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OZET

Giris ve amac: Alzheimer Hastaligt (AH), progresif ilerleme gosteren, hafiza kaybi ile
sonuc¢lanan geri doniisiimsiiz norodejeneratif bir hastaliktir. Patogenezinde amiloid beta (AR)
toksisitesinin temel mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilse de, oksidatif stres ve mitokondri
disfonksiyonu gibi bir¢cok patofizyolofik siire¢ yer almaktadir. Norolojik hastaliklarin bir
kisminda ketojenik diyet terapotik bir secenek olarak kullanilmaktadir. Ketojenik diyetin etki
mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olsa da, gii¢lii kanitlar mitokondriyal fonksiyonu
tyilestirerek etki ettigini ileri slirmektedir. Diger taraftan hiicre mitokondrisinde sentezi
baslayan norosteroidlerin ndroprotektif rolleri yam sira aktif norotransmiter rolii gorerek,
beynin 6grenme, hafiza, duygu durum ve biligsel yeti ile ilgili alanlarinda olumlu etkiler

gosterdikleri bilinmektedir.

Bu c¢alisma ile noronal karakterli SH SY-5Y hiicrelerinde olusturulan Hidrojen Peroksit
(H20,) toksisitesinde bir keton cismi olan 3-Hidroksibiitirat (3-OHB) uygulamasiin hiicre
canliligt lzerine etkilerinin konsantrasyon ve zaman bagmli olarak belirlenmesi
amaglanmistir. Bunun yami1 sira 3-OHB''n steroid hormon sentezinde hiz kisitlayici
mitokondriyal bir enzim olan sitokrom P450 kolesterol yan zincir koparici (P450scc) enzim
diizeyi ve kognitif fonksiyonlar iizerine olumlu etkileri oldugu bilinen ndronal steroidlerden
dehidroepiandrosteron (DHEA) ve dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS) konsantrasyonlari

tizerine etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.



Yontemler: SH SY-5Y hiicrelerine 48 saat stire ile 1 ve 4 mM 3-OHB’1n 6n uygulamasinin
farkli glukoz konsantrasyonlarinda olusturulan H,0, toksisitesinde hiicre canliliklar1 iizerine
etkileri  3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid (MTT) testi
kullanilarak incelendi. Ayrica P450scc enzim, DHEA ve DHEAS diizeyleri Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) yéntemi kullanilarak belirlendi.

Bulgular: H,O; ile olusturulan toksisite modelinde 200 uM dozda uygulanan H,O;’in hiicre
canliligin1 kontrol grubuna gore ~% 40- 50 oraninda azalttig1 gosterildi. 1 mM 3-OHB ile 48
saat on muamelenin, ii¢ glukoz konsantrasyonu (17.5 mM, 5 mM ve 1 mM) kosulunda da 200
uM H;0; uygulanan gruba kiyasla hiicre canliliginda herhangi bir degisiklik ortaya
¢ikarmadigi izlendi. Bunun yaninda, ayni deney kosullarinda 1 mM 3-OHB’1n sadece H;0,
uygulanan gruba kiyasla P450scc enzimi, DHEA ve DHEAS diizeylerinde artisa neden
oldugu gosterildi. Ancak bu artig sadece 5 mM glukoz varliginda P450scc enzimi (p=0.043)
ve DHEAS i¢in (p=0.029) istatistiksel olarak anlamliydi.

Sonug¢: Sonug olarak bu calisma ile 3-OHB'nin norosteroidlerin sentezinde gorevli enzimi
tetikledigi ve oksidatif hasara karsi olast koruyucu etkileri oldugu vurgulanan DHEA ve
DHEAS seviyelerinde artisa neden oldugu gosterilmistir. 3-OHB'nin olas1 noroprotektif
etkisini sadece normoglisemik bir kosulda olusturdugunu ve bu etkinin norosteroidler ile
baglantili oldugunu gosteren 6nemli in vitro veriler elde edilmistir. Keton cisimleri ve néronal
steroid yapili hormonlarin iligkisi norodejeneratif degisiklerin 6dnlenmesi ve ndrodejeneratif

hastaliklarin olusum mekanizmalarinin anlasilmasinda 6nemli ipuglari olusturacaktir.

Anahtar sozciikler: Alzheimer Hastaligi, oksidatif hasar, keton, nérosteroid, mitokondri



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF 3-
HYDROXYBUTYRATE ON HYDROGEN PEROXIDE
TOXICITY IN SH SY-5Y CELL LINE

Samar Mohamed Ali AHMED
Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences

Biochemistry Department, 35340 inciralti, izmir

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 (AB) 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 (H,O,) 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.



Methods: In 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
H,O, 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 H,0O,, a dose of 200 uM H,0O, 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 uM H,0, 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 uM H,O, 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



1. GIiRIiS VE AMAC

Alzheimer Hastaligi (AH), progresif ilerleme gosteren, hafiza kaybi ile sonuglanan
geri doniisiimsiiz norodejeneratif bir hastaliktir [1]. Patogenezinde amiloid beta (AP)
toksisitesinin temel mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilse de norofibriller yumak olusumu,
mitokondri disfonksyonu, inflamasyon, glutamat toksisitesi, oksidatif stres, sinaptik hasar ve
kolinerjik aktivite kaybi gibi bir¢cok patofizyolofik siire¢ yer almaktadir [2]. Prooksidan ve
antioksidan seviyeleri arasindaki hiicresel dengesizlik olarak tanimlanan oksidatif stres [3],
AH gibi birgok norodejeneratif hastalikla iligkilendirilmektedir.  Mitokondriyal
disfonksiyonun ve biyoenerji a¢igmin gozlendigi AH’nda oksidatif stresin mitokondri

fonksiyon bozuklugu iizerinde etkili olabilecegi ileri siiriilmektedir [4].

Uzun siiredir ketojenik diyet tedavisinin non-farmakolojik bir tedavi yaklagimi olarak
epilepsi basta olmak iizere norolojik hastaliklar i¢in kullanimi 6nerilmektedir [5][6]. Uzun
zincirli trigliserit diyeti olarak bilinen Kklasik ketojenik diyette giinliik kalorinin ¢ogu yagdan
saglanir. Orta zincirli yag asidi i¢eren diyette ise karbohidrat ve protein daha fazla miktarlarda
bulunurken yag orami daha azdir, daha iyi tolere edilebilir ve uzun zincirli trigliserit
diyetlerine gore kilokalori enerji basina daha fazla keton cisimleri [asetoasetat (AA), 3-
hidroksibiitirat ve aseton] iretilmesine neden olur. 3-hidroksibiitirat, uzun siireli egzersiz,
aclik durumlarinda, ketojenik diyet veya kalori kisitlamasi sirasinda biriken keton cisimlerinin
en belli bashi olanmidir [7]. Son yillarda AH'da, keton cisimlerinin etkinligi ve bunun
mekanizmasi arastiritlmaktadir. Orta zincirli yag asidinden zengin hindistan cevizi yaginin,
ketojenik diyetin ya da digaridan verilen ketojenik ajanlarin insan ya da hayvan modellerinde,
ndropatolojik stirecleri azalttig, kognitif fonksiyonlar arttirdigl, 6grenmeyi giiclendirdigi ileri

stirilmektedir [8][9][10].

Bugiine kadar keton cisimleri ile yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda pek ¢ok farkli
mekanizma iizerinde yogunlasilmistir. Keton cisimlerinin noroprotektif etkilerini; oksidatif
stresi azaltarak ya da noron hiicrelerine AP protein girigsini engelleyerek yaptiklar
vurgulanmistir [11]. Buna ek olarak ndrotoksisiteye karsi mitokondriyal koruma sagladigi
(elektron tasima zincirindeki (ETZ) kompleksleri korudugu) ve mitokondriyal solunumu
arttirdig1 ileri siiriilmekle beraber mekanizmasi heniiz kesin olarak ortaya konmamistir.
Bununla birlikte ¢aligmamizin hipotezine gore ndronal keton cisim diizey artisinin mitokondri

disfonksiyonunu engelleyebilecegi disiiniilebilir. Diger taraftan hiicre mitokondrisinde



sentezi baslayan norosteroid sentezinin de etkilenecegi diisiiniilebilir. Bu steroid hormonlar
noroprotektif 6zelliklerinin yaninda aktif norotransmiter rolii gorerek, beynin O6grenme,
hafiza, duygu durum ve bilissel yeti ile ilgili alanlarinda gesitli etkiler ortaya ¢ikarabilir [12].
Dehidroepiandrosteron (DHEA) ve Dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS) noronal dokuda
da tretilen 6nemli norosteroidlerdendir. Hidrojen peroksit (H20y), in vitro caligmalarda
oksidatif stres iiretmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir ajan olup H,O;’in indiikledigi
toksisitenin olusum mekanizmasi ile steroid sentezi arasindaki iliski ve en Onemlisi keton

cisimlerinin bu noroaktif steroidler tizerine olan etkileri ise heniiz kesin olarak bilinmemektir.

