T.C.

SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITESI

GULHANE SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

IN VITRO ALZHEIMER HASTALIK MODELINDE
NARINGIN VE URSOLIK ASIiDIN ETKILERININ INCELENMESI

Ecz. Emre KORKMAZ

Farmasotik Toksikoloji

Doktora Program

Doktora Tezi

HAZIRAN 2025



SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITESI

GULHANE SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

IN VITRO ALZHEIMER HASTALIK MODELINDE
NARINGIN VE URSOLIK ASIDIN ETKILERININ INCELENMESI

Ecz. Emre KORKMAZ

DANISMAN

Prof. Dr. Merve GUDUL BACANLI

Farmasotik Toksikoloji

DOKTORA TEZi

ANKARA

HAZIRAN 2025



BEYAN

Saglik Bilimleri Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun
olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

* Mevcut tez ¢calismasinin kendi ¢alismam oldugunu,

* Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlari akademik ve etik kurallar
cercevesinde elde ettigimi,

 Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

* Tez ¢alismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

* Mevcut tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir
davranigimin olmadigini,

+ Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bildirir, aksi bir durumda

aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan ederim.

Emre KORKMAZ
26.06.2025



OZET

Alzheimer hastalig1 (AH), giiniimiizde tedavi ve dnleme yontemlerinin yetersiz kaldigi, 6nemli
bir halk saglig1 sorunu olarak 6ne ¢ikmaktadir. Son yillarda, hastaligin patofizyolojisine yonelik
yeni stratejiler gelistirilmesi amaciyla, fitokimyasal bilesiklerin noroprotektif etkilerinin
arastirtlmasina artan bir ilgi mevcuttur. Bu kapsamda, turunggillerde bulunan bir flavonoid olan
naringin, antienflamatuvar, antiviral, antioksidan ve antihipertansif etkileriyle dikkat
cekmektedir. Kardiyo- ve serebrovaskiiler hastaliklarin tedavisindeki potansiyelinin yani sira,
lipopolisakkarit (LPS) kaynakli néronal apoptozu azaltici etkisi gosterilmis ve Alzheimer
patolojisi tizerindeki olasi etkileri de arastirilmaya baglanmistir. Benzer sekilde, elma, feslegen,
cilek ve meyve kabuklarinda bulunan dogal bir triterpenoid olan ursolik asit, antioksidan,
antikanser ve antienflamatuvar o6zellikler tasimakta olup, ndroprotektif etkilerinin 6zellikle
oksidatif stresin baskilanmasi ve pro-enflamatuvar sinyallerin inhibisyonu ile iligkili oldugu
bildirilmektedir. Bu ¢alismada, naringin ve ursolik asidin AH iizerindeki olas1 etkileri, insan
noroblastoma hiicrelerinde (SH-SYSY) difenilalanin (FF) ile olusturulan bir in vitro AH
modelinde degerlendirilmistir. Oncelikle 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum
bromiir) (MTT) testi ile bu bilesiklerin sitotoksik etkileri ve model tlizerindeki etkileri
belirlenmistir. Ardindan, belirlenen etkili konsantrasyonlarda, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri
(ROT) diizeyleri oOlgiilerek antioksidan kapasiteleri incelenmistir. DNA hasar tek hiicre jel
elektroforez (Comet) analizi ile, apoptoz diizeyleri ise Annexin V-FITC/PI boyama yontemiyle
akim sitometrisi kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, AH patofizyolojisine iliskin
biyogostergeler olan amiloid prekiirsér protein (APP), tau ve amiloid beta (AB) diizeyleri ile
enflamatuvar yanit1 yansitan kaspaz (C)lq, C3, C6, C9, interlokin (IL)-la, IL-6, IL-10,
dontstiiriicti biiyiime faktorii (TGF)-B, timor nekroz faktér (TNF)-a gibi biyogdstergeler
kantitatif olarak analiz edilmistir. Elde edilen bulgular, naringinin diisiik konsantrasyonlarda
oksidatif stresi anlamli diizeyde azaltarak A, tau ve APP diizeylerinde diisiis sagladigini;
ayrica AChE aktivitesini inhibe ederek kolinerjik sistemin korunmasina katkida bulundugunu
ve enflamatuvar yanit1 baskilayici etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Ursolik asit ise
apoptoz ve genotoksisiteyi artirma potansiyeline sahip olmasina ragmen, AH modelinde AP,
APP ve tau birikimini baskilamis, enflamatuvar sitokin ve kompleman protein diizeylerinde
genel bir azalma egilimi gostermistir. Bu veriler hem naringin hem de ursolik asidin AH’ye
kars1 potansiyel etkili ajanlar olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak AH’de kullanim
acisindan bu bilesikler iizerine yapilacak ileri farmakodinamik ve toksikolojik ¢alismalara

gereksinim duyulmaktadir.
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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 (AP), as well as inflammation-related markers including caspases (C)1q, C3, C6,
C9, interleukins (IL)-1a, IL-6, IL-10, transforming growth factor (TGF)-B, and tumor necrosis
factor (TNF)-0.The findings demonstrated that naringin, at low concentrations, significantly
reduced oxidative stress, decreased AP, 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 AB, 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. GIRIS

1907°de ilk olarak Alois Alzheimer tarafindan tanimlanan Alzheimer Hastaligi (AH)
baslangicta Ozellikle kisa siireli hafizay1 etkileyen sonralar1 ise dil, ruh hali, hareket ve
fizyolojik islevleri de etkileyen bir bozukluk olarak ifade edilmistir. AH nin ilerlemesiyle
birlikte hafiza bozuklugu, kelime anlama yeteneginin kaybi, kas koordinasyonunu iceren
karmagik gorevleri yerine getirememe (banyo, giyinme, yemek yeme gibi), tanidik nesneleri
kullanma becerilerinde azalma, normal aktiviteleri planlama ve yiiriitme becerisindeki kayiplar
gibi giinliik isleyiste onemli sorunlarla karsilasilmaktadir [1]. AH’de gézlenen demansin siddeti
ve dolayisiyla baslangici, genetik ve cevresel faktorlere bagli olarak bireyler ve toplumlar
arasinda farklilik gostermektedir. Norodejeneratif hastaliklarla miicadelede ¢ok yonlii terapotik

stratejiler uygulanmasina ragmen, basar1 sadece semptomatik tedavi ile sinirhidir.

Motor ve biligsel yeteneklerin insanlarda yasla birlikte kotiilesmesinin oksidatif stres ve
enflamasyonun kiimiilatif etkilerine kars1i hassasiyetin artmis olmasi kaynakli oldugu
distiniilmektedir [2]. Alzheimer hastalarinda beyin dokusunun oksidatif strese maruz kaldigina
dair kanitlar vardir [3]. Calismalar, oksidatif stresin hastaligin birincil belirtilerinden oldugunu

gostermektedir [4].

Alzheimer Hastalig1 (AH) patolojisi, B-amiloid 6ncii proteinlerin (APP) mutasyonu ve
proteolitik enzimler i¢in presenilin kodlayan genin duplikasyonu nedeniyle artmis norofibriler
yumaklar ve B-amiloid seviyesi ile karakterizedir [5]. Devam eden siirecte, kolinerjik aktivite
eksikligi ve strese bagli enflamasyonun takip ettigi plak olusumu goriilmektedir. Bu durum,
AH’ye yol acan bilissel bozulmaya ve f-Amiloid birikimi, immdiin hiicre infiltrasyonunu aktive
ederek enflamasyona neden olmaktadir. Bu reaksiyonlar, sadece hiicre iletisimini engellemekle
kalmay1p, ayn1 zamanda bilissel bozulmaya ve néronal hiicre 6liimiine de yol agmaktadir. AH
hastalarinin beyinlerindeki -amiloid plaklarin birikmesi ile iliskili enzimler butirilkolinesteraz
(BChE), asetilkolinesteraz (AChE) ve B-amiloid sekretaz-1 (BACE-1)’dir. Presenilinler (PSEN
I, PSEN II) ve amiloid prekiirsor protein (APP) gibi genlerdeki mutasyonlar, AH’ nin erken
baslangicinda yer alan genetik faktorler iken; B-amiloid olusumuna yol agan apolipoprotein E
(APOE) geninin asir1 ekspresyonu, AH’nin gelisiminde en 6nde gelen genetik risk faktorii

olarak kabul edilmektedir [6,7].

Mitokondrilerde, redoks aktif metaller, yiiksek seviyelerde hidrojen peroksit (H20:)
iireten ve oksidatif hasara neden olan oksidatif tepki elemanlar ile etkilesime girmektedir.

Hastaligin erken evresinde f-amiloid ve tau protein birikimi bu hasari telafi etmekte ve hasarin
1



etkisini azaltabilmektedir. Ancak hastalik ilerlediginde antioksidan aktivite azalmakta ve bu da
hastalarda yiiksek oksidatif strese neden olan reaktif tiirlerin olusumuna yol agmaktadir. Beyin
hiicrelerinde 16kotrien sinyal inhibisyonu, néroenflamasyon ve ndrodejenerasyon inhibisyonu
ile iliskilidir ve l6kotrien sinyalizasyon sistemini hedeflemek, AH nin patolojisinin ¢esitli

yoOnlerine aracilik edecegi diistiniilmektedir [8].

Mikrotiibiil yapiminda ve stabilizasyonunda énemli bir rol oynayan tau proteini, uygun
noronal aktiviteyi destekler. Anormal tau proteini fosforilasyonu, AH'nin ilerlemesiyle ve ayrica
in vitro ve in vivo modellerinde iiretildiginde sitotoksisiteye neden olma yetenegi ile
iliskilendirilmistir [9]. AH, protein veya organel hasarina yanit olarak otofagosom {iretim
hizinin par¢alanma hizindan daha yiiksek oldugu otofajik stresle de iligkilidir [10]. Ayrica gii¢lii
otofajik aktivite, hasarli mitokondriyi ortadan kaldirabilir, boylece dolayli olarak ROT {iretimi

miktarini ve enflamatuvar aktivasyonunu azaltabilir [11].

Diinya capinda giderek goriilme sikligi artan ve en 6nemli hastaliklardan biri olan
AH'nin tedavisine yonelik halen ¢ok az sayida ila¢g bulunmaktadir. Klinikte agirlikli olarak
kullanilan mevcut ilaglar takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin, memantindir. Karmasik,
cok faktorlii bir hastalik oldugundan, AH'nin tedavisi i¢in daha etkili ilaglarin gelistirilmesine
acil ihtiyag¢ vardir. Dogadan izole edilebilen ¢ok sayida molekiil, yeni ilaglarin kesfi i¢cin degerli

bir kaynagi temsil etmektedir.

Uzun zamandir dogal bilesikler, ¢esitli patolojik hastaliklarin tedavisinde terapotik
ajanlar olarak kullanilmaktadir. Fitokimyasallar, bitkiler tarafindan sentezlenen ve
norodejeneratif ile noropsikiyatrik hastaliklar da dahil olmak iizere bir¢ok rahatsizligin
tedavisinde kullanilan veya kullanim potansiyeli tasiyan dnemli biyoaktif bilesiklerdir. Baglica
fitokimyasal siniflar1 arasinda polifenoller (flavonoidler, tanenler), ligninler, lignanlar,
terpenoidler, steroidler ve alkaloitler yer almaktadir. Son c¢alismalar, bu bilesiklerin
noroprotektif ve noroterapotik etkiye sahip oldugunu gostermistir. Tibbi bitkiler ve bunlardan
elde edilen dogal bilesikler olan fitokimyasallar, AH’nin temel Ozelliklerinden biri olan
oksidatif stres ve noroenflamasyona karsi koruyucu etkiler gostermektedir. Yapilan
arastirmalar, bu bilesiklerin  sinir  hiicrelerini  koruyarak  hastaligin ilerleyisini

yavaglatabilecegini ortaya koymustur [1].

Epidemiyolojik veriler ve klinik ¢alismalar, genetik faktorler dikkate alindiktan sonra
bile, 23 gelismis ililkede daha fazla flavonoid igeren beslenmenin demans goriilme oraninin daha

diisik olmasiyla baglantili oldugunu gostermistir [12]. Meyve, sebze ve saraptan gelen
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flavonoidler agisindan zengin olan Akdeniz diyeti AH’ nin ilk belirtilerinden olan hafif bilissel
bozuklugun ilerlemesini yavaslattigi kanitlanmistir [ 13-16]. Bu nedenle, daha yiiksek flavonoid

alimi ile AH’nin daha diisiik goriilme oran1 arasinda net bir korelasyon bulunmaktadir.

Alzheimer hastaligi (AH)’nda terapotik etkileriyle one ¢ikan biyoaktif bilesikler
arasinda kurkumin, apigenin, genistein, ginkgolitler, luteolin, melatonin, naringenin, piperin,
kersetin, resveratrol, timokinon, S-allil sistein, okaliptol, silibinin, epigallokatesin galat, rutin,
hesperidin, selastrol, protopanaksatriol, viniferin, baikalein, ligustilid, sinomenin ve honokiol
bulunmaktadir. Bu bilesikler, antikolinesteraz ve anti-amiloidojenik aktiviteleri sayesinde

AH’nin tedavisinde dnemli bir yere sahiptir [5-8,17-23].

Turunggillerden elde edilebilen en 6nemli flavonoidlerden biri naringindir. Giglii
antioksidan, antienflamatuvar, anti-apoptotik, anti-iilser, anti-osteoporoz ve antikanser
ozellikleri sayesinde biiyiik ilgi gérmiistiir [24]. Daha Once yapilan caligmalar, naringin
tedavisinin oksidatif hasar1 azaltabilecegini ve beynin, striatumun ve hipokampusun iskemi-
reperfiizyon kaynakli histopatolojik degisimlerini en aza indirebilecegini gostermistir [25].
Ayrica, Onceki arastirmalar, naringinin uzun siireli hafizay1 giiclendirdigini ve transgenik AH
modeli olusturulmus farelerde néroprotektif bir ajan olarak rol oynadigini ortaya koymustur

[26].

Geleneksel Cin Tibbi’nda yer alan Fructus Mume, Gardeniae Fructus, Fructus Ligustri
Lucidi, Hedyotis diffusa Willd gibi otlarda bulunan ursolik asidin farmakolojik etkileri
gosterilmistir. Bunlar arasinda ndéroproteksiyon, anti-kanser, anti-mikrobiyal, sedasyon,
hepatoproteksiyon, antienflamasyon, anti-oksidan ve kan glukozunu diizenleme gibi etkiler
bulunmaktadir. Bu 6zellikler, ursolik asidin kanser, bakteriyel enfeksiyon, diabetes mellitus,
AH, immiinolojik hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklar i¢in potansiyel olarak koruyucu ve terapotik

bir ajan olarak etki gostermesini saglar [27-30].

Bu tez ¢alismasinin amaci, dogal bilesikler arasinda yer alan naringin ve ursolik asidin
AH’deki olasi terapotik etkilerini hiicresel ve molekiiler diizeyde aragtirmaktir. Bu dogrultuda,
insan noroblastoma (SH-SY5Y) hiicre kiiltiiriinde difenilalanin (FF) dipeptit yapis1 kullanilarak
in vitro AH modeli olusturulmustur. Bunun i¢in FF’nin farkli ¢6ziiciiler kullanilarak ¢ozeltileri
hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin SH-SYS5Y hiicre kiiltlirlerindeki toksik etkileri ve amiloid plak
olusturma potansiyelleri degerlendirilmistir. /n vitro AH modelinin olusturulmasinin ardindan
naringin ve ursolik asit bilesiklerinin bu model {izerindeki etkileri ¢esitli biyokimyasal ve

molekiiler yontemlerle degerlendirilmistir. Hiicre canliligr 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
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Difeniltetrazolyum bromiir) (MTT) testi, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROT) diizeyleri DCF-
DA yontemi, DNA hasar1 tek hiicre jel elektroforez (Comet) analizi ile belirlenmistir. Ayrica,
apoptoz tizerine etkiler Annexin V/PI kiti kullanilarak akig sitometrisi yontemi ile incelenmistir.
Bununla birlikte, bilesiklerin enflamasyon ve norodejeneratif siirecler lizerindeki etkilerini
degerlendirmek iizere biyogosterge diizeyleri enzimle isaretlenmis immiinosorbent yontemi
(ELISA) ile kantitatif olarak analiz edilmistir. Bu amagla pro-enflamatuvar sitokinler (tiimor
nekroz faktor (TNF)-o, interlokin (IL)-1a, IL-6), anti-enflamatuvar sitokinler (IL-10, TGF-f),
kompleman sistemi bilesenleri (kaspaz (C)lq, C3, C6, C9), norodejeneratif siirecle iliskili
proteinler (amiloid beta (AP), amiloid prekiirsor proteini (APP), tau proteini) ve
asetilkolinesteraz (AChE) enzim diizeyleri o6l¢iilmiistiir. Bu kapsamli analizlerle, naringin ve
ursolik asidin AH ile iliskili oksidatif stres, enflamasyon, apoptoz ve norodejenerasyon

iizerindeki etkileri cok yonlii olarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fitokimyasallar

Son yillarda, sentetik ilaglarin uzun vadeli kullanimlariyla iligkili olast yan etkilerin
artmast ve bazi1 farmakolojik ajanlarin direng gelistirme riski nedeniyle, bitkisel kaynakli
fitokimyasal bilesiklere olan ilgi énemli Olc¢lide artmistir. Bu bilesiklerin ¢ogu, dogal olarak
gidalarda bulunmalar1 ve kimyasal senteze gerek olmadan dogrudan veya ekstrakte edilerek
elde edilebilmeleri sayesinde hem ekonomik hem de siirdiiriilebilir bir kaynak olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica, fitokimyasallarin antioksidan, antienflamatuvar ve néroprotektif
etkiler gibi ¢cok yonlii biyolojik etkiler gosterebilmesi, bu bilesikleri 6zellikle nérodejeneratif
hastaliklarda dikkat ¢eken adaylar haline getirmistir [31,32].

Fitokimyasallarin 6nemli bir avantaji da etki mekanizmalarinin molekiiler diizeyde
incelenebilir ve modellenebilir olmasidir. Modern teknikler ile bu bilesiklerin enzim
inhibisyonu, sinyal yolaklarin1 modiile etme veya gen ekspresyonunu diizenleme gibi etkileri
aydinlatilabilmektedir. Ayrica, bu bilesiklerin giinliik diyetle alinabilir olusu, toplum genelinde
genis capta uygulanabilir profilaktik ve terapdtik stratejiler gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Bitkisel kaynakli bilesiklerin genellikle daha diisiik toksisite profiline sahip
olmalar1 da bu tercih egilimini desteklemektedir [33,34].

2.1.1. Genel Yapilan

Flavonoidler, farkli pozisyonlarda fenolik veya polifenolik gruplart tasiyan bir
benzopiron halkasi i¢eren ikincil metabolitlerdir [35]. Meyve ve sebzelere aroma ve renk
saglayan tibbi bitkilerde ve besinlerde yaygin olarak bulunan 6nemli dogal polifenolik
bilesiklerdir. Bu bilesikler, oksijen igeren bir piran halkasi (C halkas1) ile baglanan iki aromatik
halkadan (A ve B halkalar1) olusan ortak bir ana ¢ekirdek C6-C3-C6 yapisina sahiptir (Sekil
2.1).
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Sekil 2.1. C6-C3-C6 ana ¢ekirdeginin ve flavonoidlerin alt siniflarinin kimyasal yapist.

Merkezi C halkasindaki oksidasyon derecesine, C halkasindaki {i¢ konumdaki ikameye
ve A/B halkalarinin hidroksilasyon modeline bagli olarak flavonoidler birka¢ ana kategoriyi
igerir: flavonlar, flavonol, flavanonlar, flavanonoller, izoflavanonlar, dihidroizoflavanonlar,
kalkonlar, dihidrokalkonlar, flavan-3-ollar, flavan-3,4-dioller, antosiyanidinler, ksantonlar,
auronlar ve homoizoflavonlar [36].

2.1.2. Biyolojik Etkileri

Flavonoidlerin yap1 iskeleleri ve yapisal ¢esitliligi, antioksidan [37], antibakteriyel [38],
antiviral [39], antinosiseptif [40], antikarsinojenik [41], antiiilserojenik [42] ve
antienflamatuvar [43] aktiviteler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli farmakolojik etkilere sahiptir.

Flavonoidler, disaridan alinan antioksidanlar olarak gérev yapar ve dort mekanizma

araciligiyla dogrudan radikaller tarafindan oksitlenerek daha az reaktif tiirlere doniisiir. Bu
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mekanizmalar: nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin inhibisyonu, ksantin oksidaz aktivitesinin
baskilanmasi, iyon kanali yollarmin modiilasyonu ve diger enzim sistemleriyle etkilesimdir
[33,44]. Flavonoidlerin antioksidan potansiyeli, molekiiler yapilariyla iligkilidir ve daha
spesifik olarak -OH gruplarinin konumu ve toplam sayisi, konjugasyon ve rezonans etkileri,
termodinamik olarak tercih edilen antioksidan bolgeyi degistiren ¢evresel faktorler ile her bir
bilesige 6zgii antioksidan mekanizmayla dogrudan baglantilidir [45,46].

Emblica officinalis’te bulunan flavonoidlerin, antikanser, antioksidan, antienflamatuvar
ve immiinmodiilator etkiler gibi bazi1 farmakolojik aktiviteler gosterdigi belirtilmistir [47].
Meyvelerde bulunan flavonoidlerin yemek borusu kanserine karsi koruyucu etki gosterdigi
bildirilmektedir [48]. Metoksi-flavon bilesiginin de kanser kemopreventif 6zellikler sergiledigi
belirtilmektedir [49]. Kakao polifenolleri, antienflamatuvar ve antioksidan aktivitelerinin yani
sira antikanser etkilere de sahiptir [50]. Litchi meyvesinden elde edilen flavonoidler (epikatesin,
proantosiyanidin B2 ve proantosiyanidin B4), meme kanserine kars1 etkili bulunmustur [51].
Soya izoflavonlar1 prostat kanserine karst aktiftir [52]. Cayda ve elma, sogan gibi flavonoid
acisindan zengin diger gidalarda bulunan flavonoidlerin akciger kanseri riskini azalttigi
gosterilmistir [53].

Flavonoid modifiye edilmis ilaglar (FMD), akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) ve fare
fibroblast (L929) hiicre hatt1 iizerinde ¢ok daha giiclii etkilere sahiptir [54]. Allium flavum ve
Allium carinatum, yabani ve yenilebilir sogan tiirleri olup flavonoidler, rutin, kuersetin 3-O-
glikozit ve kaempferol-3-O-glikozit agisindan zengindir. Bu bilesikler, bilinen antioksidan
potansiyellerinin yan1 sira etkili antikanser ajanlardir. Doksorubisin ile birlikte
kullanildiklarinda, insan karaciger kanseri (HepG2) ve A549 hiicre hatlarina kars1 anjiyojenik
faktorleri artis yoniinde diizenledikleri gozlemlenmistir [55].

Tibbi bitkilerde bulunan dogal biyolojik aktif flavonoidlerin antiviral aktiviteye sahip
oldugu ¢ok sayida caligmada bildirilmis olup, daha etkili olmalar1 amaciyla yogunlastirilmakta
ve modifiye edilmektedir [56]. Houttuynia cordata Thunb, Dogu Asya’da bulunan bir bitki
olup, influenza viriisii, Herpes simpleks viriis-1 ve insan immiin yetmezlik viriisii-1 (HIV-1)
gibi zarfl1 viriislere kars1 in vitro ortamda umut vadeden antiviral etkilere sahiptir [57].

Patojen bakterilerde ¢oklu ila¢ direncinin yayilmasinin artmasi, bir¢ok antibiyotigin
cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde etkisiz hale gelmesine yol agmistir [58].
Flavonoidler, insan bagisiklik sistemini gliglendirme yetenegine sahiptir [33]. Bazi

flavonoidler, mikroorganizmalarin sitoplazmik zarlarina zarar vererek, enerji metabolizmasini



ve niikleik asit sentezini inhibe ederek hem bakteriyostatik (bakteri ¢ogalmasini durdurucu)
hem de bakterisidal (bakteri oldiiriicii) ajanlar olarak etki gosterirler [59].

Bridelia, Phyllanthaceae familyasina ait bir bitki tiirtidiir ve Asya ile Giiney Afrika’da
agr giderici bir ilag olarak kullanilmaktadir. Bu bitkinin 6ziitii; kuersetin, gallokatesin-(4'-O-
7)-epigallokatesin, mirisetin-3-glikozitleri ve izoflavon gibi flavonoidleri igerir. Bu
flavonoidler, bitkinin antimalaryal, antibakteriyel ve antienflamatuvar etkilerinden sorumludur
[60].

Antosiyanidin, tiiberkiiloz ve ilaglara direngli Mycobacterium tuberculosis suslarina
kars1 6nemli bir rol oynamaktadir [61]. Calismalar, iki flavonoid olan hesperidin ve hesperetinin
yliksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini ortaya koymustur [62]. Cuscuta bitkisinden elde
edilen flavonoidlerin antiproliferatif, hepatoprotektif, anksiyolitik ve antimikrobiyal etkileri
oldugu bildirilmistir [59]. Turbina corymbosa ise dogal bir antimikrobiyal ajan ve tirozinaz
inhibitori kaynagidir [63,64].

Polifenoller, AH gibi oksidatif stresle iligkili dejeneratif hastaliklarin gelismesini
engelleyen giiglii antioksidanlardir [65]. Norolojik sistemi iyilestirme yeteneklerine gesitli
mekanizmalar aracilik etmektedir. Bunlar, néronal ve glial sinyal yollaryla etkilesimleri,
norotoksinlerin aracilik ettigi ndronal hasar, kayip ve noroenflamasyonda azalma, reaktif
oksijen tiirleri (ROT) iiretiminde azalma ve amiloid beta (Af) ve tau proteini gibi néropatolojik
belirteclerin birikiminde azalma iizerine etkileridir [66]. Meyveler, stilben, antosiyaninler gibi
polifenolik bilesikler igeren ¢esitli dogal flavonoidler barindirir. Bu flavonoidlerin,
norodejeneratif hastaliklara karsi etkili olmasimin yam sira, antimutajenik ve antimikrobiyal
ajanlar olarak da etkili olduklar1 bildirilmistir [67].

Benzer sekilde, flavonoid agisindan zengin bir diger bitki olan Ginkgo biloba, yasa bagl
demans ve AH’nin tedavisinde kullanilabilir. BChE, insan kan plazmasinda bulunan bir
enzimdir. AH’de genellikle AChE ve BChE iizerinde etkili olan iki tiir nérotoksik kolinesteraz
inhibitorii kullanilir. Asetilkolin (ACh) seviyesinin artmasi, daha iyi noéron iletimine ve
dolayistyla daha iyi biligsel islevler saglamaktadir [68]. Flavonoidler, BChE inhibitorleri olarak
kapsaml1 bir sekilde kullanilmistir. Ornegin Hypericum lydium bitkisi, toplam flavonoid icerigi
4,97 + 4,56 ile 156,44 + 5,51 mg arasinda degisen diizeylerde AChE ve BChE inhibisyonu
gostermektedir [69].



2.2. Naringin

2.2.1. Genel Ozellikleri

Flavonoidler i¢cinde en 6nemli bilesiklerden biri olan naringin (4°,5,7-trihidroksi flavon
7-ramnoglukozid) (Sekil 2.2) kimyasal acidan, disakkarit neohesperidoz ve flavon

naringeninden olusan bir glikozittir [70].
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Sekil 2.2. Naringinin kimyasal yapisi.

Birgok bitki tiiriinde, 6zellikle narenciye tiirlinde (Citrus aurantiifolia — tatlt limon,
Citrus paradisi - greyfurt) dogal olarak bulunur. Greyfurt 6ziiniin daha fazla miktarda naringin
icerdigi, bunu membranl kabugun, tohumlarin ve meyve suyunun takip ettigi rapor edilmistir.
Greyfurt ¢ekirdeginde naringin miktar1 200 pg/mL olup, greyfurt kabugunda ise yaklagik 2300
pg/mL bulunmaktadir. Cin greyfurtunun (Citrus maxima) yiksek miktarda naringin igerigi
oldugu bilinmektedir [71].

Naringin, suda az ¢o6ziinebilen bir bilesiktir. Yapisindaki hidrofilik seker kalintilari
nedeniyle, polar organik ¢oziiciilerde (metanol > etanol > etil asetat) nonpolar organik
coziiciilere (petrol eteri > hekzan) gdre daha yiiksek ¢oziiniirliik gosterir. Naringinin biiyiik
hidrofobik halka yapis1 nedeniyle diisiik ¢coziiniirliilk ve diisiik gecirgenlik 6zelligi, sinirli bir
biyoaktiflik derecesine sahip olmasina neden olur [72]. Naringinin dogal formunda
gastrointestinal sistemden yetersiz absorpsiyonunun oldugu ve bagirsak mikrobiyomu
tarafindan salgilanan enzimler ile metabolizasyonun basladig1 gosterilmistir [73]. a-ramnozidaz
ve B-glukozidaz enzimleri sayesinde metabolize edilerek absorbe edilebilen naringenine
dontstiiriilmekte ve bu siire¢ biyoyararlanimini da etkilemektedir [74]. Son caligmalar, bu
mikrobiyal metabolitlerin naringinin genel biyoaktivitesindeki 6nemli roliinii gostermistir
[75,76]. Naringinin serbest formunun, si¢anlar ve insanlarin plazmasinda gecici olarak

bulunabilecegini ancak naringenin glukuronidin ana metabolit oldugu belirtilmistir [77,78].



2.2.2. Biyolojik Etkileri

Naringinin saglik faydalarinin ¢cogu, dogal flavonoidlerin ortak kimyasal yapisina ve her
iki aromatik halkaya bagli seker birimleri ve hidroksil gruplarmin etkisi ile olusmaktadir. Bu
yapilar, farkl fizikokimyasal ve fizyolojik 6zellikler saglarken, sayisiz islevi yerine getirerek
kendilerini digerlerinden ayirt edebilirler [79]. Naringinin, genis bir sinyal molekiilii yelpazesi
ile etkilesime girerek ¢esitli sinyal yollarin1t modiile ettigi ve boylece ¢oklu biyolojik etkilere
sahip oldugu belirtilmistir. Bu etkiler arasinda antioksidan, antienflamatuvar, antiapoptotik,
antitimor ve antiviral 6zelliklerin yani sira metabolik sendrom, kemik rejenerasyonu,
norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastalik ve genetik hasar iizerindeki etkiler
sayilabilir [24,80-82].

Gilglii antioksidan, antienflamatuvar, antiapoptotik, anti-iilser, anti-osteoporoz ve
antikanser Ozellikleri nedeniyle 6nem kazanmistir [24]. Yapilmis olan c¢aligmalar, naringin
tedavisinin oksidatif hasar1 azaltabildigini ve beyin, striatum ve hipokampusta iskemik
reperfliizyonun neden oldugu histopatolojik degisiklikleri en aza indirebildigini gostermistir
[25]. Ayrica, uzun siireli hafizay1 gelistirebildigini ve transgenik AH farelerinde néroprotektif
bir ajan olarak hareket edebildigini gésteren arastirmalar da bulunmaktadir [26].

2.2.2.1. Kansere Karsi Koruyucu Etkileri

Naringinin ¢esitli hiicresel sinyal kaskadlarmin diizenlenmesi yoluyla, malign
hiicrelerin biiylimesinin baskilanmasi, apoptozun indiiklenmesi ve hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, oksidatif stres, enflamasyon ve anjiyogenezin modiilasyonu gibi farkl
mekanizmalar araciligtyla cesitli kanser tiirlerini inhibe ettigi gosterilmistir [79].

Mesane kanseri lizerine in vitro bir ¢alismada, naringin ile olusturulan mononiikleer
palladyum (II) kompleksleri, TCC mesane karsinom hiicre hatlarinin canliligini ve cogalmasini
azalttigin1 ve bu komplekslerin mesane kanseri hiicrelerine karsi belirgin ve segici sitotoksisite
gosterdigini ortaya koymustur [83].

