

Kimyasallar ve çevresel ajanlar kullanılarak geliştirilen AH’nin in vitro modelleri 

hastalığın patofizyolojisini kavramada etkiliyken aynı zamanda ilaç geliştirme çalışmalarında 

da kullanılmaktadır. Bu nedenle kimyasal kaynaklı in vitro AH modelleri gelecekteki 
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araştırmalarda hayati rol oynamaya devam edeceği düşünülmektedir. Nöroblastoma ve diğer 

nöronal hücreler, kimyasallar ile AH modellemelerinde sıklıkla kullanılmaktadır.  

Nöroblastoma hücreleri nöroblastoma embriyonik olgunlaşmamış nöronal hücrelerden 

izole edilir ve indükleneme sürecine kadar farklılaşmadan kalırlar [216]. Olgunlaşmamış 

kolinerjik nöronal hücreler farklılaşma sonucu olgun kolinerjik hücreler meydana gelmektedir 

[217]. AH, beynin hipokampüsünde AChE’nin artan aktivitesinin neden olduğu ACh 

tükenmesiyle karakterize edilmektedir [218]. Nöroblastoma hücrelerinin çalışmalarda 

kullanılması sonucu AH tedavisi için ilaç geliştirme çalışmaları mümkün olmuştur. Bu SH-

SY5Y hücreleri, kullanılan ajanın türüne göre farklı nöronal hücre tiplerine dönüşebilmektedir. 

Örneğin retinoik asit, SH-SY5Y hücrelerini kolinerjik nöronlara farklılaştırır. Retinoik asit ve 

forbol esterlerinin kombine kullanımı, dopaminerjik nöronların oluşumuna neden olur [217]. 

Nöroblastoma hücre hatları AH'nin in vitro modelleri olarak yaygın olarak kullanılmasına 

rağmen oksidatif strese tolerans ve yüksek glikolize sahip olma gibi özellikler gösterirler; bu 

da deneysel sonuçları yanlış yorumlamaya yol açabilmektedir. Buna rağmen nöroblastoma 

hücrelerinin hücre kültürü çalışmalarındaki dayanıklılığı, erişebilirliği ve kolaylığı, AH’nin 

incelenmesi ve ilaç geliştirme çalışmalarında destekleyici bir yöntem olarak kullanılmasını 

sağlamaktadır. 

Skopolamin, bilişsel bozulmaya neden olan bir muskarinik ACh reseptörü antagonisti 

olup bu etkisini oksidatif stresi artırarak, enfeksiyon oluşumunu tetikleyerek ve kolinerjik 

nörotransmisyonu engelleyerek göstermektedir. SH-SY5Y hücrelerinin 1 ila 3 mM 

konsantrasyondaki skopolamin ile 24 saat boyunca maruziyetinin hücre canlılığını azalttığı 

saptanmıştır. Farklı bir çalışmada ise skopolaminin sıçan PC12 hücrelerinde AChE aktivitesini 

artırdığı bulunmuştur [219]. Skopolamin maruziyeti, PI3K/Akt yolaklarını azaltarak GSK3β'yı 

aktive eder ve bu da tau'nun aşırı fosforilasyonunu artırarak sonuçta nöron hasarına/apoptozuna 

yol açmaktadır. Skopolaminin 3 mM dozda 2 saat boyunca IMR32 nöronal hücrelere ve C6 

glioma hücrelerine uygulandığında, oksidatif strese neden olarak NFκB aracılı CREB/BDNF 

ve GFAP aktivitesi gibi sinyal yollarında değişikliklere yol açtığı da göstermiştir. Bu durum 

nöroenflamasyon, apoptoz, sinaptik işlev bozukluğu ve hafıza genlerinin kaybına neden olabilir 

[220]. 

Merkezi sinir sisteminde uyarıcı bir nörotransmitter olan glutamat, hayvan 

modellerinde, birincil beyin hücre kültürlerinde ve PC12 hücre hatlarında nörodejenerasyona 

neden olabilir. PC12 hücre hattı üzerinde yapılan bir çalışmada, yüksek konsantrasyondaki 
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glutamatın, sistein alımını ve hücre içi indirgenmiş glutatyonu engellediği ve bunun ROT 

oluşumuna yol açarak hücre ölümüne neden olduğu gösterilmiştir [221].  

L-glutamat, proteinlerin yapısında bulunan ve sinir sisteminde önemli roller oynayan 

bir aminoasittir. Kimyasal olarak glutamik asidin L-izomeri olan L-glutamat, organizmalar için 

temel bir bileşendir. İnsan nöroblastoma (SH-SY5Y) hücrelerinde farklı konsantrasyonlarda 

(0.1–10 mM) 12 saat boyunca uygulanan L-glutamatın eksitotoksisiteye yol açtığı bulunmuştur. 

NMDAR reseptörlerinin aşırı aktivasyonu, büyük miktarda Ca+2 ve NO girişine neden olarak 

glutamat eksitotoksisitesini tetiklemektedir. Bu durum, JNK sinyal yolunu aktive ederek C3 ve 

pro-apoptotik genleri harekete geçirir. Sonuç olarak apoptoz ve nöronal hücre ölümüne yol 

açmaktadır [222]. Glutamat eksitotoksitesinin çeşitli nörodejeneratif hastalıklar, retinal 

hastalıklar, hiperglisemi, diyabetik retinopati ve Tip 3 ve Tip 4 diyabet ile ilişkili olduğu da 

gösterilmiştir [223]. Yüksek derişimlerde L-glutamat, sadece eksitotoksisiteye neden olmakla 

kalmaz, aynı zamanda sıçan birincil kültür nöronlarında tau proteini üzerinde de etkili 

olmaktadır [224]. L-glutamatın indüklediği eksitotoksisiteye MAPK, PI3K/Akt ve mTOR 

sinyal yollarının da dahil olduğu öne sürülmüştür [225]. Mikroglial hücrelerin de yüksek 

konsantrasyonda glutamat salgıladığı ve bunun glutamat taşıyıcılarını (GLAST1) azaltarak 

glutamat kaynaklı eksitotoksisiteye yol açtığı bulunmuştur [226]. 

Alzheimer hastalığı (AH) ve demansın ilk safhaları, vücutta doğal olarak bulunan ve 

çeşitli gıda ürünlerinde yer alan bir indirgen şeker olan D-galaktoz ile de indüklenebilmektedir. 

Ancak aşırı miktarda D-galaktoz, nöronal hücrelerde oksidatif stres, apoptoz ve enflamasyona 

yol açabilmektedir. Önceki çalışmalarda, D-galaktozun hem in vivo hem de in vitro AH 

modellerinde yaşlanmayı ve buna bağlı olarak nöronal hasarı indükleyebileceği rapor 

edilmiştir. Bu tür bir çalışmada, 300 mM D-galaktoza 48 saat boyunca maruz bırakılan SH-

SY5Y hücrelerinde enflamasyon, apoptoz, oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonun 

arttığı gözlemlenmiştir. D-galaktoz, doğal yaşlanma sürecini taklit etmek için kullanıldığından, 

bu sonuçlar yaşlanmanın nöronal hasara etkisini göstermektedir. Wang ve Rahimi gibi 

araştırmacıların çalışmalarında tavsiye ettiği gibi, retinoik asit ile farklılaşmış SH-SY5Y 

hücrelerine 200 mM ile 400 mM D-galaktoz maruziyetinin, NADPH glutatyon redüktazı 

azaltarak yaşlanma ve oksidatif strese yol açabileceğini öne sürmektedir [227]. Yüksek 

miktarda D-galaktoz, peptitlerle reaksiyona girerek vücutta ileri glikasyon son ürünleri (AGEs) 

oluşturur. Bu ürünler, çeşitli hücrelerin zarlarında bulunan ileri glikasyon son ürünleri reseptörü 

(RAGE) ile etkileşir. RAGE, dendritik hücreler, nöronal hücreler, makrofajlar, lenfositler, glial 

hücreler, düz kas hücreleri ve endotelyal hücrelerde bulunur. RAGE’in, Nox4 üzerinde etkili 
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olarak oksidatif stres ve enflamasyona neden olduğu bulunmuştur [228]. D-galaktoz ile tedavi 

edilen astrositik CRT hücrelerinde ve sıçan birincil astrositlerinde NFκBp65 seviyesinin arttığı 

ve bunun sonucunda pro-enflamatuvar mediatörlerin arttığı gözlemlenmiştir. Ayrıca, 

hücrelerde C3'ün artışı nedeniyle hücre canlılığı azalmış ve belirgin hücresel yaşlanma 

görülmüştür [229]. 

Genel anestezinin başlatılması ve sürdürülmesinde kullanılan sevofluranın bilişsel 

bozulma ve tau hiperfosforilasyonunu indükleyebileceği gösterilmiştir. In vitro çalışmalar, 

nöronal hücreler sevoflurana maruz bırakıldığında tau düzeylerinin arttığını ve tau'nun 202 ve 

205. kalıntılarında fosforilasyonu indüklediğini göstermiştir [230]. Diğer çalışmalar, 

sevofluranın kaspaz-3 aktivitesini indükleyerek sitokrom C salınımına ve apoptoza neden 

olabileceğini bildirmiştir. Sevofluran, APP’nin işlenmesini değiştirebilir ve Aβ peptit 

parçalarının seviyelerini artırabilir, ayrıca fare beynindeki doku BACE-1 düzeylerini 

yükselterek hücresel hasara yol açabilmektedir [231]. Yaklaşık 10 mM sevofluran ile tedavi 

edilen SK-N-SH hücrelerinde, GSK3 beta proteininin yukarı düzenlendiği ve bunun Dinamin 

ile ilişkili protein 1'in (Drp1) ser616 kalıntılarında fosforilasyonunu hızlandırdığı, bunun da 

mitokondriyal hasara ve nihayetinde kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla apoptoza yol açtığı 

gözlemlenmiştir [232,233]. Sevofluranın indüklediği nöronal toksisite, hücre kültürü ve hayvan 

çalışmalarında AH patogenezine dair kanıtlar arasında yer almıştır [234]. 

Formaldehit, boya, kumaş, egzoz gazı, medikal ürünler ve endüstriyel malzemeler gibi 

çeşitli ürünlerde bulunan yaygın bir çevresel ajandır. Canlı organizmalardaki metabolizmanın 

doğal bir yan ürünüdür. Formaldehite maruz kalındığında DNA/protein çapraz bağları oluşur 

ve bu da DNA hasarının temel mekanizmalarından birine sebep olmaktadır. Şaşırtıcı bir şekilde, 

bu çapraz bağlar tıbbi doz hesaplamalarında kullanılmaktadır. Formaldehit ayrıca, tiyol ve 

amino grupları ile etkileşime girerek protein polimerizasyonuna neden olan bir çapraz bağlayıcı 

ajan olarak işlev görmektedir. Ayrıca, formaldehit Aβ ile etkileşime girebilir ve bu da kalıcı 

olarak çapraz bağlı nörotoksik amiloid benzeri komplekslerin oluşumuna yol açabilmektedir. 

Formaldehitin SH-SY5Y ve sıçan hipokampüs hücreleri üzerindeki tau agregasyonuna etkileri 

araştırılmıştır. Araştırmacılar, çok düşük miktarlardaki formaldehitin (%0,01–0,1) amiloid 

benzeri tau kümelerinin üretimini sağlamak için yeterli olduğunu keşfetmişlerdir. Sonuç olarak, 

hem SH-SY5Y hem de hipokampüs hücreleri bu agregatlar nedeniyle apoptoza uğramaktadır 

[235]. Lu ve ark. tarafından yapılan bir çalışmaya göre, daha yüksek konsantrasyondaki 

formaldehit merkezi sinir sistemine zarar verebilir ve KBB geçebilir. Bu çalışmada, fare 

nöroblastoma (N2A) hücrelerini 24 saat boyunca 0,5 mM formaldehide maruz bırakmışlardır. 
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Formaldehit, GSK3 beta aktivasyonu yoluyla tau (p396) proteininin aşırı fosforilasyonunu 

tetiklemiş ve bu da nöronal hücre ölümüne yol açmıştır [236].  

Çevresel bir toksin olarak doğada yüksek düzeylerde bulunan alüminyum klorür, 

vücuda oral yoldan girerek beyinde yüksek miktarlarda birikebilir. Beyinde nörotransmitter 

sentezini, aksonal taşımayı etkileyebilir aynı zamanda protein fosforilasyon ve defosforilasyon 

dengesini, protein bozunmasını ve genlerin ifade edilmesini bozabilir. Böylece enflamasyona, 

apoptotik aktiviteye ve Aβ birikimine neden olabilir. Alüminyum ayrıca mitokondriyal ve 

endoplazmik retikulum disfonksiyonuna yol açabilir ve bu da oksidatif strese ve sinir 

hücrelerinde apoptoza neden olabilir [237].  Ayrıca, alüminyum tau proteininin 

hiperfosforilasyonundan sorumlu olan Akt ve Wnt sinyal yollarını inhibe ederek GSK3 beta'yı 

aktive eder ve sinapsta toksisiteye yol açar [238-240].  

Bir diğer toksik metallerin başında gelen Mangan (Mn) ise toprak ve suda 

bulunduğundan dolayı vücuda diyet yolu ile girerek beyinde apoptoza ve enflamasyona neden 

olur. Bu durum da nöronal dejenerasyona yol açarak AH’ye neden olabilir. Yüksek Mn 

konsantrasyonları, tau proteininin hiperfosforilasyonundan sorumlu MARK/ERK/GSK3 beta 

sinyallerini aktive edebilir [241]. Bir in vitro çalışma, N2A hücrelerinin canlılığının, 24 saat 

boyunca 50, 100, 200, 400, 800, 1.000 ve 1.200 μM konsantrasyonlarında Mn'ye maruz 

kaldığında kademeli olarak azaldığını bulmuştur. Mn ayrıca APP’nin işlenmesini inhibe etmiş 

ve Aβ agregasyonları üretmiştir. [242,243]. 

Kurşun, farklılaşmış SH-SY5Y hücrelerinde Aβ birikimini indükleyebilir. Kurşuna 

yüksek düzeyde maruz kalma, APP gen ekspresyonunu artırabilir ve daha fazla APP proteini 

üretimiyle sonuçlanabilir, bu da Aβ seviyelerinin daha da artmasına yol açar. [176]. 

Streptozotosin (STZ), bir glukozamin-nitrozüre bileşiği olup antibiyotik olarak 

kullanılmaktadır. Çeşitli çalışmalarda STZ kullanılarak in vitro AH modeli geliştirilmiştir. 

STZ'nin, in vitro ve in vivo çalışmalarda gözlemlendiği üzere, GSK3 alfa/beta ve sekretaz 

aktivitesini modüle edebildiği gösterilmiştir [222]. Wang vd., insülinin APP’nin yüksek 

düzeyde ifade edilmesini modüle ederek betaA4 üretimini inhibe edebildiğini ve bunu α-

sekretaz aktivitesini artırırken β-sekretaz aktivitesini azaltarak gerçekleştirdiğini bulmuşlardır 

[244]. STZ, insülinin etkisini inhibe ederek de β-sekretazı artırır ve α-sekretazı azaltır, bu da 

Aβ parçalarının artmasına yol açar [225]. STZ, hücre kültürlerinde ve hayvan AH modellerinde 

erken patofizyolojik değişiklikler yaratmak için kullanılabilir. Hayvanlara intraperitoneal ve 

intrasebroventriküler yollarla enjekte edilen STZ’nin, bilişsel davranışı azalttığı, Aβ 
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oligomerlerinin birikimini ve çökmesini artırdığı, toplam tau protein seviyesini yükselttiği ve 

fosforilasyon/toplam tau oranını değiştirdiği gözlenmiştir [245-248]. 

 

2.5.3. 3 Boyutlu In v৻tro Alzhe൴mer Hastalığı Modeller൴ 

2 boyutlu (2B) hücre kültürü, 1900'lerden beri farklı hastalık sistemlerini araştırmak için 

en çok kullanılan model olmuştur. Ancak bu sistem, esas olarak hastalıklı koşullardaki 

hücrelerin özelliklerini in vitro temsil etmede sınırlamaları da birlikte getirmiştir. Beyin, farklı 

tipteki nöronlar, glia ve astrositler gibi farklı hücreler ile çevresindeki hücre dışı matris (ECM) 

arasında etkileşime izin veren 3B bir mimari yapıdadır [249-251]. ECM, içinde bulunan 

hücrelerin işlevini düzenleyebilen oldukça dinamik ve karmaşık bir ağ oluşturur. Sadece 

mekanik güç ve bütünlük sağlamakla kalmaz, aynı zamanda sinyal alışverişini, tutunmayı, 

besin ve oksijen tedarikini düzenlemek için beynin sinir bölgesinde homeostazı korur. Ayrıca 

hücre iletişimi için bir difüzyon bariyeri görevi görür ve hücre göçünü engellerken, nöronal 

sağkalımı sağlar [250,251]. ECM'nin özelliklerini yakından taklit edebilen herhangi bir modelin 

fizyolojik ve patolojik beyinde yer alan çeşitli yolların açıklanmasında önemli bir rol 

oynayacağı öngörülmektedir [252]. 2B kültürlerin aksine, 3B modeller, hücresel heterojenlik, 

mekansal mimari, hücresel iletişim ve insan beynine özgü mekanik ve biyokimyasal özellikleri 

ele almanın yanı sıra ECM'yi taklit etmede daha büyük bir potansiyele sahiptir [253]. Ek olarak, 

3B sistemler, morfoloji, hücre bağlanması, sinyal iletimi, çoğalma, uyaranlara yanıt, 

farklılaşma, işlev ve ilaç metabolizması gibi hücre özelliklerinde iyileştirmeler sağladıkları için, 

in vitro araştırmada çalışırken hücreleri in vivo olarak modelleyebilirler [254,255]. Bu durum, 

3B kültür modellerinin AH gibi yavaş ilerleyen bir hastalıkta nöronal etkileşimleri, işlevleri ve 

sinyal yollarının incelemesini sağlar. Aynı zamanda ilaç geliştirme çalışmalarında in vivo 

hayvan çalışmalarındaki kısıtlamaların önüne geçmede büyük avantajları bulunmaktadır.  

In vitro modeller, yalnızca nöral dejeneratif bozuklukların patofizyolojisini incelemekte 

değil, aynı zamanda etkili terapötikleri taramakta da önemli roller oynar. 3B yapıları taklit 

etmede, doğal doku yapısını ve mekanik özelliği sağlamak için benzersiz potansiyelleri 

nedeniyle, iskele tabanlı sistemler hastalık modellemesinde büyük umutlar vadetmektedir [256-

259]. 

Koroleva ve ark., parçalanmayan ancak biyouyumlu fotoreaktif reçine Dental LT Clear 

(DClear) ile iki foton polimerizasyonu (2PP) yaparak doğrudan lazer yazma yöntemi ile üç 

boyutlu iskeleler üretmiştir [260]. Bu 3B mikro yapılandırılmış iskeleler üzerinde kültüre edilen 

pluripotent kök hücre (iPSC) türevi insan serebral neokortikal nöronal kök hücre (NKH)'leri, 
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120 gün boyunca 3B koşullarda katmana özgü kortikal uyarıcı nöronlara farklılaşma gösterdiği 

belirtilmektedir. Bu çalışma, 2B kültürlerin sınırlamalarıyla karşılaştırıldığında, AH gibi 

karmaşık patolojik koşullarda in vitro nöronal ağları incelemek için alternatif bir model olabilir. 

Nöronal fizyoloji ve AH çalışmalarında önem kazanan bir diğer iskele türü, büyük 

miktarda su emen ve çözünmeden şişen, böylece üç boyutlu şekli korurken yumuşaklığı ve 

elastikiyeti koruyan hidrojellerdir. Hidrojel üretiminde hem kimyasal hem de radyasyon çapraz 

bağlayıcıları kullanır [261]. Kimyasal kökenli hidrojeller kovalent bağlarla bağlanırken, fiziksel 

hidrojeller iyonik etkileşimi, hidrojen bağlarını veya polimerik zincir dolanıklığını kullanır. Bu 

iskeleler esnek ve hidrofiliktir. Yumuşak dokulara benzer sınırlı mekanik özelliklere ve düşük 

arayüz gerilimine sahiptir ve aynı zamanda biyouyumludur. Hücre çoğalması, farklılaşması ve 

aksonel uzamada doğal ECM'ye benzer kimyasal, mekanik ve üç boyutlu bir mikro ortam 

sağlamaktadır [262-264]. Sentetik iskelelerle karşılaştırıldığında, in vivo hücre-ECM 

etkileşimlerini yakından taklit eden çözünür büyüme faktörleri, hormonlar ve diğer 

moleküllerle fizyolojik olarak daha ilgili bir mikroçevre sağladığı için sıklıkla in vitro 3B 

hücre/doku kültürü için kullanılmıştır [265]. Bu 3B iskeleler, uygun maliyetli, tekrarlanabilir, 

kullanımı kolay olup oksijen ve besin geçirgenliğine, elektrik iletkenliğine izin verirken 

anjiyogenezi destekleyebilir ve bağışıklık tepkilerini tetiklemezler. Ancak, birçok avantajına 

rağmen, bu iskelelerden hücrelerin izole edilmesi zorluk teşkil eder. Hücrelerin iskele üzerinde 

homojen dağılmaması ve görselleştirme zorlukları, bu modelleri kullanırken karşılaşılan 

sorunlardan bazılarıdır. 

2.5.4. Organo൴d Tabanlı S൴stemler 

2 boyutlu (2B) hücre kültürlerin sınırlamaları, insan beyninin mimarisini ve işlevlerini 

taklit edebilen 3B hücre kültürü model sistemlerinin geliştirilmesine yol açmıştır [266,267]. 

İskele tabanlı sistemlerin dışında, kök hücrelerden, kendi kendini organize eden 3B doku 

kültürleri olan organoidler, beyne morfolojik ve işlevsel benzerlikleri nedeniyle AH'yi 

modellemek için kullanılmıştır [268,269]. Serebral organoid oluşumu, Matrigel tarafından 

kolaylaştırılan iPSC'lerin ve embriyonik kök hücre (ESC)'lerin kendi kendini birleştirme 

yeteneğine dayanmaktadır [269,270]. Bu yapılar beynin farklı bölgelerine benzemektedir. 

