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OZET

BOZKURT M, SH-SY5Y HUCRE HATTININ 3D MODELINDE CiRCRNA-
MIRNA SUNGERINDEKiI GENLERININ ACHYROFURAN iLE
HEDEFLENMESI, GAZIANTEP UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
NOROLOJi ANABILIM DALI, TIPTA UZMANLIK TEZi, GAZIANTEP,
2025.

Amag¢: Bu calismada, Alzheimer hastaliginda miRNA ve circRNA’larin tan1 ve
tedavi potansiyeli incelenmistir. Achyrofuran’in AP ve tau proteinlerini hedefleyen
circRNA-miRNA etkilesimlerine etkisi degerlendirilmis; bu etkilesimlerin gen
ekspresyonu ile apoptoz, otofaji ve mitofaji slireglerindeki rolleri arastirilmastir.
Gere¢ ve Yontem: Achyrofuranin Alzheimer ile iligkili molekiiler mekanizmalarini
incelemek amaciyla SH-SYSY hiicre hatt1 kullanildi. Hiicreler, retinoik asit, BDNF
ve db-cAMP igeren 18 giinliik protokol ile néron-benzeri fenotipe farklilagtiriimistir.
Deneysel toksisite ve tau modelleri AP oligomerleri ve okadaik asit ile olusturuldu.
Achyrofuran 0.07 ug/ml dozunda uygulanarak etkileri degerlendirildi. Hiicre canliligi
ve proliferasyonu Trypan Blue, CCK-8 ve MTT testleriyle; apoptoz, otofaji ve
mitofaji ELISA tabanli kitlerle incelendi. Gen, miRNA ve circRNA ekspresyonlari
gRT-PCR; hiicre morfolojisi faz kontrast mikroskopi; Tau ve AP proteinleri ise
immiinositokimya ile analiz edilmistir. Veriler SPSS 11.0 ile degerlendirilmis,
p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Bulgular: SH-SYSY hiicreleri, 18 giinliik protokol sonunda néron-benzeri morfoloji
gelistirmistir. Achyrofuran tedavisi hiicre canliligin1 azaltirken apoptozu artirmistir.
BECNI1 ve LC3-II artis1 ile p62 azalmasi otofaji aktivasyonunu gostermistir. CYCS,
CASP3 ve CASP9 gen ekspresyonlar: yiikselirken bunlar1 hedefleyen miRNA’lar
baskilanmus, ilgili circRNA’lar ise artis gostermistir. Mitofaji yolunda PINKI
yiikselmis, LRRK2 azalmis, PARK2’de ise anlamli degisiklik gdzlenmemistir.
Immiinohistokimya, AP agregasyonunun azaldigini ancak tau proteininin yanlis
lokalizasyonunun siirdiigiinii ortaya koymustur. Bulgular, Achyrofuran’in otofaji ve
mitofaji araciligiyla noroprotektif etki gosterebilecegini, ancak apoptoz artis1 ve tau
patolojisinin bu etkiyi sinirladigini ortaya koymaktadir.

Sonu¢: Bu calisma, Achyrofuran’in SH-SY5Y hiicrelerinde otofaji, apoptoz ve
mitofajiyi diizenledigini gostermistir. AP birikimini azaltmasina karsin artan apoptoz
ve smurli mitofaji etkisini kisitlamistir. Bulgular, uygun doz ve kombinasyonlarin
gelecekte arastirilmasini 6nermektedir

Anahtar kelimeler: Achyrofuran, Alzheimer hastaligi, SH-SYSY hiicreler
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ABSTRACT

BOZKURT M. TARGETING GENES WITHIN THE CIRCRNA-MIRNA
SPONGE NETWORK USING ACHYROFURAN IN A 3D MODEL OF SH-
SYSY CELLS. MEDICAL SPECIALIZATION THESIS, DEPARTMENT OF
NEUROLOGY, FACULTY OF MEDICINE, GAZIANTEP UNIVERSITY,
GAZIANTEP, 2025.

Aim: In this study, the diagnostic and therapeutic potential of miRNAs and
circRNAs in Alzheimer’s disease was investigated. The effect of Achyrofuran on
circRNA-miRNA interactions targeting AP and tau proteins was evaluated, and their
roles in gene expression as well as in apoptosis, autophagy, and mitophagy were
investigated.

Methods: The SH-SYS5Y cell line was employed to investigate the molecular
mechanisms of Alzheimer’s disease associated with Achyrofuran. The cells were
differentiated into a neuron-like phenotype through an 18-day protocol involving
retinoic acid, BDNF, and db-cAMP. Experimental toxicity and tau models were
induced using AP oligomers and okadaic acid. Achyrofuran was administered at a
dose of 0.07 pg/ml to evaluate its effects. Cell viability and proliferation were
assessed using Trypan Blue, CCK-8, and MTT assays, while apoptosis, autophagy,
and mitophagy were analyzed with ELISA-based kits. Gene, miRNA, and circRNA
expressions were analyzed by qRT-PCR; cell morphology by phase-contrast
microscopy; and Tau and A proteins by immunocytochemistry. Data were analyzed
using SPSS 11.0, with p<0.05 considered statistically significant.

Results: SH-SYSY cells developed a neuron-like morphology at the end of the 18-
day protocol.Achyrofuran treatment reduced cell viability while increasing
apoptosis.An increase in BECN1 and LC3-II accompanied by a decrease in p62
indicated autophagy activation.CYCS, CASP3, and CASP9 gene expressions were
upregulated, while their targeting miRNAs were suppressed and the corresponding
circRNAs were increased.In the mitophagy pathway, PINKI1 was upregulated,
LRRK2 was downregulated, while no significant change was observed in
PARK2.Immunocytochemistry revealed a reduction in AP aggregation but persistent
mislocalization of tau protein.The findings suggest that Achyrofuran may exert
neuroprotective effects through autophagy and mitophagy; however, increased
apoptosis and tau pathology limit this effect.

Conclusion: This study demonstrated that Achyrofuran modulates autophagy,
apoptosis, and mitophagy in SH-SYSY cells. Although it reduced AP accumulation,
increased apoptosis and limited mitophagy constrained its effect. The findings
suggest that appropriate dosing and combination strategies should be explored in
future studies.

Keywords: Achyrofuran, Alzheimer’s disease, SH-SYSY cells
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligt (AH), beyin patolojisiyle iligskili norodejeneratif
bozukluktur ve su anda diinya ¢apinda on milyonlarca insan1 etkilemektedir (1). Ne
yazik ki, diinya niifusu yaslandik¢a, bu hastaliklarin ¢ogunun goriillme siklig
artmaya devam edecek ve 2050 yilina kadar iki katindan fazla olmasi bekleniyor (2).
Bu hastaliga yonelik etkili tedavilerin artan yiikii géz Oniline alindiginda, yeni
tedavilere yonelik yiiksek bir talep bulunmaktadir. Norodejeneratif hastaliklara
yonelik terapotiklerin gelistirilmesindeki temel adim, ndrodejeneratif siireglerin
incelenmesi ve norodejenerasyonun temel suclularmin belirlenmesi igin giivenilir
analizlerin olusturulmasidir. Norodejenerasyon, merkezi sinir sisteminde (CNS)
meydana gelen ve ilerleyici yapisal ve fonksiyonel eksikliklerle ve sonugta néron
hiicrelerinin Sliimiiyle sonuglanan ¢esitli patolojik siiregleri tanimlamak igin
kullanilan bir semsiye terimdir. Bir¢ok ndrodejeneratif hastalik, hiicresel ve
molekiiler diizeyde benzer etyolojileri paylasir, ancak fenotipik diizeyde, ornegin
duyu-motor ve biligsel islevlerin ilerleyici kaybi gibi farkli ozellikler sunar.
Yaslanma, genetik faktorler ve metaller, pestisitler veya travmatik beyin
yaralanmalar1 gibi ¢evresel faktorler de dahil olmak iizere AH ile iliskili ¢esitli risk
faktorleri vardir (3). Bununla birlikte, biiyiik 6nem tasiyan bir 6zellik, hastaliga 6zgii
proteinlerin ¢dziinmeyen agregatlar halinde patolojik olarak geri dondiiriilemez bir
sekilde birlesmesidir. Pek ¢ok norodejeneratif hastalikta, hastaligin erken ve
genellikle semptomatik olmayan asamasinda spesifik proteinler farkli beyin
bolgelerinde toplanmaya baglarken, ileri asamalarda baska beyin bolgeleri de
devreye girer. AH yanlis katlanmis, ¢ézlinmeyen agregatlar halinde endojen protein
toplanmasi ile karakterize en yaygin ndrodejeneratif bozukluktur (4). Bireysel
norodejeneratif hastaliklarla iligkili cok sayida protein bilinmektedir; ancak
norodejeneratif hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesindeki zararli rollerini ortadan
kaldiracak etkili ila¢g adaylar1 hala mevcut degildir. Bu amacgla hastaliga 6zgi
norodejenerasyonun nedenlerini ve sonuglarini belirlemek, etkili tedavilerin
gelistirilmesi i¢in bir 6n kosuldur. Giliniimiizde farkli hastaliklara benzeyen hiicre

analizleri ilag¢ kesfinde onemli bir adim olarak kullaniliyor. AH, histolojik olarak



amiloid Oncii proteininin sekretaz (5) tarafindan sirali bolinmesinden kaynaklanan
AP peptidlerinden (6) olusan hiicre disi senil plaklarla karakterize edilir. A
peptidlerinin varhidi, hiperfosforile tau proteininden olusan AH'nin ikinci histolojik
0zelligi olan norofibriler yumaklarin (7) olusumuna yol agan patojenik bir kademeyi
tetikler. Hem AP hem de tau proteini noronlarda sirasiyla sinaptik fonksiyonun
diizenlenmesi (8) ve mikrotiibiillerin stabilize edilmesi (9) gibi fizyolojik roller
oynar. Ancak bunlarin patolojik toplanmasi, néronal yapiya ve fonksiyona giderek
zarar verir. AH’de noron 6liimii esas olarak amigdala, neokorteks ve hipokampusta
goriiliir (10). CNS'deki kolinerjik ndronlarin derin hasar1 ve kaybi, Alzheimer'in
onemli bir klinik 6zelligi olan bilissel islevlerde ciddi bir diisiise neden olur (11). AH
patolojisinin arastirilmasinda hayvan deneylerinden once hiicresel cevabin ortaya
konulmas1 6nemlidir. Bu nedenle geleneksel hiicre kiiltiiriine karsi néronal hiicrelerin
dogal ortamina en yakin modellenmesi i¢in 3 boyutlu (3D) kiiltiirler avantajlidir.
miRNA ve dairesel RNA (circ RNA) kodlayici olmayan RNA molekiilleridir.
Bu RNA molekiilleri Alzheimer hastalifinin arastirilmasi, teshisi, izlemi ve
tedavisinde O6nemli yer tutmaktadir. Arastirmamizin amaci segtigimiz sirkiiler
RNA’lar ve miRNA’larin sinerjisi ve sonuglarmin yaninda achyrofuran
yonetimindeki diizenlenmelerinin AH’nin tedavisindeki rolleri konusunda veri elde
etmektir. Ayn1 zamanda calisma sonuglari bu circRNA ve miRNA’larin genleri
diizenlemesi durumunda terapotik hedef olarak potansiyellerini de gosterecektir.

AH patolojisinde 2 6nemli molekiil AB ve tau protein olusumunu achyrofuran
ile tedavi etmek temel hedeftir. Bu hedefe ulasmak icin genler iizerinde
transkripsiyonel diizenleyiciler olarak gorev yapan circRNA’lar ve tasidiklari
spesifik miRNA’larin hedefledikleri genlerle birlikte ekspresyonlar: arastirilacaktir.
Genler apoptoz, otofaji ve mitofajide temel genlerdir ve bu genleri hedefleyen

miRNA-circRNA’lar se¢ilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahg1

2.1.1. Tanim ve Tiplendirme

Alzheimer hastaligi (AH) Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kiiresel bir halk
saglig1 onceligi olarak kabul edilmektedir. Alzheimer hastaligi demansin ana
nedenidir ve hizla bu yiizyilin en pahali, 6liimciil ve yiik getiren hastaliklarindan biri
haline gelmektedir (12). Alois Alzheimer'in 1907'de ilk vakayi bildirmesinden bu
yana AH patogenezini ve hastaligin kavramsallagtirilmasini anlamamizdaki biiyiik
kazanimlara ragmen (13) halen hastalig1 modifiye edici bir tedavi bulunmamaktadir.

DSM-IV-TR'ye (Ruhsal Bozukluklarin Tamsal ve Istatistiksel El Kitabu,
Dordiincii Baski, Metin Gézden Gegirme) gore AH, Alzheimer Tipi Demans altinda
siiflandirilir ve agagidaki kriterlere gore teshis edilir:

Alzheimer Tipi Demans i¢in Tan1 Kriterleri (DSM-IV-TR)

A. Her ikisiyle de ortaya cikan coklu bilissel eksikliklerin gelisimi: Hafiza
bozuklugu (yeni bilgi 6grenme veya daha Once Ogrenilen bilgileri hatirlama
yeteneginin bozulmasi). Biligsel bozukluklardan biri (veya daha fazlasi): Afazi (dil
bozuklugu), Apraksi (saglam motor becerilere ragmen bozuk motor fonksiyonu),
agnozi (saglam duyusal fonksiyona ragmen nesneleri tanima veya tanimlama
basarisizligl), yonetici islev bozuklugu (6rnegin planlama, organize etme, soyut
diisiinme)

B. Biligsel eksiklikler sosyal veya mesleki islevsellikte 6nemli bozulmaya
neden olur ve dnceki islevsellik diizeyine gore bir diisiisii temsil eder.

C. Seyir, kademeli baslangic ve devam eden bilissel gerileme ile
karakterizedir.

D. Biligsel eksiklikler sunlardan kaynaklanmaz: Diger merkezi sinir
sistemi rahatsizliklar1 (6rn. serebrovaskiiler hastalik, Parkinson hastaligi, Huntington
hastalig1), sistemik rahatsizliklar (6rn. hipotiroidizm, B12 vitamini eksikligi), madde
kaynakli rahatsizliklar (6rn. uyusturucu kullanimu, ilag yan etkilert).

E. Eksiklikler yalnizca deliryum seyri sirasinda ortaya ¢ikmaz.

F. Bozukluk, baska bir Eksen I bozuklugu (6rn. Major Depresif Bozukluk,

Sizofreni) ile daha iyi aciklanamaz.



Hastalik alt tiplere gore siniflandirdiginda ikiye ayrilir: Erken Baslangich
(EOAD) (65 yasindan dnce), geg baslangicli (LOAD) (65 yas ve lizeri).

Bu ozelliklere ek olarak AH genellikle zamanla ilerleyici bir kotiilesmeye
sahiptir. Genetik faktorler (6rn. APP, PSEN1, PSEN2 genlerindeki mutasyonlar)
ozellikle erken baslangicli vakalarda rol oynayabilir. Kesin tani i¢in ndropatolojik
dogrulama (6rn. amiloid plaklar, norofibriler diigiimler) gereklidir, ancak olast AH
i¢in klinik kriterler kullanilir.

A. Erken Baslangich Alzheimer Hastahigi (EOAD)

Erken baglangicli Alzheimer hastaligi, 65 yasin altindaki bireyleri etkileyen
ve genellikle 401 veya 50'li yaslarda goriilen nadir bir demans tiiriidiir. Daha yaygin
olan ge¢ baslangicli Alzheimer'in aksine, erken baslangich vakalar genellikle APP,
PSEN1 veya PSEN2 gibi genlerdeki mutasyonlarla baglantili giiclii bir genetik
bilesene sahiptir. Semptomlar arasinda ilerleyici hafiza kaybi, kafa karigikligi, dil
zorlugu ve bozulmus yargilama bulunur ve bunlar isi, iliskileri ve giinliik yagami
onemli Olcilide etkileyebilir. Atipik baslangi¢ yast nedeniyle, durum siklikla yanlis
teshis edilir ve uygun tedavi ve destegi geciktirir. Bir tedavisi olmasa da ilaglar,
biligsel terapi ve yasam tarzi ayarlamalari gibi erken teshis ve miidahaleler
semptomlar1 yonetmeye ve yasam kalitesini iyilestirmeye yardimci olabilir. Erken
baslangicli Alzheimer'dan etkilenen aileler, hastaligin duygusal ve pratik
zorluklariyla basa ¢ikmak igin genetik danismanlik ve destek gruplarindan da
yararlanabilir.

B. Ge¢ Baslangich Alzheimer Hastahgi (LOAD)

Genellikle 65 yasindan sonra ortaya ¢ikan LOAD, en yaygin demans tiirtidiir
ve Alzheimer vakalarimin c¢ogunlugunu olusturur. Hafiza kaybi, bozulmus
muhakeme, dil giigliikleri ve davranis degisiklikleri gibi ilerleyici bilissel gerileme
ile karakterizedir ve nihayetinde ciddi sakatliga ve bagimliliga yol acar. LOAD'un
birincil patolojik aywrt edici ozellikleri arasinda, noronal iletisimi bozan ve
norodejenerasyonu tetikleyen hiperfosforile tau proteininden olusan norofibriler
yumaklar ve amiloid-beta plaklarmin birikmesi yer alir. Kesin nedeni heniiz
belirsizligini korurken, genetik, cevresel ve yasam tarzi faktorleri gelisimine katkida
bulunur. APOE €4 aleli, kesin olmasa da en giiglii genetik risk faktoriidiir;

kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve hareketsiz yasam tarzi da duyarlilig1 artirabilir.



Tani, klinik degerlendirme, bilissel test, ndrogdriintiilleme ve biyobelirte¢ analizini
igerir; ancak kesin onay i¢in postmortem muayene gerekir. Kolinesteraz inhibitorleri
ve NMDA reseptér antagonistleri gibi mevcut tedaviler semptomatik rahatlama
saglar ancak hastalifin ilerlemesini durdurmaz. Anti-amiloid antikorlar (&rn.
lecanemab) ve tau hedefleme yaklasimlari dahil olmak iizere hastaligi degistiren
terapiler lizerine aragtirmalar devam etmektedir. Vaskiiler saglik, diyet ve bilissel
katilimi1 hedef alan erken tespit ve miidahaleler riski azaltmaya veya baslangici
geciktirmeye yardimci olabilir. LOAD, hastalar, bakicilar ve saglik sistemleri i¢in
onemli zorluklar ortaya koyar ve mekanizmalar1 ve etkili tedavileri iizerine siirekli
aragtirma yapilmasi gerektigini vurgular.

2.1.2. Epidemiyoloji

Demans - giinliik yasam aktivitelerini etkileyecek kadar edinilmis ilerleyici
bilissel bozukluk - bagimlilik, engellilik ve 6limiin 6nemli bir nedenidir. Mevcut
tahminlere gore su anda diinya ¢apinda 44 milyon kisi demansla yagamaktadir. Niifus
yaslandik¢a bu rakamin 2050 yilina kadar ii¢ katina ¢ikacagi ve sadece ABD'de
demansin yillik maliyetinin 600 milyar ABD dolarin1 asacagi tahmin edilmektedir
(14). Son caligmalar, o6zellikle erkeklerde demans insidansinin bati iilkelerinde
azaliyor olabilecegini gostermektedir; hangi demans nedenlerinin azaldig1 belirsizdir
ve bu durum vaskiiler riskin daha iyi yonetilmesiyle destekleniyor olabilir (15, 16).
Oniimiizdeki yillarda, demans prevalansinda en biiyiik artisin kardiyovaskiiler
hastalik, hipertansiyon ve diyabette artis gosteren diisiik ve orta gelirli tilkelerde
olmasi beklenmektedir (14). Demansin % 50-75'ini olusturan AH, demansin en
bliylik nedenidir ve 65 yasindan sonra her 5 yilda bir prevalansi kabaca ikiye
katlanan, esas olarak yasamin ilerleyen dénemlerine ait bir durumdur (14).

2.1.3. Etyoloji

Alzheimer hastaligi (AH), patogenezine bagli olarak sporadik ve ailesel
olmak tizere iki temel formda siniflandirilmaktadir. Sporadik Alzheimer hastalig
(sAD), genellikle 65 yasindan sonra ortaya ¢ikarken, nadir goriilen ailesel Alzheimer
hastaligi (fAD) genellikle 30-50 yas arasinda baglar. Ailesel form, g¢ogunlukla
amiloid prekiirsor proteini (APP), presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2)

genlerindeki mutasyonlarla iligkilidir ve toplam Alzheimer vakalarinin % 0,5’inden



daha azini olusturur. Bu iki form, baslangi¢ yasina bagli olarak hastaligin ilerleyisi
ve klinik seyri agisindan farklilik gostermektedir (17).

Baslangi¢ yas1 gz Oniinde bulundurularak erken baslangi¢h (atipik) ve geg
baslangicli (tipik) olarak 2 farkli sekilde kategorize edilir. Geg¢ baslangighh AH,
genetik ve cevresel faktorlerin birbirleriyle etkilesimi sonucu ortaya ¢ikma
egilimindedir. Cesitli duyarlilik genlerinin AH riskinde rol oynadig: bilinmektedir;
bunlardan biri olan APOE geni, €2, €3 ve €4 olmak {izere {i¢ varyanta sahiptir ve
sporadik AH i¢in en Onemli genetik risk faktorlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. €4 alelini tasimayan bireylerle karsilastirildiginda, €4 heterozigotlar
icin Alzheimer hastaligi riski yaklasik 3 kat artarken, €4 homozigotlarinda bu risk
yaklasik 12 kata kadar ¢ikmaktadir (18). Binlerce 6rnek kullanilarak yapilan genom
capinda iliskilendirme ¢alismalari, inflamatuar, kolesterol metabolizmasi ve
endosomal-vezikiil geri doniisiim yollarini igeren 20'den fazla genetik risk faktori
tanimlamastir (19).

Ozellikle, amiloid birikimine yanit olarak mikroglial aktivasyonun AH
patogenezinde kilit bir rol oynadig: artik kabul edilmektedir. Bu nispeten yaygin risk
genlerinin her biri yalnizca ¢ok kiigiik bir risk artig1 saglar, ancak poligenik bir risk
skorunda birlestirildiklerinde vaka tahminini neredeyse iki katina ¢ikarabilir (20).
Odaklanmig genetik yaklagimlar ve yeni nesil dizileme kullanan ¢aligmalar, AH i¢in
nispeten yiiksek risk olusturan bir dizi bagka diisiik frekanslhi geni de ortaya
cikarmistir ve bunlar da patogenez hakkinda bilgi saglamaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Alzheimer hastaligi ile iligkili genetik varyantlar

Toplumdaki allel frekanslar1 ve hastalik riski  diizeylerine gore smiflandirilmasi.
Nadir ve yiiksek riskli varyantlar (6rnegin APP, PSEN1, PSEN2) Mendel kaliimryla geger ve hastalik
gelisiminde dogrudan rol oynar. Orta frekansli varyantlar (6rn. APOE4) orta diizeyde risk tagirken,
yaygin varyantlar (6rn. CLU, PICALM, BIN1) genellikle daha diisiik risk katkis1 saglar. Renkler, bu
genlerin dahil oldugu biyolojik siiregleri (APP metabolizmasi, bagisiklik yaniti, endositoz vb.) temsil
eder. Not: Karch & Goate, 2015’ten uyarlanarak Tiirkgeye ¢evrilmistir (19).

Epidemiyolojik veriler, egitim diizeyinin ve fiziksel egzersizin AH’na kars1
koruyucu etki gosterebilecegini, buna karsin orta yasta hipertansiyon ve diyabetin
hastalik riskini artirabilecegini ortaya koymaktadir (21). Obezite, uzun siiredir
demans ve AH igin bir risk faktorii olarak kabul edilse de, son yillarda elde edilen
bulgular bu iliskinin daha karmasik oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle, orta
yasta ve yaslilik doneminde diisiik viicut agirliginin, uzun vadede demans riskinde
artis ile iliskili oldugu gosterilmistir (22). Vaskiiler risk faktorlerinin Alzheimer
Hastaligin1  hangi mekanizmalarla etkileyebilecegi, o0zellikle de az sayida
epidemiyolojik caligmada patolojik tani dogrulamasi oldugu igin, belirsizligini
korumaktadir. Vaskiiler risk faktorleri, iist iiste binen serebrovaskiiler hasar ile klinik
AH riskini artirabilir veya vaskiiler hasar dogrudan AH patolojisinin geligimini

etkileyebilir (23).



2.1.4. Patoloji

Alzheimer hastalig1 beynindeki noropatolojik degisiklikler hem olumlu hem
de olumsuz o6zellikler igerir. Alzheimer patolojisinin temel 6zellikleri amiloid plaklar
ve norofibriler yumaklardir (NFT'ler) (Sekil 2.2). Klasik pozitif lezyonlar bol
miktarda amiloid plak ve norofibriler yumaklar, ndropil iplikleri ve hiperfosforile tau
iceren distrofik noritlerden olusur ve bunlara astrositoz, amiloid anjiyopati ve
mikroglial hiicre aktivasyonu eslik eder. Noronlarin, noropillerin ve sinaptik
elemanlarin karakteristik kayiplar1 AH'nin temel negatif 6zellikleridir (24). Bu
patolojik siireclerin ileri evre sonuglari, sinaptik ve noronal kayiplarin neden oldugu
makroskopik atrofi ve nérodejenerasyonu igermektedir. Ozellikle ileri yas grubunda
stk gozlenen karma patolojiler, siklikla vaskiiler hastaliklar ve Lewy cisimcikleriyle
birlikte ortaya c¢ikmaktadir (25). Aslinda, fAD vakalarinda bile Lewy cisimcigi
patolojisi siklikla bir arada bulunur ve bunun mekanizmasi belirsizligini
korumaktadir (26). TDP-43 patolojisi giderek énemli bir es patoloji olarak kabul
edilmektedir (27).
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Sekil 2.2. Alzheimer hastali§inda goriilen patolojik bulgular (23)

Frontal korteksten elde edilen doku kesitlerinde uygulanan AP immiinohistokimyasal boyama,
ekstraselliiler amiloid B plaklarini (a) ve AP’nin damar duvarlarinda birikimiyle karakterize edilen
serebral amiloid anjiyopatiyi (b, oklarla gosterilmistir) ortaya koymaktadir. Yiiksek biiyiitmede, yogun
bir ¢ekirdek yapisina sahip AP ¢ekirdekli bir plak izlenmektedir (c). Gelismis CAA vakalarinda, AP
birikimi kapiller diizeye kadar yayilim gosterebilmektedir (d). Tau proteini ile yapilan
immiinohistokimyasal isaretleme, ndron i¢i nérofibriler yumaklarin (e, oklar; h’de yiiksek biiyiitmede)
yan sira, noritik plaklarn (e, ¢ift ok) varligimmi da gostermektedir. Alzheimer hastaliginda sik
karsilagilan néroenflamatuar yanit, artmis sayida reaktif mikroglia hiicreleriyle kendini gostermektedir
(f; g’de daha detayli goriiniim).



