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3-HİDROKSİBÜTİRAT’IN SH SY-5Y HÜCRE HATTINDA 

HİDROJEN PEROKSİT TOKSİSİTESİ ÜZERİNE ETKİSİNİN 

İNCELENMESİ 

 

Samar Mohamed Ali AHMED 

Dokuz Eylül Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Biyokimya Anabilim Dalı, 35340 İnciraltı, İzmir 

ÖZET 

Giriş ve amaç: Alzheimer Hastalığı (AH), progresif ilerleme gösteren, hafıza kaybı ile 

sonuçlanan geri dönüĢümsüz nörodejeneratif bir hastalıktır. Patogenezinde amiloid beta (Aß) 

toksisitesinin temel mekanizmalardan biri olduğu düĢünülse de, oksidatif stres ve mitokondri 

disfonksiyonu gibi birçok patofizyolofik süreç yer almaktadır. Nörolojik hastalıkların bir 

kısmında ketojenik diyet terapötik bir seçenek olarak kullanılmaktadır. Ketojenik diyetin etki 

mekanizması tam olarak anlaĢılamamıĢ olsa da, güçlü kanıtlar mitokondriyal fonksiyonu 

iyileĢtirerek etki ettiğini ileri sürmektedir. Diğer taraftan hücre mitokondrisinde sentezi 

baĢlayan nörosteroidlerin nöroprotektif rolleri yanı sıra aktif nörotransmiter rolü görerek, 

beynin öğrenme, hafıza, duygu durum ve biliĢsel yeti ile ilgili alanlarında olumlu etkiler 

gösterdikleri bilinmektedir. 

     Bu çalıĢma ile nöronal karakterli SH SY-5Y hücrelerinde oluĢturulan Hidrojen Peroksit 

(H2O2) toksisitesinde bir keton cismi olan 3-Hidroksibütirat (3-OHB) uygulamasının hücre 

canlılığı üzerine etkilerinin konsantrasyon ve zaman bağımlı olarak belirlenmesi 

amaçlanmıĢtır. Bunun yanı sıra 3-OHB'ın steroid hormon sentezinde hız kısıtlayıcı 

mitokondriyal bir enzim olan sitokrom P450 kolesterol yan zincir koparıcı (P450scc) enzim 

düzeyi ve kognitif fonksiyonlar üzerine olumlu etkileri olduğu bilinen nöronal steroidlerden 

dehidroepiandrosteron (DHEA) ve dehidroepiandrosteron sülfat (DHEAS) konsantrasyonları 

üzerine etkisinin değerlendirilmesi amaçlanmıĢtır. 
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Yöntemler: SH SY-5Y hücrelerine 48 saat süre ile 1 ve 4 mM 3-OHB‟ın ön uygulamasının 

farklı glukoz konsantrasyonlarında oluĢturulan H2O2 toksisitesinde hücre canlılıkları üzerine 

etkileri 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid (MTT) testi 

kullanılarak incelendi. Ayrıca P450scc enzim, DHEA ve DHEAS düzeyleri Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay (ELĠSA) yöntemi kullanılarak belirlendi. 

Bulgular: H2O2 ile oluĢturulan toksisite modelinde 200 μM dozda uygulanan H2O2‟in hücre 

canlılığını kontrol grubuna göre ~% 40- 50 oranında azalttığı gösterildi. 1 mM 3-OHB ile 48 

saat ön muamelenin, üç glukoz konsantrasyonu (17.5 mM, 5 mM ve 1 mM) koĢulunda da 200 

μM H2O2 uygulanan gruba kıyasla hücre canlılığında herhangi bir değiĢiklik ortaya 

çıkarmadığı izlendi. Bunun yanında, aynı deney koĢullarında 1 mM 3-OHB‟ın sadece H2O2 

uygulanan gruba kıyasla P450scc enzimi, DHEA ve DHEAS düzeylerinde artıĢa neden 

olduğu gösterildi.  Ancak bu artıĢ sadece 5 mM glukoz varlığında P450scc enzimi (p=0.043) 

ve DHEAS için (p=0.029) istatistiksel olarak anlamlıydı. 

Sonuç: Sonuç olarak bu çalıĢma ile 3-OHB'nin nörosteroidlerin sentezinde görevli enzimi 

tetiklediği ve oksidatif hasara karĢı olası koruyucu etkileri olduğu vurgulanan DHEA ve 

DHEAS seviyelerinde artıĢa neden olduğu gösterilmiĢtir. 3-OHB'nin olası nöroprotektif 

etkisini sadece normoglisemik bir koĢulda oluĢturduğunu ve bu etkinin nörosteroidler ile 

bağlantılı olduğunu gösteren önemli in vitro veriler elde edilmiĢtir. Keton cisimleri ve nöronal 

steroid yapılı hormonların iliĢkisi nörodejeneratif değiĢiklerin önlenmesi ve nörodejeneratif 

hastalıkların oluĢum mekanizmalarının anlaĢılmasında önemli ipuçları oluĢturacaktır.  

Anahtar sözcükler: Alzheimer Hastalığı, oksidatif hasar, keton, nörosteroid, mitokondri  
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF 3-

HYDROXYBUTYRATE ON HYDROGEN PEROXIDE 

TOXICITY IN SH SY-5Y CELL LINE 

 

Samar Mohamed Ali AHMED 

Dokuz Eylül University, Institute of Health Sciences 

Biochemistry Department, 35340 İnciraltı, İzmir 

ABSTRACT 

Introduction and aim: Alzheimer's disease (AD) is a disease characterized by its progressive 

nature and the advance of irreversible neurodegeneration that eventually leads to memory 

loss. Despite amyloid beta (Aß) toxicity being one of the main mechanisms in the 

pathogenesis of AD, many other pathophysiological processes such as oxidative stress and 

mitochondria dysfunction also occur. Ketogenic diet has been used as a therapeutic option for 

some neurological diseases. Although the mechanism of action of ketogenic diet is not fully 

understood, strong evidence suggests that it works by improving mitochondrial function. On 

the other hand, neurosteroids, whose synthesis starts in cell mitochondria, are suggested to 

have various effects in the areas related to learning, memory, mood and cognitive ability of 

the brain. This can be attributed to them being neuroprotective, as well as having an active 

role as neurotransmitters. 

     The aim of this study was to determine the effects of the ketone body 3-Hydroxybutyrate 

(3-OHB) administration (addition of 3-OHB at the determined concentrations to cell culture 

medium) on cell viability in Hydrogen Peroxide (H2O2) induced toxicity in SH SY-5Y cells in 

a concentration and time-dependent manner. In addition, we intended to evaluate the effects 

of 3-OHB on the levels of the first speed-limiting enzyme in steroid hormone synthesis; 

cytochrome P450 cholesterol side-chain cleavage (P450scc) enzyme as well as the levels of 

the neurosteroids dehydroepiandrosteron (DHEA) and dehydroepiandrosteron sulfate 

(DHEAS) which are presumed to have positive effects on cognitive functions. 
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Methods: Ġn the presence of different glucose concentrations, we measured the effect of 

pretreating SH SY-5Y cells for 48 hours with 1 mM and 4 mM 3-OHB on cell viability in 

H2O2 toxicity using 3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

(MTT) test. Additionally, we quantified P450scc enzyme, DHEA and DHEAS levels using 

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) technique. 

Results: In the toxicity model induced by H2O2, a dose of 200 μM H2O2 has managed to 

reduce cell viability by ~ 40-50% compared to the control group. We found that in all three 

glucose concentrations (17.5 mM, 5 mM and 1 mM) conditions, pretreatment with 1 mM 3-

OHB for 48 hours caused no change in cell viability compared to control group (cells treated 

with 200 μM H2O2 only). Additionally, under the same conditions, pretreatment with 1 mM 3-

OHB for 48 hours caused an increase in P450scc enzyme, DHEA and DHEAS levels 

compared to control group (cells treated with 200 μM H2O2 only) in all three glucose 

conditions. However, this increase was statistically significant only in the presence of 5 mM 

glucose in the case of P450scc enzyme (p= 0.043) and DHEAS (p=0.029) 

Conclusion: In conclusion, this study has shown that 3-OHB triggers the enzyme involved in 

the synthesis of neurosteroids and also causes an increase in DHEA and DHEAS levels, 

which are emphasized to have possible protective effects against oxidative damage. 

Moreover, we obtained important in vitro data showing that 3-OHB exerts its possible 

neuroprotective effect only in a normoglycemic condition and that this effect is associated 

with neurosteroids. Understanding the relationship between ketone bodies and hormones with 

neuronal steroid structure will provide important clues in preventing neurodegenerative 

changes and understanding the mechanisms of neurodegenerative diseases. 

Keywords: Alzheimer‟s disease, oxidative damage, ketone, neurosteroid, mitochondria 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 Alzheimer Hastalığı (AH), progresif ilerleme gösteren, hafıza kaybı ile sonuçlanan 

geri dönüĢümsüz nörodejeneratif bir hastalıktır [1]. Patogenezinde amiloid beta (Aβ) 

toksisitesinin temel mekanizmalardan biri olduğu düĢünülse de nörofibriller yumak oluĢumu, 

mitokondri disfonksyonu, inflamasyon, glutamat toksisitesi, oksidatif stres, sinaptik hasar ve 

kolinerjik aktivite kaybı gibi birçok patofizyolofik süreç yer almaktadır [2]. Prooksidan ve 

antioksidan seviyeleri arasındaki hücresel dengesizlik olarak tanımlanan oksidatif stres [3], 

AH gibi birçok nörodejeneratif hastalıkla iliĢkilendirilmektedir. Mitokondriyal 

disfonksiyonun ve biyoenerji açığının gözlendiği AH‟nda oksidatif stresin mitokondri 

fonksiyon bozukluğu üzerinde etkili olabileceği ileri sürülmektedir [4]. 

 Uzun süredir ketojenik diyet tedavisinin non-farmakolojik bir tedavi yaklaĢımı olarak 

epilepsi baĢta olmak üzere nörolojik hastalıklar için kullanımı önerilmektedir [5][6]. Uzun 

zincirli trigliserit diyeti olarak bilinen klasik ketojenik diyette günlük kalorinin çoğu yağdan 

sağlanır. Orta zincirli yağ asidi içeren diyette ise karbohidrat ve protein daha fazla miktarlarda 

bulunurken yağ oranı daha azdır, daha iyi tolere edilebilir ve uzun zincirli trigliserit 

diyetlerine göre kilokalori enerji baĢına daha fazla keton cisimleri [asetoasetat (AA), 3-

hidroksibütirat ve aseton] üretilmesine neden olur. 3-hidroksibütirat, uzun süreli egzersiz, 

açlık durumlarında, ketojenik diyet veya kalori kısıtlaması sırasında biriken keton cisimlerinin 

en belli baĢlı olanıdır [7]. Son yıllarda AH'da, keton cisimlerinin etkinliği ve bunun 

mekanizması araĢtırılmaktadır. Orta zincirli yağ asidinden zengin hindistan cevizi yağının, 

ketojenik diyetin ya da dıĢarıdan verilen ketojenik ajanların  insan ya da hayvan modellerinde, 

nöropatolojik süreçleri azalttığı, kognitif fonksiyonları arttırdığı, öğrenmeyi güçlendirdiği ileri 

sürülmektedir [8][9][10]. 

 Bugüne kadar keton cisimleri ile yapılan in vitro ve in vivo çalıĢmalarda pek çok farklı 

mekanizma üzerinde yoğunlaĢılmıĢtır. Keton cisimlerinin nöroprotektif etkilerini; oksidatif 

stresi azaltarak ya da nöron hücrelerine Aβ protein giriĢini engelleyerek yaptıkları 

vurgulanmıĢtır [11]. Buna ek olarak nörotoksisiteye karĢı mitokondriyal koruma sağladığı 

(elektron taĢıma zincirindeki (ETZ) kompleksleri koruduğu) ve mitokondriyal solunumu 

arttırdığı ileri sürülmekle beraber mekanizması henüz kesin olarak ortaya konmamıĢtır. 

Bununla birlikte çalıĢmamızın hipotezine göre nöronal keton cisim düzey artıĢının mitokondri 

disfonksiyonunu engelleyebileceği düĢünülebilir. Diğer taraftan hücre mitokondrisinde 
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sentezi baĢlayan nörosteroid sentezinin de etkileneceği düĢünülebilir. Bu steroid hormonlar 

nöroprotektif özelliklerinin yanında aktif nörotransmiter rolü görerek, beynin öğrenme, 

hafıza, duygu durum ve biliĢsel yeti ile ilgili alanlarında çeĢitli etkiler ortaya çıkarabilir [12]. 

Dehidroepiandrosteron (DHEA) ve Dehidroepiandrosteron sülfat (DHEAS) nöronal dokuda 

da üretilen önemli nörosteroidlerdendir. Hidrojen peroksit (H2O2), in vitro çalıĢmalarda 

oksidatif stres üretmek için yaygın olarak kullanılan bir ajan olup H2O2‟in indüklediği 

toksisitenin oluĢum mekanizması ile steroid sentezi arasındaki iliĢki ve en önemlisi keton 

cisimlerinin bu nöroaktif steroidler üzerine olan etkileri ise henüz kesin olarak bilinmemektir. 

 Bu çalıĢma ile in vitro olarak nöronal hücrelerde oluĢturulan H2O2 toksisitesinde 3-

OHB uygulamasının (hücre kültürü ortamına 3-OHB‟ın ön çalıĢma ile belirlenen 

konsantrasyonlarda dıĢarıdan verilmesi) nöronal hücre canlılığı üzerine etkilerini 

konsantrasyon ve zaman bağımlı olarak belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Bunun yanı sıra 3-

OHB'ın steroid hormon sentezinde hız kısıtlayıcı mitokondriyal bir enzim olan sitokrom P450 

kolesterol yan zincir koparıcı (P450scc) enzim düzeyi ve kognitif fonksiyonlar ile iliĢkili 

olduğu öne sürülen DHEA ve DHEAS düzeyleri üzerine etkileri değerlendirilecektir. 