Aroui ve ark. (2016) tarafindan yapilan calismada, naringinin antitimdr etkinligini
aragtirmak i¢in kanser modeli olarak glioblastoma se¢ilmistir. Canlida antitiimdr biiylime etkisi,
oncelikle farkli dozlarda bilesiklerle (60, 120 ve 180 mg/kg) tedavi sonrasi timdr hacminin
Olclilmesiyle degerlendirilmistir. Veriler, 120 mg naringin ile tedavinin, daha diisiik
konsantrasyonlardan daha etkili oldugunu gostermistir. Ayni ¢alismanin in vitro sonuglari,
naringinin (10, 20, 40 uM) 24 saatlik maruziyetten sonra konsantrasyona bagli olarak U251
glioma hiicrelerinin migrasyonunu ve invazyonunu bunula birlikte MMP-2 ve MMP-9 protein

seviyelerini belirgin sekilde azalttigini gostermistir [84].
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Cilt kanserinden kaynaklanan oliimlerin baslica nedeni olan melanomada naringin
uygulanmasiyla, konsantrasyona bagli olarak hiicre proliferasyonunu durduruldugu ve
apoptozun tesvik edildigi, ayrica hiicre ¢ogalmasini ve biiylimesinin baskilandig1 tespit
edilmistir. Naringinin, c-Src/Akt sinyal yolunun baskilayarak, c-Src ve kanser hiicre
metabolizmasini kesintiye ugratarak ve hiicre migrasyonu ve invazyonunda azalmaya yol actig1
belirtilmektedir [85].

Tiroid kanseri endokrin sistemin en sik goriilen malign timoriidiir [86]. Bir in vitro
caligmada, SW1736 ve TPC-1 tiroid kanseri hiicrelerinin naringin ile tedavisinin, hiicre
proliferasyonunu azalttigt ve PI3K/Akt yolunun baskilanmasiyla apoptozu tetikledigi
gosterilmistir [87].

Baska bir in vitro bir ¢aligmada, naringinin atorvastatin ile kombinasyon halinde PC-3
ve LNCaP prostat kanseri hiicre hatt1 tizerindeki antikanser etkisi incelendiginde atorvastatin
ve naringinin kombine tedavisinin sinerjistik olarak apoptozu indiikledigi, hiicre biiyiimesini
azalttig1, invazyonu ve gogli baskiladigi ve androjen reseptoriinii, fosforillenmis sinyal
doniistiiriicii - transkripsiyon aktivatorii 3 (p-STAT3), survivin, p-Akt ve Bcl-2 ekspresyon
seviyelerini giiclii bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur. Bununla birlikte naringinin tek basina
veya atorvastatin ile kombine olarak verilmesinin farelerde timor biiytimesini baskiladig ve
kombine tedavinin ise, her iki bilesigin tek basina uygulanmasima kiyasla daha biiyiik bir
inhibitor etki olusturdugu gozlenmistir [88].

Cocuklarda en sik goriilen ekstrakraniyal tiimdr olan néroblastoma tedavisinde, bitkisel
kokenli bilesenlerinin kullanimina olan ilgi artmaktadir [89]. Naringin ile tedavinin, p38 ve
JNK fosforilasyonunun baskilanmasi ile C3 ve C9'un aktivasyonu araciligiyla rotenon ile
muamele edilmis SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre hattinda hiicre canlilifini azalttig1 ve
apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir [90].

Ayrica naringinin meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini ve biiyltimesini baskiladigi
ayni zamanda apoptozu arttirdig1 tespit edilmistir [91,92]. In vivo bir ¢alismada naringin
uygulamasinin, MDA-MB-231 xenogreft farelerindeki tiimdr hacmini ve agirhigini azalttigi
saptanmugtir [93].

Insan akciger kanser hiicreleriyle (A549) yapilan bir calismada, naringin ile tedavinin
noroaminidaz-3 (NEU3) enzimini inhibe ederek GM3 gangliozid birikimini tesvik ettigi ve
hiicre biliylimesinde azalma ile birlikte hiicre dis1 sinyal-regiile kinaz/ Epidermal biiyiime

faktorii reseptorii (ERK/EGFR) sinyal yolaginin baskilanmasina yol agtig1 belirtilmistir [94].
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Elsawy ve ark. (2020) tarafindan HepG2 hiicre hattiyla yapilmis bir ¢alismada ise
naringin ve/veya metotreksat tedavisi, Bcl-2 ile iligkili X proteini (Bax) aktivasyonu ve Bcl-2
protein ifadesinin disiiriilmesi yoluyla, konsantrasyona bagli olarak sitotoksik ve
antiproliferatif etkiler gosterdigi ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir [95].

2.2.2.2. Antienflamatuvar Etki

Son yillarda yapilan bazi ¢calismalarda, naringinin enflamatuvar yanitlart inhibe ederek
ve bagirsak florast homeostazisini diizenleyerek, iilseratif kolit ve sepsisin neden oldugu
bagirsak hasarini da igeren enflamatuvar bagirsak hastaliklarin1 6nemli 6lgiide iyilestirebilecegi
gosterilmistir [96-98].

Akciger hasarina bagli enflamasyon durumunda, naringinin niikleer faktor kappa B (NF-
kB) sinyallerini inhibe etmesi ve antienflamatuvar sitokinlerin (IL-6, TNF-a, IL-1pB)
seviyelerini azaltmasi yoluyla antienflamatuvar bir etki olusturdugu tespit edilmistir [99]. Aym
zamanda naringin tedavisinin p38 ve fosforile Jun N-terminal kinaz (p-JNK) proteinlerinin
ekspresyon seviyelerini 6nemli dl¢iide azalttigi, mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) sinyal
yolunu baskiladig1 ve akciger hiicrelerinin apoptozunu bloke ettigi bildirilmektedir [100].

Istenmeyen etkileri en az diizeyde gdsteren naringinin anti-fibrotik dzelliklere sahip ve
ayn1 zamanda karaciger fibrozunun tedavisinde umut verici oldugu iddia edilmektedir.
Naringin, IL-1f8, IL-6, IL-12, TNF-a ve IFN-y'y1 inhibe ederek sistemik ve intrahepatik
enflamasyonu onemli Ol¢iide azaltmakta ve bdylece IL-1, TNF-a ve diger enflamatuvar
faktorler tarafindan tetiklenen karacigerdeki NF-xB, ERK ve p38'in fosforilasyonunu inhibe
ederek MAPK sinyal yollarin1 baskilamaktadir [101].

Kronik cilt hastaliklarinin enflamasyonu ilerleyen agsamalarda cilt fibrozisine
doniisebilmektedir. Naringin, kolajen {iretimini azaltarak ve fibrozisle iliskili gen seviyelerini
disiirerek, cilt dokusunda fibrozise karsi koruyucu bir rol alabilmektedir [102]. Benzer sekilde,
biliyiime faktorlerinin (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)-A, B, C ve VEGF-R3)
ifadesini artirarak yara iyilesmesini hizlandirabilmektedir [103]. Ayrica, hidrojellerinin topikal
uygulamasi ile NF-kB ve COX-2'yi inhibe ederek, derin dermal yaralarin onarimii ve
rejenerasyonunu artirmaktadir [104,105]. Naringin, gii¢lii antienflamatuvar ve antioksidan
aktivitelere sahiptir; sadece enflamatuvar aract (TNF-a) ve apoptoz (Bax) gen ifadesini
disiirebilmekle kalmaz, aynm1 zamanda siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH)
diizeylerini de artirabilir [106].
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2.2.2.3. Antihiperlipidemik Etki

Naringinin lipit diisiiriicti etkisinin, fareler kullanilarak yapilan bir ¢alismada yliksek
yagl diyetin neden oldugu alkolik olmayan karaciger hasarini etkili bir sekilde azaltabildigi,
viicut agirligimi ve karaciger lipit birikimini diistirdiigii gésterilmistir [107].

Bagirsak bakteriyel florasinin korunmasinda, oksidatif stres ve enflamasyona karsi
karaciger direncinin arttirilmasinda naringin uygulamasinin yararli etkileri bildirilmektedir.
Yagli karaciger modeli kullanilan bir ¢aligmada, naringin CD36, asetil-CoA karboksilaz ve yag
asidi sentetazini diislirdligii, peroksizom prolifetdr aktiflestirilmis reseptér (PPAR)-a'y1
artirabildigi; boylece yag asidi alimmi ve yeni yag iiretimini azaltabildigi ve yag asidi
oksidasyonunu artirarak karacigerdeki lipid metabolizma bozukluklarint iyilestirebildigi
gosterilmistir [108].

2.2.2.4. Renal Sistem Uzerine Etkileri

In vivo fare modelleri ve renal interstisyel fibrozun fibrotik hiicre modellerinde,
naringinin a-diiz kas aktini (a-SMA), kolajen 1 (COL1A1), kolajen 3 (COL3A1), IL-1pB, IL-6
ve TNF-a gen ifade seviyelerini 6nemli 6l¢iide baskiladigi, boylece bobrek enflamasyonunu ve
fibrozunu azalttig1 gosterilmistir [109].

Ayrica, yapilan ¢alismalar naringinin, oksidatif stresi ve mitokondriyal disfonksiyonu
bloke ederek si¢anlarda diyabetik nefropatiyi dnleyebilecegini desteklemektedir [110]. In vitro
sigan mezansimal hiicrelerinin kullanildig1 bir ¢alismada naringinin NLRP3 inflamazomlarini
inhibe etmek, enflamatuvar faktorlerin ifadesini azaltmak ve antienflamatuvar etkileriyle
diyabetik nefropatiyi iyilestirmek icin NLRP3-kaspaz-1-1L-1p/IL-18 sinyal yolunu diizenledigi
ortaya konmustur [111].

Sicanlar lizerinde yapilan bir ¢alismada naringinin renal iskemi-reperfiizyon hasarindan
(IRR) korumada faydali oldugu tespit edilmistir. Naringin, renal dokuda mikroRNA-10a,
kaspaz-3 ve Bax'1 inhibe ederken, Bcl-2 ifadesini arttirdig1 bildirilmistir [112]. Fare renal IRR
modellerinde, naringin uygulamasinin renal IRR hasari sonrasinda SOD ve Nrf-2 ifadesini
diizeltebildigi, antioksidan aktiviteyi artirabildigi ve bdylece renal ve distal miyokard hasarina
kars1 net bir koruyucu rol oynayabildigi saptanmistir [113].

2.2.2.5. Solunum Sistemi Uzerine Koruyucu Etkileri

Naringinin kronik obstriiktif akciger hastaliginin (KOAH) fare hayvan modellerinde
Aquaporinl (AQP1) ekspresyonunu arttirarak hava yolu enflamasyonunu ve akciger

gecirgenligini azalttig1 tespit edilmistir [114].
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Naringin, trakeal diiz kaslar1 gevsetmek igin Ca™ ile aktiflestirilen K= kanallarmi
acarak, plazma membran hiperpolarizasyonuna aracilik ederek ve Ca*? akismni azaltarak etki
gosterebilmektedir. Bu sayede fare trakeal diiz kaslar1 gevsetmek i¢in antiastmatik bir molekiil
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir [115]. Ayn1 zamanda naringin, kiiltiirlenmis insan trakea
epitel hiicrelerinin cogalmasini tesvik eden ve aci reseptorleri (TAS2R'ler) aktive eden, boylece
solunum yolu diiz kas hiicrelerinin (ASMC'ler) gevsemesini baglatan, bitki kokenli, toksik
olmayan bir molekiildiir [116].

2.2.2.6. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Koruyucu Etkileri

Naringinin kolesterol ve trigliserid (TG) seviyelerini diisiirdiigii, lipolizi tesvik ettigi ve
yag asidi B oksidasyonunu doz bagimli bir sekilde diizenledigi gosterilmistir [117-119].
Hiperkolesterolemili fareler ile yapilan bir ¢aligmada naringinin indiiklenebilir Nitrik Oksit
Sentaz (iINOS), Lektin-benzeri Okside Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptorii-1 (LOX-1) ve
NADPH oksidaz alt birimlerinin ifadesini inhibe ederek vaskiiler disfonksiyonu ve oksidatif
stresi azalttig1 bildirilmektedir. Bu siire¢ ayrica ROT {iretiminin azalmasini, nitrik oksit (NO)
biyoyararlaniminin artmasim1 ve sican aortik endotelyal fonksiyonunun iyilesmesini de
icermektedir [120]. Ayrica, calismalar, naringinin yararli etkisinin ana mekanizmasinin,
bagirsak mikrobiyotasi-karaciger-kolesterol ekseni oldugunu ortaya koymustur. Bu
mekanizmanin, FXR/FGF15 yolunu inhibe ederek ve CYP7A1'1 arttirarak kolesterolde safra
asitlerinin sentezini uyardigi belirtilmektedir [121].

Diyabetik kardiyomiyopati, diyabetli kisilerde goriilen birincil hastaliktir ve kalp
yetmezligine ve 6liime yol acan diyastolik disfonksiyon ile karakterizedir. Kan sekeri diizeyinin
kontrolii bu bozuklugun diizeltilmesinde yeterli degildir. Naringinin Tip 2 diyabetli fareler
iizerinde, ROT ftiretimindeki artig1 sinirlayarak, kalpain aktivitesini, TNF-a ve IL-6 seviyelerini
azaltarak ve NF-kB ekspresyonunu distlirerek kardiyomiyopati olusumunu engelledigi
gosterilmistir [122].

Diyabetik kardiyak otonom néropati (DKON), diyabetle iliskili en yaygin
komplikasyonlardan biridir. Diyabet tablosu, P2Y 14 asir1 eksprese edilir ve biiyiik miktarlarda
enflamatuvar faktorlerin (IL-1B) salinmasini sebep olur. Bu durum, sinir hiicreleri arasinda
aralik baglantilarinin olusmasina neden olur ve DKON'u uyararak kalp hasarina yol
acabilmektedir. Naringin, P2Y 14 reseptorlerinin ve enflamatuvar faktorlerin ekspresyonunu
azaltmig ve antioksidan GPX4/NRF2 yolunun islevini geri kazandirmis boylece etkili bir
sekilde DKON’1 belirtilerini hafiflettigi tespit edilmistir [123].
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Iskemi-reperfiizyon hasari, kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite ile iliskili onemli
risk faktorlerinden biridir. PI3K/Akt yoluyla CXCL12/CXCR4 kemokin reseptor aktivasyonu,
endotel progenitdr hiicre proliferasyonunu artirarak miyokardiyal iskemik-reperfiizyon
hasarinin tedavisinde etkili oldugu ortaya konmustur [ 124]. Naringin, Akt'nin fosforilasyonunu
onemli Olctlide arttirabilmekte, bu nedenle, PI3K/Akt yoluyla apoptoz, oksidatif stres ve otofaji
inhibisyonunu  tesvik ederek fare miyokardiyal iskemik-reperfiizyon etkilerini
hafifletebilmektedir [125].

2.2.2.7. Sinir Sistemi Uzerine Koruyucu Etkileri

Noroenflamasyon, esas olarak bagisiklik tepkisi ve beyin glial hiicrelerinin (astroglia ve
mikroglia) uzun siireli aktivasyonu tarafindan tetiklenir. Bu siire¢ ndrodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde kritik bir rol oynar [126,127].

Bir fitodstrojen olarak naringin, az sayida istenmeyen etkiye sahiptir ve dstrojen benzeri
biyolojik etkileri baglatmak i¢in Gstrojen reseptorlerine (ER) baglanabilir [128]. Uzun siireli
Ostrojen tedavisine bir alternatif olarak, naringinin kullanimi, AH’ye karsi tedavi aragtirmalari
icin degerli bir secenektir. Naringin, gii¢lii bir demir selatlayici (baglayici) giice sahiptir ve bu
0zelligin amiloid plak olusumunu azaltabilecegi diisiiniilmektedir [129]. In vitro bir calismada,
naringinin ER f ifadesini uyardigi, PI3K/AKT sinyal yolunu aktive ettigi ve glikojen sentaz
kinaz (GSK)-3f aktivitesini ve Tau proteininin fosforilasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir
[130].

Naringinin renin-anjiyotensin sistemi aracilifiyla AB ile indiiklenmis hayvan
modellerinde de terapotik faydalar sagladigi bildirilmektedir. Naringin, sadece AP ile
indiiklenen kolinerjik islev bozuklugunu iyilestirmekle kalmaz, ayni zamanda AP ile
indiiklenen apoptozisi tersine ¢evirir, mitokondriyal kalsiyum uniporter seviyelerini yiikseltir
ve tiim beyin bolgelerinde hemeoksidaz-1 seviyesini azaltir. Boylece, farelerde AP ile
indiiklenen beyin biligsel bozukluklarina ve mitokondriyal toksisiteye karsi etki gosterdigi
ortaya konmustur [131].

Calismalar, anksiyolitik ve antidepresan oOzellik gosteren naringinin depresyon
tedavisinde kullanilabilecegini ifade etmektedir [132]. Depresyonla miicadelede ek olarak
siklik adenozin monofosfat yanit elementi baglayici proteinin fosforilasyonu (CREB) sinyal
yolunu aktive ederek yetigkinlerde norojenezi saglayabildigi diistiniilmektedir [133].

Uyku yoksunlugu yasayan hastalarin mikroglialarinda leptin-Janus kinaz (JAK)/STAT3
sinyal yolunun aktif hale geldigi bulunmustur. Naringin, JAK/STAT3 sinyal yolunun

fosforilasyonunu inhibe ederek mikroglial polarizasyonu ile M2 tipi makrofajlarin iiretimini
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destekler, boylece antienflamatuvar yaniti, doku onarimai siirecini, ekstraseliiler matris yeniden
yapilanmasini ve noroprotektif etkiler gosterilmesini tesvik etmektedir [96].

In vitro bir ¢aligmada, naringin, NF-kB1'i hedefleyerek ve HIF-1o/Akt/mTOR sinyal
yolagimi diizenleyerek, oksijen-glikoz yoksunlugu modelinde PC12 hiicre hasarini onleyerek
serebral IRI tedavisi i¢in yeni bir secenek sunmustur [25]. Uzun siireli toplamserebral iskemi
veya siddetli iskemi serebral enfarkta yol agabilmektedir. Naringin, serebral enfarktiis yasayan
hayvan modellerinde fare hipokampal sinir hiicrelerinin apoptozunu, TNF-a ve IL-6 gibi
enflamatuvar faktorlerin salgilanmasini azaltabilmekte ayrica p-Akt protein ekspresyonunu
konsantrasyona bagli sekilde artirarak noronlarda PI3K/Akt yolunu aktive edebilmektedir.
Noronal apoptoz ve enflamasyonu inhibe etmesi serebral enfarkta karsi koruma saglamaktadir
[134].

Parkinson hastaligi (PH), beynin orta boliimiindeki substantia nigra'da dopaminerjik
noronlarin dejeneratif 6limi ile baslayan ve striatumda dopamin seviyelerinin azalmasi ile
devam eden, kronik bir norodejeneratif hastaliktir. Bu hastalik, bradikinezi, istirahat tremoru,
hastaliklarin tedavisinde Nrf-2 merkezli sinyal yolu mekanizmasinin, kritik bir farmakolojik
hedef olabilecegine dair artan kanitlar bulunmaktadir [136]. Rotenon ile indiiklenmis PH
tastyan hayvan modellerinde, naringin, Nrf-2 aracili yolak iizerinden rotenonun neden oldugu
toksisiteye kars1 hayvanlarda noroprotektif aktivite gosterebilmektedir [137]. Bu nedenle,

naringinin gelecekte PH tedavi yonetimi i¢in alternatif bir secenek olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.3. Ursolik Asit

2.3.1. Genel Ozellikleri

Ursolik asit (3B-hidroksi-urs-12-en-28-oik asit) (Sekil 2.3) terapotik potansiyele sahip
pentasiklik triterpenoiddir [138].
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Sekil 2.3. Ursolik asidin kimyasal yapisi.

Bir¢ok bitki tiiriinde dogal olarak bulunan ursolik asit Japon erigi (Prunus mume), burun
yasemin (Gardenia jasminoides), parlak kurtbagrilar (Ligustri lucidi), gibi geleneksel Cin
tibbinda ¢ok kullanilan bitkilerin meyvelerinden elde edilmektedir [139-141]. Ayrica ay1 liziimii
(Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng), biiylik kilzilcik (Vaccinium macrocarpon), biberiye
(Rosemarinus officinalis), malta erigi (Eriobotrya japonica), siiplirge ¢alisi (Calluna vulgaris),
kutsal feslegen (Ocimum sanctum) ve Java erigi (Eugenia jambolana) gibi dogal tibbi bitkilerin
yapraklar1 ve meyvelerinde yaygin olarak bulunur [142].

Pasif diflizyonun ursolik asidin taginmasinin ana mekanizmasi oldugu One
siiriilmektedir [143]. Karaciger, triterpen metabolizmasinin ana organi olarak bulunmus olup
bu durum bilesigin belirlenmis hepatoprotektif etkileriyle de uyumlu kabul edilmektedir.
Yiiksek lipofilik ozellikte olmasi triterpenoidlerin karaciger metabolizmasina yatkinligim
arttirir. Farelerde yapilan bir calisma, plazmadaki ursolik asit konsantrasyonunun siirekli
azaldigina isaret ederken, karacigerdeki konsantrasyonunun arttig1 géstermistir. Ursolik asidin
farmakokinetik profili doku dagiliminin genis ve eliminasyonunun hizli oldugunu
gostermektedir. /n vivo calismalarda kalp, karaciger, bobrek, kolon, beyin, dalak, akciger,mide
ve testis dokularinda tespit edilmistir. Biyolojik etkilerinin plazma konsantrasyonu ile dogrudan
iliskili olmayabilecegi diistiniilmektedir [144-147]. Ursolik asit sitokrom P450 enzimleri ve P-
glikoprotein substratlar1 oldugu ve dolayisiyla biyotransformasyon ve aktif taginma agisindan
biyoyararlaniminin kisitlanabilecegi bildirilmistir [148,149].

Ursolik asidin sulu ortamdaki diisiik ¢ozlintirligli ve canli organizmada yetersiz gegis
ozellikleri, biyoyararlanimini ve terapotik uygulamasii énemli 6lglide etkiler [150]. Bununla
birlikte, ursolik asidin yiiksek lipofilik 6zelligi distliniildiigiinde hiicrelerin fosfolipid ¢ift
katmanina gomiilebilecegi ancak hiicre zarin1 gegemeyecegi hipotezi bile 6ne siirtilmiistiir

[151]. Ursolik asidin kristal yapida bulunmasi sudaki ¢oziiniirliikk seviyesini yiikseltir. Amorf
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yap1 ve azaltilmis parcacik boyutu, triterpenoid ¢dziiniirliigiinii ve ¢éziinme hizini belirgin bir
sekilde arttirmaktadir [149,152].

2.3.2. Biyolojik Etkileri

Ursolik asit ile yapilmis bir¢ok calismada farkli biyolojik etkileri gosterilmistir. Bunlar
sinir sistemini koruyucu [150,153], antikanser [154-156], antimikrobiyal [157,158],
antihiperlipidemik [159], hepatoprotektif [27], antienflamatuvar, antioksidan [160] ve
antidiyabetik [30], kardiyovaskiiler sistemi koruyucu [161] etkilerini igerir. Bu 6zellikleri,
ursolik asidin kanserde, bakteriyel enfeksiyonlarda, diyabette, AH’de, immiinolojik
hastaliklarda onleyici veya terapotik bir ajan olabilecegini gostermektedir.

2.3.2.1. Kansere Karsi Koruyucu Etkileri

Son yillarda, ursolik asidin antikanser 6zelligi ¢ok sayida caligmada farkli yolaklar
iizerinden gosterilmistir. Tedavide apoptoz ve otofaji indiiksiyonuyla, hiicre invazyonunu,
enflamatuvar tepkiyi ve epitel-mezensimal gegisi inhibe ederek, radyoterapi ve kemoterapiye
kars1 olusan ilag¢ direncini tersine c¢evirerek, hiicre dongiisiinii durdurarak ya da bagisiklik
fonksiyonunu diizenleyerek rol alabilmektedir [162-164].

Ursolik asidin antiproliferatif etkileri, insan mesane kanseri (T24) hiicre hattinda
endoplazmik retikulum stresini indiikleyebilme yetenegi gostermesi ile dogrulanmistir. Mesane
kanseri iizerine yapilan in vitro ¢alismada ursolik asidin inozitol gerektiren Enzim 1 (IRE1) —
Tiimor Nekroz Faktorii Reseptorii Iliskili Faktor 2 — ASK1 kompleksi olusumunu saglayarak,
pro-apoptotik ASK1 - JNK sinyal yolagini aktive ettigi gosterilmistir. Bu durumun hiicrenin
endoplazmik retikulum stresine yanit verme siirecini diizenleyerek mesane kanseri hiicrelerinde
apoptoz siireglerini baslattigini belirtilmektedir [165].

Bir¢ok calismanin sonuglari, NF-kB'nin kolorektal kanser olusumu ve metastazinda
onemli bir rol oynadigini1 one siirmektedir. Kanser dokusunda asir1 ifadesi tiimor gelisimi ile
iliskili bulunmustur [166,167]. Nf-kB’nin apoptozu engelleme o6zelligi onkolojik hiicre
gelisimini desteklemektedir [168]. Bu bulgular, NF-kB aktivasyonunu engelleyen maddelerin
kemoterapi direncini azaltacagina isaret etmektedir. Prasad ve ark. (2012) tarafindan yapilan
caligmada ursolik asidin doza bagimli olarak NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigi ve kolon
kanseri tiimor hiicrelerinin (HCT116) koloni olusturma yetenegini doza bagimh bir sekilde
onemli Ol¢iide bastirdigr bulunmustur. Sonuglar, ursolik asidin kolorektal kanserde sagkalim
(Bcl-2, survivin, Bcel-xL), proliferasyon (siklin D1) ve metastaz (MMP-9, VEGF, ICAM-1)
proteinlerinin ekspresyonunu doza bagimli bir sekilde inhibe ettigini gdstermistir [169]. Insan

kolorektal kanser hiicreleri (SW480) ile yapilan bir ¢alismada 48 saat siire ile 0-40 umol/L
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derisim araliginda ursolik asit uygulamasinin derisim artisiyla bbirlikte annexin V pozitif
hiicrelerin yilizdesinde artisa neden oldugu; anti-apoptotik proteinler Bcl-2, Bel-xL ve survivinin
ekspresyon diizeylerinde ise derisime bagli bir azalmaya neden oldugu saptanmistir. Bu
proteinlerin inhibe edilmesi ile SW480 hiicre hatlarinda ¢oklu ilag direncinin de azaldigi tespit
edilmistir [170].

Gogiis kanserine ursolik asidin etkisinin degerlendirildigi in vitro ¢alismalarda, ursolik
asidin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi [170]; MDA-MB-231
hiicrelerinde fas reseptorii, kaspaz 3, PARP ve mitokondriyal yolak araciligiyla apoptozu
baslattig1 [171]; c-JNK, Akt ve mTOR sinyal yolagin1 modiile ederek kanser hiicrelerinin
gbclinil ve invazyonu baskiladigi [172]; MCF-7 hiicrelerinde FoxM1 transkripsiyon faktoriiniin
ifadesini inhibe ettigi [173] bildirilmistir.

In vitro hepatoseliiler karsinoma arastirmalarinda, Lin ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismada, 4 umol/L derisimde ursolik asit uygulamasimin anjiyojenik faktorleri, VEGF, IL-8
ve urokinaz tipi plazminojen aktivatoriiniin (uPA) mRNA ifadesini belirgin bir sekilde
baskiladig1 rapor edilmistir. Bu triterpenik asitlerin ayrica, GSH diizeyini koruyarak oksidatif
stresi etkili bir sekilde hafiflettigi, ROT ve NO iiretimini azaltti§1 ve insan karaciger kanser
hiicrelerinde (Hep3B, Huh7 ve HA22T) hiicre invazyonunu ve migrasyonunu azalttigi
bulunmustur [174].

Song ve ark. (2012) over karsinomu hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada, ursolik asidin
SK-OV-3 ve A2780 over hiicrelerinde yaklasik olarak 50 ve 65 uM ICso degerleri ile sitotoksik
etki gosterdigini tespit etmistir [175].

2011 yilinda Huang ve ark.’min akciger kanser hiicre hatlariyla yapmis oldugu
caligmada, 4-16 pmol/L derigsim araligindaki ursolik asit uygulamalarmin DNA parcalanmasini
artirarak ve Na'-K*-ATPaz aktivitesini azaltarak belirgin apoptotik etkilere neden oldugu
gozlenmistir. Bu triterpen, ayrica fibronektin, [CAM-1, MMP-2 ve MMP-9 ifadesini etkili bir
sekilde baskilamis, protein kinaz C (PKC) aktivitesini azaltmig ve akciger kanseri hiicrelerinde
invazyon ve migrasyonu inhibe etmistir. Bu bulgular, ursolik asidin akciger kanseri i¢in
apoptozis olusturarak veya metastazi yavaslatarak giiclii bir antikanser ajan olabilecegini 6ne
siirmektedir [176].

2.3.2.2. Antimikrobiyal Etki

Antibiyotiklerin kotiiye kullaniminin klinik tedavi siirecini ciddi sekilde zorlastiran
mikrobiyal ila¢ direncine neden oldugu iyi bilinmektedir. Dogal biyoaktif bilesiklerin, ¢oklu

ilag direncini ¢6zmek ve antibiyotiklerin istenmeyen etkilerini azaltmak icin kullanish
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alternatifler olabilecegi diisiiniilmektedir. Son zamanlarda, ursolik asidin bakteriler, mantarlar,
viriisler, parazitler ve diger zararli patojenler iizerindeki antimikrobiyal etkileri genis kapsamli
bir sekilde gosterilmistir.

Ursolik asidin birgok bakterinin, 6zellikle gram-pozitif tiirlerin, proliferasyonunu inhibe
ettigi ve bunu hiicre morfolojisini degistirerek, bakteriyel hiicrelerin otolizini artirarak ve
hiicresel peptidoglikan metabolizmasin1 diizenleyerek gergeklestirdigi raporlanmistir [177].
Karbapeneme direngli Klebsiella pneumoniae ATCC 43816 (CRKP) iizerindeki etkinligi,
minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK) degeri 0,8 mg/mL olarak tespit edilmistir. Daha agik
bir ifadeyle, ursolik asit, CRKP'nin hiicre zar1 biitiinliigiinii bozmus, biyofilm olusumuna kars1
giiclii inhibisyon etkileri gdstermis ve biyofilm ile iligkili gen ekspresyonunu etkileyerek,
biyofilm i¢indeki CRKP hiicrelerini etkisiz hale getirmistir [157].

1996 yilinda yapilan bir calismada, ursolik asidin HIV-1 proteazi inhibe ettigi ve HIV'in
retroviral siirecini baskiladigi ve ICso degerinin ise 1,0 uM oldugu tespit edilmistir. Daha
sonraki ¢alismada, ursolik asit iceren bitkisel bir ilacin 6ziitiiniin HIV'e kars1 gii¢lii bir etki
gosterdigi tekrar gosterilmistir [178]. Ayrica, ursolik asit iceren Ligustrum lucidum Oziitiiniin
hepatit C viriisii 1b'nin (ICso= 51,1 pg/mL) ve hepatit C viriisii 2a JFH1'in (ICso = 11,9 pg/mL)
replikasyonlarmi giiclii bir sekilde inhibisyonunu destekleyen bir ¢alisma bulunmaktadir [179].

2.3.2.3. Hepatoprotektif Etki

Ursolik asidin hepatotoksik maddelere karsi iyi bir koruyucu aktivite gosterdigi
bilinmektedir. Saraswat ve ark., Eucalyptus tereticornis 6zitiinden izole edilen ursolik asidi
sican hepatositlerinde etanol toksisitesine karsi test etmisler ve hepatosit canlilik kaybini
%76’ya varan seviyede azaltabildigini bulmuslardir [180]. Benzer bir konu, Saravanan ve ark.
tarafindan c¢alisilmis, ursolik asidin dolagim antioksidanlari ve serum protein seviyelerini
artirdigi, toplam bilirubin seviyesini ve lipit peroksidasyon belirteglerini azalttigi rapor
edilmistir [181].

Shukla ve ark. tarafindan parasetamol ve Martin-Aragon ve ark. tarafindan karbon
tetrakloriir gibi diger karacigere toksik ajanlar ile ¢aligmalar yapilmigtir. Ursolik asidin her iki
maddenin uygulandigr orneklerde hepatosit canliligini arttirdigi ve belirteglerinin serum
seviyelerini diizelttigi ortaya konmustur [182,183].