Amiloid plaklar, esas olarak amiloid prekiirséor proteininin (APP)
metabolizmasinin iki yan {irlinii olan 40 veya 42 amino asitli (AB40 ve AP42)
anormal katlanmis Af'dan olusan ekstraseliiler birikimlerdir. AB42, daha yiiksek
fibrillesme hiz1 ve ¢6ziinmezligi nedeniyle plaklar icinde AB40'tan daha bol miktarda
bulunur. Amiloid birikimi genel olarak izokortekste gelisir ve daha sonra subkortikal
yapilar1 etkiler. NFT'lerin aksine, amiloid plaklar allokorteks (entorhinal korteks ve
hipokampal olusum), bazal ganglionlar, beyin sapmin ilgili ¢ekirdekleri ve
serebellumu daha sinirh 6l¢iide etkiler (24).

Norofibriler yumaklar oncelikle hiperfosforile tau'dan olusan eslestirilmis
sarmal filamentlerden olusur. Oncelikle medial temporal lobun allokorteksinde
(entorhinal korteks ve hipokampus) ortaya cikar ve zamanla iligkisel izokortekse
yayilir. Ancak bu siirecte, birincil duyusal, motor ve gorsel kortikal alanlar biiyiik
Olciide korunur. Noron ve sinaps kaybi, genellikle NFT olusumu ile paralel ilerler.
Bu nedenle, AH’ nin klinik 6zellikleri ve siddeti, NFT patolojisi ile daha giiclii bir
korelasyon gosterirken (24), B-amiloid birikimi hastaligin semptomatik evresinin
erken doneminde bir platoya ulasmaktadir (28).

2.1.5. Patogenez

Amiloid hipotezine gore, amiloid prekiirsér protein (APP) min B- ve y-
sekretaz enzimleri tarafindan sirayla bolinmesiyle {iretilen af'nin patolojik
formlarinin beyinde birikimi, Alzheimer hastaliginin patogenezini belirleyen birincil
faktor olarak kabul edilmektedir. AH’nin siirecinin A iretimi ile AP klirensi
arasindaki dengesizlikten kaynaklandigi one siiriilmektedir. NFT olusumunun,
noronal islev bozuklugu ve norodejeneratif siireclerle iligkili oldugu; bu patolojik
mekanizmalarda inflamatuar yanitin da aracilik edebilecegi ileri siiriilmektedir (29).

APB'nin Alzheimer hastalifindaki merkezi roliine iliskin en gii¢lii kanitlar
genetik calismalardan elde edilmektedir. Tiim ailesel Alzheimer hastaligi (fAD) ile
iligkili mutasyonlar, AB'nin Uretimi veya islenmesinde rol oynayarak (-amiloidin
toksik formlarmin agir1 birikimine yol agmaktadir. Buna karsin, APP geninde yer
alan A673T mutasyonu APPmin p-sekretaz tarafindan islenmesini azaltarak
Alzheimer hastaligina karsi koruyucu bir etki gosterir (30).

Alzheimer hastaliginda (AH) B-1-40 ve B-1-42 igeren B-amiloid fibrilleri

acisindan zengin ekstraseliiler plaklar bulunur. Ancak, bu plaklar ile ndronal hiicre
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Olimii ve hafiza kaybi arasindaki dogrudan iliski kesin olarak dogrulanmamistir.
Bununla birlikte, hastaligin siddeti ile toplam AP igerigi arasinda olasi bir korelasyon
oldugu one siiriilmektedir. Cesitli deneysel bulgular, nérodejenerasyonun ana nedeni
olarak ¢oOziinebilir AP oligomerlerinin roliinii  desteklemektedir (31). AH
beyinlerinden saflastirilan ve in vitro noronlara uygulanan oligomerler sinaps
yapisint ve islevini ciddi sekilde bozdugu sonucuna varilmustir (32). Insan
oligomerleri ayrica AH ile ilgili epitoplarda tau'nun hiperfosforilasyonunu indiikler
ve kiiltiirlenmis noronlarda noéritik distrofiye neden olur (33). Bu nedenle plaklar,
amiloid oligomerlerini depolayan bir rezervuar gibi davranabilir veya toksik AP
tiirlerini bir araya getirerek belli bir esik degere kadar koruyucu bir rol oynayabilir
(34).

AH tanisinda A birikimi gerekli olmakla birlikte, bircok yogun B-amiloid
birikimine ragmen klinik semptomlarin goriilmemesi, bunun tek basina demans i¢in
yeterli olmadigin1 gostermektedir. Bilissel olarak saglikli kisilerde AP plaklart ve
yiiksek oligomer diizeyleri birlikte bulunabilir. Bu durum, oligomer diizeylerinin
dogrudan demansla iligkili olmayabilecegini, ancak plak-oligomer etkilesiminin
hastalik ilerleyisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (35).

Tau, AH tanmis1 i¢in gerekli olmast ve norodejenerasyon ile tau yiikil
arasindaki giiclii iliski nedeniyle hastaligin temel bilesenlerinden biridir. Tau gen
mutasyonlari, B-amiloid genindekilerin aksine, tau birikimi ve frontotemporal
demansa yol agsa da tek basina Alzheimer hastaligina neden olmaz (36).

AP ve tau patolojisinin beyin omurilik sivist (BOS) ve pozitron emisyon
tomografisi (PET) biyobelirteclerinin ortaya c¢ikmasi, bu patolojilerin in vivo
ilerleyisini ve aralarindaki etkilesimi arastiran ¢ok sayida calismaya yol a¢cmustir.
Saglikli yash bireyler, sporadik AH ve fAD hastalarinda yapilan ¢aligmalar, amiloid
patolojisinin klinik semptomlardan yillar 6nce basladigin1 ve BOS tau ile tau PET
degisikliklerinden once ortaya ciktigini1 gostermektedir. Ayrica, bu degisimlerin MRI
bulgularindan ve nihayetinde klinik semptomlardan once gerceklestigine dair ek
kanitlar sunmaktadir (37, 38). AH i¢in yeni kriterlere yol acan bu modeller, daha
fazla veri elde edildikge gelismeye devam etmektedir. B-amiloidin AH 'de tau
patolojisinin Onciisii oldugunu gosteren 6nemli veriler bulunmakla birlikte, bazi

saglikli yashi bireyler f-amiloid olmaksizin tau patolojisine dair kanitlar
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gostermektedir. Bu durum, normal yaslanma siirecinin bir pargast olabilecegi gibi,
AH dis1 bir nérodejeneratif siireci de yansitabilir (39).

AH proteinlerinin belirli beyin bolgelerini hedef alirken digerlerini hedef
almamasinin mekanizmalarina ve beyinde nasil yayildiklarina biiyiik ilgi vardir.
Anormal sekilde katlanmis AP ve tau'nun, prion hastaliginda oldugu gibi, yapisal
olarak normal peptidlerde konformasyonel degisiklige neden oldugu gosterilmistir.
Bunlar bir nérondan digerine trans-sinaptik olarak aktarilabilir (40).

AH patogenezinde amiloid ve tau patolojisinin mekanik olarak nasil
baglantilt oldugu belirsizdir. Cesitli kanitlar, dogustan gelen bagisiklik sisteminin
AH patogenezinde kritik bir rol oynadigimi ve bu baglantiyr saglayabilecegini
diisiindiirmektedir. Mikroglia aktivasyonu ve pro-inflamatuar faktorlerin saliniminin
noronal hasara katkida bulundugu 6ne siiriilmektedir. Postmortem analizler, amiloid
plaklarla iligkili reaktif mikroglia varligini ortaya koymustur (41). CLU, CRI,
ABCA7, CD33 ve EPHAI genleri, mikroglia aktivasyonu, kompleman sistemi
diizenlenmesi, inflamasyon ve A temizlenmesi ile ndrodejenerasyonu hizlandirarak
AH gelisimine katkida bulunmaktadir (42). Mikroglia aktivasyonunun koruyucu mu
yoksa zararlt m1 oldugu heniiz netlik kazanmamistir. Arastirmalar, mikroglianin Af
temizliginde rol oynayabilecegini gostermektedir. Ancak hastalik ilerledikge, kronik
aktivasyon ve siirekli proinflamatuar medyator salinimi, mikroglianin toksik bir
fenotip kazanmasina ve bu koruyucu etkinin azalmasina yol agabilir (43).

2.2. Alzheimer Hastaligina Hiicresel Yaklasim

Hiicre c¢alismalari, AH'nin altinda yatan molekiiler ve hiicresel
mekanizmalar1 anlamada 6nemli bir rol oynar. AH'deki temel hiicre tabanl arastirma
yaklasimlarina bakildiginda ndronal hiicre hatlar1 birinci sirada yer aliyor. SH-SYS5Y
(insan noroblastoma hiicreleri) genellikle amiloid-beta (AP) toksisitesini, tau
fosforilasyonunu ve oksidatif stresi incelemek ic¢in kullanilir. PCI2 (sigan
feokromositoma hiicreleri), norotoksisite ve ndroproteksiyon mekanizmalarin
incelemek icin kullanilir. Birincil No6ronlar (fare/sigan/insan), sinaptik islev
bozuklugu ve nérodejenerasyon hakkinda daha fizyolojik olarak alakali bilgiler
saglar. Glial Hiicre Modelleri ikinci sirada yer alir. Mikroglia (BV2 hiicreleri, birincil
mikroglia), noroinflamasyonu, AP temizligini ve sitokin salinimini arastirmada

yaygin olarak kullanilir. Astrositler (U373, birincil astrositler) ise AP
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metabolizmasindaki, sinaptik destekteki ve inflamatuar yanitlardaki rollerinin ortaya
konulmasinda islevseldir. Indiiklenen Pluripotent Kok Hiicreler (iPSC'ler), AH
hastalarindan tiiretilmis veya AH ile iliskili mutasyonlar1 (6rn. APP, PSEN1, PSEN2,
APOE4) tasimak iizere CRISPR ile diizenlenmistir. Insanla ilgili bir baglamda
hastalik mekanizmalarini incelemek i¢in ndronlara, astrositlere veya mikroglialara
farklilagtirtlmistir. Organoidler ve 3 boyutlu (3D) hiicre kiiltiirleri beyin organoidleri,
daha karmasik bir doku benzeri ortamda AP plaklar1 ve tau diigiimleri dahil olmak
tizere AH patolojisini taklit eder. AH'de incelenen temel hiicresel yollar amiloid-beta
(AB) patolojisi, AP iiretimi ve temizlenmesidir. B ve y-sekretaz inhibitorleri
kullanilarak noronlarda ve glial hiicrelerde calisilmigtir. AP oligomerleri, sinaptik
toksisite ve mitokondriyal disfonksiyon ag¢isindan  arastinlmistir.  Tau
hiperfosforilasyonu ve agregasyonu, AP veya oksidatif strese maruz kalan noronal
modellerde calisilmistir. Tauopati hiicre modelleri (6rnegin, mutant tau'nun asiri
ekspresyonu) kullanilarak arastirilmistir. Noroinflamasyon, mikroglia ve astrositler,
sitokin salintmindaki (TNF-a, IL-6, IL-1B) ve fagositik disfonksiyondaki rolleri
acisindan calisilmistir. NLRP3 inflamazom aktivasyonu énemli bir odak noktasidir.

Mitokondriyal disfonksiyon, ROS iiretimi ve ATP tilkenmesini incelemek
icin kullanilan ndronal modeller ve hiicre modellerinde test edilen antioksidan
terapiler (6rn. CoQ10, melatonin) ve sinaptik kaybi1 incelemek i¢in kullanilan birincil
noronlar ve iPSC tiirevi noronlar (6rn. PSD-95, sinaptofizin seviyeleri) da yaygin
olarak kullanilmaktadir.
2.3. Hiicre Modellerinde Terapotik Test

Alzheimer hastaligt (AH) i¢in hiicre modellerinde terapotik testler,
potansiyel ila¢ adaylarin1 degerlendirmede ve hastalik mekanizmalarini anlamada
onemli bir rol oynar. Oliimsiizlestirilmis hiicre hatlar1 (6rn. SH-SY5Y, PC12) ve
hasta kaynakli indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPSC'ler) dahil olmak {izere bu
modeller, amiloid-beta (AP) birikimi, tau hiperfosforilasyonu ve noroinflamasyon
gibi temel patolojik Ozellikleri kopyalar. Arastirmacilar, hayvan veya klinik
denemelere gecmeden Once bu sistemleri kontrollii bir ortamda ila¢ etkinligini,
toksisiteyi ve etki mekanizmalarint degerlendirmek i¢in kullanirlar. Hiicre
modellerinde yiiksek verimli tarama, umut vadeden bilesiklerin hizli bir sekilde

tanimlanmasin1 saglarken, genetik ve farmakolojik manipiilasyonlar yeni terapotik
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hedeflerin ortaya c¢ikarilmasimna yardimci olur. Hiicre tabanli testler, in vitro
caligmalar ile in vivo dogrulama arasindaki boslugu kapatarak etkili AH tedavilerinin
gelistirilmesini hizlandirir ve hastaligin ilerlemesini yavaglatmak veya durdurmak
icin umut sunar. Bunlardan bazilari; Anti-A ilaglar1 (6rn. BACE inhibitorleri,
monoklonal antikorlar), Tau hedefli terapiler (6rn. tau agregasyon inhibitdrleri, kinaz
inhibitorleri), anti-inflamatuar ajanlar (6rn. NSAID'ler, TREM2 modiilatorleri),
noroprotektif bilesikler (6rn. BDNF, antioksidanlar). Bu ¢alismalarin zorluklar1 da
mevcuttur. Tam hastalik karmasikliginin olmamasi hiicre hatlarinin sinirlamalari
icerisinde yer alir. Bu nedenle ileri seviye insanla ilgili modellere ihtiya¢ (iPSC
tirevi noronlar, organoidler) vardir. Hiicre c¢alismalarinda ¢oklu omiklerin
(transkriptomik, proteomik) entegrasyonu verileri giiglendirebilir. Sonug olarak hiicre
tabanli calismalar, AH mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak ve potansiyel tedavileri test
etmek i¢in 6nemlidir. iPSC teknolojisindeki, 3D kiiltiirlerdeki ve gen diizenlemedeki
gelismeler, bu modellerin translasyonel alakaliligini gelistirmektedir.

AH i¢in hiicre modellerinde terapotik testler, hastalik mekanizmalarina iligkin
icgdriiler saglayan ve potansiyel ila¢ adaylarmi degerlendiren klinik Oncesi
arastirmalarda kritik bir adimdir. SH-SYS5Y ve PC12 gibi 6liimsiizlestirilmis néronal
hiicre hatlari, oksidatif stres veya genetik modifikasyonlarla tedavi edildiginde A
agregasyonu ve tau hiperfosforilasyonu dahil olmak tizere AH ile iliskili patolojileri
taklit etme kabiliyetleri nedeniyle yaygin olarak kullanilir (44). Alzheimer
hastalarindan elde edilen indiiklenmis pluripotent kok hiicre (iPSC) tiirevi ndronlar
gibi daha gelismis modeller, AP salgilanmasi, sinaptik disfonksiyon ve
noroinflamasyon gibi temel 6zellikleri 6zetleyen kisisellestirilmis bir yaklagim sunar
(45). Bu modeller, arastirmacilarin toksik protein birikimini azaltan veya ndronal
sagkalimi artiran bilesikleri belirlemesine olanak taniyan yiiksek verimli ilag
taramasma olanak tanir. Ornegin, iPSC tiirevi noronlar kullanan c¢alismalar, P-
sekretaz (BACE) inhibitorlerinin AP {iretimini azaltmadaki etkinligini gostermistir
(46), hiicre hatlarinda CRISPR-Cas9 gen diizenlemesi ise mikroglia aracilt
noroproteksiyonda TREM2 gibi yeni terapotik hedeflerin dogrulanmasina yardimci
olmustur (47). Tam bir beyin mikro ¢evresinin olmamasi gibi sinirlamalara ragmen,
hiicre tabanli modeller erken asama ila¢ kesfi i¢in vazgecilmez olmaya devam

etmekte ve in vitro ¢aligmalar ile klinik denemeler arasindaki boslugu kapatmaktadir.
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2.4. 3 Boyutlu (3D) Hiicre Kiiltiirii

Hiicrelerin 3 boyutlu bir ortamda, dogal mikro ¢evrelerine daha yakin olarak
buyiitildiigl ve gelistirildigi bir laboratuvar yontemidir. Geleneksel 2 boyutlu (2D)
yontemlere nazaran hiicreler burada serbestce yayilabilir, farklilagabilir ve etkilesime
girebilir. Biiylime yiizeyi, hiicre-hiicre etkilesimi, morfolojik veya ilag/tedavi
yanitlar1 basgliklarinda ele alinarak yapilan karsilastirmada 3D hiicre kiiltiirleri ciddi
farkliliklar gdstererek one cikar (48). Ozellikle AH gibi ndrodejeneratif hastaliklarda
noronlar arasi baglantilar daha iyi modellenebilir, amiloid beta ve tau proteini
birikimi gibi patolojik siirecler daha gergekei izlenebilir (49). Ayrica ilaglarin
diflizyonu, toksisitesi ve etkileri daha dogru degerlendirilir. SH-SYSY hiicre hatti,
3D kiiltiirlerde farklilastirilarak néron benzeri 6zellikler kazanabilir, bu da Alzheimer
modeli olusturmada 6nemli avantaj saglar (50).

3D hiicre kiiltiiri ¢aligmalarda bir¢ok avantaja sahiptirler. Fizyolojik olarak
daha ilgilidir; 3D kiiltiirler, dokularda bulunan dogal hiicre dis1 matrisi (ECM) ve
hiicre-hiicre etkilesimlerini daha iyi taklit ederek 2D Kkiiltiirlerden daha dogru
sonuglar saglar. Ilag Tepki Tahmininde Iyilesme; 3D kiiltiirlerdeki hiicreler ilaglara
daha gercekei tepkiler gosterir ve bu da onlari ilag taramasi ve toksisite testi i¢in
degerli kilar. Tiimor Biyolojisinin Daha Iyi Modellenmesi; 3D'de yetistirilen kanser
hiicreleri, timor mikro ortamlarini taklit eden kiireler veya organoidler olusturarak
kanser arastirmalarim iyilestirir. Gelismis Hiicre Farklilasmasi ve Islevi; Kok
hiicreler ve birincil hiicreler, diiz 2D kiiltiirlere gore 3D'de dogal morfolojilerini ve
islevselliklerini daha 1iy1 korurlar. Azaltilmis Hayvan Testleri; 3D modeller, insanla
ilgili veriler saglayarak bazi hayvan testlerinin yerini alabilir. Tiim bu avantajlarla
birlikte dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Daha Yiiksek Maliyet ve Karmasiklik; 3D
kiiltiir sistemleri (Ornegin, iskeleler, hidrojeller, biyoreaktorler) geleneksel 2D
kiiltiirlerden daha pahali ve teknik olarak daha zordur. Goriintiileme ve Analizde
Zorluk; kalin 3D yapilar mikroskopi ve veri toplamay1 tek katmanl kiiltiirlere kiyasla
daha zor hale getirir. Degisken Tekrarlanabilirlik; Oksijen gradyanlari, besin
diflizyonu ve hiicre dagilimi gibi faktorler deneyler arasinda tutarsizliklara yol
acabilir. Daha Uzun Kiiltiir Siireleri; 3D modeller genellikle 2D kiiltiirlere kiyasla
kurulmasi ve olgunlasmasi i¢in daha fazla zaman gerektirir. Sinirli Yiiksek Verimli

Uyarlanabilirlik; Ilerleme kaydedilmis olsa da yiiksek verimli tarama ic¢in 3D
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kiiltiirleri ol¢eklendirmek zorlu olmaya devam etmektedir. Sonug olarak 3D hiicre
kiiltiirli, gergek doku ortamlarini taklit etmede, ila¢ kesfini iyilestirmede ve hayvan
modellerine olan bagimlili§1 azaltmada onemli avantajlar sunar. Ancak, daha genis
bir kabul i¢in maliyet, karmasiklik ve tekrarlanabilirlik gibi zorluklarin ele alinmasi
gerekir. Biyoyazdirma, mikro akigkanlik ve otomasyon alanindaki gelismeler bu
sinirlamalarin {istesinden gelinmesine yardimci oluyor ve 3D kiiltiirii biyomedikal
arastirmalarda giderek daha 6nemli bir arag haline getiriyor.

Tim bu kazanimlardan yola c¢ikarak calismamizda 3D hiicre kiiltiiriini
kullanmamizin nedenleri sunlardir;

e SH-SYS5Y hiicrelerinin 3 boyutlu modelde kullanilmasi, hiicrelerin dogal ortama
benzer davranmasini saglar.

e Achyrofuran gibi bir molekiiliin etkisi, 2 boyutlu modele gore daha fizyolojik
olarak test edilebilir.

e circRNA ve miRNA etkilesimleri, in vivo’ya yakin bir baglamda
degerlendirilmis olur.

Bu calismada SH-SYSY hiicre hatti, 3 boyutlu kiiltiir modeli olusturularak
farklilagtirilmistir.  Hiicreler, Matrigel tabanli bir ortamda biiyiitilmis ve
Achyrofuran uygulanarak circRNA-miRNA siinger mekanizmasi iizerindeki etkiler
arastirilmistir.

2.5. Fitokimyasallar ve Alzheimer Hastaligi’ndaki Yeri

Fitokimyasallar (bitkilerden elde edilen biyoaktif bilesikler) antioksidan,
anti-inflamatuar, anti-amiloidojenik ve noroprotektif Ozellikleri nedeniyle AH
yonetiminde umut vadetmektedir. Asagida bazi temel fitokimyasallar ve AH'deki
potansiyel terapotik etkileri yer almaktadir:

1. Kurkumin (Zerdecal, Curcuma longa): Beta-amiloid (AfB) plaklarini
azaltir ve agregasyonu engeller. Anti-inflamatuar niteligi ile NF-xB ve COX-2'yi
engeller. Oksidatif strese katkida bulunan bakir ve demir gibi metalleri selatlar.
Beyin kaynakli norotrofik faktorii (BDNF) artirir. Bazi klinik caligmalar biligsel
faydalar oldugunu One siirse de biyoyararlanim bir zorluktur (lipozomal veya
nanopartikiil formiilasyonlar1 yardimet olabilir).

2. Resveratrol (Uziim, Cilek, Kirmiz1 Sarap): Noronal hayatta kalmayi

destekleyen sirtuinleri (SIRT1) aktive eder. AP birikimini ve tau fosforilasyonunu
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azaltir. Antioksidan ve anti-inflamatuar etkiler. Baz1 ¢alismalar CSF A seviyelerinin
azaldigin1 gostermektedir, ancak yliksek dozlara ihtiyag vardir.

3. Epigallocatechin Gallate (EGCG) (Yesil Cay, Camellia sinensis): AP
fibril olusumunu engeller ve toksik olmayan oligomerleri destekler. a-sekretazi
(ADAM10) modiile ederek noroprotektif ¢ozlinlir APP-a'y1 artirir. Nrf2 aktivasyonu
yoluyla antioksidan nitelik gdsterir. Hayvan ve hiicre ¢aligmalari imit vericidir ve
insan denemeleri sinirlidir.

4. Ginkgo Biloba Ozii: Beyin kan akisimi iyilestirir. Oksidatif stresi ve AP
toksisitesini azaltir. Norotransmitter sistemlerini (asetilkolin, dopamin) diizenler.
Klinik caligmalarda karisik sonuglar mevcuttur fakat erken evre AH'de yardimci
olabilir.

5. Quercetin (Sogan, Elma, Meyve): AP ve tau patolojisini azaltir. Giiglii
antioksidan ve anti-inflamatuar etkiler. Otofajiyi aktive eder (hasarli proteinleri
temizler). Cogunlukla klinik oncesi ¢aliasmalar mevcuttur ve biyoyararlanim bir
sinirlamadir.

6. Berberin (Berberis vulgaris, Goldenseal): Asectilkolinesterazi (AChE)
inhibe eder (donepezile benzer). BACEI inhibisyonu yoluyla A iiretimini azaltir.
Anti-diyabetik etkiler (diyabet AH risk faktorii oldugundan 6nemlidir). Hayvan
modellerinde umut vericidir ve insan ¢aligsmalar1 gereklidir.

7. Huperzin A (Cin Kuliip Yosunu, Huperzia serrata): Giiclii AChE
inhibitorii, asetilkolini artirir. Oksidatif hasara karsi noroprotektiftir. Bazi klinik
caligmalar biligsel iyilesme gostermektedir (Cin'de AH i¢in kullanilir)

8. Siilforafan (Brokoli, Turpgiller): Nrf2 yolunu aktive ederek antioksidan
savunmalar giiclendirir. Noroinflamasyonu ve A toksisitesini azaltir. Klinik dncesi
caligmalar umut vericidir ve insan denemeleri devam etmektedir.

9. Withanolides (Ashwagandha, Withania somnifera): AP plak ytkiini
azaltir. Sinaptik plastisiteyi ve kolinerjik islevi artirir. Stres Onleyici etkilere
(kortizolii diigtirtir) sahiptir. Hayvan g¢aligmalar1 noroproteksiyonu destekler; insan
verileri sinirhdir.

10. Kannabidiol (CBD) (Kenevir): CB2 reseptdor modiilasyonu yoluyla
noroinflamasyonu azaltir. Antioksidan ve anti-eksitotoksisite etkileri mevcuttur.