 Planladığımız çalıĢma ile H2O2 „in tetiklediği hücre ölümünün oluĢum mekanizmasına 

farklı bir bakıĢ açısı getirmek ve yeni tedavi seçeneklerini geliĢtirmek için in vitro verilerin 

elde edilmesi mümkün olabilecektir. 

     ÇalıĢmanın hipotezleri: insan nöroblastoma hücrelerinde (SH SY-5Y hücre hattı hücreleri) 

3-Hidroksibütirat, mitokondri fonksiyonlarını arttırarak, nörosteroid sentezini arttırıp hidrojen 

peroksit toksisitesini azaltarak koruyucu etki gösterir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 

7 
 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Alzheimer Hastalığı 

     Alzheimer Hastalığı geri dönüĢümsüz nörodejeneratif bir hastalık olup patogenezinde 

oksidatif stres, mitokondri disfonksiyonu, inflamasyon, glutamat toksisitesi, sinaptik hasar ve 

kolinerjik aktivite kaybı, nörofibriller yumak oluĢumu gibi birçok patofizyolojik süreç yer 

almakla birlikte, çoğu çalıĢmada da amiloid beta (Aβ) toksisitesinin temel mekanizmalardan 

biri olduğu vurgulanmaktadır [1] [2]. 

     Batı ülkelerinde ölüm nedenleri arasında 4. sırada bulunması ve bu hastalıktan hayatını 

kaybeden yaĢlıların sayısının halen artıĢı, hastaların sağlık ve bakım harcamaları için oldukça 

yüksek finansal ihtiyacın olması, bu hastalığı toplum için sosyal ve ekonomik bir problem 

haline getirmiĢtir. Bu nedenle AH‟da nöron kaybını önleyebilecek ajanların tanımlanması, 

hastalıktan koruyucu ve tedavi edici yöntemlerin bulunması oldukça önemlidir. 

     Prooksidan ve antioksidan seviyeleri arasındaki hücresel dengesizlik olarak tanımlanan 

oksidatif stres [3], AH gibi birçok nörodejeneratif hastalıkla iliĢkilendirilmektedir. 

Mitokondriyal disfonksiyonun ve biyoenerji açığının gözlendiği AH‟nda oksidatif stresin 

mitokondri fonksiyon bozukluğu üzerinde etkili olabileceği ileri sürülmektedir [4]. 

2.2. Oksidatif Stres 

          Oksidanlar ve antioksidanlar arasındaki dengenin oksidanlar lehine bozulması 

moleküler hasarın oluĢmasına yol açmaktadır. Prooksidanlar, serbest radikal ve radikal 

olmayan türler olabilir. Öte yandan, hücrelerin yapısal bütünlüğünü ve fizyolojik iĢlevlerini 

oksidatif strese karĢı koruyan savunma sistemi olarak bilinen antioksidanlar, güçlü enzimleri 

(süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve tioredoksin sistemi enzimleri) ve 

indirgeyicileri (askorbik asit, karotenoidler vb.) içermektedir. Oksidatif stresin hücresel 

hedefleri arasında lipitler, proteinler, karbonhidratlar, deoksiribonükleik asit (DNA), 

ribonükleik asit (RNA) gibi birçok farklı biyomolekül bulunmaktadır [3]. 
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2.2.1. Oksidatif Stresin Biyokimyası 

     Aerobik metabolizma, yükseltgenme-indirgenme (redoks) dengesi ile nitelenen sabit bir 

durumdur. Metabolik kararlı hallerde küçük sapmalar yaratırken (oksidatif eustress), 

oksidasyona doğru daha belirgin sapmalar biyomoleküllere zarar verebilir ve fizyolojik 

redoks sinyalini değiĢtirebilir hatta bozabilir [3][13]. Reaktif oksijen türleri (ROS), oksijenden 

türetilmiĢ serbest radikaller (süperoksit (O2•
-
), hidroksil radikali (•OH) , nitrik oksit) ve 

yüksek reaktiviteye sahip radikal olmayan oksijen türevleri (singlet oksijen (
1
O2), hidrojen 

peroksit (H2O2), peroksinitrit, hipoklorit) için kullanılan kolektif bir terimdir. Canlı 

organizmalarda ROS, plazma zarında, sitozolde, peroksizomlarda, ve mitokondri ve 

endoplazmik retikulum zarlarında üretilir [14]. Ancak ökaryotik hücrelerde ROS'un % 

90'ından fazlasının mitokondri tarafından üretildiği tespit edilmiĢ olup bu miktarın çoğu 

elektronların mitokondriyal elektron transfer zincirinden -esas olarak koenzim Q'dan- 

moleküler oksijene kaçmasıyla üretildiği ileri sürülmektedir [15]. Moleküler oksijen, iki 

molekül su üretmek için birer birer olmak üzere toplam dört elektron kabul edebilir. Bu iĢlem, 

genellikle ROS ve reaktif azot türleri (RNS) olan farklı yan ürünlerin üretilmesine yol açar 

[16]. ġekil 1‟de gösterildiği gibi, O2'nin tek elektron indirgemesi O2•
-
'nin üretilmesine neden 

olur. DüĢük pH'ta, bir O2•
-
, ek elektronunu baĢka bir O2•

-
'ye verir ve daha sonra protonasyon 

ile H2O2 oluĢumuna neden olur. Yine O2•
-
, perhidroksil radikali (HO2

-
) oluĢturmak üzere 

protonlanabilir. Ayrıca, bakır ve demir gibi geçiĢ metallerinin varlığında, Haber-Weiss 

mekanizması veya Fenton reaksiyonu yoluyla •OH üretmek için baĢka reaksiyonlar meydana 

gelir [16]. Yüksek reaktivitesi ve indirgenme potansiyeli olan •OH, hücreler için çok 

tehlikelidir. •OH fosfolipid peroksidasyonunun baĢlatılmasında ve protein oksidasyonunun 

üretilmesinde çok etkilidir [3]. 

     Aerobik organizmalarda normal hücresel metabolizma sırasında sürekli ROS üretimi 

mevcuttur ve bunlar hücresel makromolekülleri hedef alarak hasar oluĢturma eğilimindedirler 

[3]. Ayrıca, oksidatif stres kısır bir döngüye girebilir, çünkü üretilen ROS biyomolekülleri 

tahrip ettiğinde, bu daha yüksek ROS birikimine neden olabilir [17]. Ġnsan vücudunda, 

vücutta doğal olarak üretilen veya gıdalar ve / veya takviyeler yoluyla dıĢarıdan temin edilen 

düĢük konsantrasyonlarda bulunan ve oksitlenebilir substratın oksidasyonunu önemli ölçüde 

geciktiren veya önleyen antioksidanlar üreterek oksidatif strese karĢı koymak için çeĢitli 

mekanizmalar vardır [16]. Ana antioksidan enzimler Ģunlardır: sitosolik Cu, Zn Süperoksit 
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dismütaz (SOD), mitokondriyal Mn-SOD, peroksizomal katalaz, sitosolik ve mitokondriyal 

glutatyon peroksidazlar ve sitosolik ve mitokondriyal tioredoksin redüktazlar. Diğer 

antioksidan kategorisi, tokoferoller, askorbik asit, karotenoidler ve diğer küçük antioksidanlar 

olan düĢük moleküler kütle indirgeyicileridir [3]. 

 

 Şekil 1: ROS üretimi [16] 

2.2.2.   Oksidatif Stres ve Alzheimer Hastalığı 

     Oksidatif hasarın, yaĢlanma süreci [18], kanser ve birçok nörodejeneratif hastalığın 

geliĢimi ile bağlantılı olduğu öne sürülmektedir [19]. Beyin, yüksek oksijen tüketimi (toplam 

vücut tüketiminin %20'si) nedeniyle, oksidatif strese bağlı oksidatif hasara özellikle hassastır. 

Buna ek olarak, beyindeki serbest radikal ve radikal olmayan türlerin üretilmesi, sinaptik 

plastisite gibi kritik bazı fonksiyonların gerçekleĢmesinde önemlidir. Fakat redoks 

sinyalindeki bozulma gibi bazı durumlarda bu üretim dezavantaj olarak beyni oksidatif strese 

duyarlı hale getirebilir [20]. 

     Reaktif türlerin aĢırı üretimi ve yetersiz antioksidan savunma mekanizmalarının etkin 

aktivitesi, Alzheimer hastalığı (AH), Parkinson hastalığı (PH), Huntington hastalığı (HH) ve 

amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi birçok nörodejeneratif hastalığın patogenezi ile 

iliĢkilendirilmiĢtir [21]. ROS birçok nörodejeneratif hastalığı için tetikleyici faktör olmasa da, 

oksidatif hasar ve mitokondri ile etkileĢim yoluyla hastalık ilerlemesini Ģiddetlendirmesi 

muhtemeldir (ġekil 2)[22]. 
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     Alzheimer Hastalığı, geri dönüĢümsüz nörodejeneratif bir hastalık olup dünya çapında en 

büyük sağlık sorunlarından biri olmaya devam etmektedir [1]. AH‟nın belirtileri ortaya 

çıkmadan önce 20 yıl veya daha fazla beyinde hasta tarafından fark edilemeyen küçük 

değiĢikliklerle baĢladığı düĢünülmektedir. Yıllarca süren beyin değiĢikliklerinden sonra 

bireyler dil problemleri ve hafıza kaybı gibi belirgin semptomlar yaĢamaya baĢlar [1]. Çok 

faktörlü bir hastalık olduğu düĢünülen AH'nda altta yatan temel nörobiyolojik mekanizmalar; 

amiloid peptid teorisi, kolinerjik hipotez, glutamaterjik nörotransmisyon, tau proteininin rolü, 

oksidatif stres ve kalsiyumun katılımını içermektedir [2] [23] [24][25] [26]. 

    Oksidatif stresin rolü hastalığının patogenezi ve  seyrinde yoğun bir Ģekilde araĢtırılmıĢ ve 

nöronal RNA ve proteine etkilerinin hastalık oluĢumunda erken bir olay olduğu 

vurgulanmıĢtır [27]. Ayrıca, AH olan bireylerin beyin dokularındaki birçok oksitlenmiĢ baz 

seviyelerinin, kontrol deneklerine kıyasla frontal, parietal ve temporal loblarda anlamlı olarak 

daha yüksek olduğu, mitokondriyal DNA'nın, nükleer DNA'dan yaklaĢık 10 kat daha yüksek 

oksitlenmiĢ baz seviyelerine sahip olduğu gösterilmiĢtir [28]. Buna ek olarak, ventriküler 

BOS'ta, artmıĢ DNA oksidasyonu ve azalan onarım ürünü seviyeleri tespit edilmiĢ [29], 

hastaların otopsi sonucu elde edilen beyin dokusu örneklerinde de peroksidasyonda artıĢ ve 

antioksidan enzim aktivitesinde azalma saptanmıĢtır [30]. 

     AH‟ında oksidatif durumdaki değiĢiklikler periferik olarak da belirlenmiĢtir. AH olan 

bireylerde plazma antioksidanlarında bir azalma saptanmıĢ [31].  Kontrol grubuna göre 

plazma 8-hidroksi-2‟-deoksiguanozin (8-OH-dG) (DNA‟da en sık çalıĢılan ve tespit edilen 

okside nükleozid hasar ürünü) düzeyleri anlamlı yüksek ve toplam antioksidan düzeyleri 

anlamlı olarak düĢük bulunmuĢtur [32]. Ayrıca, vasküler demans ve AH'a bağlı demans 

hastalarından alınan kan örneklerinde, lipid peroksidasyonunda bir artıĢ ve bazı antioksidan 

enzim aktivitelerinde de bir azalma olduğu gösterilmiĢtir [33]. 

     Oksidatif stres aynı zamanda AH'nın ayırt edici özelliklerinin çoğunda moleküler 

düzeydeki değiĢikliklerle de bağlantılı bulunmuĢtur. Oksidatif stresin β-amiloid Prekürsör 

Protein Kırma Enzimi 1 (BACE1) transkripsiyonunu indüklediğini ve böylece AH'nda Aβ 

patolojik seviyelerinin üretimini teĢvik ettiği vurgulanmıĢtır [34] (ġekil 3). Farelerde yapılan 

bir çalıĢmada, mitokondriyal süperoksit dismutaz 2 (SOD2) eksikliğinin amiloid yükünü 

Ģiddetlendirdiği ve fosforile tau seviyelerini artırdığı bulunurken [35], SOD1 (Bakır/Çinko 
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Süperoksit Dismutaz) eksikliğinin amiloid-beta protein oligomerizasyonu ve bellek kaybına 

yol açtığı gösterilmiĢtir [36]. 

 

Şekil 2: Oksidatif stres ve nörodejeneratif hastalıkları [22] 

 

Şekil 3: Amiloid prekürsör proteinin (APP) sekretazlar ile kesimi sonucu Aβ oluşumu [23] 
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     ArtmıĢ oksidatif stres ve AH‟nın baĢlangıcı veya ilerlemesi arasındaki güçlü korelasyon 

nedeniyle, antioksidan ajanların AH üzerindeki etkisini test etmek için birçok çalıĢma 

yapılmıĢtır. Antioksidan özelliklere sahip olan C ve E vitaminlerinin 1 yıl boyunca 

kullanıldığı klinik bir çalıĢmada BOS'ta sınırlı bir antioksidan etki gözlenebilsede, 

müdahalenin AH'nın seyri üzerinde 1 yıl boyunca anlamlı bir etkisi olmamıĢtır [37]. Farklı bir 

klinik çalıĢmada ise, ortalama 2,27±1,22 yıllık takip süresince, E vitamini alan hafif ila orta 

derecede AH olanlarda günlük yaĢamın temel ve araçsal etkinliklerinde (ADCS-ADL ölçeği 

kullanılarak) plasebo alanlara göre daha yavaĢ düĢüĢ gösterilmiĢtir [38]. 