Wang ve ark., ursolik asit uygulamasi ile karaciger fibrozisli hastalarin durumunu
iyilestirmeyi hedeflemislerdir. Farelerden izole edilen karaciger stellat hiicreleri kullanilarak
yapilan caligmada ursolik asidin apoptozise neden olarak fibrozisin kismi iyilesmesini

sagladigini gostermislerdir [184].
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C57BL/6 farelere 15 hafta siireyle yiiksek miktarda yaglh bir diyet verilerek karaciger
yaglanmasi lizerine ursolik asidin etkilerinin incelendigi bir in vivo ¢aligmada, oral uygulama
ile verilen ursolik asit (80 mg/kg) uygulamasinin karaciger ve plazma total kolesterol
diizeylerini, trigliserit seviyelerini ve epididimal yag hiicre sayisin1 6nemli Olc¢lide azalttigi,
karaciger yaglanmasini 6nemli diizeyde gerilettigi saptanmistir. HepG2 hiicre hatt1 ile yapilan
caligmada ise ursolik asit (20 uM), toplam kolesterol (%37,2) ve trigliserit (%50,4) icerigini
onemli dl¢lide azaltmig ve fosforile AMP aktif protein kinaz (P-AMPK) protein ekspresyonunu
artirmistir [185].

2.3.2.4. Antienflamatuvar Etki

In vivo ve in vitro ¢aligmalar, ursolik asidin hem endojen hem de eksojen enflamatuvar
uyaricilara karst etkili oldugunu ve olumlu antienflamatuvar etkilere sahip oldugunu
gostermistir.  Ursolik asidin, lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenerek nefrototoksisite
olusturulmus farelerde 100 mg/kg i.g. uygulama ile bobrek tiibiillerinde belirgin sekilde hasari
azalttig1 bildirilmistir. Ayrica bobrek fonksiyonlar1 kreatinin, kan iire azotu diizeylerine ve
makrofaj infiltrasyon miktarina bakilarak degerlendirilmistir. Sonuglar tiibiiller hiicrelerin hasar
diizeyindeki iyilesmeyi gosteren boyama testi ile uyumlu ¢ikmistir. Ayni ¢alismanin in vitro
asamasinda makrofaj (RAW264.7) hiicre hattinda LPS, TLR4/MyD88 yolaklarini aktive ederek
enflamasyon siireci baslatilmistir. Ursolik asidin TLR4 ve MyD88 ifadesini baskilayarak
enflamasyon faktorlerinin salinimini belirgin sekilde azalttig: tespit edilmistir [186].

Ursolik asidin influenza viriisii tarafindan tetiklenen pro-enflamatuvar yanitlar ve
oksidatif stres tizerindeki biyolojik etkilerini tespit etmeyi amaclayan bir in vitro arastirmada
influenza viriis enfeksiyonu indiiksiyonundan 48 saat sonra enfekte A549 hiicre hattinda ursolik
asit (20 pg/mL) uygulamasinin azalmis hiicre canliligini ve artmis laktat hidrogenaz (LDH)
diizeylerini tersine ¢evirdigi belirtilmektedir. Ayrica, influenza enfeksiyonu TNF-a, IL-6, IL-13
ve IL-18 gibi faktorlerin mRNA seviyelerini ve protein miktarini onemli ol¢iide yiikseltmis,
buna karsilik ursolik asit ile tedavinin bu etkileri 6nemli Olg¢lide diisiirmeyi basardigi
gosterilmistir [187].

2.3.2.5. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Koruyucu Etkileri

Somova ve ark. tarafindan yapilan ¢aligsma, ursolik asit uygulamasinin genetik olarak
hipertansif si¢anlarin kalp atis hizim1 %32’ye varan diizeyde azaltabildigini ortaya koymustur

[188].

21



Ursolik asidin aterosklerozun gelisiminde ©onemli bir rolii olan TNF-a'nin asiri
ekspresyonunu inhibe ederek ve makrofaj otofajisini artirarak ateroskleroz olusumunu azalttig1
belirtilmektedir [189]. Bu durum da bu bilesigin kardiyovaskiiler hastaliklarin dnlenmesi ve
tedavisinde potansiyel olarak etkili bir bilesik olabilecegini gostermektedir [190].

2.3.2.6. Antihiperlipidemik Etki

Jia ve ark., hipertrigliseridemiyi diisiirme agisindan ursolik asidin etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, ursolik asit uygulanmasi qPCR tarafindan gosterildigi gibi kiiltiire edilmis
hepatositlerde (HepG2) PPARa mRNA konsantrasyonunu dikkate deger sekilde artirmustir.
Ayni hiicrelerde yapilan luciferaz ifade eden geni arastiran deney modelinde, ursolik asidin
PPAR-a aktivitesini artiran bir faktdr oldugu ortaya ¢ikmistir. Doz bagimli bir sekilde, ursolik
asidin intraseliiler trigliserit ve kolestrol birikimini HepG2 hiicrelerinde Onemli 6lgiide
azaltarak belirgin hipolipidemik etkilere sahip oldugu kanitlanmistir [191].

2.3.2.7. Sinir Sistemi Uzerine Koruyucu Etkileri

Rai ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
(MPTP) ile indiiklenen PH olan farelerin, kontrol grubuna gore rotarod {izerinde kavrama ve
asili kalma siirelerinin 6nemli Ol¢iide azaldig1 6ne siiriilmiistiir. Bununla birlikte ursolik asit
takviyesi yapilan MPTP ile indiiklenmis fareler ile sadece MPTP'ye maruz kalan fareler
karsilagtirildiginda ise ursolik asit uygulananlari rotarod iizerinde belirgin bir sekilde daha
uzun siire kaldigi bildirilmektedir. Biyokimyasal testler ile MPTP uygulamasinin etkisi
incelendiginde katalaz (KAT) aktivitesini ve GSH diizeyini 6nemli 6l¢iide azalttifi; NO ve
malondialdehit (MDA) diizeylerini artirdig: tespit edilmistir. Ursolik asit uygulanmis MPTP
grubunda, MPTP grubuna kiyasla KAT aktivitesinde ve GSH diizeyinde artis, MDA ve NO
diizeyinde ise 6nemli 6l¢lide azalma oldugu gosterilmistir [192].

Bir travmatik beyin hasarindan (TBH) sonra noron islev bozuklugu ve oliimii, bu
durumla iliskili ¢esitli patolojik mekanizmalarla birlikte meydana gelir. TBH sonrasi i¢in
yapilan arastirma bulgulari artan uyarict amino asitler, kalsiyumun agir1 ylikselmesi, oksidatif
stres ve enflamatuvar yaniti igermektedir [193,194]. Arastirma verileri, sinir sisteminde 6nemli
bir rolii olan niikleer faktor-eritroid 2 ile ilgili faktér 2 (Nrf2)'nin reperfiizyon yaralanmasi,
pulmoner fibrozis gibi ¢esitli patolojik siireclerde enflamasyonu ve oksidatif stresi sinirlayarak
noroprotektif etki olusturdugunu gostermektedir [195-198]. Bu ¢alismanin sonuglari ursolik
asidin TBH modelinde antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ve aktivitesini artirarak oksidatif
stresi azalttigin1 gostermistir. Tedavi mekanizmasimin oksidatif strese karst Nrf2 ve

enflamasyonu azaltan proteinleri aktive edilmesi oldugu ortaya konulmustur [199].
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2.4. Difenilalanin
Difenilalanin (FF) (Sekil 2.4), dogal olarak A proteininin ¢ekirdek tiirevi olarak ortaya
cikan yaygin bir dipeptittir. FF, B-tabakasi termodinamik katlanmasi yoluyla nanotiipler

olusturarak kendi kendine diizenlenme 6zelligine sahiptir [200,201].
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Sekil 2.4. Difenilalaninin kimyasal yapis1

Difenilalanin (FF), 6zellikle 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP) gibi organik
coziiciilerde yiiksek ¢oziiniirliik Ozelligine sahiptir. HFIP icinde ¢oziiniirken, su ile
karistirildiginda hizla nanotiip olusturur. Bu 6zellik, FF'nin kendiliginden diizenlenen yapilar
olusturma kapasitesini gostermektedir [202]. Yiiksek mekanik dayanikliliga sahip olup,
biyolojik materyaller arasinda en sert olanlardandir [203]. Bu nanotiipler, piezoelektrik
ozelliklere sahiptir ve bu 6zellikleri, biyomedikal uygulamalarda énemlidir [200]. FF ¢esitli
biyomedikal uygulamalarla ilgili piezoelektrik 6zelliklere sahip diizenli, biyouyumlu
nanoyapilar olusturma kapasitesine sahiptir [204]. FF nanotiiplerinin X-151n1 toz kirinimi
desenlerinin, tekli kristal yapisi ile ayn1 oldugu tespit edilmis bu gelisme kristal yapisinin
nanotlip Ozelliklerini anlasilmasi agisindan 6nemli oldugunu gdéstermistir [205]. Elektrik
alanlarin uygulanmasi FF nanotiiplerinin diizenli agregasyonunu hizlandirdigini ifade etmistir
[202].

Cesitli farkli etiyolojilere sahip amiloidal hastaliklar (AH, PH, amiyotrofik lateral
skleroz, Huntington hastaligi, Creutzfeldt-Jakob hastalig1 ve tip II diyabet) dahil olmak {izere,
peptitler veya proteinler arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin agregasyona yol agmasiyla
iliskilidir. Cesitli arastirmalar, bu agregatlarin olusumunda hidrojen baglari, hidrofobik
etkilesimler ve sterik etkilesimlerin kiimiilatif roliinii ortaya koymustur [206-208]. Ayrica,
AH’nin erken baglangicina yol agan lowa, Arctic, Dutch gibi polipeptid ile ¢evrili bolgedeki

cogu ailevi mutasyon, FF bolgesine bitisik olarak yer almaktadir [209]. FF modiillerinin diger
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agregatif polipeptidler ile benzer fotoliiminesans, mekanik dayaniklilik 6zelliklerine sahip
oldugu calismalar ile ispatlanmistir. Bu nedenle, FF’nin amiloid olusturan proteinlerin ¢ogu
ozelligine sahip oldugu gosterilmis ve amiloid sistemler i¢in model olarak kullanilabilecegi

diistiniilmiistiir [210].

2.5. In vitro Alzheimer Hastalik Modelleri

Beyin, benzersiz ve karmasik mimarisi ve islevi nedeniyle insan viicudundaki en
karmasik organlardan biridir. Beynin fizyolojik islevindeki herhangi bir degisiklik veya hasar
noropatolojiye yol agar ve bu durum AH’nin patolojisini de agiklar. AH i¢in yapilan klinik
denemelerin ¢ogu, hastaligin yeterince anlasilmamasindan dolay1 basarisizlikla sonuglanmistir.
Bu nedenle, etkili tedaviler gelistirme amaciyla AH'nin patolojik, biyokimyasal ve davranigsal
ozelliklerini yeniden iiretebilen daha iyi model sistemlerine ihtiyag vardir. Etkili tedaviler
gelistirilmesi amaciyla AH'nin patolojik, biyokimyasal ve davranigsal 6zelliklerini yeniden
iiretebilen daha iyi model sistemleri olusturmak hedeflenmistir. Modelin saglamligi, AH
patofizyolojisinin 6zellikle amiloid plaklarin olusumu, NFT'ler, mikroglianin ndéroimmiin
tepkileri, kan beyin bariyeri (KBB) hasari, hiicre-hiicre etkilesimleri, sinyal yollari, enfeksiyon
ve ndronal 6liim baglaminda incelenmesine olanak saglayacaktir. Ayn1 zamanda modellemeler
iizerinde yapilan ilag gelistirme ¢alismalar1 daha hizli ve gilivenli ilerleme saglamaktadir [211].

Alzheimer hastalarinin beyninde meydana gelen degisiklikleri incelemek ve bu
degisiklikler hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilan en yaygin deneysel araglar in vitro iki
boyutlu (2B) modeller, in vitro ii¢c boyutlu (3B) modeller ve hayvan modelleridir. Bu
modellemeler ile yapilan AH c¢aligmalar1 hastaligin tan1 ve tedavisinde ¢ok sayida gelisme
saglamistir. Hastali§1 presemptomatik asamada ¢6zmek i¢in, Ozellikle transgenik ve non-
transgenik modellerin bir kombinasyonu olan hayvan tabanli platformlarin, iligkili patogenezi
derinlemesine simiile etmede degerli bir ara¢ oldugu kanitlanmistir. Yine de calismalarda
kemirgenlerin kullanilmasi davranigsal degisikliklerin daha iyi anlagilmasini saglasa da AH
patolojisinin tiim 6zelliklerini kopyalamadiklari i¢in klinige aktarmada basarisiz olmustur. Bu
nedenle ayrintili bolgesel ve hiicre ile ilgili bilgi toplamak i¢in birkag in vitro AH modeli
kullanilmaktadir. Bu in vitro ¢alismalarda 2B ve 3B hiicre kiiltlirleri, mikroakigskan tabanli
platformlar ve organoidler dahil olmak tizere modeller i¢in farkli sistemler kullanilmaktadir

(Sekil 2.5). Ozellikle 3B modeller igin, AH patolojisini yakindan taklit edebilen biyomalzeme
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mithendisligi tabanli sinir modelleri ve hasta kaynakli hiicrelerden olusan organoidler

vurgulanmaktadir [211].
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Sekil 2.5. /n Vitro Diizeyde Alzheimer Hastalik Modelleri

2.5.1. 2 Boyutlu In vitro Alzheimer Hastalig1 Modelleri

Alzheimer hastaligi (AH)nin etiyolojisi ve patolojisini incelemek icin ¢esitli in vitro
yontemler gelistirilmistir. Bir dondérden doku izole edilerek ve doku matris kapl plakalarda
kiiltiire edilerek gelistirilen organotipik kiiltiir, hastaliklari incelemek i¢in kullanilan ilk in vitro
yaklasim olarak kullamilmustir. Tk merkezi sinir sistemi organotipik kiiltiirii sican hipofizi
kullanilarak gelistirilmistir [212]. Daha sonra, sicanlarin embriyonik omuriligi ve
ganglionlarindan alinan hiicreler, hiicresel farklilasmay1 ve elektrofizyolojik 0Ozellikleri
incelemek i¢in kolajen kapli plakalarda kiiltiire edilmistir [213,214]. Beyin mimarisini
yakindan temsil edebilen 6n beyin, hipokampus, striatum vb. gibi beyinden farkli organotipik
kiiltiirler gelistirilmistir [213]. Ancak, bu yaklagimin 2B bir platformda gelistirilmesi ve
siirdiirtilmesi oldukc¢a zor oldugundan dolay1 AH c¢alismalarinda uygulanabilecek hiicre
hatlarinin aranmasmin Oniinii agmistir [215]. 2B hiicre kiiltiirii sistemi, AHmin karmasik
patolojisini anlamak, kontrollii kosullar altinda biyolojik siiregleri gozlemlemek i¢in iyi
kurulmus ve basitlestirilmis bir platformdur. 2B sistemler, hastalifin ilerleme siirecinin
anlasilmasinda ve ilag gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilir. Ayni zamanda AH’nin
tedavisinde yeniden programlanarak transplante edilen hiicreler de mevcuttur.

2.5.2. Indiikleyici Ajanlarla Olusturulan In vitro Alzheimer Hastaligi Modelleri

Kimyasallar ve ¢evresel ajanlar kullanilarak gelistirilen AH’nin in vitro modelleri
hastaligin patofizyolojisini kavramada etkiliyken ayn1 zamanda ilag gelistirme ¢aligmalarinda

da kullanilmaktadir. Bu nedenle kimyasal kaynakli in vitro AH modelleri gelecekteki
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arastirmalarda hayati rol oynamaya devam edecegi diisliniilmektedir. Noroblastoma ve diger
noronal hiicreler, kimyasallar ile AH modellemelerinde siklikla kullanilmaktadir.

Noroblastoma hiicreleri ndroblastoma embriyonik olgunlagsmamis néronal hiicrelerden
izole edilir ve indiikleneme siirecine kadar farklilasmadan kalirlar [216]. Olgunlagsmamis
kolinerjik noronal hiicreler farklilasma sonucu olgun kolinerjik hiicreler meydana gelmektedir
[217]. AH, beynin hipokampiisiinde AChE’nin artan aktivitesinin neden oldugu ACh
tiilkenmesiyle karakterize edilmektedir [218]. Noroblastoma hiicrelerinin ¢alismalarda
kullanilmas1 sonucu AH tedavisi i¢in ilag gelistirme ¢alismalart miimkiin olmustur. Bu SH-
SYSY hiicreleri, kullanilan ajanin tiiriine gore farkli néronal hiicre tiplerine doniisebilmektedir.
Ornegin retinoik asit, SH-SYSY hiicrelerini kolinerjik ndronlara farklilastirir. Retinoik asit ve
forbol esterlerinin kombine kullanimi, dopaminerjik néronlarin olusumuna neden olur [217].
Noroblastoma hiicre hatlart AH'nin in vitro modelleri olarak yaygin olarak kullanilmasina
ragmen oksidatif strese tolerans ve yiiksek glikolize sahip olma gibi 6zellikler gosterirler; bu
da deneysel sonuglar1 yanlis yorumlamaya yol acabilmektedir. Buna ragmen noroblastoma
hiicrelerinin hiicre kiiltlirii caligmalarindaki dayanikliligi, erigebilirligi ve kolayligi, AH nin
incelenmesi ve ilag gelistirme calismalarinda destekleyici bir yontem olarak kullanilmasini
saglamaktadir.

Skopolamin, biligsel bozulmaya neden olan bir muskarinik ACh reseptorii antagonisti
olup bu etkisini oksidatif stresi artirarak, enfeksiyon olusumunu tetikleyerek ve kolinerjik
norotransmisyonu engelleyerek gostermektedir. SH-SYS5Y hiicrelerinin 1 ila 3 mM
konsantrasyondaki skopolamin ile 24 saat boyunca maruziyetinin hiicre canliligini azalttigi
saptanmistir. Farkli bir calismada ise skopolaminin sigan PC12 hiicrelerinde AChE aktivitesini
artirdig1 bulunmustur [219]. Skopolamin maruziyeti, PI3K/Akt yolaklarin1 azaltarak GSK3f'y1
aktive eder ve bu da tau'nun asir1 fosforilasyonunu artirarak sonugta néron hasarina/apoptozuna
yol agmaktadir. Skopolaminin 3 mM dozda 2 saat boyunca IMR32 ndéronal hiicrelere ve C6
glioma hiicrelerine uygulandiginda, oksidatif strese neden olarak NF«B aracilit CREB/BDNF
ve GFAP aktivitesi gibi sinyal yollarinda degisikliklere yol agtig1 da gostermistir. Bu durum
noroenflamasyon, apoptoz, sinaptik islev bozuklugu ve hatiza genlerinin kaybina neden olabilir
[220].

Merkezi sinir sisteminde uyaric1 bir norotransmitter olan glutamat, hayvan
modellerinde, birincil beyin hiicre kiiltiirlerinde ve PC12 hiicre hatlarinda nérodejenerasyona

neden olabilir. PC12 hiicre hatt1 {izerinde yapilan bir ¢aligmada, yiliksek konsantrasyondaki
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glutamatin, sistein alimini ve hiicre i¢i indirgenmis glutatyonu engelledigi ve bunun ROT
olusumuna yol agarak hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir [221].

L-glutamat, proteinlerin yapisinda bulunan ve sinir sisteminde 6nemli roller oynayan
bir aminoasittir. Kimyasal olarak glutamik asidin L-izomeri olan L-glutamat, organizmalar i¢in
temel bir bilesendir. insan noroblastoma (SH-SYS5Y) hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda
(0.1-10 mM) 12 saat boyunca uygulanan L-glutamatin eksitotoksisiteye yol a¢tig1 bulunmustur.
NMDAR reseptérlerinin asir1 aktivasyonu, biiyiik miktarda Ca*? ve NO girisine neden olarak
glutamat eksitotoksisitesini tetiklemektedir. Bu durum, JNK sinyal yolunu aktive ederek C3 ve
pro-apoptotik genleri harekete gegirir. Sonug¢ olarak apoptoz ve noronal hiicre 6liimiine yol
acmaktadir [222]. Glutamat eksitotoksitesinin ¢esitli noérodejeneratif hastaliklar, retinal
hastaliklar, hiperglisemi, diyabetik retinopati ve Tip 3 ve Tip 4 diyabet ile iliskili oldugu da
gosterilmistir [223]. Yiiksek derisimlerde L-glutamat, sadece eksitotoksisiteye neden olmakla
kalmaz, ayn1 zamanda sican birincil kiiltiir néronlarinda tau proteini iizerinde de etkili
olmaktadir [224]. L-glutamatin indiikledigi eksitotoksisiteye MAPK, PI3K/Akt ve mTOR
sinyal yollarinin da dahil oldugu 6ne siiriilmiistiir [225]. Mikroglial hiicrelerin de yiiksek
konsantrasyonda glutamat salgiladigi ve bunun glutamat tasiyicilarimi (GLAST1) azaltarak
glutamat kaynakli eksitotoksisiteye yol actig1 bulunmustur [226].

Alzheimer hastaligi (AH) ve demansin ilk safhalari, viicutta dogal olarak bulunan ve
cesitli gida iirlinlerinde yer alan bir indirgen seker olan D-galaktoz ile de indiiklenebilmektedir.
Ancak asir1 miktarda D-galaktoz, ndronal hiicrelerde oksidatif stres, apoptoz ve enflamasyona
yol agabilmektedir. Onceki calismalarda, D-galaktozun hem in vivo hem de in vitro AH
modellerinde yaslanmay1 ve buna bagli olarak ndronal hasari indiikleyebilecegi rapor
edilmistir. Bu tiir bir ¢alismada, 300 mM D-galaktoza 48 saat boyunca maruz birakilan SH-
SYSY hiicrelerinde enflamasyon, apoptoz, oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonun
arttig1 gézlemlenmistir. D-galaktoz, dogal yaglanma siirecini taklit etmek i¢in kullanildigindan,
bu sonuglar yaslanmanin ndronal hasara etkisini gdstermektedir. Wang ve Rahimi gibi
aragtirmacilarin ¢alismalarinda tavsiye ettigi gibi, retinoik asit ile farklilagmis SH-SYSY
hiicrelerine 200 mM ile 400 mM D-galaktoz maruziyetinin, NADPH glutatyon rediiktazi
azaltarak yaslanma ve oksidatif strese yol agabilecegini One slrmektedir [227]. Yiiksek
miktarda D-galaktoz, peptitlerle reaksiyona girerek viicutta ileri glikasyon son iirtinleri (AGEs)
olusturur. Bu iiriinler, ¢esitli hiicrelerin zarlarinda bulunan ileri glikasyon son {irtinleri reseptorii
(RAGE) ile etkilesir. RAGE, dendritik hiicreler, néronal hiicreler, makrofajlar, lenfositler, glial

hiicreler, diiz kas hiicreleri ve endotelyal hiicrelerde bulunur. RAGE’in, Nox4 iizerinde etkili

27



olarak oksidatif stres ve enflamasyona neden oldugu bulunmustur [228]. D-galaktoz ile tedavi
edilen astrositik CRT hiicrelerinde ve si¢an birincil astrositlerinde NFxBp65 seviyesinin arttig1
ve bunun sonucunda pro-enflamatuvar mediatorlerin arttigi gozlemlenmistir. Ayrica,
hiicrelerde C3'lin artis1 nedeniyle hiicre canliligi azalmis ve belirgin hiicresel yaslanma
gorilmistiir [229].

Genel anestezinin baglatilmas1 ve siirdiiriilmesinde kullanilan sevofluranin biligsel
bozulma ve tau hiperfosforilasyonunu indiikleyebilecegi gosterilmistir. /n vitro caligmalar,
noronal hiicreler sevoflurana maruz birakildiginda tau diizeylerinin arttigini ve tau'nun 202 ve
205. kalintilarinda fosforilasyonu indiikledigini gostermistir [230]. Diger c¢alismalar,
sevofluranin kaspaz-3 aktivitesini indiikleyerek sitokrom C salinimina ve apoptoza neden
olabilecegini bildirmistir. Sevofluran, APP’nin iglenmesini degistirebilir ve AP peptit
parcalarinin seviyelerini artirabilir, ayrica fare beynindeki doku BACE-1 diizeylerini
yukselterek hiicresel hasara yol agabilmektedir [231]. Yaklasik 10 mM sevofluran ile tedavi
edilen SK-N-SH hiicrelerinde, GSK3 beta proteininin yukar1 diizenlendigi ve bunun Dinamin
ile iligkili protein 1'in (Drpl) ser616 kalintilarinda fosforilasyonunu hizlandirdigi, bunun da
mitokondriyal hasara ve nihayetinde kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla apoptoza yol actigi
gozlemlenmistir [232,233]. Sevofluranin indiikledigi noronal toksisite, hiicre kiiltiirii ve hayvan
caligmalarinda AH patogenezine dair kanitlar arasinda yer almigtir [234].

Formaldehit, boya, kumas, egzoz gazi, medikal iiriinler ve endiistriyel malzemeler gibi
cesitli tirlinlerde bulunan yaygin bir ¢evresel ajandir. Canli organizmalardaki metabolizmanin
dogal bir yan iirliniidiir. Formaldehite maruz kalindiginda DNA/protein ¢apraz baglar1 olusur
ve bu da DNA hasarinin temel mekanizmalarindan birine sebep olmaktadir. Sasirtic bir sekilde,
bu capraz baglar tibbi doz hesaplamalarinda kullanilmaktadir. Formaldehit ayrica, tiyol ve
amino gruplar ile etkilesime girerek protein polimerizasyonuna neden olan bir ¢apraz baglayici
ajan olarak islev gormektedir. Ayrica, formaldehit A ile etkilesime girebilir ve bu da kalici
olarak ¢apraz bagli nérotoksik amiloid benzeri komplekslerin olusumuna yol agabilmektedir.
Formaldehitin SH-SYS5Y ve sican hipokampiis hiicreleri iizerindeki tau agregasyonuna etkileri
arastirilmistir. Arastirmacilar, ¢ok diisiik miktarlardaki formaldehitin (%0,01-0,1) amiloid
benzeri tau kiimelerinin {iretimini saglamak i¢in yeterli oldugunu kesfetmislerdir. Sonug olarak,
hem SH-SYS5Y hem de hipokampiis hiicreleri bu agregatlar nedeniyle apoptoza ugramaktadir
[235]. Lu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore, daha yiiksek konsantrasyondaki
formaldehit merkezi sinir sistemine zarar verebilir ve KBB gegebilir. Bu calismada, fare

noroblastoma (N2A) hiicrelerini 24 saat boyunca 0,5 mM formaldehide maruz birakmiglardir.
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Formaldehit, GSK3 beta aktivasyonu yoluyla tau (p396) proteininin asir1 fosforilasyonunu
tetiklemis ve bu da noronal hiicre 6liimiine yol agmistir [236].

Cevresel bir toksin olarak dogada yiiksek diizeylerde bulunan aliiminyum kloriir,
viicuda oral yoldan girerek beyinde yiiksek miktarlarda birikebilir. Beyinde nérotransmitter
sentezini, aksonal tasimayi etkileyebilir ayn1 zamanda protein fosforilasyon ve defosforilasyon
dengesini, protein bozunmasini ve genlerin ifade edilmesini bozabilir. Bdylece enflamasyona,
apoptotik aktiviteye ve AP birikimine neden olabilir. Aliiminyum ayrica mitokondriyal ve
endoplazmik retikulum disfonksiyonuna yol agabilir ve bu da oksidatif strese ve sinir
hiicrelerinde apoptoza neden olabilir [237]. Ayrica, aliiminyum tau proteininin
hiperfosforilasyonundan sorumlu olan Akt ve Wnt sinyal yollarini inhibe ederek GSK3 beta'y1
aktive eder ve sinapsta toksisiteye yol acar [238-240].

Bir diger toksik metallerin basinda gelen Mangan (Mn) ise toprak ve suda
bulundugundan dolay1 viicuda diyet yolu ile girerek beyinde apoptoza ve enflamasyona neden
olur. Bu durum da noronal dejenerasyona yol acarak AH’ye neden olabilir. Yiiksek Mn
konsantrasyonlari, tau proteininin hiperfosforilasyonundan sorumlu MARK/ERK/GSK3 beta
sinyallerini aktive edebilir [241]. Bir in vitro ¢alisma, N2A hiicrelerinin canliliginin, 24 saat
boyunca 50, 100, 200, 400, 800, 1.000 ve 1.200 uM konsantrasyonlarinda Mn'ye maruz
kaldiginda kademeli olarak azaldigin1 bulmustur. Mn ayrica APP’nin islenmesini inhibe etmis
ve AP agregasyonlari iretmistir. [242,243].

Kursun, farklilagmis SH-SYSY hiicrelerinde AP birikimini indiikleyebilir. Kursuna
yuksek diizeyde maruz kalma, APP gen ekspresyonunu artirabilir ve daha fazla APP proteini
iiretimiyle sonuglanabilir, bu da AP seviyelerinin daha da artmasina yol agar. [176].

Streptozotosin  (STZ), bir glukozamin-nitroziire bilesigi olup antibiyotik olarak
kullanilmaktadir. Cesitli ¢alismalarda STZ kullanilarak in vitro AH modeli gelistirilmistir.
STZ'min, in vitro ve in vivo ¢alismalarda gozlemlendigi iizere, GSK3 alfa/beta ve sekretaz
aktivitesini modiile edebildigi gosterilmistir [222]. Wang vd., insiilinin APP’nin yiiksek
diizeyde ifade edilmesini modiile ederek betaA4 {iretimini inhibe edebildigini ve bunu -
sekretaz aktivitesini artirirken -sekretaz aktivitesini azaltarak gergeklestirdigini bulmuslardir
[244]. STZ, insiilinin etkisini inhibe ederek de B-sekretazi artirir ve a-sekretazi azaltir, bu da
AP parcalarinin artmasina yol agar [225]. STZ, hiicre kiiltiirlerinde ve hayvan AH modellerinde
erken patofizyolojik degisiklikler yaratmak i¢in kullanilabilir. Hayvanlara intraperitoneal ve

intrasebroventrikiiler yollarla enjekte edilen STZ’nin, biligsel davranis1 azalttigi, AP
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oligomerlerinin birikimini ve ¢okmesini artirdig1, toplam tau protein seviyesini yiikselttigi ve

fosforilasyon/toplam tau oranini degistirdigi gozlenmistir [245-248].

2.5.3. 3 Boyutlu In vitro Alzheimer Hastalig1 Modelleri

2 boyutlu (2B) hiicre kiiltiirii, 1900'lerden beri farkli hastalik sistemlerini arastirmak icin
en ¢ok kullanilan model olmustur. Ancak bu sistem, esas olarak hastalikli kosullardaki
hiicrelerin 6zelliklerini in vitro temsil etmede sinirlamalar1 da birlikte getirmistir. Beyin, farkli
tipteki ndronlar, glia ve astrositler gibi farkl hiicreler ile ¢cevresindeki hiicre dig1 matris (ECM)
arasinda etkilesime izin veren 3B bir mimari yapidadir [249-251]. ECM, i¢inde bulunan
hiicrelerin islevini diizenleyebilen olduk¢a dinamik ve karmasik bir ag olusturur. Sadece
mekanik giic ve biitiinliik saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda sinyal aligverisini, tutunmayz,
besin ve oksijen tedarikini diizenlemek i¢in beynin sinir bolgesinde homeostazi korur. Ayrica
hiicre iletisimi i¢in bir difiizyon bariyeri gorevi goriir ve hiicre gociinii engellerken, néronal
sagkalimi saglar [250,251]. ECM'nin 6zelliklerini yakindan taklit edebilen herhangi bir modelin
fizyolojik ve patolojik beyinde yer alan cesitli yollarin agiklanmasinda 6nemli bir rol
oynayacagi ongoriilmektedir [252]. 2B kiiltiirlerin aksine, 3B modeller, hiicresel heterojenlik,
mekansal mimari, hiicresel iletisim ve insan beynine 6zgii mekanik ve biyokimyasal 6zellikleri
ele almanin yan1 sira ECM'yi taklit etmede daha biiytik bir potansiyele sahiptir [253]. Ek olarak,
3B sistemler, morfoloji, hiicre baglanmasi, sinyal iletimi, ¢ogalma, uyaranlara yanat,
farklilasma, islev ve ila¢g metabolizmasi gibi hiicre 6zelliklerinde iyilestirmeler sagladiklari igin,
in vitro arastirmada c¢alisirken hiicreleri in vivo olarak modelleyebilirler [254,255]. Bu durum,
3B kiiltiir modellerinin AH gibi yavas ilerleyen bir hastalikta ndronal etkilesimleri, islevleri ve
sinyal yollarinin incelemesini saglar. Ayni1 zamanda ilag¢ gelistirme c¢alismalarinda in vivo
hayvan ¢alismalarindaki kisitlamalarin 6niine gegmede biiytlik avantajlar1 bulunmaktadir.