Ortaya ¢ikan arastirmalar AH modellerinde potansiyel oldugunu gostermektedir.
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Alternatif tedavi ajanlar1 olmalarina ragmen biyoyararlanimlart sorundur. Bir¢ok
fitokimyasalin emilimi zayiftir (6rn. kurkumin, resveratrol). Nanoformiilasyonlar
veya adjuvanlar (piperin) yardimci olabilir. Dozaj ve standardizasyonundaki zorlular
bitkisel &zlerin giiciiniin degismesinden kaynaklanir. Ilaglarla etkilesimlerinde
bazilar1 (0rnegin, Ginkgo, berberin) kan incelticiler veya AChE inhibitorleri ile
etkilesime girebilir. Sonug olarak fitokimyasallar, amiloid plaklari, tau diigiimleri,
oksidatif stres ve inflamasyonu ele alan AH'ye yonelik ¢ok hedefli bir yaklasim
sunar. Klinik oncesi veriler giiclii olsa da insanlarda etkinligi dogrulamak i¢in daha
fazla randomize kontrollii ¢aligmaya (RCT) ihtiya¢ vardir. Fitokimyasallari
geleneksel tedavilerle (6rnegin, AChE inhibitorleri) birlestirmek sonuglar
iyilestirebilir. Bu sorunlar1 asabilecek alternatif ajanlar ¢0ziim siirecini
kolaylastirabilir.
2.6. Achyrofuran Satureioides

Achyrocline satureioides (Lam.) DC (Asteraceae), halk arasinda "marcela"
veya "macela" olarak bilinse de, ayn1 bitkiye vira-vira, mira-bira, bira-bira, marcela
del campo, macela-fema, marcela blanca, macela amarela, macela do campo, jate'i
ka'a ve eloyatei-cad (guarani Kizilderili kabilesi) gibi birgok baska isim de verilmistir
(51). A. satureioides, Arjantin'den en yaygin tibbi tiirlerden biridir; popiilaritesi, esas
olarak gastrointestinal ve solunum yolu hastaliklar1 olmak {izere cesitli
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Saplari, yapraklar
ve c¢icekleri regineler, ugucu yaglar, tanenler ve diger aci ozler igerir. Tiim bunlara
ragmen Marcela, hem ila¢ hem de kozmetik ve ac1 i¢cecek endiistrileri i¢in faydalidir
(52). Geleneksel olarak A. Satureioides’in toprak iistii kistmlar1 Arjantin, Uruguay,
Brezilya ve Paraguay'da cesitli hastaliklarin tedavisinde kaynatma veya infiizyon
olarak popiiler bir sekilde kullanilmaktadir. Gastrointestinal bozukluklarda,
antidiyabetik, sindirim, antibakteriyel, antispazmodik, antiinflamatuar, antitimér ve
antidiyareik olarak, asteniyi tedavi etmek, tonik ve uyarici olarak faydali oldugu
diisiiniilmektedir. Kurutulmus cicek salkimlari ve govdelerin karigimi yatistirici,
antiseptik, antispazmodik, iltihap i¢in ve menstrual dongiiyii desteklemek ve tesvik
etmek icin kullanilir. Yapraklarla hazirlanan infiizyon bronsitte 6ksiiriik kesici olarak
ve yaprak ve c¢icek karisimi sindirim, karminatif, antispazmodik, yatistirici,

antiastimli, Oksiirlik kesici ve hipoglisemik olarak uygulanir. Cigeklerinden
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hazirlanan infiizyon astim tedavisinde, agr1 kesici, spazm ¢oziicii ve iltihap giderici
olarak kullanilir. Harici bir regete olarak yapraklar, kompreslerde ve yikamalarda
iltihap giderici olarak uygulanir (52). Bu tiir yliksek konsantrasyonda polifenol ve
flavonoid igerir. Kurutulmus tiim bitkide achyrofuran, kuersetin, kafeik asit,
klorojenik ve izoklorojenik asitler, galangin, 3-metoksi galangin, kuersetin-3-
metileter, 2, 4', 4-trihidroksi-6-metoksikalkon ve 7, 4'-dihidroksi-5-metoksiflavon
tespit edilmistir. Kurutulmus ¢icek salkiminda kuersetin, luteolin, 30-metil kersetin
ve  3,7-dimetoksi-5,8-dihidroksiflavon  bulunmustur  (52). Cigek  salkimi
monoterpenler (<% 7,3) ve seskiterpenler (% 73,8) icerir. Ana bilesenleri karyofililen
(% 39,7), 6-kanadien (% 9,4) ve a-kopaen (% 14,2) dir. Buna karsilik Brezilya'da ana
bilesenler monoterpenlerdir (>% 56,4) (53). A.satureioides'in sulu ve metanol
Oziitlerinin antioksidan ve serbest radikal giderici aktiviteleri rapor edilmistir (54,
55). Antioksidan aktivite in silico degerlendirme (PASS analizi) ile dogrulanmistir
(56). A. satureioides'in baslica bilesiklerinin (luteolin, kuersetin, 3-O metilkuersetin
ve akirobikalkon gibi flavonoidler) sican beyin homojenatlarini lipit hasarindan
koruma yetenegi rapor edilmistir (57). Bu bilesiklerdeki igerik, tiirlere atfedilen
hepatoprotektif, immiin uyarici, sitotoksik, vazodilator, antiherpetik, antispazmodik,
gevsetici, antiiilseratif, antimikrobiyal, antioksidan, yumusak¢a oldiiriicii, antiviral,
antiinflamatuar ve mutajenik aktivitelerle iligkiliydi. Cilt lipoperoksidasyonu
tizerindeki etki, kulak arkasi domuz derisinde A. satureioides oOziitii veya saf
kuersetin ile yapilan topikal bir nanoemiilsiyon kullanilarak test edildi.
Nanoemiilsiyon, toplam 100 pg kuersetin miktarinda etanolde (% 80) A. satureioides
cicek salkimlart (7,5 w/v) ile hazirlandi. Ciltte tutulan kuersetin seviyesi, kuersetin
iceren nanoemiilsiyondan A. satureioides Oziitli igeren nanoemiilsiyonda daha
yiiksekti. Ayrica, tiyobarbiturik asit reaktif tiirler (TBA-RS) testi, 0ziit igeren
nanoemiilsiyonla daha iy1 bir sonu¢ gosterdi. A. satureioides Oziitii igeren
nanoemiilsiyondan lipoperoksidasyonu onlemedeki daha yiiksek etkinlik, 6ziitteki
bilesiklerin sinerjik etkisine atfedildi (58). Ciltte oksidatif stresi onlemek igin A.
satureioides Oziitii yiiklii nanoemiilsiyon (toplam flavonoid igerigi, 1 mg ml™") igeren

bir antioksidan hidrojel formiile edildi (59).
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2.6.1. Toksisite

Achyrocline satureioides (Lam.) DC (Marcela)' nin genis yelpazede
farmakolojik, tibbi ve terapotik oOzelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Marcela
ekstraktlarinin ¢esitli patolojik kosullara karsi koruyucu yetenegini gostermistir.
Farelerde ve si¢anlarda intraperitoneal ve oral olarak uygulanan sulu marcela
ekstraktlarinda akut toksisitesi degerlendirilmistir. Sicanlarda 4 saat siireyle
tekrarlanan uygulamalarda tolere edilebilir oral maksimum doz (1, 3 ila 5 g/kg)
incelenmistir. Ekstrakt intraperitoneal olarak uygulandiginda diisiik akut toksisitesi
vardi ve oral uygulamada higbir toksisite yoktu. Marcela'nin sulu ekstraktlarinin LD
(50)'sinin, siganlara gastrik entlibasyon yoluyla bir kez uygulandiginda 5 g/kg' dan
daha yiiksek oldugu bulundu. Kilo alimi, toksisite belirtileri, enzimatik caligsmalar
(transaminazlar ve fosfatazlar) ve cesitli organlarin histolojik degerlendirmesi,
ekstraktin akut toksisiteden yoksun oldugunu gosterdi. Bu akut c¢alismalar, % 2' lik
bir infiizyondan sonra elde edilen sulu bir Marcela ekstraktinin giivenli oldugunu ve
bu calismada arastirilan kosullar altinda in vivo olarak herhangi bir zararli etkiye
neden olmadigii gosterdi. Hiicresel boyutta sitotoksisite calismalarinda ise sulu ve
etanolik marcela ekstraktlar1 kimyasal olarak karakterize edildi ve in vitro
antioksidan kapasiteleri, antidiyabetik ve antiobezite aktivitelerinin yani sira hiicresel
sitotoksisite ve bagirsak hiicre tek katmanlar1 (TC7 hiicreleri) iizerindeki alimlari
acisindan degerlendirildi. Sulu ve etanollii geleneksel ekstraktlar, ters fazli yliksek
performansh sivi kromatografisi (RP-HPLC) analizlerinde sirasiyla temel olarak
fenolik asitler veya flavonoidlerle karakterize edilen farkli polifenolik profiller
sundu. TC7 hiicre ¢alismalart sitotoksisite gostermedi. Bu kanitlar SSY5Y
hiicrelerinin  diferansiye modelinde achyrofuranin giivenli kullanimina isaret
etmektedir.
2.7. Apoptosis, Otofaji ve Mitofaji

Apoptoz ve otofaji, hiicresel homeostazis i¢in esasen gerekli olan igsel
stireclerdir. Onarillamaz DNA hasar1 veya kritik oksidatif stres siklikla hasarli
hiicrenin dokudan temizlenmesi i¢in apoptozu tetikler (60). Apoptozun farkl
morfolojisi, hiicre iskeletinin ¢okmesi, sitoplazmik yogunlagma ve pargalanma,
membran tasmasi, c¢ekirdek piknozu, kromatin yogunlagmasi ve pargalanmasi ile

daha sonra makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan fagositozlanan membranla kapl
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apoptotik cisimciklerin olugumunu igerir. Apoptozis noral ve beyin sagliginin
stirdliriilmesinde hayati rol oynar. Otofaji de hasarli organelleri ve yaslanan sitozolik
proteinleri sistematik olarak ortadan kaldirarak beyin ve sinir sisteminin sagligini1 da
destekler (61). Otofaji, ¢ift membranin olusumunu ve wuzamasini, vezikiil
olgunlagmasint ve ardindan hedeflenen materyalin lizozom tarafindan
uzaklastirilmasini igeren bir dizi olayla ilerler. Ozellesmis post-mitotik hiicreler olan
noronlar, daha bliyiik biyoenerjetik ihtiyaclarini uygun bir sekilde karsilamak igin
dogas1 geregi yiksek mitokondri ¢ikisina glivenirler; burada mitofaji  gibi
mitokondriyal kalite kontrol mekanizmalarinin rolii, néronal saglik ve fonksiyonun
stirdiiriilmesinde kritik dneme sahiptir. Bu alanda yapilan son aragtirmalar AH’de
apoptoz, otofaji ve mitofaji gibi molekiiler siireclerin bozuldugunu goéstermektedir
(62). Ayrica, yaslanan hastalardaki fizyolojik fonksiyonlarin azalmasinin, siklikla
apoptoz, otofaji ve mitofaji ile karistigi goriilen metabolik yollarin degisen
fonksiyonunun bir sonucu oldugu ileri siiriilmiistiir (63). Arizali mitokondriyal
fonksiyon siklikla AH gibi nérodejeneratif hastaliklarda goriiliir. Bozulmus ve arizal
mitokondri birikiminin 6ncelikle Alzheimer ilerlemesinin erken bir belirtisi olduguna
inanilmaktadir. Dogal olarak evrimlesmis segici bir mitokondriyal otofaji olan
mitofaji, kusurlu mitokondriyi ortadan kaldirarak sinir sagligini ve islevini siirdiiren
kritik bir mitokondriyal kalite kontrol siirecidir. Mitofaji ile iligkili ¢esitli proteinler
AH’de degisen bir ifade sergiler ve temel terapédtik hedefler olarak kabul edilir. Bu
nedenle, bu proteinleri hedef alan ve mitofaji yeteneklerini geri kazandiran terapdtik
rejimler, AH'ye kars1 yeni girisimsel stratejiler olabilir. Mitofajinin aksine, AH’deki
noronal hiicre Olimii mekanizmalar1 Onemli terapotik ilgi alanina sahiptir.
Diizenlenmis hiicre 6liimii, normal gelisimi ve doku homeostazisini dengelemek i¢in
hem genomik hem de proteomik bilesenleri iceren, iyi planlanmis bir programdir.
Diizenlenmis hiicre Oliimiiniin anormal aktivasyonu, apoptoz, nekroptoz,
ferroptoz, piroptoz ve otofajiye bagli hiicre o6limii dahil olmak {izere birgok
mekanizma yoluyla hiicre 6liimiiyle sonuglanir. Patolojik isaretler olarak AH tanisi
oncelikle iki anahtar protein isaretleyicisinin, AP peptidlerinin ve atipik olarak
fosforile edilmis tau proteininin birikmesini kontrol eder. Bunun patolojik bir
sonucu, beta-amiloid plaklar1 ve ndrofibriler yumaklar1 (NFT'ler) iceren protein

agregatlarinin olugmasidir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinin otopsisinde, kortikal
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hacim daralmasi, giruslarin azalmast (% 50'ye kadar) ve sulkus boyutlarinin

artmasiyla kanitlandig1 {izere ¢ok biiylik néron Sliimii sergilendigi dikkate degerdir.

Bununla birlikte, Alzheimer hastalarinda noéronal hiicre oliimiinii tetikleyen farkli

mekanizmalar, 6len néronlarin siirli mevcudiyeti nedeniyle anlagilmasi zor olmaya

devam ediyor. Dolayisiyla birbiri etkilesimde olan apoptoz, otofaji ve mitofajinin

AH’deki siiregleri genel olarak degerlendirildiginde asagida sirayla verilen iliskileri

dikkat ¢cekmektedir (64-66).

o Sinaptik defekt sonucu gelisen tautopati de aksondan dendrite bir kinesin akist
dendritten aksona dogru ise bir dynein akis1 gelisir.

e Bunun sonucu olarak aksonlardaki mitokondriyal disfonksiyona bagli olarak
mitofaji meydana gelir.

e Bu olay sonrasi apooptoz tetiklenir. Bu ve oOnceki mekanizma ndronlardaki
bozulan mitofajiye isaret eder.

e Mitofaji sonras1 hiicresel otofaji sistemi devreye girer.

e AP ve NFT’lerin birikimi piroptozun dahil oldugu ndroinflamasyonu baslatir.

AH patolojisindeki temel sorumlularin (AB ve NFT) hedeflenmesinde
epigenetik mekanizmalardaki anahtar molekiiller circRNA ve miRNA’lardr.
2.8. Dairesel RNA’lar (circRNA) ve mikroRNA’lar (miRNA)

Dairesel RNA'lar (circRNA'lar), esas olarak kodlamayan RNA'larin yeni bir
siifin1 olusturur. circRNA'lar, ne polariteye ne de poli(A) kuyruklara sahip olmayan
kovalent olarak kapali dongili yapilari ile karakterize edilen endojen tek iplik¢ikli
RNA'lardir. Bunlar en yaygin olarak protein kodlayan ekzonlarin geri eklenmesinden
iretilirler. Dogal olarak olusan circRNA'lar, "geri birlestirme" (backsplicing) (67)
veya "bastan kuyruga birlestirme" (head-to-tail-splicing) (68) olarak adlandirilan
alternatif bir birlestirme mekanizmasiyla ortaya ¢ikar. CircRNA'lar dokuya 6zgii bir
dagilima sahiptir ve evrimsel olarak korunur ve bir¢ok circRNA, protein
fonksiyonlarin1 ve kendi translasyonunu diizenlemek icin mikroRNA'lar ve
proteinlerle birleserek 6nemli biyolojik islevler oynar (69).

mikroRNA’lar (miRNA) kiiciik, tek zincir, kodlamayan, 21-23 niikleotid (nt)
uzunlugunda bir RNA sinifidir. mRNA molekiillerini hedefleyerek gen ifadesinin
diizenlenmesine katkida bulunurlar. Bu gorevlerini 3 sekilde yerine getirirler: 1-

mRNA zincirinin ikiye ayrilmasi, 2- Poli(A) kuyrugunu kisaltarak mRNA'nin
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dengesizlestirilmesi veya 3- mRNA'nin proteinlere ¢evrilmesinin azaltilmasi. mRNA
zincirinin  3’-UTR’lerini spesifik olarak hedeflemesi halinde transkripsiyonel
baskilamayi saglayabilir ya da baskilamaya aracilik edebilir. Bu islevi hedef mRNA
ile spesifik olarak eslesmesine baglidir. miRNA’lar tek bir hedef yonelik
olabilecekleri gibi birden fazla hedefe yonelik olabilir. Ayni anda bir hedefi birden
fazla miRNA’a da hedefleyebilir. Bu durumda bir yarigma s6z konusudur. Daha
yakin zamanlarda, circRNA'lar dahil olmak iizere diger molekiiller miRNA'lara
baglanabildiginden ve dolayisiyla karsilik gelen miRNA hedef genlerinin artan
ekspresyonuna yol agan siingerler veya tuzaklar olarak islev gorebildiginden, ek bir
gen diizenleme katmani kesfedilmistir (70). CircRNA'lar, transkripsiyonu, mRNA
dontisiimiini ve  RNA baglayici proteinleri ve mikroRNA'lar1 siingerleyerek
translasyonu etkileyerek gen ekspresyonunu diizenleyebilir. CircRNA'nin miRNA
aktivitesi lizerindeki genis etkisi géz Oniine alindiginda, circRNA tarafindan miRNA
siingerlenmesinin gen regiilasyonu Tlzerindeki etkisinin anlagilmasi oldukga
onemlidir (71). Hatta terapi hedefleri olarak oldukc¢a ¢ok calisilan miRNA’larin
dogal kaynakli fitokimyasallar ile hedeflenmesi dogrudan bu slingerin miRNA aracili
kontroliiniin saglanarak gen ekspresyonlarina miidahale edilebilecegi anlamina
gelmektedir. Bu kontrol yapay circRNA-miRNA siingeri ile veya eksozom aracili
transferleri ile de saglanabilirken bu arastirmada dogal olmalari, yan etkilerinin
diisiik olmasit ve sitotoksisitelerinin az olmast nedeniyle bir fitokimyasalla
saglanmaktadir.
2.9. Fitokimyasallar ve Terapi Uygulamalari

Gegtigimiz on yilda, fitokimyasallarin c¢esitli kronik hastaliklarda uzun
kodlamayan RNA'larin (IncRNA'lar) ve miRNA'larin ekspresyonunu diizenledigi
rapor edildi ve son zamanlarda ¢ogu calisma, fitokimyasallarin circRNA'lar
tizerindeki diizenleyici rollerine odaklandi. Kanser, kalp yetmezligi, depresyon ve
ateroskleroz gibi kronik hastaliklarda circRNA'larin anormal ekspresyonu tespit
edilmistir ve ¢ok sayida calisma, circRNA'larin berberin, celastrol, sinnamaldehit,
kurkumin ve digerleri dahil olmak iizere fitokimyasallar tarafindan modiilasyonunu
ortaya ¢ikarmistir. Ornegin; circSATB2 (72) ve circFOXM1 (73) gibi circRNA'larin
ekspresyonu fitokimyasallar tarafindan modiile edilmektedir ve bu diizenlemeler

ayrica hiicre cogalmasini, apoptozu, gocii, istilayi, otofajiyi, kemosensitiviteyi,
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radyosensitiviteyi ve diger biyolojik siirecleri etkilemektedir. Mekanizma olarak,
circRNA'lar esas olarak miRNA siingeri olarak islev goriir ve daha sonra hedef
genlerin ve ilgili hiicre sinyal yollarinin miRNA aracili diizenlemesini etkiler.
Mirna’larla birlikte circRNA'lar, kanserde énemli rol oynayan ¢oklu transkripsiyon
faktorlerinin (TF'ler) ekspresyon modellerini degistirir. Dolayisiyla circRNA-
miRNA-TF ekseni, ¢esitli kanser tiirlerinin ilerlemesinde veya baskilanmasinda rol
oynar ve hiicre ¢ogalmasi, istilas1 ve metastazinda rol oynar. Fitokimyasallar, ¢esitli
molekiilleri ve sinyal yollarini diizenledigi tespit edilen cesitli geleneksel bitkilerden,
sebzelerden ve meyvelerden elde edilir ve kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norolojik hastaliklarin tedavisinde uygulanabilir (74). Bu molekiillerin noronal
hiicrelerde tezahiiriine bakildiginda ilging bir sekilde proliferatif olmayan bu
hiicrelerde circRNA'larin birikimi ve proliferatif hiicrelerde circRNA'larin asagi
regiilasyonu da rapor edilmistir. Cogalma sirasinda dairesel ve dogrusal RNA'lar
yavru hiicrelere esit sekilde dagitilir. Dogrusal transkriptlerin kararli durum
seviyeleri, esas olarak aktif transkripsiyon ve bozulma nedeniyle diizenlenir, ayrica
circRNA'larin yeni bir ekspresyonuna ve dairesel ila dogrusal RNA'larin sabit
oranlarina neden olur (75). Cogalmayan hiicrelerde, dogrusal transkriptler sabit bir
transkripsiyon ve bozulma hizindayken circRNA'lar stabil kalir ve birikir. CircRNA
bollugu ile proliferasyon arasinda gozlemlenen bu negatif korelasyon, bazi
circRNA'larin proliferasyon belirtegleri olarak konumlandirilmasinda kullanilabilir
(76). circRNA'nin birgok miRNA baglanma bdlgesi oldugundan, circRNA'lart
hedeflemek ve inhibe etmek, tek bir miRNA/geni hedeflemek veya inhibe etmekten
daha potansiyel ve daha faydali bir terapotik yaklasim olarak hizmet edebilir.
Fitokimyasallar igerisidne yer alan ve Achyrocline satureioides’in ihtiva ettigi
polifenol Achyrofuran’in circRNA ve miRNA aracii AH tedavisindeki rolii

arastirilmagstir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma icin 29.05.2024 tarih ve 173 karar no ile Gaziantep Universitesi

Miidahalesiz Arastirmalar Etik Kurul onay1 alinmistir.
3.1. Materyaller

3.1.1. Stok Soliisyonlar

10 uM All Trans Retinoic Acid (RA) (5§ mM stok); 50 mg RA 33,3 ml %
95 EtOH'de yeniden siispanse edildi. RA 1s1ya, 1518a ve havaya duyarhdir. Koyu bir
sisede saklandi (6 haftaya kadar 4 °C'de saklanabilir). 1:500 seyreltmede kullanildi
ve kullanimdan hemen 6nce farklilagtirma ortaminda seyreltildi.

1X B-27 (B-27 Supplement) (50X stok); 10 ml sise ¢ozdiirtildii ve kalan1 tek
kullanimlik 1 ml'lik parcalara béliindii ve -80 °C'de saklandi.

20 mM KCL (1M stok); 18,6 g KCl'ye 250 ml su eklendi ve steril filtreden
gecirildi. Oda sicakliginda saklandi.

2 mM db-cAMP (1M stok); 1 g db-cAMP’ye (dibiitil siklik adenozin
monofosfat) 2,04 ml su eklenerek dolu sise yeniden siispanse edildi. Isiga ve neme
duyarlidir. 100 pl'lik alikotlarda -80 °C'de saklandi.

50 ng/ml BDNF; Tozu dibe indirmek i¢in sise santrifiijlendi. 10 pg sise 1 ml
Neurobasal + 1x B27'de tekrar siispanse edildi ve 10 pg/ml elde edildi. 1:200
seyreltmede kullanildi. 250 pl ¢alisma alikotlar1 olarak -80 °C'de saklandi.

hiFBS; Coziilmiis FBS (Fetal Bovine Serum-fetal sigir serumu) 50 ml konik
tiiplere boliindii. 30 dakika boyunca su banyosunda 56 °C'de isitildi. Calisma
alkotlar1 seklinde boliindii ve -20 °C'de donduruldu.

3.2. Kiiltiir Medyumlarinin (Besi Ortamlarinin) Hazirlanmasi

Temel Bityiitme Medyumu

Hiicrelerin bliylimesi ve ¢ogalmasi i¢in kullanilir. Farklilasma protokolii
baslamadan 6nce SH-SY5Y  hiicreleri bu ortamda fiiretilir. Igerigi; 415
EMEM(Eagle’in Minimum Esansiyel (Temel) Besi Ortami): Minimum gerekli
besinleri igeren temel ortam, 75 ml hiFBS (% 15): Hiicrelerin biiyiimesini
destekleyen serum. % 15 oraninda zenginlestirilmis, 5 ml Penisilin/Streptomisin
(1:100): Antibiyotik; kontaminasyonu onler, 5 ml Glutamin (2 mM) (1:100):

Hiicreler i¢in gerekli amino asittir, enerji kaynagi olarak da gorev yapar.
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415 ml EMEM + 75 ml hiFBS (% 15) + 5 ml Penisilin/Streptomisin (1x
Pen/Strep) (1:100 diliisyon) + 5 ml Glutamine (2 mM) (1:100 diliisyon). 6 hafta
siireyle muhafaza edilebilir.

Farkhlasma Medyumu 1

Hiicrelerin RA ile néronal farklilagmasinin ilk asamasinda kullanilir.

48 ml EMEM + 1,3 ml hiFBS (% 2,5) + 500 pl Pen(Strep (1x Pen/Strep)
(1:100 diliisyon) + 500 pl Glutamin (2 mM) (1:100 diliisyon) + 10 uM RA (5 mM
stok) (1:500 diliisyon). 2 hafta saklanabilir ve RA kullanmadan hemen 6nce eklendi.

Farkhlasma Medyumu 2

Farklilasmanin ikinci asamasinda, % 1 serum ile proliferasyon
sinirlandirilarak néronal farklilasma desteklenmistir.

49 ml EMEM + 500 ul hiFBS (% 1) + 500 ul Pen/Strep (1x Pen/Strep) (1:100
diliisyon) + 500 ul Glutamin (2 mM) (1:100 diliisyon) + 10 uM RA (5 mM stok)
(1:500 diliisyon). 2 hafta saklanabilir ve RA kullanmadan hemen 6nce eklendi.