Bu ¢alisma ile in vitro olarak noéronal hiicrelerde olusturulan H,O, toksisitesinde 3-
OHB uygulamasinin (hiicre Kkiiltiiri ortamma 3-OHB’in 6n c¢aligma ile belirlenen
konsantrasyonlarda disaridan verilmesi) noéronal hiicre canliligt {izerine etkilerini
konsantrasyon ve zaman bagimli olarak belirlenmesi amaclanmistir. Bunun yani sira 3-
OHB'n steroid hormon sentezinde hiz kisitlayic1 mitokondriyal bir enzim olan sitokrom P450
kolesterol yan zincir koparict (P450scc) enzim diizeyi ve kognitif fonksiyonlar ile iliskili

oldugu o6ne siiriillen DHEA ve DHEAS diizeyleri iizerine etkileri degerlendirilecektir.

Planladigimiz ¢alisma ile H,0; ‘in tetikledigi hiicre 6liimiiniin olusum mekanizmasina
farkli bir bakis agis1 getirmek ve yeni tedavi segeneklerini gelistirmek igin in vitro verilerin

elde edilmesi mumkiin olabilecektir.

Calismanin hipotezleri: insan noroblastoma hiicrelerinde (SH SY-5Y hiicre hatt1 hiicreleri)
3-Hidroksibiitirat, mitokondri fonksiyonlarini arttirarak, nérosteroid sentezini arttirip hidrojen

peroksit toksisitesini azaltarak koruyucu etki gosterir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Alzheimer Hastahgi

Alzheimer Hastalig1 geri donlisiimsiiz norodejeneratif bir hastalik olup patogenezinde
oksidatif stres, mitokondri disfonksiyonu, inflamasyon, glutamat toksisitesi, sinaptik hasar ve
kolinerjik aktivite kaybi, norofibriller yumak olusumu gibi bir¢ok patofizyolojik siire¢ yer
almakla birlikte, cogu calismada da amiloid beta (AP) toksisitesinin temel mekanizmalardan

biri oldugu vurgulanmaktadir [1] [2].

Bat1 iilkelerinde 6liim nedenleri arasinda 4. sirada bulunmasi ve bu hastaliktan hayatini
kaybeden yaglilarin sayisinin halen artisi, hastalarin saglik ve bakim harcamalari i¢in oldukga
yiiksek finansal ihtiyacin olmasi, bu hastalig1 toplum i¢in sosyal ve ekonomik bir problem
haline getirmistir. Bu nedenle AH’da noéron kaybini 6nleyebilecek ajanlarin tanimlanmasi,

hastaliktan koruyucu ve tedavi edici yontemlerin bulunmasi oldukg¢a 6nemlidir.

Prooksidan ve antioksidan seviyeleri arasindaki hiicresel dengesizlik olarak tanimlanan
oksidatif stres [3], AH gibi birgok norodejencratif hastalikla iliskilendirilmektedir.
Mitokondriyal disfonksiyonun ve biyoenerji acigimin gozlendigi AH’nda oksidatif stresin

mitokondri fonksiyon bozuklugu {izerinde etkili olabilecegi ileri sitiriilmektedir [4].

2.2. Oksidatif Stres

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
molekiiler hasarin olusmasina yol a¢maktadir. Prooksidanlar, serbest radikal ve radikal
olmayan tiirler olabilir. Ote yandan, hiicrelerin yapisal biitiinliigiinii ve fizyolojik islevlerini
oksidatif strese karst koruyan savunma sistemi olarak bilinen antioksidanlar, gii¢lii enzimleri
(stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve tioredoksin sistemi enzimleri) ve
indirgeyicileri (askorbik asit, karotenoidler vb.) igermektedir. Oksidatif stresin hiicresel
hedefleri arasinda lipitler, proteinler, karbonhidratlar, deoksiriboniikleik asit (DNA),
riboniikleik asit (RNA) gibi birgok farkli biyomolekiil bulunmaktadir [3].



2.2.1. Oksidatif Stresin Biyokimyas:

Aerobik metabolizma, yiikseltgenme-indirgenme (redoks) dengesi ile nitelenen sabit bir
durumdur. Metabolik kararli hallerde kiigclik sapmalar yaratirken (oksidatif eustress),
oksidasyona dogru daha belirgin sapmalar biyomolekiillere zarar verebilir ve fizyolojik
redoks sinyalini degistirebilir hatta bozabilir [3][13]. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijenden
tiretilmis serbest radikaller (stiperoksit (O2¢’), hidroksil radikali (*OH) , nitrik oksit) ve
yiiksek reaktiviteye sahip radikal olmayan oksijen tiirevleri (singlet oksijen (*O,), hidrojen
peroksit (H20,), peroksinitrit, hipoklorit) igin kullanilan kolektif bir terimdir. Canli
organizmalarda ROS, plazma zarinda, sitozolde, peroksizomlarda, ve mitokondri ve
endoplazmik retikulum zarlarinda tretilir [14]. Ancak Okaryotik hiicrelerde ROS'un %
90''ndan fazlasinin mitokondri tarafindan {iretildigi tespit edilmis olup bu miktarin ¢ogu
elektronlarin mitokondriyal elektron transfer zincirinden -esas olarak koenzim Q'dan-
molekiiler oksijene kagmasiyla iiretildigi ileri siirilmektedir [15]. Molekiiler oksijen, iki
molekiil su iiretmek icin birer birer olmak {izere toplam dort elektron kabul edebilir. Bu islem,
genellikle ROS ve reaktif azot tiirleri (RNS) olan farkli yan iiriinlerin {iretilmesine yol agar
[16]. Sekil 1°de gosterildigi gibi, Oz'nin tek elektron indirgemesi Oz¢™nin iiretilmesine neden
olur. Diisiik pH'ta, bir O,*, ek elektronunu baska bir O,¢"ye verir ve daha sonra protonasyon
ile H20, olusumuna neden olur. Yine O¢’, perhidroksil radikali (HO;) olusturmak {iizere
protonlanabilir. Ayrica, bakir ve demir gibi geg¢is metallerinin varliginda, Haber-Weiss
mekanizmas1 veya Fenton reaksiyonu yoluyla *OH {iretmek i¢in baska reaksiyonlar meydana
gelir [16]. Yiiksek reaktivitesi ve indirgenme potansiyeli olan *OH, hiicreler i¢in g¢ok
tehlikelidir. *OH fosfolipid peroksidasyonunun baslatilmasinda ve protein oksidasyonunun

tiretilmesinde ¢ok etkilidir [3].

Aerobik organizmalarda normal hiicresel metabolizma sirasinda siirekli ROS {iretimi
mevcuttur ve bunlar hiicresel makromolekiilleri hedef alarak hasar olugturma egilimindedirler
[3]. Ayrica, oksidatif stres kisir bir dongiiye girebilir, ¢iinkii iretilen ROS biyomolekiilleri
tahrip ettiginde, bu daha yiiksek ROS birikimine neden olabilir [17]. Insan viicudunda,
viicutta dogal olarak iiretilen veya gidalar ve / veya takviyeler yoluyla disaridan temin edilen
diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve oksitlenebilir substratin oksidasyonunu onemli 6l¢iide
geciktiren veya Onleyen antioksidanlar iireterek oksidatif strese karsi koymak igin gesitli

mekanizmalar vardir [16]. Ana antioksidan enzimler sunlardir: sitosolik Cu, Zn Siiperoksit



dismiitaz (SOD), mitokondriyal Mn-SOD, peroksizomal katalaz, sitosolik ve mitokondriyal
glutatyon peroksidazlar ve sitosolik ve mitokondriyal tioredoksin rediiktazlar. Diger
antioksidan kategorisi, tokoferoller, askorbik asit, karotenoidler ve diger kii¢iik antioksidanlar

olan diisiik molekiiler kiitle indirgeyicileridir [3].

Enerji
absorpsiyonu ¢ Siiperoksit radikali Peroksit iyonu
l024 302 » 0" > 02'.2
Singlet Molekiiler
Oksijen Oksijen

H' 2H'

HOZ. H202 Fenton 'OH
Perhidroksil Hidrojen  reaksivonu Hidroksil
radikali peroksit radikali

Sekil 1: ROS iiretimi [16]

2.2.2. Oksidatif Stres ve Alzheimer Hastalig

Oksidatif hasarin, yaslanma siireci [18], kanser ve birgok norodejeneratif hastaligin
gelisimi ile baglantili oldugu 6ne siiriilmektedir [19]. Beyin, yiiksek oksijen tiiketimi (toplam
viicut tiikketiminin %20's1) nedeniyle, oksidatif strese bagl oksidatif hasara 6zellikle hassastir.
Buna ek olarak, beyindeki serbest radikal ve radikal olmayan tiirlerin iiretilmesi, sinaptik
plastisite gibi kritik bazi fonksiyonlarin ger¢eklesmesinde Onemlidir. Fakat redoks
sinyalindeki bozulma gibi bazi durumlarda bu iiretim dezavantaj olarak beyni oksidatif strese
duyarli hale getirebilir [20].