     AH'nın patogenezini ortaya koymaya çalıĢan araĢtırmalarda, hastalık oluĢum 

mekanizmasında mitokondriyal disfonksiyon ve biyoenerji açığının oldukça önemli olduğu 

vurgulanmıĢtır [39] Ayrıca AH olan hastaların nöronlarında, mitokondrinin amiloid-beta 

proteinin doğrudan birikim yeri olduğu da tespit edilmiĢtir [40]. Bu nedenle mitokondriyi 

hedefleyen antioksidanlar terapötik ajanlar olarak önem kazanmıĢtır. Mitokondride seçici 

olarak birikebilen ve fazla oksijensiz radikalleri ortadan kaldırabilen mitokondri hedefli bir 

antioksidan olan MitoQ, mitokondri ve hücre zarlarının oksidatif strese karĢı korunmasına ve 

ayrıca lipit peroksidasyonunun önlenmesine yol açabilen bir ajandır [4]. Bunun yanında keton 

cisimlerinin de  oksidatif stresi azaltarak ya da nöron hücrelerine Aβ protein giriĢini 

engelleyerek nöroprotektif etkiler yaptıkları, nörotoksisiteye karĢı mitokondriyal koruma 

sağladıkları vurgulanmıĢtır [41]. 

2.3. Alzheimer Hastalığında Enerji Metabolizması ve Keton Cisimlerin Rolü 

2.3.1. Beyin Metabolizması 

2.3.1.1. Normal Beyin Metabolizması 

     Beyin, toplam vücut kütlemizin yaklaĢık %2'lik küçük bir kısmını oluĢtururken, toplam 

oksijen metabolizmasının % 20'sinden fazlasını oluĢturan en büyük enerji tüketimi kaynağını 

temsil eder. Ayrıca, nöronların beyinde üretilen enerjinin %75-%80'ini tükettiği tahmin 

edilmektedir [42]. 

     Glukoz beyindeki ana enerji kaynağıdır. Adenosin-5′ trifosfat (ATP) üretimine ek olarak, 

glukoz ayrıca membran ve miyelin sentezi için gerekli yağ asitleri ve diğer lipitler, protein 

sentezi ve nörotransmitter üretimi için amino asitler, nükleotitlerin sentezi için 5 karbonlu 
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Ģeker, ve astrositlerde glikojen üretilmesi için metabolik ara maddeler üretmek için de 

kullanılır [43]. Nöron membranları glukoza geçirgen değildir, bu nedenle glukoz hücre zarları 

boyunca spesifik taĢıma proteinleri tarafından aktarılır. Bu taĢıyıcılar sodyumdan bağımsız 

glukoz taĢıyıcıları (GLUT'lar) ve sodyum bağımlı glukoz taĢıyıcıları (SGLT'ler)‟dır. GLUT1 

ve GLUT3, beyindeki glukoz taĢınmasından sorumlu ana GLUT proteinleridir [44]. Glukoz, 

hücrelere girdikten sonra glukoz-6 fosfat oluĢturmak için hekzokinaz enzimi ile fosforile 

edilir. Glukoz-6 fosfat ġekil 4'te görüldüğü gibi farklı metabolik yollara girebilir. Bunlardan 

en temel olanları (i) glikoliz (laktat üretimine veya mitokondriyal metabolizmaya yol açar), 

(ii) pentoz fosfat yolu (PPP), ve (iii) glikojenezdir (sadece astrositlerde). Genel olarak, glukoz 

neredeyse tamamen beyinde CO2 ve H2O'ye oksitlenir [45]. 

     Normal yetiĢkin beynindeki nöronlar enerji kaynağı olarak çoğunlukla glukoza bağımlı 

olsalar da, bazı durumlarda nöronlar keton cisimleri, laktat gibi glukoz dıĢındaki substratları 

da kullanabilirler. Örneğin, keton cisimleri beyin geliĢimi sırasında ve yetiĢkinlerde uzun 

süreli açlık dönemlerinde kullanılırken, yoğun fiziksel aktivite sırasında beynin laktat 

kullanımı artar [43]. 

 

Şekil 4: Beyinde glukoz kullanımı [45] 
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GLUT, Glukoz taĢıyıcıları; HK, Heksokinaz; glukoz-6P, glukoz-6-fosfat; GPI, glukoz-6-fosfat 

izomeraz; fruktoz-6P, fruktoz-6-fosfat; PFK, fosfosfruktokinaz-1, Fruktoz-1,6-P2, fruktoz-1,6-

bisfosfat; DHAP, dihidroksiaseton fosfat; TPI, trioz fosfat izomeraz; GA3P, gliseraldehid-3 fosfat; 

LDH, Laktat dehidrojenaz; MCT, monokarboksilat taĢıyıcılar; G6PDH, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz; 

6-PGL, 6-fosfoglukono-d-lakton; 6-PG, 6-fosfoglukonat; 6 PGDH, 6-fosfoglukonat dehidrojenaz; 

ribuloz-5P, ribuloz-5-fosfat; riboz-5P, riboz-5-fosfat; ksiloloz-5P, ksiloloz-5-fosfat; TK, transketolaz; 

sedoheptuloz-7P, sedoheptuloz-7-fosfat; TA, transaldolaz; eritroz-4P, eritroz-4-fosfat ve OXPHOS, 

oksidatif fosforilasyonu 

2.3.1.2. Alzheimer Hastalığı Sırasında Beyin Metabolizmasında Değişiklikler 

     AH'nda, beyinde bölgeye özgü serebral glukoz alımında ve metabolizmasında bozukluklar 

görülmektedir [46][44]. DeğiĢmiĢ glukoz metabolizmasının AH'nda çok erken bir değiĢiklik 

olduğunu gösteren çalıĢmalar mevcuttur [47][48]. Bunlara ek olarak, AH'nda, amiloid 

birikimi ve nörofibriler patolojiye duyarlı beyin bölgelerinde doku glukoz 

konsantrasyonlarının anlamlı derecede yüksek olduğu gösterilmiĢtir [49].   

     Ayrıca, son yıllarda, araĢtırmacılar AH için "Tip-3 Diyabet" terimini önermiĢlerdir. Bunun 

nedeni Diyabet (Tip-1 ve Tip-2) ve yaĢlı bireylerde hafıza eksiklikleri ve biliĢsel düĢüĢe bağlı 

insülin direnci arasındaki paylaĢılan moleküler ve hücresel özellikler olmasıdır [50].  

     Nöronların hücre içine glukoz alımının insülinden bağımsız olduğu bilinmesine rağmen, 

nöronlar insülin reseptörlerini aĢırı derecede eksprese ederler ve insüline yanıt oluĢtururlar. 

[44], Ġnsülin tarafından aktive edilen PI3K / Akt yolu, karbonhidrat ve lipit 

metabolizmasındaki değiĢiklikleri etkiler ve glukoz alımını modüle eder [51].  Ayrıca, beyin 

insülin direncinin biyobelirteçlerinin diyabet veya APOE ε4 durumuna bakılmaksızın normal 

vakalardan hafif kognitif bozukluğu olan AH vakalarına doğru gittikçe arttığı gösterilmiĢtir 

[52]. 

     Tau, amiloid-beta ve hipometabolizma arasındaki iliĢkiyi inceleyen bir çalıĢma, normal 

yaĢlanmada, düĢük tau seviyelerinin artmıĢ metabolizma aĢaması ile iliĢkili olduğunu, 

amiloid-beta varlığında yüksek tau seviyelerinin ise hipometabolizma ile iliĢkili olduğunu 

göstermiĢtir [53]. AH'ye özgü bölgelerde (tipik olarak AH'nda etkilenen kortikal bölgeler) 

amiloid beta seviyeleri ve hipometabolizma arasındaki bu iliĢki de biliĢsel olarak normal yaĢlı 

kiĢilerde bulunmuĢtur [54]. 

     Ġlginç bir Ģekilde, bu hipometabolizmanın, keton cisimleri gibi diğer yakıt moleküllerine 

değil, glukoza spesifik olduğu öne sürülmektedir. BiliĢsel olarak sağlıklı yaĢlı eriĢkin 
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kontrolleri (KTL), hafif biliĢsel bozukluk (MCI) ve erken AH hastalarında beyin enerjisi 

metabolizmasını (glukoz ve asetoasetat) karĢılaĢtıran bir çalıĢma, AH'nda KTL'ye kıyasla 

serebral glukoz metabolik hızının birçok beyinbölgesinde ~%11 daha düĢük olduğunu 

bulmuĢtur. Glukoz alım hızı sabiti (KGlu) da bu bölgelerde ~%15 daha düĢük bulunmuĢtur. 

Ayrıca, MCI'de KTL ile karĢılaĢtırıldığında, singulat girusunda giruslarında ~%7 glukoz 

hipometabolizması olduğu gösterilmiĢ.  Öte yandan, ne bölgesel ne de tüm beyin serebral 

asetaoasetat metabolik hızı veya asetoasetat alım hızı sabiti (KAcAc),  KTL ve MCI veya AH 

arasında anlamlı olarak farklı bulunmamıĢtır [55]. 

     Bu hipometabolizma AH'ndaki klinik belirtilerin baĢlangıcından önce ortaya çıktığı için, 

glukoz metabolizmasındaki erken düĢüĢ, AH'nin tedavisi için potansiyel bir tedavi hedefi 

olarak kabul edilmektedir [56]. 

2.3.2. Keton Cisimleri, Ketojenik Diyet ve Alzheimer Hastalığı 

2.3.2.1. Keton Cisimlerin Sentezi 

     Keton cisimleri, yüksek oranda yağ asidi oksidasyonu ile iliĢkili metabolik koĢullar altında 

karaciğer tarafından üretilen suda çözünebilen, lipid türevli maddelerdir. Normal koĢullarda 

az miktarda (<0.2 mM) üretilen üç keton molekülü; asetoasetat, D-3 hidroksibutirat (3-OHB) 

ve asetondur. ġekil 5‟te gösterildiği gibi; asetoasetil-KoA, beta-oksidasyonu sırasında 

doğrudan bir yağ asidinin terminal dört karbonundan ortaya çıkabilir. Asetoasetil-KoA'nın 

baĢka bir asetil-KoA molekülü ile 3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA (HMG-KoA) sentaz 

tarafından yoğunlaĢtırılması HMG-KoA'yı oluĢturur. HMG-CoA liyaz daha sonra asetil-

KoA'nın HMG CoA'dan ayrılmasına ve serbest asetoasetat bırakmasına neden olur [57]. 

Asetoasetat ve 3-hidroksibutirat, mitokondriyal enzim D-3-hidroksibutirat dehidrojenaz 

tarafından birbirine dönüĢtürülebilir. Bu reaksiyonun dengesi mitokondriyal [NAD
+
] / 

[NADH] oranı ile kontrol edilir (ġekil 6). Ekstrahepatik dokular solunum substratları olarak 

asetoasetat ve 3-hidroksibutirat kullanır, ancak aseton, uçucu olduğu için akciğerler yoluyla 

atılan bir atık üründür. Ayrıca, 3-OHB ketozis sırasında kanda ve idrarda bulunan baskın 

keton cismidir [57]. 
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Şekil 5: Karaciğerde ketogenez yolakları [57] 

FFA, Serbest yağ asitleri 

 

 Şekil 6: Keton cisimleri [57] 

     Karaciğerde, asetoasetat doğrudan sitozol içinde yeniden aktifleĢtirilebilir ve kolesterol 

sentezinde bir öncü olarak kullanılabilir. Öte yandan, ekstrahepatik dokularda, asetoasetat, 

süksinil-CoA asetoasetat-CoA transferaz enzimi yardımıyla asetoasetil-CoA'ya aktive edilir. 

Ġki asetil-CoA molekülü, asetoasetil-CoA'nın tiyolaz enzimi tarafından bölünmesiyle oluĢur 

ve bunlar daha sonra sitrik asit döngüsünde oksitlenir (ġekil 7) [57] 
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 Şekil 7: Keton cisimlerinin karaciğerden taşınması ve ekstrahepatik dokularda kullanımı ve 

oksidasyonu 

2.3.2.2. Ketojenik Diyet ve Alzheimer Hastalığı 

          Nörodejeneratif hastalıklarda diyet modifikasyonlarının ve yaĢam tarzı gibi bazı dıĢ 

etkenlerin de patogenezde etkili olabileceği vurgulanmaktadır. Ketojenik diyet tedavisi farklı 

bir yaklaĢım olarak çeĢitli nörolojik hastalıklarda yıllar içinde kullanılmıĢtır [58]. Ġyi beslenen 

memelilerin kanındaki toplam keton cisimlerinin konsantrasyonu normalde 0.2 mM'ı 

geçmezken [57], diyabetik ketoasidoz gibi patolojik ketoasidozda kan 3-OHB konsantrasyonu  

20 mM'ın üstüne çıkabilir. Son yıllarda, fizyolojik ketozis ile (kan 3-OHB konsantrasyonu: 1-

8 mM) kanser, kardiyovasküler ve nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok inflamatuar 

hastalığın potansiyel terapötik rolü üzerine odaklanılmıĢtır [59]. Ketojenik diyetin ilaca 

dirençli epilepsi hastalarında etkili bir tedavi seçeneği olduğunu gösteren klinik çalıĢmalar 

mevcuttur [5][6]. Klasik ketojenik diyette - uzun zincirli trigliserit diyeti olarak da bilinir - 

günlük kalorinin çoğu yağdan sağlanırken karbonhidrat ciddi Ģekilde kısıtlanır ve protein 
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minimum düzeyde günlük gereksinime uygun olacak Ģekilde verilir. Oldukça kısıtlı ve zor 

uygulanabilir bir diyettir. Bunun yanında orta zincirli trigliserit içeren diyetin (MCT) klasik 

ketojenik diyete benzer etkinliğe sahip olduğu ve hatta daha ketojenik etkili olduğu 

gösterilmiĢtir [60]. MCT diyetinde, karbonhidrat ve protein daha fazla miktarlarda bulunurken 

yağ oranı daha azdır, daha iyi tolere edilebilir ve uzun zincirli trigliserit diyetlerine göre 

kilokalori enerji baĢına daha fazla keton cisim üretilmesine neden olur [61]. 3-OHB uzun 

süreli egzersiz, açlık durumlarında, ketojenik diyetler veya kalori kısıtlaması sırasında biriken 

keton cisimlerinin en belli baĢlı olanıdır [7]. 