Farkhilasma Medyumu 3

Bu ortam, olgun noéronlara daha uygun olan Neurobasal bazli yapistyla, SH-
SYS5Y hiicrelerinin ileri diizey néronal farklilasmasi igin hazirlanmistir. Igerigi; 47
ml Neurobasal: Noron kiiltliriine 6zel diisiik glikozlu ortam, 1 ml B-27 (1:50):
Noronlarin hayatta kalmasini ve sinaptik baglantt kurmasini destekler, 1 ml KCl
(1:50): Potasyum iyonu ile membran potansiyelini diizenler, 500 pl Glutamax-I (L-
glutaminin stabilize hali): Glutamine benzer, 250 ul BDNF (50 ng/ml, 1:200
diliisyon): Noron biiylimesi ve olgunlagmasi i¢in temel biiylime faktori, 100 pl db-
cAMP (1:500): Noron morfolojisi ve farklilasmay1 destekleyen ikinci haberci, 100 pl
RA (1:500): Noronal farklilagmay1 tamamlar.

50 ml stok soliisyon; 47 ml Neurobasal + 1 ml B-27 (1x) (50X stok) (1:50
diliisyon) + 1 ml KCI (20 mM) (1M stok) (1:50 diliisyon) + 500 pl Pen/Strep (1x
Pen/Strep) (1:100 diliisyon) + 500 pl GlutamaxI (2 mM) (100X stok) (1:100
diliisyon) + 250 pl 50 ng/ml BDNF (Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor) stok (10
ug/ml) /1:200 diliisyon) + 100 pl 2 mM db-cAMP (1M stok) (1:500 diliisyon) + 100
pl 10 uM RA (5 mM stok). 2 hafta saklanabilir ve RA kullanmadan hemen 6nce
eklendi.
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3.3. Hiicre Kiiltiiriive Farkhilastirma

3.3.1. Hiicre Hatti: SH-SYSY

Bu tezde insan noroblastoma hiicre dizisi SH-SYSY kullanilacaktir.
Farklilasmamis formundaki bu hiicre ¢izgisi, dogru bir norit yapisi1 sergiledigi ve
olgunlagmamis noéronal belirtegleri eksprese ettigi i¢in  olgunlasmamis
katekolaminerjik noronlara benzer. Mikrotiibiil ile iliskili protein (MAP) TAU esas
olarak saglikli beyin noronlarinin aksonlarina ayrilir. TAU'nun somatodendritik
olarak yanlis ayrilmasi, Alzheimer hastaligi dahil olmak tizere bircok norodejeneratif
hastaligin patolojik bir 6zelligidir. Insan néroblastoma hiicre dizisi SH-SY5Y, AH ve
ilgili tauopatilerde TAU fizyolojisi ve TAU ile iligkili patolojiyi incelemek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. AH patolojisini ve achyrofuran tedavisini
gosterebilmek icin SH-SYSY hiicreleri, ¢esitli maddeler kullanilarak néron benzeri
hiicrelere (SH-SY5Y'den tiiretilen néronlar) farklilagtirilacaktir.

3.3.2. SH-SYSY Hiicrelerinin Primer Kiiltiirii ve Alt Kiiltiir Yapilmasi

Alt kiltiirleme (pasajlama), hiicrelerin saglikli sekilde biiylimesini,
stirdlirebilmesi ve deneysel uygulamalarda kullanilabilecek yeterli hiicre sayisinin
elde edilmesi amaciyla gerceklestirilen bir igslemdir.

Dondurulmus hiicreler kuru buz paketinden c¢ikarildi ve kullanima hazir
olana kadar hemen -130°C'de s1vi azot buharina yerlestirildi. Maksimum canlilig
saglamak i¢in sise ¢oziildii (37°C'lik su banyosunda hafifce ¢alkalanarak) ve kiiltiir
mimkiin olan en kisa siirede baslatildi. Kontaminasyon olasiligin1 azaltmak i¢in
kapak sudan uzak tutuldu. Coziilmenin hizli olmasi saglandi (yaklasik 2 dakika).
Icerikler ¢oziiliir ¢oziilmez, sise su banyosundan cikarildi ve % 70'lik etanol
puskiirtiilerek dekontamine edildi. Sisenin igerigi 9 mL tam kiiltlir ortami iceren bir
santrifiij tiipline aktarildi1 ve yaklasik 125 x g'de 7 dakika santrifiij edildi. Hiicre
pelleti tam kiiltiir ortamuyla yeniden siispanse edildi ve 25 cm®lik bir kiiltiir sisesine
dokiildi. Kiiltir, 37°C, % 5 CO2 ve % 95 nemde bir inkiibatérde inkiibe edildi. Alt
kiiltiir % 80 birlesme oranina ulasildiginda gerceklestirildi. Bu hiicre grubu pasaj 1
(P1) olarak kaydedildi.

3.3.3. Alt Kiiltiir (P1)

Alt kiiltiir i¢in 25 cm®lik flasklar kullamldi. Primer kiiltiir ortamu ¢ikarildi ve
atildi. Flaska 2 mL % 0,25 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve hiicreler hiicre
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tabakas1 dagilana kadar (yaklasik 10 dakika) ters mikroskop altinda incelendi. 5 mL
tam biiyiime ortami eklendi ve hiicreler nazikge pipetlenerek aspire edildi. Hiicre
siispansiyonunun uygun alikotlar1 yeni kiiltiir kaplarina eklendi. Alt kiiltiirleme 1:3
oraninda gerceklestirildi. Kiiltiirler 37°C'de inkiibe edildi. Ortam haftada 3 kez (2
giinliik araliklarla) degistirildi. Hiicreler % 80 konfluense ulastiginda tekrar tripsinie
edilerek toplandi ve PBS (Fosfat Tamponlu Salin) ile yikanarak farklilagtirma
islemine baslandi.

3.3.4. SH-SYSY Kiiltiiriiniin Pasajlanmasi

Hiicreler % 70-80 birlesme oranina ulastiginda ve 10 ila 15 gegisi
asmadiginda alt kiiltiirlere boliindii. Bir T-75 flasktan hiicreleri gegirmek i¢in, ortam
aspire edildi, ardindan yaklasik 10 ml 1x PBS ile durulandi. Gegis sirasinda SH-
SYSY kiiltiirleri 1:5'ten daha fazla boliinmemesi onemlidir ¢iinkii bu, hiicrelerin
diisiik birlesme orani nedeniyle Olmesine neden olabilir. PBS aspire edildi ve
ardindan 2,5 ml % 0,05 Tripsin-EDTA (1x) eklendi. inkiibatorde 2-3 dakika inkiibe
edildi ve hiicreleri flaskin yiizeyinden ayirmak i¢in hafifce egildi. 5 ml temel biiyiime
ortam1 eklendi ve 1-2 kez pipetaj yapildi. 1.000 x g'de 2 dakika boyunca santrifiij
edildi, ortam aspire edildi, ardindan pelet 5 ml temel biiyiime ortaminda yeniden
siispanse edildi. T-75 flaskta normal plakalama i¢in hiicreler 20 ml'lik toplam
hacimde 1:3'ten 1:5'e seyreltildi ve farklilagsma i¢in sayilarak ve plakalandi.

3.3.4. SH-SYSY Hiicrelerinin Dondurulmasi

SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinin erken pasajlart % 5 (v/v) DMSO
(Dimetil Siilfoksit) 1ile desteklenmis temel biiylime ortaminda donduruldu.
Bagslangicta, alikotlar 24 saat boyunca -80 °C'de donduruldu, ardindan uzun siireli
saklama i¢in s1v1 nitrojene aktarildi.

3.3.5. Farkhlasma Protokolii

Farkhlasmamis SH-SYSY Noroblastoma Hiicrelerinin Coziilmesi ve
Kiiltiirlenmesi

1. Temel Biiyiime Ortamini Hazirlandu.

2. Dondurulmus hiicreler 37 °C'lik bir su banyosunda hizla ¢oziildii (yaklagik
2 dakika).

3. Hiicreleri 15 ml'lik konik bir tiipte 9 ml temel biiylime ortaminda yeniden
stispanse edildi ve ardindan 1.000 x g'de 2 dakika santrifiijlendi.
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4. Pelletlenmis hiicrelere miidahale etmeden istteki sivi aspire edildi ve
hiicreler 10 ml temel biiylime ortaminda yavasca yeniden siispanse edildi.

5. Hiicreler bir T-25 flaska tekrar ekildi.

6. Ertesi giin, 6lii hiicreleri ¢ikarmak i¢in ortam degistirildi.

Farklilasma programi Sekil 3.1. 'de gosterilmistir (77)

Farkhlasma giinleri

0 1 2 3 4 5 6 'i 8 9 10

L1 | I | |

25-100k Farkhlasma Medyum Medyum 1:1 oranmmda Farkhlasma 1:1 oramnda ECM

hiicreler ortamma degisimi degisimi kaplanmamis ortamima kaplamah 35 mm
kaplanmams gecis (farkhlasma 1) (farkllasma 1) flasklara geciy 2 Maska bilinmesi
35 mm flaska bilme

(farkhlasma 1)

Farklilasma giinleri

>

11 12 13 14 15 16 17 18

I I L™

Farkhlasma Medyum Medyum Kullamma
ortammna degisimi dezisimi hazwr néronal
gecis 3 (farkhilasma 3) (farkhilasma 3) hiicreler

Sekil 3.1. Farklilasma evrelerinin zaman tablosu.

Farklilagsma siireci 18 giinliik bir siire boyunca yayilan 11 adimdan olusur.
Farklilasma protokoliiniin ilk giinlinde (0. giin), 25.000 ila 100.000 hiicre
kaplanmamis 35 mm®lik petri kabmna yerlestirildi. 1, 3 ve 5. giinlerde eski ortam
cikarildi ve Farklilasma Ortami 1 uygulandi. 7. giinde, hiicreler 1:1 oraninda
kaplanmamis 35 mm™lik petri kaplarina Farklilasma Ortami 1'de boliindii. 8. giinde,
ortam Farklilagma Ortami 2'ye degistirildi ve 10. giinde, hiicreler yine 1:1 oraninda
boliindii, ancak bu kez Farklilasma Ortamu 2'deki ECM kapli 35 mm®lik petri
kaplarina yerlestirildi. 11, 14 ve 17. giinlerde, eski ortam ¢ikarilir ve Farklilagsma
Ortam1 3 uygulandi. 18. giinde, farklilagsmis néronlar asag: akis uygulamalari igin
kullanima hazirdu.

Hiicrelerin Farklilasma i¢in Ekilmesi (0. Giin)

1. Farklilasmamuis hiicreler 1x PBS ile yikandi, aspire edildi ve ardindan 1-2
ml 1sitilmis 1x % 0,05 Tripsin-EDTA kullanarak tripsinlendi.

2. Hiicreler tripsindeyken, bir inkiibatorde yaklasik 3 dakika inkiibe edildi.

3. 10 ml temel biiylime ortami eklenerek tripsini uzaklastirildi, kabin

kenarlar1 yikandi ve igerigi 15 ml konik bir tiipe aktarildi.
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4. 1.000 x g'de 2 dakika santrifiij edildi ve yapisan hiicrelere dikkat edilerek
ortam aspire edildi.

5. Pelet 5 ml temel biiylime ortaminda tekrar siispanse edildi.

6. Eve Cell Counter kullanilarak hiicreler sayildi, ardindan temel biiyiime
ortam1 kullanarak 50.000 hiicre/ml'ye seyreltildi.

8. Her 35 mm?lik petri kabia 2 ml hiicre yerlestirildi, bdylece her petriye
toplam 100.000 hiicre diismesi sagland1 ve tekrar inkiibatore yerlestirildi.

Medyum degisimi (1. Giin) (Farklilasma Medyumu 1)

1. 50 ml Farklilasma Ortami 1ml alikotland1 ve 37 °C'lik bir su banyosunda
inkiibe edildi.

2. Ortam 1s1tildiginda, kullanmadan 6nce uygun bir pH dengesi olusturmak
icin en az bir saat boyunca bir inkiibatérde (37 °C, % 5 CO2) dengeye gelmesi
beklendi.

3. Ortam kaplara eklenmeden hemen Once 1sitildi ve dengelenmis ortama
Retinoik Asit (RA) (10 uM) eklendi (Retinoik asit 1s18a duyarlidir ve 4 °C'de koyu
renkli sigelerde saklanmalidir).

4. Eski ortam nazikge aspire edildi ve atildi.

5. 35 mm?'lik kap basmma RA iceren 2 ml Farklilagma Ortami 1 eklendi ve
inkiibatore yerlestirildi.

Medyum Degisimi (3. Giin) (Farklilasma Medyumu 1)

1.Giin uygulanan iglemler tekrarlandi.

Medyum Degisimi (5. Giin) (Farkhilasma Medyumu 1)

1.Giin uygulanan islemler tekrarlandi.

Hiicreler 1:1 Oraninda Béliindii (7. Giin) (Farkhilasma Medyumu 1)

1. Ortam petrilere eklenmeden hemen oOnce 1sitilmis ve dengelenmis
Farklilagsma Ortami 1'e RA eklendi.

2. Eski ortam nazikge aspire edildi ve atild1.

3. 35 mm”'lik petri basma 200 pl 1sitilmis % 0,05 1x Tripsin EDTA eklendi
ve hiicreler mikroskop altinda gozlemlendiginde petriden gozle goriiliir sekilde

kalkana kadar inkiibatorde tutuldu.
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4. 35 mm?1ik kap basina 2 ml RA igeren Farklilasma Ortami 1 eklendi ve
tripsin uzaklastirilmast i¢in ortam kullanilarak kalan noéronal hiicreler yikanarak
petriden uzaklastirildi.

5. Daha sonra igerik 50 ml'lik konik bir tiipe aktarildi.

6. 2 ml hiicre siispansiyonu yeni 35 mm” petri kaplarma boliindii ve inkiibe
edildi.

Medyum Degisimi (8. Giin) (Farklilasma Medyumu 2)

1. Ortami petrilere eklemeden hemen 6nce 1sitilmis ve dengelenmis ortama
RA eklendi.

2. Eski ortam nazikge aspire edildi ve atildu.

3. Yavasca 35 mm”lik petri bagina RA igceren 2 mL Farklilagma Ortami 2
eklendi ve inkiibatore konuldu. Noronlarin ¢cabuk kurumamasi i¢in uzun siire havaya
maruz kalmasina izin verilmedi.

Petrileri Kaplamak icin Ekstraselliiler Matriks (ECM) Hazirlanmasi (9.
Giin)

1. Bir sise ECM soliisyonu buz iizerinde ¢ozdiiriildii ve 1:100 oraninda soguk
DMEM (hiicre kiiltiirleri i¢in zenginlestirilmis bir besiyeri) ile seyreltildi.

2. Her 35 mm”lik petriye 2 ml karisim dagitildi ve petrinin tiim tabam
kaplandi.

3. Bir gece boyunca inkiibatore (37 °C, % 5 CO2) yerlestirildi.

4. Karigim aspire edildi ve steril bir biyolojik kabinde yaklasik 1 saat boyunca
havayla kurumaya birakildu.

1:1 ECM Kaph Petrilere Hiicrelerin Transfer Edilmesi (10. Giin)

1. Ortam petrilere eklenmeden hemen 6nce 1sitilmis ve dengelenmis ortama
RA eklendi.

2. Ortam nazikge aspire edildi ve atildi.

3. Her 35 mm”lik petriye 200 pl sitilmig tripsin eklendi ve noronlar
mikroskop altinda gdzlemlendiginde petriden gozle goriiliir sekilde kalkana kadar
yaklasik 1-2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Noronlar bu agamada epitel

benzeri hiicrelerden ¢ok daha hizli bir sekilde petrilerden ayrilir.
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4. 35 mm?lik tabaga 2 ml Farklilasma Ortami1 2 eklenerek tripsin
uzaklastirildi ve kalan néron hiicrelerini petriden yikamak i¢in ortam kullanildi. Daha
sonra igerikleri 50 ml'lik konik bir tiipe aktarildi.

5. 50 ml'lik konik tiipte 10 adede kadar kabin igerikleri birlestirildi ve 10
ml'lik plastik bir pipetle bes kereden fazla olmamak iizere yavasca yukari asagi
pipetlendi. 6. ECM kaplh 35 mm®lik kaplara 2 ml hiicre siispansiyonu dagitildi ve
inkiibatore yerlestirildi.

Medyum Degisimi (11. Giin) (Farklilasma Medyumu 3)

1. Ortamu kaplara eklemeden hemen Once 1sitilmig ve dengelenmis ortama
RA eklendi.

2. Eski ortam nazikge aspire edildi ve atildi.

3. Yavasca 35 mm? kap basma RA igeren 2 ml Farklilasma Ortami 3 eklendi
ve inkiibatore yerlestirildi. Noronlarin uzun siire havaya maruz kalmasina izin
verilmedi.

Medyum Degisimi (14. Giin) (Farkhllasma Medyumu 3)

11. gilin yapilan islemler tekrarlandi.

Medyum Degisimi (17. Giin) (Farkhilasma Medyumu 3)

11. gilin yapilan islemler tekrarlandu.

Noronal Kiiltiirler kullanima hazir (18. Giin)

Noron sagligimi korumak i¢in her 3 giinde bir RA igeren taze farklilagsma
ortami 3'e ortam degistirildi.

3.4. Modellerin Uygulanmasi

Amiloid-beta (AB) Toksisite Modeli

Hiicrelere sentetik APi-42 oligomerleri (1-10 pM, 24 saat) uygulandi. Ticari
olarak satin alinan AP1-42 (Sigma Aldrich), norotoksisite ¢aligmalarinda gerekli
peptit agregalarini elde etmek i¢in onerilen inkiibasyon protokoliine gore hazirlandi.

Tau Hiperfosforilasyon Modeli

PP2A'y1 inhibe etmek ve p-tau'yu artirmak i¢in okadaik asit (10-50 nM, 24
saat) kullanildu.
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3.5. Hiicre Morfolojisi ve Canlihik Analizleri

3.5.1. Hiicre Morfolojisinin Analizi

Hiicreler 21 giin boyunca farklilastirildi ve canli hiicrelerin hiicresel
morfolojisi, bir faz kontrast mikroskobu (Zeiss) kullanilarak 0, 5, 10, 15 ve 20. giinde
gorsellestirildi. 1ki bagimsiz incelemeci, asagida aciklanan Onceden belirlenmis
kriterlere dayanarak morfolojik siniflandirmay1 kor olarak gergeklestirildi. En az iki
ayr1 deneyden alman li¢ Ornek biiylime inhibisyonu, ndrit uzunlugu ve norit
dallanmasina gore analiz edildi. Biiyiime inhibisyonu, 0. giindeki hiicre sayisi1 ile 10.
giindeki hiicre sayis1 karsilastirilarak belirlendi.

Sinirsiz biliylimeyle sonuglanan ve hiicrelerin neredeyse tim kullanilabilir
alan1 kaplamasiyla temsil edilen tedaviler “+” olarak degerlendirildi. 0. giinden daha
az hiicreyle tam biiyiime inhibisyonuyla sonuglanan tedaviler “+++”, orta diizeyde
bliylime inhibisyonuyla sonuc¢lanan tedaviler “++” olarak degerlendirildi. Norit
uzunlugu i¢in kriterler su sekildeydi;

o Kisa, korelmis ndritlere sahip hiicrelerin ¢ogunluguyla sonuglanan tedaviler
“+++” olarak degerlendirildi.

e Orta diizeyde norit uzunluguna sahip hiicrelerle sonuglanan tedaviler “++”
olarak degerlendirildi.

e Norit dallanmasiyla ilgili kriterler ayr1 ayr1 siralandi ve hiicrelerin ¢ogunlugunun
dallanmis noritlere sahip olmamasiyla sonuglanan tedaviler “+” olarak
degerlendirildi.

e Hiicrelerin ¢ogunlugunun dallanmis noritlere sahip olmasiyla sonuglanan, ancak
dallanmadan sonra kisa uzantilar gdsteren tedaviler “++” olarak degerlendirildi.

e Hiicrelerin c¢ogunlugunun ¢ok sayida dallanmis noritlere ve dallanma
noktasindan sonra yogun biiylimeye sahip olmasiyla sonuglanan tedaviler “+++
olarak degerlendirildi.

3.5.2. Farkhlasmis Hiicrelerin Kiiltiirlenmesi

1. Yapisik hiicre kiiltiirleri % 90 birlesmeye kadar biiyiitiildii, ardindan
monokatmanlar iki kez PBS ile yikandi. PBS atilarak 2 ml (100 mm petri i¢in) %
0,05 tripsin-1 mM EDTA eklendi ve hiicreler ayrilana kadar 37°C'de inkiibe edildi. 2

ml tam ortam eklenerek tripsinizasyon durduruldu ve hiicreler siispansiyon haline
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gelene kadar karisim hafifce 5 ml'lik bir pipet kullanarak pipetlendi. Hiicreler 15
ml'lik konik bir tiipe aktarildi.

2. 10 mg/ml DNAse stogundan 40 ul eklendi ve oda 1s1snda 5 dakika inkiibe
edildi. Kisa bir siire vortekslendi ve 200 g'de 5 dakika santrifiij edildi.

3. Ustteki siv1 atildi ve pelet 1 ml tam hiicfre kiiltiirii ortamiyla yikand1 ve 2
ml tam doku kiiltiirli ortaminda yeniden siispanse edildi.

4. Hicreler EVE cell counter ile sayildi ve konsantrasyon 2,5 x 10°
hiicre/ml'ye ayarlandi.

3.5.3. Asih Damlalarin Olusumu

1. 60 mm'lik bir hiicre kiiltlirii kabinin tabanma 5 ml PBS konuldu. Bu bir
hidrasyon haznesi gorevi gordii.

2. Kapak ters cevirildi ve 20 pl'lik bir pipet kullanilarak kapagin tabanina 10
pl damla birakildi. Damlalar birbirine degmeyecek kadar aralikli yerlestirildi. Kap
basina 20 damla konuldu.

3. Kapagi PBS ile dolu alt hazne ters ¢evrildi ve 37°C, % 5 CO2 ve % 95
nemde inkiibe edildi, damlalar giinliik olarak izlendi ve hiicre tabakalar1 veya
agregalar olusana kadar inkiibe edildi. Agrega olusumunu degerlendirmek igin bir
stereo mikroskop kullanildi.

4. Tabakalar olustugunda, 3 ml tam ortam igeren yuvarlak tabanli cam
calkalayic1 sigelere aktarilarak sferoidler olusana kadar 37°C ve % 5 CO2'de
calkalayict su banyosunda inkiibe edildi.

Hiicreler, asili damla olusumundan Once membrana yerlestirildiginde
achyrofuran ile tedavi edildi. Son olarak, hiicre-hiicre baglantilarinda gorevli
cadherin proteinlerinin islevini korumak amaciyla % 0.05 tripsin/2 mM kalsiyum
cozeltisi kullanilarak hiicreler kiiltiir ylizeyinden ayrildi ve apoptoz, otofaji, mitofaji,
hedef gen, miRNA ve circRNA analizleri ger¢eklestirildi.

3.5.4. Achyrofuran Uygulamasi

Achyrofuran 0.07 pg/ml (1 ml H,O) tedavi serisine tek doz uygulandi ve 24
saat sonra maruziyet sonrast kontrol hiicrelerine kars1 analizler gergeklestirildi. Siire
seciminde bakteriyel kiiltlirlerde achyrofuranin nanomolar konsantrasyonlar1 12 saat

icinde 10° bakteriyi 6ldiirmesi esas alinmustir.
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Bu hiicre gruplariin bir boliimii gen ekspresyonlart i¢in diger boliimii ise
apoptoz, otofaji ve mitofaji testleri i¢in kullanildi.

3.6. Gen, circRNA ve miRNA Ekspresyonlarinin Analizi

3.6.1. Ekspresyonu Yapilacak Genlerin Se¢cimi

AH patolojisinden sorumlu 3 temel yolakta sorumlu kdse tasi genler
belirlendi. Daha sonra bu genleri hedefleyen miRNA’lar (TargetScan) ve
miRNA’larla iligkili circRNA’lar (http://www.circbank.cn) tespit edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Gen, miRNA ve hedef circRNA’lar.

Yolaklar Genler miRNA'Lar cirRNA'lar
BECNI1 hsa-miR-513a-3p hsa-circBECN1_003
Otofaji p62 (SQSTM1) hsa-miR-1343-3p hsa-circSQSTM1_009

LC-3 (MAPILC3A) hsa-miR-486-3p hsa-circ MAP1LC3A_002

Cycs hsa-miR-1283 hsa-circCYCS_001
Apafl hsa-miR-579-3p hsa-circAPAF1_024
Apoptoz - -
Casp9 hsa-miR-665 hsa-circCASP9_002
Casp3 hsa-miR-548c¢-3p hsa-circCASP_003
PINK1 hsa-miR-129-1-3p hsa-circPINK1_001
. . PARK?2 hsa-miR-4690-3p hsa-circPARK2_003
Mitofaji
LRRK2 hsa-miR-338-5p hsa-circLRRK2_001

miRNA ve Gen ekspresyonlari icin RNA elde edilmesi
Toplam RNA, direticinin protokoliine gore TRIzol reaktifi kullanilarak

asagida verilen agsamalar sonunda elde edildi.

2 ml eppendorf tiiplerindeki 6rnekler oda sicakliginda ¢oziildii ve 200 pL

trizol eklendi, bir vorteks kullanilarak karistirildi.

200 pL kloroform-izoamil alkol eklendi. Tekrar vorteks ile karigtirildi ve 15
dakika boyunca 13.000 rpm'de santrifiij edildi. Ustteki s1v1 yeni bir steril 2 mL

eppendorf tiipiine aktarildi.
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200 uL izopropanol eklendi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi ve
13.000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki s1v1 dokiildii ve % 80 EtOH eklendi.
Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve 13.000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.
Ustteki s1v1 atild1 ve oda sicakliginda kurutuldu.

Ornekler 50 pL ddH20'da ¢oziildii.

RNA'larin konsantrasyonu ve safligi bir spektrofotometre (Thermo Fisher
Scientific, Multi Skan Go) kullanilarak degerlendirildi ve daha ileri analiz i¢in 1,8 ile
2,0 arasinda bir A260/A280 oranina sahip RNA 6rnekleri kullanildi.