Reaktif tiirlerin agir1 iiretimi ve yetersiz antioksidan savunma mekanizmalarmin etkin
aktivitesi, Alzheimer hastalig1 (AH), Parkinson hastaligi (PH), Huntington hastaligi (HH) ve
amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi birgok noérodejeneratif hastaligin patogenezi ile
iligskilendirilmistir [21]. ROS birgok norodejeneratif hastaligi igin tetikleyici faktor olmasa da,
oksidatif hasar ve mitokondri ile etkilesim yoluyla hastalik ilerlemesini siddetlendirmesi

muhtemeldir (Sekil 2)[22].



Alzheimer Hastalig1, geri donlisiimsiiz ndrodejeneratif bir hastalik olup diinya ¢apinda en
biiyiik saglik sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir [1]. AH’nin belirtileri ortaya
cikmadan once 20 yil veya daha fazla beyinde hasta tarafindan fark edilemeyen kiigiik
degisikliklerle basladig1 diisiiniilmektedir. Yillarca siiren beyin degisikliklerinden sonra
bireyler dil problemleri ve hafiza kaybi1 gibi belirgin semptomlar yasamaya baglar [1]. Cok
faktorlii bir hastalik oldugu diisiiniilen AH'nda altta yatan temel nérobiyolojik mekanizmalar;
amiloid peptid teorisi, kolinerjik hipotez, glutamaterjik norotransmisyon, tau proteininin rolii,

oksidatif stres ve kalsiyumun katilimini igermektedir [2] [23] [24][25] [26].

Oksidatif stresin rolii hastaliginin patogenezi ve seyrinde yogun bir sekilde arastirilmis ve
noronal RNA ve proteine etkilerinin hastalik olusumunda erken bir olay oldugu
vurgulanmistir [27]. Ayrica, AH olan bireylerin beyin dokularindaki birgok oksitlenmis baz
seviyelerinin, kontrol deneklerine kiyasla frontal, parietal ve temporal loblarda anlamli olarak
daha yiiksek oldugu, mitokondriyal DNA'nin, niikleer DNA'dan yaklasik 10 kat daha yiiksek
oksitlenmis baz seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir [28]. Buna ek olarak, ventrikiiler
BOS'ta, artmis DNA oksidasyonu ve azalan onarim iriinii seviyeleri tespit edilmis [29],
hastalarin otopsi sonucu elde edilen beyin dokusu orneklerinde de peroksidasyonda artig ve

antioksidan enzim aktivitesinde azalma saptanmistir [30].

AH’inda oksidatif durumdaki degisiklikler periferik olarak da belirlenmistir. AH olan
bireylerde plazma antioksidanlarinda bir azalma saptanmis [31]. Kontrol grubuna goére
plazma 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OH-dG) (DNA’da en sik ¢alisilan ve tespit edilen
okside niikleozid hasar iiriinii) diizeyleri anlaml yiiksek ve toplam antioksidan diizeyleri
anlamli olarak disiik bulunmustur [32]. Ayrica, vaskiiler demans ve AH'a bagli demans
hastalarindan alinan kan orneklerinde, lipid peroksidasyonunda bir artig ve bazi antioksidan

enzim aktivitelerinde de bir azalma oldugu gosterilmistir [33].

Oksidatif stres ayn1 zamanda AH'min aywrt edici 6zelliklerinin ¢ogunda molekiiler
diizeydeki degisikliklerle de baglantili bulunmustur. Oksidatif stresin p-amiloid Prekiirsor
Protein Kirma Enzimi 1 (BACEI) transkripsiyonunu indiikledigini ve bdylece AH'nda A
patolojik seviyelerinin iiretimini tegvik ettigi vurgulanmistir [34] (Sekil 3). Farelerde yapilan
bir caligmada, mitokondriyal siliperoksit dismutaz 2 (SOD2) eksikliginin amiloid yiikiinii
siddetlendirdigi ve fosforile tau seviyelerini artirdigi bulunurken [35], SOD1 (Bakir/Cinko

10



Stiperoksit Dismutaz) eksikliginin amiloid-beta protein oligomerizasyonu ve bellek kaybina

yol a¢tig1 gosterilmistir [36].
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Sekil 2: Oksidatif stres ve norodejeneratif hastaliklar: [22]
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Sekil 3: Amiloid prekiirsor proteinin (APP) sekretazlar ile kesimi sonucu Ap olusumu [23]
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Artmis oksidatif stres ve AH’nin baslangict veya ilerlemesi arasindaki giiclii korelasyon
nedeniyle, antioksidan ajanlarin AH {izerindeki etkisini test etmek icin bir¢ok caligma
yapilmistir. Antioksidan oOzelliklere sahip olan C ve E vitaminlerinin 1 yil boyunca
kullanildig1 klinik bir g¢alismada BOS'ta smirli bir antioksidan etki gdzlenebilsede,
miidahalenin AH'nin seyri lizerinde 1 y1l boyunca anlamli bir etkisi olmamustir [37]. Farkli bir
klinik calismada ise, ortalama 2,27+1,22 yillik takip siiresince, E vitamini alan hafif ila orta
derecede AH olanlarda giinliilk yasamin temel ve aragsal etkinliklerinde (ADCS-ADL o6lgegi
kullanilarak) plasebo alanlara gore daha yavas diislis gosterilmistir [38].

AH'min patogenezini ortaya koymaya calisan aragtirmalarda, hastalik olusum
mekanizmasinda mitokondriyal disfonksiyon ve biyoenerji agiginin olduk¢a énemli oldugu
vurgulanmigtir [39] Ayrica AH olan hastalarin noronlarinda, mitokondrinin amiloid-beta
proteinin dogrudan birikim yeri oldugu da tespit edilmistir [40]. Bu nedenle mitokondriyi
hedefleyen antioksidanlar terapotik ajanlar olarak dnem kazanmistir. Mitokondride secici
olarak birikebilen ve fazla oksijensiz radikalleri ortadan kaldirabilen mitokondri hedefli bir
antioksidan olan MitoQ, mitokondri ve hiicre zarlarinin oksidatif strese kars1 korunmasina ve
ayrica lipit peroksidasyonunun 6nlenmesine yol agabilen bir ajandir [4]. Bunun yaninda keton
cisimlerinin de oksidatif stresi azaltarak ya da noron hiicrelerine AP protein girigini
engelleyerek noroprotektif etkiler yaptiklari, norotoksisiteye karsi mitokondriyal koruma

sagladiklar1 vurgulanmistir [41].

2.3. Alzheimer HastaliZinda Enerji Metabolizmasi ve Keton Cisimlerin Rolii

2.3.1. Beyin Metabolizmasi

2.3.1.1. Normal Beyin Metabolizmasi

Beyin, toplam viicut kiitlemizin yaklasik %2'lik kii¢iik bir kismini olustururken, toplam
oksijen metabolizmasinin % 20'sinden fazlasini olusturan en biiylik enerji tiiketimi kaynagini
temsil eder. Ayrica, noéronlarin beyinde iiretilen enerjinin %75-%80'ini tiikettigi tahmin
edilmektedir [42].

Glukoz beyindeki ana enerji kaynagidir. Adenosin-5' trifosfat (ATP) iiretimine ek olarak,
glukoz ayrica membran ve miyelin sentezi i¢in gerekli yag asitleri ve diger lipitler, protein

sentezi ve norotransmitter iiretimi i¢in amino asitler, niikleotitlerin sentezi i¢in 5 karbonlu
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seker, ve astrositlerde glikojen iiretilmesi i¢in metabolik ara maddeler tiretmek igin de
kullanilir [43]. Noron membranlar glukoza gegirgen degildir, bu nedenle glukoz hiicre zarlart
boyunca spesifik tagima proteinleri tarafindan aktarilir. Bu tasiyicilar sodyumdan bagimsiz
glukoz tastyicilart (GLUT'lar) ve sodyum bagimh glukoz tastyicilart (SGLT'ler)’dir. GLUT1
ve GLUT3, beyindeki glukoz taginmasimdan sorumlu ana GLUT proteinleridir [44]. Glukoz,
hiicrelere girdikten sonra glukoz-6 fosfat olusturmak i¢in hekzokinaz enzimi ile fosforile
edilir. Glukoz-6 fosfat Sekil 4'te goriildigii gibi farkli metabolik yollara girebilir. Bunlardan
en temel olanlar1 (i) glikoliz (laktat iiretimine veya mitokondriyal metabolizmaya yol agar),
(i) pentoz fosfat yolu (PPP), ve (iii) glikojenezdir (sadece astrositlerde). Genel olarak, glukoz
neredeyse tamamen beyinde CO; ve H,O'ye oksitlenir [45].

Normal yetiskin beynindeki noronlar enerji kaynagi olarak ¢ogunlukla glukoza bagimh
olsalar da, bazi durumlarda ndronlar keton cisimleri, laktat gibi glukoz disindaki substratlar
da kullanabilirler. Ornegin, keton cisimleri beyin gelisimi sirasinda ve yetiskinlerde uzun
stireli aclik donemlerinde kullanilirken, yogun fiziksel aktivite sirasinda beynin laktat

kullanimu artar [43].
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Sekil 4: Beyinde glukoz kullamim [45]
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GLUT, Glukoz tasiyicilari; 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 tastyicilar; 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 OXPHQOS,

oksidatif fosforilasyonu

2.3.1.2. Alzheimer Hastaligi Sirasinda Beyin Metabolizmasinda Degisiklikler

AH'nda, beyinde bolgeye 6zgii serebral glukoz aliminda ve metabolizmasinda bozukluklar
goriilmektedir [46][44]. Degismis glukoz metabolizmasinin AH'nda ¢ok erken bir degisiklik
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur [47][48]. Bunlara ek olarak, AH'nda, amiloid
birikimi  ve norofibriler patolojiye duyarli beyin bolgelerinde doku  glukoz
konsantrasyonlarinin anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir [49].