Organoid modelleri son birkaç yılda büyük önem kazanmıştır. Birçok çalışma iPSC'lerden 

türetilen organoidleri kullanarak ön beyin, orta beyin, hipokampüs, retina ve koroid pleksus 

gibi beynin farklı bölgelerini modellemede başarılı olmuştur [271,272]. Serebral organoidler, 

uyarım türüne göre genel olarak yönlendirilmemiş ve yönlendirilmiş olarak iki sınıfa ayrılmıştır 

[273]. Yönlendirilmemiş organoidler, ECM'de büyütüldüğünde beynin birden fazla bölgesini 
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gösteren hücre kümeleri oluşturabilir [270,274]. Yönlendirilmemiş organoidlerin dezavantajı, 

hücrelerin bir kısmının rastgele farklı hücre tiplerine farklılaşması ve böylece hücre oranlarında 

bir dengesizliğe neden olmasıdır [274]. Yönlendirilmiş organoid oluşumunda, transkripsiyon 

faktörleri ve küçük moleküller veya büyüme faktörleri gibi iyi tanımlanmış eksojen faktörler, 

organoidleri oluşturmak için yönlendirilmiş hücre kümelerini indükler [275,276]. Bu 

organoidler, nöronlar, glial hücreler, astrositler ve oligodendrositler dahil olmak üzere farklı 

hücre tiplerinin heterojen bir popülasyonunu içerir ve gruplar arasındaki varyasyonlar azalır 

[274-277].  Choi ve ark., AH'yi modellemek için FAD mutasyonlarını (mutant PS1 ve APP) 

aşırı ifade eden insan NSC'lerinden yapılmış organoidleri kullanmışlardır [278]. Bu organoidler 

Aβ agregatlarını ve NFT'leri göstermiştir. β ve γ-sekretaz inhibitörlerinin uygulanması, bu 

organoidlerdeki Aβ ve hiperfosforile tau düğümlerinin seviyelerini azaltmıştır [257]. Başka bir 

çalışmada, FAD mutasyonu taşıyan hastalardan türetilen iPSC'lerden oluşan serebral 

organoidlerin, amiloid plaklar ve NFT'lerin gelişimini izleyen ilerleyici Aβ birikimini 

arttırdığını bulmuşlardır [279].  Sağlıklı ve AH bireylerinden elde edilen iPSC'lerden 

oluşturulan serebral organoidler karşılaştırılarak APOE4'ün AH hastalarından alınan serebral 

organoidlerde nörodejenerasyonun ve sinaptik kaybın arttığı gösterilmiştir [280,281]. 

2.5.5. M൴kroakışkan Tabanlı In v৻tro Alzhe൴mer Hastalığı Modeller൴ 

Hayvan modelleri, in vitro 2B ve 3B hücre kültürü sistemleri, AH gibi nörodejeneratif 

hastalıklar hakkındaki bilgileri genişletmeye devam edecektir. Ancak, bu modeller AH'nin 

karmaşık patofizyolojisini tam olarak yeniden oluşturamamaktadır. Hayvan modellerinin en 

büyük dezavantajı, insanlar ve hayvanlar arasındaki hücresel ve moleküler düzeylerdeki 

farklılıklardır. Örneğin, insan ve hayvanların beyin hücreleri arasında gen ifadesi, morfoloji, 

hücre-hücre sinyalizasyonu ve bağışıklık tepkisi açısından farklılıklar vardır [282-284]. Hayvan 

modelleri hem yüksek bakım maliyeti nedeniyle pahalı olurken, hem de genetik mutasyonlar 

nedeniyle uzun çalışma süresine ihtiyaç duymaktadır. Bu bağlamda alternatif bir yaklaşım 

olarak, beyin hücreleri 2B plastik veya cam substratlar üzerinde kültürleme çalışmaları 

yapılmaktadır. 2B hücre kültürü platformları biyolojik süreçler hakkında değerli bilgiler sağlasa 

da 2B substratlar üzerinde kültürlenen hücrelerin 3B olarak kültürlenen hücrelerle 

karşılaştırıldığında farklı davranışlar gösterdiğine dair artan kanıtlar bulunmaktadır [285]. 

İskele tabanlı (örneğin, hidrojel, elektro-eğrilmiş nanofiberler) ve iskelesiz (örneğin, 

organoidler) 3B hücre kültürü platformları hücrelere daha iyi bir fizyolojik ortam sağlar. Ancak, 

3B hücre kültürleri mikroakışkanlar ile karşılaştırıldığında maliyet ve zaman açısından verimli 

değildir. Özellikle, AH patolojisini görselleştirmek için beyin organoidlerinin aylarca 
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kültürlenmesi gerekmektedir [286]. Geleneksel in vivo hayvan modelleri ve in vitro 2B ve 3B 

hücre kültürü sistemlerinin sınırlamalarının üstesinden gelmek için mikroakışkan teknolojisi 

kullanılmaya başlanmıştır. 

Mikroakışkan üretim tekniğinin doku mühendisliği tekniği ile entegre edilen çip-organ 

modeli, AH gibi nörodejeneratif hastalıkların hastalık mekanizmalarını anlamak ve ilaç 

geliştirmek için umut vadeden bir platformdur [287,289]. Mikroakışkan tabanlı in vitro hücre 

kültürü platformlarında hücresel mikroçevre oluşturulabilir, mekansal hücre desenlemesi 

yapılabilir. Biyokimyasal konsantrasyon gradyanı, yapay ECM'nin mekanik özellikleri, 

substratların topolojisi ve mekanik/elektriksel uyarılar ile bu modeller manipüle edilebilir 

[290]. Mikroakışkanlar sadece çok yönlü değil, aynı zamanda ekonomiktir çünkü bu platform, 

in vitro 2B ve 3B hücre kültürü platformlarıyla karşılaştırıldığında küçük hacimli hücre ve 

kültür ortamı gerektirir. Beyin dokusunu taklit eden mikroakışkan platforma "çip-beyin" adı 

verilir. Nörodejeneratif hastalıkları araştırmak ve beynin işlevsel bir birimini (örneğin, 

nörovasküler birim ve sinir devreleri) modellemek için çip-beyin konusundaki son eğilimler ve 

gelişmeler farklı çalışmalarda kapsamlı bir şekilde incelenmiştir [291-294]. 

Alzhimer hastalığı (AH) patogenezinde mikrobiyal enfeksiyonun da rolü büyüktür. 

Daha önce Aβ plak oluşumunun enfeksiyon tarafından indüklendiği bildirilmiştir [295-297]. 

Alzheimer hastalarının yetersiz bir bağışıklık sistemi vardır. Bu nedenle kronik 

nöroenflamasyona, antimikrobiyal Aβ peptid üretimine ve nörodejenerasyona neden olan 

mikrobiyal enfeksiyonlara karşı oldukça hassastırlar [297]. Virüsler, bakteriler, mantarlar ve 

parazitler dahil olmak üzere çeşitli patojenler AH ile ilişkilendirilmiştir. Bu patojenlerden en 

sık herpes virüslere ve periodontal bakterilere rastlanmıştır [297,298]. Patogenez ve AH 

nöropatolojisinin başlangıcı arasındaki bağlantıyı daha iyi anlayabilmek için 

mikroorganizmaların ve nöronal hücrelerin bölümlere ayrıldığı bir 3B mikroakışkan sistemlere 

odaklanılması gerektiği belirtilmektedir [211]. Gelecekteki çalışmalar, zamanında müdahale 

için uygun tanıyı mümkün kılabilecek AH biyogöstergelerini geliştirmek için 3B sistemlerine 

ihtiyaç duyulacağı öngörmektedir. 

 

2.6. Çalışmada Kullanılan Yöntemler 

2.6.1. 3-(4,5-d൴met൴l-t൴yazol-2-൴l)-2,5-d൴fen൴ltetrazolyum-bromür (MTT) Test൴ 

MTT yöntemi, hücre canlılığını ve çoğalmasını değerlendirmek, ayrıca maddelerin 

sitotoksik etkilerini belirlemek için yaygın olarak kullanılan kolorimetrik bir in vitro testtir. İlk 

olarak Mosmann ve ark. tarafından geliştirilen bu yöntem, makrofaj aracılı sitotoksisitenin nicel 
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olarak ölçülmesinde başarılı bir şekilde uygulanmıştır [299]. Uygulaması oldukça pratik olan 

MTT yöntemi, solunum zinciri ve diğer hücre içi elektron taşıma sistemleri tarafından suda 

çözünmeyen menekşe renkli formazan kristallerine indirgenen tetrazolyum tuzlarını temel alır. 

Sarı renkli bir tetrazolyum tuzu olan MTT, mitokondrilerin matriksinde yer alan ve 

Krebs döngüsünde rol oynayan süksinat dehidrogenaz enzimine özgü şekilde bağlanır. Canlı 

hücrelerde bulunan mitokondriyal enzimler, MTT'nin tetrazolyum halkasını açarak 

çözünmeyen mor renkli formazan kristallerinin oluşumunu sağlar. Bu kristaller, organik 

çözücülerde kolaylıkla çözünür ve elde edilen çözelti spektrofotometrik olarak 500-600 nm 

dalga boylarında ölçülerek absorbans değerleri belirlenir. Elde edilen absorbans değerleri, 

hücrelerin canlılık durumunu dolaylı olarak yansıtır ve yaşayan hücre sayısıyla doğrudan 

ilişkilidir. 

Tetrazolyum tuzlarının yalnızca metabolik olarak aktif hücreler tarafından 

indirgenebilmesi, MTT yöntemini hücresel metabolik aktivitenin değerlendirilmesinde etkili 

bir araç haline getirmektedir. Ancak bu yöntem, hücre içi mitokondriyal aktiviteyi 

ölçebilmesine rağmen hücreler arası aktiviteleri doğrudan değerlendirme imkânı 

sunmamaktadır [300-302]. 

2.6.2. Reakt൴f Oks൴jen Türler൴ Tay൴n൴ 

Oksidatif stresi incelemeye çalışan birçok araştırma grubu bu çalışmayı çeşitli 

yöntemler kullanarak yapabilmektedirler. AH, daha önce de bahsedildiği üzere beyinde 

anormal protein birikimi (β-amiloid plakları ve tau düğümleri) ve sinir hücrelerinin 

dejenerasyonu ile karakterizedir. Bu süreçte oksidatif stresin önemli bir katkısı olduğu 

gösterilmiştir [8]. Oksidatif stres, hücrelerde yüksek miktarda ROT birikmesiyle ortaya çıkar 

ve bu nedenle AH patofizyolojisini kötüleştirebilir. ROT’un bu negatif etkisi; beyinde üç farklı 

yolakla meydana gelmektedir. Bu yolaklar: 

1) Beyindeki mitokondrilerin ROT üretimini arttırıp, AH patofizyolojisine katkıda 

bulunması, 

2) Beyindeki doymamış yağ asitlerinin oksidasyona uğrayarak, sinaptik fonksiyon 

kaybına neden olması, [303] 

3) ROT’ların, AH’de önemli proteinlerin oksidasyonuna yol açarak bu proteinlerin 

agregasyona uğramasına teşvik etmesi şeklinde sıralanabilir [304]. 

Alzheimer hastalığı (AH)nda oksidatif stresin rolü göz önüne alındığında, yeni tedavi 

seçeneklerinin antioksidan özellik gösterip göstermediği araştırılmalıdır. Çünkü oksidatif 

stresin neden olduğu hücre ölümünü önleyerek nöroprotektif etki gösterebilir [305]. Ayrıca bazı 
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farmasötik ajanlar yan etki olarak oksidatif stres oluşturabilir. Bu nedenle ilaçların ROT üretip 

üretmediğinin test edilmesi, güvenli bir tedavi geliştirmek için gereklidir [306]. 

Alzheimer hastalığında farmasötiklerin oksidatif stres üzerindeki etkilerini belirlemek 

için farklı ROT tayin yöntemleri kullanılır. Bu yöntemler Çizelge 2.1’de verilmiştir.  

Ç൴zelge 2.1. Reakt൴f oks൴jen türler൴ (ROT) anal൴z yöntemler൴ 

Reakt൴f Oks൴jen Türü 
(ROT) 

Tay൴n Metodu Kullanılan Reakt൴fler Mekan൴zma 

H2O2 Spektrofotometr൴k, 
Fluorometr൴k 

D൴h൴droklorofloresce൴n 
(DCFH-DA) 

Hücresel ROT 
ölçümü 

H2O2 Spektrofotometr൴k, 
Fluorometr൴k 

Amplex Red H2O2 sev൴yes൴ 
bel൴rleme 

(O₂⁻•) Fluorometr൴k, 
Kem൴lüm൴nesans 

Lum൴nol Kem൴lüm൴nesans 
Sürekoks൴t anyonu ve 

d൴ğer ROT tesp൴t൴ 

 

Sonuç olarak AH patogenezinde oksidatif stres önemli bir faktördür. İlaçların oksidatif 

süreçler üzerindeki etkilerini değerlendirmek, tedavi geliştirmede kritik bir adımdır. Bu 

nedenle, AH tedavisinde kullanılan farmasötiklerin ROT seviyelerine etkisi detaylı olarak 

analiz edilmektedir. 

2.6.2.1. D൴h൴droklorofloresce൴n (DCFH-DA) Yöntem൴ 

Dihidrokloroflorescein diasetat (DCFH-DA) yöntemi, hücresel ROT düzeylerini 

ölçmek için yaygın olarak kullanılan bir floresan probudur. Hücre içine alındıktan sonra 

esterazlar tarafından DCFH'ye dönüştürülür. ROT varlığında oksitlenerek yüksek floresans 

veren dikloroflorescein (DCF) formuna dönüşür [307]. Hücresel ROT düzeylerinin kantitatif 

olarak değerlendirilmesi için yaygın ve pratik bir yöntem olarak kabul edilir. Yöntem, hızlı ve 

kolay uygulama, hücre içindeki oksidatif stresi ölçme, yüksek hücresel permeabilite, farklı 

hücre tiplerinde kullanabilme, hassas ve duyarlılık özellikleri sayesinde sıkça başvurulan 

yöntemlerin başında gelir.  

2.6.3. Tek Hücre Jel Elektroforez (Comet) Yöntem൴ 

Ökaryotik hücrelerdeki DNA hasarını tespit etmek için çeşitli yöntemler 

kullanılmaktadır. Tek hücre jel elektroforezi diğer bir ismi ile Comet yöntemi bu amaç için 

uygun bir yöntem olmakla beraber aynı zamanda hızlı, hassas, nispeten basit ve düşük maliyetli 

bir yöntemidir [308]. Comet yöntemi, sağladığı hassasiyet ve özgüllük sayesinde, DNA hasarı 

ve onarımı çalışmalarında, çevresel biyolojik ve insan popülasyonlarının incelenmesinde, 

moleküler epidemiyolojide, farmasötiklerin ve kimyasal maddelerin genotoksisite analizlerinde 

ve hastalık patolojilerinin daha iyi anlaşılmasında yaygın olarak kullanılmaktadır.  
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Comet yöntemi, her ne kadar bu ismi vermemiş olsalar da ilk kez 1984 yılında Ostling 

ve Johanson (1984) tarafından gösterilmiştir. Yöntem hücrelerin lizise uğratılmasının ardından 

nötr pH’da yapılan elektroforezden oluşan bir kombinasyondan meydana gelmektedir [309]. 

Singh ve ark. ise, bu yöntemin alkali versiyonunu geliştirmiştir [310]. Yöntemin orijinal 

versiyonu çift ipliklerin kırılmalarının tespiti için uygun görülmüştür. Bununla birlikte her iki 

araştırmacı grubu da iyonize radyasyon kullanmış olup (çoğunlukla tek iplikli kırılmaları 

indükleyen), doz yanıtları neredeyse eşit bulgulara sahiptir. Bu da hem nötr hem de alkali 

versiyonlar ile tek ve çift ipliklerdeki kırılmaların tespit edildiğini göstermiştir.  

Yöntemde DNA kırılmalarının araştırılacağı hücreler izolasyon veya hücre kültür 

yöntemi ile hazırlanır. Mikroskop lamındaki agaroz jel içine yerleştirilen hücreler deterjan ve 

yüksek tuzla lizise uğratılır ve nükleer matrise bağlı süper kıvrımlı DNA halkalarını içeren 

nükleotitler oluşturulur. Yüksek pH’da veya nötr ortamda hücreler elektroforezde yürütülür ve 

ardından nötralizasyon işlemine tabi tutulur. Bu yapılar boyanarak floresan mikroskopu ile 

gözlenir. Oluşan görsellerde kuyruklu yıldızlara benzeyen yapılar oluşur. Son olarak manuel 

olarak veya bilgisayar programları yardımı ile DNA hasarının belirlenmesi sağlanır [311,312]. 

Alzheimer hastalığı (AH) gibi nörodejeneratif hastalıkların görülme sıklığı artmaya 

devam etmektedir. Bu hastalıkların oluşmasında meydana gelen DNA hasarlarının ve yeni 

tedavi yöntemlerinin geliştirilmesinde, Comet analizinin, hızlı, düşük maliyetli ve hassas DNA 

hasarı tespit özellikleri çalışmalarda yaygın olarak kullanılmasını sağlamaktadır. 

2.6.4. Enz൴m Bağlantılı İmmünosorbent Anal൴z (ELISA) 

Enzim bağlantı immünosorbent yöntemi (ELISA), biyolojik örneklerde antijen ve 

antikorların tespiti ve ölçümü için yaygın olarak kullanılan bir laboratuvar tekniğidir. Bu 

yöntem, antijen-antikor etkileşimlerini enzimler aracılığıyla saptayarak, çeşitli hastalıkların 

tanısında ve araştırmalarda önemli bir rol oynar. 

ELISA'nın dört temel türü bulunmaktadır: 

1.Doğrudan ELISA: Antijen, mikrotitre plakasının yüzeyine bağlanır ve enzimle 

işaretlenmiş birincil antikor kullanılarak tespit edilir. Bu yöntem hızlı ve basittir, ancak 

duyarlılığı diğer yöntemlere göre daha düşüktür. 

2.Dolaylı ELISA: Antijen, plakanın yüzeyine bağlanır ve ardından birincil antikor 

eklenir. Daha sonra, enzimle işaretlenmiş ikincil bir antikor kullanılarak tespit işlemi 

gerçekleştirilir. Bu yöntem, sinyal amplifikasyonu sayesinde daha yüksek duyarlılık sunar. 
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3.Sandviç ELISA: Plakanın yüzeyine yakalama antikoru bağlanır, ardından numunedeki 

antijen eklenir ve bu antijen, ikinci bir enzimle işaretlenmiş antikorla tespit edilir. Bu yöntem, 

yüksek özgüllük ve duyarlılık sağlar. 

4.Rekabetçi ELISA: Numunedeki antijen, sınırlı miktardaki antikor için enzimle 

işaretlenmiş antijenle rekabet eder. Bu yöntem, özellikle küçük moleküllerin veya düşük 

konsantrasyonlardaki antijenlerin tespiti için kullanılır. 

Enzim bağlantı immünosorbent yöntemi (ELISA) testinin avantajları arasında yüksek 

hassasiyet ve özgüllük, hızlı sonuç alma, birden fazla numunenin aynı anda işlenebilmesi ve 

uygun maliyetli olması yer alır. Ayrıca, radyoaktif maddeler kullanılmadığı için güvenli ve 

çevre dostudur. Nörodejeneratif hastalıklarda, özellikle AH’de, ELISA testi, hastalığın erken 

teşhisi ve biyogöstergelrrin izlenmesi için kullanılır [313]. Özellikle kandaki belirli proteinlerin 

(örneğin, Aβ ve tau proteinleri) düzeylerinin ölçülmesi, hastalığın tanısı ve ilerleyişinin 

izlenmesinde kritik öneme sahiptir. [314] ELISA'nın yüksek hassasiyeti ve özgüllüğü, bu 

biyogöstergelerin doğru ve güvenilir bir şekilde tespit edilmesini sağlar. 

Alzheimer Hastalığı (AH)’nda sinir hücrelerinde bazı protein ve sitokin moleküllerinde 

artış olduğu bilinmektedir. Aβ proteinlerinin beyin dokusunda birikmesi, AH patolojisinin en 

bilinen patolojik belirtisidir. Tau proteini ve fosforilasyonu ise nöronlar içerisinde yığınlar 

oluşturarak sinir hücrelerinin yapısını bozmaktadır. Diğer belirteç grubu olan pro-enflamatuvar 

sitokinlerin (IL-10, IL-6, IL-1α) AH’de düzeyleri yükselerek beyin içindeki enflamasyonu 

artırarak hastalığın ilerlemesine katkı sağlar. TNF-α ve TNF-β sitokin grubunun da AH’nin 

enflamasyon süreçlerinde önemli roller oynadıkları bilinmektedir. Kompleman sisteminin 

bileşenleri ise (C1q, C3, C6 ve C9) AH patogenezinde rol oynayan enflamasyon süreçlerini 

etkileyebilir. Son olarak AChE, AH’de ACh düzeylerinin düşürerek kognitif bozulmaya yol 

açar. APP ise anormal işlenmesi sonucu Aβ plaklarının birikmesine ve nörodejenerasyona 

neden olarak hastalığın ilerlemesine katkı sağlar. Tüm bu moleküllerin AH ile bağlantısı ELISA 

testleri ile belirlenmiş olup gerek tanıda gerekse yeni tedavilerin araştırılmasında bu testler 

kullanılmaya devam etmektedir [313]. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1. Kullanılan K൴myasal Maddeler 

1,1,1,3,3,3-Hekzafloro-2-Propanol S൴gma-Aldr൴ch 

2,7-D൴klorod൴h൴droflorose൴n d൴asetat (DCF-DA) Aldr൴ch Chem൴stry 

2-Propanol S൴gma-Aldr൴ch 

3-(4,5-D൴met൴l-2-t൴azol൴l)-2,5-d൴fen൴l-2H-tetrazolyum bromür (MTT) S൴gma -Aldr൴ch 

D൴fen൴lalan൴n (FF) S൴gma-Aldr൴ch 

D൴met൴l sulfoks൴t (DMSO)   Isolab 

Dulbecco’s Mod൴f൴cat൴on Eagles Med൴um (DMEM) V൴vaCell 

Düşük er൴me noktalı agar (LMA) S൴gma-Aldr൴ch 

ELISA K൴tler൴ (İnsan Aβ, IL-10, IL-6, IL-1α, C1q, C3, C6, C9, AChE, 

Tau Prote൴n, APP, TNF-α, TNF-β) 

SunRedB൴o 

Et൴d൴yum bromür (EtBr) S൴gma-Aldr൴ch 

Et൴l alkol (Etanol) Isolab 

Et൴lend൴am൴n tetraaset൴k as൴t d൴sodyum (Na2EDTA) S൴gma-Aldr൴ch 

Fetal Sığır Serumu (FBS) V൴vaCell 

Fosfat Tampon Çözelt൴s൴ (PBS) V൴vaCell 

H൴drojen peroks൴t (%30) S൴gma-Aldr൴ch 

Met൴l alkol (Metanol) S൴gma-Aldr൴ch 

Nar൴ng൴n S൴gma-Aldr൴ch 

N-Laur൴l sarkos൴nat sodyum tuzu S൴gma-Aldr൴ch 

Normal er൴me noktalı agar (NMA) S൴gma-Aldr൴ch 

PBS tabletler൴ B൴omat൴k 

Pen൴s൴l൴n/Streptom൴s൴n V൴vaCell 

Sodyum h൴droks൴t (NaOH) Merck 

Tr൴pan mav൴s൴ B൴olog൴cal Industr൴es 

Tr൴ps൴n-EDTA V൴vaCell 

Tr൴s-Base ChemCruz 

Tr൴ton X-100 Ambresco 
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3.2. Kullanılan Araç ve Gereçler 

24 ve 96 kuyucuklu plaklar Costar 

Buzdolabı (+4°C) Bosch 

Cam pastör p൴pet  Isolab 

Comet b൴lg൴sayar yazılımı 4.0 Percept൴ve Instruments 

Der൴n dondurucu (-20°˚C) Bosch 

Der൴n dondurucu (-80°˚C) Ha൴er B൴omed൴cal 

D൴st൴le su c൴hazı Purelab 

Elektroforez Cleaver Sc൴ent൴f൴c 

Elektroforez güç kaynağı Cleaver Sc൴ent൴f൴c nanoPac-300P 

ELISA okuyucu B൴otek Instruments, Inc-EPOCH 

Hassas teraz൴ Un൴ Bloc ATX224R 

Hücre sayım c൴hazı NanoEntek 

Karbond൴oks൴t (CO2) ൴nkübatörü Sanyo 

Lam (26x76 mm) Mar൴enfeld 

Lamel (24x60 mm) Mar൴enfeld 

Lam൴nar kab൴n B൴lser 

M൴krop൴petler Acura 825 

M൴kroskop Le൴ca 

pH metre InoLab pH7310 

Sayım lamı (Neubauer Improved) Ma൴renfled 

Sek൴z kanallı m൴krop൴pet (50-300 µl) Isolab 

Santr൴füj c൴hazı Nuve NF 1200R 

Ster൴l p൴petler (5 ve 10 ml’l൴k) Abdos 

Ster൴l santr൴füj tüpler൴ F൴scherbrand 

Su banyosu M൴crotest WB-15 

Ultrason൴k banyo Alex Mach൴ne 

Vorteks Velp Sc൴ent൴f൴ca 

Yatay hücre kültürü ş൴şes൴ SPL L൴fe Sc൴ences 

 

 

 

 



40 
 
 

 

3.3. Hazırlanan Çözelt൴ler 

3.3.1. Bes൴yer൴ Çözelt൴s൴ 

5 mL (%10) FBS ve 0,5 mL (%1) pen൴s൴l൴n/streptom൴s൴n karışımı yüksek gl൴koz L-

glutam൴n ve sodyum p൴rüvat ൴çeren DMEM ൴le 50 mL’ye tamamlandı. 4°C’de saklandı. 