     Ketojenik diyetin AH'nda potansiyel bir tedavi ve önleme yaklaĢımı olarak kullanımı geniĢ 

çapta araĢtırılmıĢtır. AH hayvan modelleri, ketojenik diyet veya ketojenik ajanların amiloid-

beta 40 ve 42 fragmanlarını azaltabildiğini [11], motor performansını iyileĢtirdiğini [62], 

epileptiform zirveleri, ve hafıza sağ kalımını iyileĢtirdiğini [63], ve amiloid-beta klerensi 

mekanizmalarını ve mitokondri fonksiyonunu arttırdığını [64] göstermiĢtir. Ayrıca, AH 

hastalarında ketojenik diyetler veya ketojenik ajanların kullanımı ile ilgili az ama umut verici 

insan klinik çalıĢması gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar temel olarak hafif ve / veya 

orta dereceli AH hastalarında biliĢsel skorlardaki iyileĢmelerdi [8][9]. Bunlara ek olarak, bazı 

çalıĢmalar ketojenik diyet / ketojenik ajanların AH'ndan önceki aĢamalarda bir önleme aracı 

olarak rolünü araĢtırmıĢtır. Örneğin, bir çalıĢma, hafif biliĢsel bozukluğu olan hastalarda 

ketojenik diyetin hafızayı geliĢtirdiğini bulmuĢtur [10]. Yakın zamanlarda yapılan bir baĢka 

pilot çalıĢma, ketojenik diyetin modifiye edilmiĢ bir versiyonunu kullanmıĢtır (ketozisi 

indüklemeyi amaçlayan çok düĢük karbonhidrat diyeti olan Modifiye Akdeniz Ketojenik 

Diyeti) ve AH riski taĢıyan yaĢlı eriĢkinlerde beyin BOS AH biyobelirteç profilini, serebral 

perfüzyonu ve serebral keton cisimlerin alımını iyileĢtirdiği bulmuĢtur [65]. Keton 

cisimlerinin glukoz dıĢında alternatif bir beyin yakıtı olması dıĢında, ketozisin hücresel 

endojen antioksidan sistemin uyarılması, mitokondriyal fonksiyonların iyileĢtirilmesi ve 

nörotransmitterlerin (glutamat ve gama-amino bütirik asit gibi) metabolizmasının 

değiĢtirilmesi bazı nöromodülatör etki mekanizmaları öne sürülmektedir [66][67]. 
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2.4. Nörosteroidler 

2.4.1. Tanım 

     Adrenal korteks, gonadlar ve plasenta gibi endokrin organlardan salınan, lipofilik doğaları 

nedeniyle kan-beyin bariyerini geçebilen steroid hormonların beyin geliĢimi, büyümesi ve 

olgunlaĢmasında önemli rolleri vardır [12]. Ancak, periferik endokrin bezlerin dıĢında, 

merkezi sinir sisteminde kolesterolden (de novo) sentezlenebilen ve nöronal aktiviteyi 

değiĢtirebilen steroid yapılı hormonlar, “nörosteroidler” olarak adlandırılmıĢtır  [68]. 

Nörosteroidler yapılarına göre üç sınıfa ayrılır: (i) Allopregnanolon  (AP) gibi pregnan 

nörosteroidleri; (ii) androstanediol gibi androstan nörosteroidleri ve (iii) pregnenolon sülfat 

(PS) gibi sülfatlanmıĢ nörosteroidler [69]. 

2.4.2. Nörosteroidlerin Biyosentezi ve Metabolizması 

     Steroidogenezdeki ilk adım, kolesterolün mitokondriyal yan zincir koparıcı enzimi olan 

CYP11A (P450scc) enzimi tarafından pregnenolona dönüĢtürülmesidir [69]. Bu basamak 

nörosteroidlerin sentezindeki hız kısıtlayıcı bir basamak olup P450scc, tip 1 astrositler, 

oligodendrositler, Schwann hücreleri ve nöronlar gibi sinir sisteminin farklı hücrelerinde 

tespit edilmiĢtir [70]. Steroidogenezdeki bir baĢka kısıtlayıcı adım, kolesterolun hücre içi 

depolarından sitokrom P450scc'nin bulunduğu iç mitokondriyal membrana taĢınma hızıdır. 

Mitokondriyal membranın bir proteini olan periferik benzodiazepin reseptörü (PBR), 

kolesterol taĢınmasında kritik rol oynar [70]. Sentezlenen Pregnenolon 3β-hidroksisteroid 

dehidrogenaz (3β-HSD) yardımı ile progesterona okside olur [68]. Progesteron, sıralı A 

halkası indirgenmeleri ile AP'a dönüĢtürülür. A halkası indirgenmelerini sağlayan nörosteroid 

sentezinde yer alan iki anahtar enzim 5α-redüktazdır (NADPH-D4-3 oksosteroid-5a-

oksidoredüktaz; EC 1.3.99.5) ve 3α-hidroksisteroid oksidoredüktaz (3α-HSOR)‟dır. Bu 

enzimler, hipokampus ve neokorteks de dahil olmak üzere sentezin glia ve nöronlarda 

meydana geldiği beynin birçok bölgesinde eksprese edilir. Pregnenolon, hidroksilaz enzimleri 

tarafından katalizlenen bir dizi reaksiyon yoluyla dehidroepiandrosteron (DHEA)'yı da 

oluĢturur. Pregnenolon ve DHEA sülfotransferaz (SULT) enzimleri ile sülfatlanır ve sırasıyla 

PS ve Dehidroepiandrosteron Sülfat (DHEAS)  sentezlenir [69] (ġekil 8). 
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     Beynin birçok bölgesinde ve pek çok hücresinde sentezlenebilen nörosteroidlerin 

metabolizması iki faz Ģekilde gerçekleĢir. Faz 1, pregnenolondan progesterone, DHEA, AP, 

testosteron ve estradiol gibi farklı steroidlerin sentezi basamaklarını içerir. Öte yandan, faz 

2‟de ise steroidlerin SULT ile sülfatlanması ve glukuronoziltransferaz (UGT) ile 

glukuronidasyonunu içeren olan temel konjugasyon reaksiyonları yer almaktadır [68]. 

 

 Şekil 8: Nörosteroidlerin biyosentezi [70] 

2.4.3. Nörosteroidlerin Sinir Sistemi Üzerine Etkisi 

     Nörosteroidlerin nöroprotektif etkilere sahip oldukları [71] ve biyoenerjik aktivatörler 

oldukları [72] düĢünülmektedir. NS'ler sinir sisteminde aktif nörotransmiter rolü görerek, 

nöral aktiviteyi değiĢtirebilirler. Klasik steroid hormonlar gibi genomik yol ile etki 

gösterebildikleri gibi hızlı/non genomik yolaklar üzerinden de etki göstermektedirler [73] 

[74]. 

     Pregnan ve androstan nörosteroidleri, inhibitör nörotransmisyon birincil aracıları olan 

gama aminobutirik asit tip A (GABA-A) reseptörlerinin pozitif allosterik modülatörleridir. 

Ayrıca, SülfatlanmıĢ nörosteroidlerin N-metil D-aspartat (NMDA) reseptörleri ve sigma 

reseptörleri dahil olmak üzere pek çok farklı reseptörler ile etkileĢime girdiği bilinmektedir 

[69]. Buna ek olarak,  bazı NS‟ler glutamat, asetilkolin, dopamin ve serotonin gibi çeĢitli 
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nörotransmitterlerin salınımı üzerinde regülatör etkilere sahiptir [68]. Birçok çalıĢma 

nörosteroidlerin hafıza, stres, depresyon, anksiyete ve uyku gibi bazı biyokimyasal ve 

davranıĢsal yanıtları kontrol ettiğini ileri sürülmektedir [12]. Örneğin; pregnenolon, 

allopregnanolon, DHEA ve DHEAS gibi bazı nörosteroidin, nöroplastisiteyi artıran birçok 

hedefe etki ederek hafıza süreçlerini desteklediği bulunmuĢtur [75]. Ayrıca, 2018 yılında 

yapılan bir meta analiz çalıĢmasında, diğer psikiyatrik veya tıbbi komorbiditelerden 

kaynaklanmayan depresyon hastalarında, DHEA‟nın depresif belirtilerin tedavisinde 

plaseboya göre daha etkili olduğu gösterilmiĢtir [76]. Kobaylarda yapılan bir baĢka çalıĢmada, 

annesi gebeliği sırasında 5α-redüktaz inhibitörü alan ve sonucunda allopregnanolon 

maruziyeti azalmıĢ diĢi yavruların, kontrollere kıyasla çevrelerindeki bir değiĢikliğe anksiyete 

benzeri fenotip yanıtlarının arttığı bulunmuĢtur [77]. 

2.4.4. DHEA, DHEAS ve Alzheimer Hastalığı 

     DHEA ve DHEAS, dolaĢımda en çok bulunan nörosteroidler olup [78], sinir sistemi ile 

iliĢkileri yıllardır kapsamlı bir Ģekilde araĢtırılmıĢtır. Ġnsanlarda, DHEA ve DHEAS düzeyleri 

incelendiğinde beyin doku/plazma konsantrasyon oranlarının sırasıyla 4-6.5 ve 8.5 olduğu 

gösterilmiĢtir. Bu da DHEA ve DHEAS‟ın nöroendokrin sisteme özgü önemli rollerini 

vurgulamaktadır [79]. Sıçan beyninde DHEAS düzeylerinde yaĢa bağlı bir azalma olduğu 

[80] insanlarda ise DHEA ve DHEAS düzeylerinin yaĢla birlikte her on yılda %10 azaldığı ve 

80 yaĢından sonra en düĢük seviyeye ulaĢtığı gösterilmiĢtir [79]. Bu azalmanın nöronal 

disfonksiyon ve / veya dejenerasyonun ana nedenlerinden birini temsil ettiği ileri sürülmüĢtür 

[81]. Sağlıklı kadınlarda, daha yüksek endojen DHEAS seviyeleri ile yönetici iĢlev, 

konsantrasyon ve çalıĢma belleği arasında iliĢki olduğu saptanmıĢtır [82]. Ayrıca, 

Massachusetts Erkek YaĢlanma ÇalıĢmasına göre, plazmada DHEA ve DHEAS 

konsantrasyonlarının en az bir biliĢsel alanda daha yüksek performans ile pozitif iliĢkili 

olduğu kanıtlanmıĢtır . 

     AH ile yapılmıĢ klinik çalıĢmalarda hastaların plazmasında DHEA ve/veya DHEAS 

konsantrasyonlarında azalma gösterilmiĢtir [83][84]. AH olan kiĢilerin post-mortem 

hippokampal dokularında yapılmıĢ bir diğer çalıĢmada da DHEA'nın, H2O2 /  FeSO4‟den 

kaynaklanan lipid oksidasyonunu önleyebildiği gösterilmiĢtir [85]. Ayrıca, baĢka bir fare 

çalıĢmasında anjiyogenez, nöroprotektif etki gibi birçok beyin fonksiyonunda rol oynayan 
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Vasküler Endotelial Büyüme Faktörü (VEGF)'nde AH kaynaklı azalmanın, DHEAS ve 

insülin uygulaması ile doza bağlı bir Ģekilde tersine çevrildiği vurgulanmıĢtır [86]. 

     Çoğu çalıĢmada DHEA ve sülfatının nöroprotektif etkili olduğunu, biliĢsel fonksiyonları 

olumlu yönde etkilediğini destekleyen kapsamlı kanıtlar olmasına rağmen, klinik randomize 

çift kör kontrollü küçük ölçekli bir pilot çalıĢmada AH olan kiĢilere dıĢarıdan verilen 

DHEA'nın biliĢsel performansı veya hastalığın Ģiddetinin genel derecelendirmelerini önemli 

ölçüde iyileĢtirmediği de bulunmuĢtur [87]. 
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3.     GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Araştırma Tipi 

     AraĢtırma tanımlayıcı deneysel in vitro bir çalıĢmadır. 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

    ÇalıĢma literatür taraması ile Haziran 2018‟de baĢlamıĢ; Temmuz 2020‟de tez savunması 

ile sonlanmıĢtır. Deneysel çalıĢmalar ve veri toplama aĢaması Aralık 2018 - Mart 2020 

tarihleri arasında Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı 

laboratuvarları altyapı olanakları kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi/ Çalışma Grupları 

    ÇalıĢma hücre kültürü çalıĢması olduğu için evren ve örneklem / çalıĢma grupları yoktur. 

3.4. Çalışma Materyali 

     ÇalıĢmamızda insan kaynaklı ticari olarak satın alınan SH SY-5Y hücre hattı (insan 

nöroblastoma hücre hattı) materyal olarak kullanılmıĢtır. 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri 

     Bağımlı DeğiĢkenler: Hücrelerin % canlılık oranı, P450scc enzim düzeyi ve DHEA, 

DHEAS düzeyleri. 

     Bağımsız DeğiĢkenler: Sadece büyüme ortamı uygulanan, H2O2 ve 3-OHB uygulanan 

hücreler ile oluĢturulan gruplar. 