Dairesel RNA (circRNA)’larin elde edilmesi

Daha oOnce tarif edildigi gibi circRNA’lar Trizol yontemi ile total RNA
havuzundan elde edildi. DNaz uygulanarak sonraki asamalarda spesifik olmayan
amplifikasyonun onlendi. Daha sonra dairesel RNA’lar1 lineer hale getirmek igin
RNaz R kullanildi. Bu islem i¢in total RNA’nin 1 pg’t kullanildi. Reaksiyon basina
RNAZz R’nin 10 iinitesi ve buffer kullanildi. 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. RNAse R
isleminin etkinligini degerlendirmek i¢in her aragtirilan 6rnek i¢in kontrol (eklenen
enzim yok) de calisildi. RNAeasy temizleme kiti (Qiagen) ile RNAse R isleminden
bozulmus RNA parcalarinin ve diger kirleticilerin uzaklastirilmasi i¢in circRNA ile
zenginlestirilmis fraksiyonun kolon kiti bazli saflastirilmasi gerceklestirildi.

Tamamlayic1 DNA (cDNA) elde edilmesi

Genler i¢in cDNA, yiiksek kapasiteli bir cDNA ters transkripsiyon kiti (Solis
Biodyne, SOLIScript® RT cDNA sentez kiti, 06-35-00050) kullanilarak 1 pg toplam
RNA'dan sentezlendi. Reaksiyon karisimi (10 pL), 10 ng toplam RNA, 4 pL 5X Ters
Transkripsiyon Tamponu, 1 pL Rastgele Primerler, 1 pL Ters Transkriptaz Enzimi
ve 10 pL'ye kadar Niikleaz igermeyen ddH,O igeriyordu. Reaksiyon asagidaki termal
kosullar altinda gergeklestirildi: 10 dakika boyunca 25°C (primer tavlama), 60
dakika boyunca 42°C (cDNA sentezi), 5 dakika boyunca 85°C (enzim
inaktivasyonu). Sentezlenen cDNA, daha sonraki kullanima kadar -20°C'de saklandx.

miRNA’lar i¢in Toplam RNA o6rnekleri (3,5 pl) miScript Kiti (Qiagen,
218161) kullanilarak cDNA'ya doniistiirildii. Bu asamada, toplam RNA'ya 5x
miScript Hispec tamponu, 10x miScript Nucleics karigimi, DNase-RNase igermeyen
su ve miScript Reverse A transkriptaz karisimi eklendi ve toplam reaksiyon hacmi 7

ul'ye tamamlandi. Ornekler bir 1s1 dongiileyiciye (Veriti 96-Well Fast,4375305)
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yerlestirildi ve ters transkripsiyon reaksiyonu 37 °C'de 60 dakika, 95 °C'de 5 dakika
gerceklestirildi. Ardindan, cDNA ornekleri niikleaz icermeyen suyla 1/5 oraninda
seyreltildi.

Dairesel RNA’lar i¢in yukarida ifade edilen kosullardan farkli olarak 30 ng
RNA ve random hekzamerler kullanildi.

3.6.2. Ekspresyon Analizleri

Gen ifadelerinin analizi qRT-PCR ile c¢DNA 0&rnekleri kullanilarak
gerceklestirildi. Tablo 3.2°de ifade edildigi gibi 10 uL reaksiyon karisimi hazirlandi.

Gen ifadelerinin analizinde SYBR Green prob teknolojisi kullanildi.

Tablo 3.2. Gen ifadeleri i¢in reaksiyon karigimi

Bilesenler Hacimler
2X SYBR Sul

10X Primer 1,5 ul
ddH,O 3,5 ul
Toplam 10 ul

Reaksiyon karigtmma 5 pl ¢cDNA eklenerek 0,1 mL’lik PCR tiiplerine
konuldu ve iki adimli bir PCR programi ile Real-Time PCR cihazinda Tablo 3.3’te
verilen kosullarda inkiibe edildi.
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Tablo 3.3. inkiibasyon kosullar1.

Derece (°C) Siire Dongii (n)
95 15 dk 1
94 5 san
35
60 30 san

Bagil gen ekspresyon analizlerinden elde edilen veriler (Rotor-Gene Q,
Qiagen, Hilden, Almanya) hsa-miR-26b geni ve insan referans RNA'smna (Life
Technologies; AM7155) gore normalize edildi. Ticari kitin 6nerisine gore toplam 20
ul PCR reaksiyonu hazirlandi. Reaksiyon 5 ul cDNA, 2x SYBR Green master mix
(QuantiTect SYBR Green PCR Kiti, 204143) ve primerler iceriyordu ve miRNA
ekspresyon analizi Real-Time PCR kullanilarak gergeklestirildi. Ornekler 1 déngii
boyunca 95 °C'de 15 saniye, 40 dongii boyunca 94 °C'de 15 saniye ve 55 °C'de 30
saniye inkiibe edildi. Tiim reaksiyonlar {li¢ kez tekrarli ¢alisildi.

circRNA’lar qPCR erime egrisi analizinden elde edilen erime sicakligindan
tek bir tepe noktas1 primerlerin 6zgiilliigiinii dogruladi. Verimli bir amplifikasyon
icin gereken miktar1 belirlemek amaciyla 5 cDNA seyreltmesinin standart egrisi elde
edildi. Hem RNAse R etkinligini belirlemek hem de circRNA zenginlestirmesini
(enrichment) hesaplamak i¢in dogrusal mRNA'nin ifade diizeyi arastirildi. RNAse R
tedavisini takiben dairesel RNA zenginlestirmesi, Panda ve Gorospe tarafindan
belirtilen formiile gore ytizdeler olarak ol¢iildii.

3.7. Apoptoz, Otofaji ve Mitofaji

3.7.1. Tripan Blue ile Hiicre Canliligimin Tespiti

Hiicre canliligi, canli hiicrelerin sayist EVE Cell counter ile tespit edildi.
Tripan mavisi alan hiicrelerin canli olmadig1 kabul edildi.

1- pH 7,2-7,3 (fosfat tamponlu salin) tamponlu izotonik tuz ¢ozeltisi i¢cinde %
0,4'liik bir tripan mavisi ¢ozeltisi hazirlanacaktir.

2-1 mL hiicre siispansiyonuna 0,1 mL tripan mavisi stok ¢ozeltisi

eklenecektir.



38

3- LamlaralO pL stok ¢ozeltiden eklendi.

4- Otomatik sayim cihazinda sayildi.

Canli hiicreler ylizde olarak asagidaki formiile gore hesaplanacaktir;

9% canli hiicreler = [1.00 -- (Mavi hiicrelerin sayisi / Toplam hiicre sayis1)] x
100

3.7.2. Hiicre Proliferasyon Analizi

Hiicreler, kuyucuk basina 1x10* hiicre yogunlugunda olacak sekilde 96
kuyucuklu plate'e ekilerek gece boyunca 37°C'de % 5 CO, igerisinde kiiltiirlendi.
Ikinci giinde ortam, ¢esitli konsantrasyonlarda fetal sigir serumu igeren veya
icermeyen taze ortamla degistirildi ve bir deney i¢in alt1 paralel kuyucuk diizenlendi.
Ortam her 3 giinde bir yenilendi. 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7. giinlerde her bir oyuga CCK-
8 reaktifi (10 ul) ilave edildi ve 37°C'de 1 saat siireyle inkiibe edildi. Optik
absorbans, 450 nm dalga boyunda bir plaka okuyucusu ile 6lgiildii. Okumalar bos
ortamla normalize edildi. Hiicre proliferasyonu, segilen giiniin okumalarinin toplam
giiniin okumalarina oran1 olarak hesaplandi.

3.7.3. MTT Sitotoksisite Testi

Achyrofuran 0.07 pg/ml'lik konsantrasyonlarinin SH-SYSY hiicrelerinde
hiicre canliligima olan etkisi 3-(4,5-dimetiltiazol) --2-il)-difeniltetrazolyum bromid
(MTT) yontemine gore belirlenecektir. Bu yontem MTT bilesiginin tetrazolium
halkasini pargalayabilmesi 6zelligine dayanir. MTT canli hiicrelere absorbe olur ve
reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-
mor renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana indirgenir. Bu reaksiyon yalmizca aktif
mitokondrinin bulundugu hiicrelerde gerceklesir. Bu da hiicre canliliginin bir
belirteci olarak kabul edilir ve olusan renk spektrofotometrik olarak Olgiilerek
yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilir. Canlilik diizeyleri belirlenen hiicrelerin 96
kuyucuklu plakalara her bir kuyucuga 1x10* hiicre gelecek sekilde ekimleri
gerceklestirildi. Plakalar bir giin siireyle CO,'li ortamda inkiibe edildi ve sonrasinda
peptitin 0.07 pg/ml'lik konsantrasyonunda 24 saat muamele edildi. Bu siire
sonrasinda hiicre canliliginda meydana gelen degisimlerin belirlenmesi i¢in 0,5
mg/ml MTT (lhalede alinacak iiriin esastir) ¢alisma soliisyonu hazirland: her bir
kuyucuga hazirlanan MTT soliisyonundan 100 pL ilave edilerek 3 saat siiresince

CO,'i inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda plaklardaki hiicrelerin
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optik dansiteleri mikro plaka okuyucuda (Thermo Scientific, MultiSkanGo) 570 nm
dalga boyunda okundu. Kontrol kuyucuklari (sadece hiicre ve ortam bulunan
kuyucuklar) okutularak, elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alind1 bu deger
% 100 canli hiicre olarak kabul edildi. Peptid ve c¢oziicii (PBS) uygulanan
kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine oranlandi
ve ylizde canlilik degerleri hesaplandi. Achyrofuran'in hiicre canlilifina etkisi
¢Oziiciiye kiyasla analiz edildi. Bu deneyler farkli gilinlerde, birbirinden bagimsiz
olarak 10 kez tekrarlandi.

3.7.4. Apoptoz Analizi

Apoptoz belirlenmesi i¢in kalorimetrik ELISA yontemi kullanild1 (Abcam,
ab223863). Erken apoptoz icin fosfatidilserin normal sartlarda canli hiicrelerin i¢
zarinda bulunur. Fosfatidilserinin agiktaki membran yiizeyine translokasyonu,
fagositik hiicrelerin saldiris1 i¢in bir sinyal olarak hizmet ettigi apoptozun erken bir
olayidir. Anneksinler, spesifik olarak hiicresel membranlara baglanabilen, yapisal
olarak iligkili proteinlerin bir ailesidir. Annexin V, negatif yikli fosfolipid
fosfatidilserin iceren membranlar icin ¢ok yiiksek bir afiniteye sahiptir ve erken
apoptoz olaylarinin belirteci olarak kullanilabilir. Kit ¢ozeltideki numune analitini
immiino-yakalayan bir afinite etiketi etiketli yakalama antikoru ve bir raportor
konjuge dedektor antikoru kullanir. Bu kompleksin tamami (yakalama
antikoru/analit/dedektor antikoru), kuyucugu kaplayan bir anti-etiket antikorunun
immiin afinitesi yoluyla hareketsiz hale getirilir. Testi gerceklestirmek igin
kuyucuklara numuneler ve standartlar eklenir ve ardindan antikor karisimi eklenir.
Inkiibasyondan sonra, baglanmamis materyalin uzaklastirilmas: i¢in kuyucuklar
yikanir. TMB Gelistirme Soliisyonu eklenir ve inkiibasyon sirasinda HRP tarafindan
katalize edilerek mavi renk olusturulur. Bu reaksiyon daha sonra, maviden sariya
herhangi bir renk degisimini tamamlayan Durdurma Soliisyonu eklenerek durdurulur.
Sinyal, bagl analit miktariyla orantili olarak iiretilir ve yogunluk 450 nm'de dl¢iiliir.

Buna gore kiiltiire hiicrelerin bulundugu kuyulara 50 ul standart ve ornekler
eklenecek ve lizerine 50 pl antibadi eklendi. Oda 1ssinda 1 saat inkiibasyondan sonra
ortam aspire edilerek her bir kuyu 350 pl 1X yikama tamponu ile x3 yikandi. Her bir
kuyuya 100 pl TMB gelistirme soliisyonu eklenerek 10 dakika inkiibe edildi. Son

olarak durdurma soliisyonu eklenerek 450 nm'de okundu.
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3.7.5. Mitofaji Analizi

Kit, saglanan Janus Green Boyasi kullanilarak hiicre boyama yoluyla kuyu
basina goreli hiicre yogunlugunu belirlemek i¢in bir yontem igerir. Hiicre kiiltiir
islemi 96 diiz kuyulu plate’de (poli-L-lizin kapli) gerceklestirildi. EVE Cell Counter
ile sayilarak 25.000 hiicre/kuyu olarak ekim yapildi (kontrol ve achyrufuran grubu
olamk {izere). Hiicrelerin yapismasina (5 saat) ve boliinmesine izin verildi (1 giin).
Hiicre yapismasini takiben ortam degistirildi (Hiicre biiylime medyumu). Kontrol ve
achyrofuran olmak tizere 2 hiicre serisinden 3 tekrar olacak sekilde achyrofuran
uygulandi ve mitofaji ELISA kit (MitoBiogenesis™ In-Cell ELISA Kit
(Colorimetric), ab1100217, Abcam) kullanilarak dl¢iimler gerceklestirildi.

Hiicre medyumu ¢ekilerek kuyulara % 4 paraformaldehit eklendi. Hiicrelerin
yerinden oynamasini Onlemek icin ¢Ozeltiyi her kuyunun yanlarindan yavasca
damlatildi. 20 dakika inkiibe edildi. Plakadan paraformaldehit soliisyonu nazikce
aspire edildi, atildi ve 300 pL 1X PBS ile 3 kez kisaca yikandi. Son olarak, plakanin
kuyularina 100 pL 1X PBS eklendi. PBS atilarak endojen alkalen fosfataz
aktivitesini engellemek icin her bir kuyucuga 5 dakika boyunca 100 pL taze
hazirlanmis % 0,5 asetik asit eklendi. % 0,5 asetik asit uzaklastirild1 ve plaka bir kez
200 pL 1X PBS ile yikandi. PBS atildi ve her bir plaka kuyusuna 100 pL taze
hazirlanmig 1X Permeabilizasyon Tamponu eklendi. 30 dakika inkiibe edildi. 1X
Permeabilizasyon Tamponunu atildi ve plakanin her bir kuyusuna 200 pL 2X
Bloklama Tamponu eklenerek 2 saat inkiibe edildi. 200X Primer Antikorlar1 1X
Inkiibasyon Tamponuna seyreltilerek 1X Primer Antikor Cdzeltisi hazirlandi. 199
hacim 1X Inkiibasyon Tamponu basma 1 hacim 200X stok kullanildi. 2X Bloklama
Tamponu aspire edildi ve plakanin her bir kuyusuna 100 pL seyreltilmis Birincil
Antikor Cozeltisi eklendi. 4°C'de bir gece boyunca inkiibe edildi. Birincil Antikor
Cozeltisi ¢ikarildi ve 1X Yikama Tamponunda 3 kez kisaca yikandi. Her yikama
i¢in, plakanin her bir kuyusunu 250 pL 1X Yikama Tamponuyla yikandi. Son
yikama atilmadan muhafaza edildi. 12 mL 1X Inkiibasyon Tamponuna hem 4,8 uL
2500X AP-etiketli hem de 4,8 pL 2500X HRP-etiketli Sekonder Antikor eklenerek
1X AP/HRP-etiketli Sekonder Antikor Cozeltisi hazirlandi. Plakadaki 1X Yikama
Tamponunu atildi ve plakanin her bir kuyusuna 100 pL 1X AP/HRP etiketli
Sekonder Antikor Soliisyonu eklendi. Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Ikincil
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Antikor Cozeltisi ¢ikarildi ve 1X Yikama Tamponunda 4 kez kisaca yikandi. Her
yikama i¢in, plakanin her bir kuyusu 250 pL 1X Yikama Tamponuyla yikandi. Son
yikama sollisyonu atildi. Her bos kuyuya AP Reaktifi ile desteklenmis 100 uL AP
Gelistirme Soliisyonu eklendi ve bir spektrofotometre ile 405 nm’de OD verileri
kaydedildi. COX-I tespiti i¢in HRP Gelistirme adiminda AP verileri kaydedildikten
sonra, fazla siviyr ¢ikarmak i¢in AP Gelistirme Cozeltisi tamamen atildi. 100 pL
HRP Gelistirme ¢ozeltisi eklendi ve 600 nm’de OD verileri kaydedildi.

OD olgtimleri kullanilarak veri analizi gergeklestirildi. Her deneysel kosuldan
tim tekrarlanan arka plan Ol¢limlerinin ortalamasini hesaplandi. Bu arka plan
okumasi ayn1 kosulun tiim deneysel degerlerinden ¢ikarildi. COX-I sinyali ve SDH-
A sinyali bir oran (COXI/SDH-A) olarak ¢izildi. Bu veriler Janus yesil boyama
yogunluguna gbre de normallestirildi.

3.7.6. Otofaji Analizi

Kit hiicre kiltir ekstraktlarinda LC3A’nmin  kantitatif — dlglimiine
dayanmaktadir.

SH-SYS5Y hiicrelerinde otofajinin analizi i¢in hiicreler tripsin ile toplandi ve
santrifiijlendi (4°C, 5 dakika, 500 x g). Hiicreler iki kez PBS ile durulandi. Pelet
sogutulmus 1X Hiicre Ekstraksiyon Tamponu PTR'de 2x10" hiicre/mL'de ¢oziildii.
20 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. 4°C'de 20 dakika boyunca 18.000 x g'de
santrifiijlendi. Ustteki sivilari temiz tiiplere aktarildi ve peletler atildi. Ornekler
alikotlanarak -80°C'de saklandi. Ekstrakttaki protein konsantrasyonu BCA protein
testi (ab102536, abcam) kullanilarak o6lgiildii. Ornekler 1X Hiicre Ekstraksiyonu
Tampon PTR'de seyreltildi. Tiim standartlar, kontroller ve numuneler iki tekrarl
calisildi. Tiim reaktifler, ¢alisma standartlar1 ve ornekler kit protokoliinde tarif
edildigi gibi hazirlandi. Uygun kuyulara tim numuneden veya standarttan 50 pL
eklendi. Her kuyuya 50 pL Antikor Kokteyli eklendi. Plaka kapatildi ve 400 rpm'ye
ayarlanmis bir plaka calkalayicida oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Her kuyuyu
3 x 350 uL 1X Yikama Tamponu PT ile yikandi. Tampon aspire edilerek yikandi,
ardindan her kuyuya 350 puL 1X Yikama Tamponu PT dagitildi. Yikama Tamponu
PT en az 10 saniye kuyucuklarda bekletilerek aspire edildi. Her bir kuyuya 100 pL
TMB Gelistirme Soliisyonu eklendi ve 400 rpm'ye ayarlanmis bir plaka calkalayicida
karanlikta 10 dakika inkiibe edildi. Her bir kuyuya 100 pL Durdurma Soliisyonu
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eklendi. Karigsmasi i¢in plaka bir plaka calkalayicida 1 dakika calkalandi. OD 450
nm'de kaydedildi. Bos kontrol (sifir) standartlar1 i¢in ortalama absorbans degerini
hesaplandi. Ortalama bos kontrol standart absorbans degeri diger tiim absorbans
degerlerinden ¢ikarildi. Her standart konsantrasyonu (y ekseni) i¢in ortalama bos
kontrol ¢ikarilmig absorbans degeri standardin hedef protein konsantrasyonuna (x
ekseni) gore cizerek bir standart egri olusturuldu. Numunedeki hedef proteinin
konsantrasyonu, bos kontrolden ¢ikarildi, absorbans degerleri standart egriye gore
interpole edilerek belirlendi. Elde edilen deger, hedef proteinin numunedeki
konsantrasyonunu elde etmek i¢in numune seyreltme faktoriiyle ¢arpildu.
3.8. Immiinositokimya (ICC) ile TAU ve AP Degerlendirilmesi

Hiicre kiiltiiriinde TAU ve AP proteinlerinin varligi ve miktar1 analiz edildi.
Bunun i¢in ICC yontemi kullanildi. Hiicreler petri kaplari i¢ine yerlestirilen yuvarlak
steril cam lamellere ekildi. SH-SYSY hiicrelerinin uygun yapismasi i¢in poli-lizin
islenmis lamellerde biiyiitiildii. Kiiltiir ortami kaptan aspire edildi ve oda sicakliginda
PBS ile nazik¢e yikandi. Lamel camlar1 oda sicakliginda taze hazirlanmis % 4
paraformaldehit - PBS'de 10 dakika inkiibe edildi ev siire sonunda atildi. Lameller 2
dakika PBS'de yikandi. Lameller oda sicakliginda PBS'de % 0,5 Triton X-100'de 5
dakika inkiibe edildi. Normal serum blogu, sekonder antikorun yiikseltildigi insan
olarak secildi. Arkaplan floresansini azaltmak i¢in, lameller oda sicakliginda 1 saat
boyunca PBS'de hazirlanmis % 1-5 normal serum veya BSA ile bloke edildi.
Gegirgenlestirme tamponunun lamelleri PBS'de 5 dakika inkiibe ederek yikandi. ICC
i¢in birincil antikor (AP ve Tau) seyreltmeleri % 1 normal serumda hazirlandi. her
antikorun uygun bir sinyal elde etmek i¢in optimizasyona ihtiyaci olabilir. Lameller
birincil antikor seyreltmesiyle oda sicaklifinda 1 saat (37°C istege baghdir) veya
4°C'de bir gece inkiibe edildi. Lameller PBS'de ii¢ kez, her biri 5 dakika olmak iizere
nazik¢e yikandi. % 1 normal serum ile florokrom konjuge sekonder antikor
seyreltildi. Lameller ikincil antikor seyreltmesiyle oda sicakliginda karanlik bir
ortamda 1 saat inkiibe edildi. Lameller PBS'de ii¢ kez, her biri 5 dakika olmak {izere
nazikce yikandi. Lameller tirnak cilasiyla kapatildi. Hiicreler bir floresan mikroskop
altinda incelendi ve goriintii alindu.

Proteinlerin degerlendirilmesinde, lekelenme siddeti ve lekeli alanin

yilizdesine gore puanlama yapildi. Buna gore boyanma siddetleri negatif (boyama
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yok), 1+ (zayif boyanma), 2+ (orta boyanma) ve 3+ (kuvvetli boyanma) olarak
degerlendirildi. Boyali alanin yiizdeleri 0 oldugunda 0, <% 25 oldugunda 1, % 25-50
oldugunda 2, >% 50 oldugunda 3 olarak puanlandi. Nihai puan, boyama yogunlugu
puaninin, lekeli alanin yiizde degerinden elde edilen puanla c¢arpilmasiyla elde edildi
(H-puan1 = (0 x PO) + (1) x P1) + (2 x P2) +(3 x P3)). Buna gore (0) negatif puan, (1-
3) diisiik puan, (4-6) orta puan ve (7-9) yiiksek puan ifade olarak degerlendirildi.
Veriler istatistiksel analiz i¢in yeniden siniflandirildi; negatif (0), distik (1), orta (2),
yiiksek (3).
3.9. istatistiksel Analiz

Hesaplamalar SPSS paket programi kullanilarak gergeklestirildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile degerlendirildi. Gruplar arasindaki
farkliliklarin belirlenmesinde tekli karsilastirmalar igin eslestirilmemis t testleri (iki
kuyruklu) ve ¢oklu karsilastirmalar igin iki yonlii ANOVA kullanildi. Istatistiksel
analizler SPSS 11.0 ve Microsoft Excel yaziliminda gerceklestirildi. Nicel veriler
ortalama + standart hata (Ort. £ SH) olarak ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik p
<0.05, p <0.01, p <0.001 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. SH-SYSY Hiicrelerinin Farklilagsmasi

SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri, 18 glin boyunca néron benzeri hiicrelere basarili
bir sekilde farklilastt (Sekil 4.1). Faz kontrast mikroskopisi, zamanla artan norit
cikintis1 ve dallanmasi da dahil olmak iizere morfolojik degisiklikler ortaya koydu.
10. giine kadar hiicreler 6nemli biiyiime inhibisyonu (+++) gdsterdi ve ndritleri uzatti
(uzunluk i¢in +++, dallanma i¢in ++). ECM kaplamasi (9. giin) ndrit karmasikligini

daha da artird1 ve hiicrelerin % 70’1 18. giine kadar dallanmais siirecler gosterdi (Sekil
4.1.).

Giin Biyiime inhibisyonu Noérit Uzunlugu Norit Dallanmasa
o - + 4t
s + B b
10 ++ R +
8 + e +
Farkhlasma protokoliiniin zaman cizelgesi
o 5 10 18
I 4 ¥ +
Norit biiyiimesinin faz-kontrast gériintiisii
/ \ N
) (! ﬂ
~ 4 “ >
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< so
E 40
= 20
S, —
o 5 10 is

Sekil 4.1. SH-SYS5Y Noronal Farklilasmas1 Sirasinda Morfolojik Degisiklikler

(A) Her zaman noktasinda biiylime inhibisyonu, nérit uzunlugu ve dallanmanin puanlanmasi:
Biiyiime inhibisyonu: "-" (hi¢ yok), "+" (hafif), "++" (orta), "+++" (tam). Norit uzunlugu/dendritik
karmagiklik: "+" (kisa), "++" (orta), "+++" (uzatilmis).

(B) Farklilasmanin 0, 5, 10 ve 18. giinlerinde nérit cikintisin1 gdsteren faz kontrast goriintiileri. Olcek
gubugu: 50 pm.

(C) Zaman iginde ndrit dallanmasinin (dallanmig uzantilara sahip hiicrelerin % 'si) kantifikasyonu.
Veriler ortalama + SEM’i (standat hata ortalamasi) temsil eder (n = 3 bagimsiz deney).

4.2. Achyrofuran Tedavisi ve Hiicre Canlihg:
Achyrofuran (0,07 pg/mL) SH-SYSY canliligin1 24 saatte % 25 oraninda
azalttt (p <0,01, MTT testi, Sekil 4A). Tripan mavisi dislanmasi, tedavi edilen

hiicrelerde % 78 canlilik oldugunu, kontrollerde ise % 95 canlilik oldugunu
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dogruladi (p <0,05). CCK-8 testleri, doza bagli proliferasyon inhibisyonu gosterdi
(Sekil 4.2B), 48 saatte onemli etkilere sahipti (p <0,001).
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0 24 712
Siire (saat)

Sekil 4.2 (A) MTT canlilik testi (24 saat). (B) CCK-8 ¢ogalma egrisi (0—72 saat).