Kullanılan bes൴ yerler൴ her çalışma ൴ç൴n taze hazırlanmıştır. 

3.3.2. SH-SY5Y Hücreler൴n൴n Alzhe൴mer Hastalık Modellenmes൴nde Kullanılan 

Çözelt൴ler 

2 mg FF, 2 mL 2-propanolde çözülerek 1000 μg/mL’l൴k stok çözelt൴ hazırlandı. 

Hazırlanan stok çözelt൴den hareketle FBS ൴çermeyen bes൴ yer൴ ൴le (yüksek gl൴koz, L-glutam൴n 

ve sodyum p൴rüvat ൴çeren) ser൴ seyreltme ൴le 500 μg/mL, 250 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 

μg/mL, 10 μg/mL, 5 μg/mL ve 1 μg/mL der൴ş൴mdek൴ standart çözelt൴ler hazırlandı. 

2 mg FF, 2 mL DMSO’da çözülerek 1000 μg/mL’l൴k stok çözelt൴ hazırlandı. Hazırlanan 

stok çözelt൴den hareketle FBS ൴çermeyen bes൴ yer൴ ൴le (yüksek gl൴koz, L-glutam൴n ve sodyum 

p൴rüvat ൴çeren) ser൴ seyreltme ൴le 500 μg/mL, 250 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 μg/mL, 10 

μg/mL, 5 μg/mL ve 1 μg/mL der൴ş൴mdek൴ standart çözelt൴ler hazırlandı. 

2 mg FF, 2 mL etanolde çözülerek 1000 μg/mL’l൴k stok çözelt൴ hazırlandı. Hazırlanan 

stok çözelt൴den hareketle FBS ൴çermeyen bes൴ yer൴ ൴le (yüksek gl൴koz, L-glutam൴n ve sodyum 

p൴rüvat ൴çeren) ser൴ seyreltme ൴le 500 μg/mL, 250 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 μg/mL, 10 

μg/mL, 5 μg/mL ve 1 μg/mL der൴ş൴mdek൴ standart çözelt൴ler hazırlandı. 

2 mg FF, 2 mL HFIP’de çözülerek 1000 μg/mL’l൴k stok çözelt൴ hazırlandı. Hazırlanan 

stok çözelt൴den hareketle FBS ൴çermeyen bes൴ yer൴ ൴le (yüksek gl൴koz, L-glutam൴n ve sodyum 

p൴rüvat ൴çeren) ser൴ seyreltme ൴le 500 μg/mL, 250 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 μg/mL, 10 

μg/mL, 5 μg/mL ve 1 μg/mL der൴ş൴mdek൴ standart çözelt൴ler hazırlandı. 

2 mg FF, 2 mL metanolde çözülerek 1000 μg/mL’l൴k stok çözelt൴ hazırlandı. Hazırlanan 

stok çözelt൴den hareketle FBS ൴çermeyen bes൴ yer൴ ൴le (yüksek gl൴koz, L-glutam൴n ve sodyum 

p൴rüvat ൴çeren) ser൴ seyreltme ൴le 500 μg/mL, 250 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 μg/mL, 10 

μg/mL, 5 μg/mL ve 1 μg/mL der൴ş൴mdek൴ standart çözelt൴ler hazırlandı. 

2 mg FF, 2 mL suda çözülerek 1000 μg/mL’l൴k stok çözelt൴ hazırlandı. Hazırlanan stok 

çözelt൴den hareketle FBS ൴çermeyen bes൴ yer൴ ൴le (yüksek gl൴koz, L-glutam൴n ve sodyum p൴rüvat 

൴çeren) ser൴ seyreltme ൴le 500 μg/mL, 250 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 μg/mL, 10 μg/mL, 

5 μg/mL ve 1 μg/mL der൴ş൴mdek൴ standart çözelt൴ler hazırlandı. 
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3.3.3. Nar൴ng൴n Çözelt൴ler൴ 

2 mg nar൴ng൴n, 20 μL DMSO ve 1980 μL su karışımında (%1 DMSO ൴çerecek şek൴lde) 

çözülerek 1000 μg/mL nar൴ng൴n stok çözelt൴s൴ hazırlandı. Bu stok çözelt൴ bes൴ yer൴ ൴le 

seyrelt൴lerek 25, 50, 100, 200, 500 ve 1000 μg/mL konsantrasyonda nar൴ng൴n çözelt൴ler൴n൴n 

hazırlanması sağlandı. Çözelt൴ler taze hazırlandı. 

3.3.4. Ursol൴k As൴t Çözelt൴ler൴ 

0,1 mg ursol൴k as൴t 100 μL DMSO ve 9900 μL su karışımında (%1 DMSO ൴çerecek 

şek൴lde) çözülerek 10 μg/mL ursol൴k as൴t stok çözelt൴s൴ hazırlandı. Bu stok çözelt൴ bes൴ yer൴ ൴le 

seyrelt൴lerek 0,1, 0,25, 0,5, 1, 5 ve 10 μg/mL konsantrasyonda ursol൴k as൴t çözelt൴ler൴n൴n 

hazırlanması sağlandı. Çözelt൴ler taze hazırlandı. 

3.3.5. 3-(4,5-D൴met൴lt൴yazol-2-൴l)- 2,5-d൴fen൴ltetrazolyum bromür (MTT) çözelt൴s൴ 

50 mg MTT, 10 mL PBS ൴çer൴s൴nde çözüldü. Hazırlanan çözelt൴ 0,22 μm membran 

f൴ltreden süzülerek ster൴l, ışık geç൴rmeyen b൴r tüpe aktarıldı. Hazırlanan MTT çözelt൴s൴ (5 

mg/mL) 4°C’de saklandı. Uygulanacağı zaman, hazırlanan MTT çözelt൴s൴nden 2 mL alınarak 

20 mL’ye bes൴yer൴ ൴le tamamlandı ve anal൴zlerde kullanılmak üzere 0,5 mg/mL çözelt൴ 

hazırlandı.  

3.3.6. 200 mM D൴sodyum Et൴lend൴am൴n Tetraaset൴k As൴t (Na2EDTA) Çözelt൴s൴ 

29,78 g Na2EDTA, 400 mL d൴st൴le suda çözülerek pH 10’a ayarlandı. 4°C’de saklandı. 

3.3.7. 10 N Sodyum H൴droks൴t (NaOH) Çözelt൴s൴ 

40 g NaOH, 100 mL d൴st൴le suda çözüldü. 4°C’de saklandı. 

3.3.8. Düşük Er൴me Noktalı Agar (LMA) Çözelt൴s൴ 

250 mg LMA m൴krodalga fırın kullanılarak 25 mL PBS çözelt൴s൴ ൴çer൴s൴nde çözüldü. 

Küçük hac൴mler hal൴nde +4°C’de saklandı. 

3.3.9. Normal Er൴me Noktalı Agar (NMA) Çözelt൴s൴ 

1 g NMA m൴krodalga fırın kullanılarak 100 mL d൴st൴le su ൴çer൴s൴nde çözüldü. +4°C’de 

saklandı. 

3.3.10. Elektroforez Tampon Çözelt൴s൴ 

1447,7 mL soğuk d൴st൴le su, 7,5 mL 200 mM EDTA ve 44,8 mL 10 N NaOH çözelt൴s൴ 

karıştırılarak taze olarak hazırlandı. 

3.3.11. Etanol Çözelt൴s൴ (%50) 

Mutlak etanol (%99,8) çözelt൴s൴nden 250,5 mL alınarak çözelt൴ hacm൴ d൴st൴le suyla 500 

mL'ye tamamlandı. 
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3.3.12. Etanol Çözelt൴s൴ (%75) 

Mutlak etanol (%99,8) çözelt൴s൴nden 375,7 mL alınarak çözelt൴ hacm൴ d൴st൴le suyla 500 

mL'ye tamamlandı. 

3.3.13. Etanol Çözelt൴s൴ (%95) 

Mutlak etanol (%99,8) çözelt൴s൴nden 475,9 mL alınarak çözelt൴ hacm൴ d൴st൴le suyla 500 

mL'ye tamamlandı. 

3.3.14. Et൴d൴yum Bromür (EtBr) Çözelt൴s൴ 

5 mg EtBr 25 mL d൴st൴le suda çözülerek 200 μg/mL’l൴k EtBr çözelt൴s൴ hazırlandı. 

Boyama sırasında bu stok çözelt൴den 1 mL alındı ve 10 mL’ye d൴st൴le suyla tamamlanarak 20 

μg/mL’l൴k EtBr çözelt൴s൴ hazırlandı. Oda sıcaklığında saklandı. 

3.3.15. Fosfat Tamponlu Serum F൴zyoloj൴k Çözelt൴s൴ (PBS) 

İk൴ adet PBS tablet, 200 mL d൴st൴le suda çözüldü. +4°C’de saklandı. 

3.3.16. Stok L൴z൴s Çözelt൴s൴ 

146,1 g NaCl, 37,2 g Na2EDTA ve 1,2 g Tr൴s-base 500 ml d൴st൴le suda çözülerek üzer൴ne 

10 g NaOH eklend൴ ve pH 10’a ayarlandı. Hazırlanan çözelt൴ üzer൴ne 10 g N-Laur൴l sarkos൴nat 

sodyum tuzu eklenerek d൴st൴le su ൴le 890 mL’ye tamamlandı. Oda sıcaklığında saklandı. 

3.3.17. L൴z൴s Çözelt൴s൴ 

178 mL stok lizis çözeltisi, 20 mL DMSO ve 2 mL Triton X-100 ile karıştırıldı. Çözelti 

deney günü taze hazırlandı ve deney sırasında soğuk çözelti kullanılabilmesi için +4°C’de 

saklandı. 

3.3.18. 2,7-D൴klorod൴h൴droflorese൴n D൴asetat (DCF-DA) Çözelt൴s൴ 

24,36 mg H2DCF-DA tartılarak 10 mL PBS’te çözüldü. Hazırlanan 5mM’lık stok 

çözelti küçük porsiyonlar halinde ışıktan etkilenmemesi için karanlıkta, -80°C’de saklandı. 

Çalışmanın yapılacağı gün 70 µL H2DCF-DA stok çözeltisi ile 7 mL PBS ile seyreltilerek taze 

çalışma çözeltisi hazırlandı. 

3.3.19. Alzhe൴mer Hastalığı ve Enflamasyon B൴yogöstergeler൴ndek൴ Değ൴ş൴kl൴kler൴n 

Bel൴rlenmes൴ İç൴n Hazırlanan Çözelt൴ler 

Amiloid Beta (Aβ) ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 3.1’de 

gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı.  
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Ç൴zelge 3.1. Am൴lo൴d beta (Aβ) düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan çözelt൴ler 

 

Asetilkolin esteraz (AChE) ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 

3.2’de gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı.  

Ç൴zelge 3.2. Aset൴lkol൴n esteraz (AChE) düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan 
çözelt൴ler 

 

Tau protein ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 3.3’te 

gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı.   

Ç൴zelge 3.3. Tau prote൴n düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan çözelt൴ler 

 

Amiloid prekürsör protein (APP) ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti 

Çizelge 3.4’te gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı.  

 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

120 ng/L  Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

60 ng/L Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

30 ng/L Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

15 ng/L Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

7.5 ng/L Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

120 ng/mL Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

60 ng/mL Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

30 ng/mL Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

15 ng/mL Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

7,5ng/mL Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

800 ng/L Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

400 ng/L Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

200 ng/L Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

100 ng/L Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

50 ng/L Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 
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Ç൴zelge 3.4. Am൴lo൴d prekürsör prote൴n (APP) düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan 
çözelt൴ler 

 

İnterlökin (IL)-10 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 3.5’te 

gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı.  

Ç൴zelge 3.5. İnterlök൴n (IL)-10 düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan çözelt൴ler 

 

İnterlökin (IL)-6 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 3.6’da 

gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı. 

Ç൴zelge 3.6. İnterlök൴n (IL)-6 düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan çözelt൴ler 

 

İnterlökin (IL)-1α ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 3.7’de 

gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı.  

 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

48 ng/mL Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

24 ng/mL Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

12 ng/mL Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

6 ng/mL Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

3 ng/mL Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

1600 pg/L Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

800 pg/L Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

400 pg/L Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

200 pg/L Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

100 pg/L Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

320 ng/L Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

160 ng/L Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

80 ng/L Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

40 ng/L Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

20 ng/L Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 
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Ç൴zelge 3.7. İnterlök൴n (IL)-1α düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan çözelt൴ler 

 

Kaspaz (C)1q ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 3.8’de 

gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı.  

Ç൴zelge 3.8. Kaspaz (C)1q düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan çözelt൴ler  

 

Kaspaz (C)3 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 3.9’da 

gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı. 

Ç൴zelge 3.9. Kaspaz (C)3 düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan çözelt൴ler  

 

Kaspaz (C)6 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 3.10’da 

gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı. 

 

 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

16 ng/L Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

8 ng/L Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

4 ng/L Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

2 ng/L Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

1 ng/L Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

16 µg/mL Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

8 µg/mL Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

4 µg/mL Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

2 µg/mL Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

1 µg/mL Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

2800 µg/mL Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

1400 µg/mL Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

700 µg/mL Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

350 µg/mL Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

175 µg/mL Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 
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Ç൴zelge 3.10. Kaspaz (C)6 düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan çözelt൴ler  

 

Kaspaz (C)9 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti Çizelge 3.11’de 

gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı. 

Ç൴zelge 3.11. Kaspaz (C)9 düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan çözelt൴ler  

 

Dönüştürücü büyüme faktörü (TGF)-β ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart 

çözelti Çizelge 3.12’de gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı. 

Ç൴zelge 3.12. Dönüştürücü büyüme faktörü (TGF)-β düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde 
kullanılan çözelt൴ler  

 

Tümör nekroz faktör (TNF)-α ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart çözelti 

Çizelge 3.13’te gösterildiği gibi seyreltilerek standart çözeltiler hazırlandı. 

 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

400 µg/mL Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

200 µg/mL Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

100 µg/mL Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

50 µg/mL Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

25 µg/mL Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

640 µg/mL Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

320 µg/mL Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

160 µg/mL Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

80 µg/mL Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

40 µg/mL Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

32 ng/mL Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

16 ng/mL Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

8 ng/mL Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

4 ng/mL Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

2 ng/mL Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 
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Ç൴zelge 3.13. Tümör nekroz faktör (TNF)-α düzeyler൴n൴n bel൴rlenmes൴nde kullanılan 
çözelt൴ler  

 

3.3.20. Apoptoz Bağlanma Tampon Çözelt൴s൴ 

20 mL apoptoz bağlanma tampon çözeltisi hazırlanması için 10X konsantrasyonda 

çözeltinden 2 mL alınıp üzerine 18 mL saf su eklenerek 1:10 oranında seyreltilerek hazırlandı. 

Kullanılmak üzere buz üzerinde muhafaza edildi. 

 

3.4. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Nöroblastoma (SH-SY5Y) hücrelerinin AH modellenmesinde, sitotoksisite, ROT, 

genotoksisite ve ELISA kit çalışmalarında kullanılmak üzere çoğaltılması için -80ºC’de 

saklanan hücreler 37ºC’lik su banyosunda tamamen çözülene kadar bekletildi. Tüp içeriği konik 

tüplere aktarıldıktan sonra hücre süspansiyonu hacminin 3 misli oranında besiyeri ile karıştırıldı 

ve 800 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatan atılarak kalan hücreler 25 cm²’lik hücre 

kültürü şişesi için 7 mL, 75 cm²’lik hücre kültürü şişesi için 14 mL besi yeri ile karıştırılarak 

hücre ekim işlemi gerçekleştirildi. Hücrelerin çoğalma durumu kontrol edilerek 2 günde bir 

besi yeri değiştirildi. Hücreler ekim kaplarının yüzeyini %80 kapladığı zaman pasajlama işlemi 

gerçekleştirildi. Bunun için hücre kültürü şişesi içindeki besi yeri aspire edilerek uzaklaştırıldı, 

25 cm2 hücre kültürü şişesinde çoğalan hücreler için 2 mL tripsin-EDTA, 75 cm2 hücre kültürü 

içerisinde çoğaltılan hücreler için ise 4 mL tripsin-EDTA uygulanarak hücreler %5 CO2 içeren 

inkübatörde 37°C’de 5 dakika bekletildi. Bu bekleme işleminden sonra hücrelerin yüzeyden 

kalkıp kalkmadıkları faz-kontrast mikroskobu ile test edildi. Hücre kültür şişesine, ilave edilen 

tripsin-EDTA’nın 2 katı kadar besiyeri eklenerek karışım pipetlendi ve elde edilen hücre 

süspansiyonu bir falkon tüpe aktarıldı. Hücre süspansiyonu 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edildi ve süpernatan uzaklaştırıldı. Santrifüj işlemi sonucunda alta çöken hücreler (pellet) 10 

mL besiyerinde süspande edilerek sayıldı. Sayım sonrasında hesaplanan hücre miktarına göre 

Der൴ş൴m Standart No Seyreltme Yöntem൴ 

480 ng/L Standart no 5 120 µL or൴j൴nal standart çözelt൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

240 ng/L Standart no 4 120 µL standart no 1 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

120 ng/L Standart no 3 120 µL standart no 2 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

60 ng/L Standart no 2 120 µL standart no 3 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 

30 ng/L Standart no 1 120 µL standart no 4 çözelt൴s൴+120 µL seyreltme çözelt൴s൴ 
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besi yeri ile gerekli seyreltmeler yapılarak hücrelerin uygun hücre kültürü kaplarında 

çoğaltılması sağlandı. 

 

3.5. SH-SY5Y Hücreler൴nde Alzhe൴mer Hastalık Model൴n൴n Oluşturulması 

SH-SY5Y hücre hatları, DMEM besiyeri (10% FBS ve 1% penisilin-streptomisin) ile 

yatay hücre kültürü şişelerine ekilerek 37 °C, %95 nem ve %5 CO2’li ortamda 24 saat 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresinin sonunda hücreler ışık mikroskobu altında 

incelenerek hücrelerin canlılığı ve doygunluğu kontrol edildi. Hücre miktarı yatay hücre kültürü 

şişesinin %80’inin kapladığı gözlendiğinde, hücrelerin tripsin-EDTA ile yatay hücre kültürü 

şişelerinden kaldırılması sağlandı. Işık mikroskobu altında, Neubauer sayım lamı kullanılarak 

tripan mavisi ile hücre sayımı yapıldı. 96 kuyucuklu plağa her bir kuyucukta 15000 hücre 

olacak şekilde hücre ekimi yapıldı ve plaklar inkübatörde inkübasyona bırakıldı.  

Hücrelerin çoğalmasını takiben plaklardaki besiyerleri vakum ile uzaklaştırıldı. FF 

dipeptidinin 2-propanol, DMSO, etanol, HFIP, metanol ve su çözücüleri kullanılarak çözeltileri 

hazırlandı. Hücrelerde amiloid plak oluşumu için gerekli derişimin belirlenmesi amacıyla en 

yüksek derişimdeki çözeltide %1 oranında çözücü içerecek şekilde besi yeri ile seyreltmeler 

yapılarak 1-500 μg/mL derişimdeki FF çözeltileri ile hücreler 24 saat süre ile maruz bırakıldı. 

İnkübasyon süresinin sonunda MTT yöntemi ile hücre canlılıkları belirlendi. Her bir çözücü ile 

hazırlanan çözeltilerin IC50 değerleri belirlendi.  

Hücrelerde amiloid plak oluşumunu gözlemlemek amacıyla ise 6 kuyucuklu plağa, her 

bir kuyucukta 1 mL (100000 hücre/kuyucuk) olacak şekilde ekim yapılarak 37°C, %95 nem ve 

%5 CO2 içeren inkübatörde 1 gün süre ile inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresinin sonunda 

hücreler, ışık mikroskobu altında incelenerek hücrelerin canlılığı ve doygunluğu kontrol edildi. 

Hücrelerin çoğalmasını takiben plaklardaki besiyerleri vakum ile uzaklaştırıldı. Hücreler 250 

μg/mL derişimde FF çözeltilerine 24 saat süre ile maruz bırakıldı. İnkübasyon süresinin 

sonunda hücreler, ışık mikroskobu altında incelenerek amiloid plak oluşumları incelendi ve 

hücre görüntüleri alındı. 