Ayrica, son yillarda, aragtirmacilar AH i¢in "Tip-3 Diyabet" terimini 6nermislerdir. Bunun
nedeni Diyabet (Tip-1 ve Tip-2) ve yash bireylerde hafiza eksiklikleri ve bilissel diisiise bagli
insiilin direnci arasindaki paylasilan molekiiler ve hiicresel 6zellikler olmasidir [50].

Noronlarin hiicre i¢ine glukoz aliminin insiilinden bagimsiz oldugu bilinmesine ragmen,
noronlar insiilin reseptorlerini asir1 derecede eksprese ederler ve insiiline yanit olustururlar.
[44], Insiilin tarafindan aktive edilen PI3K / Akt yolu, karbonhidrat ve lipit
metabolizmasindaki degisiklikleri etkiler ve glukoz alimini modiile eder [51]. Ayrica, beyin
insiilin direncinin biyobelirteglerinin diyabet veya APOE €4 durumuna bakilmaksizin normal
vakalardan hafif kognitif bozuklugu olan AH vakalarina dogru gittikge arttig1 gosterilmistir
[52].

Tau, amiloid-beta ve hipometabolizma arasindaki iliskiyi inceleyen bir ¢alisma, normal
yaglanmada, diisiik tau seviyelerinin artmis metabolizma asamasi ile iligkili oldugunu,
amiloid-beta varliginda yiiksek tau seviyelerinin ise hipometabolizma ile iligkili oldugunu
gostermistir [53]. AH'ye 6zgii bdlgelerde (tipik olarak AH'nda etkilenen kortikal bolgeler)
amiloid beta seviyeleri ve hipometabolizma arasindaki bu iligki de biligsel olarak normal yash
kisilerde bulunmustur [54].

Ilging bir sekilde, bu hipometabolizmanin, keton cisimleri gibi diger yakit molekiillerine

degil, glukoza spesifik oldugu one siiriilmektedir. Biligsel olarak saglikli yash eriskin
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kontrolleri (KTL), hafif biligsel bozukluk (MCI) ve erken AH hastalarinda beyin enerjisi
metabolizmasini (glukoz ve asetoasetat) karsilagtiran bir ¢alisma, AH'nda KTL'ye kiyasla
serebral glukoz metabolik hizinin birgok beyinbolgesinde ~%11 daha disiikk oldugunu
bulmustur. Glukoz alim hiz1 sabiti (Kgj,) da bu bolgelerde ~%15 daha diisiik bulunmustur.
Ayrica, MCI'de KTL ile karsilastirildiginda, singulat girusunda giruslarinda ~%7 glukoz
hipometabolizmas: oldugu gésterilmis. Ote yandan, ne bélgesel ne de tiim beyin serebral
asetaoasetat metabolik hizi veya asetoasetat alim hizi sabiti (Kacac), KTL ve MCI veya AH
arasinda anlamli olarak farkli bulunmamuistir [55].

Bu hipometabolizma AH'ndaki klinik belirtilerin baslangicindan 6nce ortaya ¢iktigi i¢in,
glukoz metabolizmasindaki erken diislis, AH'min tedavisi i¢in potansiyel bir tedavi hedefi

olarak kabul edilmektedir [56].

2.3.2. Keton Cisimleri, Ketojenik Diyet ve Alzheimer Hastaligt

2.3.2.1. Keton Cisimlerin Sentezi

Keton cisimleri, yiiksek oranda yag asidi oksidasyonu ile iliskili metabolik kosullar altinda
karaciger tarafindan tretilen suda ¢6ziinebilen, lipid tiirevli maddelerdir. Normal kosullarda
az miktarda (<0.2 mM) iiretilen ii¢ keton molekiilii; asetoasetat, D-3 hidroksibutirat (3-OHB)
ve asetondur. Sekil 5’te gosterildigi gibi; asetoasetil-KoA, beta-oksidasyonu sirasinda
dogrudan bir yag asidinin terminal dort karbonundan ortaya ¢ikabilir. Asetoasetil-KoA'nin
bagka bir asetil-KoA molekiilii ile 3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA (HMG-KoA) sentaz
tarafindan yogunlagtirllmast HMG-KoA'y1 olusturur. HMG-CoA liyaz daha sonra asetil-
KoA'nin HMG CoA'dan ayrilmasina ve serbest asetoasetat birakmasma neden olur [57].
Asetoasetat ve 3-hidroksibutirat, mitokondriyal enzim D-3-hidroksibutirat dehidrojenaz
tarafindan birbirine doniistiiriilebilir. Bu reaksiyonun dengesi mitokondriyal [NAD'] /
[NADH] orani ile kontrol edilir (Sekil 6). Ekstrahepatik dokular solunum substratlar1 olarak
asetoasetat ve 3-hidroksibutirat kullanir, ancak aseton, ugucu oldugu igin akcigerler yoluyla
atilan bir atik {Urlindiir. Ayrica, 3-OHB ketozis sirasinda kanda ve idrarda bulunan baskin

keton cismidir [57].

15



FFA

ATP
KoA Acil Ko A senteta=
< Trigliserol
Acil-KoA E sterifikasyon _
e Sl Fosfolipitlier
S p-Oksidasyonu
(Asitl-KoA).
o (=]
1 i
CH,—C —CH,—C S — KoA
Asetoasitil-KoA HNG-KoA sentaz
KoA SH o 2
Tivyolaz
Sy H.O CH;,—(I:—CHZ,—C"\JS—KOA
= “CH,— COO™
] T TGS —koAa KoA SH 3 Hidroksi 3 Metil
Asitil KoA ghateril KoA(HMG-KoA)
N = HMNG-KoA
Asitil Koa <€— i
4
o
T
CH; — ?
*CH.—coo™
CO: A seto saalt\r L T TT
D-3_Hidroksibiitirat SRELSE
dehidrojena= NAD-
OH

' - -
CHy;— CH — CH,— COO™
3-Hidroksibiitirat

Sekil 5: Karacigerde ketogenez yolaklari [57]

FFA, Serbest yag asitleri

3-Hidroksibatirat
Asetoasetat dehidrogenaz

NADH + H™

OH

1
CH;— CH — CH,— COO™
3-Hidroksibutirat

NAD™

Sekil 6: Keton cisimleri [57]

Karacigerde, asetoasetat dogrudan sitozol i¢inde yeniden aktiflestirilebilir ve kolesterol

sentezinde bir dncii olarak kullanilabilir. Ote yandan, ekstrahepatik dokularda, asetoasetat,

stiksinil-CoA asetoasetat-CoA transferaz enzimi yardimiyla asetoasetil-CoA'ya aktive edilir.

Iki asetil-CoA molekiilii, asetoasetil-CoA'nin tiyolaz enzimi tarafindan béliinmesiyle olusur

ve bunlar daha sonra sitrik asit dongiistinde oksitlenir (Sekil 7) [57]

16



Ekstrahepatik dokular
Or: beyin

Asitil-KoA
TiyolazT
Asetoasitil-KoA
Siiksinat——> OAA \
KoA-Transferaz TCA dongiisii

t\ksinil-l(oA?—SitmtJ

——3 Asetoasetat CO,

Knmn +H'
NAD'

> 3-Hidroksibiitirat

Sekil 7: Keton cisimlerinin karacigerden tasinmasi ve ekstrahepatik dokularda kullanimi ve

oksidasyonu

2.3.2.2. Ketojenik Diyet ve Alzheimer Hastalig

Norodejeneratif hastaliklarda diyet modifikasyonlarinin ve yasam tarzi gibi bazi dis
etkenlerin de patogenezde etkili olabilecegi vurgulanmaktadir. Ketojenik diyet tedavisi farkl
bir yaklasim olarak cesitli nérolojik hastaliklarda yillar i¢inde kullanilmustir [58]. Iyi beslenen
memelilerin kanindaki toplam keton cisimlerinin konsantrasyonu normalde 0.2 mM'
gegmezken [57], diyabetik ketoasidoz gibi patolojik ketoasidozda kan 3-OHB konsantrasyonu
20 mM"n istiine ¢ikabilir. Son yillarda, fizyolojik ketozis ile (kan 3-OHB konsantrasyonu: 1-
8 mM) kanser, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi birgok inflamatuar
hastaligin potansiyel terapotik rolii tizerine odaklanilmistir [59]. Ketojenik diyetin ilaca
direngli epilepsi hastalarinda etkili bir tedavi segenegi oldugunu gosteren klinik caligmalar
mevcuttur [5][6]. Klasik ketojenik diyette - uzun zincirli trigliserit diyeti olarak da bilinir -

giinliik kalorinin ¢ogu yagdan saglanirken karbonhidrat ciddi sekilde kisitlanir ve protein
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minimum diizeyde gilinliik gereksinime uygun olacak sekilde verilir. Oldukg¢a kisith ve zor
uygulanabilir bir diyettir. Bunun yaninda orta zincirli trigliserit igeren diyetin (MCT) klasik
ketojenik diyete benzer etkinlige sahip oldugu ve hatta daha ketojenik etkili oldugu
gosterilmistir [60]. MCT diyetinde, karbonhidrat ve protein daha fazla miktarlarda bulunurken
yag orant daha azdir, daha iyi tolere edilebilir ve uzun zincirli trigliserit diyetlerine gore
kilokalori enerji basina daha fazla keton cisim iiretilmesine neden olur [61]. 3-OHB uzun
stireli egzersiz, aglik durumlarinda, ketojenik diyetler veya kalori kisitlamasi sirasinda biriken

keton cisimlerinin en belli bash olanidir [7].