3.6. Veri Toplama Araçları 

3.6.1. Kullanılan cihaz, kimyasal ve kitler 

     ÇalıĢmamızda kullanılan cihazlar, kimyasal malzemeler ve kitler tablo 1, 2 ve 3‟te 

listelenmiĢtir. 
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    Tablo 1: ÇalıĢmada kullanılan cihazlar 

Laminar Flow Hücre Kültürü Kabini Thermo Sci, 2020 

Santrifüj Eppendorf 5810 R 

Derin dondurucu (-80°C) Thermo Forma Model 705 

Derin dondurucu (-20°C) Arçelik 2031 

Sonikatör Sonic Materials 

Saf su cihazı Milipore Mili-Q ZLX55003Y 

Plak Okuyucu BioTek ELX 800 

Karbondioksit Ġnkübatörü Steri-Cycle i160, Thermo Sci 

Buz makinası Scotsman AF-100 

Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50 

Ters Faz IĢık Mikroskobu Nikon Eclipse TS-100 

Hassas terazi Precisa XB 220 A 

 

Tablo 2: ÇalıĢmada kullanılan kimyasal malzemeler 

DMEM-F12 ortamı Biowest 

Tripsin-EDTA Gibco 

Penisilin/Streptomisin Gibco 

L-Glutamine Gibco 

FBS (Fötal Sığır Serumu) Gibco 

(DMSO) Dimetil sülfoksit  EMPLURA 
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Glukoz-monohidrat Riedel-de-Haën 

HEPES Gibco 

Hidrojen Peroksit Sigma-Aldrich (kat no. 386790-M) 

PBS (Phosphate Buffer Saline) Wisent 

3-OHB (3-Hidroksibüterik asit) Sigma-Aldrich (kat no. 166898) 

MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-

diphenyl2H-tetrazolium bromide) 
PanReac AppliChem 

 

 Tablo 3: ÇalıĢmada kullanılan kitler 

DHEA ELISA kiti 

Bioassay Technology Laboratory (kat no. 

EA0028Hu) 

DHEAS ELISA kiti 

Bioassay Technology Laboratory (kat no. 

EA0035Hu) 

CYP11A1 (P450scc) ELISA kiti 

Bioassay Technology Laboratory (kat no. 

E6517Hu) 

 

3.6.2. Hücre Kültürü  

SH SY-5Y Ġnsan Nöroblastoma Hücre Hattı: 

     ÇalıĢmamızda ticari olarak satın alınan SH SY-5Y hücre hattı kullanılmıĢtır. SH SY-5Y 

hücreleri metastatik nöroblastomalı 4 yaĢındaki bir kızın kemik iliği biyopsisinden izole 

edilmiĢ üçüncü jenerasyon nöroblastoma olup nöronal karakterli, nörosteroidogenik enzimleri 

içerdiği ve nörosteroidleri üretebildikleri yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. İn vitro 

çalıĢmalarda sıkça kullanılan hücrelerdir [88]. 
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DonmuĢ Hücrelerin Çözülmesi: 

     DondurulmuĢ hücreler cryovial (hücre dondurma tüpleri) içinde saklandığı sıvı azot ya da -

80°C‟den çıkarılarak hızlıca 37°C‟de çözülerek süspanse edildi ve 15 mL‟lik steril tüplere 

(falkon tüp) aktarıldı. Üzerine 10 mL büyüme ortamı eklenerek 1500 rpm de 5 dk santrifüj 

edildi. Üst faz atılarak dipteki kısım 2-3 mL büyüme ortamı ile süspanse edildi. Uygun hücre 

kültür kabına (flask) alınan hücrelerin üzerine %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin, 12.5 mM 

L-Glutamin ve 17.5 mM Glukoz içeren DMEM/F12 büyüme ortamı ilave edilerek 37°C‟de, 

nemli atmosfer ve %5 CO2 basıncı altında inkübatörde idame ettirildi. Hücrelerin 

morfolojileri ve yüzeye tutunma oranları ters faz mikroskop ile değerlendirildi (Resim 1). 

Hücre kültür ortamı 3-4 günde bir değiĢtirilerek hücreler konfluent hale geldiğinde düzenli bir 

Ģekilde pasajlandı.  

 

Resim 1: SH SY-5Y hücrelerinin ters faz ışık mikroskop (20x büyütmedeki görüntüleri) 

 

Hücrelerin Pasajlanması, Sayılması ve Dondurulması: 

     Flasktaki hücre kültür ortamı tamamen çekilip atıldıktan sonra flask 1-2 kez PBS ile 

yıkandı. Hücreleri yüzeyden kaldırmak için enzimatik bir yöntem olarak Tripsin-EDTA 

kullanıldı. Tripsin ekledikten sonra 3-5 dakika flask inkübatörde bekletildi. Tüm hücrelerin 

flask tabanından kalktığı ıĢık mikroskop ile gözlendikten sonra enzimi inaktive etmek için 

enzim hacminin 2 katı kadar hücre kültür ortamı eklendi. Flasktaki tüm solüsyon çekilip 
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falkon içine aktarıldı ve 1500 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. Kabin içinde falkondaki 

süpernatant çekilip atıldı ve pellete hücre kültür ortamı konuldu ve nazikçe pipetlenerek 

resüspanse edildi. Elde edilen hücreler yüzey alanına göre uygun bir yoğunlukta olacak 

Ģekilde yeni 25 ve/veya 75 cm
2
 'lik flasklara ekildi. 

     Deney seti kurulacak ise hücre saymak amacıyla hücre solüsyonundan az bir miktar 

eppendorfa aktarıldı ve belli bir seyreltme oranı kullanarak üzerine tripan mavi eklendi. Bu 

karıĢım Neubauer lamı ve lamel arasına yayıldı ve hücreler sayıldı. Ön çalıĢmalar ile önceden 

belirlenen sayıda hücre yapılacak deneye uygun olarak 6 ve/veya 96 kuyucuklu plaklara 

ekildi.  

     1 milyon hücre olmak üzere %30 FBS, %10 dimetil sülfoksit (DMSO) ve %60 büyüme 

ortamı içinde hücrelerin stoğunu hazırlamak için hücreler -80°C‟de donduruldu. 

3.6.3. Reaktiflerin Hazırlanması 

3.6.3.1. 3-Hidroksibütirat (3-OHB)’ın Hazırlanması 

     3-Hidroksibütirik asit %95 çözelti olarak (Moleküler ağırlık: 104.10 g/mol)  alındı. Distile 

su ile 1:10.8 oranında dilüe edilerek 40 mM ana stok hazırlandı. Ana stok +4°C‟de 1 ay stabil 

olacak Ģekilde saklandı. Deneylerde kullanılan 3-OHB‟ın farklı konsantrasyonları (0.1, 0.25, 

0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM) ana stoktan hücre kültür ortamı ile seri dilüsyonlar yapılarak 

hazırlandı. 

3.6.3.2. Hidrojen Peroksit (H2O2)’in Hazırlanması 

     Hidrojen peroksit suda %30 (w/w) sulu çözelti olarak (9.8 M) alındı. Ana stok 100 mM 

konsantrasyonda olacak Ģekilde distile su ile dilüe edilerek hazırlandı. H2O2'nin kararsız 

doğası nedeniyle, her deney öncesi taze olarak hazırlandı. Ara stoklar (1 mM) ve deneylerde 

hücrelere uygulanan konsantrasyonlar (50, 100, 120, 150, 200, 250, 300 ve 500 μM) hücre 

kültür ortamı ile dilüe edilerek hazırlandı. 
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3.6.3.3. MTT solüsyonunun Hazırlanması 

     ÇalıĢmamız için toz halinde temin edilen MTT maddesi PBS içinde çözülerek 5mg/mL'lik 

bir stok çözelti steril ve karanlık koĢullarda hazırlandı. (5 mg/mL‟lik stok MTT solüsyonu 

karanlık ortamda 4°C‟de 1 haftaya  kadar veya -20°C'de 1 aya kadar stabil kalabilmektedir). 

3.6.4. Deneysel Çalışmalar 

     Öncelikle hem ana deneylerde kullanılacak olan 3-OHB konsantrasyonları ve uygulama 

süresi belirlenmesi, hem de toksisite oluĢturmak için gerekli olan (%50 hücre canlılık 

azalmasına) H2O2 konsantrasyonunun belirlenmesi için ön çalıĢmalar gerçekleĢtirildi. Bu 

amaçla MTT hücre canlılık testi kullanıldı. 

     3-OHB için; 0.1, 0.25, 0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM konsantrasyonları 2 farklı glukoz 

konsantrasyonu (17.5 mM ve 5 mM) içeren büyüme ortamlarında denendi. Amaç, her iki 

glukoz konsantrasyonunda hücre canlılığını kontrole göre en az etkileyen 3-OHB 

konsantrasyonunu ve uygulama süresi belirlemek ve ana deneylerde bu doz ve süreleri 

kullanabilmekti. 

    ÇeĢitli literatür taramalarından yola çıkarak planlanan ön deneylerde en uygun 

konsantrasyon aralığını belirlemek için H2O2 için ise; 50, 100, 120, 150, 200, 250, 300 ve 500 

μM konsantrasyonları 17.5 mM glukoz konsantrasyonu içeren büyüme ortamında denendi. 

Amaç, 24 saat içinde hücre canlılığını ≈%50'ye düĢüren H2O2 konsantrasyonunu 

belirleyebilmekti. 

  Ön deneyler tamamlandıktan sonra 200 μM H2O2 ve 1 mM / 4 mM 3-OHB 

konsantrasyonları ile çalıĢmalara devam edilmesine karar verildi. Üç farklı glukoz 

konsantrasyonu (17.5 mM, 5 mM ve 1 mM) içeren büyüme ortamında bulunan hücreler ilk 

önce 48 saat süreyle 3-OHB (1 mM ve 4 mM) ile ön muamele edildi. Daha sonra 200 μM 

H2O2 24 saat boyunca uygulandı ve canlılık testi ile % hücre canlılık oranları belirlendi. 

Sonuçlar değerlendirildiğinde, deneylerimizi 1 mM 3-OHB kullanarak sürdürmeye karar 

verdik. Ana deneylerde 1 mM 3-OHB ile hücrelerin 48 saat boyunca ön muamelesi ardından 

24 saat boyunca 200 μM H2O2 uygulaması sonrası hücrelerde P450scc enzim düzeyi, DHEA 

ve DHEAS nörosteroid düzeyleri ölçüldü. ġekil 9 deneysel çalıĢmayı ve oluĢturulan deney 

gruplarını özetlemektedir. 
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 Şekil 9: Deneysel çalışmalar ve çalışma grupları 
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3.6.4.1. Hücre Canlılık Testi 

     Hücre canlılığı 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) 

reaktifi kullanarak belirlendi. Metabolik olarak aktif hücreler tarafından sarı bir tetrazolium 

tuzunun (MTT) mor formazan kristallerine indirgenmesine dayanan kolorimetrik bir testtir.     

Bunun nedeni, canlı hücreler, MTT'yi formazan'a indirgeyen NAD(P)H'ye bağlı 

oksidoredüktaz enzimleri içerir. Çözünmeyen formazan kristalleri çözündürülür ve elde edilen 

renkli çözelti, spektrofotometre okuyucu kullanılarak 500-600 nanometredeki absorbans 

ölçülerek ölçülür. Çözelti ne kadar koyu olursa, canlı, metabolik olarak aktif hücrelerin sayısı 

o kadar fazla olur [89] (ġekil 10). 

     Prosedür olarak, SH SY-5Y hücreleri 96 kuyucuklu hücre kültürü plaklarına 20x10
3
 hücre, 

DMEM/F-12 büyüme ortamıyla son hacim 200μL olacak Ģekilde ekildi. Hücreler yüzeye 

tutunabilmesi için 18-24 saat 37°C‟de ve %5 CO2 içeren inkübatörde beklendi. Yapılan deney 

prosedürüne göre reaktifların uygulamaları yapıldı. Deney süresi bittikten sonra her 

kuyucukta bulunan 200μL hacimde hücre ve ortam solüsyonunundan 110μL çekilerek 10μL 

daha önce hazırladığımız MTT stok solüsyonundan eklendi (Her kuyucuktaki MTT‟nin son 

konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak Ģekilde). Plaklar 37°C‟de ve %5 CO2 içeren inkübatörde 

3.5 saat inkübe edildi. Daha sonra oluĢan formazan kristalleri her kuyucuğun dibine 

çöktürülmesi için plaklar 5 dakika boyunca 1500 rpm hızında santrifüj edildi. Bundan sonra 

her kuyucuktaki ortam-solüsyon karıĢımından 150μL uzaklaĢtırıldı ve kalan 50μL‟nin üzerine 

150μL DMSO eklendi. Plaklar bir daha 37°C‟de ve %5 CO2 içeren inkübatörde 30 dakika 

inkübe edildi. Spektrofotometre okuyucusunda 590 nm ve 630 nm  dalga boylarındaki 

absorbansları okutuldu (630 nm referans dalga boyu olarak) ve kontrol gruplarına oranlanarak 

her kuyucuğun % canlılığı hesaplandı. 

 

Şekil 10: MTT’nin formazan bileşiğine dönüşümü [89] 
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3.6.4.2. ELISA için örnek hazırlanması 

     Hücreler, 6 kuyucuklu plaklara 1.5 milyon hücre/kuyucuk yoğunluğunda ekildi. 

Kimyasalların uygulama iĢlemleri tamamlandıktan sonra  mevcut ortam içine hücreler, hücre 

kazıyıcı (scraper) kullanılarak plak tabanından kaldırıldı ve eppendorflara aktarıldı. 

Eppendoflar buz üzerinde sonike edilerek hücreler tamamen parçalandı ve lizat oluĢturuldu. 

2000 rpm‟de 20 dakika santrifüj edilerek süpernatantlar baĢka eppendorflara aktarıldı ve -

80°C‟de P450scc (CYP11A1)enzimi, DHEA ve DHEAS analizleri yapılana kadar saklandı. 