3.6. 3-(4,5-D൴met൴lt൴yazol-2-൴l)- 2,5-d൴fen൴ltetrazolyum bromür (MTT) Yöntem൴ 

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) analizi, FF’in plak 

oluşturmasında kullanılacak en uygun çözücünün seçimi, naringin ve ursolik asidin SH-SY5Y 

hücrelerine sitotoksik etkisinin değerlendirilmesi ve FF ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y 

hücrelerine naringin ve ursolik asidin etkilerinin değerlendirilmesinde kullanılmıştır. 
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Hücre kültürü başlığında anlatıldığı gibi; 37°C, %95 nem ve %5 CO2 içeren inkübatörde 

SH-SY5Y hücreleri inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun ardından hücre kültürü şişeleri 

mikroskop altında incelenerek hücre canlılığı kontrol edildi. Ayrıca incelenen hücrelerin yatay 

hücre şişesi yüzeyinin %80’inini kapladığı görüldüğünde hücrelerin 96 kuyucuklu plakalara 

alınması işlemine başlandı.  

Yatay hücre şişesi yüzeyinin %80’ini kaplayan hücreler, steril çalışma kabinine alındı. 

Hücre kültürü şişesinden besi yeri cam pastör pipet ve vakum kullanılarak dikkatlice 

uzaklaştırıldı. Hücreler, 2 mL PBS ile yıkandı. Yıkama işleminin ardından PBS uzaklaştırılarak 

25 cm2’lik hücre kültürü şişelerine 2 mL tripsin-EDTA çözeltisi eklendi. Hücre kültürü şişeleri, 

5 dakika süre ile inkübe edildi. Ardından yatay hücre şişelerine bekletilmeden 4 mL besiyeri 

eklendi.  

Hücre kültürü şişelerinden toplanan hücre süspansiyonu, 25°C’de, 1000 devir/dakika ve 

beş dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifüj tüpünün üstündeki süpernatan hücre pelletine 

dokunmadan cam pastör pipet ve vakum ile uzaklaştırıldı. Pellet üzerine 5 mL besi yeri eklendi 

ve pipetaj yapılarak homojenize edildi. Santrifüj tüpünde bulunan hücre süspansiyonundan bir 

ependorf tüpe 10 μL alındı ve üzerine 90 μL tripan mavisi çözeltisi eklendi (Dilüsyon 

faktörü:10). Ependorf tüpünden alınan hücre süspansiyonu-tripan mavisi karışımı Neubauer 

sayım lamına uygulandı. Işık mikroskobu altında, Neubauer sayım lamı kullanılarak hücreler 

sayıldı. Hücre sayımının doğru ve kesin bir şekilde yapılabilmesi için sayım işlemi 3 tekrarlı 

yapıldı ve aritmetik ortalama alındı. Canlı hücre sayısını hesaplamak amacıyla aşağıda verilen 

formül kullanıldı: 

 

mL'dek৻ Canlı Hücre Sayısı = (Toplam Hücre Sayısı/4) x 104 x 10 

 

Canlı hücre sayısı hesaplandıktan sonra hücreler, 96 kuyucuklu plağa her bir kuyucukta 

15000 hücre olacak şekilde olarak ekim yapmak amacıyla besi yeri ile seyreltildi. 37°C, %95 

nem ve %5 CO2 içeren inkübatörde 1 gün inkübasyona bırakıldı. 24 saatlik inkübasyon 

süresinin sonunda kuyucuklarda bulunan besi yeri cam pastör pipet ve vakum ile uzaklaştırıldı. 

FF’nin AH modeli oluşturmak üzere kullanılacak çözeltisinin belirlenmesi amacıyla, SH-SY5Y 

hücrelerine FFn’in etanol, su, 2-propanol, HFIP, metanol ve DMSO çözücülerinde hazırlanan 

çözeltileri 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 µg/mL derişimlerinde uygulandı. SH-SY5Y 

hücrelerinde naringin ve ursolik asidin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi ve FF ile AH modeli 

oluşturulmuş hücrelerde etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla ise hücreler naringinin 25, 50, 
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100, 250, 500 ve 1000 μg/mL derişimlerdeki; ursolik asidin ise 0,1, 0,25, 0,5, 1, 5 ve 10 μg/mL 

derişimlerdeki çözeltilerine 24 saat süre ile maruz bırakıldı. FF ile AH modellenen hücrelerde 

naringin ve ursolik asidin etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla ilse her kuyucukta 15000 hücre 

içeren 96 kuyucuklu plaklardaki SH-SY5Y hücreleri 250 µg/mL derişimde FF’nin DMSO’daki 

çözeltisi uygulanmış ve 24 saat süre ile inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Bu inkübasyon 

süresinin ardından bu çözeltiler uzaklaştırılmış ve hücreler naringin ve ursolik asidin belirlenen 

derişimdeki çözeltilerine 24 saat süre ile maruz bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda madde çözeltileri cam pastör pipet ve vakum yardımıyla atılarak 

her bir kuyucuğa 0,5 mg/mL konsantrasyonundaki MTT çözeltisinden 100 μL eklendi. Hücreler 

37°C, %95 nem ve %5 CO2 içeren inkübatörde 4 saat daha inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

süresinin ardından MTT çözeltisi uzaklaştırılarak kuyucukların üzerine 100 μL DMSO çözeltisi 

oluşan formazan kristallerini çözmek amacıyla eklendi ve kuyucuklarda oluşan renk şiddeti 570 

nm’de ölçüldü. Elde edilen absorbans değerlerinin kontrol absorbans değerine oranının 100 ile 

çarpılması sonucu her bir maddenin konsantrasyonu için % hücre canlılığı saptandı. % hücre 

canlılığı verilerinden hareketle her bir madde için inhibitör konsantrasyon (IC50) değerleri 

bulundu. 

 

3.7. 2,7-D൴klorod൴h൴droflorese൴n D൴asetat (DCF-DA) Yöntem൴ ൴le Reakt൴f Oks൴jen 

Türler൴ Tay൴n൴ 

6 kuyucuklu plakalara hücre kültürü başlığı altında anlatıldığı şekilde her bir plakaya 

1x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde ekim yapıldı. AH modeli oluşturulan hücrelerde hücreler 

bir gün boyunca 37 °C, %5 CO2’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun ardından AH modeli 

oluşturulacak hücrelere 250 µg/mL derişimde FF’nin DMSO içerisindeki çözeltisi eklendi ve 

hücreler bir gün süreyle daha inkübasyona bırakıldı. Daha sonrasında plaktaki besi yeri 

vakumla atıldı. 100 µL kör (PBS), negatif kontrol (%1 DMSO içeren besi yeri), pozitif kontrol 

(100 µM H2O2), naringin (25, 50, 100, 250 µg/mL) ve ursolik asit (0,1, 0,25, 0,5, 1 µg/mL) 

çözeltileri kuyucuklardaki hücrelere uygulandı. Plak 37°C, %5 CO2’de bir saat inkübasyona 

bırakıldı. Bu aşamadan sonra H2DCF-DA ışıktan etkilendiği için karanlıkta çalışıldı. Kör 

çözeltinin bulunduğu kuyucuk hariç diğer kuyucuklara boyanın çalışma çözeltisinden 100 µL 

eklendi. Plak 37°C, %5 CO2’de bir saat süreyle inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda 

plak buz üzerine konuldu ve kuyucuklardaki PBS ve boya çözeltileri vakumla atıldı. Her bir 

kuyucuk 100 µL PBS ile yıkanarak tekrar 100 µL PBS ilave edildi. Kuyucukların absorbansları 

spektroflorometrik olarak (absorpsiyon:485 nm, emisyon: 520 nm) ölçüldü. 
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3.8. Tek Hücre Jel Elektroforez (Comet) Yöntem൴ 

SH-SY5Y hücreleri hücre kültürü başlığında anlatıldığı gibi çoğaltıldı. AH modeli 

oluşturulacak gruplarda 6 kuyucuklu plakalara 100000 hücre/kuyucuk sayısında ekilen hücreler 

FF’nin DMSO’da hazırlanan 250 µg/mL derişimdeki çözeltisiyle 24 saat maruz bırakıldı. Hem 

AH modeli oluşturulan hücreler ve hem de AH modeli oluşturulmayan hücreler naringin ve 

ursolik asidin sitotoksisite çalışmalarında belirlenen, sitotoksik olmayan derişimlerine 3 saat 

süre ile maruz bırakıldı. Bu maruziyet için naringinin 25, 50, 100 ve 250 μg/mL; ursolik asidin 

0,1, 0,25, 0,5 ve 1 μg/mL derişimdeki çözeltileri kullanıldı. İnkübasyonun ardından 

kuyucuklardaki madde çözeltileri atıldı, her bir kuyucuk 1 mL PBS ile yıkandı. Yıkamanın 

ardından hücreler 0,5 mL tripsin-EDTA çözeltisine maruz bırakıldı. Tripsinizasyon işleminin 

ardından tripsinin etkisini durdurmak amacıyla kuyucuklara besiyeri eklendi. Hücre 

süspansiyonları 1000 rpm’de 5 dakika süre ile santrifüj edildi, süpernatan atıldı. Hücre 

pelletinin PBS ile yıkanmasının ardından hücre süspansiyonlarından 50 μL alınarak 

mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı üzerlerine 100 μL %1’lik LMA (37°C ± 0,5°C’de eritilmiş) 

çözeltisi eklenerek karıştırıldı. Hazırlanan bu çözeltiler daha önceden %1’lik NMA çözeltisine 

daldırılarak hazırlanan agar ile kaplanmış lamların üzerine yayıldı ve lamel ile kapatıldı. 

+4°C’de 10 dakika kadar bekletilerek agarın katılaşması sağlandı. Lamlardaki agar katılaştıktan 

sonra lamellerinden ayrılarak şalelere yerleştirildi. Üzerine daha önceden hazırlanarak +4°C’de 

saklanan lizis çözeltisi dökülüp +4°C’de en az 1 saat boyunca bekletildi. Lizis işleminin 

ardından lamlar, şalelerde distile su ile yıkandı. Yıkama işleminin ardından lamlar, agar yayılan 

kısımları üste gelecek şekilde elektroforez küvetine aralarında boşluk kalmayacak biçimde 

yerleştirildi ve tankın içi soğuk elektroforez çözeltisi ile dolduruldu. Lamlar, hiçbir akım 

uygulamadan karanlıkta 20 dakika boyunca elektroforez küvetinin içerisinde bekletildi. Daha 

sonra 25 V ve 300 mA akım uygulanarak 20 dakika elektroforez işlemi uygulandı. Elektroforez 

işleminin ardından lamlar şalelere geri yerleştirilerek tekrar distile su ile yıkanıp nötralizasyon 

işlemi için PBS içerisinde +4°C’de 10 dakika bekletildi. Nötralizasyon işleminin ardından 

lamlar şalelerde distile suyla son kez yıkandı. Yıkama işleminin ardından lamlar üzerine 

sırasıyla hazırlanan %50’lik, %75’lik ve %95’lik etanol çözeltileri konularak ağzı kapalı bir 

şekilde 5’er dakika bekletildi. İşlemin sonunda lamlar şalelerden çıkarılarak kurumaları için 24 

saat bekletildi. Floresan mikroskobunda ölçüm yapmak için 40 μL EtBr çözeltisi lamların 

üzerine eklenerek lamel ile kapatıldı. Her bir lamda en az 100 hücre, “Perceptive Instruments 

Comet Assay IV Analysis System” bilgisayar programı ile DNA hasar derecesi kuyruk 

momenti parametresi kullanılarak değerlendirildi. 
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3.9. Alzhe൴mer Hastalığı ve Enflamasyon B൴yogöstergeler൴ndek൴ Değ൴ş൴kler൴n൴n 

Bel൴rlenmes൴ 

Alzheimer hastalığı (AH) ve enflamasyon biyogöstergelerindeki değişikliklerin 

belirlenmesi amacıyla kullanılmak üzere daha önce hücre kültürü çalışmasında anlatıldığı üzere 

hücreler çoğaltıldı. Çoğaltılan hücreler 6 kuyucuklu plaklara 1x105 hücre/plaka olacak şekilde 

ekildi. AH modeli oluşturulan ve oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde naringinin 

biyogöstergeler üzerine olan etkisinin değerlendirilmesi amacıyla 25, 50, 100 ve 250 μg/mL 

derişimde naringin ve ursolik asidin biyogöstergeler üzerine etkisinin değerlendirilmesi 

amacıyla ise 0,1, 0,25, 0,5 ve 1 μg/mL derişimde ursolik asit ile 24 saat süre ile muamele 

edilmiştir. Maruziyet süresinin sonunda Hücreler toplandı, proteaz inhibitörü takviyeli bir 

tamponla lize edildi ve süpernatanı toplamak için santrifüj edildi. 

3.9.1. Am൴lo൴d Beta (Aβ) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler Aβ monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki Aβ düzeyleri 

belirlendi. 
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3.9.2. Aset൴lkol൴n Esteraz (AChE) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler AChE monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki AChE enzim 

düzeyleri belirlendi. 

3.9.3. Tau Prote൴n Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler tau proteini monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış 

kuyucuklara eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin 

ile birleşik antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar 

inkübe edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile 

yıkama yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü 

ve standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 
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yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37 °C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki Tau protein 

düzeyleri belirlendi. 

3.9.4. Am൴lo൴d Prekürsör Prote൴n (APP) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler APP monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki APP düzeyleri 

belirlendi. 

3.9.5. İnterlök൴n-1alfa (IL-1α) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler IL-1α monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 
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yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü.  Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki IL-1α düzeyleri 

belirlendi. 

3.9.6. İnterlök൴n-6 (IL-6) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler IL-6 monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37 °C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 
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eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki IL-6 düzeyleri 

belirlendi. 

3.9.7. İnterlök൴n-10 (IL-10) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler IL-10 monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki IL-10 düzeyleri 

belirlendi. 

3.9.8. Kaspaz 1q (C1q) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler C1q monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 
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dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki C1q düzeyleri 

belirlendi. 

3.9.9. Kaspaz 3 (C3) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler C3 monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki C3 düzeyleri 

belirlendi. 

3.9.10. Kaspaz-6 (C6) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler C6 monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 
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edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki C6 düzeyleri 

belirlendi. 

3.9.11. Kaspaz-9 (C9) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler C9 monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 
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konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki C9 düzeyleri 

belirlendi. 

3.9.12. Dönüştürücü Büyüme Faktörü Beta (TGF-β) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Hazırlanan örnekler TGF-β monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 

çalkalandı ve 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz membran 

dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama çözeltisi 

uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi ve 

yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra reaksiyon 

durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. Reaksiyon 

durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” kabul edilerek 

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü. Standart 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi çizildi ve 

eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki TGF-β düzeyleri 

belirlendi. 

3.9.13. Tümör Nekroz Faktör Alfa (TNF-ꭤ) Ölçümü 

Hazırlanan örnekler TNF-α monoklonal antikoru ile önceden bağlanmış kuyucuklara 

eklendi. Kuyucuklarda hücre homojenatlarının inkübe edilmesinin ardından biotin ile birleşik 

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immün kompleksi ile bağlandı. Tekrar inkübe 

edilmesinin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yıkama solüsyonu ile yıkama 

yapıldı. Kromojen solüsyonlarının eklenmesi ile 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

standart regresyon grafiği ile karşılaştırılarak kantitatif olarak ölçüm yapıldı. 

Standartlar için belirlenmiş kuyucuklara 50 µL standart çözeltiler ve 50 µL Streptavidin-

HRP eklendi. Hazırlanan örnekler için belirlenen kuyucuklara 40’ar µL örneklerden, 10 µL Aβ-

antikor ve 50 µL Streptavidin-HRP eklenerek sızdırmazlık membranı ile kapatıldı, yavaşça 
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çalkalandı ve 1 saat 37 °C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında sızdırmaz 

membran dikkatlice kaldırıldı. Hazırlanan yıkama çözeltisi ile kuyucuklar yıkandı ve yıkama 

çözeltisi uzaklaştırıldı. Tüm kuyucuklara kromojen A ve B solüsyonlarından 50’şer µL eklendi 

ve yavaşça çalkalandı. Daha sonra 37 °C’de 10 dk inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 

reaksiyon durdurucu solüsyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sarı renge dönüştü. 

Reaksiyon durdurucu çözelti eklendikten hemen sonra kör olarak boş bırakılan kuyucuk “0” 

kabul edilerek 450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki çözeltilerin absorbans değerleri ölçüldü.  

Standart konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerlerine göre lineer regresyon eğrisi 

çizildi ve eğrinin denklemi hesaplandı. Hesaplanan denklemden hareketle örneklerdeki TNF-α 

düzeyleri belirlendi. 

 

3.10. Annex൴n V-FITC/PI Apoptoz Anal൴z൴ 

Apoptoz çalışmasında kullanılmak üzere daha önce hücre kültürü çalışmasında 

anlatıldığı üzere hücreler çoğaltıldı. Çoğaltılan hücreler 6 kuyucuklu plakalara 1x105 

hücre/plaka olacak şekilde ekildi. AH modeli oluşturulan ve oluşturulmayan SH-SY5Y 

hücrelerinde naringinin apoptoz üzerine olan etkisinin değerlendirilmesi amacıyla 25 ve 250 

µg/mL derişimde naringin ve ursolik asidin etkisinin değerlendirilmesi amacıyla ise 0,1 ve 1 

µg/mL derişimde ursolik asit ile 24 saat süre ile muamele edilmiştir. 

 24 saatin sonunda hücreler ayrı ayrı tripsinlenip toplanarak +4°C’de bekletilen PBS ile 

yıkandı. Hücreler santrifüj edildikten sonra 5 mL’lik test tüplerine 2x105 hücre/mL olacak 

şekilde 500 µL 1X Annexin V Bağlanma Tamponunda süspande edildi. Her bir tüpe 5 µL 

etiketlenmiş Annexin V eklendi. Daha sonra üzerlerine 10 µL propidyum iyodür (PI) çözeltisi 

eklendi. Hücreler vortekslendikten sonra 25°C’de 15 dakika karanlıkta inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyonun ardından hücreler 1X Annexin V Bağlanma Tamponu ile yıkandı ve üzerlerine 

400 µL 1X Annexin V Bağlanma Tamponu eklendi. Daha sonra hücreler akış sitometrisi 

cihazında apoptoz özellikleri bakımından değerlendirildi. 

 

3.11. İstat൴st൴ksel Yöntem 

İstatistiksel analiz için SPSS Version 23.0 Programı kullanıldı. Gruplar arası farkların 

önem kontrolleri, tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirildi. Sonuçlar, ortalama  

standart sapma olarak verildi. Post hoc analizi ise Tukey’s HSD testi ile yapıldı. İstatistiksel 

anlamlılık değeri başlangıcı olarak p0,05 kabul edildi. Her çalışma en az üç tekrar olacak 

şekilde gerçekleştirildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. SH-SY5Y Hücreler൴nde Alzhe൴mer Hastalık Model൴n൴n Oluşturulması 

İnsan nöroblastoma hücrelerinde in vitro AH modelinin oluşturulması için kullanılacak 

FF dipeptit yapısı için uygun çözücü ve konsantrasyonun belirlenmesi amacıyla ilk olarak farklı 

çözücülerde hazırlanan FF çözeltilerinin sitotoksik etkileri MTT yöntemi ile incelenmiştir.  

2-propanol kullanılarak hazırlanan 1-500 µg/mL derişimlerdeki FF çözeltilerinin SH-

SY5Y hücrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Çizelge 4.1 ve Şekil 4.1’de verilmiştir. 

Sonuçlar incelendiğinde 1-100 µg/mL derişim aralığında önemli bir sitotoksik etkinin 

oluşmadığı ancak 100 µg/mL’den sonra hücreler üzerinde sitotoksik etkinin belirgin derecede 

arttığı gözlenmiştir. FF’nin 2-propanoldeki çözeltisinin SH-SY5Y hücreleri için IC50 değeri 

270,09 µg/mL olarak belirlenmiştir. 

 

Ç൴zelge 4.1. FF’n൴n 2-propanoldek൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 
hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

Negat൴f Kontrol (DMEM 

(%1 2-propanol)) 
0,819 ± 0,018 100,00 

1 0,661 ± 0,074 80,71 

5 0,725 ± 0,046 88,52 

10 0,691 ± 0,119 84,31 

25 0,678 ± 0,099 82,72 

50 0,659 ± 0,032 80,46 

100 0,514 ± 0,019 62,76 

250 0,524 ± 0,088 64,01 

500 0,120 ± 0,004 14,62 
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Şek൴l 4.1. FF’n൴n 2-propanoldek൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 

hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴.* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak hesaplanmıştır. 
Negat൴f kontrol olarak DMEM (%1 2-propanol) kullanılmıştır. 

 

Dimetilsülfoksit (DMSO) kullanılarak hazırlanan 1-500 µg/mL derişimlerdeki FF 

çözeltilerinin SH-SY5Y hücrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Çizelge 4.2 ve Şekil 

4.2’de verilmiştir. 1-250 µg/mL derişim aralığında önemli bir sitotoksik etkinin oluşmadığı 

ancak 250 µg/mL’den sonra hücreler üzerinde sitotoksik etkinin belirgin derecede arttığı 

gözlenmiştir. FF’nin DMSO’daki çözeltisinin SH-SY5Y hücreleri için IC50 değeri 358,53 

µg/mL olarak belirlenmiştir. 

Ç൴zelge 4.2. FF’n൴n DMSO’dak൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 
hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

Negat൴f Kontrol (DMEM 

(%1 DMSO)) 
0,819 ± 0,018 100,00 

1 0,700 ± 0,095 85,41 

5 0,573 ± 0,043 69,93 

10 0,587 ± 0,028 71,64 

25 0,679 ± 0,016 82,88 

50 0,648 ± 0,035 79,09 

100 0,664 ± 0,035 81,04 

250 0,489 ± 0,059 59,65 

500 0,294 ± 0,053 35,90 
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Şek൴l 4.2. FF’n൴n DMSO’dak൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 

hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴.* 

*  Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak hesaplanmıştır. 

Negat൴f kontrol olarak DMEM (%1 DMSO) kullanılmıştır. 

 

Etanol kullanılarak hazırlanan 1-500 µg/mL derişimlerdeki FF çözeltilerinin SH-SY5Y 

hücrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Çizelge 4.3 ve Şekil 4.3’te verilmiştir. 1-250 

µg/mL derişim aralığında önemli bir sitotoksik etkinin oluşmadığı ancak 250 µg/mL’den sonra 

hücreler üzerinde sitotoksik etkinin belirgin derecede arttığı gözlenmiştir. FF’nin etanoldeki 

çözeltisinin SH-SY5Y hücreleri için IC50 değeri 479,81 µg/mL olarak belirlenmiştir. 