Ketojenik diyetin AH'nda potansiyel bir tedavi ve 6nleme yaklasimi olarak kullanimi genis
capta arastirilmistir. AH hayvan modelleri, ketojenik diyet veya ketojenik ajanlarin amiloid-
beta 40 ve 42 fragmanlarini azaltabildigini [11], motor performansini iyilestirdigini [62],
epileptiform zirveleri, ve hafiza sag kalimini iyilestirdigini [63], ve amiloid-beta klerensi
mekanizmalarini ve mitokondri fonksiyonunu arttirdigini [64] gOstermistir. Ayrica, AH
hastalarinda ketojenik diyetler veya ketojenik ajanlarin kullanimu ile ilgili az ama umut verici
insan klinik ¢alismasi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar temel olarak hafif ve / veya
orta dereceli AH hastalarinda biligsel skorlardaki iyilesmelerdi [8][9]. Bunlara ek olarak, bazi
calismalar ketojenik diyet / ketojenik ajanlarin AH'ndan 6nceki asamalarda bir 6nleme araci
olarak roliinii arastirmustir. Ornegin, bir calisma, hafif bilissel bozuklugu olan hastalarda
ketojenik diyetin hafizay1 gelistirdigini bulmustur [10]. Yakin zamanlarda yapilan bir baska
pilot ¢alisma, ketojenik diyetin modifiye edilmis bir versiyonunu kullanmistir (ketozisi
indiiklemeyi amaglayan c¢ok diisiikk karbonhidrat diyeti olan Modifiye Akdeniz Ketojenik
Diyeti) ve AH riski tasiyan yash eriskinlerde beyin BOS AH biyobelirteg profilini, serebral
perfiizyonu ve serebral keton cisimlerin alimini iyilestirdigi bulmustur [65]. Keton
cisimlerinin glukoz disinda alternatif bir beyin yakiti olmasi disinda, ketozisin hiicresel
endojen antioksidan sistemin uyarilmasi, mitokondriyal fonksiyonlarin iyilestirilmesi ve
norotransmitterlerin  (glutamat ve gama-amino biitirik asit gibi) metabolizmasinin

degistirilmesi bazi néromodiilator etki mekanizmalari 6ne siiriilmektedir [66][67].

18



2.4, Norosteroidler

2.4.1. Tamim

Adrenal korteks, gonadlar ve plasenta gibi endokrin organlardan salinan, lipofilik dogalari
nedeniyle kan-beyin bariyerini gegebilen steroid hormonlarin beyin gelisimi, biiylimesi ve
olgunlasmasinda onemli rolleri vardir [12]. Ancak, periferik endokrin bezlerin disinda,
merkezi sinir sisteminde Kkolesterolden (de novo) sentezlenebilen ve noronal aktiviteyi
degistirebilen steroid yapili hormonlar, “nérosteroidler” olarak adlandirilmigtir  [68].
Norosteroidler yapilarina gore ii¢ sinifa ayrilir: (i) Allopregnanolon (AP) gibi pregnan
norosteroidleri; (i1) androstanediol gibi androstan ndrosteroidleri ve (iii) pregnenolon siilfat

(PS) gibi siilfatlanmis noérosteroidler [69].

2.4.2. Norosteroidlerin Biyosentezi ve Metabolizmasi

Steroidogenezdeki ilk adim, kolesteroliin mitokondriyal yan zincir koparici enzimi olan
CYP11A (P450scc) enzimi tarafindan pregnenolona doniistiirilmesidir [69]. Bu basamak
norosteroidlerin sentezindeki hiz kisitlayici bir basamak olup P450scc, tip 1 astrositler,
oligodendrositler, Schwann hiicreleri ve noronlar gibi sinir sisteminin farkli hiicrelerinde
tespit edilmistir [70]. Steroidogenezdeki bir baska kisitlayict adim, kolesterolun hiicre igi
depolarindan sitokrom P450sccnin bulundugu i¢ mitokondriyal membrana tasinma hizidir.
Mitokondriyal membranimn bir proteini olan periferik benzodiazepin reseptorii (PBR),
kolesterol taginmasinda kritik rol oynar [70]. Sentezlenen Pregnenolon 3B-hidroksisteroid
dehidrogenaz (3B-HSD) yardimi ile progesterona okside olur [68]. Progesteron, sirali A
halkas1 indirgenmeleri ile AP'a doniistiiriiliir. A halkas1 indirgenmelerini saglayan nérosteroid
sentezinde yer alan iki anahtar enzim S5a-rediiktazdir (NADPH-D4-3 oksosteroid-5a-
oksidorediiktaz; EC 1.3.99.5) ve 3a-hidroksisteroid oksidorediiktaz (3a-HSOR)’dir. Bu
enzimler, hipokampus ve neokorteks de dahil olmak iizere sentezin glia ve noronlarda
meydana geldigi beynin bir¢ok bolgesinde eksprese edilir. Pregnenolon, hidroksilaz enzimleri
tarafindan katalizlenen bir dizi reaksiyon yoluyla dehidroepiandrosteron (DHEA)'y1 da
olusturur. Pregnenolon ve DHEA siilfotransferaz (SULT) enzimleri ile siilfatlanir ve sirasiyla

PS ve Dehidroepiandrosteron Siilfat (DHEAS) sentezlenir [69] (Sekil 8).
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Beynin bircok bolgesinde ve pek ¢ok hiicresinde sentezlenebilen norosteroidlerin
metabolizmasi iki faz sekilde gergeklesir. Faz 1, pregnenolondan progesterone, DHEA, AP,
testosteron ve estradiol gibi farkl1 steroidlerin sentezi basamaklarm igerir. Ote yandan, faz
2’de ise steroidlerin SULT ile siilfatlanmasi ve glukuronoziltransferaz (UGT) ile

glukuronidasyonunu igeren olan temel konjugasyon reaksiyonlar1 yer almaktadir [68].

HO
CHOLESTEROL
Pasoscc
31) HSD 50: reductase Q 3t HSOR
PREGNENOLONE PROGESTERONE 50-DIHYDROPROGESTERONE  30,50-TETRAHYDROPROGESTERONE
1 (Allopregnanolone)
I '
P450c17 ‘ P450c17 i
H
SULFATE - —
3/3 HSD 17B-HSOR o Aromatase HO
DEHYDROEPIANDROSTERONE ANDROSTENEDIONE TESTOSTERONE ESTRADIOL

Sekil 8: Norosteroidlerin biyosentezi [70]

2.4.3. Norosteroidlerin Sinir Sistemi Uzerine Etkisi

Norosteroidlerin noroprotektif etkilere sahip olduklart [71] ve biyoenerjik aktivatorler
olduklar1 [72] disiiniilmektedir. NS'ler sinir sisteminde aktif nérotransmiter rolii gorerek,
noral aktiviteyi degistirebilirler. Klasik steroid hormonlar gibi genomik yol ile etki
gosterebildikleri gibi hizli/non genomik yolaklar tizerinden de etki gostermektedirler [73]

[74].

Pregnan ve androstan norosteroidleri, inhibitér ndrotransmisyon birincil aracilart olan
gama aminobutirik asit tip A (GABA-A) reseptorlerinin pozitif allosterik modiilatorleridir.
Ayrica, Siilfatlanmis noérosteroidlerin N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorleri ve sigma
reseptorleri dahil olmak tizere pek ¢ok farkli reseptorler ile etkilesime girdigi bilinmektedir

[69]. Buna ek olarak, bazi NS’ler glutamat, asetilkolin, dopamin ve serotonin gibi gesitli
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norotransmitterlerin  salinimi iizerinde regiilator etkilere sahiptir [68]. Bir¢ok c¢alisma
norosteroidlerin hafiza, stres, depresyon, anksiyete ve uyku gibi bazi biyokimyasal ve
davramigsal yanitlar1 kontrol ettigini ileri siiriilmektedir [12]. Ornegin; pregnenolon,
allopregnanolon, DHEA ve DHEAS gibi baz1 norosteroidin, ndroplastisiteyi artiran birgok
hedefe etki ederek hafiza siireclerini destekledigi bulunmustur [75]. Ayrica, 2018 yilinda
yapilan bir meta analiz c¢aligmasinda, diger psikiyatrik veya tibbi komorbiditelerden
kaynaklanmayan depresyon hastalarinda, DHEA’nin depresif belirtilerin tedavisinde
plaseboya gore daha etkili oldugu gosterilmistir [76]. Kobaylarda yapilan bir baska ¢alismada,
annesi gebeligi sirasinda Sa-rediiktaz inhibitoérii alan ve sonucunda allopregnanolon
maruziyeti azalmig disi yavrularin, kontrollere kiyasla ¢evrelerindeki bir degisiklige anksiyete

benzeri fenotip yanitlarinin arttigr bulunmustur [77].