Farklı deneyler ile elde edilen örneklerin tüm analizleri aynı anda çalıĢılarak çalıĢmalar arası 

olası değiĢkenlikler ortadan kaldırılmıĢ oldu.  

3.6.4.3. P450scc (CYP11A1) enzim ölçümü 

     Mitokondriyal Sitokrom P450 kolesterol Kolesterol yan zincir koparıcı enzim düzeyinin 

ölçülmesi için  “Bioassay Technology Laboratory” ELISA
®
 kiti üreticinin önerilerileri 

doğrultusunda kullanıldı. Bu kitin yöntemi çift sandviç ELISA tekniğine dayanmaktadır. 

Standart eğri çizebilmek için ilk önce standart materyali 120μL kendi dilüenti ile rekonstitüe 

edildi. Farklı standart konsantrasyonları (50ng/mL, 100ng/mL, 150ng/mL, 200ng/mL, ve 

400ng/mL) seri dilüsyonlar ile hazırlandı (ġekil 10). ELISA plağının standart kuyucuklarına 

50‟Ģer μl standart ve örnek kuyucuklarına ise 40‟ar μl örnek + 10‟ar μl anti-CYP11A1 

antikoru sırayla eklendi. Daha sonra tüm kuyucuklara 50‟Ģer μl streptavidin-HRP eklenip 

karıĢtırıldıktan sonra  plağın üzeri kapatılarak 37ºC‟de 60 dakika  inkübe edildi.  Ġnkübasyon 

sonrası her kuyucuk 350μL yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkandı. Ardından tüm kuyucuklara 

50‟Ģer μL substrat A ve B solüsyonları  eklenip üzeri kapalı Ģekilde 37ºC‟de 10 dakika 

karanlıkta inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra, tüm kuyucuklara stop solüsyonundan 50‟Ģer μl 

eklenip 10 dakika içinde plak okuyucuda 450 nm‟de absorbanslar okutuldu. Bilinen 

konsantrasyonlara karĢı ölçülmüĢ absorbanslar ile oluĢturulmuĢ standart eğri kullanılarak 

örnekteki P450scc (CYP11A1) enzimi düzeyi hesaplandı.  

     Kitin belirlemiĢ olduğu ölçüm aralığı: 15ng/L-3000ng/L, alt saptama sınırı: 8.07ng/L‟dir. 
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 Şekil 11: P450scc enzimin standart eğrisi 

3.6.4.4. DHEA ölçümü 

  Hücre içi DHEA'nın kantitatif analizi için 6 kuyucuklu plaklara ekilmiĢ olan 1.5 

milyon/kuyucuk hücreden örnek hazırlığı yukarıda ayrıntılı Ģekilde anlatıldığı gibi yapıldı.  

 DHEA düzeyleri “Bioassay Technology Laboratory” ELISA
®
 kiti ile ölçüldü. Çift 

sandviç ELISA tekniğine dayanan bu kit ile analizler üreticinin önerileri 

doğrultusunda  gerçekleĢtirildi. 

  Kit ile birlikte temin edilmiĢ olan DHEA standartı 150μL standart dilüenti ile 

rekonstitüe edildi. Standart eğri çizmek için standart çözeltinin farklı konsantrasyonları 

(4ng/mL, 3ng/mL, 2ng/mL, 1.5ng/mL ve 0.75ng/mL) seri dilüsyonlar ile hazırlandı (ġekil 

12). Önceden hazırlanan analiz Ģablonuna uygun Ģekilde ELISA plağı kuyucuklarına 50 µL 

standart  ve örnek eklendi. Daha sonra her kuyucuğa 50 μL  biyotin ile iĢaretlenmiĢ antijen 

eklenip karıĢtırıldı, üzeri kapatılıp 30 dakika 37 ºC‟de inkübe edildi.  Ġnkübasyon sonrası her 
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kuyucuk 350μL yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkandı. Ardından 50 μL konsantre avidin-HRP 

reaktifi ilave edilerek plağın üzerine kapatılıp 37ºC‟de 30 dakika  inkübe edildi. Yukarıda 

belirtildiği gibi yıkama iĢlemi bir kez daha tekrarlandı ve sonrasında tüm kuyucuklara 50 μL 

substrat A ve B solüsyonlarından  eklenip plağın üzeri kapatılıp 10 dakika 37ºC‟de  karanlıkta 

inkübe edildi. Bundan sonra, tüm kuyucuklara 50 μL stop solüsyonunun eklenmesinin 

ardından 15 dakika içinde plak okuyucuda 450 nm‟de absorbanslar okutuldu. 

ġekil 12‟deki standart eğri kullanılarak örneklerdeki DHEA konsantrasyonları hesaplandı.  

Kitin belirlemiĢ olduğu ölçüm aralığı: 1.5ng/mL - 48ng/mL, alt saptama sınırı: 

0.054ng/mL‟dir. 

 

 

 Şekil 12: DHEA standart eğrisi 
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3.6.4.5. DHEAS ölçümü 

  Hücre içi DHEAS'nın kantitatif analizi için 6 kuyucuklu plaklara ekilmiĢ olan 1.5 

milyon/kuyucuk hücreden örnek hazırlığı yukarıda ayrıntılı Ģekilde anlatıldığı gibi yapıldı.  

 DHEAS düzeyleri “Bioassay Technology Laboratory” ELISA
®
 kiti ile ölçüldü. Çift 

sandviç ELISA tekniğine dayanan bu kit ile analizler üreticinin önerileri 

doğrultusunda  gerçekleĢtirildi. 

  Kit ile birlikte temin edilmiĢ olan DHEAS standartı 150μL standart dilüenti ile 

rekonstitüe edildi. Standart eğri çizmek için standart çözeltinin farklı konsantrasyonları 

(1200ng/mL, 600ng/mL, 300ng/mL, 150ng/mL, 75ng/mL, ve 37.5ng/mL) seri dilüsyonlar ile 

hazırlandı (ġekil 13). Önceden hazırlanan analiz Ģablonuna uygun Ģekilde ELISA plağı 

kuyucuklarına 50 µL standart  ve örnek eklendi. Daha sonra her kuyucuğa 50μL  biyotin ile 

iĢaretlenmiĢ antijen eklenip karıĢtırıldı, üzeri kapatılıp 30 dakika 37 ºC‟de inkübe 

edildi.  Ġnkübasyon sonrası her kuyucuk 350μL yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkandı. Ardından 

50μL konsantre avidin-HRP reaktifi ilave edilerek plağın üzerine kapatılıp 37ºC‟de 30 

dakika  inkübe edildi. Yukarıda belirtildiği gibi yıkama iĢlemi bir kez daha tekrarlandı ve 

sonrasında tüm kuyucuklara 50μL substrat A ve B solüsyonlarından  eklenip plağın üzeri 

kapatılıp 10 dakika 37ºC‟de  karanlıkta inkübe edildi. Bundan sonra, tüm kuyucuklara 50μL 

stop solüsyonunun eklenmesinin ardından 15 dakika içinde plak okuyucuda 450 nm‟de 

absorbanslar okutuldu. 

ġekil 13‟deki standart eğri kullanılarak örneklerdeki DHEAS konsantrasyonları hesaplandı.  

Kitin belirlemiĢ olduğu ölçüm aralığı: 300ng/mL - 9600ng/mL, alt saptama sınırı: 

14.23ng/mL‟dir. 
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 Şekil 13: DHEAS standart eğrisi 
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3.7. Araştırma Planı ve Takvimi 

 

3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

     Elde edilen verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism [v]8 programı ve SPSS 

programının [v]24 yazılımı kullanılarak gerçekleĢtirildi. Gruplar arası karĢılaĢtırmalarda 

Mann-Whitney U testi kullanıldı. Sonuçlar ortalama ± standart hata Ģeklinde verildi. p değeri 

<0.05 olanlar istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. OluĢturulan tüm deney koĢulları kendi 

içinde en az üçer kez ve farklı zamanlarda en az 3 kez olmak üzere tekrarlanarak çalıĢıldı. 

Haziran 2018 - Ağustos 2018 
Literatür taranması, etik kurul 

onayının alınması ve  BAP proje 

başvurusunun yapılması 

Eylül 2018 - Nisan 2019 

Ana deneylerin gerçekleştirilmesi Farklı 

glukoz konsantrasyonlarında 3-OHB’ın 

etkilerinin araştırılması 

 MTT hücre canlılık testi 

 P450scc enzim düzeyi ölçümü 

 DHEA ve DHEAS düzeylerinin 

ölçümü 

Nisan 2019 – Mart 2020 

Mart 2020 - Temmuz 2020 Verilerin analizi, tez 

yazılması ve tez 

savunması 

Malzeme satın alımları ve ön deneylerin 

gerçekleştirilmesi 

 SH SY-5Y hücrelerin 

çoğaltılması 

 3-OHB ve H2O2 konsantrasyon ve 

uygulama sürelerinin MTT hücre 

canlılık testi ile belirlenmesi 
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3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları 

- ÇalıĢmamız in vitro bir araĢtırma olup in vivo modeller ve klinik çalıĢmalar ile verilerimiz 

desteklenmelidir. 

- Bu çalıĢma kapsamında H2O2 toksisite modelinde 3-OHB‟ın mitokondriyal fonksiyon 

üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla lüminometri yöntemi kullanarak ATP düzeyi 

ölçmeyi planlamıĢ olmamıza rağmen COVID-19 pandemisi nedeni ile laboratuvar 

çalıĢmalarının kesintiye uğraması sonucu bu deneyler gerçekleĢtirilemedi. 

- 3-OHB‟ın hücre içine taĢınmasını sağlayan monokarboksilat taĢıyıcısını bloke eden bir ajan 

olan AR-C15585 kullanarak deneylerin tekrarlanması planlanmıĢ olmasına rağmen yukarıdaki 

belirten sebeplerden dolayı bu deneyler gerçekleĢtirilemedi. 

- Proje bütçesinin kısıtlı olması nedeniyle 3-OHB‟ın P450scc enzim gen ekspresyonu 

düzeyindeki etkisi belirlenememiĢtir. 

3.10. Etik Kurul Onayı 

     ÇalıĢmamız Dokuz Eylül Üniversitesi GiriĢimsel Olmayan AraĢtırmalar Etik Kurulu 

tarafından 26.07.2018 tarihinde 2018/19-22 karar numarası ile uygun bulunmuĢtur. 

     ÇalıĢmamızdaki değiĢiklik Dokuz Eylül Üniversitesi GiriĢimsel Olmayan AraĢtırmalar 

Etik Kurulu tarafından 13.09.2018 tarihinde 2018/22-32 karar numarası ile ve daha sonrasında 

da 14.10.2019 tarihinde 2019/25-45 karar numarası ile uygun bulunmuĢtur (Bolüm 8.1). 

 

4. BULGULAR 

4.1.  Ön Çalışmalara Ait Bulgular 

4.1.1. SH SY-5Y Hücrelerinde Hidrojen Peroksit Toksisitesinin Oluşturulması 

     SH SY-5Y hücrelerinde toksisite oluĢturmak için, 96 kuyucuklu plaklara hücreler 20 bin 

hücre/kuyucuk yoğunluğunda ekildi. 50, 100, 120, 150, 200, 250, 300 ve 500 μM‟lık farklı 

konsantrasyonlarda H2O2 ilave edilerek 24 saat inkübe edildi. Hücre canlılıkları MTT testi ile 
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değerlendirildiğinde ġekil 14‟te görüldüğü gibi, kontrola göre yaklaĢık %50 hücre canlılığı 

sağlayan H2O2 dozları 150 ve 200 μM‟dır. 

 

Şekil 14: 24 saat H2O2 uygulamasının SH SY-5Y hücre canlılığına etkisinin MTT hücre 

canlılık testi ile değerlendirilmesi 

 

4.1.2. 3-Hidroksibütirat Uygulamasının Hücre Canlılığına Etkisi 

     3-OHB'ın SH SY-5Y hücreleri üzerindeki etkisini araĢtırmak için, farklı 3-OHB 

konsantrasyonları (0.1, 0.25, 0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM), farklı inkübasyon sürelerinde (24, 48 ve 

72 saat) ve ayrıca 2 farklı glukoz içeriği olan (17.5 ve 5 mM) büyüme ortamı kullanıldığında 

uygulandı. MTT testi kullanarak, her set kendi kontrolüne göre hücre canlılığın yüzdesi 

hesaplandı. Sonuçlar Ģekil 15 ve 16'te görülmektedir. 
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Şekil 15: 17.5 mM glukoz içeren büyüme ortamı ile idame ettirilen SH SY-5Y 

hücrelerinde 24,48 ve 72 saat 3-OHB uygulamasının doza bağlı etkilerinin MTT hücre 

canlılık testi ile değerlendirilmesi (* İstatistiksel anlamlı fark, p<0.05)  

 

Şekil 16: 5 mM glukoz içeren büyüme ortamı ile idame ettirilen SH SY-5Y hücrelerinde 

24,48 ve 72 saat 3-OHB uygulamasının doza bağlı etkilerinin MTT hücre canlılık testi ile 

değerlendirilmesi   
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       Kandaki toplam keton cisimlerinin konsantrasyonu normalde 0.2 mM'ı geçmemekle 

birlikte [57] fizyolojik ketozis durumunda kan 3-OHB konsantrasyonunun 1-8 mM arasında 

olduğu literatürde belirtilmektedir. Bizim çalıĢmamızda da ≤ 0.5mM 3-OHB uygulamasının 

her iki glukoz konsantrasyonu ve her üç inkübasyon süresinde de hücre canlılığını anlamlı 

değiĢtirmediği izlendi. Benzer sonuçlar 1mM 3-OHB uygulaması ile normoglisemik koĢulda 

her 3 inkübasyon süresinde ve hiperglisemik koĢulda sadece 72 saatlik inkübasyon süresinde 

elde edildi.  