Ç൴zelge 4.3. FF’n൴n etanoldek൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 
hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

Negat൴f Kontrol (DMEM 

(%1 Etanol)) 
0,819 ± 0,018 100 

1 0,523 ± 0,035 63,83 

5 0,615 ± 0,123 75,12 

10 0,673 ± 0,032 82,17 

25 0,730 ± 0,159 89,07 

50 0,666 ± 0,111 81,36 

100 0,644 ± 0,091 78,63 

250 0,622 ± 0,081 75,98 

500 0,387 ± 0,010 47,25 
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Şek൴l 4.3. FF’n൴n etanoldek൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y hücreler൴nde 

s൴totoks൴k etk൴ler൴.* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak hesaplanmıştır. 

Negat൴f kontrol olarak DMEM (%1 etanol) kullanılmıştır. 

 

1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP) kullanılarak hazırlanan 1-500 µg/mL 

derişimlerdeki FF çözeltilerinin SH-SY5Y hücrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular 

Çizelge 4.4 ve Şekil 4.4’te verilmiştir. Sonuçlar incelendiğinde, HFIP ile hazırlanan FF 

çözeltilerinin düşük derişimlerde dahi toksik etki gösterdiği gözlenmiştir. 1-10 µg/mL derişim 

aralığında SH-SY5Y hücre canlılığının %78’lere düştüğü; 25 µg/mL’nin üzerindeki 

derişimlerde ise çözeltilerin hücreler üzerinde çok toksik olduğu görülmüştür. FF’nin 

HFIP’deki çözeltisinin SH-SY5Y hücreleri için IC50 değeri ise 177,87 µg/mL olarak 

belirlenmiştir. 
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Ç൴zelge 4.4. FF’n൴n HFIP’dek൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 
hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

Negat൴f Kontrol (DMEM 

(%1 HFIP)) 
0,819 ± 0,018 100,00 

1 0,615 ± 0,042 75,06 

5 0,649 ± 0,111 79,24 

10 0,642 ± 0,074 78,36 

25 0,538 ± 0,032 65,72 

50 0,505 ± 0,033 61,60 

100 0,416 ± 0,030 50,76 

250 0,209 ± 0,046 25,49 

500 0,098 ± 0,007 12,00 

 

Şek൴l 4.4. FF’n൴n HFIP’dek൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y hücreler൴nde 

s൴totoks൴k etk൴ler൴.* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak hesaplanmıştır. 

Negat൴f kontrol olarak DMEM (%1 HFIP) kullanılmıştır. 

 

Metanol kullanılarak hazırlanan 1-500 µg/mL derişimlerdeki FF çözeltilerinin SH-

SY5Y hücrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Çizelge 4.5 ve Şekil 4.5’te verilmiştir.  1-

100 µg/mL derişim aralığında önemli bir sitotoksik etkinin oluşmadığı ancak 100 µg/mL’den 

sonra hücreler üzerinde belirgin sitotoksik etki oluşturduğu gözlenmiştir. FF’nin metanoldeki 

çözeltisinin SH-SY5Y hücreleri için IC50 değeri ise 230,72 µg/mL olarak belirlenmiştir. 
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Ç൴zelge 4.5. FF’n൴n metanoldek൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 
hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

Negat൴f Kontrol (DMEM 

(%1 Metanol)) 
0,819 ± 0,018 100,00 

1 0,702 ± 0,106 85,68 

5 0,592 ± 0,015 72,22 

10 0,585 ± 0,031 71,40 

25 0,698 ± 0,155 85,16 

50 0,626±0,040 76,40 

100 0,557±0,071 67,95 

250 0,385±0,019 47,04 

500 0,357±0,002 43,56 

 

 

Şek൴l 4.5. FF’n൴n metanoldek൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 

hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴.* 

*  Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak hesaplanmıştır. 

Negat൴f kontrol olarak DMEM (%1 metanol) kullanılmıştır. 

 

Su kullanılarak hazırlanan 1-500 µg/mL deirşimlerdeki FF çözeltilerinin SH-SY5Y 

hücrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Çizelge 4.6 ve Şekil 4.6’da verilmiştir. 1-250 

µg/mL derişim aralığında önemli bir sitotoksik etkinin oluşmadığı ancak 250 µg/mL’den sonra 
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hücreler üzerinde sitotoksik etkinin arttığı gözlenmiştir. FF’nin sudaki çözeltisinin SH-SY5Y 

hücreleri için IC50 değeri 464,60 µg/mL olarak belirlenmiştir.  

 

Ç൴zelge 4.6. FF’n൴n sudak൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 
hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

Negat൴f Kontrol (DMEM 

(%1 Su)) 
0,819 ± 0,018 100 

1 0,653 ± 0,060 79,70 

5 0,641 ± 0,056 78,27 

10 0,649 ± 0,015 79,24 

25 0,676 ± 0,061 82,54 

50 0,661 ± 0,060 80,71 

100 0,670 ± 0,103 81,81 

250 0,566 ± 0,099 69,05 

500 0,372 ± 0,014 45,51 

 

Şek൴l 4.6. FF’n൴n sudak൴ çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y hücreler൴nde 

s൴totoks൴k etk൴ler൴.* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak hesaplanmıştır. 

Negat൴f kontrol olarak DMEM (%1 su) kullanılmıştır. 

 

Tüm sitotoksisite sonuçları bir arada değerlendirildiğinde, çözücülerin fibril oluşturma 

kapasiteleri ve hücrelerde amiloid plak oluşturma kapasitelerinin değerlendirilmesi amacıyla 
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250 µg/mL derişimlerdeki FF dipeptit çözeltilerinin ileri analizler için kullanılmasına karar 

verilmiştir. 

SH-SY5Y hücrelerinde AH modeli oluşturmak amacı ile kullanılacak uygun çözücünün 

belirlenmesi amacıyla 2-propanol, DMSO, etanol, HFIP, metanol, su çözücülerinde FF’nin son 

derişimi 250 µg/mL olacak şekilde çözeltileri hazırlanmış ve bu çözeltilerin Taramalı Elektron 

Mikroskop (SEM) altındaki görüntüleri incelenmiştir. Şekil 4.7 incelendiğinde, FF’nin farklı 

çözücülerde farklı şekillerde ve boyutlarda fibriller oluşturduğu gözlenmiştir. 
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Şek൴l 4.7. FF’n൴n a) 2-propanol, b) DMSO, c) etanol, d) HFIP, e) metanol, f) sudak൴ 250 

µg/mL konsantrasyonlarındak൴ çözelt൴ler൴nde oluşan f൴br൴l yapıların SEM görüntüler൴. 

Çözücülerin SEM görüntülerinin incelenmesinin ardından aynı çözeltiler SH-SY5Y 

hücrelerine 24 saat süreyle uygulanmış ve ışık mikroskobu altında hücrelerde amiloid plak 

oluşumuna olan etkileri incelenmiştir (Şekil 4.8).  
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Şek൴l 4.8. a) Kontrol (DMEM), FF’n൴n b) 2-propanol, c) DMSO, d) etanol, e) HFIP, f) 

metanol, g) sudak൴ 250 µg/mL der൴ş൴mdek൴ çözelt൴ler൴n൴n SH-SY5Y hücreler൴nde am൴lo൴d plak 

oluşumu üzer൴ne olan etk൴ler൴. 
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Şekil 4.8 incelendiğinde FF’nin DMSO ve HFIP çözeltilerinde oluşturduğu plakların 

hücre içine girerek hücrelerde biriktiği görülmüştür. 

Mikroskop görüntülerinden elde edilen verileri doğrulamak ve çözücülerin in vitro AH 

modeli oluşturma üzerine etkilerini değerlendirmek amacıyla AChE, Tau Protein, APP ve Aβ 

gibi AH biyogöstergeleri düzeylerine olan etkilerinin değerlendirilmesine dair sonuçlar Şekil 

4.9’da verilmiştir. 

 

 

Şek൴l 4.9. Farklı çözücülerde hazırlanmış 250 µg/mL der൴ş൴mdek൴ FF çözelt൴ler൴n൴n SH-SY5Y 

hücreler൴nde AH b൴yogöstergeler൴ düzeyler൴ne olan etk൴ler൴ a) Aset൴lkol൴n esteraz (AChE), b) 

Am൴lo൴d Beta (Aβ), c) Am൴lo൴d Prekürsör Prote൴n (APP), d) Tau prote൴n, NK: Negat൴f Kontrol 

(DMEM). Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak ൴fade ed൴lm൴şt൴r. 

*Negat൴f kontrole kıyasla anlamlı fark bulunmaktadır (p<0.05). 

**Gruplar arası anlamlı fark bulunmaktadır (p<0.05). 

 

Şekil 4.9 incelendiğinde, FF çözeltilerinin tamamının negatif kontrolle 

karşılaştırıldığında AH biyogöstergeleri düzeylerinde farklılıklara neden olduğu 

gözlemlenmektedir. Ancak, AChE seviyelerindeki azalma ve Aβ, APP ve tau protein 
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düzeylerindeki artış, DMSO ile hazırlanan çözeltide daha belirgindir. Farklı çözücülerde 

hazırlanmış FF çözeltilerinin AH hücre modelleme çalışmaları ve sitotoksisite sonuçları bir 

arada değerlendirildiğinde 250 µg/mL derişimdeki FF’nin DMSO’daki ve HFIP’deki 

çözeltisinde SH-SY5Y hücrelerinde oluşan plakların birikimi gözlenmiş ve HFIP çözeltileri 

daha toksik olduğu için in vitro AH modellemesinde DMSO ile hazırlanan çözeltilerin 

kullanılmasına karar verilmiştir. 

4.1.1. S൴totoks൴s൴te Değerlend൴rmes൴ 

SH-SY5Y hücreler൴n൴n nar൴ng൴ne 25 - 1000 µg/mL der൴ş൴m aralığında 24 saatl൴k 

maruz൴yet൴nden sonra yapılan s൴totoks൴s൴te değerlend൴rmes൴ne da൴r bulgular Ç൴zelge 4.7 ve Şek൴l 

4.10’da ver൴lm൴şt൴r. Nar൴ng൴n൴n SH-SY5Y hücreler൴nde 25-250 µg/mL der൴ş൴m aralığında öneml൴ 

b൴r s൴totoks൴k etk൴ göstermed൴ğ൴ ancak 250 µg/mL’n൴n üzer൴ndek൴ der൴ş൴mlerde s൴totoks൴k etk൴n൴n 

arttığı görülmüştür. SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n IC50 değer൴ 654,04 µg/mL olarak 

bel൴rlenm൴şt൴r.  

Aynı der൴ş൴m aralığındak൴ nar൴ng൴n൴n AH model൴ oluşturulmuş SH-SY5Y hücreler൴ndek൴ 

s൴totoks൴k etk൴ler൴ne da൴r bulgular ൴se Ç൴zelge 4.8 ve Şek൴l 4.10’da ver൴lm൴şt൴r. Nar൴ng൴n൴n 25-

100 µg/mL aralığındak൴ der൴ş൴mler൴n൴n AH model൴ oluşturulmuş hücrelerde s൴totoks൴k etk൴s൴n൴n 

az olduğu fakat 100 µg/mL’n൴n üzer൴ndek൴ der൴ş൴mler൴n൴n hücreler ൴ç൴n yüksek oranda s൴totoks൴k 

olduğu görülmüştür. AH model൴ oluşturulmuş SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n IC50 değer൴ 

833,47 µg/mL olarak bulunmuştur.  

 

Ç൴zelge 4.7. Nar൴ng൴n çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y hücreler൴nde 
s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

Negat൴f Kontrol, (DMEM 

(%1 DMSO)) 
0,900 ± 0,017 100 

25 0,728 ± 0,098 80,90 

50 0,592 ± 0,076 65,72 

100 0,547 ± 0,134 60,76 

250 0,697 ± 0,225 77,45 

500 0,628 ± 0,180 69,75 

1000 0,246 ± 0,13 27,36 
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Ç൴zelge 4.8. D൴fen൴lalan൴n ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ oluşturulmuş SH-SY5Y 
hücreler൴nde nar൴ng൴n çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

Negat൴f Kontrol, (DMEM 

(%1 DMSO)) 
0,819±0,070 100 

250 µg/mL FF 0,485±0,041 59,22 

25 0,580±0,011 70,82 

50 0,564±0,011 68,80 

100 0,727±0,057 88,81 

250 0,512±0,023 62,56 

500 0,487±0,020 59,42 

1000 0,388±0,001 47,31 
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Şek൴l 4.10. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n 24 saatl൴k maruz൴yetten sonra hücre canlılığı 

üzer൴ne etk൴ler൴.* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak hesaplanmıştır. 

Negat൴f kontrol olarak DMEM (%1 DMSO) kullanılmıştır. 

 

SH-SY5Y hücrelerinin ursolik aside 0,1 - 10 µg/mL derişim aralığında 24 saatlik 

maruziyetinden sonra yapılan sitotoksisite değerlendirmesine dair bulgular Çizelge 4.9 ve Şekil 

4.11’da verilmiştir. Ursolik asidin 0,1-1 µg/mL derişim aralığında hücre canlılığını %72’lere 
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kadar düşürdüğü; bu konsantrasyon değerlerinden sonra sitotoksik etkilerin arttığı görülmüştür. 

SH-SY5Y hücrelerinde ursolik asidin IC50 değeri 6,22 µg/mL olarak saptanmıştır.  

Aynı derişim aralığındaki ursolik asidin AH modeli oluşturulmuş SH-SY5Y 

hücrelerindeki sitotoksik etkilerine dair bulgular ise Çizelge 4.10 ve Şekil 4.11’de verilmiştir. 

Ursolik asidin düşük derişimlerinin hücreler için toksik olduğu görülmüş olup, IC50 değeri 8,40 

µg/mL olarak bulunmuştur. 

 

Ç൴zelge 4.9. Ursol൴k as൴t çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra SH-SY5Y 
hücreler൴nde s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

Negat൴f Kontrol, (DMEM 

(%1 DMSO)) 
0,614 ± 0,066 100 

0,1 0,59 1± 0,039 96,25 

0,25 0,520 ± 0,013 84,79 

0,5 0,43 0± 0,061 70,07 

1 0,446 ± 0,028 72,68 

5 0,350 ± 0,059 57,09 

10 0,178 ± 0,019 29,01 

 

Ç൴zelge 4.10. D൴fen൴lalan൴n ൴le Alzhe൴mer Hastalığı model൴ oluşturulmuş SH-SY5Y 
hücreler൴nde ursol൴k as൴t çözelt൴ler൴n൴n 24 saat maruz൴yetten sonra s൴totoks൴k etk൴ler൴. 

Der൴ş൴m (µg/mL) 
Absorbans Değerler൴ 

(ortalama ± standart sapma) 
Hücre Canlılığı (%) 

0 (Negat൴f Kontrol, %1 

DMSO, DMEM) 
0,800 ± 0,082 100 

250 µg/mL FF 0,485±0,041 60,65 

0,1 0,446 ± 0,030 55,73 

0,25 0,414 ± 0,027 51,81 

0,5 0,435 ± 0,008 54,34 

1 0,428 ± 0,031 53,52 

5 0,430 ± 0,027 53,71 

10 0,400± 0,024 49,98 
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Şek൴l 4.11. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Yhücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n 24 saatl൴k maruz൴yetten sonra hücre canlılığı 

üzer൴ne etk൴ler൴.* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak hesaplanmıştır. 

Negat൴f kontrol olarak DMEM (%1 DMSO) kullanılmıştır. 

 

4.2. Reakt൴f Oks൴jen Türler൴ Oluşumunun Değerlend൴r൴lmes൴ 

Naringinin sitotoksik olmayan derişimlerinin ROT üretimi üzerine olan etkileri 

değerlendirildiğinde, 25-250 µg/mL derişim aralığında naringinin pozitif kontrole göre ROT 

oluşumunu anlamlı derecede azalttığı saptanmıştır. Ayrıca, 250 µg/mL FF uygulanarak AH 

modeli oluşturulan hücrelerde de düşük derişimlerde ROT üretiminin belirgin derecede azaldığı 

saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.12). 
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Şek൴l 4.12. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n ROT üret൴m൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karşılaştırılmıştır (p<0,05); & pozitif kontrol 

(100 µM H2O2) ile karşılaştırılmıştır (p<0,05); ** Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

*** Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir. 

Ursolik asidin sitotoksik olmayan derişimlerinin ROT üretimi üzerine olan etkileri 

değerlendirildiğinde, 0,25 ve 0,5 µg/mL derişimde ursolik asidin pozitif kontrole göre ROT 

oluşumunu anlamlı derecede azalttığı saptanmıştır. Ayrıca, 250 µg/mL FF uygulanarak AH 

modeli oluşturulan hücrelerde de derişim artışıyla birlikte artan ROT üretiminin azaldığı 

saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.13). 

 

 

Şek൴l 4.13. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n ROT üret൴m൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karşılaştırılmıştır (p<0,05); & pozitif kontrol 

(100 µM H2O2) ile karşılaştırılmıştır (p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 
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***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir. 

4.3. Genotoks൴k Etk൴ler൴n Değerlend൴r൴lmes൴ 

SH-SY5Y hücrelerinde in vitro AH modeli oluşturmak üzere kullanılan 250 µg/mL 

derişimdeki FF’nin negatif kontrolle kıyaslandığında hücreler üzerinde genotoksik bir etki 

göstermediği saptanmıştır (p<0.05) (Şekil 4.14, Şekil 4.15). 

Sitotoksik olmayan derişimlerde uygulanan naringinin (25 - 250 µg/mL) ise SH-SY5Y 

hücrelerinde derişimin artışıyla birlikte DNA hasarında artışa neden olduğu saptanırken FF ile 

AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde naringinin DNA hasarı üzerine etkileri 

gözlenmemiştir. FF ile birlikte 25, 100 ve 250 µg/mL derişimde naringin uygulanan gruplardaki 

DNA hasarının tek başına naringin uygulanan gruplara kıyasla düşük olduğu da gözlenmiştir 

(p<0,05) (Şekil 4.14). 
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Şek൴l 4.14. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n DNA hasarı üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le 

karşılaştırılmıştır (p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
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Sitotoksik olmayan derişimlerde uygulanan ursolik asidin (0,1 - 1 µg/mL) ise hem SH-

SY5Y hücrelerinde hem de AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde DNA hasarında 

artışa neden olduğu saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.15). 
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Şek൴l 4.15. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n DNA hasarı üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le 

karşılaştırılmıştır (p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 

4.4. Alzhe൴mer Hastalığı B൴yogöstergeler൴ndek൴ Değ൴ş൴kl൴kler൴n Bel൴rlenmes൴ 

4.4.1. Am൴lo൴d Beta (Aβ) Düzeyler൴ 

FF ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 25-250 μg/mL derişim aralığında 

naringin uygulamasının Aβ düzeylerini negatif kontrolde görülen düzeylerin altına düşürerek 

azalttığı gözlenmiştir. Bununla birlikte AH modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde de 
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Aβ düzeylerinin 25, 50 ve 100 μg/mL derişimde naringin uygulaması ile azaldığı belirlenmiştir 

(p<0,05) (Şekil 4.16). 
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Şek൴l 4.16. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n am൴lo൴d beta (Aβ) düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le 

karşılaştırılmıştır (p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 0,1-1 μg/mL 

derişim aralığında ursolik asit uygulamasının Aβ düzeylerini azalttığı ve en güçlü etkinin de 1 

μg/mL ursolik asit uygulanan hücrelerde olduğu gözlenmiştir. Bununla birlikte AH modeli 

oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde de Aβ düzeylerinin 0,25 ve 0,5 μg/mL derişimde 

ursolik asit uygulaması ile azaldığı belirlenmiştir (p<0,05) (Şekil 4.17). 
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Şek൴l 4.17. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n am൴lo൴d beta (Aβ) düzeyler൴ üzer൴ne 

etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le 

karşılaştırılmıştır (p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 

4.4.2. Aset൴lkol൴nesteraz (AChE) Düzeyler൴ 

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 50, 100 ve 250 

μg/mL derişimde naringin uygulamasının AChE enzim düzeylerini artırdığı gözlenmekle 

birlikte tüm değerler negatif kontrole kıyasla düşüktür. Bununla birlikte AH modeli 

oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde de AChE enzim düzeylerinin uygulanan tüm 

derişimlerinde naringin tarafından artırıldığı belirlenmiştir (p<0,05) (Şekil 4.18). 
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Şek൴l 4.18. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n aset൴lkol൴n esteraz (AChE) düzeyler൴ üzer൴ne 

etk൴ler൴.** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le 

karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

**Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 0,1, 0,25 ve 1 

μg/mL derişimde ursolik asit uygulaması AChE enzim düzeylerini artırsa ve tüm değerler 

negatif kontrole kıyasla düşük olsa da bu farklılıklar istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 

0,5 μg/mL derişimde ursolik asit uygulaması AChE enzim düzeylerini azaltmış olsa bu azalma 

FF grubuna göre anlamlı değildir. Bununla birlikte AH modeli oluşturulmayan SH-SY5Y 

hücrelerinde de AChE enzim düzeylerinin 0,5 ve 1 μg/mL derişimde ursolik asit uygulaması 

ile azaldığı belirlenmiştir (p<0,05) (Şekil 4.19). 
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Şek൴l 4.19. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n aset൴lkol൴n esteraz (AChE) düzeyler൴ üzer൴ne 

etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

4.4.3. Tau Prote൴n Düzeyler൴ 

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 25-250 μg/mL 

derişimde naringin uygulaması artmış olan FF düzeylerini azaltmış olsa da sadece 100 μg/mL 

derişimde naringin uygulamasında FF uygulanan gruba göre farklılık gözlenmemiştir. Bununla 

birlikte, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde naringinin 25 ve 50 μg/mL derişimlerde tau 

protein düzeylerini negatif kontrole kıyasla azaltmış olması ve 100 ve 250 μg/mL derişimlerde 

tau protein düzeylerini negatif kontrole kıyasla artırmış olması dikkat çekicidir (p<0,05) (Şekil 

4.20). 
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Şek൴l 4.20. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n tau prote൴n düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le 

karşılaştırılmıştır (p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 0,1-1 μg/mL 

derişimde ursolik asit uygulaması, artmış olan FF düzeylerini azaltmış olsa da sadece 1 μg/mL 

derişimde ursolik asit uygulamasında FF uygulanan gruba göre farklılık gözlenmiştir. Dikkat 