In vitro modeller, yalnizca noral dejeneratif bozukluklarin patofizyolojisini incelemekte
degil, ayn1 zamanda etkili terapétikleri taramakta da onemli roller oynar. 3B yapilan taklit
etmede, dogal doku yapisim1 ve mekanik 6zelligi saglamak i¢in benzersiz potansiyelleri
nedeniyle, iskele tabanli sistemler hastalik modellemesinde biiyiik umutlar vadetmektedir [256-
259].

Koroleva ve ark., parcalanmayan ancak biyouyumlu fotoreaktif recine Dental LT Clear
(DClear) ile iki foton polimerizasyonu (2PP) yaparak dogrudan lazer yazma yontemi ile ii¢
boyutlu iskeleler iiretmistir [260]. Bu 3B mikro yapilandirilmis iskeleler {izerinde kiiltiire edilen

pluripotent kok hiicre (iPSC) tiirevi insan serebral neokortikal néronal kok hiicre (NKH)'leri,
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120 giin boyunca 3B kosullarda katmana 6zgii kortikal uyarici noronlara farklilasma gosterdigi
belirtilmektedir. Bu c¢alisma, 2B kiiltiirlerin siirlamalarnyla karsilastirildiginda, AH gibi
karmasik patolojik kosullarda in vitro ndronal aglar1 incelemek i¢in alternatif bir model olabilir.

Noronal fizyoloji ve AH caligmalarinda 6nem kazanan bir diger iskele tiirii, biiyiik
miktarda su emen ve ¢dziinmeden sisen, boylece lic boyutlu sekli korurken yumusakligi ve
elastikiyeti koruyan hidrojellerdir. Hidrojel iiretiminde hem kimyasal hem de radyasyon ¢apraz
baglayicilari kullanir [261]. Kimyasal kokenli hidrojeller kovalent baglarla baglanirken, fiziksel
hidrojeller iyonik etkilesimi, hidrojen baglarini1 veya polimerik zincir dolanikligini kullanir. Bu
iskeleler esnek ve hidrofiliktir. Yumusak dokulara benzer sinirli mekanik 6zelliklere ve diisiik
arayiiz gerilimine sahiptir ve ayn1 zamanda biyouyumludur. Hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve
aksonel uzamada dogal ECM'ye benzer kimyasal, mekanik ve {i¢ boyutlu bir mikro ortam
saglamaktadir [262-264]. Sentetik iskelelerle karsilastirildiginda, in vivo hiicre-ECM
etkilesimlerini yakindan taklit eden c¢oziinlir biiylime faktorleri, hormonlar ve diger
molekiillerle fizyolojik olarak daha ilgili bir mikrogevre sagladigi icin siklikla in vitro 3B
hiicre/doku kiiltiirii i¢in kullanilmistir [265]. Bu 3B iskeleler, uygun maliyetli, tekrarlanabilir,
kullannm1 kolay olup oksijen ve besin gecirgenligine, elektrik iletkenligine izin verirken
anjiyogenezi destekleyebilir ve bagisiklik tepkilerini tetiklemezler. Ancak, bircok avantajina
ragmen, bu iskelelerden hiicrelerin izole edilmesi zorluk teskil eder. Hiicrelerin iskele {izerinde
homojen dagilmamasi ve gorsellestirme zorluklari, bu modelleri kullanirken karsilagilan
sorunlardan bazilaridir.

2.5.4. Organoid Tabanh Sistemler

2 boyutlu (2B) hiicre kiiltiirlerin sinirlamalari, insan beyninin mimarisini ve islevlerini
taklit edebilen 3B hiicre kiiltiirii model sistemlerinin gelistirilmesine yol agmistir [266,267].
Iskele tabanli sistemlerin disinda, kok hiicrelerden, kendi kendini organize eden 3B doku
kiiltiirleri olan organoidler, beyne morfolojik ve islevsel benzerlikleri nedeniyle AH'yi
modellemek i¢in kullanilmistir [268,269]. Serebral organoid olusumu, Matrigel tarafindan
kolaylastirilan iPSC'lerin ve embriyonik kdk hiicre (ESC)'lerin kendi kendini birlestirme
yetenegine dayanmaktadir [269,270]. Bu yapilar beynin farkli bolgelerine benzemektedir.
Organoid modelleri son birka¢ yilda biliyiik 6nem kazanmistir. Birgok caligma iPSC'lerden
tiiretilen organoidleri kullanarak 6n beyin, orta beyin, hipokampiis, retina ve koroid pleksus
gibi beynin farkli bolgelerini modellemede basarilt olmustur [271,272]. Serebral organoidler,
uyarim tiiriine gore genel olarak yonlendirilmemis ve yonlendirilmis olarak iki sinifa ayrilmistir

[273]. Yonlendirilmemis organoidler, ECM'de biiyiitiildiiglinde beynin birden fazla bolgesini
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gosteren hiicre kiimeleri olusturabilir [270,274]. Yonlendirilmemis organoidlerin dezavantaji,
hiicrelerin bir kisminin rastgele farkli hiicre tiplerine farklilagmasi ve bdylece hiicre oranlarinda
bir dengesizlige neden olmasidir [274]. Yonlendirilmis organoid olusumunda, transkripsiyon
faktorleri ve kiiciik molekiiller veya biiyiime faktorleri gibi iyi tanimlanmis eksojen faktorler,
organoidleri olusturmak i¢in yonlendirilmis hiicre kiimelerini indiikler [275,276]. Bu
organoidler, noronlar, glial hiicreler, astrositler ve oligodendrositler dahil olmak {izere farkl
hiicre tiplerinin heterojen bir popiilasyonunu igerir ve gruplar arasindaki varyasyonlar azalir
[274-277]. Choi ve ark., AH'yi modellemek i¢in FAD mutasyonlarini (mutant PS1 ve APP)
asir1 ifade eden insan NSC'lerinden yapilmis organoidleri kullanmiglardir [278]. Bu organoidler
AP agregatlarim1 ve NFT'leri gostermistir. B ve y-sekretaz inhibitdrlerinin uygulanmasi, bu
organoidlerdeki AP ve hiperfosforile tau diigiimlerinin seviyelerini azaltmistir [257]. Bagka bir
calismada, FAD mutasyonu tasiyan hastalardan tiiretilen iPSC'lerden olusan serebral
organoidlerin, amiloid plaklar ve NFT'lerin gelisimini izleyen ilerleyici AP birikimini
arttirdigin1  bulmuglardir [279]. Saglikli ve AH bireylerinden elde edilen iPSC'lerden
olusturulan serebral organoidler karsilastirilarak APOE4'iin AH hastalarindan alinan serebral
organoidlerde nérodejenerasyonun ve sinaptik kaybin arttig1 gosterilmistir [280,281].

2.5.5. Mikroakiskan Tabanh In vitro Alzheimer Hastalig1 Modelleri

Hayvan modelleri, in vitro 2B ve 3B hiicre kiiltiirii sistemleri, AH gibi nérodejeneratif
hastaliklar hakkindaki bilgileri genisletmeye devam edecektir. Ancak, bu modeller AH'nin
karmasik patofizyolojisini tam olarak yeniden olusturamamaktadir. Hayvan modellerinin en
biliyiilk dezavantaji, insanlar ve hayvanlar arasindaki hiicresel ve molekiiler diizeylerdeki
farkliliklardir. Ornegin, insan ve hayvanlarm beyin hiicreleri arasinda gen ifadesi, morfoloji,
hiicre-hiicre sinyalizasyonu ve bagisiklik tepkisi agisindan farkliliklar vardir [282-284]. Hayvan
modelleri hem yiiksek bakim maliyeti nedeniyle pahali olurken, hem de genetik mutasyonlar
nedeniyle uzun calisma siiresine ihtiya¢ duymaktadir. Bu baglamda alternatif bir yaklasim
olarak, beyin hiicreleri 2B plastik veya cam substratlar iizerinde kiiltiirleme caligmalari
yapilmaktadir. 2B hiicre kiiltiirii platformlari biyolojik siiregler hakkinda degerli bilgiler saglasa
da 2B substratlar iizerinde kiiltiirlenen hiicrelerin 3B olarak kiiltiirlenen hiicrelerle
karsilagtirildiginda farkli davramiglar gosterdigine dair artan kanitlar bulunmaktadir [285].
Iskele tabanli (Ornegin, hidrojel, elektro-egrilmis nanofiberler) ve iskelesiz (drnegin,
organoidler) 3B hiicre kiiltiirii platformlar1 hiicrelere daha iyi bir fizyolojik ortam saglar. Ancak,
3B hiicre kiiltiirleri mikroakigkanlar ile karsilastirildiginda maliyet ve zaman agisindan verimli

degildir. Ozellikle, AH patolojisini gdrsellestirmek igin beyin organoidlerinin aylarca
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kiiltiirlenmesi gerekmektedir [286]. Geleneksel in vivo hayvan modelleri ve in vitro 2B ve 3B
hiicre kiiltiirii sistemlerinin sinirlamalarinin tistesinden gelmek i¢in mikroakiskan teknolojisi
kullanilmaya baslanmistir.

Mikroakigkan tiretim tekniginin doku miihendisligi teknigi ile entegre edilen ¢ip-organ
modeli, AH gibi nérodejeneratif hastaliklarin hastalik mekanizmalarin1 anlamak ve ilag
gelistirmek i¢in umut vadeden bir platformdur [287,289]. Mikroakiskan tabanli in vitro hiicre
kiiltiirii platformlarinda hiicresel mikrogevre olusturulabilir, mekansal hiicre desenlemesi
yapilabilir. Biyokimyasal konsantrasyon gradyani, yapay ECM'nin mekanik 6zellikleri,
substratlarin topolojisi ve mekanik/elektriksel uyarilar ile bu modeller manipiile edilebilir
[290]. Mikroakiskanlar sadece ¢ok yonlii degil, ayn1 zamanda ekonomiktir ¢iinkii bu platform,
in vitro 2B ve 3B hiicre kiiltiirii platformlartyla karsilastirildiginda kiigiik hacimli hiicre ve
kiiltlir ortam1 gerektirir. Beyin dokusunu taklit eden mikroakiskan platforma "¢ip-beyin" adi
verilir. Norodejeneratif hastaliklar1 aragtirmak ve beynin islevsel bir birimini (6rnegin,
ndrovaskiiler birim ve sinir devreleri) modellemek i¢in ¢ip-beyin konusundaki son egilimler ve
gelismeler farkli caligsmalarda kapsamli bir sekilde incelenmistir [291-294].

Alzhimer hastaligi (AH) patogenezinde mikrobiyal enfeksiyonun da rolii biiytiktiir.
Daha once AP plak olusumunun enfeksiyon tarafindan indiiklendigi bildirilmistir [295-297].
Alzheimer hastalarinin yetersiz bir bagisiklik sistemi vardir. Bu nedenle kronik
ndroenflamasyona, antimikrobiyal AP peptid iiretimine ve ndrodejenerasyona neden olan
mikrobiyal enfeksiyonlara karsi oldukga hassastirlar [297]. Viriisler, bakteriler, mantarlar ve
parazitler dahil olmak {izere ¢esitli patojenler AH ile iliskilendirilmistir. Bu patojenlerden en
sik herpes virlislere ve periodontal bakterilere rastlanmistir [297,298]. Patogenez ve AH
ndropatolojisinin ~ baglangici  arasindaki  baglantiy1 daha iyi anlayabilmek igin
mikroorganizmalarin ve ndronal hiicrelerin boliimlere ayrildigi bir 3B mikroakigkan sistemlere
odaklanilmasi gerektigi belirtilmektedir [211]. Gelecekteki ¢aligmalar, zamaninda miidahale
icin uygun tanty1 miimkiin kilabilecek AH biyogostergelerini gelistirmek i¢in 3B sistemlerine

ihtiyac duyulacag1 dngoérmektedir.

2.6. Calismada Kullanilan Yontemler

2.6.1. 3-(4,5-dimetil-tiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) Testi

MTT yontemi, hiicre canliligin1 ve ¢ogalmasini degerlendirmek, ayrica maddelerin
sitotoksik etkilerini belirlemek igin yaygin olarak kullamlan kolorimetrik bir in vitro testtir. Ik

olarak Mosmann ve ark. tarafindan gelistirilen bu yontem, makrofaj aracili sitotoksisitenin nicel
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olarak odl¢iilmesinde basarili bir sekilde uygulanmistir [299]. Uygulamasi oldukga pratik olan
MTT ydntemi, solunum zinciri ve diger hiicre i¢i elektron tasima sistemleri tarafindan suda
cozlinmeyen menekse renkli formazan kristallerine indirgenen tetrazolyum tuzlarini temel alir.

Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan MTT, mitokondrilerin matriksinde yer alan ve
Krebs dongiisiinde rol oynayan siiksinat dehidrogenaz enzimine 6zgii sekilde baglanir. Canli
hiicrelerde bulunan mitokondriyal enzimler, MTT'min tetrazolyum halkasin1 acarak
coziinmeyen mor renkli formazan kristallerinin olusumunu saglar. Bu kristaller, organik
coziiciilerde kolaylikla ¢oziiniir ve elde edilen ¢ozelti spektrofotometrik olarak 500-600 nm
dalga boylarinda o6lciilerek absorbans degerleri belirlenir. Elde edilen absorbans degerleri,
hiicrelerin canlilik durumunu dolayli olarak yansitir ve yasayan hiicre sayisiyla dogrudan
iligkilidir.

Tetrazolyum tuzlarinin yalnizca metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan
indirgenebilmesi, MTT yontemini hiicresel metabolik aktivitenin degerlendirilmesinde etkili
bir ara¢ haline getirmektedir. Ancak bu yoOntem, hiicre i¢i mitokondriyal aktiviteyi
Olgebilmesine ragmen hiicreler arast aktiviteleri dogrudan degerlendirme imkani
sunmamaktadir [300-302].

2.6.2. Reaktif Oksijen Tiirleri Tayini

Oksidatif stresi incelemeye calisan bir¢ok arastirma grubu bu calismayr cesitli
yontemler kullanarak yapabilmektedirler. AH, daha once de bahsedildigi iizere beyinde
anormal protein birikimi (B-amiloid plaklari ve tau diiglimleri) ve sinir hiicrelerinin
dejenerasyonu ile karakterizedir. Bu siiregte oksidatif stresin 6nemli bir katkisi oldugu
gosterilmistir [8]. Oksidatif stres, hiicrelerde yiiksek miktarda ROT birikmesiyle ortaya ¢ikar
ve bu nedenle AH patofizyolojisini kétiilestirebilir. ROT un bu negatif etkisi; beyinde ti¢ farkli
yolakla meydana gelmektedir. Bu yolaklar:

1) Beyindeki mitokondrilerin ROT iiretimini arttirip, AH patofizyolojisine katkida

bulunmasi,

2) Beyindeki doymamis yag asitlerinin oksidasyona ugrayarak, sinaptik fonksiyon

kaybina neden olmasi, [303]
3) ROT’larin, AH’de 6nemli proteinlerin oksidasyonuna yol agarak bu proteinlerin
agregasyona ugramasina tesvik etmesi seklinde siralanabilir [304].

Alzheimer hastalig1 (AH)nda oksidatif stresin rolii g6z oniine alindiginda, yeni tedavi

seceneklerinin antioksidan oOzellik gosterip gostermedigi arastirilmalidir. Ciinkii oksidatif

stresin neden oldugu hiicre 6liimiinii 6nleyerek noroprotektif etki gosterebilir [305]. Ayrica bazi
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farmasotik ajanlar yan etki olarak oksidatif stres olusturabilir. Bu nedenle ilaglarin ROT {iretip
iiretmediginin test edilmesi, glivenli bir tedavi gelistirmek i¢in gereklidir [306].

Alzheimer hastaliginda farmasdtiklerin oksidatif stres tizerindeki etkilerini belirlemek
icin farklit ROT tayin yontemleri kullanilir. Bu yontemler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) analiz yontemleri

Reaktif Oksijen Tiirii Tayin Metodu Kullanilan Reaktifler Mekanizma
(ROT)
H,0, Spektrofotometrik, Dihidrokloroflorescein Hiicresel ROT
Fluorometrik (DCFH-DA) Olciimii
H,0» Spektrofotometrik, Amplex Red H,0, seviyesi
Fluorometrik belirleme
(029 Fluorometrik, . S Siirekoksit anyonu ve
. Luminol Kemiliiminesans . ..
Kemiliiminesans diger ROT tespiti

Sonug olarak AH patogenezinde oksidatif stres dnemli bir faktdrdiir. Ilaglarin oksidatif
stirecler iizerindeki etkilerini degerlendirmek, tedavi gelistirmede kritik bir adimdir. Bu
nedenle, AH tedavisinde kullanilan farmasétiklerin ROT seviyelerine etkisi detayli olarak
analiz edilmektedir.

2.6.2.1. Dihidrokloroflorescein (DCFH-DA) Yontemi

Dihidrokloroflorescein diasetat (DCFH-DA) yontemi, hiicresel ROT diizeylerini
Olemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir floresan probudur. Hiicre i¢ine alindiktan sonra
esterazlar tarafindan DCFH'ye doniistiiriiliir. ROT varliginda oksitlenerek yiiksek floresans
veren dikloroflorescein (DCF) formuna doniisiir [307]. Hiicresel ROT diizeylerinin kantitatif
olarak degerlendirilmesi i¢in yaygin ve pratik bir yontem olarak kabul edilir. Yontem, hizli ve
kolay uygulama, hiicre icindeki oksidatif stresi dlgme, yiiksek hiicresel permeabilite, farkli
hiicre tiplerinde kullanabilme, hassas ve duyarlilik 6zellikleri sayesinde sik¢a basvurulan
yontemlerin basinda gelir.

2.6.3. Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet) Yontemi

Okaryotik hiicrelerdeki DNA hasarmi tespit etmek icin ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Tek hiicre jel elektroforezi diger bir ismi ile Comet yontemi bu amag igin
uygun bir yontem olmakla beraber ayn1 zamanda hizli, hassas, nispeten basit ve diisiik maliyetli
bir yontemidir [308]. Comet yontemi, sagladigi hassasiyet ve 6zgiilliik sayesinde, DNA hasari
ve onarimi ¢alismalarinda, c¢evresel biyolojik ve insan popiilasyonlarinin incelenmesinde,
molekiiler epidemiyolojide, farmasétiklerin ve kimyasal maddelerin genotoksisite analizlerinde

ve hastalik patolojilerinin daha i1yi anlasilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Comet yontemi, her ne kadar bu ismi vermemis olsalar da ilk kez 1984 yilinda Ostling
ve Johanson (1984) tarafindan gosterilmistir. Yontem hiicrelerin lizise ugratilmasinin ardindan
ndtr pH’da yapilan elektroforezden olusan bir kombinasyondan meydana gelmektedir [309].
Singh ve ark. ise, bu yontemin alkali versiyonunu gelistirmistir [310]. Yontemin orijinal
versiyonu ¢ift ipliklerin kirilmalarmin tespiti i¢in uygun goriilmiistiir. Bununla birlikte her iki
arastirmact grubu da iyonize radyasyon kullanmis olup (¢ogunlukla tek iplikli kirilmalar:
indiikleyen), doz yanitlar1 neredeyse esit bulgulara sahiptir. Bu da hem ndtr hem de alkali
versiyonlar ile tek ve ¢ift ipliklerdeki kirilmalarin tespit edildigini gostermistir.

Yontemde DNA kirilmalarinin arastirilacagi hiicreler izolasyon veya hiicre kiiltiir
yontemi ile hazirlanir. Mikroskop lamindaki agaroz jel igine yerlestirilen hiicreler deterjan ve
yiiksek tuzla lizise ugratilir ve niikleer matrise bagh siiper kiviimli DNA halkalarii igeren
niikleotitler olusturulur. Yiiksek pH’da veya noétr ortamda hiicreler elektroforezde yiiriitiiliir ve
ardindan nétralizasyon islemine tabi tutulur. Bu yapilar boyanarak floresan mikroskopu ile
gozlenir. Olusan gorsellerde kuyruklu yildizlara benzeyen yapilar olusur. Son olarak manuel
olarak veya bilgisayar programlari yardimi ile DNA hasarinin belirlenmesi saglanir [311,312].

Alzheimer hastaligt (AH) gibi nérodejeneratif hastaliklarin goériilme sikligi artmaya
devam etmektedir. Bu hastaliklarin olusmasinda meydana gelen DNA hasarlarinin ve yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde, Comet analizinin, hizli, diisiik maliyetli ve hassas DNA
hasar tespit 6zellikleri ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmasini saglamaktadir.

2.6.4. Enzim Baglantih immiinosorbent Analiz (ELISA)

Enzim baglanti immiinosorbent yontemi (ELISA), biyolojik orneklerde antijen ve
antikorlarin tespiti ve dl¢limii i¢in yaygin olarak kullanilan bir laboratuvar teknigidir. Bu
yontem, antijen-antikor etkilesimlerini enzimler aracilifiyla saptayarak, ¢esitli hastaliklarin
tanisinda ve aragtirmalarda 6nemli bir rol oynar.

ELISA'nin dort temel tiirii bulunmaktadir:

1.Dogrudan ELISA: Antijen, mikrotitre plakasinin yiizeyine baglanir ve enzimle
isaretlenmis birincil antikor kullanilarak tespit edilir. Bu yontem hizli ve basittir, ancak
duyarhlig diger yontemlere gore daha diisiiktiir.

2.Dolayli ELISA: Antijen, plakanin yiizeyine baglanir ve ardindan birincil antikor
eklenir. Daha sonra, enzimle isaretlenmis ikincil bir antikor kullanilarak tespit islemi

gerceklestirilir. Bu yontem, sinyal amplifikasyonu sayesinde daha yiiksek duyarlilik sunar.
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3.Sandvi¢ ELISA: Plakanin yiizeyine yakalama antikoru baglanir, ardindan numunedeki
antijen eklenir ve bu antijen, ikinci bir enzimle isaretlenmis antikorla tespit edilir. Bu yontem,
yiiksek 6zgiilliik ve duyarlilik saglar.

4 Rekabet¢ci ELISA: Numunedeki antijen, smnirli miktardaki antikor i¢in enzimle
isaretlenmis antijenle rekabet eder. Bu yontem, ozellikle kii¢iik molekiillerin veya diisiik
konsantrasyonlardaki antijenlerin tespiti i¢in kullanilir.

Enzim baglant1 immiinosorbent yontemi (ELISA) testinin avantajlar1 arasinda yiiksek
hassasiyet ve 0zgiilliik, hizli1 sonu¢ alma, birden fazla numunenin ayni anda islenebilmesi ve
uygun maliyetli olmas1 yer alir. Ayrica, radyoaktif maddeler kullanilmadig1 i¢in giivenli ve
cevre dostudur. Norodejeneratif hastaliklarda, 6zellikle AH’de, ELISA testi, hastaligin erken
teshisi ve biyogostergelrrin izlenmesi i¢in kullanilir [313]. Ozellikle kandaki belirli proteinlerin
(6rnegin, AP ve tau proteinleri) diizeylerinin Glgiilmesi, hastalifin tamis1 ve ilerleyisinin
izlenmesinde kritik 6neme sahiptir. [314] ELISA'nin yiiksek hassasiyeti ve Ozgiilliigii, bu
biyogdstergelerin dogru ve giivenilir bir sekilde tespit edilmesini saglar.

Alzheimer Hastalig1 (AH)’ nda sinir hiicrelerinde bazi protein ve sitokin molekiillerinde
artis oldugu bilinmektedir. AP proteinlerinin beyin dokusunda birikmesi, AH patolojisinin en
bilinen patolojik belirtisidir. Tau proteini ve fosforilasyonu ise noronlar igerisinde yiginlar
olusturarak sinir hiicrelerinin yapisini bozmaktadir. Diger belirte¢ grubu olan pro-enflamatuvar
sitokinlerin (IL-10, IL-6, IL-1a) AH’de diizeyleri yiikselerek beyin icindeki enflamasyonu
artirarak hastaligin ilerlemesine katki saglar. TNF-a ve TNF-B sitokin grubunun da AH’nin
enflamasyon stire¢lerinde onemli roller oynadiklar1 bilinmektedir. Kompleman sisteminin
bilesenleri ise (Clg, C3, C6 ve C9) AH patogenezinde rol oynayan enflamasyon siireclerini
etkileyebilir. Son olarak AChE, AH’de ACh diizeylerinin diisiirerek kognitif bozulmaya yol
acar. APP ise anormal islenmesi sonucu AP plaklarmin birikmesine ve nérodejenerasyona
neden olarak hastaligin ilerlemesine katki saglar. Tiim bu molekiillerin AH ile baglantis1 ELISA
testleri ile belirlenmis olup gerek tanida gerekse yeni tedavilerin arastirilmasinda bu testler

kullanilmaya devam etmektedir [313].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1,1,1,3,3,3-Hekzafloro-2-Propanol

2,7-Diklorodihidroflorosein diasetat (DCF-DA)

2-Propanol

3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir (MTT)

Difenilalanin (FF)
Dimetil sulfoksit (DMSO)

Dulbecco’s Modification Eagles Medium (DMEM)

Diisiik erime noktali agar (LMA)

ELISA Kitleri (insan AB, IL-10, IL-6, IL-10, Clq, C3, C6, C9, AChE,

Tau Protein, APP, TNF-a, TNF-)
Etidiyum bromiir (EtBr)
Etil alkol (Etanol)

Etilendiamin tetraasetik asit disodyum (Na2EDTA)

Fetal Sigir Serumu (FBS)

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS)
Hidrojen peroksit (%30)

Metil alkol (Metanol)

Naringin

N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu
Normal erime noktali agar (NMA)
PBS tabletleri
Penisilin/Streptomisin

Sodyum hidroksit (NaOH)
Tripan mavisi

Tripsin-EDTA

Tris-Base

Triton X-100
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Sigma-Aldrich
Aldrich Chemistry
Sigma-Aldrich
Sigma -Aldrich
Sigma-Aldrich
Isolab

VivaCell
Sigma-Aldrich
SunRedBio

Sigma-Aldrich
Isolab
Sigma-Aldrich
VivaCell
VivaCell
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biomatik
VivaCell
Merck
Biological Industries
VivaCell
ChemCruz

Ambresco



3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

24 ve 96 kuyucuklu plaklar
Buzdolabi (+4°C)

Cam pastor pipet

Comet bilgisayar yazilimi 4.0
Derin dondurucu (-20°°C)
Derin dondurucu (-80°°C)
Distile su cihazi

Elektroforez

Elektroforez gii¢ kaynagi
ELISA okuyucu

Hassas terazi

Hiicre sayim cihazi
Karbondioksit (CO») inkiibatorii
Lam (26x76 mm)

Lamel (24x60 mm)

Laminar kabin

Mikropipetler

Mikroskop

pH metre

Sayim lam1 (Neubauer Improved)

Sekiz kanallt mikropipet (50-300 pl)

Santrifiij cihaz1

Steril pipetler (5 ve 10 ml’lik)
Steril santrifiij tiipleri

Su banyosu

Ultrasonik banyo

Vorteks

Yatay hiicre kiiltiirii sisesi
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Costar

Bosch

Isolab

Perceptive Instruments
Bosch

Haier Biomedical
Purelab

Cleaver Scientific
Cleaver Scientific nanoPac-300P
Biotek Instruments, Inc-EPOCH
Uni Bloc ATX224R
NanoEntek

Sanyo

Marienfeld

Marienfeld

Bilser

Acura 825

Leica

InoLab pH7310
Mairenfled

Isolab

Nuve NF 1200R
Abdos

Fischerbrand
Microtest WB-15

Alex Machine

Velp Scientifica

SPL Life Sciences



3.3. Hazirlanan Cozeltiler

3.3.1. Besiyeri Cozeltisi

5 mL (%10) FBS ve 0,5 mL (%]1) penisilin/streptomisin karigimi yiiksek glikoz L-
glutamin ve sodyum piriivat iceren DMEM ile 50 mL’ye tamamlandi. 4°C’de saklandi.
Kullanilan besi yerleri her ¢aligsma igin taze hazirlanmastir.

3.3.2. SH-SYSY Hiicrelerinin Alzheimer Hastahlk Modellenmesinde Kullanilan

Cozeltiler

2 mg FF, 2 mL 2-propanolde c¢oziilerek 1000 pg/mL’lik stok ¢o6zelti hazirlandi.
Hazirlanan stok ¢ozeltiden hareketle FBS icermeyen besi yeri ile (yiiksek glikoz, L-glutamin
ve sodyum piriivat igeren) seri seyreltme ile 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL, 25
ug/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL ve 1 ug/mL derisimdeki standart ¢ozeltiler hazirlandi.

2 mg FF, 2 mL DMSO’da ¢oziilerek 1000 pg/mL’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan
stok c¢ozeltiden hareketle FBS i¢cermeyen besi yeri ile (yliksek glikoz, L-glutamin ve sodyum
piriivat iceren) seri seyreltme ile 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL, 25 nug/mL, 10
pug/mL, 5 pug/mL ve 1 pg/mL derisimdeki standart ¢6zeltiler hazirland.

2 mg FF, 2 mL etanolde ¢oziilerek 1000 pg/mL’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan
stok c¢ozeltiden hareketle FBS icermeyen besi yeri ile (yliksek glikoz, L-glutamin ve sodyum
piriivat iceren) seri seyreltme ile 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL, 25 ug/mL, 10
pug/mL, 5 pg/mL ve 1 pg/mL derisimdeki standart ¢6zeltiler hazirland.

2 mg FF, 2 mL HFIP’de ¢oziilerek 1000 pg/mL’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan
stok c¢ozeltiden hareketle FBS icermeyen besi yeri ile (yliksek glikoz, L-glutamin ve sodyum
piriivat iceren) seri seyreltme ile 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL, 25 ug/mL, 10
pug/mL, 5 pg/mL ve 1 pg/mL derisimdeki standart ¢6zeltiler hazirland.

2 mg FF, 2 mL metanolde ¢oziilerek 1000 pg/mL’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan
stok c¢ozeltiden hareketle FBS icermeyen besi yeri ile (yliksek glikoz, L-glutamin ve sodyum
piriivat iceren) seri seyreltme ile 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL, 25 ug/mL, 10
pug/mL, 5 pg/mL ve 1 pg/mL derisimdeki standart ¢6zeltiler hazirland.

2 mg FF, 2 mL suda ¢oziilerek 1000 pg/mL’lik stok ¢6zelti hazirlandi. Hazirlanan stok
cozeltiden hareketle FBS i¢cermeyen besi yeri ile (yiiksek glikoz, L-glutamin ve sodyum piriivat
iceren) seri seyreltme ile 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 ug/mL, 50 pg/mL, 25 ng/mL, 10 pg/mL,
5 pg/mL ve 1 pg/mL derisimdeki standart ¢ozeltiler hazirlandi.
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3.3.3. Naringin Cozeltileri

2 mg naringin, 20 pL. DMSO ve 1980 pL su karisiminda (%1 DMSO igerecek sekilde)
coziilerek 1000 pg/mL naringin stok cozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozelti besi yeri ile
seyreltilerek 25, 50, 100, 200, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonda naringin ¢ozeltilerinin
hazirlanmasi saglandi. Cozeltiler taze hazirlandi.

3.3.4. Ursolik Asit Cozeltileri

0,1 mg ursolik asit 100 pL DMSO ve 9900 pL su karisiminda (%1 DMSO igerecek
sekilde) ¢oziilerek 10 ug/mL ursolik asit stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozelti besi yeri ile
seyreltilerek 0,1, 0,25, 0,5, 1, 5 ve 10 pug/mL konsantrasyonda ursolik asit ¢dzeltilerinin
hazirlanmasi saglandi. Cozeltiler taze hazirlandi.

3.3.5. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ¢ozeltisi

50 mg MTT, 10 mL PBS igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan ¢6zelti 0,22 um membran
filtreden stiziilerek steril, 151k gecirmeyen bir tiipe aktarildi. Hazirlanan MTT ¢6zeltisi (5
mg/mL) 4°C’de saklandi. Uygulanacagi zaman, hazirlanan MTT ¢ozeltisinden 2 mL alinarak
20 mL’ye besiyeri ile tamamlandi ve analizlerde kullanilmak iizere 0,5 mg/mL ¢dozelti
hazirlandu.