     Bunun yanında  4mM 3-OHB uygulaması sonrası normoglisemik koĢulda hücre canlılığı 

anlamlı değiĢiklik göstermez iken, hiperglisemik koĢulda inkübasyon süresine bağlı olarak 

(24. ve 48. saatlerde) anlamlı azalma izlendi (p<0.05).  

     Ayrıca 8mM ve 10mM 3-OHB uygulaması sonrası normoglisemik koĢulda hücre 

canlılığında anlamlı değiĢiklik görülmezken, hiperglisemik koĢulda ise inkübasyon süresinden 

bağımsız olarak tüm zaman dilimlerinde anlamlı azalma izlendi (p<0.05).  

     Sonuç olarak bu ön deneylerden elde edilen veriler ile 3-OHB konsantrasyonu, 1mM ve 

4mM, ve uygulama süresi 72 saat olacak Ģekilde belirlenmiĢ oldu. 

4.2.     Ana Çalışmalara Ait Bulgular 

          Ana çalıĢmaların tamamı hücre büyüme ortamında 3 farklı glukoz konsantrasyonu (17.5 

mM, 5 mM ve 1 mM) varlığında gerçekleĢtirildi. Ön çalıĢmalar ile karar verilen 1 mM ve 4 

mM 3-OHB ile hücrelerin ön muamelesi ardından 24 saat 200 μM H2O2'ye maruz 

bırakılmasından sonra hücre canlılıkları, mitokondriyal bir enzim olan P450scc düzeyi ve 

DHEA, DHEAS düzey değiĢikliklerine etkileri değerlendirildi. 

4.2.1. 3-Hidroksibütirat + Hidrojen Peroksit Uygulamasının Hücre Canlılığa Etkisi 

     SH SY-5Y hücrelerine H2O2 uygulamasından önce 1 mM ve 4 mM 3-OHB 48 saat süre ile 

muamele edildikten sonra 200 μM H2O2 24 saat süre ile uygulandı ve Ģekil 17a ve b 

'de gösterilen hücre canlılık testi sonuçları elde edildi.  

     H2O2 uygulanan hücre grubuna 1mM 3-OHB ön uygulamasının yapılması, sadece 24 saat 

boyunca H2O2'ye maruz kalmıĢ hücreler ile kıyaslandığında hücre canlılığında istatistiksel 

olarak anlamlı bir artıĢa yol açmamıĢtır (ġekil 17a), Hatta 4 mM 3-OHB ile ön muamelenin 



  
 

41 
 

ise, tüm gruplarda (17.5 mM, 5 mM ve 1 mM glukoz konsantrasyonu varlığında) H2O2 

uygulanan hücre grubuna göre hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı bir azalmaya 

neden olduğu gösterilmiĢtir (p<0.05) (ġekil 17b). 

    Bununla birlikte ilginç olarak, hücre kültür ortamları daha yüksek glukoz konsantrasyonu 

içerdiğinde hücrelerin H2O2'ye daha duyarlı hale geldiği ve aynı doz ve sürede H2O2 

uygulanmıĢ olmasına rağmen glukoz konsantrasyonuna bağlı bir Ģekilde anlamlı toksisite 

artıĢının olduğu izlendi (p<0.05) (ġekil 17c)  

 

Şekil 17a: 24 saat boyunca H2O2'ye maruz kalan hücrelerin canlılığı üzerinde 48 saatlik 

1 mM 3-OHB ön uygulamanın etkisi 
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Şekil 17b: 24 saat boyunca H2O2'ye maruz kalan hücrelerin canlılığı üzerinde 48 saatlik 

4 mM 3-OHB ön uygulamanın etkisi(* İstatistiksel anlamlı fark, p<0.05) 

 

 

Şekil 17c: Farklı glukoz konsantrasyonu içeren büyüme ortamı ile idame ettirilen  SH 

SY-5Y hücrelerinde 24 saat H2O2 uygulamasının hücre canlılığına etkisinin MTT hücre 

canlılık testi ile değerlendirilmesi(* İstatistiksel anlamlı fark, p<0.05, ** İstatistiksel anlamlı 

fark, p<0.01) 
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4.2.2. 3-Hidroksibütirat + Hidrojen Peroksit Uygulamasının Hücre P450scc Enzim 

Düzeylerine Etkisi 

          Üç farklı glukoz konsantrasyonu varlığında, SH SY-5Y hücrelerinin tek baĢına 

H2O2, tek baĢına 3-OHB‟a ve hücrelerin 1 mM 3-OHB ile ön uygulaması ve ardından 24 saat 

200 μM H2O2'ye maruz bırakılmasından sonra P450scc enzim düzeylerinin sonuçları Ģekil 

18'de gösterilmektedir.  

     Hücrelerinin tek baĢına H2O2 veya tek baĢına 1 mM 3-OHB‟a maruz bırakılması kontrol 

grubu ile kıyaslandığında P450scc enzim konsantrasyonları açısından herhangi bir anlamlı 

değiĢiklik yaratmadı. 1 mM 3-OHB ile hücrelerin ön muamelesi, sadece H2O2 uygulanan 

hücre gruplarına göre 3 glukoz koĢulunda da P450scc enzim seviyelerinde bir artıĢa neden 

oldu. Ancak bu artıĢ sadece 5 mM glukoz içeren hücre kültür ortamının kullanıldığı deney 

setinde istatiksel olarak anlamlı bulundu (p˂0.05). 

 

Şekil 18: 24 saat boyunca H2O2'ye maruz kalan hücrelerin P450scc enzim seviyeleri üzerinde 48 

saatlik 3-OHB ön uygulamanın etkisi (* İstatistiksel anlamlı fark, p<0.05) 
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4.2.3. 3-Hidroksibütirat + Hidrojen Peroksit Uygulamasının Hücre DHEA Düzeylerine Etkisi 

     SH SY-5Y hücrelerine H2O2, 3-OHB ve bunların kombinasyonunun uygulanması 

durumunda DHEA düzeylerindeki değiĢim Ģekil 19'da gösterilmektedir. Tüm gruplar 3 farklı 

glukoz konsantrasyonu varlığında tekrarlanmıĢ olup, sadece H2O2 uygulanan grupta kontrole 

kıyasla DHEA düzeylerinin azaldığı, 1 mM 3-OHB uygulanan grupta ise hem kontrole göre 

hem de H2O2 uygulanan gruba göre DHEA düzeylerinin arttığı gözlendi.  Hücrelerin 1 mM 3-

OHB ile ön uygulaması ve ardından 24 saat 200 μM H2O2'ye maruz bırakılmasından sonra 

DHEA düzeyleri sadece H2O2 uygulanan gruba kıyasla her 3 glukoz koĢulunda da artmıĢ 

bulundu. Ancak gruplar arasında ortaya çıkan bu değiĢiklikler istatistiksel olarak anlamlı 

değildi. 

 

 

Şekil 19: 24 saat boyunca H2O2'ye maruz kalan hücrelerin DHEA seviyeleri üzerinde 48 

saatlik 3-OHB ön uygulamanın etkisi  
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4.2.4. 3-Hidroksibütirat + Hidrojen Peroksit Uygulamasının Hücre DHEAS Düzeylerine 

Etkisi 

          Üç Farklı glukoz konsantrasyonu (17.5, 5 ve 1 mM) varlığında, hücrelerin 1 mM 3-

OHB ile ön uygulaması ve ardından 24 saat 200 μM H2O2'ye maruz bırakılmasından sonra 

DHEAS düzeylerinin sonuçları Ģekil 19'de gösterilmektedir. 1 mM 3-OHB ile hücrelerin ön 

uygulaması, kontrollere kıyasla 3 glukoz koĢulunun hepsinde DHEAS seviyelerinde bir artıĢa 

neden oldu. Ancak bu artıĢ sadece 5 mM glukoz koĢulunda istatiksel olarak anlamlıydı 

(p˂0.05). 

 

Şekil 20: 24 saat boyunca H2O2'ye maruz kalan hücrelerin DHEAS seviyeleri üzerinde 

48 saatlik 3-OHB ön uygulamanın etkisi (* İstatistiksel anlamlı fark, p<0.05) 
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5. TARTIŞMA 

     Bu çalıĢma ile 3-OHB uygulamasının nöronal hücrelerde oluĢturulan H2O2 toksisitesinde 

hücre canlılığı üzerine nöroprotektif etkilerinin konsantrasyon ve zaman bağımlı olarak 

belirlenmesi hedeflenmiĢtir. Bunun yanı sıra 3-OHB'ın ön tedavisinin steroid hormon 

sentezinde hız kısıtlayıcı enzim olan sitokrom P450 kolesterol yan zincir koparıcı (P450scc) 

enzim düzeyi ve kognitif fonksiyonlar üzerine olumlu etkileri olduğu bilinen nöronal 

steroidlerden DHEA ve DHEAS konsantrasyonlarına etkisinin değerlendirilmesi 

amaçlanmıĢtır. Oksidatif stresin, yaĢlanma [18] ve özellikle de AH olmak üzere birçok 

nörodejeneratif hastalığın patogenezinde önemli bir rol oynadığı ileri sürülmektedir [19][26]. 

YaĢlanma ile ilgili teorilerinin çoğunun merkezinde kümülatif oksidatif stresin mitokondriyal 

mutasyonlara, mitokondriyal disfonksiyona ve oksidatif hasara yol açtığı düĢüncesi ön 

plandayken, nörodejeneratif hastalıklarda oksidatif stresin kesin rolü hakkındaki araĢtırmalar 

henüz tam olarak anlaĢılamamıĢtır. Oksidatif hasarın nörodejeneratif hastalıkların bir nedeni 

mi yoksa bir sonucu mu olduğu ve neden bu tür hastalıklarda antioksidan tedavi kullanımının 

büyük ölçüde baĢarısız olduğu halen yanıtlanamamıĢ önemli sorular olarak karĢımıza 

çıkmaktadır.[90][91]. 

     ÇalıĢmamızda in vitro nörotoksisite modeli oluĢturmak için düĢük konsantrasyonlarda 

hücre sinyalleĢmesinde önemli rollere sahip olan ancak daha yüksek konsantrasyonlarda 

oksidatif hasara neden olan radikal olmayan reaktif oksijen türlerinden biri olan H2O2 

kullanıldı [92]. Yapılan literatür taramasında H2O2, değiĢik konsantrasyon ve uygulama 

sürelerinde, oksidatif strese karĢı nöroprotektif etkinin araĢtırıldığı pek çok farklı çalıĢmada 

oksidan ajan olarak kullanılmıĢtır. Ġsmail ve arkadaĢları, bizim çalıĢmamızda olduğu gibi SH-

SY5Y hücreleri kullanarak, çimlenmiĢ kahverengi pirinç, kahverengi pirinç ve ticari olarak 

satın alınan γ-aminobutirik asidin (GABA) nöroprotektif etkilerini araĢtırdıkları 

çalıĢmalarında SH-SY5Y hücrelerini 24 saat boyunca 250 uM H2O2'ye maruz bırakmıĢlardır 

ve MTT hücre canlılık testi ile SH-SY5Y hücrelerinin %50‟sinde canlılığının azaldığını 

göstermiĢlerdir [93]. Hanafy ve arkadaĢları ise H2O2'yi 90 dakika boyunca 500 uM 

konsantrasyonda kullanarak mentha türlerinin nöroprotektif etkilerini araĢtırdıkları 

çalıĢmalarında benzer sonuçlar elde etmiĢlerdir [94]. Biz de çalıĢmamızda SH-SY5Y 

hücrelerinde 24 saat içinde yaklaĢık % 50 hücre ölümüne neden olan H2O2 dozunun 200 

uM  (%44.23 ± 5.585) olduğunu belirledik ve deneylerimize bu H2O2 konsantrasyonu ile 

devam etmeye karar verdik. Ancak bunun yanında ilginç olarak, kültür ortamı glukoz 
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konsantrasyonu yükseldikçe SH SY-5Y hücrelerinin H2O2'ye daha duyarlı hale geldiğini, aynı 

doz ve sürede H2O2 uygulanmasına rağmen glukoz konsantrasyonuna bağlı bir Ģekilde anlamlı 

toksisite artıĢının olduğunu göstermiĢ olduk. Bu veri, nörodejeneratif hastalıkların diyabet ile 

sıkça vurgulanan iliĢkisini destekler niteliktedir. 

     AH‟nda, presemptomatik beyin glukoz hipometabolizması gibi metabolizma 

değiĢikliklerine dair birçok kanıtın bulunması [53], glukoz dıĢında keton cisimleri gibi 

alternatif enerji yakıtlarının rolünün araĢtırılmasına olan ilginin artmasına neden olmuĢtur. 

Keton cisimlerinin, glukoz yanı sıra enerji kaynağı olarak nöronal hücreler tarafından 

kullanılmasına ek olarak, AH'nda bulunan mitokondriyal disfonksiyonu da mitokondriyal 

aktiviteyi arttırarak düzeltebildikleri ileri sürülmektedir [95].  