çekici olan nokta, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde ursolik asidin tüm uygulanan 

derişimlerinde tau protein düzeylerini artırmış olmasıdır (p<0,05) (Şekil 4.21). 
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Şek൴l 4.21. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n tau prote൴n düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le 

karşılaştırılmıştır (p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 

4.4.4. Am൴lo൴d Prekürsör Prote൴n (APP) Düzeyler൴n൴n Ölçümü Bulguları 

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 25-250 μg/mL 

derişimde naringin uygulaması artmış olan APP düzeylerini azaltmış olsa da sadece 250 μg/mL 

derişimde naringin uygulamasında FF uygulanan gruba göre farklılık gözlenmemiştir. Bununla 

birlikte, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde naringinin 100 ve 250 μg/mL derişimlerde APP 

düzeylerini negatif kontrole kıyasla artırmış olması dikkat çekicidir (p<0,05) (Şekil 4.22). 
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Şek൴l 4.22. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n am൴lo൴d prekürsör prote൴n (APP) düzeyler൴ 

üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05);  **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 0,1-1 μg/mL 

derişimde ursolik asit uygulaması artmış olan APP düzeylerini azaltmış olsa da sadece 0,25 ve 

0,5 μg/mL derişimde ursolik asit uygulamasında FF uygulanan gruba göre farklılık 

gözlenmiştir. Bununla birlikte, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde ursolik asidin 0,25 

μg/mL derişimi uygulanan grubu haricinde APP düzeylerini negatif kontrole kıyasla artırmış 

olması dikkat çekicidir (p<0,05) (Şekil 4.23). 
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Şek൴l 4.23. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n am൴lo൴d prekürsör prote൴n (APP) düzeyler൴ 

üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

 

4.5. Enflamasyon B൴yogöstergeler൴ Düzeyler൴ndek൴ Değ൴ş൴mler൴n Bel൴rlenmes൴ 

4.5.1. İnterlök൴n-1 Alfa (IL-1α) Düzeyler൴n൴n Ölçümü Bulguları 

Alzheimer hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 25-250 

μg/mL derişimde naringin uygulamasının IL-1α düzeylerini artırdığı gözlenmiş olup FF ile AH 

modeli oluşturulan hücrelerde ise artan IL-1α düzeyleri 25-250 μg/mL derişimde naringin 

uygulaması ile azalmış olsa da 25 ve 50 μg/mL derişimde naringin uygulanan hücrelerde bu 

azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.24). 
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Şek൴l 4.24. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n ൴nterlök൴n (IL)-1α düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (%1 DMSO DMEM) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 
Alzheimer hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 0,1-1 μg/mL 

derişimde ursolik asit uygulamasının IL-1α düzeylerini artırdığı gözlenmiş olup FF ile AH 

modeli oluşturulan hücrelerde ise artan IL-1α düzeyleri 0,1-1 μg/mL derişimde ursolik asit 

uygulaması ile azalmış olsa da 0,25, 0,5 ve 1 μg/mL derişimde ursolik asit uygulanan hücrelerde 

bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.25). 
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Şek൴l 4.25. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n ൴nterlök൴n (IL)-1α düzeyler൴ üzer൴ne 

etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

4.5.2. İnterlök൴n-6 (IL-6) Düzeyler൴n൴n Ölçümü Bulguları  

Alzheimer hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 25-250 

μg/mL derişimde naringin uygulamasının IL-6 düzeylerini artırdığı gözlenmiş olup FF ile AH 

modeli oluşturulan hücrelerde ise artan IL-6 düzeyleri 25-250 μg/mL derişimde naringin 

uygulaması ile azalmış olsa da bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptanmıştır 

(p<0,05) (Şekil 4.26). 
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Şek൴l 4.26. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n IL-6 düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

Alzheimer hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 0,1-1 μg/mL 

derişimde ursolik asit uygulamasının IL-6 düzeylerini artırdığı gözlenmiş olup FF ile AH 

modeli oluşturulan hücrelerde ise artan IL-6 düzeyleri 0,1-1 μg/mL derişimde ursolik asit 

uygulaması ile azalmış olsa da 0,1 ve 0,25 μg/mL derişimde ursolik asit uygulamasının neden 

olduğu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.27). 
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Şek൴l 4.27. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n IL-6 düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05). 

**Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

4.5.3. İnterlök൴n-10 (IL-10) Düzeyler൴n൴n Ölçümü Bulguları  

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 25 μg/mL 

derişimde naringin uygulamasının FF uygulaması ile artan IL-10 düzeylerini azalttığı 

bulunmuştur. Bununla birlikte, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde 25-250 μg/mL derişimde 

naringin uygulamasının IL-10 düzeylerini artırmış olması dikkat çekicidir (p<0,05) (Şekil 

4.28). 
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Şek൴l 4.28. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n IL-10 düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 0,1-1 μg/mL 

derişimde ursolik asit uygulamasının FF uygulaması ile artan IL-10 düzeylerini azalttığı 

bulunmuştur. Bununla birlikte, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde de aynı derişimlerde 

ursolik asit uygulamasının IL-10 düzeylerini artırmış olması dikkat çekicidir (p<0,05) (Şekil 

4.29). 
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Şek൴l 4.29. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n IL-10 düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05). 

**Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

4.5.4. Kaspaz 1q (C1q) Düzeyler൴n൴n Ölçümü Bulguları  

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 25-250 

µg/mL naringin uygulamasının C1q düzeylerini artırmış olduğu gözlenmiştir. Bununla birlikte, 

FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan C1q düzeyleri 

naringin uygulaması ile birlikte azalmış olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamlı değildir 

(p<0,05) (Şekil 4.30).  
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Şek൴l 4.30. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n kaspaz 1q (C1q) düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05). 

**Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 0,1-1 µg/mL 

ursolik asit uygulamasının C1q düzeylerini artırmış olduğu gözlenmiştir. Bununla birlikte, FF 

uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan C1q düzeyleri 

ursolik asit uygulaması ile birlikte azalmış olsa da sadece 0,25 µg/mL ursolik asit uygulanan 

hücrelerdeki C1q düzeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05) (Şekil 4.31).  
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Şek൴l 4.31. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n kaspaz 1q (C1q) düzeyler൴ üzer൴ne 

etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (%1 DMSO DMEM) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

4.5.5. Kaspaz 3 (C3) Düzeyler൴n൴n Ölçümü Bulguları 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 25-250 

µg/mL naringin uygulamasının C3 düzeylerini önemli derecede azaltmış olduğu gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan 

C3 düzeylerinin de aynı derişimlerdeki naringin uygulaması ile birlikte önemli derecede 

azaldığı saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.32).  
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Şek൴l 4.32. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n kaspaz 3 (C3) düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 0,1-1 µg/mL 

ursolik asit uygulamasının C3 düzeylerini önemli derecede azaltmış olduğu gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan 

C3 düzeylerinin de aynı derişimlerdeki ursolik asit uygulaması ile birlikte önemli derecede 

azaldığı saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.33). 
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Şek൴l 4.33. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴t uygulamasının kaspaz 3 (C3) düzeyler൴ 

üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 
4.5.6. Kaspaz 6 (C6) Düzeyler൴ 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 25-250 

µg/mL naringin uygulamasının C6 düzeylerini önemli derecede azaltmış olduğu gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan 

C6 düzeylerinin de aynı derişimlerdeki naringin uygulaması ile birlikte önemli derecede 

azaldığı saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.34).  
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Şek൴l 4.34. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n kaspaz 6 (C6) düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05). 

**Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 0,1-1 µg/mL 

ursolik asit uygulamasının C6 düzeylerini önemli derecede azaltmış olduğu gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan 

C6 düzeylerinin de aynı derişimlerdeki ursolik asit uygulaması ile birlikte önemli derecede 

azaldığı saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.35). 
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Şek൴l 4.35. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n kaspaz 6 (C6) düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.** 

*Negat൴f kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05). 

**Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 

4.5.7. Kaspaz 9 (C9) Düzeyler൴ 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 25-250 

µg/mL naringin uygulamasının C9 düzeylerini önemli derecede azaltmış olduğu gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan 

C9 düzeylerinin de 25 ve 250 µg/mL naringin uygulaması ile birlikte önemli derecede azaldığı 

saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.36).  
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Şek൴l 4.36. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n kaspaz 9 (C9) düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (%1 DMSO DMEM) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 
Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 0,1-1 µg/mL 

ursolik asit uygulamasının C9 düzeylerini önemli derecede azaltmış olduğu gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan 

C9 düzeylerinin de aynı derişimlerde ursolik asit uygulaması ile birlikte önemli derecede 

azaldığı saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.37). 
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Şek൴l 4.37. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n kaspaz 9 (C9) düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (%1 DMSO DMEM) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

4.5.8. Tümör Nekroz Faktör Alfa (TNF-ꭤ) Düzeyler൴n൴n Ölçümü 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 50 ve 250 

µg/mL naringin uygulamasının TNF-α düzeylerini önemli derecede artırmış olduğu 

gözlenmiştir. Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y 

hücrelerinde artmış olan TNF-α düzeylerinin de 50 ve 250 µg/mL naringin uygulaması ile 

birlikte önemli derecede azaldığı saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.38).   
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Şek൴l 4.38. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n TNF-α düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (%1 DMSO DMEM) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 0,1-1 µg/mL 

ursolik asit uygulamasının TNF-α düzeylerini önemli derecede artırmış olduğu gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan 

TNF-α düzeylerinin de belirtilen derişimlerde ursolik asit uygulaması ile azalmış olduğu 

saptansa da bu değişiklik istatistiksel olarak anlamlı değildir (p<0,05) (Şekil 4.39). 
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Şek൴l 4.39. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n tümör nekroz faktör (TNF)-α düzeyler൴ 

üzer൴ne etk൴ler൴.** 

*Negat൴f kontrol (%1 DMSO DMEM) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05). 

**Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

4.5.9. Dönüştürücü Büyüme Faktörü Beta (TGF-β) Ölçümü 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 25-250 

µg/mL naringin uygulamasının TGF-β düzeylerini önemli derecede artırmış olduğu 

gözlenmiştir. Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y 

hücrelerinde artmış olan TGF-β düzeyleri üzerine naringinin etkisi saptanmamıştır (p<0,05) 

(Şekil 4.40). 
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Şek൴l 4.40. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n dönüştürücü büyüme faktörü (TGF)-β 

düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (%1 DMSO DMEM) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 
 

Alzheimer Hastalığı (AH) modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde 0,1 µg/mL 

ursolik asit uygulamasının TGF-β düzeylerini önemli derecede artırmış olduğu ve 1 µg/mL 

ursolik asit uygulamasının TGF-β düzeylerini önemli derecede azaltmış olduğu gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, FF uygulaması ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde artmış olan 

TGF-β düzeylerinin de 0,1-1 µg/mL ursolik asit uygulaması ile önemli derecede azaldığı 

saptanmıştır (p<0,05) (Şekil 4.41).  
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Şek൴l 4.41. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n dönüştürücü büyüme faktörü (TGF)-β 

düzeyler൴ üzer൴ne etk൴ler൴.*** 

*Negat൴f kontrol (%1 DMSO DMEM) ൴le karşılaştırılmıştır (p<0,05); & 250 µg/mL FF ൴le karşılaştırılmıştır 
(p<0,05); **Gruplar karşılaştırılmıştır (p<0,05). 

***Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değer൴ ± standart sapma olarak ver൴lm൴şt൴r. 

 

4.6. Apoptoz Üzer൴ne Etk൴ler൴n Değerlend൴r൴lmes൴ 

SH-SY5Y hücrelerinde ve FF ile AH modeli oluşturtulan SH-SY5Y hücrelerinde 

naringinin apoptoz üzerine etkileri Şekil 4.42’de verilmiştir. Şekilde görüldüğü üzere negatif 

kontrol hücrelerinde (DMEM (%1 DMSO)) canlı hücrelerin oranı %85’in üzerinde olup; 

nekroz, erken ve geç apoptotik hücreler toplam hücrelerin %15’ini oluşturmaktadır. FF ile AH 

modeli oluşturulan hücrelerde ise canlı hücre sayısının azaldığı ve apoptotik hücrelerin arttığı 

görülmüştür. Hücrelere 25 ve 250 µg/mL derişimdeki naringin uygulamasının apoptotik hücre 

sayısını doza bağlı arttırdığı, fakat FF’nin neden olduğu apoptotik hücre sayısındaki artışı 

azalttığı ve canlı hücre sayısını artırdığı gözlenmiştir. Bununla birlikte FF uygulanan hücrelerde 

250 µg/mL naringinin nekrotik hücre sayısını da artırdığı saptanmıştır. 
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Şek൴l 4.42. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde nar൴ng൴n൴n apoptoz üzer൴ne etk൴ler൴. 

Şekil 4.43’te ursolik asidin ve FF’nin SH-SY5Y hücrelerinde apoptoz üzerine etkileri 

verilmiştir. Şekilde görüldüğü üzere negatif kontrol hücrelerinde canlı hücrelerin oranı %85’in 

üzerinde olup; nekroz, erken ve geç apoptotik hücreler toplam hücrelerin %15’ini 
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oluşturmaktadır. FF ile AH modeli oluşturulan hücrelerde ise canlı hücre sayısının azaldığı ve 

apoptotik hücrelerin arttığı görülmüştür. Hücrelere uygulanan 0,1 ve 1 µg/mL derişimdeki 

ursolik asit uygulamasının apoptotik hücre sayısını doza bağlı arttırdığı, aynı zamanda FF’nin 

neden olduğu apoptotik hücre sayısındaki artışı da artırdığı gözlenmiştir. 

 

Şek൴l 4.43. SH-SY5Y hücreler൴ ve d൴fen൴lalan൴n (FF) ൴le Alzhe൴mer Hastalığı (AH) model൴ 

oluşturulan SH-SY5Y hücreler൴nde ursol൴k as൴d൴n apoptoz üzer൴ne etk൴ler൴. 
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4.7. Nar൴ng൴n ve Ursol൴k As൴d൴n Am൴lo൴d Plak Oluşumuna Olan Etk൴ler൴n൴n 

Değerlend൴r൴lmes൴ 

Şekil 4.44(a)’da %1 DMSO ile 24 saat süre ile maruz bırakılan SH-SY5Y hücrelerinin; 

Şekil 4.44(b)’de ise 250 µg/mL derişimde FF 24 saat süre ile maruziyet sonrası AH modeli 

oluşturulan hücrelerin ışık mikroskobu altındaki görüntüleri verilmiştir. Görüntüler 

incelendiğinde FF ile uygulanan hücrelerde amiloid plakların birikimi belirgin şekilde 

görülmektedir. Şekil 4.44(c)’de FF ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde 250 

µg/mL derişimde naringin uygulamasının ve Şekil 4.44(d)’de FF ile AH modeli oluşturulan 

SH-SY5Y hücrelerinde 1 µg/mL derişimde ursolik asit uygulamasının hücrelerde neden olduğu 

değişiklikler incelendiğinde ise hücrelerde oluşan amiloid plakların azaldığı görülmektedir. 

 

 

Şek൴l 4.44. SH-SY5Y hücreler൴n൴n a) %1 DMSO, b) 250 µg/mL d൴fen൴lalan൴n (FF), c) 250 

µg/mL nar൴ng൴n, d) 1 µg/mL ursol൴k as൴de 24 saat maruz൴yet sonrası ışık m൴kroskobu altındak൴ 

görüntüler൴. 
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5. TARTIŞMA 

Bu tez çalışması kapsamında fitokimyasal bileşikler olan naringin ve ursolik asidin 

AH’ye karşı etkileri in vitro ortamda değerlendirilerek hastalığın tedavisindeki olası etkilerinin 

incelenmesi amaçlanmıştır. 

Antioksidan aktiviteye sahip olan fenolik bileşikler, fitokimyasal maddeler grubunun 

bir üyesidir. Bu özelliklerinden dolayı oksidatif strese bağlı hastalıkların önlenmesinde 

kullanılmaktadır. Bununla birlikte, bazı fenolik antioksidanların yüksek dozlarda prooksidan 

etki gösterebileceği de ileri sürülmektedir [315]. Ayrıca bazı fenolik bileşikler ve polifenoller 

AH’de önemli rol oynayan Aβ proteinlerinin toksik agregasyon süreçlerini engelleyici etkiler 

göstermektedir. Özellikle mirisetin, kurkumin, ferulik asit, rosmarinik asit gibi doğal 

bileşiklerin hem in vitro hem de in vivo Aβ agregasyonunu azaltabildiği ve bazı durumlarda 

bilişsel bozulmayı hafiflettiği vurgulanmaktadır. Fakat yapılan diğer çalışmalarda bu etkilerin 

her zaman tutarlı olmadığı örneğin kurkumin ve nordihidroguaiaretik asidin (NDGA) bazı 

çalışmalarda Aβ oligomerlerinin oluşumunu engelleyip fibril oluşumunu destekleyebildiği 

bildirilmektedir. Bu durum, fenolik bileşiklerin Aβ ile etkileşimlerinin hem güçlü hem de 

karmaşık olduğunu göstermektedir [316].  

Naringin, turunçgillerden ekstrakte edilebilen en önemli flavonoidlerden biridir. Güçlü 

antioksidan, antienflamatuvar, antiapoptotik, antiülser, antiosteoporoz ve antikanser özellikleri 

nedeniyle önem kazanmıştır [24]. Yapılan çalışmalar, naringinin oksidatif hasarı 

azaltabileceğini ve beyin, striatum ve hipokampusta iskemik reperfüzyonun neden olduğu 

histopatolojik değişiklikleri en aza indirebileceğini göstermiştir [25]. Ayrıca, önceki 

araştırmalar, naringinin AH’ye sahip transgenik farelerde uzun süreli hafızayı 

geliştirebileceğini ve nöroprotektif bir ajan olarak kullanılabileceğini belirtmektedir [26].  

Ursolik asit, terapötik potansiyele sahip bir pentasiklik triterpenoid olarak 

tanımlanmaktadır [138]. Ursolik asit ile yapılmış birçok çalışmada farklı biyolojik etkileri 

gösterilmiştir. Bunlar sinir sistemini koruyucu [153,317], antikanser [154-156], antimikrobiyal 

[157,158], antihiperlipidemik [159], hepatoprotektif [27], antienflamatuvar, antioksidan [160] 

ve antidiyabetik [30], kardiyovasküler sistemi koruyucu [161] etkilerini içerir. Bu özellikleri, 

ursolik asidin kanserde, bakteriyel enfeksiyonlarda, diyabette, AH’de, immünolojik 

hastalıklarda önleyici veya terapötik bir ajan olabileceğini göstermektedir. In vivo ve in vitro 

çalışmalar, ursolik asidin hem endojen hem de eksojen enflamatuvar uyarıcılara karşı etkili 

olduğunu ve olumlu antienflamatuvar etkilere sahip olduğunu göstermiştir. 
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Alzheimer hastalığında (AH), beyin hücrelerinde Aβ yapısındaki 42 zincirli proteinlerin 

çökmesiyle plaklar meydana gelmekte ve bilişsel fonksiyonlar bozulmaktadır. Bu 42 zincirli 

proteinlerin 19. ve 20. pozisyonlarında yer alan FF dipeptit yapısının, proteinin kendi kendine 

bir araya gelme özelliğinden sorumlu olduğu düşünülmektedir [318]. Bu nedenle AH modeli 

için FF yapısı kullanılarak bir in vitro AH modeli oluşturulmuştur. Bu amaçla, öncelikle FF 

yapısının altı farklı çözücüde (2-propanol, DMSO, etanol, HFIP, metanol ve su) kendi kendine 

bir araya gelme davranışları incelenmiş; ardından insan nöroblastoma hücrelerinde 

sitotoksisiteleri ve plak oluşturma kapasiteleri belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, 

FF'nin, SH-SY5Y hücrelerinde DMSO içinde hazırlanmış 250 μg/mL’lik çözeltisine 24 saatlik 

maruziyet sonrası maliyet etkin ve hızlı bir şekilde in vitro bir AH modeli oluşturma 

potansiyeline sahip olduğu gözlemlenmiştir. 

Çalışılan farklı çözücü ortamlarında düzenlenme sonrası oluşan yapılar arasındaki 

farklılıkları açıklayabilmek için çözücülerin dielektrik sabitlerinin karşılaştırılması, H bağı 

oluşturma kapasiteleri, çözünürlükleri ve polariteleri gibi farklı yaklaşımlar kullanılabilir. FF-

çözücü etkileşimleri dielektrik sabiti açısından incelendiğinde, dielektrik sabitin büyüklüğü 

hakkında yorum yapılabilir. Bu bakış açısıyla değerlendirildiğinde, dielektrik sabiti 4'ten büyük 

olan çözücüler, FF dipeptit molekülünün hidrofilik baş grupları ile etkileşime girme ve bu 

grupları çözme eğilimindedir. Öte yandan, dielektrik sabiti 4'ten küçük olan çözücüler, dipeptit 

moleküllerini geri dönüşümlü misel yapılar oluşturacak veya ağ benzeri yapılara organize 

olacak şekilde zorlamaktadır. Böylece hidrofilik grup sayısı azalır. Bu çalışmada kullanılan 

protik çözücüler, iyonik molekülleri hidrojen bağları aracılığıyla çok iyi çevrelemektedir. 

Buradaki düzenlenmede hidrofobik etkileşimlerin ve molekül içi hidrojen bağlarının etkili 

olduğu düşünülmektedir. FF dipeptit molekülleri arasındaki hidrofobik etkileşimler, 

düzenlenmenin ilk aşamasında aktif hale gelmekte ve molekül üzerinde enerji dağılımı 

sağlayarak yönlenmeyi ve düzenlenmeyi etkilemektedir. Etkileşim sonrasında dipeptidler 

başlangıçta uzamış pileli levhalar (pleated sheets) oluşturur. Bu yapılar daha sonra enerjilerini 

azaltmak amacıyla tüpler ve küreler gibi son şekillerini almaktadır [319,320]. 

Farklı çözücülerdeki FF dipeptitlerinin kendi kendine bir araya gelme davranışlarının 

belirlenmesinin ardından, hazırlanan çözeltilerin nöroblastoma hücreleri üzerindeki sitotoksik 

etkileri değerlendirilmiştir. Genel olarak değerlendirildiğinde, tüm çözücülerde hazırlanan FF 

çözeltilerinin konsantrasyon artışına bağlı olarak SH-SY5Y hücrelerinin yaşamsal 

aktivitelerinde bir azalmaya neden olduğu gözlemlenmiştir. Ayrıca, etanol ve su kullanılarak 

hazırlanan FF çözeltilerinin daha düşük sitotoksik etkilere yol açtığı görülmüştür. Bununla 
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birlikte, hücreler üzerinde en belirgin sitotoksik etkiyi gösteren çözeltinin HFIP ile hazırlanan 

çözelti olduğu da belirlenmiştir. 