3.3.6. 200 mM Disodyum Etilendiamin Tetraasetik Asit (Na2EDTA) Cozeltisi

29,78 g Na;EDTA, 400 mL distile suda ¢oziilerek pH 10’a ayarlandi. 4°C’de saklandi.

3.3.7. 10 N Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi

40 g NaOH, 100 mL distile suda ¢oziildii. 4°C’de saklandi.

3.3.8. Diisiik Erime Noktah Agar (LMA) Cozeltisi

250 mg LMA mikrodalga firm kullanilarak 25 mL PBS c¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii.
Kiiciik hacimler halinde +4°C’de saklandi.

3.3.9. Normal Erime Noktalh Agar (NMA) Cozeltisi

1 g NMA mikrodalga firin kullanilarak 100 mL distile su igerisinde ¢oziildii. +4°C’de
saklandi.

3.3.10. Elektroforez Tampon Cozeltisi

1447,7 mL soguk distile su, 7,5 mL 200 mM EDTA ve 44,8 mL 10 N NaOH c¢ozeltisi
karistirilarak taze olarak hazirlandi.

3.3.11. Etanol Cozeltisi (%50)

Mutlak etanol (%99,8) ¢ozeltisinden 250,5 mL alinarak ¢ozelti hacmi distile suyla 500

mL'ye tamamlandi.
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3.3.12. Etanol Cozeltisi (%75)

Mutlak etanol (%99,8) ¢ozeltisinden 375,7 mL alinarak ¢ozelti hacmi distile suyla 500
mL'ye tamamlandi.

3.3.13. Etanol Cozeltisi (%95)

Mutlak etanol (9%99,8) ¢ozeltisinden 475,9 mL alinarak ¢6zelti hacmi distile suyla 500
mL'ye tamamlandi.

3.3.14. Etidiyum Bromiir (EtBr) Cozeltisi

5 mg EtBr 25 mL distile suda ¢oziilerek 200 ug/mL’lik EtBr ¢6zeltisi hazirlandi.
Boyama sirasinda bu stok ¢ozeltiden 1 mL alind1 ve 10 mL’ye distile suyla tamamlanarak 20
ng/mL’lik EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.

3.3.15. Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS)

Iki adet PBS tablet, 200 mL distile suda ¢oziildii. +4°C’de saklandh.

3.3.16. Stok Lizis Cozeltisi

146,1 g NaCl, 37,2 g Na2EDTA ve 1,2 g Tris-base 500 ml distile suda ¢oziilerek iizerine
10 g NaOH eklendi ve pH 10’a ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti tizerine 10 g N-Lauril sarkosinat
sodyum tuzu eklenerek distile su ile 890 mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

3.3.17. Lizis Cozeltisi

178 mL stok lizis ¢ozeltisi, 20 mL DMSO ve 2 mL Triton X-100 ile karistirildi. Cozelti
deney giinii taze hazirland1 ve deney sirasinda soguk ¢ozelti kullanilabilmesi i¢in +4°C’de
saklandi.

3.3.18. 2,7-Diklorodihidrofloresein Diasetat (DCF-DA) Cozeltisi

24,36 mg HoDCF-DA tartilarak 10 mL PBS’te ¢oziildi. Hazirlanan SmM’lik stok
cozelti kiigiik porsiyonlar halinde 1siktan etkilenmemesi i¢in karanlikta, -80°C’de saklandi.
Calismanin yapilacagi giin 70 pL H.DCF-DA stok ¢ozeltisi ile 7 mL PBS ile seyreltilerek taze
calisma ¢ozeltisi hazirlandi.

3.3.19. Alzheimer Hastalig1 ve Enflamasyon Biyogostergelerindeki Degisikliklerin

Belirlenmesi I¢in Hazirlanan Cozeltiler
Amiloid Beta (AB) ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢ozelti Cizelge 3.1°de

gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlandi.
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Cizelge 3.1. Amiloid beta (AP) diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Derigim | Standart No | Seyreltme YOntemi

120 ng/L | Standart no 5 | 120 pL orijinal standart ¢6zelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

60 ng/L | Standartno 4 | 120 pL standart no 1 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

30 ng/L | Standartno 3 | 120 pL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

15ng/L | Standartno 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

7.5 ng/L | Standartno 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 puL seyreltme ¢ozeltisi

Asetilkolin esteraz (AChE) ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢ozelti Cizelge
3.2°de gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Cizelge 3.2. Asetilkolin esteraz (AChE) diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan
¢oOzeltiler

Derisim Standart No | Seyreltme Yontemi

120 ng/mL | Standart no 5 | 120 pL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

60 ng/mL Standart no 4 | 120 pL standart no 1 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

30 ng/mL Standart no 3 | 120 pL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

15 ng/mL Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

7,5ng/mL Standart no 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Tau protein ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢ozelti Cizelge 3.3’te
gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirland.

Cizelge 3.3. Tau protein diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Derisim | Standart No | Seyreltme Yontemi

800 ng/L | Standart no 5 | 120 uL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

400 ng/L | Standart no 4 | 120 pL standart no 1 ¢dzeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

200 ng/L | Standartno 3 | 120 uL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

100 ng/L | Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢dzeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

50ng/LL | Standartno 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Amiloid prekiirsor protein (APP) ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢6zelti
Cizelge 3.4 te gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlandi.
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Cizelge 3.4. Amiloid prekiirsor protein (APP) diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan

cozeltiler
Derigim Standart No | Seyreltme Yontemi
48 ng/mL | Standart no 5 | 120 pL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
24 ng/mL | Standart no 4 | 120 pL standart no 1 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
12 ng/mL | Standart no 3 | 120 pL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
6 ng/mL Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
3 ng/mL Standart no 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Interldkin (IL)-10 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢dzelti Cizelge 3.5’te

gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Cizelge 3.5. Interlokin (IL)-10 diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ¢dzeltiler

Derisim Standart No | Seyreltme Ydntemi

1600 pg/L | Standart no 5 | 120 pL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
800 pg/L | Standartno 4 | 120 uL standart no 1 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
400 pg/L | Standart no 3 | 120 pL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
200 pg/L. | Standartno 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
100 pg/L | Standartno 1 | 120 pL standart no 4 ¢6zeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Interldkin (IL)-6 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢dzelti Cizelge 3.6’da

gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirland.

Cizelge 3.6. Interlokin (IL)-6 diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Derisim | Standart No | Seyreltme Yontemi

320 ng/L | Standartno 5 | 120 pL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
160 ng/L | Standart no 4 | 120 pL standart no 1 ¢dzeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
80 ng/L | Standart no 3 | 120 pL standart no 2 ¢6zeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
40 ng/L | Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
20ng/L | Standartno 1 | 120 pL standart no 4 ¢dzeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Interlokin (IL)-1a ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢6zelti Cizelge 3.7 de

gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirland.
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Cizelge 3.7. Interlokin (IL)-1a diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Derigim | Standart No | Seyreltme YOntemi

16 ng/L | Standartno 5 | 120 pL orijinal standart ¢6zelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
8 ng/L Standart no 4 | 120 pL standart no 1 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
4 ng/L Standart no 3 | 120 pL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
2 ng/L Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
1 ng/L Standart no 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Kaspaz (C)Iq ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢ozelti Cizelge 3.8’de

gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Cizelge 3.8. Kaspaz (C)1q diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Derisim Standart No | Seyreltme Ydntemi

16 pg/mL | Standart no 5 | 120 pL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
8 ng/mL Standart no 4 | 120 pL standart no 1 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
4 ng/mL Standart no 3 | 120 pL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
2 ug/mL Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
1 pg/mL Standart no 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Kaspaz (C)3 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢ozelti Cizelge 3.9’da

gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirland.

Cizelge 3.9. Kaspaz (C)3 diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Derisim

Standart No

Seyreltme Y 6ntemi

2800 pg/mL

Standart no 5

120 pL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

1400 pg/mL

Standart no 4

120 pL standart no 1 ¢ozeltisi+120 puL seyreltme ¢ozeltisi

700 pg/mL

Standart no 3

120 pL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

350 pg/mL

Standart no 2

120 pL standart no 3 ¢dzeltisi+120 puL seyreltme ¢ozeltisi

175 pg/mL

Standart no 1

120 pL standart no 4 ¢6zeltisi+120 uL seyreltme ¢ozeltisi

Kaspaz (C)6 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢ozelti Cizelge 3.10°da

gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirland.
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Cizelge 3.10. Kaspaz (C)6 diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Derigim Standart No | Seyreltme Yontemi

400 pg/mL | Standart no 5 | 120 pL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
200 pg/mL | Standart no 4 | 120 pL standart no 1 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
100 pg/mL | Standart no 3 | 120 pL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
50 pg/mL Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
25 ug/mL Standart no 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Kaspaz (C)9 ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢ozelti Cizelge 3.11°de

gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Cizelge 3.11. Kaspaz (C)9 diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Derisim Standart No | Seyreltme Yontemi

640 ng/mL | Standart no 5 | 120 pL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
320 ug/mL | Standart no 4 | 120 uL standart no 1 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
160 pg/mL | Standart no 3 | 120 uL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
80 pg/mL Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢6zeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
40 pg/mL Standart no 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Doniistiiriici biiylime faktorii (TGF)-f ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart

cozelti Cizelge 3.12’de gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlandu.

Cizelge 3.12. Doniistiiriicii biiyiime faktorti (TGF)-f diizeylerinin belirlenmesinde

kullanilan ¢6zeltiler

Derisim Standart No | Seyreltme Ydntemi

32 ng/mL | Standartno 5 | 120 pL orijinal standart ¢ozelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
16 ng/mL | Standart no 4 | 120 pL standart no 1 ¢ozeltisi+120 puL seyreltme ¢ozeltisi
8 ng/mL Standart no 3 | 120 pL standart no 2 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
4 ng/mL Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi
2 ng/mL Standart no 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

Timor nekroz faktér (TNF)-a ELISA test kitinde bulunan 0,5 mL standart ¢ozelti

Cizelge 3.13’te gosterildigi gibi seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlanda.
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Cizelge 3.13. Tiimor nekroz faktor (TNF)-a diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan
cozeltiler

Derigim | Standart No | Seyreltme YOntemi

480 ng/L | Standartno 5 | 120 pL orijinal standart ¢6zelti+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

240 ng/L | Standartno 4 | 120 uL standart no 1 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

120 ng/L | Standart no 3 | 120 pL standart no 2 ¢dzeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

60 ng/L | Standart no 2 | 120 pL standart no 3 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

30ng/L | Standartno 1 | 120 pL standart no 4 ¢ozeltisi+120 pL seyreltme ¢ozeltisi

3.3.20. Apoptoz Baglanma Tampon Cozeltisi
20 mL apoptoz baglanma tampon ¢ozeltisi hazirlanmasi i¢in 10X konsantrasyonda
cozeltinden 2 mL almip tizerine 18 mL saf su eklenerek 1:10 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

Kullanilmak tizere buz tizerinde muhafaza edildi.

3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Noroblastoma (SH-SYS5Y) hiicrelerinin AH modellenmesinde, sitotoksisite, ROT,
genotoksisite ve ELISA kit c¢alismalarinda kullanilmak iizere cogaltilmast i¢in -80°C’de
saklanan hiicreler 37°C’lik su banyosunda tamamen ¢oziilene kadar bekletildi. Tiip igerigi konik
tiiplere aktarildiktan sonra hiicre siispansiyonu hacminin 3 misli oraninda besiyeri ile karistirildi
ve 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atilarak kalan hiicreler 25 cm?’lik hiicre
kiiltiirdi sigesi igin 7 mL, 75 cm?’lik hiicre kiiltiirii sigesi i¢in 14 mL besi yeri ile karistirilarak
hiicre ekim islemi gergeklestirildi. Hiicrelerin ¢ogalma durumu kontrol edilerek 2 giinde bir
besi yeri degistirildi. Hiicreler ekim kaplariin yiizeyini %80 kapladig1 zaman pasajlama islemi
gerceklestirildi. Bunun igin hiicre kiiltiirii sisesi icindeki besi yeri aspire edilerek uzaklastirildi,
25 cm? hiicre kiiltiirii sisesinde ¢ogalan hiicreler i¢in 2 mL tripsin-EDTA, 75 cm? hiicre kiiltiirii
icerisinde ¢ogaltilan hiicreler i¢in ise 4 mL tripsin-EDTA uygulanarak hiicreler %5 CO: igeren
inkiibatorde 37°C’de 5 dakika bekletildi. Bu bekleme isleminden sonra hiicrelerin yiizeyden
kalkip kalkmadiklar1 faz-kontrast mikroskobu ile test edildi. Hiicre kiiltiir sisesine, ilave edilen
tripsin-EDTA’nin 2 kati kadar besiyeri eklenerek karisim pipetlendi ve elde edilen hiicre
stispansiyonu bir falkon tiipe aktarildi. Hiicre siispansiyonu 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi ve siipernatan uzaklastirildi. Santrifiij islemi sonucunda alta ¢oken hiicreler (pellet) 10

mL besiyerinde slispande edilerek sayildi. Sayim sonrasinda hesaplanan hiicre miktarina gore

47



besi yeri ile gerekli seyreltmeler yapilarak hiicrelerin uygun hiicre kiiltiiri kaplarinda

cogaltilmasi saglandi.

3.5. SH-SYSY Hiicrelerinde Alzheimer Hastalik Modelinin Olusturulmasi

SH-SY5Y hiicre hatlari, DMEM besiyeri (10% FBS ve 1% penisilin-streptomisin) ile
yatay hiicre kiiltiirii siselerine ekilerek 37 °C, %95 nem ve %5 CO2’li ortamda 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler 151k mikroskobu altinda
incelenerek hiicrelerin canlilig1 ve doygunlugu kontrol edildi. Hiicre miktar1 yatay hiicre kiiltiirii
sisesinin %80’inin kapladig1 gozlendiginde, hiicrelerin tripsin-EDTA ile yatay hiicre kiiltiirii
siselerinden kaldirilmasi saglandi. Isik mikroskobu altinda, Neubauer sayim lami kullanilarak
tripan mavisi ile hiicre sayimi yapildi. 96 kuyucuklu plaga her bir kuyucukta 15000 hiicre
olacak sekilde hiicre ekimi yapild1 ve plaklar inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerin ¢ogalmasimi takiben plaklardaki besiyerleri vakum ile uzaklastirildi. FF
dipeptidinin 2-propanol, DMSO, etanol, HFIP, metanol ve su ¢oziiciileri kullanilarak ¢6zeltileri
hazirlandi. Hiicrelerde amiloid plak olusumu i¢in gerekli derisimin belirlenmesi amaciyla en
yiiksek derisimdeki ¢ozeltide %1 oraninda ¢6ziicii icerecek sekilde besi yeri ile seyreltmeler
yapilarak 1-500 pg/mL derisimdeki FF ¢ozeltileri ile hiicreler 24 saat siire ile maruz birakildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda MTT yéntemi ile hiicre canliliklar1 belirlendi. Her bir ¢oziicii ile
hazirlanan ¢ozeltilerin ICso degerleri belirlendi.

Hiicrelerde amiloid plak olusumunu gézlemlemek amaciyla ise 6 kuyucuklu plaga, her
bir kuyucukta 1 mL (100000 hiicre/kuyucuk) olacak sekilde ekim yapilarak 37°C, %95 nem ve
%35 COz igeren inkiibatdrde 1 giin siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
hiicreler, 151k mikroskobu altinda incelenerek hiicrelerin canliligi ve doygunlugu kontrol edildi.
Hiicrelerin ¢ogalmasini takiben plaklardaki besiyerleri vakum ile uzaklastirildi. Hiicreler 250
pg/mL derisimde FF ¢ozeltilerine 24 saat siire ile maruz birakildi. Inkiibasyon siiresinin
sonunda hiicreler, 151k mikroskobu altinda incelenerek amiloid plak olusumlar1 incelendi ve
hiicre goriintiileri alindi.

3.6. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Yontemi

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi, FF’in plak
olusturmasinda kullanilacak en uygun ¢6ziiciiniin se¢imi, naringin ve ursolik asidin SH-SY5Y
hiicrelerine sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi ve FF ile AH modeli olusturulan SH-SY5Y

hiicrelerine naringin ve ursolik asidin etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.
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Hiicre kiiltiirti bagliginda anlatildig1 gibi; 37°C, %95 nem ve %5 COxz igeren inkiibatdrde
SH-SY5Y hiicreleri inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan hiicre kiiltiirii siseleri
mikroskop altinda incelenerek hiicre canliligi kontrol edildi. Ayrica incelenen hiicrelerin yatay
hiicre sisesi yiizeyinin %80’inini kapladig: goriildiiglinde hiicrelerin 96 kuyucuklu plakalara
alinmasi islemine baslandi.

Yatay hiicre sisesi yiizeyinin %80’ini kaplayan hiicreler, steril ¢calisma kabinine alind.
Hiicre kiiltiirii sisesinden besi yeri cam pastor pipet ve vakum kullanilarak dikkatlice
uzaklagtirildi. Hiicreler, 2 mL PBS ile yikandi. Yikama isleminin ardindan PBS uzaklastirilarak
25 cm?’lik hiicre kiiltiirii siselerine 2 mL tripsin-EDTA ¢zeltisi eklendi. Hiicre kiiltiirii siseleri,
5 dakika siire ile inkiibe edildi. Ardindan yatay hiicre siselerine bekletilmeden 4 mL besiyeri
eklendi.

Hiicre kiiltiirti siselerinden toplanan hiicre slispansiyonu, 25°C’de, 1000 devir/dakika ve
bes dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij tlipliniin {istiindeki slipernatan hiicre pelletine
dokunmadan cam pastor pipet ve vakum ile uzaklastirildi. Pellet iizerine 5 mL besi yeri eklendi
ve pipetaj yapilarak homojenize edildi. Santrifiij tiiptinde bulunan hiicre siispansiyonundan bir
ependorf tiipe 10 pL alindi ve iizerine 90 pL tripan mavisi ¢dzeltisi eklendi (Diliisyon
faktorii: 10). Ependorf tiiplinden alinan hiicre siispansiyonu-tripan mavisi karistmi Neubauer
sayim lamina uygulandi. Isik mikroskobu altinda, Neubauer sayim lami kullanilarak hiicreler
sayildi. Hiicre sayiminin dogru ve kesin bir sekilde yapilabilmesi i¢in sayim islemi 3 tekrarl
yapildi ve aritmetik ortalama alindi. Canli hiicre sayisini1 hesaplamak amaciyla asagida verilen

formul kullanild:

mL 'deki Canli Hiicre Sayis1 = (Toplam Hiicre Sayisi/4) x 10* x 10

Canli hiicre sayis1 hesaplandiktan sonra hiicreler, 96 kuyucuklu plaga her bir kuyucukta
15000 hiicre olacak sekilde olarak ekim yapmak amaciyla besi yeri ile seyreltildi. 37°C, %95
nem ve %5 CO; igeren inkiibatorde 1 giin inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon
siiresinin sonunda kuyucuklarda bulunan besi yeri cam pastor pipet ve vakum ile uzaklastirildi.
FF’nin AH modeli olusturmak iizere kullanilacak ¢6zeltisinin belirlenmesi amaciyla, SH-SYSY
hiicrelerine FFn’in etanol, su, 2-propanol, HFIP, metanol ve DMSO ¢dziiciilerinde hazirlanan
cozeltileri 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 pg/mL derisimlerinde uygulandi. SH-SY5Y
hiicrelerinde naringin ve ursolik asidin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi ve FF ile AH modeli

olusturulmus hiicrelerde etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla ise hiicreler naringinin 25, 50,
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100, 250, 500 ve 1000 pg/mL derisimlerdeki; ursolik asidin ise 0,1, 0,25, 0,5, 1, 5 ve 10 pg/mL
derisimlerdeki ¢ozeltilerine 24 saat siire ile maruz birakildi. FF ile AH modellenen hiicrelerde
naringin ve ursolik asidin etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla ilse her kuyucukta 15000 hiicre
iceren 96 kuyucuklu plaklardaki SH-SYS5Y hiicreleri 250 pg/mL derisimde FF’nin DMSO’daki
cozeltisi uygulanmis ve 24 saat siire ile inkiibasyon gerc¢eklestirilmistir. Bu inkiibasyon
stiresinin ardindan bu ¢6zeltiler uzaklastirilmig ve hiicreler naringin ve ursolik asidin belirlenen
derisimdeki ¢ozeltilerine 24 saat siire ile maruz birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda madde ¢dzeltileri cam pastor pipet ve vakum yardimiyla atilarak
her bir kuyucuga 0,5 mg/mL konsantrasyonundaki MTT ¢ozeltisinden 100 pL eklendi. Hiicreler
37°C, %95 nem ve %5 CO» igeren inkiibatdrde 4 saat daha inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
stiresinin ardindan MTT ¢ozeltisi uzaklastirilarak kuyucuklarin tizerine 100 uL. DMSO ¢ozeltisi
olusan formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla eklendi ve kuyucuklarda olusan renk siddeti 570
nm’de 6lctildii. Elde edilen absorbans degerlerinin kontrol absorbans degerine oraninin 100 ile
carpilmasi sonucu her bir maddenin konsantrasyonu i¢in % hiicre canlilig1 saptandi. % hiicre
canlilig1 verilerinden hareketle her bir madde i¢in inhibitér konsantrasyon (ICso) degerleri

bulundu.

3.7. 2,7-Diklorodihidrofloresein Diasetat (DCF-DA) Yontemi ile Reaktif Oksijen
Tiirleri Tayini

6 kuyucuklu plakalara hiicre kiiltiirii baslig1 altinda anlatildig1 sekilde her bir plakaya
1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapildi. AH modeli olusturulan hiicrelerde hiicreler
bir giin boyunca 37 °C, %5 CO,’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan AH modeli
olusturulacak hiicrelere 250 pg/mL derisimde FF’nin DMSO igerisindeki ¢ozeltisi eklendi ve
hiicreler bir giin siireyle daha inkiibasyona birakildi. Daha sonrasinda plaktaki besi yeri
vakumla atild1. 100 pL kor (PBS), negatif kontrol (%1 DMSO igeren besi yeri), pozitif kontrol
(100 uM H>0»), naringin (25, 50, 100, 250 pg/mL) ve ursolik asit (0,1, 0,25, 0,5, 1 ug/mL)
cozeltileri kuyucuklardaki hiicrelere uygulandi. Plak 37°C, %5 CO>’de bir saat inkiibasyona
birakildi. Bu asamadan sonra HoDCF-DA 1siktan etkilendigi i¢in karanlikta calisildi. Kor
¢ozeltinin bulundugu kuyucuk hari¢ diger kuyucuklara boyanin ¢alisma ¢ozeltisinden 100 pL
eklendi. Plak 37°C, %5 CO>’de bir saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
plak buz tizerine konuldu ve kuyucuklardaki PBS ve boya ¢ozeltileri vakumla atildi. Her bir
kuyucuk 100 pL PBS ile yikanarak tekrar 100 pL PBS ilave edildi. Kuyucuklarin absorbanslari

spektroflorometrik olarak (absorpsiyon:485 nm, emisyon: 520 nm) ol¢iildii.
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3.8. Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet) Yontemi

SH-SYSY hiicreleri hiicre kiiltiirii baghiginda anlatildigi gibi ¢ogaltildi. AH modeli
olusturulacak gruplarda 6 kuyucuklu plakalara 100000 hiicre/kuyucuk sayisinda ekilen hiicreler
FF’nin DMSO’da hazirlanan 250 pg/mL derisimdeki ¢ozeltisiyle 24 saat maruz birakildi. Hem
AH modeli olusturulan hiicreler ve hem de AH modeli olusturulmayan hiicreler naringin ve
ursolik asidin sitotoksisite ¢aligmalarinda belirlenen, sitotoksik olmayan derisimlerine 3 saat
stire ile maruz birakildi. Bu maruziyet i¢in naringinin 25, 50, 100 ve 250 pg/mL; ursolik asidin
0,1, 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL derisimdeki ¢ozeltileri kullanildi. Inkiibasyonun ardindan
kuyucuklardaki madde ¢ozeltileri atildi, her bir kuyucuk 1 mL PBS ile yikandi. Yikamanin
ardindan hiicreler 0,5 mL tripsin-EDTA ¢dzeltisine maruz birakildi. Tripsinizasyon isleminin
ardindan tripsinin etkisini durdurmak amaciyla kuyucuklara besiyeri eklendi. Hiicre
siispansiyonlart 1000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edildi, siipernatan atildi. Hiicre
pelletinin PBS ile yikanmasinin ardindan hiicre siispansiyonlarindan 50 pL alinarak
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi iizerlerine 100 pL %1’lik LMA (37°C + 0,5°C’de eritilmis)
cozeltisi eklenerek karistirildi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler daha 6nceden %1°lik NMA ¢ozeltisine
daldirilarak hazirlanan agar ile kaplanmis lamlarin iizerine yayildi ve lamel ile kapatildi.
+4°C’de 10 dakika kadar bekletilerek agarin katilasmasi saglandi. Lamlardaki agar katilastiktan
sonra lamellerinden ayrilarak salelere yerlestirildi. Uzerine daha énceden hazirlanarak +4°C’de
saklanan lizis ¢ozeltisi dokiiliip +4°C’de en az 1 saat boyunca bekletildi. Lizis igleminin
ardindan lamlar, salelerde distile su ile yikandi. Yikama isleminin ardindan lamlar, agar yayilan
kisimlar1 tiiste gelecek sekilde elektroforez kiivetine aralarinda bosluk kalmayacak bi¢imde
yerlestirildi ve tankin i¢i soguk elektroforez ¢ozeltisi ile dolduruldu. Lamlar, hi¢bir akim
uygulamadan karanlikta 20 dakika boyunca elektroforez kiivetinin igerisinde bekletildi. Daha
sonra 25 V ve 300 mA akim uygulanarak 20 dakika elektroforez islemi uygulandi. Elektroforez
isleminin ardindan lamlar salelere geri yerlestirilerek tekrar distile su ile yikanip nétralizasyon
islemi icin PBS icerisinde +4°C’de 10 dakika bekletildi. Noétralizasyon isleminin ardindan
lamlar salelerde distile suyla son kez yikandi. Yikama isleminin ardindan lamlar iizerine
strastyla hazirlanan %50°lik, %75’lik ve %95’lik etanol ¢ozeltileri konularak agzi kapali bir
sekilde 5’er dakika bekletildi. Islemin sonunda lamlar salelerden ¢ikarilarak kurumalari icin 24
saat bekletildi. Floresan mikroskobunda 6l¢iim yapmak i¢in 40 pl. EtBr ¢ozeltisi lamlarin
izerine eklenerek lamel ile kapatildi. Her bir lamda en az 100 hiicre, “Perceptive Instruments
Comet Assay IV Analysis System” bilgisayar programi ile DNA hasar derecesi kuyruk

momenti parametresi kullanilarak degerlendirildi.
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3.9. Alzheimer Hastalig1 ve Enflamasyon Biyogostergelerindeki Degisiklerinin
Belirlenmesi

Alzheimer hastaligi (AH) ve enflamasyon biyogostergelerindeki degisikliklerin
belirlenmesi amaciyla kullanilmak tizere daha 6nce hiicre kiiltiirti calismasinda anlatildigi lizere
hiicreler ¢ogaltildi. Cogaltilan hiicreler 6 kuyucuklu plaklara 1x10° hiicre/plaka olacak sekilde
ekildi. AH modeli olusturulan ve olusturulmayan SH-SYSY hiicrelerinde naringinin
biyogostergeler iizerine olan etkisinin degerlendirilmesi amaciyla 25, 50, 100 ve 250 ug/mL
derisimde naringin ve ursolik asidin biyog0Ostergeler iizerine etkisinin degerlendirilmesi
amactyla ise 0,1, 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL derisimde ursolik asit ile 24 saat siire ile muamele
edilmistir. Maruziyet siiresinin sonunda Hiicreler toplandi, proteaz inhibitdrii takviyeli bir
tamponla lize edildi ve slipernatan1 toplamak i¢in santrifiij edildi.

3.9.1. Amiloid Beta (Ap) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan o6rnekler AP monoklonal antikoru ile 6nceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilagtirilarak kantitatif olarak 6l¢iim yapildu.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 pL standart ¢ozeltiler ve 50 puL. Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar pL 6rneklerden, 10 uLL AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkalandi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama cozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi ve
yavasca calkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge dontistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki g¢ozeltilerin absorbans degerleri Olgtildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve

egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle drneklerdeki AP diizeyleri

belirlendi.
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3.9.2. Asetilkolin Esteraz (AChE) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan 6rnekler AChE monoklonal antikoru ile dnceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilagtirilarak kantitatif olarak 6l¢iim yapildu.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 pL standart ¢ozeltiler ve 50 pLL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar pL 6rneklerden, 10 uLL. AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkalandi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama c¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi ve
yavasca calkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge doniistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki g¢ozeltilerin absorbans degerleri Olgtildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki AChE enzim
diizeyleri belirlendi.

3.9.3. Tau Protein Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan Ornekler tau proteini monoklonal antikoru ile Onceden baglanmis
kuyucuklara eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin
ile birlesik antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar
inkiibe edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile
yikama yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii
ve standart regresyon grafigi ile karsilastirilarak kantitatif olarak 6l¢iim yapildi.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 pL standart ¢ozeltiler ve 50 puLL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar pL 6rneklerden, 10 uLL AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkalandi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama ¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi

uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi ve
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yavasca ¢alkalandi. Daha sonra 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge dontistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki g¢ozeltilerin absorbans degerleri Olgtlildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki Tau protein
diizeyleri belirlendi.

3.9.4. Amiloid Prekiirsor Protein (APP) Diizeylerinin Olciimii

Hazirlanan 6rnekler APP monoklonal antikoru ile dnceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6lctildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilagtirilarak kantitatif olarak 6l¢tim yapildi.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 uL standart ¢ézeltiler ve 50 pL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar pL 6rneklerden, 10 uLL. AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkalandi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama ¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi ve
yavasca ¢alkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge dontistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki g¢ozeltilerin absorbans degerleri Olgtlildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki APP diizeyleri
belirlendi.

3.9.5. Interlokin-1alfa (IL-1¢) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan 6rnekler IL-1a monoklonal antikoru ile 6nceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe

edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
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yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6lctildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilagtirilarak kantitatif olarak 6l¢iim yapildi.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 uL standart ¢ozeltiler ve 50 pL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar pL 6rneklerden, 10 uLL AB-
antikor ve 50 puL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkalandi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama ¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi ve
yavasca ¢alkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge doniistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri olgiildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki IL-1a diizeyleri
belirlendi.

3.9.6. Interlokin-6 (IL-6) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan 6rnekler IL-6 monoklonal antikoru ile dnceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6lctildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilagtirilarak kantitatif olarak 6l¢iim yapildu.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 uL standart ¢ozeltiler ve 50 pL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar pL 6rneklerden, 10 uLL. AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkalandi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama ¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi ve
yavasca ¢alkalandi. Daha sonra 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge doniistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri 6lgiildii. Standart

konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve

55



egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki IL-6 diizeyleri
belirlendi.

3.9.7. Interlokin-10 (IL-10) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan 6rnekler IL-10 monoklonal antikoru ile onceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6lctildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilastirilarak kantitatif olarak 6l¢tim yapildi.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 uL standart ¢ozeltiler ve 50 pL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar uL 6rneklerden, 10 uL AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkaland1 ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda s1zdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama ¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser pL eklendi ve
yavasca ¢alkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge doniistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri 6lgiildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki IL-10 diizeyleri
belirlendi.

3.9.8. Kaspaz 1q (C1q) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan 6rnekler C1q monoklonal antikoru ile 6nceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6lctildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilastirilarak kantitatif olarak 6l¢tim yapildi.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 pL standart ¢ozeltiler ve 50 pL. Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar uL 6rneklerden, 10 uL AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca

calkaland1 ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda s1zdirmaz membran
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dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama cozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser pL eklendi ve
yavasca calkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge doniistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri 6lgiildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle orneklerdeki Cl1q diizeyleri
belirlendi.

3.9.9. Kaspaz 3 (C3) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan o6rnekler C3 monoklonal antikoru ile 6nceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilastirilarak kantitatif olarak 6l¢tim yapildi.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 pL standart ¢ozeltiler ve 50 pL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar uL 6rneklerden, 10 uL AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkaland1 ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda s1zdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama c¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50’ser pL eklendi ve
yavasca calkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge doniistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri 6lgiildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki C3 diizeyleri
belirlendi.