2.4.4. DHEA, DHEAS ve Alzheimer Hastalig

DHEA ve DHEAS, dolasimda en ¢ok bulunan nérosteroidler olup [78], sinir sistemi ile
iliskileri yillardir kapsamli bir sekilde arastirilmustir. Insanlarda, DHEA ve DHEAS diizeyleri
incelendiginde beyin doku/plazma konsantrasyon oranlarinin sirasiyla 4-6.5 ve 8.5 oldugu
gosterilmistir. Bu da DHEA ve DHEAS’m noroendokrin sisteme 0zgii 6nemli rollerini
vurgulamaktadir [79]. Sican beyninde DHEAS diizeylerinde yasa bagli bir azalma oldugu
[80] insanlarda ise DHEA ve DHEAS diizeylerinin yasla birlikte her on yilda %10 azaldig1 ve
80 yasindan sonra en diisiik seviyeye ulastigi gosterilmistir [79]. Bu azalmanin néronal
disfonksiyon ve / veya dejenerasyonun ana nedenlerinden birini temsil ettigi ileri stiriilmiistiir
[81]. Saglikli kadinlarda, daha yiiksek endojen DHEAS seviyeleri ile yonetici islev,
konsantrasyon ve ¢alisma bellegi arasinda iliski oldugu saptanmustir [82]. Ayrica,
Massachusetts FErkek Yaslanma Calismasina gore, plazmada DHEA ve DHEAS
konsantrasyonlarinin en az bir biligsel alanda daha yiiksek performans ile pozitif iliskili

oldugu kanitlanmistir .

AH ile yapilmis klinik ¢aligmalarda hastalarin plazmasinda DHEA ve/veya DHEAS
konsantrasyonlarinda azalma gosterilmistir [83][84]. AH olan kisilerin post-mortem
hippokampal dokularinda yapilmis bir diger ¢alismada da DHEA'nin, H,0, / FeSO,’den
kaynaklanan lipid oksidasyonunu onleyebildigi gosterilmistir [85]. Ayrica, baska bir fare

caligmasinda anjiyogenez, noroprotektif etki gibi bircok beyin fonksiyonunda rol oynayan
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Vaskiiler Endotelial Biiylime Faktorii (VEGF)'nde AH kaynakli azalmanin, DHEAS ve

insiilin uygulamasi ile doza bagl bir sekilde tersine ¢evrildigi vurgulanmistir [86].

Cogu caligmada DHEA ve siilfatinin ndroprotektif etkili oldugunu, bilissel fonksiyonlari
olumlu yonde etkiledigini destekleyen kapsamli kanitlar olmasina ragmen, klinik randomize
cift kor kontrollii kiigiik Olcekli bir pilot ¢alismada AH olan kisilere disaridan verilen
DHEA'nin biligsel performansi veya hastalifin siddetinin genel derecelendirmelerini 6nemli

oOlgiide iyilestirmedigi de bulunmustur [87].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Tipi

Aragtirma tanimlayici deneysel in vitro bir calismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Caligsma literatiir taramasi ile Haziran 2018’de baslamis; Temmuz 2020°de tez savunmasi
ile sonlanmistir. Deneysel ¢alismalar ve veri toplama asamasi Aralik 2018 - Mart 2020
tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1

laboratuvarlari altyap1 olanaklari kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/ Cahsma Gruplari

Caligsma hiicre kiiltiiri ¢alismasi oldugu i¢in evren ve drneklem / ¢alisma gruplar1 yoktur.

3.4. Calisma Materyali

Calismamizda insan kaynakli ticari olarak satin aliman SH SY-5Y hiicre hatt1 (insan

noroblastoma hiicre hatt1) materyal olarak kullanilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimlh Degiskenler: Hiicrelerin % canlilik orani, P450scc enzim diizeyi ve DHEA,

DHEAS diizeyleri.

Bagimsiz Degiskenler: Sadece biiyiime ortami uygulanan, H,O, ve 3-OHB uygulanan

hiicreler ile olusturulan gruplar.

3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Kullanilan cihaz, kimyasal ve kitler

Calismamizda kullanilan cihazlar, kimyasal malzemeler ve Kkitler tablo 1, 2 ve 3’te

listelenmistir.
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Tablo 1: Calismada kullanilan cihazlar

Laminar Flow Hiicre Kultiuri Kabini

Thermo Sci, 2020

Santrifiij

Eppendorf 5810 R

Derin dondurucu (-80°C)

Thermo Forma Model 705

Derin dondurucu (-20°C)

Argelik 2031

SonikatOr

Sonic Materials

Saf su cihazi

Milipore Mili-Q ZLX55003Y

Plak Okuyucu

BioTek ELX 800

Karbondioksit Inkiibatorii

Steri-Cycle 1160, Thermo Sci

Buz makinasi

Scotsman AF-100

Otoklav

Hirayama HICLAVE HV-50

Ters Faz Isik Mikroskobu

Nikon Eclipse TS-100

Hassas terazi

Precisa XB 220 A

Tablo 2: Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

DMEM-F12 ortami Biowest
Tripsin-EDTA Gibco
Penisilin/Streptomisin Gibco
L-Glutamine Gibco
FBS (Fotal Sigir Serumu) Gibco
EMPLURA

(DMSO) Dimetil siilfoksit
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Glukoz-monohidrat

Riedel-de-Haén

HEPES

Gibco

Hidrojen Peroksit

Sigma-Aldrich (kat no. 386790-M)

PBS (Phosphate Buffer Saline)

Wisent

3-OHB (3-Hidroksibiiterik asit)

Sigma-Aldrich (kat no. 166898)

MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl2H-tetrazolium bromide)

PanReac AppliChem

Tablo 3: Calismada kullanilan kitler

DHEA ELISA kiti

Bioassay Technology Laboratory (kat no.
EA0028Hu)

DHEAS ELISA kiti

Bioassay Technology Laboratory (kat no.
EAO0035Hu)

CYP11A1 (P450scc) ELISA kiti

Bioassay Technology Laboratory (kat no.
E6517Hu)

3.6.2. Hiicre Kiiltiirii

SH SY-5Y Insan Noroblastoma Hiicre Hatti:

Calismamizda ticari olarak satin alinan SH SY-5Y hiicre hatt1 kullanilmistir. SH SY-5Y
hiicreleri metastatik noroblastomali 4 yasindaki bir kizin kemik iligi biyopsisinden izole
edilmis {igiincii jenerasyon noroblastoma olup noronal karakterli, ndrosteroidogenik enzimleri
icerdigi ve norosteroidleri {iretebildikleri yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. /n  Vvitro

calismalarda sik¢a kullanilan hiicrelerdir [88].
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Donmus Hiicrelerin Coziilmesi:

Dondurulmus hiicreler cryovial (hiicre dondurma tiipleri) i¢inde saklandig1 siv1 azot ya da -
80°C’den ¢ikarilarak hizlica 37°C’de ¢oziilerek siispanse edildi ve 15 mL’lik steril tiiplere
(falkon tiip) aktarildi. Uzerine 10 mL biiyiime ortam1 eklenerek 1500 rpm de 5 dk santrifiij
edildi. Ust faz atilarak dipteki kisim 2-3 mL bilyiime ortamu ile siispanse edildi. Uygun hiicre
kiiltiir kabina (flask) alinan hiicrelerin tizerine %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin, 12.5 mM
L-Glutamin ve 17.5 mM Glukoz igeren DMEM/F12 biiyiime ortami ilave edilerek 37°C’de,
nemli atmosfer ve %5 CO, basinct altinda inkubatorde idame ettirildi. Hiicrelerin
morfolojileri ve ylizeye tutunma oranlar1 ters faz mikroskop ile degerlendirildi (Resim 1).
Hiicre kiiltiir ortam1 3-4 giinde bir degistirilerek hiicreler konfluent hale geldiginde diizenli bir
sekilde pasajlandi.