Bilişsel bozukluk derecesiyle korelasyon gösteren kolinerjik aktivitedeki azalma, ACh 

sentezi için hız sınırlayıcı bir enzim olan kolin asetiltransferaz ve ACh'yi hidrolize eden enzim 

olan AChE düzeylerindeki düşüş ile ilişkilendirilmektedir [321]. Ayrıca, bir Tip I 

transmembran glikoproteini olan APP'nin metabolizması sonucu üretilen Aβ peptidinin beyinde 

birikmesinin, AH sürecinin başlangıcı olduğu düşünülmektedir. Birçok çalışma, beyinde Aβ 

birikiminin tau fosforilasyonunu, nörofibriler yumak (NFT) oluşumunu, sinaps kaybını, 

nöronal ölümü ve bilişsel bozuklukları tetiklediğini de bildirmiştir [322]. Bu nedenle, AChE, 

Aβ, APP ve tau seviyeleri AH biyogöstergeleri olarak kullanılabilir. Bu bilgiler doğrultusunda, 

çözeltilerin hücrelerde amiloid plak birikimi üzerindeki etkileri mikroskop görüntüleri 

yardımıyla belirlendikten sonra, her bir çözeltinin AH biyogöstergeleri olan AChE, Aβ, APP 

ve tau protein seviyeleri üzerindeki etkileri incelenmiş ve böylece SH-SY5Y hücrelerinde FF 

çözeltileri ile bir in vitro AH modeli oluşturulma başarısı değerlendirilmiştir. FF dipeptitlerinin 

tüm çözeltilerinin, negatif kontrol grubuna kıyasla AH biyogöstergeleri düzeylerinde 

farklılıklar oluşturduğu görülmektedir. Ancak, AChE seviyelerindeki azalma ve Aβ, APP ve 

tau protein seviyelerindeki artış, özellikle DMSO ile hazırlanan çözeltide daha belirgin bir 

şekilde gözlemlenmiştir. 

Alzheimer hastalığı (AH) modeli oluşturulduktan sonra hem model oluşturulmayan SH-

SY5Y hücreleri hem de AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücreleri üzerinde naringinin ve 

ursolik asitin MTT yöntemi ile sitotoksisitesi araştırılmıştır.  

SH-SY5Y hücrelerine naringinin 25 - 1000 µg/mL derişim aralığında 24 saat süreyle 

uygulanmasının ardından yapılan sitotoksisite değerlendirmesinde, naringinin 25-250 µg/mL 

derişim aralığında SH-SY5Y hücrelerinde anlamlı bir sitotoksik etki oluşturmadığı 

belirlenmiştir. Ancak 250 µg/mL’nin üzerindeki konsantrasyonlarda sitotoksik etkinin arttığı 

gözlemlenmiştir. Bu doğrultuda, SH-SY5Y hücrelerinde naringinin IC50 değeri 654,04 µg/mL 

olarak saptanmıştır. Aynı konsantrasyon aralığında, AH modeli oluşturulmuş SH-SY5Y 

hücrelerinde yapılan değerlendirmede ise, naringinin 25-100 µg/mL konsantrasyonları düşük 

düzeyde sitotoksisite gösterirken, 100 µg/mL’nin üzerindeki konsantrasyonların hücreler 

üzerinde yüksek düzeyde sitotoksik etki oluşturduğu belirlenmiştir. AH modeli oluşturulmuş 

SH-SY5Y hücrelerinde naringinin IC50 değeri 833,47 µg/mL olarak bulunmuştur. 

Qiu ve ark. tarafından, PC12 hücreleri üzerine naringinin sitotoksik etkisi araştırılmış 

ve 100 pM-1 µM konsantrasyon aralığında naringinin sitotoksik olmadığı görülmüştür. Aβ25–35 
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ile modellenmiş PC12 hücrelerinde ise naringin 100 pM-100 µM konsantrasyon aralığında 

naringin uygulaması 1 µM konsantrasyonundaki naringinin PC12 hücrelerinde canlılığı anlamlı 

bir şekilde arttığı görülmüştür [130]. Başka bir çalışmada retononun SH-SY5Y hücrelerindeki 

sitotoksik etkisine karşılık hücrelere 1-5-10 µM konsantrasyonlarında naringin uygulanmasının 

bu hücrelerdeki retononun neden olduğu toksik etkiye koruma sağlamış oluğu ve hücre 

canlılığını anlamlı ölçüde artırdığı bildirilmektedir [90]. 

SH-SY5Y hücrelerine ursolik asidin 0,1-10 µg/mL konsantrasyon aralığında 24 saat 

süreyle uygulanmasının ardından yapılan sitotoksisite değerlendirmesinde, ursolik asidin 0,1-1 

µg/mL aralığında hücre canlılığını %72’ye kadar düşürdüğü ve bu konsantrasyonların 

üzerindeki dozlarda sitotoksik etkinin arttığı gözlemlenmiştir. SH-SY5Y hücrelerinde ursolik 

asidin IC50 değeri 6,22 µg/mL olarak belirlenmiştir. Aynı konsantrasyon aralığında, AH modeli 

oluşturulmuş SH-SY5Y hücrelerinde yapılan değerlendirmede ise, ursolik asidin düşük 

konsantrasyonlarda dahi hücreler için toksik etkiler gösterdiği saptanmış olup, IC50 değeri 8,40 

µg/mL olarak bulunmuştur. 

Ursolik asidin PC12 hücrelerinde hidrojen peroksit (H2O2) ve 1-metil-4-fenilpiridinyum 

ion (MPP+) kaynaklı oksidatif ve enflamatuvar hasarlara karşı koruyucu etkilerinin araştırıldığı 

bir çalışmada Tsai ve Yin, ursolik asidin hücre canlılığı ve antioksidan savunma sistemleri ile 

enflamatuvar yanıtlar üzerindeki etkilerini incelemeyi hedeflemişlerdir. Bu çalışmadan elde 

edilen veriler, ursolik asidin oksidatif stres (H₂O₂) ve mitokondriyal toksisite (MPP⁺) kaynaklı 

hücre hasarına karşı belirgin bir hücre koruyucu etki gösterdiğini ortaya koymaktadır. MTT 

testi ile doğrulanan bu etki, ursolik asidin konsantrasyona bağlı olarak hücre yaşamını sürdürme 

kapasitesini artırdığını göstermektedir. Bu durum, ursolik asidin sitoprotektif özelliklere sahip 

olduğunu ve PC12 hücrelerini apoptoza karşı koruyabildiğini göstermiştir [323]. Ursolik asidin 

A549 hücrelerinde influenza A virüsünün tetiklediği enflamasyon ve oksidatif stres üzerindeki 

etkilerini araştıran bir çalışmada ise ursolik asidin 0-20 µg/mL aralığında bu hücrelerdeki 

sitotoksik etkisinin olmadığı vurgulanmıştır [187]. Mevcut çalışma ile yapmış olduğumuz 

çalışma kıyaslandığında ursolik asidin farklı hücrelerde farklı konsantrasyonlarda sitotoksik 

etki gösterebileceği düşünülmektedir. 

Oksidatif stres, serbest radikallerin üretimi ile hücrelerin onlara karşı savunma 

yapabilme yetenekleri arasındaki dengesizliği ifade eder. Oksidatif stresin, nörodejeneratif 

hastalıklar da dahil olmak üzere birçok insan hastalığında hücresel hasarın ana nedeni olduğu 

yönünde giderek artan kanıtlar bulunmaktadır [324]. Bu çalışmada, naringin ve ursolik asidin 

sitotoksik olmayan konsantrasyonlarının ROT üretimi üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir.  
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Naringin, 25-250 µg/mL derişim aralığında, pozitif kontrole kıyasla ROT oluşumunu 

anlamlı şekilde azaltmıştır. Ayrıca, FF uygulanarak Alzheimer hastalığı (AH) modeli 

oluşturulan hücrelerde de naringinin düşük derişimlerinde ROT üretiminin belirgin düzeyde 

azalttığı tespit edilmiştir (p<0,05). 

Naringinin, 3-nitropropiyonik asit (3-NP) ile indüklenen nörotoksisiteye karşı PC12 

hücrelerindeki koruyucu etkisini araştıran bir çalışmada naringinin antioksidan etkisini 

PI3K/Akt yolakları üzerinden Nrf2 aktivasyonu ile oluşturduğu değerlendirilmiştir. PC12 

hücrelerine 3-NP uygulaması ile oluşan ROT üretimini naringinin azaltarak PC12 hücrelerinin 

korunmasını sağladığı belirtilmektedir [325]. 

Aynı şekilde, ursolik asidin sitotoksik olmayan konsantrasyonlarının ROT üretimine 

etkileri incelendiğinde, 0,25 ve 0,5 µg/mL derişimlerinde pozitif kontrole göre ROT oluşumunu 

anlamlı derecede azalttığı belirlenmiştir. Ayrıca, FF ile AH modeli oluşturulmuş hücrelerde, 

derişim artışına bağlı olarak artan ROT üretiminin, ursolik asit uygulamasıyla azaldığı 

saptanmıştır (p<0,05). 

Lu ve ark.’nın yapmış oldukları in vivo çalışmada ise, ursolik asidin prefrontal korteks 

dokusunun D-galaktoz (D-gal) ile indüklenmesinin ardından enflamatuvar yanıt üzerindeki 

koruyucu etkisi gösterilmiştir. Çalışmada ROT ölçümü için DCF-DA floresan probu 

kullanılmış ve D-gal uygulaması prefrontal kortekste AGEs, ROT ve protein karbonil 

seviyelerini önemli derecede artırmıştır. Bu artış, davranışsal bozulmalarla ilişkilendirilmiştir. 

Ancak, ursolik asit uygulanması, D-gal ile indüklenen bu oksidatif stres göstergelerini (AGEs, 

ROT ve protein karbonil seviyeleri) azaltmış ve davranışsal bozulmaları iyileştirmiştir [326]. 

Ayrıca, Wei ve ark. yapmış olduğu çalışmada influenza A virüsünün A549 hücre hattında neden 

olduğu oksidatif stresi DCF-DA floresan probu ile ölçmüş olup çalışmada ursolik asidin 

influenza A virüsünün A549 hücrelerdeki neden olduğu ROT seviyelerini azalttığını 

göstermişlerdir [187]. 

 Tez kapsamında, FF tarafından indüklenen genotoksik etkiler ile naringin ve ursolik 

asidin olası antigenotoksik özelliklerini incelemek amacıyla Comet testi kullanılmıştır. SH-

SY5Y hücrelerinde in vitro AH modeli oluşturmak üzere kullanılan 250 µg/mL derişimdeki 

FF’nin negatif kontrolle (DMEM (%1 DMSO)) kıyaslandığında hücreler üzerinde genotoksik 

bir etki göstermemiştir (p<0.05).  

Sitotoksik olmayan derişimlerde uygulanan naringin (25 - 250 µg/mL) ise SH-SY5Y 

hücrelerinde derişimin artışıyla birlikte DNA hasarında artışa neden olmuş ve FF ile AH modeli 

oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde 25 ve 250 µg/mL derişimde uygulanan naringin FF 
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uygulanan gruba kıyasla DNA hasarında azalmaya neden olmuştur. FF ile birlikte 25, 100 ve 

250 µg/mL derişimde naringin uygulanan gruplardaki DNA hasarının tek başına naringin 

uygulanan gruplara kıyasla düşük olduğu da görülmüştür (p<0,05). Bu verilere bakıldığında, 

naringinin DNA hasarını azaltması beklenirken 250 µg/mL derişimdeki FF’nin SH-SY5Y 

hücre hattında DNA hasarına karşı koruma sağladığı düşünülmektedir. Aynı çalışmada 

kullanılan ursolik asit (0,1-1 µg/mL) ise hem SH-SY5Y hücrelerinde hem de AH modeli 

oluşturulan SH-SY5Y hücrelerinde DNA hasarında artışa neden olmuştur (p<0,05).  

Bacanlı ve ark. yapmış olduğu çalışmada naringinin genotoksisitesi incelenerek 

potansiyel koruyucu etkilerine bakılmıştır. Naringinin 50, 100, 500, 1000, 2000 µM derişimleri 

kullanılarak insan lenfosit ve Çin hamsteri fibroblast (V79) hücreleri üzerinde yapılan Comet 

analizinde verilen tüm derişimlerde DNA hasarında artışa neden olmamış, ayrıca her 

konsantrasyonda H₂O₂ kaynaklı DNA hasarını azaltıcı etki göstermiştir [315]. V79 hücre 

hattında yapılan bir çalışmada, naringinin, genotoksik bir ajan olan bleomisinin neden olduğu 

DNA hasarını ve hücre canlılığına olumsuz etkilerini azaltabildiği gösterilmiştir. Bleomisin 

öncesinde 1 mM naringinle yapılan ön muamele, DNA zincir kırıkları ve alkaliye duyarlı 

bölgelerin onarımını destekleyerek hasarı önemli ölçüde baskılamıştır. Bu etkinin sonucunda, 

yalnızca bleomisin uygulanan grupla karşılaştırıldığında, hücre canlılığında %38'lik bir artış 

rapor edilmiştir [327]. 

Bazı çalışmalarda ursolik asidin serbest radikal temizleyici aktiviteye sahip olmadığı 

öne sürülmüş olsa da [328,329], Bacanlı ve ark.nın yapmış olduğu çalışmada ursolik asidin 

çalışılan konsantrasyonlarında (5, 10, 25, 50, 100 µM) antioksidan kapasite gösterdiğini tespit 

etmişlerdir. Ancak, bu ursolik asidin antioksidan kapasitesi, fitokimyasalların antioksidan 

kapasitesini belirlemede yaygın olarak kullanılan troloks eşdeğer antioksidan kapasite (TEAC) 

testiyle ölçüldüğünde, referans antioksidan olan troloksa kıyasla daha düşük bulunmuştur 

[330]. Ramos ve ark. yaptığı çalışmada ise ursolik asidin DNA onarımını artırarak DNA 

hasarına karşı koruyucu etkiler gösterebileceği öne sürülmektedir [331]. Bu sonuçlarla birlikte 

kendi çalışmamız birlikte değerlendirildiğinde, ursolik asidin hem SH-SY5Y hücrelerinde hem 

de FF ile AH modellemesi yapılan SH-SY5Y hücrelerinde DNA hasarını artırdığı 

gözlemlenmiş; bu durum, ursolik asidin farklı hücre hatları ve konsantrasyonlarda yapılan 

çalışmalarda farklı biyolojik etkiler gösterebileceğini ortaya koymuştur. Önceki bazı 

çalışmalarda antioksidan ve nöroprotektif etkiler gösterdiği bildirilen ursolik asidin, bu 

çalışmada DNA hasarını artırması, onun farklı koşullarda prooksidan ya da genotoksik bir 

profile sahip olabileceğini düşündürmektedir. Bu bağlamda, ursolik asidin genotoksisite 
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potansiyelinin, doz, hücre tipi ve hastalık modeli gibi değişkenler ışığında dikkatli bir şekilde 

değerlendirilmesi gerektiği ortaya çıkmaktadır. 

Alzheimer Hastalığı (AH) modellemesi oluşturulan hücrelerde daha önce de 

bahsedildiği üzere bazı protein ve sitokin moleküllerinde artış olduğu bilinmektedir. Aβ 

proteinlerinin beyin dokusunda birikmesi, AH’de en bilinen patolojik belirtidir. Tau proteini ve 

fosforilasyonu ise nöronlar içerisinde yığınlar oluşturarak sinir hücrelerinin yapısını 

bozmaktadır. Diğer belirteç grubu olan pro-enflamatuvar sitokinlerin (IL-10, IL-6, IL-1α) 

AH’de seviyeleri yükselerek beyin içindeki enfeksiyonu artırıp hastalığın ilerlemesine katkı 

sağlar. TNF-α ve TNF-β sitokin grubunun da AH’nin enflamasyon süreçlerinde önemli roller 

oynadıkları bilinmektedir. Ayrıca kompleman sisteminin bileşenleri olan C1q, C3, C6 ve C9 

AH patogenezinde rol oynayan enflamasyon süreçlerini etkileyebilir. Son olarak AChE, AH’de 

asetilkolin düzeylerini düşürerek kognitif bozulmaya yol açar. APP ise anormal işlenmesi 

sonucu Aβ plaklarının birikmesine ve nörodejenerasyona neden olarak hastalığın ilerlemesine 

katkı sağlar. 

Bu biyogöstergelerin düzeyleri, ELISA kiti yardımıyla AH modellemesi yapılan ve 

yapılmayan SH-SY5Y hücrelerinde tespit edilmiş ve naringin ile ursolik asidin bu 

biyogöstergelerin düzeyleri üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir.  

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine, 25-250 μg/mL 

derişim aralığında uygulanan naringin, Aβ düzeylerini negatif kontrol grubunda gözlemlenen 

seviyelerin altına düşürerek anlamlı bir azalma sağlamıştır. Ayrıca, AH modeli oluşturulmayan 

SH-SY5Y hücrelerinde de 25, 50 ve 100 μg/mL derişimlerde naringin uygulaması, Aβ 

düzeylerini istatistiksel olarak anlamlı şekilde düşürmüştür (p<0,05). 

Öte yandan, AH modeli oluşturulan hücrelere 50, 100 ve 250 μg/mL derişimlerde 

uygulanan naringin, AChE enzim düzeylerinde bir artışa yol açmış olsa da bu artışın tüm 

gruplarda negatif kontrol grubuna kıyasla daha düşük düzeylerde kaldığı belirlenmiştir. Buna 

ek olarak, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde, naringin uygulanan tüm derişimlerde AChE 

enzim düzeylerinde anlamlı artış gözlenmiştir (p<0,05). 

Naringin uygulamasının tau protein düzeyleri üzerindeki etkilerine bakıldığında, FF ile 

modelleme yapılan hücrelerde 25-250 μg/mL derişimlerinde artmış tau düzeylerini azalttığı 

görülmüş; ancak 100 μg/mL derişiminde, FF uygulanan grupla karşılaştırıldığında anlamlı bir 

farklılık gözlemlenmemiştir. Buna karşılık, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde, naringin 25 

ve 50 μg/mL derişimlerde tau düzeylerini negatif kontrole kıyasla azaltırken, 100 ve 250 μg/mL 

derişimlerde ise tau düzeylerini anlamlı şekilde artırdığı dikkat çekmiştir (p<0,05). 
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Benzer şekilde, APP düzeyleri açısından, FF ile AH modeli oluşturulan hücrelerde 25-

250 μg/mL aralığında naringin uygulaması ile artmış APP düzeylerinin azaldığı saptanmış; 

ancak bu azalma, sadece 250 μg/mL derişimde FF uygulanan grupla karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Bununla birlikte, AH modeli oluşturulmayan 

hücrelerde, naringin uygulamasının 100 ve 250 μg/mL derişimlerde APP düzeylerini negatif 

kontrole göre artırmış olması dikkat çekici bir bulgudur (p<0,05). 

Literatürde, naringinin AH gibi nörodejeneratif hastalıklar üzerinde nöroprotektif etkiler 

gösterdiğini destekleyen çok sayıda çalışma bulunmaktadır. Meng ve ark.nın in vivo 

çalışmasında, naringinin hidrokortizonla bellek bozukluğu oluşturulan farelerde Aβ ve APP 

düzeylerini anlamlı şekilde azalttığı ve bu etkilerin Aβ metabolizması üzerinden gerçekleştiği 

gösterilmiştir. Ayrıca, östrojen reseptörü inhibitörü uygulandığında bu etkilerin kaybolması, 

naringinin ER aracılı bir mekanizma ile bu proteinler üzerinde düzenleyici rol oynayabileceğini 

düşündürmüştür. Meng ve ark.nın çalışmasında, hidrokortizon ile oluşturulan fare modelinde 

p-Tau ve CDK5 protein düzeyleri anlamlı şekilde artmış; ancak naringin uygulaması bu protein 

düzeylerini belirgin olarak azaltmıştır. Ayrıca, nöroprotektif etkisi bilinen KN15112502 

molekülü ile naringin arasında p-Tau ve CDK5 düzeyleri açısından anlamlı bir fark 

bulunmamıştır [332]. Bu sonuçlar, tez çalışmasındaki naringinin nöroprotektif etkisini 

destekleyen bulgularla da uyumludur. Silva ve ark. yapmış oldukları çalışmada AH tedavisi 

için enzimatik inhibitörler üzerinde yoğunlaşmışlar ve AChE’yi inhibe edici moleküller ile 

çalışmışlardır. Çalışmada 50 µg/mL naringinin AChE’yi %55,68 oranında inhibe ettiği 

bulunmuştur. Bu durum naringinin iyi bir AChE inhibitörü olduğunu göstermektedir [333]. 

Difenilalanin (FF) ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 0,1–1 μg/mL 

derişim aralığında ursolik asit uygulandığında, hücrelerdeki Aβ düzeylerinin azaldığı ve bu 

azalmada en güçlü etkinin 1 μg/mL derişiminde gözlemlendiği belirlenmiştir. Benzer şekilde, 

AH modeli oluşturulmayan SH-SY5Y hücrelerinde de 0,25 ve 0,5 μg/mL derişimlerinde 

yapılan ursolik asit uygulamaları Aβ düzeylerini anlamlı şekilde düşürmüştür (p<0,05). 

Öte yandan, FF ile AH modeli oluşturulan hücrelerde, 0,1, 0,25 ve 1 μg/mL 

derişimlerinde ursolik asit uygulaması AChE enzim düzeylerinde artışa neden olmuş, ancak bu 

artışlar negatif kontrole kıyasla düşük düzeylerde kalmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır. Buna karşılık, 0,5 μg/mL derişiminde yapılan uygulama AChE düzeylerini 

azaltsa da bu azalma FF grubuna kıyasla anlamlı değildir. İlginç olarak, AH modeli 

oluşturulmayan hücrelerde, 0,5 ve 1 μg/mL derişimlerinde yapılan ursolik asit uygulamaları 

AChE düzeylerinde anlamlı düşüşe neden olmuştur (p<0,05). 
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Aynı çalışmada, FF ile AH modeli oluşturulan hücrelerde 0,1–1 μg/mL derişim 

aralığında uygulanan ursolik asit, artmış tau protein düzeylerini genel olarak azaltmış, ancak bu 

azalma yalnızca 1 μg/mL derişiminde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Önemli bir 

bulgu olarak, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde, ursolik asidin uygulandığı tüm 

derişimlerde tau protein düzeylerini anlamlı şekilde artırdığı saptanmıştır (p<0,05). 

Son olarak, FF ile AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 0,1–1 μg/mL aralığında 

uygulanan ursolik asit, APP düzeylerini azaltmış olsa da bu azalma sadece 0,25 ve 0,5 μg/mL 

derişimlerinde FF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Ayrıca, AH modeli 

oluşturulmayan hücrelerde, 0,25 μg/mL hariç tüm derişimlerde yapılan ursolik asit 

uygulamalarının APP düzeylerini negatif kontrole kıyasla anlamlı şekilde artırmış olması 

dikkat çekicidir (p<0,05). 