3.9.10. Kaspaz-6 (C6) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan o6rnekler C6 monoklonal antikoru ile 6nceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik

antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
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edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilagtirilarak kantitatif olarak 6l¢iim yapildi.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 pL standart ¢ozeltiler ve 50 pLL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar pL 6rneklerden, 10 uLL. AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkalandi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama c¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi ve
yavasca calkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge doniistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki g¢ozeltilerin absorbans degerleri Olgtildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki C6 diizeyleri
belirlendi.

3.9.11. Kaspaz-9 (C9) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan o6rnekler C9 monoklonal antikoru ile 6nceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilagtirilarak kantitatif olarak 6l¢iim yapildi.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 pL standart ¢ozeltiler ve 50 pLL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar pL 6rneklerden, 10 uLL. AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkalandi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama cozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi ve
yavasca ¢alkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge doniistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek

450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki g¢ozeltilerin absorbans degerleri Olgtildii. Standart
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konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle orneklerdeki C9 diizeyleri
belirlendi.

3.9.12. Déniistiiriicii Biiyiime Faktorii Beta (TGF-p) Diizeylerinin Ol¢iimii

Hazirlanan 6rnekler TGF-B monoklonal antikoru ile 6nceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6lctildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilagtirilarak kantitatif olarak 6l¢iim yapildu.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 uL standart ¢ozeltiler ve 50 pL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar pL 6rneklerden, 10 uLL AB-
antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
calkalandi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz membran
dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama ¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi ve
yavasca ¢alkalandi. Daha sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra reaksiyon
durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge dontistii. Reaksiyon
durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0” kabul edilerek
450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki g¢ozeltilerin absorbans degerleri Olgtlildii. Standart
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi ¢izildi ve
egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki TGF-f diizeyleri
belirlendi.

3.9.13. Tiimér Nekroz Faktor Alfa (TNF-«) Olciimii

Hazirlanan 6rnekler TNF-a monoklonal antikoru ile 6nceden baglanmis kuyucuklara
eklendi. Kuyucuklarda hiicre homojenatlarinin inkiibe edilmesinin ardindan biotin ile birlesik
antikor eklenerek Streptavidin-HRP’nin immiin kompleksi ile baglandi. Tekrar inkiibe
edilmesinin ardindan baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama soliisyonu ile yikama
yapildi. Kromojen soliisyonlarinin eklenmesi ile 450 nm’de absorbans degerleri 6lctildii ve
standart regresyon grafigi ile karsilastirilarak kantitatif olarak 6l¢tim yapildi.

Standartlar i¢in belirlenmis kuyucuklara 50 uL standart ¢ozeltiler ve 50 pL Streptavidin-
HRP eklendi. Hazirlanan 6rnekler i¢in belirlenen kuyucuklara 40’ar uL 6rneklerden, 10 uL AB-

antikor ve 50 pL Streptavidin-HRP eklenerek sizdirmazlik membrani ile kapatildi, yavasca
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calkaland1 ve 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda sizdirmaz
membran dikkatlice kaldirildi. Hazirlanan yikama ¢ozeltisi ile kuyucuklar yikandi ve yikama
cozeltisi uzaklastirildi. Tiim kuyucuklara kromojen A ve B soliisyonlarindan 50°ser uL eklendi
ve yavasca calkalandi. Daha sonra 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
reaksiyon durdurucu soliisyon eklendi. Mavi renkteki kuyucuklar aniden sar1 renge doniistii.
Reaksiyon durdurucu ¢ozelti eklendikten hemen sonra kor olarak bos birakilan kuyucuk “0”
kabul edilerek 450 nm dalga boyunda kuyucuklardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri 6l¢iildii.
Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine gore lineer regresyon egrisi
cizildi ve egrinin denklemi hesaplandi. Hesaplanan denklemden hareketle 6rneklerdeki TNF-a

diizeyleri belirlendi.

3.10. Annexin V-FITC/PI Apoptoz Analizi

Apoptoz calismasinda kullanilmak {izere daha once hiicre kiiltiirii ¢alismasinda
anlatildigy iizere hiicreler cogaltildi. Cogaltilan hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 1x10°
hiicre/plaka olacak sekilde ekildi. AH modeli olusturulan ve olusturulmayan SH-SYSY
hiicrelerinde naringinin apoptoz iizerine olan etkisinin degerlendirilmesi amaciyla 25 ve 250
ug/mL derisimde naringin ve ursolik asidin etkisinin degerlendirilmesi amaciyla ise 0,1 ve 1
pg/mL derisimde ursolik asit ile 24 saat siire ile muamele edilmistir.

24 saatin sonunda hiicreler ayr1 ayr1 tripsinlenip toplanarak +4°C’de bekletilen PBS ile
yikand1. Hiicreler santrifiij edildikten sonra 5 mL’lik test tiiplerine 2x10° hiicre/mL olacak
sekilde 500 pL 1X Annexin V Baglanma Tamponunda siispande edildi. Her bir tiipe 5 pL
etiketlenmis Annexin V eklendi. Daha sonra iizerlerine 10 uL propidyum iyodiir (PI) ¢ozeltisi
eklendi. Hiicreler vortekslendikten sonra 25°C’de 15 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan hiicreler 1X Annexin V Baglanma Tamponu ile yikand1 ve iizerlerine
400 pL 1X Annexin V Baglanma Tamponu eklendi. Daha sonra hiicreler akis sitometrisi

cihazinda apoptoz 6zellikleri bakimindan degerlendirildi.

3.11. Istatistiksel Yontem
Istatistiksel analiz icin SPSS Version 23.0 Programi kullanildi. Gruplar arasi farklarin
onem kontrolleri, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi. Sonuglar, ortalama +
standart sapma olarak verildi. Post hoc analizi ise Tukey’s HSD testi ile yapild1. Istatistiksel
anlamlilik degeri baslangici olarak p<0,05 kabul edildi. Her ¢alisma en az ii¢ tekrar olacak
sekilde gergeklestirildi.
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4. BULGULAR
4.1. SH-SYSY Hiicrelerinde Alzheimer Hastalik Modelinin Olusturulmasi

Insan néroblastoma hiicrelerinde in vitro AH modelinin olusturulmas i¢in kullanilacak
FF dipeptit yapisi i¢in uygun ¢dziicii ve konsantrasyonun belirlenmesi amactyla ilk olarak farkl
coziiciilerde hazirlanan FF ¢ozeltilerinin sitotoksik etkileri MTT yontemi ile incelenmistir.

2-propanol kullanilarak hazirlanan 1-500 pg/mL derisimlerdeki FF ¢ozeltilerinin SH-
SYSY hiicrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir.
Sonuglar incelendiginde 1-100 pg/mL derisim araliginda 6nemli bir sitotoksik etkinin
olusmadig1 ancak 100 pg/mL’den sonra hiicreler lizerinde sitotoksik etkinin belirgin derecede
arttig1 gozlenmistir. FF nin 2-propanoldeki ¢dzeltisinin SH-SYS5Y hiicreleri i¢in ICso degeri
270,09 pg/mL olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. FF’nin 2-propanoldeki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SY5Y
hiicrelerinde sitotoksik etkileri.

Derigim (png/mL) (0 nﬁgzs;tfzfaggfrir;zgma) Hiicre Canliligi (%)
Negatif 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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Sekil 4.1. FF’nin 2-propanoldeki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYS5Y
hiicrelerinde sitotoksik etkileri.*

*Sonuglar ili¢ ¢galismanin ortalama degeri + standart sapma olarak hesaplanmistir.
Negatif kontrol olarak DMEM (%1 2-propanol) kullanilmistir.

Dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanilarak hazirlanan 1-500 pg/mL derisimlerdeki FF
cozeltilerinin SH-SYSY hiicrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Cizelge 4.2 ve Sekil
4.2°de verilmistir. 1-250 pg/mL derisim araliginda 6nemli bir sitotoksik etkinin olugsmadigi
ancak 250 pg/mL’den sonra hiicreler iizerinde sitotoksik etkinin belirgin derecede arttig1
gozlenmistir. FF’nin DMSO’daki ¢ozeltisinin SH-SYSY hiicreleri i¢in ICso degeri 358,53
ug/mL olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. FF’nin DMSO’daki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYSY
hiicrelerinde sitotoksik etkileri.

. Absorbans Degerleri . < o
Derisim (pg/mL) (ortalama + standart sapma) Hiicre Canliligi (%)
Negatif Kontrol (DMEM
0,819 +£0,018 100,00
(%1 DMSO))

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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Sekil 4.2. FF’nin DMSO’daki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYS5Y

hiicrelerinde sitotoksik etkileri.*

* Sonuglar {i¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak hesaplanmistir.

Negatif kontrol olarak DMEM (%1 DMSO) kullanilmustir.

Etanol kullanilarak hazirlanan 1-500 pg/mL derisimlerdeki FF ¢ozeltilerinin SH-SYSY
hiicrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3’te verilmistir. 1-250
pg/mL derisim araliginda dnemli bir sitotoksik etkinin olugsmadigi ancak 250 ng/mL’den sonra
hiicreler iizerinde sitotoksik etkinin belirgin derecede arttig1 gézlenmistir. FF’nin etanoldeki
cozeltisinin SH-SYS5Y hiicreleri i¢in 1Cso degeri 479,81 pg/mL olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3. FF’nin etanoldeki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYS5Y
hiicrelerinde sitotoksik etkileri.

. Absorbans Degerleri . < o
Derigim (pg/mL) (ortalama + standart sapma) Hiicre Canliligi (%)
Negatif Kontrol (DMEM
0,819+ 0,018 100
(%1 Etanol))
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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Sekil 4.3. FF’nin etanoldeki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYSY hiicrelerinde

sitotoksik etkileri.*

*Sonugclar ti¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak hesaplanmistir.

Negatif kontrol olarak DMEM (%1 etanol) kullanilmustir.

1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP) kullanilarak hazirlanan 1-500 pg/mL
derisimlerdeki FF ¢ozeltilerinin SH-SYSY hiicrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular
Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’te verilmistir. Sonuglar incelendiginde, HFIP ile hazirlanan FF
cozeltilerinin diisiik derisimlerde dahi toksik etki gosterdigi gézlenmistir. 1-10 ug/mL derigim
araliginda SH-SYSY hiicre canliligiin %78’lere distiigi; 25 pg/mL’nin {izerindeki
derisimlerde ise c¢ozeltilerin hiicreler {izerinde cok toksik oldugu gorilmistir. FF’nin
HFIP’deki ¢ozeltisinin SH-SYSY hiicreleri i¢in ICso degeri ise 177,87 pg/mL olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. FF nin HFIP deki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYSY
hiicrelerinde sitotoksik etkileri.

. Absorbans Degerleri . < o
Derisim (pg/mL) (ortalama + standart sapma) Hiicre Canliligi (%)
Negatif Kontrol (DMEM
0,819+ 0,018 100,00
(%1 HFIP))

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
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o

Sekil 4.4. FF’nin HFIP’deki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYSY hiicrelerinde

sitotoksik etkileri.*

*Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri = standart sapma olarak hesaplanmuistir.

Negatif kontrol olarak DMEM (%1 HFIP) kullanilmistir.

Metanol kullanilarak hazirlanan 1-500 pg/mL derisimlerdeki FF ¢ozeltilerinin SH-
SYSY hiicrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5’te verilmistir. 1-
100 pg/mL derisim araliginda 6nemli bir sitotoksik etkinin olugsmadigi ancak 100 pg/mL’den
sonra hiicreler lizerinde belirgin sitotoksik etki olusturdugu gézlenmistir. FF’nin metanoldeki

¢ozeltisinin SH-SY5Y hiicreleri i¢in 1Cso degeri ise 230,72 pg/mL olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. FF’nin metanoldeki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYS5Y

hiicrelerinde sitotoksik etkileri.

.. Absorbans Degerleri . < o
Derigim (pg/mL) (ortalama + standart sapma) Hiicre Canliligi (%)
Negatif Kontrol (DMEM
0,819 +0,018 100,00
(%1 Metanol))
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
100+ - 2
. + e
9 Ba 1
N 60.
x
T 0]
o
(&)
20- H H
0 Kontrol  1pg/mL  5pg/mL 10 ug/mL 25 pg/mL 50 ug/mL 100 pg/mL 250 pyg/mL 500 pg/mL

Derisim

Sekil 4.5. FF’nin metanoldeki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYSY

hiicrelerinde sitotoksik etkileri.*

* Sonuglar {i¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak hesaplanmistir.

Negatif kontrol olarak DMEM (%1 metanol) kullanilmigtir.

Su kullanilarak hazirlanan 1-500 pg/mL deirsimlerdeki FF ¢ozeltilerinin SH-SYSY

hiicrelerinde sitotoksik etkilerine dair bulgular Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6’da verilmistir. 1-250

pg/mL derisim aralifinda 6nemli bir sitotoksik etkinin olugsmadigi ancak 250 pg/mL’den sonra
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hiicreler iizerinde sitotoksik etkinin arttig1 gozlenmistir. FF nin sudaki ¢6zeltisinin SH-SY5Y

hiicreleri i¢in ICso degeri 464,60 pg/mL olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.6. FF nin sudaki ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYS5Y
hiicrelerinde sitotoksik etkileri.

.. Absorbans Degerleri . < o
Derigim (pg/mL) (ortalama = standart sapma) Hiicre Canlilig1 (%)
Negatif Kontrol (DMEM
0,819+ 0,018 100
(%1 Su))
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

Canlilik (%)
58 8 8 8

n
o

Kontrol 1 pg/mL S5ug/mL 10 ug/mL 25 ug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL
Derigim

Sekil 4.6. FF’nin sudaki ¢6zeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYS5Y hiicrelerinde

sitotoksik etkileri.*

*Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri = standart sapma olarak hesaplanmuistir.

Negatif kontrol olarak DMEM (%1 su) kullanilmistir.

Tlm sitotoksisite sonuglar1 bir arada degerlendirildiginde, ¢oziiciilerin fibril olusturma

kapasiteleri ve hiicrelerde amiloid plak olusturma kapasitelerinin degerlendirilmesi amaciyla
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250 pg/mL derisimlerdeki FF dipeptit ¢ozeltilerinin ileri analizler i¢in kullanilmasina karar
verilmistir.

SH-SYS5Y hiicrelerinde AH modeli olugturmak amaci ile kullanilacak uygun ¢oziicliniin
belirlenmesi amaciyla 2-propanol, DMSO, etanol, HFIP, metanol, su ¢6ziiciilerinde FF’nin son
derisimi 250 pg/mL olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin Taramali Elektron
Mikroskop (SEM) altindaki goriintiileri incelenmistir. Sekil 4.7 incelendiginde, FF nin farkl

coziiciilerde farkl sekillerde ve boyutlarda fibriller olusturdugu gézlenmistir.
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Sekil 4.7. FF’nin a) 2-propanol, b) DMSO, c) etanol, d) HFIP, e) metanol, f) sudaki 250

ng/mL konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerinde olusan fibril yapilarin SEM goriintiileri.

Coziiciilerin SEM goriintiilerinin incelenmesinin ardindan ayni ¢ozeltiler SH-SYSY
hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanmis ve 151k mikroskobu altinda hiicrelerde amiloid plak

olusumuna olan etkileri incelenmistir (Sekil 4.8).

69



Sekil 4.8. a) Kontrol (DMEM), FF’nin b) 2-propanol, c) DMSO, d) etanol, ¢) HFIP, f)

metanol, g) sudaki 250 pg/mL derisimdeki ¢ozeltilerinin SH-SYS5Y hiicrelerinde amiloid plak

olusumu tizerine olan etkileri.
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Sekil 4.8 incelendiginde FF’nin DMSO ve HFIP ¢o6zeltilerinde olusturdugu plaklarin
hiicre i¢ine girerek hiicrelerde biriktigi goriilmiistiir.

Mikroskop goriintiilerinden elde edilen verileri dogrulamak ve ¢oziiciilerin in vitro AH
modeli olusturma {izerine etkilerini degerlendirmek amaciyla AChE, Tau Protein, APP ve A}
gibi AH biyogostergeleri diizeylerine olan etkilerinin degerlendirilmesine dair sonuglar Sekil

4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Farkli ¢oziiciilerde hazirlanmis 250 pg/mL derisimdeki FF ¢ozeltilerinin SH-SYSY
hiicrelerinde AH biyogostergeleri diizeylerine olan etkileri a) Asetilkolin esteraz (AChE), b)
Amiloid Beta (AP), ¢) Amiloid Prekiirsor Protein (APP), d) Tau protein, NK: Negatif Kontrol
(DMEM). Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

*Negatif kontrole kiyasla anlamli fark bulunmaktadir (p<0.05).

**Gruplar aras1 anlamli fark bulunmaktadir (p<0.05).

Sekil 4.9 incelendiginde, FF c¢ozeltilerinin tamamimnin negatif kontrolle
karsilagtinnldiginda AH  biyogostergeleri  diizeylerinde  farkliliklara neden oldugu

gozlemlenmektedir. Ancak, AChE seviyelerindeki azalma ve AP, APP ve tau protein
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diizeylerindeki artis, DMSO ile hazirlanan ¢ozeltide daha belirgindir. Farkli ¢oziiciilerde
hazirlanmis FF ¢ozeltilerinin AH hiicre modelleme caligsmalar ve sitotoksisite sonuglari bir
arada degerlendirildiginde 250 pg/mL derisimdeki FF’nin DMSO’daki ve HFIP’deki
cozeltisinde SH-SYSY hiicrelerinde olusan plaklarin birikimi gozlenmis ve HFIP ¢ozeltileri
daha toksik oldugu icin in vitro AH modellemesinde DMSO ile hazirlanan ¢ozeltilerin
kullanilmasina karar verilmistir.

4.1.1. Sitotoksisite Degerlendirmesi

SH-SYSY hiicrelerinin naringine 25 - 1000 pg/mL derisim araliginda 24 saatlik
maruziyetinden sonra yapilan sitotoksisite degerlendirmesine dair bulgular Cizelge 4.7 ve Sekil
4.10°da verilmistir. Naringinin SH-SY5Y hiicrelerinde 25-250 pg/mL derisim araliginda 6nemli
bir sitotoksik etki gdstermedigi ancak 250 pg/mL nin lizerindeki derisimlerde sitotoksik etkinin
arttigr goriilmiistii. SH-SYSY hiicrelerinde naringinin ICso degeri 654,04 ug/mL olarak
belirlenmistir.

Ayni derisim araligindaki naringinin AH modeli olusturulmus SH-SY5Y hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerine dair bulgular ise Cizelge 4.8 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Naringinin 25-
100 pg/mL araligindaki derisimlerinin AH modeli olusturulmus hiicrelerde sitotoksik etkisinin
az oldugu fakat 100 pg/mL’nin tizerindeki derisimlerinin hiicreler icin yiiksek oranda sitotoksik
oldugu goriilmiistir. AH modeli olusturulmus SH-SYSY hiicrelerinde naringinin ICso degeri

833,47 pg/mL olarak bulunmustur.

Cizelge 4.7. Naringin ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYSY hiicrelerinde
sitotoksik etkileri.

Derigim (ug/mL) o nﬁ‘;ﬁi’;ia‘;fagjagﬁrslzﬁma) Hiicre Canlilig1 (%)
Negatif Kontrol, (DMEM 0.900 £ 0,017 100
(%] DMSO))

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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Cizelge 4.8. Difenilalanin ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli olusturulmus SH-SYS5Y
hiicrelerinde naringin ¢dzeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra sitotoksik etkileri.

. Absorbans Degerleri . < o
Derisim (pug/mL) (ortalama + standart sapma) Hiicre Canliligi (%)
Negatif Kontrol, (DMEM
0,819+0,070 100
(%1 DMSO))

250 ug/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

120 E NAR
mm 250 pg/mL FF + NAR
100/
80
S
x 60
=
S a0
20/
0 Kontrol 250 pg/mL FF 25 ug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 250 pg/mL 500 ug/mL 1000 ug/mL

Derigim
Sekil 4.10. SH-SYS5Y hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli
olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde naringinin 24 saatlik maruziyetten sonra hiicre canliligi
tizerine etkileri.*

*Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri = standart sapma olarak hesaplanmistir.

Negatif kontrol olarak DMEM (%1 DMSO) kullanilmistir.
SH-SYSY hiicrelerinin ursolik aside 0,1 - 10 pg/mL derisim araliginda 24 saatlik

maruziyetinden sonra yapilan sitotoksisite degerlendirmesine dair bulgular Cizelge 4.9 ve Sekil

4.11°da verilmistir. Ursolik asidin 0,1-1 pg/mL derisim aralifinda hiicre canliligin1 %72’lere
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kadar diisiirdiigii; bu konsantrasyon degerlerinden sonra sitotoksik etkilerin arttigi gériilmiistiir.
SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin ICso degeri 6,22 ng/mL olarak saptanmistir.

Ayni derisim araligindaki wursolik asidin AH modeli olusturulmus SH-SYSY
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerine dair bulgular ise Cizelge 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmistir.
Ursolik asidin diisiik derisimlerinin hiicreler i¢in toksik oldugu goriilmiis olup, ICso degeri 8,40

pg/mL olarak bulunmustur.

Cizelge 4.9. Ursolik asit ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra SH-SYSY
hiicrelerinde sitotoksik etkileri.

Derigim (ug/mL) " rtﬁ‘;ﬁfﬁa‘;faggffslzgma) Hiicre Canlilig1 (%)
Negatif Kontrol, (DMEM 0.614 £ 0,066 100
(%] DMSO0))
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

Cizelge 4.10. Difenilalanin ile Alzheimer Hastalig1 modeli olusturulmus SH-SYS5Y
hiicrelerinde ursolik asit ¢ozeltilerinin 24 saat maruziyetten sonra sitotoksik etkileri.

.. Absorbans Degerleri . < o
Derigim (pg/mL) (ortalama + standart sapma) Hiicre Canlilig1 (%)
0 (Negatif Kontrol, %1
0,800 + 0,082 100
DMSO, DMEM)
250 pg/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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120 mm UA
mm 250 ug/mL FF + UA
100-

80

60

Canlilik (%)

40+

20+

Kontrol 250 uyg/mL FF 0,1 ug/mL 0,25 pg/mL 0,5 pg/mL 1 pg/mL 5 pg/mL 10 pg/mL
Derigim

Sekil 4.11. SH-SYS5Y hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli
olusturulan SH-SY 5Yhiicrelerinde ursolik asidin 24 saatlik maruziyetten sonra hiicre canliligt

uzerine etkileri.*

*Sonuglar ii¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak hesaplanmistir.

Negatif kontrol olarak DMEM (%1 DMSO) kullanilmistir.

4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri Olusumunun Degerlendirilmesi

Naringinin sitotoksik olmayan derisimlerinin ROT iiretimi iizerine olan etkileri
degerlendirildiginde, 25-250 pg/mL derisim aralifinda naringinin pozitif kontrole gére ROT
olusumunu anlamli derecede azalttig1 saptanmistir. Ayrica, 250 pg/mL FF uygulanarak AH
modeli olusturulan hiicrelerde de diisiik derisimlerde ROT {iretiminin belirgin derecede azaldig1

saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.12).
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mm NAR
37 mm 250 pg/mL FF + NAR

*k

Bagil ROT Uretimi

100 pm H202 250 pg/mL FF 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 250 pg/mL

Sekil 4.12. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde naringinin ROT iiretimi iizerine etkileri.***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karsilastirilmistir (p<<0,05); & pozitif kontrol
(100 uM H»0») ile karsilastirilmistir (p<0,05); ** Gruplar karsilastirilmistir (p<0,05).

*#%* Sonugclar li¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Ursolik asidin sitotoksik olmayan derigimlerinin ROT iiretimi {izerine olan etkileri
degerlendirildiginde, 0,25 ve 0,5 pg/mL derisimde ursolik asidin pozitif kontrole gére ROT
olusumunu anlamli derecede azalttig1 saptanmistir. Ayrica, 250 pg/mL FF uygulanarak AH

modeli olusturulan hiicrelerde de derigim artistyla birlikte artan ROT {iretiminin azaldig:

saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.13).

— UA
3,01 B 250 pg/mL FF + UA
* * % *k

251 i ok
- *k
g 2,01
kT &
[
= 15
5 54

&

@ & & 4
- 1,04 &
o2l
©
[11]

0,54

&
0,0
N.K 100 pm H202 250 pg/mL FF 0,1 pg/mL 0,25 pg/mL 0,5 pgmL 1pg/mL

Sekil 4.13. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde ursolik asidin ROT tiretimi tizerine etkileri.***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & pozitif kontrol
(100 uM H>0y) ile karsilastirilmistir (p<<0,05); **Gruplar karsilagtirilmistir (p<0,05).
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***Sonuclar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.3. Genotoksik Etkilerin Degerlendirilmesi

SH-SYSY hiicrelerinde in vitro AH modeli olusturmak tizere kullanilan 250 pg/mL
derisimdeki FF’nin negatif kontrolle kiyaslandiginda hiicreler iizerinde genotoksik bir etki
gostermedigi saptanmistir (p<0.05) (Sekil 4.14, Sekil 4.15).

Sitotoksik olmayan derisimlerde uygulanan naringinin (25 - 250 pg/mL) ise SH-SY5Y
hiicrelerinde derigsimin artisiyla birlikte DNA hasarinda artiga neden oldugu saptanirken FF ile
AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde naringinin DNA hasar1 iizerine etkileri
gozlenmemistir. FF ile birlikte 25, 100 ve 250 png/mL derisimde naringin uygulanan gruplardaki
DNA hasarmin tek basina naringin uygulanan gruplara kiyasla diisiik oldugu da gdézlenmistir

(p<0,05) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. SH-SYS5Y hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde naringinin DNA hasari iizerine etkileri.***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile
kargilagtiritlmistir (p<0,05); **Gruplar kargilagtirilmistir (p<0,05).

***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
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Sitotoksik olmayan derisimlerde uygulanan ursolik asidin (0,1 - 1 pg/mL) ise hem SH-
SYSY hiicrelerinde hem de AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde DNA hasarinda
artisa neden oldugu saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin DNA hasar1 lizerine etkileri.***
*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile

karsilastirilmistir (p<0,05); **Gruplar karsilastirilmistir (p<0,05).

***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.4. Alzheimer Hastalhig1 Biyogostergelerindeki Degisikliklerin Belirlenmesi
4.4.1. Amiloid Beta (Ap) Diizeyleri

FF ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 25-250 pg/mL derisim araliginda
naringin uygulamasimin Af diizeylerini negatif kontrolde goriilen diizeylerin altina diisiirerek

azalttig1 gézlenmistir. Bununla birlikte AH modeli olusturulmayan SH-SYSY hiicrelerinde de
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AP diizeylerinin 25, 50 ve 100 pg/mL derisimde naringin uygulamasi ile azaldig1 belirlenmistir
(p<0,05) (Sekil 4.16).

NAR
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Sekil 4.16. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli

olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde naringinin amiloid beta (A) diizeyleri iizerine etkileri.***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile
kargilagtirtlmistir (p<0,05); **Gruplar kargilagtirilmistir (p<0,05).

***Sonuglar ii¢ galigmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 0,1-1 ug/mL
derisim araliginda ursolik asit uygulamasinin A diizeylerini azalttig1 ve en gii¢lii etkinin de 1
pg/mL ursolik asit uygulanan hiicrelerde oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte AH modeli

olusturulmayan SH-SYSY hiicrelerinde de AP diizeylerinin 0,25 ve 0,5 pg/mL derisimde
ursolik asit uygulamasi ile azaldigi belirlenmistir (p<<0,05) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin amiloid beta (AP) diizeyleri lizerine
etkileri. ***
*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile

karsilastirilmistir (p<0,05); **Gruplar karsilastirilmistir (p<0,05).

***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.4.2. Asetilkolinesteraz (AChE) Diizeyleri
Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 50, 100 ve 250

pug/mL derisimde naringin uygulamasinin AChE enzim diizeylerini artirdigi gézlenmekle
birlikte tiim degerler negatif kontrole kiyasla diisliktiir. Bununla birlikte AH modeli
olusturulmayan SH-SYSY hiicrelerinde de AChE enzim diizeylerinin uygulanan tiim

derisimlerinde naringin tarafindan artirildig belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli
olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin asetilkolin esteraz (AChE) diizeyleri iizerine

etkileri. **

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile
kargilagtirilmistir (p<0,05).

**Sonuglar {i¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerine 0,1, 0,25 ve 1
png/mL derisimde ursolik asit uygulamasi AChE enzim diizeylerini artirsa ve tiim degerler
negatif kontrole kiyasla diisiik olsa da bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
0,5 ug/mL derisimde ursolik asit uygulamasi AChE enzim diizeylerini azaltmis olsa bu azalma
FF grubuna gore anlamli degildir. Bununla birlikte AH modeli olusturulmayan SH-SYS5Y
hiicrelerinde de AChE enzim diizeylerinin 0,5 ve 1 pg/mL derisimde ursolik asit uygulamasi

ile azaldig1 belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. SH-SYS5Y hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli
olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde ursolik asidin asetilkolin esteraz (AChE) diizeyleri lizerine

etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastiriimigtir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirilmistir (p<0,05).
***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.4.3. Tau Protein Diizeyleri

Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 25-250 pg/mL
derisimde naringin uygulamasi artmis olan FF diizeylerini azaltmis olsa da sadece 100 pg/mL
derisimde naringin uygulamasinda FF uygulanan gruba gore farklilik gézlenmemistir. Bununla
birlikte, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde naringinin 25 ve 50 pg/mL derisimlerde tau
protein diizeylerini negatif kontrole kiyasla azaltmis olmasi ve 100 ve 250 pg/mL derisimlerde
tau protein diizeylerini negatif kontrole kiyasla artirmis olmasi dikkat ¢ekicidir (p<0,05) (Sekil
4.20).
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Sekil 4.20. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde naringinin tau protein diizeyleri iizerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile
kargilagtirtlmistir (p<0,05); **Gruplar kargilagtirilmistir (p<0,05).

***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 0,1-1 ug/mL
derisimde ursolik asit uygulamasi, artmis olan FF diizeylerini azaltmis olsa da sadece 1 pg/mL
derisimde ursolik asit uygulamasinda FF uygulanan gruba gore farklilik gézlenmistir. Dikkat

cekici olan nokta, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde ursolik asidin tiim uygulanan

derisimlerinde tau protein diizeylerini artirmis olmasidir (p<0,05) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde ursolik asidin tau protein diizeyleri lizerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile
kargilagtirtlmistir (p<0,05); **Gruplar kargilagtirilmistir (p<0,05).

***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.4.4. Amiloid Prekiirsér Protein (APP) Diizeylerinin Olciimii Bulgular

Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 25-250 pg/mL
derisimde naringin uygulamasi artmis olan APP diizeylerini azaltmis olsa da sadece 250 pg/mL
derisimde naringin uygulamasinda FF uygulanan gruba gore farklilik gézlenmemistir. Bununla
birlikte, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde naringinin 100 ve 250 pg/mL derisimlerde APP
diizeylerini negatif kontrole kiyasla artirmis olmasi dikkat ¢ekicidir (p<0,05) (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli
olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde naringinin amiloid prekiirsor protein (APP) diizeyleri

uzerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastirilmistir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirilmistir (p<0,05).
***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 0,1-1 pg/mL
derisimde ursolik asit uygulamasi artmis olan APP diizeylerini azaltmis olsa da sadece 0,25 ve
0,5 pg/mL derisimde ursolik asit uygulamasinda FF uygulanan gruba gore farklilik
gozlenmistir. Bununla birlikte, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde ursolik asidin 0,25
pug/mL derisimi uygulanan grubu haricinde APP diizeylerini negatif kontrole kiyasla artirmis

olmasi dikkat ¢ekicidir (p<0,05) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli
olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin amiloid prekiirsor protein (APP) diizeyleri

uzerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastiriimigtir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirtlmistir (p<0,05).
***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.5. Enflamasyon Biyogostergeleri Diizeylerindeki Degisimlerin Belirlenmesi

4.5.1. Interlékin-1 Alfa (IL-1a) Diizeylerinin Ol¢iimii Bulgular:

Alzheimer hastaligt (AH) modeli olusturulmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde 25-250
pg/mL derisimde naringin uygulamasinin IL-1a diizeylerini artirdig1 gézlenmis olup FF ile AH
modeli olusturulan hiicrelerde ise artan IL-la diizeyleri 25-250 pg/mL derisimde naringin
uygulamasi ile azalmis olsa da 25 ve 50 pg/mL derisimde naringin uygulanan hiicrelerde bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli
olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin interldkin (IL)-1a diizeyleri {izerine

etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastiriimigtir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirtlmistir (p<0,05).
***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.5.2. Interlokin-6 (IL-6) Diizeylerinin Olciimii Bulgular:

Alzheimer hastaligt (AH) modeli olusturulmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde 25-250
pg/mL derisimde naringin uygulamasinin IL-6 diizeylerini artirdig1 gézlenmis olup FF ile AH
modeli olusturulan hiicrelerde ise artan IL-6 diizeyleri 25-250 pg/mL derisimde naringin
uygulamasi ile azalmis olsa da bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir

(p<0,05) (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde naringinin IL-6 diizeyleri iizerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastiriimigtir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirtlmistir (p<0,05).
***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Alzheimer hastalig1 (AH) modeli olusturulmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde 0,1-1 pg/mL
derisimde ursolik asit uygulamasinin IL-6 diizeylerini artirdig1 gézlenmis olup FF ile AH
modeli olusturulan hiicrelerde ise artan IL-6 diizeyleri 0,1-1 pg/mL derisimde ursolik asit
uygulamasi ile azalmis olsa da 0,1 ve 0,25 pg/mL derisimde ursolik asit uygulamasinin neden

oldugu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli
olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin IL-6 diizeyleri lizerine etkileri.**
*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastiriimigtir
**Sonuglar ti¢ ¢alismanin ortalam;p(;e%’gé)ﬂ': standart sapma olarak verilmistir.