Resim 1: SH SY-5Y hiicrelerinin ters faz 151k mikroskop (20x biiyiitmedeki goriintiileri)

Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayilmasi ve Dondurulmasi:

Flasktaki hiicre kiiltiir ortam1 tamamen ¢ekilip atildiktan sonra flask 1-2 kez PBS ile
yikandi. Hiicreleri yiizeyden kaldirmak i¢in enzimatik bir yontem olarak Tripsin-EDTA
kullanildi. Tripsin ekledikten sonra 3-5 dakika flask inkiibatérde bekletildi. Tiim hiicrelerin
flask tabanindan kalktig1 151k mikroskop ile gozlendikten sonra enzimi inaktive etmek icin

enzim hacminin 2 kati1 kadar hiicre kiiltiir ortam1 eklendi. Flasktaki tiim soliisyon ¢ekilip
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falkon icine aktarildi ve 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Kabin i¢inde falkondaki
siipernatant ¢ekilip atildi ve pellete hiicre kiiltiir ortam1 konuldu ve nazikge pipetlenerek
resiispanse edildi. Elde edilen hiicreler yilizey alanina gore uygun bir yogunlukta olacak

sekilde yeni 25 ve/veya 75 cm? 'lik flasklara ekildi.

Deney seti kurulacak ise hiicre saymak amaciyla hiicre soliisyonundan az bir miktar
eppendorfa aktarildi ve belli bir seyreltme orani kullanarak iizerine tripan mavi eklendi. Bu
karisim Neubauer lami ve lamel arasina yayildi ve hiicreler sayildi. On galigmalar ile énceden
belirlenen sayida hiicre yapilacak deneye uygun olarak 6 ve/veya 96 kuyucuklu plaklara
ekildi.

1 milyon hiicre olmak iizere %30 FBS, %10 dimetil siilfoksit (DMSO) ve %60 biiylime

ortami i¢inde hiicrelerin stogunu hazirlamak i¢in hiicreler -80°C’de donduruldu.

3.6.3. Reaktiflerin Hazirlanmasi

3.6.3.1. 3-Hidroksibiitirat (3-OHB) tn Hazirlanmasi

3-Hidroksibiitirik asit %95 ¢6zelti olarak (Molekiiler agirlik: 104.10 g/mol) alindi. Distile
su ile 1:10.8 oraninda diliie edilerek 40 mM ana stok hazirlandi. Ana stok +4°C’de 1 ay stabil
olacak sekilde saklandi. Deneylerde kullanilan 3-OHB’1n farkli konsantrasyonlari (0.1, 0.25,
0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM) ana stoktan hiicre kiiltiir ortami ile seri diliisyonlar yapilarak

hazirlandi.

3.6.3.2. Hidrojen Peroksit (H20,) in Hazirlanmasi

Hidrojen peroksit suda %30 (w/w) sulu ¢ozelti olarak (9.8 M) alindi. Ana stok 100 mM
konsantrasyonda olacak sekilde distile su ile diliie edilerek hazirlandi. H,O,'nin kararsiz
dogasi nedeniyle, her deney Oncesi taze olarak hazirlandi. Ara stoklar (1 mM) ve deneylerde
hiicrelere uygulanan konsantrasyonlar (50, 100, 120, 150, 200, 250, 300 ve 500 uM) hiicre

kaltir ortami ile diliie edilerek hazirlanda.
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3.6.3.3. MTT soliisyonunun Hazirlanmasi

Calismamiz i¢in toz halinde temin edilen MTT maddesi PBS i¢inde ¢oziilerek Smg/mL'lik
bir stok ¢ozelti steril ve karanlik kosullarda hazirlandi. (5 mg/mL’lik stok MTT soliisyonu
karanlik ortamda 4°C’de 1 haftaya kadar veya -20°C'de 1 aya kadar stabil kalabilmektedir).

3.6.4. Deneysel Calismalar

Oncelikle hem ana deneylerde kullanilacak olan 3-OHB konsantrasyonlar1 ve uygulama
stiresi belirlenmesi, hem de toksisite olusturmak i¢in gerekli olan (%50 hiicre canlilik
azalmasina) H,O, konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 6n c¢aligmalar gerceklestirildi. Bu

amagla MTT hiicre canlilik testi kullanildi.

3-OHB i¢in; 0.1, 0.25, 0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM konsantrasyonlar1 2 farkli glukoz
konsantrasyonu (17.5 mM ve 5 mM) igeren biiyiime ortamlarinda denendi. Amag, her iki
glukoz konsantrasyonunda hiicre canliligmmi kontrole goére en az etkileyen 3-OHB
konsantrasyonunu ve uygulama siiresi belirlemek ve ana deneylerde bu doz ve siireleri

kullanabilmekti.

Cesitli literatiir taramalarindan yola ¢ikarak planlanan 6n deneylerde en uygun
konsantrasyon araligini belirlemek i¢in H,O; i¢in ise; 50, 100, 120, 150, 200, 250, 300 ve 500
uM konsantrasyonlart 17.5 mM glukoz konsantrasyonu igeren biiyiime ortaminda denendi.
Amag, 24 saat iginde hiicre canliigimi ~%50'ye diisiren H,O, konsantrasyonunu

belirleyebilmekti.

On deneyler tamamlandiktan sonra 200 uM H,O; ve 1 mM / 4 mM 3-OHB
konsantrasyonlar1 ile ¢aligmalara devam edilmesine karar verildi. Ug farkli glukoz
konsantrasyonu (17.5 mM, 5 mM ve 1 mM) igeren biiylime ortaminda bulunan hiicreler ilk
once 48 saat siireyle 3-OHB (1 mM ve 4 mM) ile 6n muamele edildi. Daha sonra 200 uM
H20, 24 saat boyunca uygulandi ve canlilik testi ile % hiicre canlilik oranlar1 belirlendi.
Sonuglar degerlendirildiginde, deneylerimizi 1 mM 3-OHB kullanarak siirdiirmeye karar
verdik. Ana deneylerde 1 mM 3-OHB ile hiicrelerin 48 saat boyunca 6n muamelesi ardindan
24 saat boyunca 200 uM H,0, uygulamasi sonrasi hiicrelerde P450scc enzim diizeyi, DHEA
ve DHEAS norosteroid diizeyleri olgiildii. Sekil 9 deneysel ¢alismayr ve olusturulan deney

gruplarini 6zetlemektedir.
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Sekil 9: Deneysel ¢aligmalar ve galisma gruplari
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3.6.4.1. Hiicre Canlilik Testi

Hiicre canliligi 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT)
reaktifi kullanarak belirlendi. Metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan sar1 bir tetrazolium
tuzunun (MTT) mor formazan kristallerine indirgenmesine dayanan kolorimetrik bir testtir.
Bunun nedeni, canli hiicreler, MTT'yi formazan'a indirgeyen NAD(P)H'ye bagh
oksidorediiktaz enzimleri igerir. Coziinmeyen formazan kristalleri ¢oziindiiriiliir ve elde edilen
renkli ¢ozelti, spektrofotometre okuyucu kullanilarak 500-600 nanometredeki absorbans

Olctilerek olgiiliir. Cozelti ne kadar koyu olursa, canli, metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi

0 kadar fazla olur [89] (Sekil 10).

Prosediir olarak, SH SY-5Y hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarina 20x10° hiicre,
DMEM/F-12 biiyiime ortamiyla son hacim 200ulL olacak sekilde ekildi. Hiicreler yiizeye
tutunabilmesi i¢in 18-24 saat 37°C’de ve %5 CO; igeren inkiibatdrde beklendi. Yapilan deney
prosediirine gore reaktiflarin uygulamalar1 yapildi. Deney siiresi bittikten sonra her
kuyucukta bulunan 200uL hacimde hiicre ve ortam soliisyonunundan 110uL ¢ekilerek 10uL
daha once hazirladigimiz MTT stok solisyonundan eklendi (Her kuyucuktaki MTT nin son
konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde). Plaklar 37°C’de ve %5 CO; igeren inkiibatorde
3.5 saat inkiibe edildi. Daha sonra olusan formazan kristalleri her kuyucugun dibine
¢oktiiriilmesi icin plaklar 5 dakika boyunca 1500 rpm hizinda santrifiij edildi. Bundan sonra
her kuyucuktaki ortam-soliisyon karisimindan 150uL uzaklastirildi ve kalan 50ul’nin tizerine
150uL DMSO eklendi. Plaklar bir daha 37°C’de ve %5 CO; igeren inkiibatérde 30 dakika
inkiibe edildi. Spektrofotometre okuyucusunda 590 nm ve 630 nm dalga boylarindaki
absorbanslar1 okutuldu (630 nm referans dalga boyu olarak) ve kontrol gruplarina oranlanarak

her kuyucugun % canlilig1 hesaplandi.

’Nﬁs—:\/e— CH, ©/I‘\N"N\g’>— CH,

MTT CH, Formazan CH.,

Sekil 10: MTT’nin formazan bilesigine doniigiimii [89]
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3.6.4.2. ELISA icin ornek hazirlanmasi

Hiicreler, 6 kuyucuklu plaklara 1.5 milyon hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekildi.
Kimyasallarin uygulama islemleri tamamlandiktan sonra mevcut ortam i¢ine hiicreler, hiicre
kaziyict (scraper) kullanilarak plak tabanindan kaldirildi ve eppendorflara aktarildi.
Eppendoflar buz {izerinde sonike edilerek hiicreler tamamen parcalandi ve lizat olusturuldu.
2000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek silipernatantlar baska eppendorflara aktarildi ve -
80°C’de P450scc (CYP11Al)enzimi, DHEA ve DHEAS analizleri yapilana kadar saklandi.
Farkli deneyler ile elde edilen 6rneklerin tiim analizleri ayn1 anda c¢aligilarak ¢alismalar arasi

olas1 degiskenlikler ortadan kaldirilmis oldu.