4.3. Apoptoz, Otofaji ve Mitofaji Analizleri

Achyrofuran uygulamasinin hiicre 6liimii ve otofajik siirecler {izerindeki

etkileri farkli biyobelirtegler ile degerlendirildi. Annexin V ELISA analizine gore,
Achyrofuran tedavisi apoptozu 2,5 kat artirdi (p<0,001) (Sekil 4.3A). LC3A

diizeylerine yonelik ELISA sonuglari, otofajik aktivitenin % 40 oraninda arttigini

ortaya koydu (p<0,01) (Sekil 4.3B). Mitofaji analizi kapsaminda o6lgiillen COX-

I/SDH-A oran1 % 35 oraninda azald1 (p<0,05) ve bu durum mitokondriyal bozulmay1

ve mitofajinin artigin1 gostermektedir (Sekil 4.3C).
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Sekil 4.3. (A) Apoptozis (absorbans 450 nm). (B) LC3A diizeyleri (ng/mL). (C) Mitofaji

(COX-I/SDH-A orant).

4.4. Gen ve circRNA/miRNA Ekspresyonu
AH ile iligkili yolaklarin qRT-PCR analizleri Tablo 4.1’de verilmistir.



Tablo 4.1. AH ile Ilgili Genlerin, miRNA'larin ve circRNA'larin entegre ifade profili.
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Gen

miRNA

circRNA

Yolaklar Geg .. Ekspresyonu miRNA ID Ekspresyonu circRNA ID Ekspresyonu AH pat(')genezmd(ikl
Sembolii Fonksiyonel Rolii
(Fc) (Fc) (Fe)
BECNI 12.1% hsa-miR-513a-3p 10.4% hsa-circBECN1_003 1 3.0%% aArE e otofajik temizligini
Otofaji SQSTM]1 11.8* hsa-miR-1343-3p 115 hsa-circSQSTM1_009 1 1.6 AH plaklarinda birikir
MAPILC3A 1 1.4% hsa-miR-486-3p 10.55% hsa- pop#s  Otofagozom olusumu
' ' circlMAP1LC3A_002 ‘ belirteci
CYCS 1 2. 5Hk hsa-miR-1283 1 0.3%%* hsa-circCYCS_001 12.8%* gitk"llé‘;nd“yal apoptozu
Apoptozis APAFI 1 1.9%% hsa-miR-579-3p 10.5% hsa-circAPAF1_024 1 1.7% Apoptozom kompleksini
olusturur
CASP3 1230 hsa-miR-548¢-3p | 035%%%  hsa-circCASP3_003 1 3.p#xs  NNOronal hiicre limiini
gerceklestirir
PINK1 1T 1.7* hsa-miR-129-1-3p 1 0.6% hsa-circPINK1_001 1 0.5% Mitofajiyi baslatir
Mitofaji PARK? o Anlamhe o iR-4690-3p 113 hsa-circPARK2_003 (14 Hasarlmitokondrileri
degil ubikitinlestirir
LRRK? | 1.5% hsa-miR-338-5p 1 2.0%* hsa-circLRRK2_001 | 1.8% Tau patolojisini destekler

#p<0.05, *#p<0.01, **+p<0.001
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Tablo 4.1. AH ile iligkili otofaji, apoptoz ve mitofaji yollarindaki genler ile
bu genlere karsilik gelen miRNA ve circRNA’larin entegre ekspresyon profilleri
sunulmustur. Achyrofuran tedavisi ¢ogu genin ekspresyonu artarken hedef
miRNA’larda azalma, circRNA’larda ise artis gdzlenmistir.

Bulgular, 6zellikle apoptoz ve otofaji yolaklarnin aktif hale geldigini ve
circRNA-miRNA—gen etkilesiminin bu silireclerde rol oynayabilecegini
gostermektedir. Kat degisimi (Fc) gosterilmis, anlamlilik diizeyleri yildizlarla
belirtilmistir (p<0.05, p<0.01, *p<0.001).

miRNA'lar, circRNA'lar ve genler arasindaki etkilesimleri ve ifade

degisikliklerini gdsteren bir 1s1 haritas1 Sekil 4.4.’te verilmistir.

miRNA circRNA Gen

Otofaji -
)
D
<
Apoptoz S
oY)
=
Mitofaji

Otofaji Apoptoz Gen

Sekil 4.4. miRNA/circRNA ekspresyonunun 1s1 haritasi (log2 kat degisimi).

AH ile ilgili yolardaki (otofaji, apoptozis, mitofaji) tanimlanmig genlerin,
miRNA'larin ve circRNA'larin ifadesinin ve iligkilerinin farkhilagtirilmis SH-SYSY
3D noronal modeli kullanilarak yapilandirilmis bir degerlendirmesi sonucunda
ekspresyon verileri, fonksiyonel analizler ve biyoenformatik tahminlerin
anlamliligimi gosterdi. Is1 haritast miRNA'lar, circRNA'lar ve genler arasindaki
potansiyel etkilesimleri ve ifade degisikliklerini goOsteren bir analizi temsil
etmektedir. Gorselde yatay eksende miRNA'lar (muhtemelen otofaji, apoptoz ve
mitofaji gibi hiicresel siireglerle iliskili olanlar), dikey eksende ise circRNA'lar veya
genler listelenmistir. Renkli hiicreler, miRNA'larin circRNA'lar veya genler
tizerindeki diizenleyici etkilerinin siddetini ve yoniinii géstermektedir. Koyu renkler,

daha giiclii etkilesimleri veya daha belirgin ifade degisikliklerini ifade ederken, log2
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kat degisimi degerleri (6rnegin -2, -1, 0) gen ifadesindeki azalma veya artmalari
yansitmaktadir. Negatif degerler, miRNA'larin hedef genleri veya circRNA'lar
baskiladigim diisiindiirmektedir. Ozellikle "Otofaji" gibi belirli miRNA'larn birden
fazla gen veya circRNA ile etkilesime girdigi goriilmekte, bu da fonksiyonel bir
diizenleyici agin varligina isaret etmektedir.

4.4.1. Otofaji Yolag1

AH-Farklilastirilmis 3 Boyutlu (3D) Noéronlarda Otofaji Yolag ile Ilgili
Gen, miRNA ve circRNA Ifadelerinin Analizi

Achyrofuran ile tedavi edilen 3D ndronlarinda otofaji yolaginin 6nemli
bilesenlerinde belirgin degisiklikler gozlemlenmistir. BECN1 (Beclin-1) geninin
ifadesinde 2,1 katlik anlamli bir artis (p<0,01) tespit edilmis ve bu artis, otofagozom
olusumunun  bir  gostergesi olan LC3-II/LC3-1 oranmindaki yiikselisle
iligkilendirilmistir.

Bu bulgu, Achyrofuran'in otofajik baslatici mekanizmalar1 uyarabildigini
diisiindiirmektedir. Diger yandan, SQSTM1 (p62) geninin ifadesinde 1,8 katlik bir
azalma (p<0,05) gozlenmis ve bu durum, otofajik yikim siirecinin hizlandigina isaret
etmistir. Ayrica, MAP1LC3A (LC3) protein seviyelerindeki % 40'lik artis (ELISA,
p<0,001), otofajik aktivitenin gii¢lii bir sekilde desteklendigini dogrulamaktadir.

Bu sonuglar, Achyrofuran'in ndronal hiicrelerde otofaji  yolagim
etkinlestirerek ~ hiicresel =~ homeostaz1  ve  ndroprotektif = mekanizmalari
giiclendirebilecegini gostermektedir. Ancak, bu etkilerin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢gin miRNA ve circRNA'larin
diizenleyici rollerinin de detaylica incelenmesi gerekmektedir.

Alzheimer Hastahg (AH)-Farkhlastirilmis 3D Noronlarda
miRNA/circRNA Aracili BECN1 Diizenlenmesi ve AH ile Baglantisi

Achyrofuran tedavisinin otofaji yolagi iizerindeki etkileri, miRNA ve
circRNA'larin diizenleyici rolleriyle daha da netlesmektedir. hsa-miR-513a-3p'nin
(BECNI1'i hedef alan bir miRNA) % 60 oraninda asagi diizenlenmesi (p<0,01),
BECNI1 ifadesindeki artisla tutarlidir. Bu miRNA'nin baskilanmasi, BECN1'in
inhibisyonunun kalkmasina ve otofajik aktivitenin artmasma yol agmis olabilir.
Dikkat cekici bir sekilde, hsa-circBECN1_003 adl1 dairesel RNA'nin 3 kat yukari
diizenlenmesi (p<0,001), miR-513a-3p'yi "slingerleme" yoluyla baglayarak etkisiz
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hale getirdigini ve dolayli olarak BECNI1 ekspresyonunu artirdigini
diistindiirmektedir. Bu mekanizma, circRNA'larin miRNA'lar iizerindeki kompetitif
inhibitor etkisine klasik bir ornektir.

Alzheimer hastalig1 baglaminda, bu bulgular 6nemli terapdtik cikarimlara
sahiptir. AH'de BECN1'in asag: regiile edilmesi, otofaji bozukluguna ve AP peptit
birikimine katkida bulunur. Achyrofuran'm miR-513a-3p'yi baskilayarak veya
circBECN1 003'i artirarak BECNI1 seviyelerini restore etmesi, toksik protein
agregatlarinin temizlenmesini tesvik edebilir ve norodejenerasyonu yavaslatabilir.
Ancak, bu hipotezin dogrulanmasi icin in vivo modellerde daha fazla g¢alismaya
ihtiyag vardir. Ozellikle, circBECN1 003'iin miRNA siingerleme kapasitesinin
deneysel olarak dogrulanmasi (6rn. lusiferaz raportdr assay) ve Alzheimer Hastalig
hayvan modellerinde Achyrofuran'in néroprotektif etkilerinin degerlendirilmesi, bu
bulgularin klinik ufkunu genisletecektir. Sonug olarak, bu veriler, miRNA-circRNA
etkilesimlerinin  otofaji yoluyla Alzheimer Hastaligi patolojisinin modiile
edilmesinde yeni tedavi hedefleri sunabilecegini vurgulamaktadir.

4.4.2. Apoptoz Yolag

Genler

Achyrofuran tedavisinin apoptoz yolagi iizerindeki etkileri, mitokondriyal
apoptozun belirgin sekilde aktive oldugunu gostermektedir. CYCS (Sitokrom c) gen
ifadesinde gozlenen 2,5 katlik anlamli artis (p<0,001), mitokondriyal membran
biitiinliigliniin bozulduguna ve apoptotik kaskadin basladigina isaret etmektedir. Bu
bulgu, CASP3 ve CASP9 proteinlerinin boliinme seviyelerindeki belirgin yiikselisle
(strastyla 2,3 ve 2,0 kat, p<0,01) desteklenmektedir. Artan kaspaz aktivitesi, Annexin
V testi ile deneysel olarak dogrulanmis olup, programli hiicre Oliimiiniin kesin
kanitin1 sunmaktadir..

Bu sonugclar, Achyrofuran'in noronal hiicrelerde ¢ift yonlii bir etkiye sahip
olabilecegini diisiindlirmektedir: bir yandan otofajiyi uyararak hiicresel temizlik
mekanizmalarim1 gii¢lendirirken, diger yandan apoptozu tetikleyerek potansiyel
olarak hasarli hiicrelerin elimine edilmesini saglamaktadir. Alzheimer Hastalig
patolojisi baglaminda, bu dengenin terapotik etkileri dikkatle degerlendirilmelidir.
Alzheimer Hastaliginda asir1 apoptoz ndron kaybmi hizlandirabileceginden,

Achyrofuran'in apoptotik etkilerinin doz-bagimliligt ve zamanlamasi, gelecek
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calismalarda ayrintili olarak incelenmelidir. Ayrica, bu siiregte rol oynayan
miRNA'larin (6rnegin kaspazlari hedef alanlar) ve ilgili circRNA'larin diizenleyici
mekanizmalarinin arastirilmasi, tedavinin spesifikligini artirabilir. Sonug olarak, bu
bulgular Achyrofuran'in noroprotektif ve apoptotik etkileri arasindaki dengeyi
anlamak i¢in yeni aragtirma yollar1 sunmaktadir.

miRNAs/circRNAs:

Achyrofuran tedavisinin apoptoz yolagi iizerindeki etkileri, miRNA ve
circRNA'larin  diizenleyici rolleriyle daha da netlesmektedir. hsa-miR-1283'"lin
(CYCS'i hedef alan bir miRNA) % 70 oraninda asagi diizenlenmesi (p<0,001),
CYCS ifadesindeki artigla tam uyum gostermektedir. Bu miRNA'min baskilanmasi,
mitokondriyal apoptozun anahtar bileseni olan sitokrom c'nin inhibisyonunun
kalkmasina ve apoptotik kaskadin aktive olmasina yol agmis olabilir. Ozellikle
dikkat c¢ekici olan, hsa-circCYCS_001 adli dairesel RNA'nin 2,8 kat yukar
diizenlenmesidir (p<0,01). Bu circRNA'nin, miR-1283"1 "siingerleme" yoluyla
baglayarak etkisiz hale getirdigi ve bodylece CYCS ekspresyonunu artirdigi One
stiriilebilir. Bu mekanizma, miRNA-circRNA etkilesimlerinin apoptotik siireglerdeki
kritik roliinii vurgulamaktadir.

Bu bulgular 6nemli patolojik ¢ikarimlara sahiptir. Asiri apoptoz, AH'de
gbozlenen noronal kaybin ana nedenlerinden biridir. Ozellikle CASP3
aktivasyonunun, tau proteininin bdliinmesine ve norofibriler yumak olusumuna
katkida bulundugu bilinmektedir. Achyrofuran'n miR-1283'ii baskilayarak veya
circCYCS_001'1 artirarak apoptotik yolagi aktive etmesi, baslangigta noroprotektif
goriinse de, uzun vadede noronal kaybi artirma riski tasiyabilir. Bu nedenle,
Achyrofuran'in apoptotik etkilerinin doz ve zamanlamaya bagli olarak nasil modiile
edilebileceginin daha derinlemesine arastirilmasi gerekmektedir. Bu tiir caligsmalar,
AH tedavisinde miRNA ve circRNA'lar1 hedef alan yeni terapotik stratejilerin
gelistirilmesine 1s1k tutabilir. Sonu¢ olarak, bu veriler, apoptotik yolagin miRNA-
circRNA ag1 ile hassas bir sekilde diizenlendigini ve Alzheimer hastalig
patogenezinde 6nemli bir rol oynadigin1 géstermektedir.

4.4.3. Mitofaji Yolagi

Achyrofuran tedavisinin mitofaji yolag1 iizerindeki etkileri karmagik bir

diizenleyici ag1 ortaya koymaktadir. PINK1 gen ifadesindeki 1.7 katlik artisa
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(p<0.05) ragmen PARK2 seviyelerinin degismemesi, kismi bir mitofaji
aktivasyonuna isaret etmektedir. Bu durum, mitokondriyal kalite kontrol
mekanizmasinin tam olarak aktive olmadigini diisiindiirmekle birlikte, LRRK2 gen
ifadesindeki 1,5 kathik azalma (p<0.05) oOnemli bir bulgudur. LRRK2'in
baskilanmasi, Alzheimer modellerinde néroprotektif etkiyle iligkilendirilmektedir.

Molekiiler diizenleme mekanizmalar1 incelendiginde, hsa-miR-338-5p'nin 2
kat yukar regiilasyonu (p<0.01), LRRK2 baskilanmasini agiklayabilir. Buna karsilik,
hsa-circPINK1 001'de gozlenen % 50' lik azalma (p<0.05), mitofaji siirecinin tam
olarak aktive olamamasmin nedeni olabilir. Bu diisiis, miR-129-1-3p'nin
siingerlenme kapasitesini azaltarak mitofaji inhibitorlerinin artmasina yol agmis
olabilir.

Alzheimer hastalig1 baglaminda, bu bulgular 6nemli patofizyolojik ¢ikarimlar
sunmaktadir. Mitofajideki bozukluklar, disfonksiyonel mitokondrilerin birikmesine
ve oksidatif strese neden olarak nérodejenerasyona katkida bulunur. PINK1/PARK?2
yolundaki diizensizliklerin Alzheimer hastalifi patogenezinde rol oynadig
bilinmektedir. ~ Achyrofuan'm  PINK1't artirrken LRRK2'yi  baskilamasi,
mitokondriyal fonksiyonlari iyilestirme potansiyeli tasimaktadir. Ancak, PARK2'nin
degismemesi ve circPINK1 001'in azalmasi, tedavinin mitofaji izerindeki etkilerinin
siirl kalabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgular, Alzheimer hastalig1 tedavisinde
mitofaji yolaginin hedeflenmesi i¢in daha spesifik molekiiler miidahalelere ihtiyac
oldugunu gostermektedir.

4.4.4. Entegre Analizler

Tablo 4.2°de hiicresel yolaklar, anahtar genler ve AH ile iliskisi 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. Yolaklarin karsilagsmasi1 ve AH ile iliskisi

Yolaklar Anahtar Degisimler AH Tliskisi

AP klirensini artirir ancak asir1 aktifse

Otofaji 1BECNI, |p62, 1LC3-1I tautopatiyi siddetlendirebilir.
Apoptoz TCYCS, 1CASP3, |miR-1283 Nf)ronal 6lim ve tau bolinmesiyle
baglantilar.
Mitofaii TPINKI, |LRRK2, TmiR-338-  Mitokondriyal disfonksiyonun kismi
itofaji A .
5p kurtarilmasi: LRRK2 asag diizenlemesi
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Otofaji yolaginda gozlenen BECNI artisi, p62 azalisi ve LC3-II artisi, AP
klirensini artirarak terapotik potansiyel sunarken, asiri aktivasyonun tautopatiyi
siddetlendirebilecegi riskini de beraberinde tasimaktadir. Apoptoz yolundaki CYCS
ve CASP3 yukarn regililasyonu ile miR-1283 baskilanmasi, noronal kayip ve tau
patolojisiyle direkt baglantilidir ve tedavinin dikkatle izlenmesi gereken bir yoniinii
olusturmaktadir. Mitofaji yolundaki degisimler ise ozellikle ilgi cekicidir: PINK1
artist.  ve  LRRK2  baskilanmasi  mitokondriyal disfonksiyonun kismen
diizeltilebilecegini diislindiiriirken, miR-338-5p'nin yukar1 regiilasyonu bu etkiyi
destekleyen molekiiler bir mekanizma sunmaktadir.

Bu bulgular 1s18inda, Achyrofuran'in Alzheimer hastalifi tedavisinde c¢ok
yonlii bir etki profiline sahip oldugu goriilmektedir. Ancak, otofaji ve apoptoz
yollarindaki etkilerin dengelenmesi kritik onem tagimaktadir. Ozellikle, otofajinin
asirt aktivasyonunun tau patolojisini kotiilestirebilecegi ve apoptozdaki artigin
ndronal kaybi hizlandirabilecegi unutulmamalidir. Mitofaji modiilasyonu ise umut
verici olmakla birlikte, PINK1/PARK?2 yolunun tam olarak aktive edilememesi
tedavinin etkinligini sinirlayabilir. Bu nedenle, gelecek g¢alismalarda bu yolaklar
arasindaki dengenin optimize edilmesi ve tedavi protokollerinin kisisellestirilmesi
biiyilk onem tasiyacaktir. Sonug¢ olarak, bu entegre analiz, AH'nin kompleks
patolojisine yonelik coklu hedefe dayali terapotik stratejilerin gelistirilmesi igin
degerli bir temel olugturmaktadir.

4.5. 3 Boyutlu Kiiltiirde Fonksiyonel Dogrulama

Fonksiyonel dogrulama calismalari, Achyrofuran'in noronal sferoidler
tizerinde celigkili etkiler ortaya koydugunu gostermektedir. Tedavi, sferoid
canliligint % 30 azaltarak (p<0.01) ve kaspaz-3 aktivitesini 2 kat artirarak (p<0.001)
belirgin bir apoptotik etki gdstermistir. Immiinositokimya bulgulari ise otofaji
aktivasyonuna ragmen tau patolojisinin devam ettigini (H-skoru: 6,2/3,1), buna
karsin AP birikiminde % 50'lik bir azalma (p<0.01) oldugunu ortaya koymustur. Bu
sonuglar, Achyrofuran'in Alzheimer Hastalig1 (AH) patolojisinde goriilen molekiiler
degisiklikleri kismen taklit ettigini diisiindiirmektedir: erken donemde AP klirensini
saglayabilirken, tau agregasyonunu c¢ozememekte ve noronal kayba katkida

bulunabilmektedir.
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Calismanin ii¢ temel ¢ikarimi One c¢ikmaktadir: (1) Otofaji-apoptoz
eksenindeki dengenin kritik 6nemi - BECNI upregiilasyonu AB temizligini
desteklerken, CASP3 aktivasyonu ndronal 6limii tetikleyebilir; (2) circRNA'larin
diizenleyici potansiyeli - hsa-circBECN1_003 gibi dairesel RNA'lar miRNA
stingerleme yoluyla AH ile iligkili gen ekspresyonunu modiile edebilir; (3) Mitofaji
hedeflemesinin terapdtik umutlar1 - LRRK2 inhibisyonu ve PINKI1 aktivasyonu
mitokondriyal fonksiyonlar1 iyilestirme potansiyeli tasirken, tau patolojisinin devami
tedavinin sinirliliklarini ortaya koymaktadir.

Bu bulgular 1s18inda, Achyrofuran''n AH tedavisinde kullanimi i¢in daha
fazla optimizasyon gereklidir. Ozellikle, otofaji-apoptoz dengesinin daha iyi kontrol
edilebilmesi ve tau patolojisinin ¢oziimiine yonelik ek miidahalelerin gelistirilmesi
gerekmektedir. circRNA-miRNA etkilesim aglarinin daha derinlemesine karakterize
edilmesi ve mitofaji aktivasyon stratejilerinin iyilestirilmesi, gelecek arastirmalar i¢in
onemli yonelimler olarak o©ne c¢ikmaktadir. Bu c¢alisma, AH'nin kompleks
patogenezinde ¢oklu hedefe yonelik terapotik yaklagimlarin 6nemini vurgulamakta
ve molekiiler diizenleyici aglarin manipiilasyonuna yonelik yeni stratejiler
sunmaktadir.

Farkl1 biyolojik yollar (Otofaji, Apoptoz ve Mitofaji) ile iliskili genlerin ve
miRNA/circRNA'larin kat degisimleri ve her bir yol i¢cin hem genlerin hem de ilgili

regiilatorlerin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler Sekil 4.5’te sunulmustur.
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Sekil 4.5. Genler ve kodlamayan RNA ekspresyonlarinin AH ile ilgili yollardaki degisimleri.
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Otofaji Yolu: Otofaji yolu i¢in genlerin (BECN1, SQSTM1, MAPILC3A)
kat degisimleri incelendiginde, BECN1 ve MAPILC3A genlerinin yukari regiile
oldugu (pozitif kat degisimi), SQSTM1 geninin ise hafif asagi regiile oldugu (negatif
kat degisimi) goriilmektedir. Bu yolun regiilatorleri olan miRNA/circRNA'lara
bakildiginda, miR-513a-3p'nin asagi regiile oldugu, buna karsilik circBECN1 _003'iin
ise oldukca yukar regiile oldugu anlasilmaktadir. Bu durum, otofaji siirecinde bir
aktivasyon veya degisiklik oldugunu diisindiirmektedir; ozellikle
circBECN1 003'iin yliksek ekspresyonu otofaji ile ilgili genlerin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynayabilir.

Apoptoz Yolu: Apoptoz yolu ile iligkili genler (CYCS, CASP3, CASPY)
incelendiginde, her li¢ genin de belirgin sekilde yukari regiile oldugu (pozitif kat
degisimleri) goriilmektedir. Bu, programlanmis hiicre o6liimiiniin (apoptoz)
aktiflestigini veya artis gosterdigini isaret etmektedir. Bu yolun regiilatorleri olan
miRNA/circRNA'lar  acisindan, miR-1283'Un asagi regiile oldugu ve
circCYCS_001'in ise yukar: regiile oldugu gézlemlenmektedir. Apoptozun artisi, bu
yolun regiilatorlerindeki  degisikliklerle, 06zellikle circCYCS 001'in  artan
ekspresyonu ile iligkili olabilir.

Mitofaji Yolu: Mitofaji yolu i¢in genlerin (PINK1, PARK2, LRRK2) kat
degisimleri degerlendirildiginde, PINK1 geninin yukar1 regiile oldugu, PARK2
geninin nispeten sabit kaldigr ve LRRK2 geninin ise belirgin sekilde asag: regiile
oldugu goriilmektedir. Mitofaji, hasarli mitokondrilerin temizlenmesi stirecidir. Bu
yolun regiilatorleri olan miRNA/circRNA'lara bakildiginda, miR-338-5p'nin asag1
regiile oldugu ve circPINK1 001'in ise yukari regiile oldugu anlasilmaktadir.
PINK1'in yukar1 regiilasyonu ve circPINK1 001'in artis1, mitofaji siirecinin aktif
oldugunu veya degisime ugradigini diisiindiirmektedir, ancak LRRK2'nin asagi
regiilasyonu bu siirecin karmagikligin1 gdstermektedir.

Genel olarak, bu sekil, otofaji, apoptoz ve mitofaji yollarindaki gen
ekspresyon seviyeleri ile bu yollar1 diizenleyen miRNA/circRNA'lar arasindaki
dinamik iligkileri sergilemektedir. Her bir yolda hem genlerin hem de regiilatorlerin
kat degisimlerindeki farkli paternler, hiicrenin fizyolojik veya patolojik durumuna
bagli olarak bu biyolojik siireglerin karmasik bir sekilde koordine edildigini ortaya
koymaktadir.
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4.6. Immiinohistokimya (TAU and Ap)

Achyrofuran, AP agregatlarint % 50 oraninda azaltti (p <0,01) ancak Tau
yanlis lokalizasyonunu artird1 (H-skoru: kontrollerde 6,2'ye kars1 3,1, p <0,05). Sekil
7'de sunulan immiinohistokimyasal kantifikasyon sonuclari, kontrol grubu ile
Achyrofuran ile tedavi edilen grup arasinda AP agregasyonu ve tau yanlis

lokalizasyonunun goreceli seviyelerinde 6nemli farkliliklar oldugunu gostermektedir.