4.5.3. Interlokin-10 (IL-10) Diizeylerinin Olciimii Bulgular

Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 25 pg/mL
derisimde naringin uygulamasmin FF uygulamasi ile artan IL-10 diizeylerini azalttigi
bulunmustur. Bununla birlikte, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde 25-250 pg/mL derisimde
naringin uygulamasinin IL-10 diizeylerini artirmis olmasi dikkat ¢ekicidir (p<0,05) (Sekil
4.28).
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Sekil 4.28. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde naringinin IL-10 diizeyleri iizerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastirilmigtir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirtlmistir (p<0,05).
***Sonuglar ii¢ galigmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerine 0,1-1 pg/mL
derisimde ursolik asit uygulamasinin FF uygulamasi ile artan IL-10 diizeylerini azalttig1
bulunmustur. Bununla birlikte, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde de ayni derigimlerde
ursolik asit uygulamasiin IL-10 diizeylerini artirmis olmas1 dikkat ¢ekicidir (p<0,05) (Sekil
4.29).
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Sekil 4.29. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin IL-10 diizeyleri {izerine etkileri. **

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastiriimigtir
(p<0,05).
**Sonugclar li¢ ¢alismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
4.5.4. Kaspaz 1q (C1q) Diizeylerinin Ol¢iimii Bulgulari
Alzheimer Hastaligt (AH) modeli olusturulmayan SH-SYSY hiicrelerinde 25-250
pg/mL naringin uygulamasinin C1q diizeylerini artirmis oldugu gézlenmistir. Bununla birlikte,
FF uygulamasi ile AH modeli olugturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde artmis olan Clq diizeyleri

naringin uygulamasi ile birlikte azalmis olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir

(p<0,05) (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli

olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde naringinin kaspaz 1q (C1q) diizeyleri {izerine etkileri.**

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastiriimigtir
(p<0,05).
**Sonuglar {i¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli olusturulmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde 0,1-1 ug/mL
ursolik asit uygulamasinin Clq diizeylerini artirmis oldugu goézlenmistir. Bununla birlikte, FF
uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde artmis olan Clq diizeyleri
ursolik asit uygulamasi ile birlikte azalmis olsa da sadece 0,25 pg/mL ursolik asit uygulanan

hiicrelerdeki C1q diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamlhidir (p<0,05) (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. SH-SYS5Y hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli
olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde ursolik asidin kaspaz 1q (C1q) diizeyleri iizerine

etkileri. ***

*Negatif kontrol (%1 DMSO DMEM) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilagtirilmistir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirtlmistir (p<0,05).
***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.5.5. Kaspaz 3 (C3) Diizeylerinin Ol¢iimii Bulgular

Alzheimer Hastaligi (AH) modeli olusturulmayan SH-SYSY hiicrelerinde 25-250
pg/mL naringin uygulamasinin C3 diizeylerini 6nemli derecede azaltmis oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte, FF uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde artmis olan
C3 diizeylerinin de ayni derisimlerdeki naringin uygulamasi ile birlikte 6nemli derecede

azaldig1 saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli

olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde naringinin kaspaz 3 (C3) diizeyleri iizerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastirilmigtir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirilmistir (p<0,05).
***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli olusturulmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde 0,1-1 ug/mL
ursolik asit uygulamasinin C3 diizeylerini 6nemli derecede azaltmis oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte, FF uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde artmis olan
C3 diizeylerinin de ayni derisimlerdeki ursolik asit uygulamasi ile birlikte 6nemli derecede

azaldig1 saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli
olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde ursolik asit uygulamasinin kaspaz 3 (C3) diizeyleri

uzerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO)) ile karsilastirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastirilmigtir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirtlmistir (p<0,05).
***Sonuglar ti¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.5.6. Kaspaz 6 (C6) Diizeyleri

Alzheimer Hastaligi (AH) modeli olusturulmayan SH-SYSY hiicrelerinde 25-250
pg/mL naringin uygulamasinin C6 diizeylerini 6nemli derecede azaltmis oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte, FF uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde artmis olan
C6 diizeylerinin de ayni derisimlerdeki naringin uygulamasi ile birlikte 6nemli derecede

azaldig1 saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. SH-SYS5Y hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde naringinin kaspaz 6 (C6) diizeyleri {lizerine etkileri. **

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastiriimigtir
(p<0,05).
**Sonuglar {i¢ galigmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli olusturulmayan SH-SY5Y hiicrelerinde 0,1-1 pg/mL
ursolik asit uygulamasinin C6 diizeylerini 6nemli derecede azaltmis oldugu gdzlenmistir.
Bununla birlikte, FF uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde artmis olan
C6 diizeylerinin de aynmi derisimlerdeki ursolik asit uygulamasi ile birlikte 6nemli derecede

azaldig saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin kaspaz 6 (C6) diizeyleri iizerine etkileri.**

*Negatif kontrol (DMEM (%1 DMSO0)) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilastiriimigtir
(p<0,05).
**Sonuglar {i¢ galigmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.5.7. Kaspaz 9 (C9) Diizeyleri
Alzheimer Hastaligi (AH) modeli olusturulmayan SH-SYSY hiicrelerinde 25-250
pg/mL naringin uygulamasinin C9 diizeylerini 6nemli derecede azaltmis oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte, FF uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde artmis olan
C9 diizeylerinin de 25 ve 250 pg/mL naringin uygulamasi ile birlikte 6nemli derecede azaldigi

saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde naringinin kaspaz 9 (C9) diizeyleri iizerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (%1 DMSO DMEM) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilagtirilmistir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirtlmistir (p<0,05).
***Sonuglar ii¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli olusturulmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde 0,1-1 ug/mL
ursolik asit uygulamasinin C9 diizeylerini 6nemli derecede azaltmis oldugu gdzlenmistir.
Bununla birlikte, FF uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde artmis olan
C9 diizeylerinin de ayni derisimlerde ursolik asit uygulamasi ile birlikte 6nemli derecede

azaldig1 saptanmustir (p<0,05) (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde ursolik asidin kaspaz 9 (C9) diizeyleri lizerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (%1 DMSO DMEM) ile karsilagtirilmistir (p<<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilagtirilmistir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirtlmistir (p<0,05).
***Sonuglar li¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.5.8. Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a) Diizeylerinin Olgiimii

Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli olusturulmayan SH-SYSY hiicrelerinde 50 ve 250
pg/mL naringin uygulamasinin TNF-a diizeylerini 6nemli derecede artirmis oldugu
gbzlenmistir. Bununla birlikte, FF uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SYSY
hiicrelerinde artmis olan TNF-a diizeylerinin de 50 ve 250 pg/mL naringin uygulamasi ile

birlikte 6nemli derecede azaldig1 saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde naringinin TNF-a diizeyleri iizerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (%1 DMSO DMEM) ile karsilastirilmigtir (p<0,05); & 250 ug/mL FF ile karsilastiriimistir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirilmistir (p<0,05).
***Sonuglar ti¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli olusturulmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde 0,1-1 ug/mL
ursolik asit uygulamasinin TNF-a diizeylerini 6nemli derecede artirmis oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte, FF uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde artmis olan

TNF-a diizeylerinin de belirtilen derisimlerde ursolik asit uygulamasi ile azalmis oldugu

saptansa da bu degisiklik istatistiksel olarak anlaml1 degildir (p<0,05) (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli
olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde ursolik asidin tiimdr nekroz faktor (TNF)-a diizeyleri

uzerine etkileri. **

*Negatif kontrol (%1 DMSO DMEM) ile karsilagtirilmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilagtirilmistir
(p<0,05).
**Sonuglar li¢ calismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.5.9. Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii Beta (TGF-) Ol¢iimii

Alzheimer Hastaligi (AH) modeli olusturulmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde 25-250
pg/mL naringin uygulamasinin TGF-f diizeylerini 6nemli derecede artirmis oldugu
gozlenmistir. Bununla birlikte, FF uygulamasi ile AH modeli olusturulan SH-SYSY
hiicrelerinde artmis olan TGF-f diizeyleri lizerine naringinin etkisi saptanmamuistir (p<0,05)

(Sekil 4.40).
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Sekil 4.41. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastaligi (AH) modeli
olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ursolik asidin doniistiiriicii biiylime faktorii (TGF)-f3

diizeyleri lizerine etkileri. ***

*Negatif kontrol (%1 DMSO DMEM) ile karsilagtirtlmistir (p<0,05); & 250 pg/mL FF ile karsilagtirilmistir
(p<0,05); **Gruplar karsilastirtlmistir (p<0,05).
***Sonuglar ti¢ caligmanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.

4.6. Apoptoz Uzerine Etkilerin Degerlendirilmesi

SH-SYS5Y hiicrelerinde ve FF ile AH modeli olusturtulan SH-SYSY hiicrelerinde

naringinin apoptoz lizerine etkileri Sekil 4.42°de verilmistir. Sekilde gorildiigi lizere negatif

kontrol hiicrelerinde (DMEM (%1 DMSO)) canli hiicrelerin oran1 %85’in {izerinde olup;
nekroz, erken ve gec apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %15’ini olugturmaktadir. FF ile AH
modeli olusturulan hiicrelerde ise canli hiicre sayisinin azaldig1 ve apoptotik hiicrelerin arttigi
goriilmiistiir. Hiicrelere 25 ve 250 pg/mL derisimdeki naringin uygulamasinin apoptotik hiicre
sayisint doza baglh arttirdigi, fakat FF’nin neden oldugu apoptotik hiicre sayisindaki artist
azalttig1 ve canli hiicre say1sini artirdig1 gozlenmistir. Bununla birlikte FF uygulanan hiicrelerde

250 pg/mL naringinin nekrotik hiicre sayisini da artirdig1 saptanmastir.
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Sekil 4.42. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde naringinin apoptoz lizerine etkileri.

Sekil 4.43’te ursolik asidin ve FF’nin SH-SYS5Y hiicrelerinde apoptoz iizerine etkileri
verilmistir. Sekilde goriildiigii tizere negatif kontrol hiicrelerinde canli hiicrelerin orani %85’in

iizerinde olup; nekroz, erken ve gec apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %15’ini
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olusturmaktadir. FF ile AH modeli olusturulan hiicrelerde ise canli hiicre sayisinin azaldigi ve
apoptotik hiicrelerin arttig1 goriilmiistiir. Hiicrelere uygulanan 0,1 ve 1 pg/mL derisimdeki
ursolik asit uygulamasinin apoptotik hiicre sayisini doza bagli arttirdigi, ayn1 zamanda FF’nin

neden oldugu apoptotik hiicre sayisindaki artis1 da artirdig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.43. SH-SYSY hiicreleri ve difenilalanin (FF) ile Alzheimer Hastalig1 (AH) modeli

olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde ursolik asidin apoptoz lizerine etkileri.
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4.7. Naringin ve Ursolik Asidin Amiloid Plak Olusumuna Olan Etkilerinin
Degerlendirilmesi
Sekil 4.44(a)’da %1 DMSO ile 24 saat siire ile maruz birakilan SH-SYS5Y hiicrelerinin;
Sekil 4.44(b)’de ise 250 pg/mL derisimde FF 24 saat siire ile maruziyet sonrast AH modeli
olusturulan hiicrelerin 151k mikroskobu altindaki gorlintiileri verilmistir. Gdoriintiiler
incelendiginde FF ile uygulanan hiicrelerde amiloid plaklarin birikimi belirgin sekilde
gorlilmektedir. Sekil 4.44(c)’de FF ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde 250
pg/mL derisimde naringin uygulamasinin ve Sekil 4.44(d)’de FF ile AH modeli olusturulan
SH-SYS5Y hiicrelerinde 1 pg/mL derisimde ursolik asit uygulamasinin hiicrelerde neden oldugu

degisiklikler incelendiginde ise hiicrelerde olusan amiloid plaklarin azaldig1 goriilmektedir.

Sekil 4.44. SH-SYSY hiicrelerinin a) %1 DMSO, b) 250 pg/mL difenilalanin (FF), ¢) 250

pg/mL naringin, d) 1 pg/mL ursolik aside 24 saat maruziyet sonrasi 151k mikroskobu altindaki

goriintiileri.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi1 kapsaminda fitokimyasal bilesikler olan naringin ve ursolik asidin
AH’ye kars1 etkileri in vitro ortamda degerlendirilerek hastaligin tedavisindeki olasi etkilerinin
incelenmesi amaglanmustir.

Antioksidan aktiviteye sahip olan fenolik bilesikler, fitokimyasal maddeler grubunun
bir iyesidir. Bu o6zelliklerinden dolay1 oksidatif strese bagli hastaliklarin 6nlenmesinde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bazi fenolik antioksidanlarin yiiksek dozlarda prooksidan
etki gosterebilecegi de ileri siiriilmektedir [315]. Ayrica bazi fenolik bilesikler ve polifenoller
AH’de 6nemli rol oynayan AP proteinlerinin toksik agregasyon siire¢lerini engelleyici etkiler
gostermektedir. Ozellikle mirisetin, kurkumin, ferulik asit, rosmarinik asit gibi dogal
bilesiklerin hem in vitro hem de in vivo AP agregasyonunu azaltabildigi ve bazi durumlarda
bilissel bozulmay1 hafiflettigi vurgulanmaktadir. Fakat yapilan diger ¢calismalarda bu etkilerin
her zaman tutarli olmadig1 6rnegin kurkumin ve nordihidroguaiaretik asidin (NDGA) bazi
caligmalarda AP oligomerlerinin olusumunu engelleyip fibril olusumunu destekleyebildigi
bildirilmektedir. Bu durum, fenolik bilesiklerin AP ile etkilesimlerinin hem gii¢lii hem de
karmasik oldugunu gostermektedir [316].

Naringin, turunggillerden ekstrakte edilebilen en 6nemli flavonoidlerden biridir. Giiglii
antioksidan, antienflamatuvar, antiapoptotik, antiiilser, antiosteoporoz ve antikanser 6zellikleri
nedeniyle Onem kazanmistir [24]. Yapilan c¢alismalar, naringinin oksidatif hasari
azaltabilecegini ve beyin, striatum ve hipokampusta iskemik reperfiizyonun neden oldugu
histopatolojik degisiklikleri en aza indirebilecegini gostermistir [25]. Ayrica, Onceki
arastirmalar, naringinin AH’ye sahip transgenik farelerde wuzun siireli hafizay1
gelistirebilecegini ve noroprotektif bir ajan olarak kullanilabilecegini belirtmektedir [26].

Ursolik asit, terapotik potansiyele sahip bir pentasiklik triterpenoid olarak
tanimlanmaktadir [138]. Ursolik asit ile yapilmis bir¢cok ¢alismada farkli biyolojik etkileri
gosterilmistir. Bunlar sinir sistemini koruyucu [153,317], antikanser [154-156], antimikrobiyal
[157,158], antihiperlipidemik [159], hepatoprotektif [27], antienflamatuvar, antioksidan [160]
ve antidiyabetik [30], kardiyovaskiiler sistemi koruyucu [161] etkilerini icerir. Bu 6zellikleri,
ursolik asidin kanserde, bakteriyel enfeksiyonlarda, diyabette, AH’de, immiinolojik
hastaliklarda Onleyici veya terapdtik bir ajan olabilecegini gostermektedir. In vivo ve in vitro
caligmalar, ursolik asidin hem endojen hem de eksojen enflamatuvar uyaricilara karsi etkili

oldugunu ve olumlu antienflamatuvar etkilere sahip oldugunu géstermistir.
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Alzheimer hastaliginda (AH), beyin hiicrelerinde A yapisindaki 42 zincirli proteinlerin
cokmesiyle plaklar meydana gelmekte ve biligsel fonksiyonlar bozulmaktadir. Bu 42 zincirli
proteinlerin 19. ve 20. pozisyonlarinda yer alan FF dipeptit yapisinin, proteinin kendi kendine
bir araya gelme 6zelliginden sorumlu oldugu diisiintilmektedir [318]. Bu nedenle AH modeli
icin FF yapis1 kullanilarak bir in vitro AH modeli olusturulmustur. Bu amacla, oncelikle FF
yapisinin alt1 farkli ¢oziiciide (2-propanol, DMSO, etanol, HFIP, metanol ve su) kendi kendine
bir araya gelme davranislari incelenmis; ardindan insan nodroblastoma hiicrelerinde
sitotoksisiteleri ve plak olusturma kapasiteleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore,
FF'nin, SH-SYS5Y hiicrelerinde DMSO i¢inde hazirlanmis 250 pg/mL’lik ¢ozeltisine 24 saatlik
maruziyet sonrasi maliyet etkin ve hizli bir sekilde in vitro bir AH modeli olusturma
potansiyeline sahip oldugu gézlemlenmistir.

Calisilan farkli ¢oziicii ortamlarinda diizenlenme sonrasi olusan yapilar arasindaki
farkliliklar1 agiklayabilmek icin ¢oziiclilerin dielektrik sabitlerinin karsilastirilmasi, H bagi
olusturma kapasiteleri, ¢ozlintirliikleri ve polariteleri gibi farkli yaklagimlar kullanilabilir. FF-
coziicli etkilesimleri dielektrik sabiti agisindan incelendiginde, dielektrik sabitin biiytlikligi
hakkinda yorum yapilabilir. Bu bakis a¢isiyla degerlendirildiginde, dielektrik sabiti 4'ten biiytik
olan c¢oziiciiler, FF dipeptit molekiiliiniin hidrofilik bas gruplari ile etkilesime girme ve bu
gruplar1 ¢cézme egilimindedir. Ote yandan, dielektrik sabiti 4'ten kiigiik olan ¢dziiciiler, dipeptit
molekiillerini geri donilisiimlii misel yapilar olusturacak veya ag benzeri yapilara organize
olacak sekilde zorlamaktadir. Boylece hidrofilik grup sayist azalir. Bu ¢alismada kullanilan
protik coziiciiler, iyonik molekiilleri hidrojen baglar1 aracilifiyla ¢ok i1yi ¢evrelemektedir.
Buradaki diizenlenmede hidrofobik etkilesimlerin ve molekiil i¢i hidrojen baglarimin etkili
oldugu disiiniilmektedir. FF dipeptit molekiilleri arasindaki hidrofobik etkilesimler,
diizenlenmenin ilk asamasinda aktif hale gelmekte ve molekiil iizerinde enerji dagilimi
saglayarak yonlenmeyi ve diizenlenmeyi etkilemektedir. Etkilesim sonrasinda dipeptidler
baslangigta uzamis pileli levhalar (pleated sheets) olusturur. Bu yapilar daha sonra enerjilerini
azaltmak amacuyla tiipler ve kiireler gibi son sekillerini almaktadir [319,320].

Farkl ¢oziiciilerdeki FF dipeptitlerinin kendi kendine bir araya gelme davranislarinin
belirlenmesinin ardindan, hazirlanan ¢ozeltilerin noroblastoma hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkileri degerlendirilmistir. Genel olarak degerlendirildiginde, tiim ¢oziiciilerde hazirlanan FF
cozeltilerinin  konsantrasyon artisina bagli  olarak SH-SYSY hiicrelerinin yasamsal
aktivitelerinde bir azalmaya neden oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, etanol ve su kullanilarak

hazirlanan FF ¢ozeltilerinin daha diisiik sitotoksik etkilere yol agtigi goriilmiistiir. Bununla

109



birlikte, hiicreler iizerinde en belirgin sitotoksik etkiyi gdsteren ¢ozeltinin HFIP ile hazirlanan
cozelti oldugu da belirlenmistir.

Biligsel bozukluk derecesiyle korelasyon gosteren kolinerjik aktivitedeki azalma, ACh
sentezi i¢in hiz sinirlayici bir enzim olan kolin asetiltransferaz ve ACh'yi hidrolize eden enzim
olan AChE diizeylerindeki diisiis ile iligkilendirilmektedir [321]. Ayrica, bir Tip I
transmembran glikoproteini olan APP'nin metabolizmasi sonucu iiretilen AP peptidinin beyinde
birikmesinin, AH siirecinin baglangici oldugu diisiiniilmektedir. Bir¢ok calisma, beyinde AP
birikiminin tau fosforilasyonunu, noérofibriler yumak (NFT) olusumunu, sinaps kaybini,
noronal oliimii ve biligsel bozukluklar tetikledigini de bildirmistir [322]. Bu nedenle, AChE,
AP, APP ve tau seviyeleri AH biyogdstergeleri olarak kullanilabilir. Bu bilgiler dogrultusunda,
cozeltilerin hiicrelerde amiloid plak birikimi itizerindeki etkileri mikroskop goriintiileri
yardimiyla belirlendikten sonra, her bir ¢ézeltinin AH biyogostergeleri olan AChE, A, APP
ve tau protein seviyeleri tizerindeki etkileri incelenmis ve boylece SH-SYSY hiicrelerinde FF
cozeltileri ile bir in vitro AH modeli olusturulma basaris1 degerlendirilmistir. FF dipeptitlerinin
tim ¢ozeltilerinin, negatif kontrol grubuna kiyasla AH biyogostergeleri diizeylerinde
farkliliklar olusturdugu goriilmektedir. Ancak, AChE seviyelerindeki azalma ve AP, APP ve
tau protein seviyelerindeki artis, 6zellikle DMSO ile hazirlanan ¢6zeltide daha belirgin bir
sekilde gozlemlenmistir.

Alzheimer hastaligi1 (AH) modeli olusturulduktan sonra hem model olusturulmayan SH-
SYSY hiicreleri hem de AH modeli olusturulan SH-SYSY hiicreleri iizerinde naringinin ve
ursolik asitin MTT y6ntemi ile sitotoksisitesi aragtirilmistir.

SH-SYSY hiicrelerine naringinin 25 - 1000 pg/mL derisim araliginda 24 saat siireyle
uygulanmasinin ardindan yapilan sitotoksisite degerlendirmesinde, naringinin 25-250 pg/mL
derisim araliginda SH-SYS5Y hiicrelerinde anlamli bir sitotoksik etki olusturmadigi
belirlenmistir. Ancak 250 pg/mL’nin {izerindeki konsantrasyonlarda sitotoksik etkinin arttigi
gozlemlenmistir. Bu dogrultuda, SH-SYS5Y hiicrelerinde naringinin ICso degeri 654,04 pg/mL
olarak saptanmistir. Ayni konsantrasyon araliginda, AH modeli olusturulmus SH-SYS5Y
hiicrelerinde yapilan degerlendirmede ise, naringinin 25-100 pg/mL konsantrasyonlar1 diisiik
diizeyde sitotoksisite gosterirken, 100 pg/mL’nin {izerindeki konsantrasyonlarin hiicreler
iizerinde yiiksek diizeyde sitotoksik etki olusturdugu belirlenmistir. AH modeli olusturulmus
SH-SYS5Y hiicrelerinde naringinin ICso degeri 833,47 ng/mL olarak bulunmustur.

Qiu ve ark. tarafindan, PC12 hiicreleri iizerine naringinin sitotoksik etkisi arastirilmis

ve 100 pM-1 uM konsantrasyon araliginda naringinin sitotoksik olmadig: goriilmiistiir. AB2s-35
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ile modellenmis PC12 hiicrelerinde ise naringin 100 pM-100 uM konsantrasyon araliginda
naringin uygulamasi I uM konsantrasyonundaki naringinin PC12 hiicrelerinde canlilig1 anlaml
bir sekilde arttig1 goriilmiistiir [130]. Baska bir ¢calismada retononun SH-SY5Y hiicrelerindeki
sitotoksik etkisine karsilik hiicrelere 1-5-10 uM konsantrasyonlarinda naringin uygulanmasinin
bu hiicrelerdeki retononun neden oldugu toksik etkiye koruma saglamis olugu ve hiicre
canliligint anlamh 6l¢iide artirdig: bildirilmektedir [90].

SH-SYSY hiicrelerine ursolik asidin 0,1-10 pg/mL konsantrasyon araliginda 24 saat
siireyle uygulanmasinin ardindan yapilan sitotoksisite degerlendirmesinde, ursolik asidin 0,1-1
pg/mL araliginda hiicre canliligini %72’ye kadar diislirdiigi ve bu konsantrasyonlarin
tizerindeki dozlarda sitotoksik etkinin arttig1 gozlemlenmigtir. SH-SYSY hiicrelerinde ursolik
asidin ICso degeri 6,22 ng/mL olarak belirlenmistir. Ayn1 konsantrasyon araliginda, AH modeli
olusturulmus SH-SYSY hiicrelerinde yapilan degerlendirmede ise, ursolik asidin diisiik
konsantrasyonlarda dahi hiicreler i¢in toksik etkiler gosterdigi saptanmis olup, ICso degeri 8,40
pg/mL olarak bulunmustur.

Ursolik asidin PC12 hiicrelerinde hidrojen peroksit (H202) ve 1-metil-4-fenilpiridinyum
ion (MPP") kaynakli oksidatif ve enflamatuvar hasarlara kars1 koruyucu etkilerinin arastirildigi
bir caligmada Tsai ve Yin, ursolik asidin hiicre canlilig1 ve antioksidan savunma sistemleri ile
enflamatuvar yanitlar lizerindeki etkilerini incelemeyi hedeflemislerdir. Bu ¢alismadan elde
edilen veriler, ursolik asidin oksidatif stres (H202) ve mitokondriyal toksisite (MPP*) kaynakl
hiicre hasarma kars1 belirgin bir hiicre koruyucu etki gosterdigini ortaya koymaktadir. MTT
testi ile dogrulanan bu etki, ursolik asidin konsantrasyona bagli olarak hiicre yasamini siirdiirme
kapasitesini artirdigini gostermektedir. Bu durum, ursolik asidin sitoprotektif 6zelliklere sahip
oldugunu ve PC12 hiicrelerini apoptoza kars1 koruyabildigini gostermistir [323]. Ursolik asidin
AS549 hiicrelerinde influenza A viriisliniin tetikledigi enflamasyon ve oksidatif stres tizerindeki
etkilerini arastiran bir ¢aligmada ise ursolik asidin 0-20 pg/mL araliginda bu hiicrelerdeki
sitotoksik etkisinin olmadig1 vurgulanmistir [187]. Mevcut ¢alisma ile yapmis oldugumuz
calisma kiyaslandiginda ursolik asidin farkli hiicrelerde farkli konsantrasyonlarda sitotoksik
etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Oksidatif stres, serbest radikallerin iiretimi ile hiicrelerin onlara karsi savunma
yapabilme yetenekleri arasindaki dengesizligi ifade eder. Oksidatif stresin, nérodejeneratif
hastaliklar da dahil olmak {izere bir¢ok insan hastaliginda hiicresel hasarin ana nedeni oldugu
yoniinde giderek artan kanitlar bulunmaktadir [324]. Bu ¢alismada, naringin ve ursolik asidin

sitotoksik olmayan konsantrasyonlarinin ROT {iretimi iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
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Naringin, 25-250 pg/mL derisim araliginda, pozitif kontrole kiyasla ROT olusumunu
anlamli sekilde azaltmistir. Ayrica, FF uygulanarak Alzheimer hastaligi (AH) modeli
olusturulan hiicrelerde de naringinin diisiik derisimlerinde ROT f{iretiminin belirgin diizeyde
azalttig1 tespit edilmistir (p<0,05).

Naringinin, 3-nitropropiyonik asit (3-NP) ile indiiklenen norotoksisiteye karst PC12
hiicrelerindeki koruyucu etkisini arastiran bir calismada naringinin antioksidan etkisini
PI3K/Akt yolaklar1 {izerinden Nrf2 aktivasyonu ile olusturdugu degerlendirilmistir. PC12
hiicrelerine 3-NP uygulamasi ile olusan ROT {iretimini naringinin azaltarak PC12 hiicrelerinin
korunmasini sagladigi belirtilmektedir [325].

Ayni sekilde, ursolik asidin sitotoksik olmayan konsantrasyonlarinin ROT iiretimine
etkileri incelendiginde, 0,25 ve 0,5 pg/mL derisimlerinde pozitif kontrole gére ROT olusumunu
anlamli derecede azalttig1 belirlenmistir. Ayrica, FF ile AH modeli olusturulmus hiicrelerde,
derisim artisina bagli olarak artan ROT iiretiminin, ursolik asit uygulamasiyla azaldig
saptanmistir (p<0,05).

Lu ve ark.’nin yapmis olduklar1 in vivo ¢alismada ise, ursolik asidin prefrontal korteks
dokusunun D-galaktoz (D-gal) ile indiiklenmesinin ardindan enflamatuvar yanit lizerindeki
koruyucu etkisi gosterilmistir. Calismada ROT o6l¢iimii i¢cin DCF-DA floresan probu
kullanilmis ve D-gal uygulamasi prefrontal kortekste AGEs, ROT ve protein karbonil
seviyelerini 6nemli derecede artirmistir. Bu artig, davranigsal bozulmalarla iligkilendirilmistir.
Ancak, ursolik asit uygulanmasi, D-gal ile indiiklenen bu oksidatif stres gostergelerini (AGEs,
ROT ve protein karbonil seviyeleri) azaltmis ve davranigsal bozulmalari iyilestirmistir [326].
Ayrica, Wei ve ark. yapmis oldugu ¢alismada influenza A viriisiiniin A549 hiicre hattinda neden
oldugu oksidatif stresi DCF-DA floresan probu ile 6lgmiis olup ¢alismada ursolik asidin
influenza A virlisiinlin A549 hiicrelerdeki neden oldugu ROT seviyelerini azalttigini
gostermislerdir [187].

Tez kapsaminda, FF tarafindan indiiklenen genotoksik etkiler ile naringin ve ursolik
asidin olas1 antigenotoksik ozelliklerini incelemek amaciyla Comet testi kullanilmistir. SH-
SYSY hiicrelerinde in vitro AH modeli olusturmak iizere kullanilan 250 pg/mL derisimdeki
FF’nin negatif kontrolle (DMEM (%1 DMSO)) kiyaslandiginda hiicreler {izerinde genotoksik
bir etki gostermemistir (p<0.05).

Sitotoksik olmayan derisimlerde uygulanan naringin (25 - 250 pug/mL) ise SH-SYS5Y
hiicrelerinde derisimin artisiyla birlikte DNA hasarinda artisa neden olmus ve FF ile AH modeli

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde 25 ve 250 pg/mL derisimde uygulanan naringin FF
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uygulanan gruba kiyasla DNA hasarinda azalmaya neden olmustur. FF ile birlikte 25, 100 ve
250 pg/mL derisimde naringin uygulanan gruplardaki DNA hasarinin tek basina naringin
uygulanan gruplara kiyasla diisiik oldugu da goriilmiistiir (p<0,05). Bu verilere bakildiginda,
naringinin DNA hasarin1 azaltmasi beklenirken 250 pg/mL derisimdeki FF’nin SH-SYS5Y
hiicre hattinda DNA hasarma kars1 koruma sagladigi diisliniilmektedir. Ayni calismada
kullanilan ursolik asit (0,1-1 pg/mL) ise hem SH-SYS5Y hiicrelerinde hem de AH modeli
olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde DNA hasarinda artisa neden olmustur (p<0,05).