     ÇalıĢmamızda kanda en bol miktarda bulunan keton cismi olan 3-OHB kullanıldı. Taranan 

literatüre göre, dıĢarıdan 3-OHB uygulamasının, farklı dozlarda ve uygulama sürelerinde 

birçok in vitro nörodejenerasyon modelinde sıkça kullanılmakta olduğu izlendi. Örneğin, in 

vitro olarak 3-OHB'ın Aβ uygulanan fare primer hipokampal hücreleri üzerine nöroprotektif 

etkilerini araĢtırmak amacıyla, Kashiwaya ve arkadaĢları, Aβ uygulanmadan önce 12 saat 

boyunca 4 mM 3-OHB ile hücreleri ön iĢleme maruz bırakmıĢlar ve Aβ'ye maruz kalan 

hücrelere 3-OHB uygulamasının, sadece Aβ uygulanan gruba kıyasla hücre sayısını 

arttırdığını bulmuĢlardır [96]. PC-12 hücrelerinin kullanıldığı baĢka bir in vitro çalıĢmada da, 

Xie ve arkadaĢları, Aβ uygulaması öncesi farklı  konsantrasyonlarda  (1, 2 ve 4 mM) 3-OHB 

ile 24 saat inkübe edilen hücrelerde 3-OHB ön uygulamasının, konsantrasyona bağlı bir 

Ģekilde Aβ kaynaklı hücre ölümüne karĢı hücreleri koruduğunu bulmuĢlardır [97]. Klein ve 

arkadaĢları, SH-SY5Y hücrelerinin 48 saat boyunca 1mM 3-OHB'ye maruz bırakılmasının, 

hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı artıĢa neden olduğunu göstermiĢlerdir [98] 

     Bizim çalıĢmamızda farklı inkübasyon süreleri (24, 48 ve 72 saat) için farklı 3-OHB 

konsantrasyonları (0.1, 0.25, 0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM) kullanıldı. Bununla birlikte, hücrelerin 

enerji kaynağı olarak ketonu tercih edip etmeyeceğini belirleyecek olan büyüme ortamı 

glukoz konsantrasyonundaki değiĢimin etkileri de değerlendirildi. Hücre kültürü çalıĢmaları 

sırasında normal koĢullarda, SH-SY5Y hücrelerinin idamesinde DMEM-F12 büyüme ortamı 

kullanılmaktadır. Ticari olarak satın alınan DMEM-F12 büyüme ortamının glukoz içeriği 17.5 

mM olup bu da fizyolojik hiperglisemiye eĢdeğerdir. İn vitro çalıĢmamızı in vivo koĢullara 

mümkün olduğunca yakın hale getirmek amacı ile 5 mM glukoz (fizyolojik normoglisemiye 
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eĢdeğer [7]) içeren ortamı da kullanmaya karar vererek tüm deneyler 5 mM glukoz içeren 

DMEM-F12‟li ortamda tekrarlandı. Hücre canlılık testi sonuçlarımıza göre, SH-SY5Y 

hücrelerine farklı konsantrasyonda 3-OHB uygulanması, hem 17.5 mM hem de 5mM glukoz 

varlığında hücre canlılıklarında (kontrole kıyasla) istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢa neden 

olmamıĢtır.  Elde ettiğimiz veriler yukarıdaki literatür bulgularını birebir destekler nitelikte 

olmamasına rağmen farklı glukoz konsantrasyonlarında, 7 farklı 3-OHB konsantrasyonunu ve 

farklı inkübasyon sürelerini aynı anda araĢtıran ilk çalıĢma olma niteliğindedir.  

     Aynı zamanda 17.5mM glukoz içeren koĢullarda yapılan 8 ve 10 mM 3-OHB ile gözlenen 

hücre canlılıklarındaki istatistiksel olarak azalmanın enerji kaynağı olarak halen glukozun 

tercih edilmesi ve glukozun kullanımı nedeniyle ortamda kalan ketondan kaynaklı ortam pH 

sının azalması nedeniyle olabileceği düĢünüldü. Ortam pH‟sını dengeleyecek HEPES içeren 

hücre kültür ortamı ile deneyler tekrarlanmasına rağmen anlamlı bir değiĢiklik sağlanamadı ve 

hiperglisemik koĢuldaki bu canlılık azalmasının sebebi net olarak ortaya konamadı. 

      ÇalıĢmamızda, hücreleri H2O2'ye maruz bırakmadan 48 saat önce uygulanan 3-OHB'ın 

potansiyel nöroprotektif etkisini de değerlendirdik. Bu etkiyi MTT hücre canlılık testi yaparak 

belirlemeye çalıĢtık. 1 mM 3-OHB ile ön uygulama yapılmıĢ ve sonrasında H2O2 verilmiĢ 

gruptaki hücrelerde, sadece H2O2 uygulanan gruba göre, hücre canlılığında istatistiksel olarak 

anlamlı bir değiĢiklik olmadığı izlendi. Bununla birlikte, 4 mM 3-OHB ile muamele edilmiĢ 

hücrelerde, sadece H2O2 uygulanan gruba göre, hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı 

bir azalma olduğu bulunmuĢtur Kashiwaya ve arkadaĢları [96] ile Xie ve arkadaĢlarının [97] 

yaptıkları iki farklı çalıĢmada Aβ uygulaması öncesi 3-OHB ile ön muamele edilen hücrelerde 

bizim sonuçlarımızın aksine 3-OHB‟ın hücre ölümüne karĢı hücreleri koruduğu bulunmuĢtur. 

ġu ana kadar yaptığımız literatür araĢtırmasına göre SH-SY5Y hücrelerinde keton cisimleri ile 

birlikte H2O2 „nin kombine uygulanmasının hücre canlılığı üzerine etkisini araĢtıran herhangi 

bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Ancak PC-12 hücrelerinde Cheng ve arkadaĢları, 3-OHB ile ön 

uygulamanin, H2O2'nin neden olduğu hücre canlılığının azalmasını engellediğini bulmuĢlardır 

[99]. 

     Ayrıca farklı çalıĢmalarda keton cisimlerinin AH biyobelirteç profilini iyileĢtirdiği ileri 

sürüldüğünden [65] ve oksidatif hasara karĢı 3-OHB'inin SH-SY5Y üzerindeki potansiyel 

nöroprotektif etkisini daha ileri düzeyde araĢtırmak için 3-OHB uygulamasının P450scc 
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enzimi, DHEA ve DHEAS konsantrasyonları üzerine etkisini değerlendirdik ve bu anlamda 

yapılmıĢ olan ilk çalıĢma olduğunu düĢünmekteyiz. 

     P450scc, nörosteroid sentezindeki ilk hız kısıtlıyıcı enzim iken [70] DHEA ve DHEAS 

dolaĢımda en bol miktarda bulunan nörosteroidlerdir H2O2'den önce 1mM 3-OHB ile ön 

muamelenin, 3 farklı glukoz konsantrasyonu varlığında (17.5mM, 5mM ve 1mM),  H2O2 

uygulanan gruba kıyasla, P450scc enzim seviyelerinde bir artıĢa sebep olduğunu, ancak bu 

artıĢın sadece 5mM glukoz varlığında istatiksel olarak anlamlı olduğunu belirledik (p˂0.05). 

1mM 3-OHB ile ön tedavinin, üç glukoz konsantrasyonu koĢulunda da sadece H2O2 

uygulanmıĢ gruba göre, DHEA seviyelerinde bir artıĢa neden olduğu ancak bu artıĢların 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığı izlendi. Öte yandan, 1mM 3-OHB ile ön tedavi DHEAS 

seviyelerini tüm glukoz koĢullarında arttırdı, ancak, p450scc gibi, bu artıĢ sadece 5mM 

glukoz varlığında istatistiksel olarak anlamlıydı (p˂0.05). DHEA düzeyindeki artıĢın anlamlı 

olmayıp sadece DHEAS artıĢının istatistiksel olarak anlamlı düzeylere ulaĢmasının olası bir 

nedeni, DHEAS‟nın sadece DHEA'ya geri dönüĢtürülebilir olması, DHEA'nın ise 3β-HSD 

enzimi yardımıyla diğer steroidlere de dönüĢtürülebilmesidir (ġekil 8). 

     OluĢturduğumuz H2O2 toksisite modelinde, 1 mM 3-OHB  ön uygulaması P450scc enzimi, 

DHEA ve DHEAS düzeylerini arttırırken, hücre canlılığı üzerinde böylesi bir beklenen artıĢ 

göstermemiĢtir.  Ancak bu sonuç, elde ettiğimiz nörosteroid seviyelerindeki artıĢın hücre 

sayısındaki bir artıĢla bağlantılı değil de, mitokondriyal sentez fonksiyonlarındaki bir artıĢla 

ilgili olduğunu daha güçlü bir Ģekilde düĢündürmektedir. 

     Son yıllarda, birçok çalıĢma oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyon ve nörodejenerasyon 

arasındaki iliĢkiyi anlamaya odaklanmıĢtır. MitoQ ile yapılan in vivo çalıĢmalar umut verici 

sonuçlar doğururken [100], hafif biliĢsel bozukluk hastalarında dıĢarıdan MitoQ takviyesinin 

serebrovasküler oksijenasyon üzerindeki etkilerini inceleyen klinik bir çalıĢma halen devam 

etmekte olup tahminen 2021 Ekim ayında sonlandırılacaktır [101]. 

     ÇalıĢmamız H2O2 „e maruz bırakılan nöronal karakterli hücrelerde 3-OHB uygulaması ile 

glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak nörosteroid sentezinin hız kısıtlayıcı enzimi olan 

P450scc enzim seviyesinin ve kognitif fonksiyon üzerinde önemli etkileri olan DHEA, 

DHEAS düzeylerinin artıĢının belirlendiği, H2O2 toksisitesi durumunda 3-OHB‟ın olası 
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etkilerini nörosteroid sentezini tetikleyerek gerçekleĢtirdiğini gösteren ilk in vitro çalıĢma 

niteliğindedir.   
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

     ÇalıĢmamızdan elde ettiğimiz bulgular ıĢığında sonuçlarımız; 

·    SH SY-5Y hücrelerinde 24 saat içinde yaklaĢık %50 hücre ölümüne neden olan H2O2 

dozları belirlendi. 150 μM ve 200 μM H2O2 uygulaması sonrası % canlılık oranları sırası ile 

%53.35 ± 4.532 ve %44.23 ± 5.585 olarak bulunduğundan daha sonraki deneylere 200 μM 

H2O2 konsantrasyonu ile devam etmeye karar verildi. 

·    Farklı inkübasyon süreleri (24, 48 ve 72 saat) için farklı 3-OHB konsantrasyonları (0.1, 

0.25, 0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM) kullanıldı. Bununla birlikte, hücrelerin enerji kaynağı olarak 

ketonu tercih edip etmeyeceğini belirleyecek olan büyüme ortamı glukoz 

konsantrasyonundaki değiĢimin etkilerini değerlendirmek için içeriğinde hiç glukoz 

içermeyen DMEM-F12 büyüme ortamına dıĢarıdan son konsantrasyon 1 mM, 5 mM ve 17.5 

mM glukoz olacak Ģekilde büyüme ortamları hazırlanarak deneyler yapıldı. 17.5 mM 

(hiperglisemiye eĢdeğer), in vitro çalıĢmamızı in vivo koĢullara mümkün olduğunca yakın 

hale getirmek amacı ile 5 mM glukoz (fizyolojik normoglisemiye eĢdeğer) ve hipoglisemiyi 

yansıtması açısından 1 mM glukoz içeren ortamlar kullanıldı. 

·    5 mM ve 17.5 mM‟lık glukoz konsantrasyonunda, hücre canlılığı üzerine olumsuz etkisi 

olmayan 3-OHB konsantrasyonları (1 mM ve 4 mM) ve tedavi süresi (72 saat boyunca 

inkübasyon) belirlendi. 

·     48 saatlik 1 mM ve 4 mM 3-OHB ön uygulaması sonrası 24 saat boyunca H2O2'ye maruz 

bırakılan hücrelerin canlılığı artmadı. 3-OHB‟a bağlı beklenen hücre canlılığını arttırıcı bir 

etki gözlenememiĢ oldu. 

·  3-OHB‟ın P450scc enzimi, DHEA ve DHEAS konsantrasyonları üzerine etkisini 

değerlendirdik. H2O2'den önce 1 mM 3-OHB ile ön-uygulamanin, 3 farklı glukoz 

konsantrasyonunda da H2O2 uygulanan gruba kıyasla, P450scc enzim seviyelerinde bir artıĢa 

sebep olduğunu ve bu artıĢın sadece 5 mM glukoz varlığında istatiksel olarak anlamlı 

olduğunu izledik. 

     Aynı Ģekilde DHEA seviyelerinde de bir artıĢ izlendi ancak bu artıĢlar istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmadı. Öte yandan, 1 mM 3-OHB ile ön tedavi DHEAS seviyelerini tüm glukoz 
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koĢullarında arttırdı, ancak, p450scc gibi, bu artıĢ sadece 5 mM glukoz varlığında istatistiksel 

olarak anlamlıydı (p˂0.05). 

     ÇalıĢmamızda  3-OHB ile direkt hücre canlılığında olumlu bir etki gösterilmemiĢ olmasına 

rağmen, 3-OHB‟ın nörosteroid sentezini tetikleyerek nöronal etkilerini gerçekleĢtirdiğini 

gösteren ilk in vitro çalıĢma olması açısından literatüre büyük bir katkı sağlayacağını 

düĢünmekteyiz. Keton cisimleri ve nöronal steroid yapılı hormonların iliĢkisi nörodejeneratif 

değiĢiklerin önlenmesi ve nörodejeneratif hastalıkların oluĢum mekanizmalarının 

anlaĢılmasında önemli ip uçları oluĢturacaktır. 

Öneriler: 

- Mitokondri fonksiyonunu değerlendiren baĢka bir test daha yapılmalıdır. 

- DHEA ve DHEAS düzeylerinin yanı sıra diğer nörosteroidlerin düzeylerinin de ölçülmesi ve 

hatta daha duyarlı bir yöntem ile analizlerin gerçekleĢtirilmesi uygundur.  

- DHEA‟dan DHEAS oluĢumunda görevli sülfotransferaz enzim düzeyi ölçülmelidir. 

- Asetoasetat ve/veya 3-OHB kombinasyonun etkisini değerlendirmek sadece 3-OHB‟ın etkisi 

değerlendirmekten fizyolojik koĢulları daha net yansıtması açısından daha uygun olacaktır. 

- AH multifaktöriyel bir hastalık olduğu için toksisite yaratan baĢka maddeler (Aβ fragmanları 

ve tau gibi) ve kombinasyonlarını kullanarak daha kapsamlı hücre kültürü modelleri 

yapılmalıdır. 
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