100.0

BN Control
B Achyrofuran

100

80

60

40 1

Goreceli Diizey / H-Skor

20

AP Agregasyonu TAU yanlis lokalizasyonu

Sekil 4.6. AP agregasyonunun ve Tau yanlig lokalizasyonunun immiinohistokimyasal
kantifikasyonu.

Kontrol grubu, 100.0'lik bir H-skoru ile yiliksek bir goreceli AB agregasyonu
seviyesi sergilerken, Tau yanlis lokalizasyonu da 50.0'da belirgindi. Buna karsilik,
Achyrofuran ile tedavi edilen grup, her iki belirtegte de carpici bir azalma gosterdi;
AP agregasyonu 3,1’e ve Tau yanlis lokalizasyonu 6,2’ye diistii. Bu bulgular,
Achyrofuran'm AP ve Tau 'nun patolojik birikimini etkili bir sekilde azaltabilecegini
ve bu protein anormallikleriyle karakterize edilen kosullarda potansiyel terapdtik
degerini vurguladigini gostermektedir.

AP agregasyonu ve Tau yanlis lokalizasyonu agisindan kontrol ve
Achyrofuran ile tedavi edilen gruplar arasindaki farklari etkili bir sekilde Sekil
4.7.°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. (A) Kontrol ve (B) Achyrofuran ile tedavi edilen gruplarda Ap agregasyonu ve
Tau yanlis lokalizasyonunun immiinohistokimyasal kantifikasyonu.

Cekirdekler (Mavi): Mavi renkteki DAPI boyama, her iki gruptaki hiicre
cekirdeklerini agikga belirleyerek karsilagtirma igin tutarli bir hiicresel baglam
saglamaktadir. Cekirdek sayisi iki panel arasinda benzer goriinmektedir ve bu da
karsilastirilabilir hiicre yogunlugunu gostermektedir.

AP Agregatlar1 (Kirmuzi): Kirmizi boyama, AP agregatlarini temsil
etmektedir. Kontrol grubu panelinde (solda), belirgin sekilde daha yiiksek
yogunlukta ve daha yaygin bir kirmizi nokta dagilimi vardir ve bu da 6nemli diizeyde
AP agregasyonunu gostermektedir. Buna karsilik, Achyrofuran ile Tedavi Edilen
Grup panelinde (sagda), hem yogunlukta hem de kirmizi nokta sayisinda belirgin bir
azalma goriilmekte ve Achyrofuran'm AP agregasyonu iizerindeki inhibe edici
etkisini gorsel olarak gostermektedir.

Tau Proteini (Yesil/Sar1): Yesil boyama, Tau proteinini temsil etmektedir.
Kontrol Grubunda, Tau boyama daha dagimik goriiniiyor ve potansiyel olarak
hiicresel siireclere uzaniyor (diger hiicresel bilesenlerle oOrtiistiigii yerlerde biraz
sarims1 goriiniiyor), bu da yanlis lokalizasyonu gosteriyor. Yesil sinyalin yogunlugu
da baz1 bolgelerde daha yiiksek goriintiyor. Achyrofuran ile Tedavi Edilen Grupta,
yesil boyama daha az yogun ve hiicre govdelerine daha lokalize goriiniiyor, bu da
Tau yanlis lokalizasyonunda bir azalma oldugunu gosteriyor. Yesil boyama genel
deseni, kontrole kiyasla Tau'nun daha organize ve daha az dagilmis bir dagilimim

gosteriyor.
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Sonu¢ olarak, kontrol ve tedavi edilen gruplar arasindaki kirmizi (A
agregatlar1) ve yesil (Tau) sinyallerinin yogunlugu ve dagilimindaki belirgin
kontrast, Achyrofuran'in etkilerinin net bir gorsel temsilini saglamaktadir. Tedavi
edilen grupta kirmizi sinyaldeki azalma ve daha lokalize yesil sinyal, Achyrofuran'in
AP agregatlarin1 ve Tau yanlis lokalizasyonunu azalttig1 yukarida agiklandigi gibi
nicel verilerle dogrudan iliskilidir. Goriintli, Achyrofuran'in bu patolojik belirtileri
azaltmada terapotik bir potansiyele sahip oldugu sonucunu etkili bir sekilde

desteklemektedir.
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5. TARTISMA

Bu calisma, Alzheimer hastaligi (AH) patolojisinin hiicresel mekanizmalarimi
aydinlatmada ve potansiyel bir terapotik ajan olarak Achyrofuran'in etkilerini
arastirmada 3D farklilastirilmis SH-SYSY noéronal modelinin degerli bir arag
oldugunu gostermektedir. Arastirmanin temel bulgulari, Achyrofuran'm hem AP
agregasyonunu azaltma hem de otofajiyi aktive etme potansiyeline sahip oldugunu,
ancak paradoksal olarak tau yanlis lokalizasyonunu artirabilecegini ve apoptozu
indiikleyebilecegini  ortaya koymaktadir. Bu karmasik etkilesimler, AH
patogenezinde otofaji-apoptozis ekseninin ve mitofajinin roliine dair Onemli
¢ikarimlar sunmaktadir.

SH-SYS5Y hiicrelerinin basarili bir sekilde noron benzeri hiicrelere
farklilastirillmas1 AH ile ilgili siirecleri in vitro olarak incelemek i¢in uygun bir
model sistemi olusturmustur. Zamanla artan norit ¢ikintis1 ve dallanmasi, bu
hiicrelerin olgun ndronal fenotipe dogru ilerledigini gostermektedir. ECM
kaplamasiin norit karmasikligim1 daha da artirmasi, 3D kiiltiir ortaminin néronal
farklilasma ve morfolojik gelisim icin kritik 6neme sahip oldugunu vurgulamaktadir.

Achyrofuran'in  hiicre canlilig1r iizerindeki etkileri dikkatli dozaj ve
zamanlama gerektiren ¢ift yonlii bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Kisa
stireli diisiik konsantrasyonlarda bile canlilikta 6nemli bir azalmaya neden olmasi,
olas1 toksisitesine isaret etmektedir. Ancak, bu sitotoksik etkilerin hedeflenen
patolojik siireg¢lere miidahale etme mekanizmasinin bir pargast olup olmadig1 veya
istenmeyen bir yan etki mi oldugu daha fazla arastirilmalidir.

Achyrofuran'n apoptozu 6nemli Olclide artirmasi, ilacin noéronal sagligi
olumsuz etkileyebilecegi konusunda endiseleri artirmaktadir. AH'de zaten artmis
olan noronal kaybin daha da tetiklenmesi, Achyrofuran'in terapdtik uygulamasini
sinirlayabilir.  Ote yandan, apoptozun indiiklenmesi, hasarli veya patolojik
proteinlerle yiiklii hiicrelerin eliminasyonunda faydali bir mekanizma olabilir. Bu
nedenle, apoptozun baglami ve segiciligi, Achyrofuran'in potansiyel faydalarini ve
risklerini degerlendirmek i¢in kritik 6neme sahiptir.

Achyrofuran'n otofajik aktivitede gozlenen artist AP gibi toksik protein

agregatlarinin temizlenmesini destekleyebilecegine dair umut verici bir bulgudur.



59

BECNI1 ve MAPILC3A gibi otofaji ile iligkili anahtar genlerin yukar1 regiilasyonu
ve SQSTM1'in agag1 regiilasyonu, otofajik akisin arttigini diisiindiirmektedir. Ayrica,
hsa-miR-513a-3p'nin  asag1 regiilasyonu ve hsa-circBECN1 003'in yukari
regiilasyonu, BECNI1 ekspresyonunun karmasik bir post-transkripsiyonel
diizenlemesine isaret etmektedir ve circRNA'larin  otofaji  yolaklarinin
diizenlenmesindeki potansiyel roliinii vurgulamaktadir.

Mitofaji analizleri, Achyrofuran'm mitokondriyal fonksiyon {iizerinde
karmasik etkileri oldugunu gostermektedir. COX-I/SDH-A oranindaki azalma,
mitokondriyal hasar1 diislindiiriirken, PINK1'in yukar1 regiilasyonu ve LRRK2'nin
asagl regililasyonu mitofajinin kismi aktivasyonuna isaret etmektedir. LRRK?2'deki
fonksiyon kaybi mutasyonlarinin AH modellerinde koruyucu etkilerinin oldugu
bilinmektedir, bu nedenle Achyrofuran''n LRRK2'yi asag1 regiile etmesi potansiyel
bir fayda saglayabilir. Ancak, PARK?2'deki anlamli degisikliklerin olmamasi,
mitofajinin tam olarak aktive olmadigini diistindiirmektedir.

En dikkat ¢ekici bulgulardan biri, Achyrofuran'm AP agregatlarini 6nemli
Olclide azaltmasina ragmen, Tau yanhs lokalizasyonunu paradoksal olarak
artirmasidir. Bu zit etki, AH patogenezindeki AP ve Tau patolojileri arasindaki
karmagik iliskiye isaret etmektedir. Otofajinin aktivasyonu baslangicta Af'nin
temizlenmesine yardimci olabilirken, Tau patolojisini ¢6zmede basarisiz olmasi ve
hatta kotiilestirmesi, farkli mekanizmalarin veya otofajinin baglama bagl etkilerinin
s6z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin, asir1 aktif otofajinin bazi
durumlarda tautopatiyi siddetlendirebilecegi 6ne stiriilmiistiir.

Immiinohistokimyasal kantifikasyon sonuglari, kontrol ve Achyrofuran ile
tedavi edilen gruplar arasindaki AP agregasyonu ve Tau yanlis lokalizasyonundaki
carpict farkliliklar1 gorsel olarak dogrulamaktadir. Kontrol grubunda yiiksek A
agregasyonu ve belirgin Tau yanlis lokalizasyonu gozlenirken, Achyrofuran tedavisi
her iki patolojik belirtecte de Onemli bir azalmaya yol a¢gmistir. Ancak, metin
icindeki "Tau yanlis lokalizasyonunu artird1 (H-skoru: kontrollerde 6,2'ye kars1 3,1, p
<0,05)" ifadesi ile Sekil 4.6 ve 4.7'deki "TAU yanlis lokalizasyonu da 50.0'da
belirgindi" ve "TAU yanlis lokalizasyonu 6.2'ye diistii" ifadeleri arasinda bir
tutarsizlik bulunmaktadir. Bu durum, verilerin yorumlanmasinda dikkatli olunmasi

gerektigini ve potansiyel bir hata veya yanlis anlagilmanin olabilecegini
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diistindiirmektedir. Sekillerdeki veriler, Achyrofuran'in hem A agregasyonunu hem
de Tau yanlis lokalizasyonunu azalttigin1 gdstermektedir. Metin i¢indeki "artirdi"
ifadesinin bir yanliglik oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma Achyrofuran'in AH patolojisi tizerindeki karmasik
ve ¢ok yonlii etkilerini vurgulamaktadir. ilag, AP agregasyonunu azaltma ve otofajiyi
aktive etme potansiyeline sahip olsa da apoptozu indiikleyebilmesi ve potansiyel
olarak Tau patolojisini etkileyebilmesi dikkatli bir degerlendirme gerektirmektedir.
Otofaji-apoptozis ekseni ve mitofajinin Alzheimer hastalig1 patogenezindeki roliiniin
daha fazla aragtirilmasi, bu karmasik etkilesimlerin altinda yatan mekanizmalarin
anlasilmasi i¢in kritik dneme sahiptir. Ayrica, Achyrofuran'in terapotik potansiyelini
tam olarak degerlendirmek i¢in in vivo caligmalar ve daha detayli mekanistik
aragtirmalar gereklidir. Ozellikle, Tau patolojisi {izerindeki tutarsiz gibi gdriinen
etkilerin aydinlatilmasi ve ilacin segiciliginin ve uzun vadeli etkilerinin belirlenmesi
gelecekteki arastirmalarin odak noktasi olmalidir.

Mevcut calisma, Achyrofuran’in farklilasmis SH-SYS5Y noéronal hiicreleri
tizerindeki etkilerini arastirdi ve otofaji, apoptoz ve mitofaji yollarina ve AP
agregasyonu ve Tau yanlis lokalizasyonu iizerindeki etkisine odaklandi.
Bulgularimiz, kodlayan ve kodlamayan RNA'lar1 iceren karmasik diizenleyici
mekanizmalart ortaya koyarak Alzheimer hastaligit (AH) ic¢in potansiyel tedavi
stratejilerine dair yeni bakis agilart sagladi. Asagida, sonuglarimizi mevcut literatiirle
karsilastirarak tartistyoruz.

1. Noronal Farkhilasma ve Morfolojik Degisiklikler

Mevcut ¢alismada, SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri, 18 giinliik bir siire
boyunca ndron benzeri hiicrelere basarili bir sekilde farklilasarak, ilerleyici ndrit
biiyiimesi, dallanma ve morfolojik karmasiklik sergilemistir. Bu gozlemler, SH-
SYSY hiicrelerinin uygun kosullar altinda néronal farklilagsmaya ugrayabilecegini, bu
farklilasmanin azaldigini, norit uzamasinin arttigint ve olgun ndronlar1 animsatan
dallanmus siireglerin gelistigini gosteren onceki raporlarla tutarhidir (78, 79).

SH-SYSY hiicrelerinde ndrit biiylimesi ve dallanmasina iliskin
gozlemlerimiz, retinoik asit (RA) ve hiicre dis1 matris (ECM) kaplamasinin néronal
farklilasmay1 indiikledigini gosteren onceki c¢alismalarla uyumludur. Sonuglarimiz,

10. giinde belirgin bir biiyiime inhibisyonu (+++) ve buna eslik eden 6nemli norit
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uzamast (+++) ve orta diizeyde dallanma (++) gosterdi; bu durum, 9. giinde
uygulanan hiicre dis1 matris (ECM) kaplamasiyla daha da gii¢lendi. ECM kaplamasi,
norit karmagikligin1 destekledi ve hiicrelerin yaklasik % 70't 18. giline kadar
dallanmis siiregler sergiledi. Bu bulgu, laminin veya poli-D-lizin kaplamasi gibi
substrat modifikasyonlarinin, hiicre yapigmasini kolaylastirarak, ndrit biiylimesini
stabilize ederek ve in vivo hiicre dis1 ortamlari taklit ederek SH-SYS5Y farklilasma
verimliligini artirabilecegini gosteren ¢alismalarla uyumludur (77, 80).

18. giinde artan ndrit karmasikli§i, ECM proteinlerinin sinaptik baglantiy1
artirdigina dair raporlarla tutarlidir (81). Ancak, Achyrofuran’in bu siireci daha da
diizenledigine dair bulgumuz, dogal bilesikler baglaminda kapsamli bir sekilde
incelenmemis olan noronal olgunlagmada potansiyel bir rol oldugunu gdstermektedir.

Gozlemlenen zamansal ilerleme - erken biiylime durmasi ve ardindan
kademeli norit uzamasi ve dallanmasi - Cheung ve ark. (2009) tarafindan bildirilen
farklilagsma dizisiyle tutarlidir, retinoik asitle tedavi edilen SH-SYSY hiicrelerinin 7-
10 giin icinde dnemli norit uzamast gosterdigini ve dallanma karmasikliginin daha
uzun kiiltiir donemlerinde arttigin1 gostermistir (82). Benzer sekilde, ¢alismamiz,
Lopes ve ark. (2010) tarafindan 6ne siiriildigii gibi, uzatilmis farklilasma zaman
cizelgelerinin (>14 giin) daha olgun noronal fenotipler ortaya cikardigi goriistini
desteklemektedir (83).

Ilging bir sekilde, ECM kaplamas1 ve uzatilms kiiltiir siiresinin birlesimi,
noronal morfolojiyi sinerjik olarak destekliyor gibi goriinmektedir; bu da ECM
substratlarindan  gelen integrin aracili sinyallemenin sitoskeletal yeniden
organizasyonu ve aksonal yonlendirmeyi artirdigi yoniindeki raporlarla uyumludur
(84). Ayrica, 18. giinde gozlemlenen % 70'lik dallanma orani, ECM artis1 olmadan
daha diisiik dallanma ylizdelerinin kaydedildigi bazi1 raporlara kiyasla yiiksek
derecede bir farklilagsma verimliligi gostermektedir (85).

Genel olarak bulgularimiz, SH-SYSY hiicrelerinin ndronal farklilasma ve
norit morfogenezisini incelemek i¢in giivenilir bir model olarak kullanighiligini
desteklemektedir. Sonuglar, optimal ndronal morfolojiye ulasmada hem zamanin
hem de ECM substratinin 6nemini vurgulayarak, norodejeneratif hastalik
mekanizmalarini, ndrotoksisite taramasini ve noronal sinyal yollarini arastiran

caligmalar i¢in faydali bir protokol referansi saglamaktadir.
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2. Achyrofuranin Sitotoksik ve Pro-Apoptotik Etkileri

Bulgularimiz, 0,07 pg/mL konsantrasyondaki Achyrofuran'in, MTT testiyle
belirlendigi lizere, SH-SYSY hiicre canliligin1 24 saat i¢inde % 25 oraninda onemli
Ol¢iide azalttigin1 gostermektedir. Tamamlayici tripan mavisi diglama yontemi, canli
hiicre sayisinin kontrollerde %95'ten, tedavi edilen kiiltiirlerde % 78'e dustiigiinii
dogrulamaktadir. CCK-8 testleri ayrica, 48 saat sonra belirgin etkiler gozlemlenerek,
doza bagli bir proliferasyon inhibisyonu ortaya koymustur.

Bu sonuglar, Achyrocline satureioides ve ilgili tiirlerden elde edilen flavonoid
ve kumarin tiirevlerinin noronal ve kanser hiicre hatlart iizerinde giiclii
antiproliferatif ve sitotoksik etkiler gosterdigini gdsteren oOnceki kanitlarla
uyumludur. Ornegin, Sanchez-Mendoza ve ark. (2013), A. satureioides'ten izole
edilen metoksillenmis flavonlarin, oksidatif stres ve mitokondriyal islev bozuklugu
indiikleyerek insan glioblastoma hiicrelerinde proliferasyonu engelledigini
bildirmistir (86).

Calismamizdaki  hiicre  canlilifgi  azalmasimin  biyiiklig,  disik
konsantrasyonlarda koruyucu etki gosterirken, daha yiiksek dozlarda veya uzun
stireli maruziyette sitotoksisiteye neden olan ikili rolleri olan diger bitki kaynakli
noroprotektif ajanlar igin yapilan gozlemlerle tutarhidir. Ornegin, kurkumin ve
resveratrol, benzer bifazik profiller géstermistir; bu hiicrelerde pro-sagkalim yollari,
sitotoksik olmayan seviyelerde aktive olurken, oksidatif dengenin bozulmas: hiicresel
yanitin 6liim mekanizmalarina yonelmesine neden olmaktadir (87, 88).

Achyrofuran'in sitotoksisitesinin altinda yatan mekanizmalar heniliz tam
olarak acikliga kavusturulmamistir, ancak gozlemlenen doza bagli proliferasyon
inhibisyonu, bilinen kumarin tiirevi bilesik etkileriyle tutarli olarak mitokondriyal
solunumun engellenmesi ve oksidatif stresin indiiklenmesine isaret etmektedir (89).
Bu, noronal modellerde kumarin kaynakli sitotoksisitenin temel aracilart olarak ROS
iretimi, kaspaz aktivasyonu ve hiicre dongiisii durmasin1 gosteren dnceki raporlarla
uyumludur (90).

SH-SYSY hiicrelerinin noérodejeneratif hastalik arastirmalart ig¢in yaygin
olarak bir model olarak kullanildigi g6z Oniine alindiginda, mevcut bulgular

Achyrofuran'in, Alzheimer ve Parkinson hastaliklariyla ilgili patolojik siiregleri
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diizenlemedeki potansiyel roliiniin arastirilmast i¢in de ¢ikarimlar igermektedir.
Bununla birlikte, 0,07 pg/mL'de gézlemlenen sitotoksik etkiler, potansiyel terapotik
uygulamalarda istenmeyen noronal hasari dnlemek i¢in dikkatli doz titrasyonunun
gerekli oldugunu gostermektedir. Achyrofuran, doza bagli sitotoksisite gosteren
diger furan tlirevleri iizerindeki caligsmalarla tutarli olarak hiicre canliligin1 0,07
ng/mL'de yaklasik % 25 oraninda azaltt1 (91).

Bulgularimiz, Achyrofuran'm SH-SY5Y ndroblastoma hiicrelerinde hiicre
Oliimiini ve yikim yollarmi 6nemli 6l¢iide diizenledigini gostermektedir. Annexin V
ELISA, tedaviyi takiben apoptozda 2,5 kat artis oldugunu ortaya koymus ve
programlanmis hiicre 6lim mekanizmalarinin aktivasyonunu diisiindiirmiistiir.
Gozlemlenen apoptoz (Annexin V'de 2,5 kat artig), belirli fitokimyasallarin kanser
hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptozu indiikledigine dair raporlarla uyumludur (92).
Ancak, AH modellerinde asir1 apoptoz, norodejenerasyonu siddetlendirir (93). hsa-
miR-1283 asagi regililasyonunun CYCS ekspresyonunu destekledigi bulgumuz,
noronal hiicrelerde yeni bir miRNA aracili apoptotik mekanizma oldugunu
gostermektedir; bu, AH'de noroprotektif miRNA yukari regiilasyonunu gdsteren
calismalarla ¢elismektedir (94).

LC3A ELISA ile gerceklestirilen otofaji analizi, otofajik aktivitede %40
oraninda bir artig saptamistir. Bu bulgu, kosullara bagli olarak yanitin sitoprotektif
bir etki saglayabilecegini veya hiicre Olimiine katkida bulunabilecegini
diistindiirmektedir. Otofaji aktivasyonu, hasarli organellerin uzaklastiriimasina LC3-
IT birikiminde artis ve p62 degradasyonunun eslik ettigi polifenol tedavisi
modellerinde  tanimlanmistir ~ (95).  Noroblastoma  hiicrelerinde  otofaji
modiilasyonunun ikili etkileri olabilir: diisiik seviyeli indiiksiyon hayatta kalmayi
destekleyebilirken, asir1 aktivasyon otofajik hiicre dliimiine katkida bulunabilir (96).
Verilerimiz, Achyrofuran’in, muhtemelen artan mitokondriyal strese yanit olarak
sistemi daha ytiksek bir otofajik doniisiime dogru ittigini gdstermektedir.

Mitofaji analizi, COX-I/SDH-A oraninda % 35'lik bir azalma oldugunu
ortaya koymus ve bu da mitokondriyal biitiinliigiin kaybina isaret etmektedir. Bu,
biyoaktif bitki bilesiklerinin, genellikle apoptozla birlikte ger¢eklesen PINK1/Parkin
bagimli mitofaji yoluyla hasarli mitokondrilerin segici olarak temizlenmesini

tetikleyebilecegine dair raporlarla tutarlidir (97). Mitokondriyal islev bozuklugu,



64

norodejeneratif hastalik modellerinde merkezi bir olaydir ve sonuglarimiz,
Achyrofuran’in es zamanli olarak mitokondrilerin uzaklastirilmasin1 ve apoptotik
sinyallemeyi destekleyerek sitotoksik etkisini artirabilecegini gostermektedir.

Bu sonuglar topluca, Achyrofuran’in SH-SYSY hiicrelerinde apoptoz,
gelismis otofaji ve mitofajiyi igeren koordineli bir stres tepkisi olusturdugunu
gostermektedir. Bu iicli etki, anti-proliferatif etkisinin altinda yatiyor olabilir ve
hasarli noronlarin veya tiimor hiicrelerinin hedefli olarak uzaklastirilmasinin
istendigi durumlarda terapétik olarak onemli olabilir. Bununla birlikte, otofajinin
burada bir hayatta kalma girisimi olarak m1 hareket ettigi yoksa hiicre 6limiine mi
katkida bulundugu, farmakolojik inhibisyon ¢aligmalar1 (6rnegin, klorokin veya
bafilomisin A1) yoluyla daha fazla arastirma gerektirmektedir.

Bu calisma, Alzheimer hastaliginda (AH) otofaji, apoptoz ve mitofaji
yollarinin karmasik diizenleyici agini1 vurgulayarak, anahtar genlerin, miRNA'larin
ve circRNA'larin farkli ifadelerini vurgulamaktadir. Verilerimiz, bu yollarin AH
patogenezinde rol oynadigina dair Onceki bulgularla tutarli olarak, molekiiler
aktorlerde ¢ok yonlii bir diizensizlik oldugunu ortaya koymaktadir.

3. Otofaji Aktivasyonu ve AH'deki ikili Rolii

BECNI1 yukari regiilasyonunu (2,1 kat) ve SQSTM1/p62 asag1 regiilasyonunu
gozlemledik; bu, gelismis otofajik akis1 gostermektedir. Bu, otofaji indiiksiyonunun
AP birikimini azalttigin1 gosteren ¢aligmalarla uyumludur (98). Ancak asir1 otofaji,
tau pargalanmasin1 ve ndrotoksisiteyi destekleyebilir (47). hsa-circBECN1 003'{in
BECNI1'"1 yukar regiile etmek i¢in miR-513a-3p'yi siingerledigi bulgumuz, AH'de
daha oOnce bildirilmemis yeni bir diizenleyici eksen sunmaktadir. Bu mekanizma,
bazi otofajiyi indiikleyen bilesiklerin noérodejenerasyonda neden karisik etkiler
gosterdigini agiklayabilir.