Bacanli ve ark. yapmis oldugu calismada naringinin genotoksisitesi incelenerek
potansiyel koruyucu etkilerine bakilmistir. Naringinin 50, 100, 500, 1000, 2000 uM derisimleri
kullanilarak insan lenfosit ve Cin hamsteri fibroblast (V79) hiicreleri {izerinde yapilan Comet
analizinde verilen tiim derisimlerde DNA hasarinda artisa neden olmamis, ayrica her
konsantrasyonda H20: kaynakli DNA hasarii azaltici etki gostermistir [315]. V79 hiicre
hattinda yapilan bir ¢alismada, naringinin, genotoksik bir ajan olan bleomisinin neden oldugu
DNA hasarini ve hiicre canliligina olumsuz etkilerini azaltabildigi gosterilmistir. Bleomisin
oncesinde 1 mM naringinle yapilan 6n muamele, DNA zincir kiriklar1 ve alkaliye duyarli
bolgelerin onarimini destekleyerek hasar1 6nemli 6l¢iide baskilamistir. Bu etkinin sonucunda,
yalnizca bleomisin uygulanan grupla karsilastirildiginda, hiicre canliliginda %38'lik bir artis
rapor edilmistir [327].

Bazi ¢aligmalarda ursolik asidin serbest radikal temizleyici aktiviteye sahip olmadig:
one siiriilmiis olsa da [328,329], Bacanli ve ark.nin yapmis oldugu calismada ursolik asidin
calisilan konsantrasyonlarinda (5, 10, 25, 50, 100 uM) antioksidan kapasite gosterdigini tespit
etmiglerdir. Ancak, bu ursolik asidin antioksidan kapasitesi, fitokimyasallarin antioksidan
kapasitesini belirlemede yaygin olarak kullanilan troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAC)
testiyle oOlgiildiiglinde, referans antioksidan olan troloksa kiyasla daha diisiik bulunmustur
[330]. Ramos ve ark. yaptig1 ¢alismada ise ursolik asidin DNA onarimimi artirarak DNA
hasarina kars1 koruyucu etkiler gosterebilecegi one siiriilmektedir [331]. Bu sonuglarla birlikte
kendi ¢calismamiz birlikte degerlendirildiginde, ursolik asidin hem SH-SYS5Y hiicrelerinde hem
de FF ile AH modellemesi yapilan SH-SYS5Y hiicrelerinde DNA hasarim1 artirdigi
gozlemlenmis; bu durum, ursolik asidin farkli hiicre hatlar1 ve konsantrasyonlarda yapilan
calismalarda farkli biyolojik etkiler gosterebilecegini ortaya koymustur. Onceki bazi
caligmalarda antioksidan ve noroprotektif etkiler gosterdigi bildirilen ursolik asidin, bu
calismada DNA hasarin1 artirmasi, onun farkli kosullarda prooksidan ya da genotoksik bir

profile sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu baglamda, ursolik asidin genotoksisite
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potansiyelinin, doz, hiicre tipi ve hastalik modeli gibi degiskenler 1s181nda dikkatli bir sekilde
degerlendirilmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.

Alzheimer Hastaligt (AH) modellemesi olusturulan hiicrelerde daha oOnce de
bahsedildigi iizere baz1 protein ve sitokin molekiillerinde artis oldugu bilinmektedir. AP
proteinlerinin beyin dokusunda birikmesi, AH’de en bilinen patolojik belirtidir. Tau proteini ve
fosforilasyonu ise ndronlar igerisinde yigmnlar olusturarak sinir hiicrelerinin yapisini
bozmaktadir. Diger belirte¢ grubu olan pro-enflamatuvar sitokinlerin (IL-10, IL-6, IL-1a)
AH’de seviyeleri ylikselerek beyin i¢indeki enfeksiyonu artirip hastaligin ilerlemesine katki
saglar. TNF-a ve TNF- sitokin grubunun da AH’nin enflamasyon siireclerinde énemli roller
oynadiklar1 bilinmektedir. Ayrica kompleman sisteminin bilesenleri olan Clq, C3, C6 ve C9
AH patogenezinde rol oynayan enflamasyon siireclerini etkileyebilir. Son olarak AChE, AH’de
asetilkolin diizeylerini diisiirerek kognitif bozulmaya yol acar. APP ise anormal islenmesi
sonucu AP plaklarinin birikmesine ve nérodejenerasyona neden olarak hastaligin ilerlemesine
katk1 saglar.

Bu biyogdstergelerin diizeyleri, ELISA kiti yardimiyla AH modellemesi yapilan ve
yapilmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde tespit edilmis ve naringin ile ursolik asidin bu
biyogostergelerin diizeyleri tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine, 25-250 pg/mL
derisim araliginda uygulanan naringin, AP diizeylerini negatif kontrol grubunda gézlemlenen
seviyelerin altina diisiirerek anlamli1 bir azalma saglamistir. Ayrica, AH modeli olusturulmayan
SH-SYS5Y hiicrelerinde de 25, 50 ve 100 pg/mL derisimlerde naringin uygulamasi, AP
diizeylerini istatistiksel olarak anlamli sekilde diistirmiistiir (p<0,05).

Ote yandan, AH modeli olusturulan hiicrelere 50, 100 ve 250 pg/mL derisimlerde
uygulanan naringin, AChE enzim diizeylerinde bir artisa yol agmis olsa da bu artisin tiim
gruplarda negatif kontrol grubuna kiyasla daha diisiik diizeylerde kaldig1 belirlenmistir. Buna
ek olarak, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde, naringin uygulanan tiim derisimlerde AChE
enzim diizeylerinde anlamli artis gézlenmistir (p<0,05).

Naringin uygulamasinin tau protein diizeyleri lizerindeki etkilerine bakildiginda, FF ile
modelleme yapilan hiicrelerde 25-250 ug/mL derisimlerinde artmis tau diizeylerini azalttigi
goriilmiis; ancak 100 pug/mL derisiminde, FF uygulanan grupla karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik gbzlemlenmemistir. Buna karsilik, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde, naringin 25
ve 50 pg/mL derisimlerde tau diizeylerini negatif kontrole kiyasla azaltirken, 100 ve 250 pug/mL
derisimlerde ise tau diizeylerini anlamli sekilde artirdig1 dikkat ¢ekmistir (p<0,05).
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Benzer sekilde, APP diizeyleri agisindan, FF ile AH modeli olusturulan hiicrelerde 25-
250 pg/mL araliginda naringin uygulamasi ile artmis APP diizeylerinin azaldig1 saptanmuis;
ancak bu azalma, sadece 250 pg/mL derisimde FF uygulanan grupla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bununla birlikte, AH modeli olusturulmayan
hiicrelerde, naringin uygulamasmin 100 ve 250 pg/mL derisimlerde APP diizeylerini negatif
kontrole gore artirmis olmasi dikkat ¢ekici bir bulgudur (p<0,05).

Literatiirde, naringinin AH gibi ndrodejeneratif hastaliklar izerinde noroprotektif etkiler
gosterdigini destekleyen c¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Meng ve ark.nin in vivo
caligmasinda, naringinin hidrokortizonla bellek bozuklugu olusturulan farelerde AP ve APP
diizeylerini anlamli sekilde azalttig1 ve bu etkilerin A metabolizmasi iizerinden gergeklestigi
gosterilmistir. Ayrica, Ostrojen reseptdrii inhibitorii uygulandiginda bu etkilerin kaybolmasi,
naringinin ER aracili bir mekanizma ile bu proteinler lizerinde diizenleyici rol oynayabilecegini
diistindiirmiistiir. Meng ve ark.nin ¢alismasinda, hidrokortizon ile olusturulan fare modelinde
p-Tau ve CDKS protein diizeyleri anlamli sekilde artmis; ancak naringin uygulamasi bu protein
diizeylerini belirgin olarak azaltmistir. Ayrica, noroprotektif etkisi bilinen KN15112502
molekiilii ile naringin arasinda p-Tau ve CDKS5 diizeyleri agisindan anlamli bir fark
bulunmamistir [332]. Bu sonuglar, tez caligmasindaki naringinin ndroprotektif etkisini
destekleyen bulgularla da uyumludur. Silva ve ark. yapmis olduklar1 calismada AH tedavisi
icin enzimatik inhibitorler lizerinde yogunlagmislar ve AChE’yi inhibe edici molekiiller ile
calismislardir. Calismada 50 pg/mL naringinin AChE’y1 %55,68 oraninda inhibe ettigi
bulunmustur. Bu durum naringinin iyi bir AChE inhibitorii oldugunu gostermektedir [333].

Difenilalanin (FF) ile AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 0,1-1 pg/mL
derisim aralifinda ursolik asit uygulandiginda, hiicrelerdeki AP diizeylerinin azaldig1 ve bu
azalmada en giiclii etkinin 1 pg/mL derisiminde gézlemlendigi belirlenmistir. Benzer sekilde,
AH modeli olusturulmayan SH-SYS5Y hiicrelerinde de 0,25 ve 0,5 ug/mL derisimlerinde
yapilan ursolik asit uygulamalar1 AP diizeylerini anlaml sekilde diigiirmiistiir (p<0,05).

Ote yandan, FF ile AH modeli olusturulan hiicrelerde, 0,1, 0,25 ve 1 pg/mL
derisimlerinde ursolik asit uygulamasi AChE enzim diizeylerinde artisa neden olmus, ancak bu
artiglar negatif kontrole kiyasla diisiik diizeylerde kalmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Buna karsilik, 0,5 pg/mL derisiminde yapilan uygulama AChE diizeylerini
azaltsa da bu azalma FF grubuna kiyasla anlamli degildir. Ilging olarak, AH modeli
olusturulmayan hiicrelerde, 0,5 ve 1 pg/mL derisimlerinde yapilan ursolik asit uygulamalari

AChE diizeylerinde anlamli diisiise neden olmustur (p<0,05).
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Ayni c¢alismada, FF ile AH modeli olusturulan hiicrelerde 0,1-1 pug/mL derisim
araliginda uygulanan ursolik asit, artmis tau protein diizeylerini genel olarak azaltmisg, ancak bu
azalma yalmzca 1 pg/mL derisiminde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Onemli bir
bulgu olarak, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde, ursolik asidin uygulandigi tim
derisimlerde tau protein diizeylerini anlamli sekilde artirdigi saptanmistir (p<<0,05).

Son olarak, FF ile AH modeli olusturulan SH-SY5Y hiicrelerine 0,1-1 pg/mL araliginda
uygulanan ursolik asit, APP diizeylerini azaltmis olsa da bu azalma sadece 0,25 ve 0,5 pg/mL
derisimlerinde FF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica, AH modeli
olusturulmayan hiicrelerde, 0,25 pg/mL hari¢ tiim derisimlerde yapilan ursolik asit
uygulamalarinin APP diizeylerini negatif kontrole kiyasla anlamli sekilde artirmis olmasi
dikkat ¢ekicidir (p<0,05).

Daha 6nce yapilan arastirmalarda, ursolik asidin PC12 hiicrelerinde A kaynakli serbest
radikal iiretimini ve lipid peroksidasyonunu azalttig1 bildirilmistir [334]. Ayn1 zamanda ursolik
asit AB-indiiklenmis Candida elegans modelinde AP birikimini engellemis, oligomer ve
monomer diizeylerini diislirmiistiir [335]. Ursolik asidin nororejeneratif etkisi, AP kaynakli
norotoksisite ve hafiza bozukluklarina sahip farelerde bilissel fonksiyonlarin iyilesmesiyle
gosterilmistir [336]. Bu sonug, ursolik asidin giiglii bir asetilkolinesteraz inhibitorii olarak etki
etmesi ile desteklenmistir [337,338]. Ayrica ursolik asidin oksidatif stres ve enflamasyonu
baskilayici etkileri sayesinde merkezi sinir sistemi ile iliskili bozukluklarm iyilestirilmesinde
cok hedefli 6zellikler sergiledigi bildirilmistir [336,339,340]. Calismamizda AH modellenmis
hiicrelerde ursolik asidin tau proteininin birikimini baskilayabilecegi dolayist ile hastalik
durumundaki patolojik fosfo-tau olusumunu azaltma potansiyeline sahip oldugu
diistiniilmektedir. Fakat modellenmemis hiicre grubunda tau protein diizeylerinin artmasi
ursolik asidin tau ekspresyonunu uyarabilecegini, yani bir ¢esit ndrogenez veya hiicresel
adaptasyon yaniti1 olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu artig, hastalik modeli yokken
tau'nun patolojik degil fizyolojik formda olabilecegi i¢in farkli bir biyolojik etkiyi temsil
edebilir. Sonug olarak, bu veriler ursolik asidin tau protein diizeyleri iizerinde duruma 6zgii
etkileri olabilecegini gostermektedir. AH modeli hiicrelerde tau birikimini azaltici etkisi, onun
potansiyel Alzheimer’a kars1 koruyucu ve/veya tedavi edici 6zelligine isaret ederken; normal
hiicrelerdeki artig, bu molekiiliin dikkatli doz degerlendirmesiyle kullanilmasi gerektigini
ortaya koymaktadir.

Alzheimer hastaliginda (AH) enflamasyon biyogostergelerindeki degisimlere
bakildiginda; IL-la diizeyleri agisindan degerlendirildiginde, AH modeli olusturulmayan
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hiicrelerde naringin uygulamasinin IL-1a diizeylerini artirdig1 gézlenmistir. Buna karsin, FF ile
AH modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerine 25-250 pg/mL derisimlerde uygulanan naringin,
artan IL-1o diizeylerini azaltmistir; ancak 25 ve 50 pg/mL derisimlerinde bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p<0,05). Benzer sekilde, IL-6 diizeylerine bakildiginda, AH
modeli olusturulmayan hiicrelerde naringin uygulamasi IL-6 diizeylerini artirirken, FF ile AH
modeli olusturulan hiicrelerde artan IL-6 diizeyleri 25-250 pg/mL naringin uygulamasi ile
azalmig, ancak bu azalma da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p<0,05). IL-10
diizeyleri agisindan ise, FF ile AH modeli olusturulan hiicrelere 25 pg/mL derisimde uygulanan
naringinin, FF uygulamasiyla artan IL-10 diizeylerini azalttig1 bulunmustur. Buna karsilik, AH
modeli olusturulmayan hiicrelerde 25-250 pg/mL derisimde uygulanan naringin, IL-10
diizeylerini anlaml sekilde artirmistir (p<0,05).

IL-6 mikrogilia hiicrelerini aktive ederek amiloid plaklarin olusumunu aktive ederek
sinaptik plastisiteyi olumsuz etkilemektedir. Bu durum AH’de néroenflamasyonun siirmesinde
katkida bulunur. Long ve ark.nin yapmis olduklar1 ¢aligmada, CCL2 ile indiiklenen
enflamasyona naringinin etkisi degerlendirilmistir. Calismada IL-6 mRNA ifadesinin miktarina
bakilmis olup naringin uygulanan grupta CCL2’nin arttirmis oldugu IL-6 mRNA ifade
seviyeleri anlaml sekilde azalmistir [341]. Kankili¢ ve ark.nin yapmis oldugu in vivo bir
caligmada; kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan paklitakselin (PTX) testis dokusunda
olusturdugu toksisiteye karsi, naringinin koruyucu etkisi incelenmistir. Calismada PTX in testis
dokusunda IL-6 mRNA diizeyini anlamli bir sekilde arttirdi§i goriilmiis olup naringin
tedavisinin bu artis1 anlamli diizeyde azaltarak enflamasyonu hafiflettigi tespit edilmistir.
Ayrica ¢alismada 100 mg/kg dozundaki naringin, 50 mg/kg dozuna kiyasla IL-6 diizeyini
diistirmede daha etkili bulunmus olup naringinin doza bagl bir baskilayici etkisi oldugunu
gostermislerdir [342].

Kompleman sistemi bilesenlerinden Clq diizeyleri, AH modeli olusturulmayan
hiicrelerde naringin uygulamasi ile artmis; buna karsilik, AH modeli olusturulan hiicrelerde
artmis olan C1q diizeyleri naringin uygulamasi ile azalmis olsa da bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p<0,05). Ote yandan, C3, C6 ve C9 diizeyleri agisindan anlaml
degisiklikler gozlenmistir. AH modeli olusturulmayan hiicrelerde 25-250 ug/mL naringin
uygulamasi bu ii¢ bilesenin diizeylerini onemli 6l¢lide azaltmistir. Ayni sekilde, FF ile AH
modeli olusturulan hiicrelerde artmis olan C3, C6 ve C9 diizeylerinin de naringin uygulamasi

ile anlaml1 sekilde azaldig1 saptanmistir (»p<0,05).
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Long ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, CCL2 kullanilan si¢anlarda kistein-aspartik
asit-spesifik proteaz 3 (kaspaz-3)’m mRNA ekspresyonu anlamli sekilde arttii, naringin
uygulamasinin ise kaspaz-3’iin mRNA ekspresyonunu anlamli sekilde azalttig1 bildirilmistir
[341]. PTX uygulanan in vivo bir ¢calismada apoptoz belirteci olan C3, C6, C9 ve enflamasyon
belirteci olan NF-kB protein diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir.
Calismada uygulan farkli derisimlerdeki naringinin ise C3, C6, C9 ve NF-kB protein
diizeylerini azaltarak apoptoz ve enflamasyonu baskiladig1 gosterilmistir [342].

Pro-enflamatuvar sitokinlerden TNF-o diizeyleri, AH modeli olusturulmayan
hiicrelerde 50 ve 250 pg/mL derisimlerinde naringin uygulamasi ile anlamli sekilde artmastir.
Ancak, FF ile AH modeli olusturulan hiicrelerde artmis TNF-a diizeyleri, ayn1 derisimlerdeki
naringin uygulamasi ile anlaml derecede azalmistir (»p<0,05). TGF- diizeyleri ise AH modeli
olusturulmayan hiicrelerde 25-250 pg/mL naringin uygulamasi ile anlaml sekilde artmustir.
Ancak FF ile AH modeli olusturulan hiicrelerde artmis TGF-B diizeyleri {lizerine naringin
uygulamasinin anlamli bir etkisi saptanmamaistir (p<0,05).

Okadaik asit (OKA) uygulanan siganlarin hipokampiis ve serebral korteks bolgelerinde
ciddi diizeyde oksidatif stresin olustugu bir ¢alismada naringin uygulamasi ile (50, 100 ve 200
mg/kg) bu oksidatif stresin anlamli bir sekilde azaldig bildirilmistir. Ozellikle 200 mg/kg dozda
naringin, rivastigmin ile benzer diizeyde bir antioksidan koruyuculuk saglamistir. OKA
uygulanmis grupta, pro-inflamatuar sitokinler olan TNF-a, TGF-B ve IL-1PB seviyelerinde
belirgin artis gozlenmistir. Bu artis, OKA’nin noroenflamatuvar yanit1 tetikledigini ortaya
koymaktadir. Naringin tedavisi ise, bu enflamatuvar belirteclerin diizeylerini doza bagimli
sekilde anlamli 6l¢iide diistirmiistiir (p < 0,001) [343].

Ursolik asit uygulanmasinda da SH-SY5Y hiicreleri tizerinde AH modeli olusturulan ve
olusturulmayan kosullarda ¢esitli enflamatuvar belirteglerinin miktarlar1 degerlendirilmistir. FF
ile AH modeli olusturulan hiicrelere 0,1-1 pg/mL derisimlerde uygulanan ursolik asit, FF
uygulamasiyla artan IL-10 diizeylerini azaltmistir. Buna karsilik, AH modeli olusturulmayan
hiicrelerde aynmi1 derisimlerdeki ursolik asit uygulamasi IL-10 diizeylerini anlamli sekilde
artirmistir (p<0,05). IL-6 diizeylerine bakildiginda, AH modeli olusturulmayan hiicrelerde
ursolik asit uygulamasi bu sitokinin diizeylerini artirmis; FF ile AH modeli olusturulan
hiicrelerde ise artmis IL-6 diizeyleri belirli 6l¢iide azalmis, ancak bu azalma 0,1 ve 0,25 ug/mL
derisimlerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p<0,05). Benzer sekilde, IL-1a

diizeyleri de AH modeli olmayan hiicrelerde ursolik asit ile artmis; AH modeli olusturulan
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hiicrelerde ise 0,1-1 pg/mL arasinda azalma egilimi gosterdigi halde, 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL
derisimlerinde bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p<0,05).

Calismalarda, uzun siireli ursolik asit uygulamasinin NF-kB sinyal yolunu inhibe ettigi
ve interlokinler (IL-1, IL-6, IL-12), interferon-gamma, matriks metalloproteinaz-2 ve -9
(MMP-2, MMP-9) diizeylerinde azalma sagladig1 gosterilmistir [192, 326].

Kompleman sistemi bilesenlerinden Clq diizeyleri, AH modeli olusturulmayan
hiicrelerde ursolik asit uygulamasiyla artmig; buna karsilik, FF ile AH modeli olusturulan
hiicrelerde artmig Clq diizeyleri azalmis, ancak bu azalma yalnizca 0,25 pg/mL derisiminde
anlamli bulunmustur (p<0,05). Ote yandan, C3, C6 ve C9 diizeyleri hem AH modeli
olusturulmayan hem de olusturulan hiicrelerde 0,1-1 pg/mL ursolik asit uygulamasiyla anlaml
sekilde azalmistir (»p<<0,05). Bu bulgular, ursolik asidin kompleman sistemi tizerinde belirgin
baskilayici etkiler olusturdugunu gostermektedir.

Farkli deneysel modellerde yiiriitiillen ¢alismalarda, ursolik asidin C3 ve C9 gibi
apoptotik efektdr proteinlerin diizeylerini azalttigi raporlanmistir [344,345]. NO iiretiminin
beyinde néronal nitrik oksit sentaz (nNOS) araciligiyla gergeklestigi, enflamatuvar siireglerde
ise indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iNOS) aktive oldugu bilinmektedir [346]. Ayrica, uzun
siireli ursolik asit tedavisinin iNOS aktivitesini azalttig1 da gosterilmistir [347].

Pro-enflamatuvar sitokinlerden TNF-a diizeyleri, AH modeli olusturulmayan
hiicrelerde 0,1-1 pg/mL derisimlerinde anlamli bi¢cimde artarken, FF ile AH modeli olusturulan
hiicrelerde bu sitokin diizeylerinde azalma saptanmis; ancak bu degisiklikler istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p<0,05). TGF-B diizeyleri agisindan ise c¢ift yonlii bir etki dikkat
cekmistir: AH modeli olusturulmayan hiicrelerde 0,1 pg/mL derisiminde TGF-B diizeyleri
anlamli sekilde artmisken AH modeli olusturulan hiicrelerde ise 0,1-1 pg/mL araligindaki
ursolik asit uygulamasi artmis TGF-f diizeylerini anlamli bigimde azaltmistir (p<0,05).

Genel olarak degerlendirildiginde, ursolik asidin SH-SYS5Y hiicrelerinde enflamatuvar
belirtecler iizerindeki etkileri hem uygulanan derisime hem de hiicrelerin i¢inde bulundugu
fizyolojik ya da patolojik duruma bagh olarak degiskenlik gdstermektedir. AH modeli
olusturulmayan hiicrelerde genellikle pro-enflamatuar yanitin arttigi, buna karsilik hastalik
modeli olusturulan hiicrelerde pro-enflamatuvar ve kompleman aktivitesinin baskilandigi
gozlemlenmistir. Bu bulgular, ursolik asidin potansiyel bir néroprotektif ve immiin modiilator
ajan olabilecegini gostermektedir.

Zhao ve ark. tarafindan yapilan in vitro ¢alisma, ursolik asidin enflamasyonu baskilayici

etkiler gosterdigini ortaya koymustur. LPS ile uyarilan makrofaj hiicrelerinde ursolik asit, TNF-
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a, IL-6 ve IL-1PB gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin diizeyini azaltmistir. Bu etkilerin, Toll
benzeri reseptdr 4/myeloid diferansiyasyon 88 (TLR4/MyD88) sinyal yolunun inhibisyonuyla
gerceklestigi belirlenmistir. Ayrica ursolik asit, otofajiyi artirarak bu yolu dolayli olarak da
baskilamis; otofaji inhibisyonu ise bu etkileri tersine ¢evirmistir. Bu bulgular, ursolik asidin
enflamasyonu hem dogrudan sinyal yollarin1 hedef alarak hem de otofaji iizerinden dolayli
sekilde diizenleyebildigini gostermektedir [186]. Qu ve ark.nin yapmis oldugu diger bir
caligmada, ursolik asidin enflamasyonla iligkili apoptoz mekanizmalar iizerinde diizenleyici
bir etki gosterdigini ortaya koymaktadir.

Kaspaz ailesi proteazlar1 arasinda merkezi bir rol iistlenen C3, hiicre 6liimii siirecinin
temel yiiriitiiclisii olup, enflamatuvar siireclerle dogrudan iliskilidir. Ursolik asidin, H20- ile
uyarilmig PC12 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesini anlamli diizeyde azalttig1 gézlemlenmistir.
Ayrica, ursolik asidin antioksidan bilesik olan ATS ile birlikte kullanimi, tekli uygulamalara
kiyasla daha gii¢lii bir inhibisyon saglamistir. Mitokondriyal membran potansiyelinin (MMP)
korunmasina yonelik etkiler de wursolik asidin apoptozu dolayli olarak baskiladigini
desteklemektedir. MMP diislisii, C9 araciligiyla C3 aktivasyonunu tetikleyen temel bir
mekanizmadir. Ursolik asit uygulamasi, mitokondriyal disfonksiyonu 6nleyerek bu zincirleme
siireci engellemekte ve enflamatuvar yanitin ilerlemesini sinirlandirmaktadir. Elde edilen
veriler, ursolik asidin antienflamatuvar etkisinin yalnizca sitokin iiretiminin baskilanmasi ile
siirli kalmadigini; ayn1 zamanda hiicre 6liimiiyle iligkili kaspaz yolaklarini hedef alarak daha
genis kapsamli bir koruyucu mekanizma sundugunu gostermektedir [348]. Baska bir ¢alisma
da ise influenza A viriisii ile enfekte A549 hiicrelerine uygulanan ursolik asidin TNF-a, IL-1p,
IL-18 ve IL-6 gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin tiretimini, viral yiikii ve oksidatif stresi belirgin
sekilde azalttig1 gosterilmistir [187].

SH-SYSY hiicrelerinde naringin ve FF ile AH modeli olusturtulan SH-SYSY
hiicrelerinde naringinin apoptoz iizerine etkileri incelendiginde; negatif kontrol hiicrelerinde
canli hiicrelerin oran1 %85’in {lizerinde olup; nekroz, erken ve ge¢ apoptotik hiicreler toplam
hiicrelerin %15’ini olusturmaktadir. FF ile AH modeli olusturulan hiicrelerde ise canli hiicre
say1s1 azalmis ve apoptotik hiicre sayis1 artmistir. Hiicrelere 25 ve 250 ug/mL derisimdeki
naringin uygulamasinin apoptotik hiicre sayisini doza baglh arttirdigi, fakat FF’nin neden
oldugu apoptotik hiicre sayisindaki artis1 azalttig1 gozlenmistir. Bununla birlikte FF uygulanan
hiicrelerde 250 pg/mL naringinin nekrotik hiicre sayisim1 da artirdigi saptanmistir. 0,1 ve 1
png/mL derisimdeki ursolik asit uygulamasi ise apoptotik hiicre sayisini doza bagl arttirdig: gibi

FF’nin neden oldugu apoptotik hiicre sayisindaki artig1 da artirmistir.
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Literatiirde yer alan in vivo bir ¢galismada, naringinin hidrokortizon ile olusturulan hatiza
bozuklugu modelinde biligsel yetileri artirarak noroprotektif etkiler gosterdigi ve AH tedavisi
icin potansiyel bir aday olabilecegi belirlenmistir. Calismada naringinin bu etkisinin, apoptozu
inhibe etmesine bagli oldugu ve bu amacgla C3, Bad ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlari
incelenmis olup yapilan Western blot analizleri, hidrokortizonun cleaved-kaspaz-3 ve Bad
diizeylerini artirip Bcl-2 diizeyini azalttigini, naringinin ise bu degisiklikleri tersine ¢evirdigini
gostermistir. Qiu ve ark. tarafindan yapilan in vitro ¢alismada ise AP25-35 ile muamele edilen
PC12 hiicrelerinde apoptoz orani anlaml sekilde arttig1 gosterilmis fakat naringin ile yapilan
on islem sonrasinda hiicrelerde apoptoz orani belirgin sekilde azalmis, bu da naringinin
koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir [130]. Her iki calismada da Ostrojen reseptorii
inhibitoriiniin  kullanildigr ayr1 bir diizenek hazirlanmig; naringin bu inhibitorle birlikte
uygulandiginda, noroprotektif etkisinin azaldig1 gosterilmistir. Sonug olarak bu ¢alismalarda,
naringinin  néroprotektif etkilerini  Ostrojen reseptorii araciligiyla  gergeklestirdigi
belirtilmektedir.

Daha 6nce ursolik asidin prostat, meme, kolon ve karaciger kanserlerinde antikanser
etkileri ¢alisilmistir [349-351]. Ursolik asit ile yapilan in vitro bir ¢alismada ise Oldenlandia
diffusa (Rubiaceae) bitkisinden izole edilen ursolik asidin yumurtalik kanseri hiicreleri
iizerindeki apoptotik (programlanmis hiicre 6liimii) etkileri incelenmistir [175]. Ursolik asidin
SK-OV-3 ve A2780 hiicrelerinde sirastyla 50 pM ve 65 pM ICso degerlerinde sitotoksik etki
gosterdigi ve SK-OV-3 hiicrelerinde apoptotik cisimciklere rastlandigi bildirilmistir. Ursolik
asidin apoptozu, yapilan Western Blot analizlerinde apoptoz yolaklarinda yer alan kaspaz-9 ile
C3’1 aktive ederek sagladig: tespit edilmistir. Yaptigimiz tez ¢alismasinda da ursolik asidin
diisiik derisimlerinde bile apoptotik hiicre sayisini arttirdigi goriilmiis olup bu baglamda

calismamuz literatiir bilgileri ile paralellik gostermektedir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda, naringin ve ursolik asidin, SH-SY5Y insan ndroblastoma hiicre
hattinda difenilalanin (FF) kullanilarak olusturulan in vitro Alzheimer hastaligi (AH)
modelindeki olasi etkileri cok yonlii biyokimyasal ve molekiiler analizlerle degerlendirilmistir.

Naringin uygulamasi, 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda, oksidatif stres diizeylerinde
anlamli bir azalma saglayarak antioksidan savunma kapasitesini artirmis, AP, tau ve APP
diizeylerini diisiirerek ndrodejeneratif siireci baskilamis, AChE inhibisyonu yoluyla kolinerjik
sistemi desteklemis ve enflamatuvar biyogdstergelerde (IL-la, IL-6, TNF-a gibi) belirgin
azalmalarla néroenflamasyonun baskilanmasina katkida bulunmustur. Ayrica genotoksisite ve
apoptoz diizeylerinde de diisiis gozlemlenmis, bu etkiler naringinin gii¢lii bir néroprotektif aday
oldugunu gostermistir.

Ursolik asit ise baz1 derisimlerde apoptoz ve genotoksisiteyi artirma egilimi gostermis
olmakla birlikte, AP, tau ve APP protein diizeylerinde azalma saglamis ve enflamatuvar
biyogostergelerde genel bir azalma egilimi gostermistir. Bu durum, ursolik asidin de potansiyel
olarak AH ile iligkili patolojik siirecleri baskilayabilecegini, ancak etki ve toksisite profilinin
doz, hiicre tipi ve patolojik ortam gibi faktorlere bagl olarak degiskenlik gosterebilecegini
ortaya koymustur.

Genel olarak degerlendirildiginde, elde edilen bulgular hem naringin hem de ursolik
asidin, AH modelinde olumlu etkilere sahip olabilecegini gostermekte olup, 6zellikle naringinin
daha belirgin ve ¢ok yonlii koruyucu etkiler sundugu anlasilmistir. Bununla birlikte, her iki
bilesigin de klinik uygulamalara yonelik olarak degerlendirilmesi i¢in ileri diizey
farmakokinetik, farmakodinamik ve in vivo c¢alismalarin yapilmasi gerekliligi O6nemle
vurgulanmaktadir.

Bu tez, dogal kaynakli fitokimyasallarin AH’ye karsit olasi terapotik yaklagimlar
gelistirilmesinde degerli bir veriler sunmakta olup bu alandaki ileri g¢aligmalara 1s1k

tutabilecektir.
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