Daha önce yapılan araştırmalarda, ursolik asidin PC12 hücrelerinde Aβ kaynaklı serbest 

radikal üretimini ve lipid peroksidasyonunu azalttığı bildirilmiştir [334]. Aynı zamanda ursolik 

asit Aβ-indüklenmiş Candida elegans modelinde Aβ birikimini engellemiş, oligomer ve 

monomer düzeylerini düşürmüştür [335]. Ursolik asidin nörorejeneratif etkisi, Aβ kaynaklı 

nörotoksisite ve hafıza bozukluklarına sahip farelerde bilişsel fonksiyonların iyileşmesiyle 

gösterilmiştir [336]. Bu sonuç, ursolik asidin güçlü bir asetilkolinesteraz inhibitörü olarak etki 

etmesi ile desteklenmiştir [337,338]. Ayrıca ursolik asidin oksidatif stres ve enflamasyonu 

baskılayıcı etkileri sayesinde merkezi sinir sistemi ile ilişkili bozuklukların iyileştirilmesinde 

çok hedefli özellikler sergilediği bildirilmiştir [336,339,340]. Çalışmamızda AH modellenmiş 

hücrelerde ursolik asidin tau proteininin birikimini baskılayabileceği dolayısı ile hastalık 

durumundaki patolojik fosfo-tau oluşumunu azaltma potansiyeline sahip olduğu 

düşünülmektedir. Fakat modellenmemiş hücre grubunda tau protein düzeylerinin artması 

ursolik asidin tau ekspresyonunu uyarabileceğini, yani bir çeşit nörogenez veya hücresel 

adaptasyon yanıtı oluşturabileceğini düşündürmektedir. Ancak bu artış, hastalık modeli yokken 

tau'nun patolojik değil fizyolojik formda olabileceği için farklı bir biyolojik etkiyi temsil 

edebilir. Sonuç olarak, bu veriler ursolik asidin tau protein düzeyleri üzerinde duruma özgü 

etkileri olabileceğini göstermektedir. AH modeli hücrelerde tau birikimini azaltıcı etkisi, onun 

potansiyel Alzheimer’a karşı koruyucu ve/veya tedavi edici özelliğine işaret ederken; normal 

hücrelerdeki artış, bu molekülün dikkatli doz değerlendirmesiyle kullanılması gerektiğini 

ortaya koymaktadır. 

Alzheimer hastalığında (AH) enflamasyon biyogöstergelerindeki değişimlere 

bakıldığında; IL-1α düzeyleri açısından değerlendirildiğinde, AH modeli oluşturulmayan 
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hücrelerde naringin uygulamasının IL-1α düzeylerini artırdığı gözlenmiştir. Buna karşın, FF ile 

AH modeli oluşturulan SH-SY5Y hücrelerine 25-250 μg/mL derişimlerde uygulanan naringin, 

artan IL-1α düzeylerini azaltmıştır; ancak 25 ve 50 μg/mL derişimlerinde bu azalma istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıştır (p<0,05). Benzer şekilde, IL-6 düzeylerine bakıldığında, AH 

modeli oluşturulmayan hücrelerde naringin uygulaması IL-6 düzeylerini artırırken, FF ile AH 

modeli oluşturulan hücrelerde artan IL-6 düzeyleri 25-250 μg/mL naringin uygulaması ile 

azalmış, ancak bu azalma da istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p<0,05). IL-10 

düzeyleri açısından ise, FF ile AH modeli oluşturulan hücrelere 25 μg/mL derişimde uygulanan 

naringinin, FF uygulamasıyla artan IL-10 düzeylerini azalttığı bulunmuştur. Buna karşılık, AH 

modeli oluşturulmayan hücrelerde 25-250 μg/mL derişimde uygulanan naringin, IL-10 

düzeylerini anlamlı şekilde artırmıştır (p<0,05). 

IL-6 mikrogilia hücrelerini aktive ederek amiloid plakların oluşumunu aktive ederek 

sinaptik plastisiteyi olumsuz etkilemektedir. Bu durum AH’de nöroenflamasyonun sürmesinde 

katkıda bulunur. Long ve ark.nın yapmış oldukları çalışmada, CCL2 ile indüklenen 

enflamasyona naringinin etkisi değerlendirilmiştir. Çalışmada IL-6 mRNA ifadesinin miktarına 

bakılmış olup naringin uygulanan grupta CCL2’nin arttırmış olduğu IL-6 mRNA ifade 

seviyeleri anlamlı şekilde azalmıştır [341]. Kankılıç ve ark.nın yapmış olduğu in vivo bir 

çalışmada; kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan paklitakselin (PTX) testis dokusunda 

oluşturduğu toksisiteye karşı, naringinin koruyucu etkisi incelenmiştir. Çalışmada PTX’in testis 

dokusunda IL-6 mRNA düzeyini anlamlı bir şekilde arttırdığı görülmüş olup naringin 

tedavisinin bu artışı anlamlı düzeyde azaltarak enflamasyonu hafiflettiği tespit edilmiştir. 

Ayrıca çalışmada 100 mg/kg dozundaki naringin, 50 mg/kg dozuna kıyasla IL-6 düzeyini 

düşürmede daha etkili bulunmuş olup naringinin doza bağlı bir baskılayıcı etkisi olduğunu 

göstermişlerdir [342]. 

Kompleman sistemi bileşenlerinden C1q düzeyleri, AH modeli oluşturulmayan 

hücrelerde naringin uygulaması ile artmış; buna karşılık, AH modeli oluşturulan hücrelerde 

artmış olan C1q düzeyleri naringin uygulaması ile azalmış olsa da bu azalma istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p<0,05). Öte yandan, C3, C6 ve C9 düzeyleri açısından anlamlı 

değişiklikler gözlenmiştir. AH modeli oluşturulmayan hücrelerde 25-250 μg/mL naringin 

uygulaması bu üç bileşenin düzeylerini önemli ölçüde azaltmıştır. Aynı şekilde, FF ile AH 

modeli oluşturulan hücrelerde artmış olan C3, C6 ve C9 düzeylerinin de naringin uygulaması 

ile anlamlı şekilde azaldığı saptanmıştır (p<0,05). 
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Long ve ark. tarafından yapılan çalışmada, CCL2 kullanılan sıçanlarda kistein-aspartik 

asit-spesifik proteaz 3 (kaspaz-3)’ın mRNA ekspresyonu anlamlı şekilde arttığı, naringin 

uygulamasının ise kaspaz-3’ün mRNA ekspresyonunu anlamlı şekilde azalttığı bildirilmiştir 

[341]. PTX uygulanan in vivo bir çalışmada apoptoz belirteci olan C3, C6, C9 ve enflamasyon 

belirteci olan NF-kB protein düzeyleri kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde artmıştır. 

Çalışmada uygulan farklı derişimlerdeki naringinin ise C3, C6, C9 ve NF-κB protein 

düzeylerini azaltarak apoptoz ve enflamasyonu baskıladığı gösterilmiştir [342].  

Pro-enflamatuvar sitokinlerden TNF-α düzeyleri, AH modeli oluşturulmayan 

hücrelerde 50 ve 250 μg/mL derişimlerinde naringin uygulaması ile anlamlı şekilde artmıştır. 

Ancak, FF ile AH modeli oluşturulan hücrelerde artmış TNF-α düzeyleri, aynı derişimlerdeki 

naringin uygulaması ile anlamlı derecede azalmıştır (p<0,05). TGF-β düzeyleri ise AH modeli 

oluşturulmayan hücrelerde 25-250 μg/mL naringin uygulaması ile anlamlı şekilde artmıştır. 

Ancak FF ile AH modeli oluşturulan hücrelerde artmış TGF-β düzeyleri üzerine naringin 

uygulamasının anlamlı bir etkisi saptanmamıştır (p<0,05). 

Okadaik asit (OKA) uygulanan sıçanların hipokampüs ve serebral korteks bölgelerinde 

ciddi düzeyde oksidatif stresin oluştuğu bir çalışmada naringin uygulaması ile (50, 100 ve 200 

mg/kg) bu oksidatif stresin anlamlı bir şekilde azaldığı bildirilmiştir. Özellikle 200 mg/kg dozda 

naringin, rivastigmin ile benzer düzeyde bir antioksidan koruyuculuk sağlamıştır. OKA 

uygulanmış grupta, pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-α, TGF-β ve IL-1β seviyelerinde 

belirgin artış gözlenmiştir. Bu artış, OKA’nın nöroenflamatuvar yanıtı tetiklediğini ortaya 

koymaktadır. Naringin tedavisi ise, bu enflamatuvar belirteçlerin düzeylerini doza bağımlı 

şekilde anlamlı ölçüde düşürmüştür (p < 0,001) [343]. 

Ursolik asit uygulanmasında da SH-SY5Y hücreleri üzerinde AH modeli oluşturulan ve 

oluşturulmayan koşullarda çeşitli enflamatuvar belirteçlerinin miktarları değerlendirilmiştir. FF 

ile AH modeli oluşturulan hücrelere 0,1–1 μg/mL derişimlerde uygulanan ursolik asit, FF 

uygulamasıyla artan IL-10 düzeylerini azaltmıştır. Buna karşılık, AH modeli oluşturulmayan 

hücrelerde aynı derişimlerdeki ursolik asit uygulaması IL-10 düzeylerini anlamlı şekilde 

artırmıştır (p<0,05). IL-6 düzeylerine bakıldığında, AH modeli oluşturulmayan hücrelerde 

ursolik asit uygulaması bu sitokinin düzeylerini artırmış; FF ile AH modeli oluşturulan 

hücrelerde ise artmış IL-6 düzeyleri belirli ölçüde azalmış, ancak bu azalma 0,1 ve 0,25 μg/mL 

derişimlerinde istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p<0,05). Benzer şekilde, IL-1α 

düzeyleri de AH modeli olmayan hücrelerde ursolik asit ile artmış; AH modeli oluşturulan 
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hücrelerde ise 0,1–1 μg/mL arasında azalma eğilimi gösterdiği halde, 0,25, 0,5 ve 1 μg/mL 

derişimlerinde bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptanmıştır (p<0,05). 

Çalışmalarda, uzun süreli ursolik asit uygulamasının NF-κB sinyal yolunu inhibe ettiği 

ve interlökinler (IL-1, IL-6, IL-12), interferon-gamma, matriks metalloproteinaz-2 ve -9 

(MMP-2, MMP-9) düzeylerinde azalma sağladığı gösterilmiştir [192, 326]. 

Kompleman sistemi bileşenlerinden C1q düzeyleri, AH modeli oluşturulmayan 

hücrelerde ursolik asit uygulamasıyla artmış; buna karşılık, FF ile AH modeli oluşturulan 

hücrelerde artmış C1q düzeyleri azalmış, ancak bu azalma yalnızca 0,25 μg/mL derişiminde 

anlamlı bulunmuştur (p<0,05). Öte yandan, C3, C6 ve C9 düzeyleri hem AH modeli 

oluşturulmayan hem de oluşturulan hücrelerde 0,1–1 μg/mL ursolik asit uygulamasıyla anlamlı 

şekilde azalmıştır (p<0,05). Bu bulgular, ursolik asidin kompleman sistemi üzerinde belirgin 

baskılayıcı etkiler oluşturduğunu göstermektedir. 

Farklı deneysel modellerde yürütülen çalışmalarda, ursolik asidin C3 ve C9 gibi 

apoptotik efektör proteinlerin düzeylerini azalttığı raporlanmıştır [344,345]. NO üretiminin 

beyinde nöronal nitrik oksit sentaz (nNOS) aracılığıyla gerçekleştiği, enflamatuvar süreçlerde 

ise indüklenebilir nitrik oksit sentazın (iNOS) aktive olduğu bilinmektedir [346]. Ayrıca, uzun 

süreli ursolik asit tedavisinin iNOS aktivitesini azalttığı da gösterilmiştir [347]. 

Pro-enflamatuvar sitokinlerden TNF-α düzeyleri, AH modeli oluşturulmayan 

hücrelerde 0,1–1 μg/mL derişimlerinde anlamlı biçimde artarken, FF ile AH modeli oluşturulan 

hücrelerde bu sitokin düzeylerinde azalma saptanmış; ancak bu değişiklikler istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p<0,05). TGF-β düzeyleri açısından ise çift yönlü bir etki dikkat 

çekmiştir: AH modeli oluşturulmayan hücrelerde 0,1 μg/mL derişiminde TGF-β düzeyleri 

anlamlı şekilde artmışken AH modeli oluşturulan hücrelerde ise 0,1–1 μg/mL aralığındaki 

ursolik asit uygulaması artmış TGF-β düzeylerini anlamlı biçimde azaltmıştır (p<0,05). 

Genel olarak değerlendirildiğinde, ursolik asidin SH-SY5Y hücrelerinde enflamatuvar 

belirteçler üzerindeki etkileri hem uygulanan derişime hem de hücrelerin içinde bulunduğu 

fizyolojik ya da patolojik duruma bağlı olarak değişkenlik göstermektedir. AH modeli 

oluşturulmayan hücrelerde genellikle pro-enflamatuar yanıtın arttığı, buna karşılık hastalık 

modeli oluşturulan hücrelerde pro-enflamatuvar ve kompleman aktivitesinin baskılandığı 

gözlemlenmiştir. Bu bulgular, ursolik asidin potansiyel bir nöroprotektif ve immün modülatör 

ajan olabileceğini göstermektedir. 

Zhao ve ark. tarafından yapılan in vitro çalışma, ursolik asidin enflamasyonu baskılayıcı 

etkiler gösterdiğini ortaya koymuştur. LPS ile uyarılan makrofaj hücrelerinde ursolik asit, TNF-
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α, IL-6 ve IL-1β gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin düzeyini azaltmıştır. Bu etkilerin, Toll 

benzeri reseptör 4/myeloid diferansiyasyon 88 (TLR4/MyD88) sinyal yolunun inhibisyonuyla 

gerçekleştiği belirlenmiştir. Ayrıca ursolik asit, otofajiyi artırarak bu yolu dolaylı olarak da 

baskılamış; otofaji inhibisyonu ise bu etkileri tersine çevirmiştir. Bu bulgular, ursolik asidin 

enflamasyonu hem doğrudan sinyal yollarını hedef alarak hem de otofaji üzerinden dolaylı 

şekilde düzenleyebildiğini göstermektedir [186]. Qu ve ark.nın yapmış olduğu diğer bir 

çalışmada, ursolik asidin enflamasyonla ilişkili apoptoz mekanizmaları üzerinde düzenleyici 

bir etki gösterdiğini ortaya koymaktadır.  

Kaspaz ailesi proteazları arasında merkezi bir rol üstlenen C3, hücre ölümü sürecinin 

temel yürütücüsü olup, enflamatuvar süreçlerle doğrudan ilişkilidir. Ursolik asidin, H₂O₂ ile 

uyarılmış PC12 hücrelerinde kaspaz-3 aktivitesini anlamlı düzeyde azalttığı gözlemlenmiştir. 

Ayrıca, ursolik asidin antioksidan bileşik olan ATS ile birlikte kullanımı, tekli uygulamalara 

kıyasla daha güçlü bir inhibisyon sağlamıştır. Mitokondriyal membran potansiyelinin (MMP) 

korunmasına yönelik etkiler de ursolik asidin apoptozu dolaylı olarak baskıladığını 

desteklemektedir. MMP düşüşü, C9 aracılığıyla C3 aktivasyonunu tetikleyen temel bir 

mekanizmadır. Ursolik asit uygulaması, mitokondriyal disfonksiyonu önleyerek bu zincirleme 

süreci engellemekte ve enflamatuvar yanıtın ilerlemesini sınırlandırmaktadır. Elde edilen 

veriler, ursolik asidin antienflamatuvar etkisinin yalnızca sitokin üretiminin baskılanması ile 

sınırlı kalmadığını; aynı zamanda hücre ölümüyle ilişkili kaspaz yolaklarını hedef alarak daha 

geniş kapsamlı bir koruyucu mekanizma sunduğunu göstermektedir [348]. Başka bir çalışma 

da ise influenza A virüsü ile enfekte A549 hücrelerine uygulanan ursolik asidin TNF-α, IL-1β, 

IL-18 ve IL-6 gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin üretimini, viral yükü ve oksidatif stresi belirgin 

şekilde azalttığı gösterilmiştir [187].  

SH-SY5Y hücrelerinde naringin ve FF ile AH modeli oluşturtulan SH-SY5Y 

hücrelerinde naringinin apoptoz üzerine etkileri incelendiğinde; negatif kontrol hücrelerinde 

canlı hücrelerin oranı %85’in üzerinde olup; nekroz, erken ve geç apoptotik hücreler toplam 

hücrelerin %15’ini oluşturmaktadır. FF ile AH modeli oluşturulan hücrelerde ise canlı hücre 

sayısı azalmış ve apoptotik hücre sayısı artmıştır. Hücrelere 25 ve 250 µg/mL derişimdeki 

naringin uygulamasının apoptotik hücre sayısını doza bağlı arttırdığı, fakat FF’nin neden 

olduğu apoptotik hücre sayısındaki artışı azalttığı gözlenmiştir. Bununla birlikte FF uygulanan 

hücrelerde 250 µg/mL naringinin nekrotik hücre sayısını da artırdığı saptanmıştır. 0,1 ve 1 

µg/mL derişimdeki ursolik asit uygulaması ise apoptotik hücre sayısını doza bağlı arttırdığı gibi 

FF’nin neden olduğu apoptotik hücre sayısındaki artışı da artırmıştır. 
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Literatürde yer alan in vivo bir çalışmada, naringinin hidrokortizon ile oluşturulan hafıza 

bozukluğu modelinde bilişsel yetileri artırarak nöroprotektif etkiler gösterdiği ve AH tedavisi 

için potansiyel bir aday olabileceği belirlenmiştir. Çalışmada naringinin bu etkisinin, apoptozu 

inhibe etmesine bağlı olduğu ve bu amaçla C3, Bad ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonları 

incelenmiş olup yapılan Western blot analizleri, hidrokortizonun cleaved-kaspaz-3 ve Bad 

düzeylerini artırıp Bcl-2 düzeyini azalttığını, naringinin ise bu değişiklikleri tersine çevirdiğini 

göstermiştir. Qiu ve ark. tarafından yapılan in vitro çalışmada ise Aβ25–35 ile muamele edilen 

PC12 hücrelerinde apoptoz oranı anlamlı şekilde arttığı gösterilmiş fakat naringin ile yapılan 

ön işlem sonrasında hücrelerde apoptoz oranı belirgin şekilde azalmış, bu da naringinin 

koruyucu etki gösterdiği belirtilmiştir [130]. Her iki çalışmada da östrojen reseptörü 

inhibitörünün kullanıldığı ayrı bir düzenek hazırlanmış; naringin bu inhibitörle birlikte 

uygulandığında, nöroprotektif etkisinin azaldığı gösterilmiştir. Sonuç olarak bu çalışmalarda, 

naringinin nöroprotektif etkilerini östrojen reseptörü aracılığıyla gerçekleştirdiği 

belirtilmektedir.  

Daha önce ursolik asidin prostat, meme, kolon ve karaciğer kanserlerinde antikanser 

etkileri çalışılmıştır [349-351]. Ursolik asit ile yapılan in vitro bir çalışmada ise Oldenlandia 

diffusa (Rubiaceae) bitkisinden izole edilen ursolik asidin yumurtalık kanseri hücreleri 

üzerindeki apoptotik (programlanmış hücre ölümü) etkileri incelenmiştir [175]. Ursolik asidin 

SK-OV-3 ve A2780 hücrelerinde sırasıyla 50 μM ve 65 μM IC50 değerlerinde sitotoksik etki 

gösterdiği ve SK-OV-3 hücrelerinde apoptotik cisimciklere rastlandığı bildirilmiştir. Ursolik 

asidin apoptozu, yapılan Western Blot analizlerinde apoptoz yolaklarında yer alan kaspaz-9 ile 

C3’ü aktive ederek sağladığı tespit edilmiştir. Yaptığımız tez çalışmasında da ursolik asidin 

düşük derişimlerinde bile apoptotik hücre sayısını arttırdığı görülmüş olup bu bağlamda 

çalışmamız literatür bilgileri ile paralellik göstermektedir.  
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6. SONUÇ 

Bu tez çalışmasında, naringin ve ursolik asidin, SH-SY5Y insan nöroblastoma hücre 

hattında difenilalanin (FF) kullanılarak oluşturulan in vitro Alzheimer hastalığı (AH) 

modelindeki olası etkileri çok yönlü biyokimyasal ve moleküler analizlerle değerlendirilmiştir. 

Naringin uygulaması, özellikle düşük konsantrasyonlarda, oksidatif stres düzeylerinde 

anlamlı bir azalma sağlayarak antioksidan savunma kapasitesini artırmış, Aβ, tau ve APP 

düzeylerini düşürerek nörodejeneratif süreci baskılamış, AChE inhibisyonu yoluyla kolinerjik 

sistemi desteklemiş ve enflamatuvar biyogöstergelerde (IL-1α, IL-6, TNF-α gibi) belirgin 

azalmalarla nöroenflamasyonun baskılanmasına katkıda bulunmuştur. Ayrıca genotoksisite ve 

apoptoz düzeylerinde de düşüş gözlemlenmiş, bu etkiler naringinin güçlü bir nöroprotektif aday 

olduğunu göstermiştir. 

Ursolik asit ise bazı derişimlerde apoptoz ve genotoksisiteyi artırma eğilimi göstermiş 

olmakla birlikte, Aβ, tau ve APP protein düzeylerinde azalma sağlamış ve enflamatuvar 

biyogöstergelerde genel bir azalma eğilimi göstermiştir. Bu durum, ursolik asidin de potansiyel 

olarak AH ile ilişkili patolojik süreçleri baskılayabileceğini, ancak etki ve toksisite profilinin 

doz, hücre tipi ve patolojik ortam gibi faktörlere bağlı olarak değişkenlik gösterebileceğini 

ortaya koymuştur. 

Genel olarak değerlendirildiğinde, elde edilen bulgular hem naringin hem de ursolik 

asidin, AH modelinde olumlu etkilere sahip olabileceğini göstermekte olup, özellikle naringinin 

daha belirgin ve çok yönlü koruyucu etkiler sunduğu anlaşılmıştır. Bununla birlikte, her iki 

bileşiğin de klinik uygulamalara yönelik olarak değerlendirilmesi için ileri düzey 

farmakokinetik, farmakodinamik ve in vivo çalışmaların yapılması gerekliliği önemle 

vurgulanmaktadır. 

Bu tez, doğal kaynaklı fitokimyasalların AH’ye karşı olası terapötik yaklaşımlar 

geliştirilmesinde değerli bir veriler sunmakta olup bu alandaki ileri çalışmalara ışık 

tutabilecektir. 
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