BECN1 ve MAPILC3A genlerinin goézlemlenen yukari regiilasyonu ve
bunlara karsilik gelen circRNA'larin artan ekspresyonu, AH'de artmis otofajik
aktiviteyi diisindiirmektedir. Bu durum, amiloid-beta (AB) birikimine yanit olarak
otofajide telafi edici bir yukar1 regiilasyonu oldugunu gosteren dnceki caligmalarla
ortismektedir (99). hsa-miR-513a-3p ve hsa-miR-486-3p gibi miRNA'larin asagi
regiilasyonu, otofaji modiilasyonundaki yerlesik rolleri goz Oniine alindiginda bu

goriisi  daha da desteklemektedir (100). Ilging bir sekilde, SQSTMI1
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ekspresyonundaki azalma, azalmis circRNA seviyeleri ve artmis miRNA
ekspresyonu (hsa-miR-1343-3p) ile birlikte, otofagozom temizliginin bozulmasina ve
islevsiz proteinlerin birikmesine isaret ediyor olabilir; bu durum AH beyinlerindeki
gozlemlerle tutarlidir (101).

4.Apoptoz ve AH ile iliskisi

CYCS, APAFI1 ve CASP3 dahil olmak iizere énemli apoptotik genler, ilgili
miRNA'larinda es zamanli bir azalma ve artmis circRNA ekspresyonu ile dnemli
Olclide yukar1 regiile edilmistir; bu da ndronal kayba yol agan aktif apoptotik
stirecleri diistindiirmektedir. Bu Oriintli, AH’de nérodejenerasyonun altinda yatan
kritik bir mekanizma olarak mitokondriyal apoptozu gosteren Onceki caligmalari
desteklemektedir (102). Ozellikle CASP3'iin yukar1 regiilasyonu, AH modellerinde
sinaptik islev bozuklugu ve biligsel gerilemedeki roliine dair raporlarla 6rtiismektedir
(103).

5. Mitofaji Diizensizligi ve Mitokondriyal Etkileri

Kismi mitofaji aktivasyonu (1PINK1, «<PARK2, |LRRK?2), PINK1'in yukar1
diizenlendigi ancak PARK2 aliminin bozuldugu erken AH'deki bulgular
yansitmaktadir (104). LRRK2'nin miR-338-5p aracili baskilanmasi &zellikle ilgi
cekicidir, ¢linkii LRRK2 inhibisyonu tau patolojisinin azalmasiyla iliskilendirilmistir
(105). Ancak, PARK?2 yukari diizenlemesinin olmamasi, AH 'min bir 6zelligi olan
mitokondriyal islev bozukluguna katkida bulunabilecek eksik mitofajiyi
diistindiirmektedir (106).

Mitofaji ile iligkili genler daha incelikli bir Oriintii sergilemistir: PINK1
yukart regiile edilirken, PARK2 degismeden kalmis ve LRRK2 asagi regiile
edilmistir. PINK1'in yiikselmesi ve azalmig circRNA ve miRNA asag1 regiilasyonu
(hsa-miR-129-1-3p), Pickrell ve Youle'nin (2015) bulgulariyla tutarli olarak,
mitokondriyal hasara yanit olarak mitofaji baslatma girisimini diistindlirmektedir
(107). Bununla birlikte, azalmig LRRK2 ekspresyonu ve degismis miRNA/circRNA
profilleri, AH'de go6zlenen mitokondriyal disfonksiyonu potansiyel olarak
kotiilestiren bozulmus mitofajik akis1 yansitiyor olabilir (108). LRRK2'nin

diizensizligi, Tau patolojisindeki yeni roliinii de desteklemektedir (109).
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6. AP Temizligi ve Tau Patolojisi: Terapéotik Bir Ikilem

Achyrofuran, otofaji aracili temizlige uygun olarak A agregatlarint % 50
oraninda azaltt1 (98). Ancak, Tau yanlis lokalizasyonundaki artis (H-skoru: 6,2'ye
kars1 3,1), otofaji indiikleyicilerinin (6rn. rapamisin) hem A hem de tau patolojisini
azalttig1 calismalarla ¢elismektedir (110). Bu tutarsizlik, tau'yu toksik pargalara
ayirabilen kaspaz-3 aktivasyonundan kaynaklaniyor olabilir (111). Bu nedenle,
achyrofuran AP temizligini artirirken, pro-apoptotik etkileri tauopatiyi
siddetlendirebilir; bu, AH tedavisi i¢in kritik bir sinirlamadir.

7. circRNA-miRNA Aglari: Yeni Diizenleyici Mekanizmalar

Calismamiz, AH ile iliskili yollar1 diizenlemede circRNA'larin (6rn. hsa-
circBECN1_003, hsa-circCYCS 001) roliinii vurgulamaktadir. CircRNA'lar
norodejenerasyonda Onemli diizenleyiciler olarak ortaya cikarken (112), AH'deki
spesifik rolleri yeterince arastirilmamistir. Verilerimiz, circRNA'larin otofaji ve
apoptozu ince ayarlayan miRNA siingerleri gibi davranabilecegini gostermektedir;
bu mekanizma in vivo olarak daha fazla dogrulamay1 hak etmektedir.

8. Entegre Ag ve Terapotik Etkiler:

Gen ekspresyonu, miRNA baskilanmasi ve circRNA yukar1 regiilasyonu
arasindaki karsilikli iligkiler, bu kritik yollar {izerindeki siki epigenetik ve
transkripsiyon sonrast kontroliin altin1 ¢izmektedir. Ozellikle, circBECNI,
circCASP3 ve circCYCS gibi circRNA'lar belirgin sekilde yukar regiile edilmistir ve
bu da AH ile iligkili hiicre 6liimii ve temizleme mekanizmalarindaki diizenleyici
kapasiteleri goz Oniine alindiginda, yeni biyobelirtecler veya terapotik hedefler
olarak potansiyellerini gostermektedir (113).

Sonug olarak, bu kapsamli molekiiler profilleme, otofaji, apoptoz ve mitofaji
diizensizliginin birlikte AH ilerlemesine katkida bulunduguna dair onceki kanitlar
dogrulamakta ve genisletmektedir. Bu yollardaki dengeyi, muhtemelen spesifik
mikroRNA veya circRNA'larin modiilasyonu yoluyla yeniden saglamay1 amaglayan
terapotik stratejiler, AH patolojisini yavaglatma veya tersine ¢evirme konusunda
umut vaat edebilir.

Sonuglarimiz, achyrofuranin 3 boyutlu néronal kiiltiirlerde otofaji yolunu
belirgin sekilde diizenledigini gostermektedir: Beclin-1 (BECNI1) ekspresyonu
yaklasik 2,1 kat artmig, SQSTM1 (p62) ekspresyonu yaklasik 1,8 kat azalmis ve
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MAPILC3A (LC3) protein seviyeleri yaklasik %40 artmistir. Bu degisikliklerin
birlesimi - bir otofaji baslaticisinin (Beclin-1) yukar1 regiilasyonu, gelismis
otofagozom olusumunu gosteren LC3 birikimi ve kargo temizligiyle tutarli p62
azalmasi - otofagozom doniisiimiinde basit bir blokajdan ziyade, artan otofajik akisin
kanonik bir isaretini olusturmaktadir. Veriler bir araya getirildiginde, achyrofuranin
noronal hiicrelerde otofajiyi aktive ettigini ve Tlretken otofajik bozunmayi
destekledigini gostermektedir; bu mekanizma, Akiroklin tiirevi bilesiklere atfedilen
noroprotektif etkilerin altinda yatan mekanizma olabilir.

Bu gozlemler, bir¢ok bitki kaynakli kiigiik molekiil ve fitokimyasalin, néronal
modellerde proteostazi geri kazandirmak ve toksik protein birikimini azaltmak i¢in
cekirdek otofaji diizenleyicilerini (6rnegin, mTOR/AMPK ekseni, Beclin-1
kompleksi) modiile ettigine dair raporlarla tutarlidir. Goézlemledigimiz model
(BECNI11, LC31, p62)), ¢esitli ndroprotektif fitokimyasallar i¢in tanimlanan otofajik
yanit1 yansitmakta ve akirofuranin korunmus otofaji aktive edici yollar araciligiyla
etki ettigi hipotezini desteklemektedir. Ancak daha da dnemlisi, akirofuranin Beclin-
1 ekspresyonunu ve LC3 islenmesini nasil degistirdigi kesin olarak acikliga
kavusturulmay1 beklemektedir; aday aracilar arasinda mTOR inhibisyonu, AMPK
aktivasyonu, PI3K/AKT veya MAPK/ERK sinyallemesindeki degisiklikler ve
Beclin-1/Bcl-2 etkilesimlerinin bozulmas1 yer almaktadir; bu yollar, fitokimyasal
kaynakli otofajide siklikla rol oynar.

Arttirnlmis otofaji, genellikle kiimelenmis proteinleri ve hasarli organelleri
temizleyerek noronlarda sitoproteksiyon saglarken, otofaji baglama bagli olabilir ve
bazi durumlarda hiicre oOliimiine katkida bulunabilir. Bu nedenle, achyrofuran
kaynakli otofajinin islevsel sonucunu yorumlamak, hiicre sagkalimi ve apoptozis
verileriyle biitlinlesmeyi gerektirir. Gelecekteki caligmalar, achyrofuranin otofaji
aktivasyonunun, uzun siireli veya yiiksek doz maruziyetinde gelismis noronal
canlilik, azalmis proteotoksik stres veya tersine otofajik hiicre 6liimii belirtecleriyle
iligkili olup olmadigini test etmelidir. Otofajik yanmitin adaptif olup olmadigini ve
terapotik olarak kullanilabilir olup olmadigini belirlemek i¢in bu tiir ¢aligmalar
gereklidir.

Mekanik yorumu giiclendirmek ve alternatif agiklamalar1 elemek icin, otofaji

alaninda yaygin olarak kullanilan tamamlayic1 deneyleri oneriyoruz: (114) LC3-II
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birikiminin, artan olusumdan m1 yoksa bozulmus bozunmadan m1 kaynaklandigini
dogrulamak icin lizozomal inhibitorleri (6rnegin, bafilomisin Al veya klorokin)
kullanan otofajik akis analizleri; (115) otofagozom/otolizozom yapilarini dogrudan
gorsellestirmek icin transmisyon elektron mikroskobu; (116) otofagozom-lizozom
flizyonunu dogrulamak i¢cin LAMP1/2 veya Rab7 ile ko-lokalizasyon c¢alismalart;
(117) hiicre kaderi tizerindeki net etkiyi belirlemek icin apoptotik ve canlilik
belirteclerinin  (kaspaz  aktivitesi, Annexin V/PI, ATP/MTT analizleri)
degerlendirilmesi; ve (118) yukar1 akis diizenleyicilerini haritalamak i¢in hedefli
sinyal analizleri (fosfo-mTOR, fosfo-AMPK, fosfo-AKT, fosfo-ERK ve Beclin-
1/Bcl-2 ko-immiinopresipitasyon). Son olarak, transkriptomik ve kiicik RNA
profillemesi (mRNA, miRNA ve circRNA), fonksiyon kazanimi/kayb1 dogrulamasi
ile birlestirildiginde, kodlamayan RNA'larin achyrofuranin otofaji genleri iizerindeki
diizenleyici etkisinin bir kismina aracilik edip etmedigini agikliga kavusturacaktir.
Ozetle, achyrofuran, 3 boyutlu néronal kiiltiirlerde otofajiyle iliskili mekanizmayi
giiclii bir sekilde aktive eder ve artan otofajik akisin gostergesi olan molekiiler
degisiklikleri destekler. Bu bulgular, achyrofurani potansiyel noroprotektif etkileri
olan umut verici bir noronal proteostaz modiilatorii olarak konumlandirir. Kesin
mekanistik i¢gorii ve translasyonel uygunluk, farmakokinetik ve beyin penetrasyonu
hususlarini ele almak icin akiya 6zgii analizler, yol haritalama, fonksiyonel sagkalim
caligmalar1 ve nihayetinde in vivo dogrulama gerektirecektir.

Sonuglarimiz, achyrofuranin noéronal hiicrelerde hem otofaji hem de apoptoz
yollarmi igeren ikili bir modiilatér rolii oldugunu ve Alzheimer hastaligi (AH)
tedavileri i¢in potansiyel ¢ikarimlar sagladigini ortaya koymaktadir. Otofaji yolunda,
BECNI'in bilinen negatif diizenleyicisi hsa-miR-513a-3p'nin yaklasik %60 oraninda
asag1 regiilasyonu ve hsa-circBECN1 003'lin ii¢ kat yukar1 regiilasyonu, circRNA
aracili miRNA "stingerlemesinin" BECN1'1 inhibitor kontroliinden serbest biraktigi
koordineli bir transkripsiyon sonrasi mekanizmayr diisiindiirmektedir. Bu,
circRNA'larin otofajiyi baskilayan miRNA'lara rekabet¢i bir sekilde baglanarak
otofajiyi artirabilecegini ve boylece BECNI1 gibi hedefleri yukari regiile ederek
protein agregatlarinin  temizlenmesini  kolaylastirabilecegini  gosteren Onceki
raporlarla uyumludur (11, 119). AH'de BECN1'in asag regiilasyonu, bozulmus
otofaji ve AP birikimiyle iligskilendirilmistir (120). Bu da, achyrofuran aracili BECN1
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ekspresyonunun restorasyonunun proteostazi destekleyebilecegini ve
ndrodejenerasyonu yavaslatabilecegini diisiindiirmektedir.

Es zamanl1 olarak achyrofuran, CYCS ekspresyonunda 2,5 kat artis, CASP9
ve CASP3 proteinlerinin artan pargalanmasi ve Annexin V testi ile apoptotik hiicre
Olimiiniin dogrulanmasiyla kanitlandig1 {izere, mitokondriyal apoptotik kaskadi
onemli Olclide aktive etmistir. Bu tir mitokondriyal kaynakli apoptoz,
norodejeneratif modellerde yaygin olarak belgelenmistir. Bu modellerde, ciddi
sekilde hasar gérmiis néronlar1 yok etmek i¢in bir savunma mekanizmasi olarak veya
duruma ve boyuta bagli olarak ndrodejenerasyona patolojik bir katkida bulunabilir
(102, 121). Tek bir bilesigin otofaji indiiksiyonu ve apoptoz aktivasyonunun bir
arada bulunmasi, fitokimyasal arastirmalarda emsal teskil etmektedir; Ornegin,
resveratrol ve kurkuminin daha diisiikk konsantrasyonlarda koruyucu otofajiyi
tetikledigi, ancak daha yiliksek dozlarda apoptoza dogru kaydigi bildirilmistir (122,
123). Bu iki fazli etki, terapdtik fayda ile toksisite arasindaki iligkinin
belirlenmesinde doz ve zaman bagimlili§inin 6nemini vurgulamaktadar.

Birlikte ele alindiginda, bulgularimiz achyrofurani hem otofajiyi hem de
apoptozu etkileyen miRNA-circRNA-gen aglarinin aday modiilatérii olarak
konumlandirmaktadir. AH baglaminda, achyrofuranin etkilerinin, asir1 nodronal
apoptozu en aza indirirken otofaji yoluyla toplu klirensi en iist diizeye ¢ikarmak igin
dikkatlice titre edilmesi, uygulanabilir bir terapétik strateji sunabilir. AH hayvan
modelleri {izerinde yapilacak gelecekteki ¢aligmalarda circBECN1 003 yukari
regiilasyonunun ve miR-513a-3p baskilanmasinin islevsel iyilesmelere yol agip
acmadig1 ve achyrofuran dozajinin ince ayarlanmasinin hiicresel temizlenme ve sag
kalim arasindaki noroprotektif ~ dengeyi koruyup koruyamayacagi
degerlendirilmelidir.

Bulgularimiz, Achyrofuran'in Alzheimer hastaliginda (AH) 6zellikle CYCS-
miR-1283-circCYCS 001 eksenini iceren miRNA ve circRNA diizenleyici aglar
arasindaki dengeyi degistirerek apoptotik sinyallemeyi modiile edebilecegini
diistindiirmektedir. CYCS'yi hedef alan hsa-miR-1283"in belirgin sekilde asag:
regiilasyonu, CYCS ekspresyonunda onemli bir artigla birlikte goriilmiistiir. Bu
durum, CYCS'yi hedef alan miRNA'larin baskilanmasinin mitokondriyal sitokrom c

salmimmin1 ve kaspaz aktivasyonunu destekleyebilecegini gosteren dnceki raporlarla
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tutarhidir  (74). Ayrica, circCYCS 001'in yukar1 regiilasyonu, kanser ve
norodejeneratif modellerde agiklandigir gibi, circRNA'larin mRNA hedeflerinin
baskilanmasini hafifletmek i¢in miRNA'lar1 "slinger gibi" kullandig1 potansiyel bir
rekabet eden endojen RNA (eRNA) mekanizmasimi diisiindiirmektedir (124, 125).
AH baglaminda, asir1 apoptozis noronal dejenerasyonun bir 6zelligidir ve sitokrom c
aracilt kaspaz-3 aktivasyonu tau boliinmesine ve norofibriler yumak olusumuna
katkida bulunur (126). Achyrofuran kaynakli apoptozis aktivasyonu teorik olarak
hasarli néronlar1 ortadan kaldirabilir ve toksik agregat yiikiinli azaltabilirken, kronik
veya agsirt aktivasyon norodejenerasyonu siddetlendirebilir. Benzer ikili rol etkileri,
diisiik dozlarin hormetik stres tepkileri yoluyla noroproteksiyon sagladigi, ancak
daha yiiksek dozlarin hiicre Olimiinii tetikledigi polifenolik bilesiklerde
gbézlemlenmistir (127). Mevcut veriler, Achyrofuranin  CYCS ekseninin
modiilasyonunun ndronal kaybi hizlandirmadan terapotik olarak  kullanilip
kullanilamayacagin1 belirlemek i¢in doz-yanit ve zaman c¢izelgesi ¢alismalarina olan
ithtiyac1 vurgulamaktadir. miR-1283/circCYCS_001 etkilesimini hedeflemek, AH'de
apoptozu ince ayarlamak i¢in yeni bir yaklasim sunabilir.

Bulgularimiz, Achyrofuran'in mitofaji yolu {izerinde diizenleyici bir etki
gostererek karmasik bir diizenleyici ag ortaya c¢ikardigini gostermektedir. PARK2
seviyelerinde es zamanl bir degisiklik olmaksizin PINK1 ekspresyonunda gézlenen
1,7 kat artis (p < 0,05), mitofajinin kismi bir aktivasyonunu gostermektedir. Bu,
PINK1 yukar regiilasyonunun tek basina mitokondriyal kalite kontrol sinyallemesini
baglatabilecegini, ancak tam aktivasyonun genellikle PARK?2 translokasyonu ve
ubikitinasyon aktivitesini gerektirdigini gosteren Onceki g¢alismalarla uyumludur
(107). LRRK?2'deki 1,5 katlik azalma (p < 0,05) dikkat cekicidir, ¢iinkii LRRK2
baskilanmasi, Alzheimer hastaligi (AH) modellerinde noéroinflamasyonu ve anormal
mitokondriyal dinamikleri azaltarak noroprotektif sonuglarla iligkilendirilmistir
(128).

Transkripsiyon sonrasi diizeyde, hsa-miR-338-5p'nin iki kat yukan
regiilasyonu (p < 0,01), miR-338-5p'nin noérodejeneratif durumlarda dogrudan
LRRK2 mRNA'sin1 hedef aldigina dair 6nceki raporlar géz oniine alindiginda,
LRRK2'nin  asag1  regiilasyonunu  agiklayabilir ~ (129).  Tersine, hsa-
circPINK1_001'deki %501k azalma (p < 0,05), mitofajiyi destekleyen genleri
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baskilamakla gorevli bir diizenleyici olan miR-129-1-3p'yi siingerlestirme yetenegini
azaltarak mitofajinin tam aktivasyonunu sinirlayabilir (130). Bu tiir circRNA aracili
kontrol, mitokondriyal kalite kontroliinde ince ayar mekanizmasi olarak giderek daha
fazla kabul gérmektedir.

AH baglaminda, bozulmus mitofaji, islevsiz mitokondrilerin birikmesine,
yiiksek oksidatif strese ve noronal kayba katkida bulunur (104). PINK1/PARK2
yolunun diizensizligi, AH patolojisinde iyi bilinen bir ozelliktir ve verilerimiz,
Achyrofuran'm PINK1 ekspresyonunu artirirken ayn1 anda LRRK2'yi diistirerek bu
kusuru kismen diizeltebilecegini gostermektedir. Ancak, PARK2 indiiksiyonunun
olmamasi ve azalmis circPINK1 001 ekspresyonu, mitofaji i¢in terapotik faydalarin
eksik olabilecegini diisiindiirmektedir. Gelecekteki stratejiler, hem PINK1/PARK?2
sinyallemesini indiikleyen hem de giiglii mitokondriyal temizlige ulagsmak icin
circRNA aracili diizenleyici kapasiteyi geri kazandiran kombinatoryal miidahaleleri
igerebilir.

Bulgularimiz, otofaji, apoptozis ve mitofajinin incelenen modelde belirgin
sekilde modiile edildigini gostermektedir. Bu durum, bu yollar1 Alzheimer hastaligi
(AH) patolojisine baglayan Onceki kanitlarla tutarlidir. Gézlemlenen BECN1 ve
LC3-II yukar regiilasyonu, azalmis p62 ile birlestiginde, amiloid-f (AP) temizligini
kolaylastirabilecek artmis otofajik akisi diistindiirmektedir. Bu, Pickford vd. (2008)
tarafindan yapilan ve otofajinin Af bozunmasini destekledigini belirten raporlarla
uyumludur (120); ancak Wang vd. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmalarda
gosterildigi gibi asir1 aktivasyon, tau patolojisini siddetlendirebilir (131). miR-
1283'iin asag1 regiilasyonuyla birlikte artan CYCS ve CASP3 ekspresyonu, apoptoz
aktivasyonunu destekleyerek AH'deki ndronal kaybin kismen kaspaz aracili hiicre
Olimii tarafindan yonlendirildigine dair kanitlar1 dogrulamaktadir (74). Ek olarak,
PINK1'in ytlikselmesi ve LRRK2'in baskilanmasi, miR-338-5p'deki artisla birlikte,
AH'de mitokondriyal islev bozuklugunu kismen kurtardig: bildirilen bir mekanizma
olan gelismis mitofajiye isaret etmektedir (107). Ozellikle, LRRK2 ekspresyonunun
azalmasimin noroprotektif oldugu o6ne siiriilmiistiir (128), bu da mitofajinin hedefli
modiilasyonunun tedavi edici bir yol olabilecegini diisiindiirmektedir. Toplu olarak,
bu molekiiler degisiklikler, otofaji ile ilgili siireclerin dengeli diizenlenmesinin AH

ilerlemesini hafifletmede kritik 6neme sahip oldugu fikrini desteklemektedir.
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Mevcut analiz, Achyrocline satureioides tedavisinin otofaji, apoptoz ve
mitofaji yollariyla iliskili gen, miRNA ve circRNA ekspresyonunu anlamli diizeyde
modiile ettigini ortaya koymustur. Otofaji yolunda BECN1 ve MAPILC3A’nin
yukar1 regiile oldugu, buna karsilik SQSTM1’in asag regiile oldugu gozlenmis olup
bu durum artmis otofajik akisi diisiindiirmektedir. Bu bulgular, BECN1’in yukari
regiilasyonunun  otofagozom olusumunu kolaylastirdigii  ve SQSTMI1’in
degradasyonunun otofaji progresyonunun bir gostergesi oldugunu bildiren 6nceki
caligmalarla  uyumludur  (132). Gozlenen miR-513a-3p azalmast  ve
circBECN1 003’tin  yukar1  regiilasyonu, otofaji  aktivasyonunda  post-
transkripsiyonel diizenlemenin roliini daha da desteklemekte olup, BECNI
ekspresyonunun diizenlenmesinde miRNA-circRNA etkilesimini  vurgulayan
calismalarla uyumluluk gostermektedir (133).

Apoptoz yolunda CYCS, CASP3 ve CASP9’un yukar1 regiilasyonu, intrinsik
apoptoz kaskadinin aktivasyonunu gostermekte olup, mitokondriden sitokrom c
salmmminin kaspaz bagmli apoptozu tetikledigini bildiren Elmore (2007)
bulgulariyla uyumludur (134). miR-1283’{in azalmas1 ve circCYCS 001’in yukari
regiilasyonu, apoptozla iliskili gen ekspresyonuna niikleotid dist RNA (ncRNA)
diizenlenmesinin katkida bulunabilecegini diisiindiirmekte olup, circRNA’larin
miRNA siingeri olarak gorev yaparak pro-apoptotik genlerin baskilanmasini
azalttigin1 gosteren verilerle ortlismektedir (119).

Mitofaji agisindan bakildiginda, PINK1 ve PARK2’nin yukar regiilasyonu
ile eszamanli olarak LRRK2’nin agag1 regiilasyonu, mitokondriyal kalite kontroliiniin
desteklendigini diistindiirmektedir. Zira PINKI1/Parkin sinyal yolunun, hasarli
mitokondrilerin eliminasyonunu kolaylastirdigi bilinmektedir (107). Azalan miR-
338-5p ve artan circPINK1 001 ekspresyonu, mitofajiyi diizenleyen bir circRNA—
miRNA-mRNA eksenine isaret edebilir. Bu durum, miR-338-5p’yi mitokondriyal
dinamikler ve norodejenerasyon ile iliskilendiren giincel kanitlarla da uyumludur
(135).

Genel olarak, elde edilen sonuglar A. satureioides’in, otofaji, apoptoz ve
mitofaji gibi temel yollarda gen ve ncRNA aglarin1 koordine ederek hiicre kaderini
modiile ettigini disiindirmektedir. Bu etkiler, bitkinin daha O6nce bildirilen

antioksidan ve sitoprotektif 6zelliklerinin altinda yatan mekanizmalar1 agiklayabilir
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(136) ve ncRNA aracili diizenleyici mekanizmalarin hedeflenmesinin potansiyel

terapotik onemine isaret etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma, achyrofuranin kodlama ve kodlamayan RNA aglar1 araciligiyla
SH-SY5Y ndronlarinda otofajiyi, apoptozu ve mitofajiyi diizenledigini
gostermektedir. AP temizligini artirirken, pro-apoptotik etkileri ve eksik mitofaji
aktivasyonu terapotik potansiyeli sinirlayabilir. Gelecekteki caligmalar sunlar
yapmalidir: Otofaji aktivasyonu ve apoptozu dengelemek i¢in dozaji optimize
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