3.6.4.3. P450scc (CYP11A1) enzim dlgiimii

Mitokondriyal Sitokrom P450 kolesterol Kolesterol yan zincir koparicit enzim diizeyinin
dliilmesi icin “Bioassay Technology Laboratory” ELISA® kiti iireticinin onerilerileri
dogrultusunda kullanildi. Bu kitin yontemi ¢ift sandvi¢ ELISA teknigine dayanmaktadir.
Standart egri ¢izebilmek icin ilk 6nce standart materyali 120uL kendi diliienti ile rekonstitiie
edildi. Farkli standart konsantrasyonlart (50ng/mL, 100ng/mL, 150ng/mL, 200ng/mL, ve
400ng/mL) seri diliisyonlar ile hazirland1 (Sekil 10). ELISA plagmin standart kuyucuklarina
50°ser pl standart ve ornek kuyucuklarina ise 40’ar pl 6rnek + 10’ar pl anti-CYP11A1l
antikoru sirayla eklendi. Daha sonra tiim kuyucuklara 50’ser pl streptavidin-HRP eklenip
karistirildiktan sonra plagin iizeri kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast her kuyucuk 350uL yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Ardindan tiim kuyucuklara
50’ser pL substrat A ve B soliisyonlar1 eklenip tizeri kapali sekilde 37°C’de 10 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, tiim kuyucuklara stop soliisyonundan 50’ser pl
eklenip 10 dakika icinde plak okuyucuda 450 nm’de absorbanslar okutuldu. Bilinen
konsantrasyonlara karsi Olgiilmiis absorbanslar ile olusturulmus standart egri kullanilarak

ornekteki P450scc (CYP11AT1) enzimi diizeyi hesaplandi.

Kitin belirlemis oldugu 6l¢iim araligi: 15ng/L-3000ng/L, alt saptama sinir1: 8.07ng/L’dir.
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P4350scc enzim Standart Egrisi

y =453 91x - 84,629
R*=0.998%
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Sekil 11: P450scc enzimin standart egrisi

3.6.4.4. DHEA ol¢iimii
Hiicre ici DHEA'min kantitatif analizi i¢in 6 kuyucuklu plaklara ekilmis olan 1.5
milyon/kuyucuk hiicreden 6rnek hazirligi yukarida ayrintili sekilde anlatildigi gibi yapildi.
DHEA diizeyleri “Bioassay Technology Laboratory” ELISA® kiti ile dlgiildii. Cift
sandvig ELISA teknigine dayanan bu kit 1ile analizler {reticinin Onerileri

dogrultusunda gergeklestirildi.

Kit ile birlikte temin edilmis olan DHEA standarti 150pL standart diliienti ile
rekonstitiie edildi. Standart egri ¢izmek icin standart ¢ozeltinin farkli konsantrasyonlari
(4ng/mL, 3ng/mL, 2ng/mL, 1.5ng/mL ve 0.75ng/mL) seri diliisyonlar ile hazirland1 (Sekil
12). Onceden hazirlanan analiz sablonuna uygun sekilde ELISA plagi kuyucuklarma 50 pL
standart ve ornek eklendi. Daha sonra her kuyucuga 50 pL biyotin ile isaretlenmis antijen

eklenip karistirildi, {izeri kapatilip 30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi her
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kuyucuk 350uL yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Ardindan 50 pL konsantre avidin-HRP

reaktifi ilave edilerek plagin iizerine kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Yukarida

belirtildigi gibi yikama islemi bir kez daha tekrarlandi ve sonrasinda tiim kuyucuklara 50 pL

substrat A ve B soliisyonlarindan eklenip plagin {izeri kapatilip 10 dakika 37°C’de karanlikta

inkiibe edildi. Bundan sonra, tim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonunun eklenmesinin

ardindan 15 dakika i¢inde plak okuyucuda 450 nm’de absorbanslar okutuldu.

Sekil 12’deki standart egri kullanilarak 6rneklerdeki DHEA konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Kitin belirlemis oldugu Olglim arahigr: 1.5ng/mL - 48ng/mL, alt saptama siniri:

0.054ng/mL’dir.

3.5
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Sekil 12: DHEA standart egrisi
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3.6.4.5. DHEAS olgiimii
Hiicre i¢i DHEAS'nin kantitatif analizi i¢in 6 kuyucuklu plaklara ekilmis olan 1.5
milyon/kuyucuk hiicreden 6rnek hazirligi yukarida ayrintili sekilde anlatildigi gibi yapildi.
DHEAS diizeyleri “Bioassay Technology Laboratory” ELISA® kiti ile dlcildi. Cift
sandvic ELISA teknigine dayanan bu kit ile analizler {reticinin Onerileri

dogrultusunda gergeklestirildi.

Kit ile birlikte temin edilmis olan DHEAS standarti 150pL standart diliienti ile
rekonstitiie edildi. Standart egri ¢izmek icin standart ¢ozeltinin farkli konsantrasyonlari
(1200ng/mL, 600ng/mL, 300ng/mL, 150ng/mL, 75ng/mL, ve 37.5ng/mL) seri diliisyonlar ile
hazirland1 (Sekil 13). Onceden hazirlanan analiz sablonuna uygun sekilde ELISA plag
kuyucuklarina 50 pL standart ve 6rnek eklendi. Daha sonra her kuyucuga 50uL biyotin ile
isaretlenmis antijen eklenip karistirildi, tizeri kapatilip 30 dakika 37 °C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 her kuyucuk 350uL yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Ardindan
50ul konsantre avidin-HRP reaktifi ilave edilerek plagin {izerine kapatiip 37°C’de 30
dakika inkiibe edildi. Yukarida belirtildigi gibi yikama islemi bir kez daha tekrarlandi ve
sonrasinda tiim kuyucuklara 50uL substrat A ve B soliisyonlarindan eklenip plagin iizeri
kapatilip 10 dakika 37°C’de karanlikta inkiibe edildi. Bundan sonra, tiim kuyucuklara 50pL
stop soliisyonunun eklenmesinin ardindan 15 dakika i¢inde plak okuyucuda 450 nm’de

absorbanslar okutuldu.
Sekil 13’deki standart egri kullanilarak 6rneklerdeki DHEAS konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Kitin belirlemis oldugu olgim araligi: 300ng/mL - 9600ng/mL, alt saptama smirt:
14.23ng/mL’dir.
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Sekil 13: DHEAS standart egrisi
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Literatiir taranmas, etik kurul
onaymin alinmasi ve BAP proje Haziran 2018 - Agustos 2018
basvurusunun yapilmasi

@Ialzeme satin alimlar1 ve 6n deneylerin
gerceklestirilmesi

e SH SY-5Y hiicrelerin . .
e 3-OHB ve H,0; konsantrasyon ve

uygulama siirelerinin MTT hiicre
\_ canhlik testi ile belirlenmesi )

( Ana deneylerin gerceklestirilmesi Farkh )
glukoz konsantrasyonlarinda 3-OHB’1n
etkilerinin arastirilmasi

e  MTT hiicre canlihk testi Nisan 2019 — Mart 2020

o P450scc enzim diizeyi olciimii
e DHEA ve DHEAS diizeylerinin
\_ olciimii )

Verilerin analizi, tez Mart 2020 - Temmuz 2020
yazilmasi ve tez

savunmasi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism [v]8 programi ve SPSS
programinin [V]24 yazilimi kullanilarak gergeklestirildi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda
Mann-Whitney U testi kullanildi. Sonuglar ortalama + standart hata seklinde verildi. p degeri
<0.05 olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Olusturulan tiim deney kosullar1 kendi

i¢inde en az liger kez ve farkli zamanlarda en az 3 kez olmak tizere tekrarlanarak calisildi.
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3.9. Arastirmanin Simirhhiklar

- Calismamiz in vitro bir arastirma olup in vivo modeller ve klinik ¢alismalar ile verilerimiz

desteklenmelidir.

- Bu c¢alisma kapsaminda H,O, toksisite modelinde 3-OHB’in mitokondriyal fonksiyon
lizerine etkisini degerlendirmek amaciyla liiminometri yontemi kullanarak ATP diizeyi
Olgmeyi planlamis olmamiza ragmen COVID-19 pandemisi nedeni ile laboratuvar

calismalarinin kesintiye ugramasi sonucu bu deneyler gergeklestirilemedi.

- 3-OHB’1n hiicre i¢ine tasinmasini saglayan monokarboksilat tagiyicisini bloke eden bir ajan
olan AR-C15585 kullanarak deneylerin tekrarlanmasi planlanmis olmasina ragmen yukaridaki

belirten sebeplerden dolay1 bu deneyler gerceklestirilemedi.

- Proje biit¢esinin kisitli olmasi nedeniyle 3-OHB’in P450scc enzim gen ekspresyonu

diizeyindeki etkisi belirlenememistir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Calismamiz Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 26.07.2018 tarihinde 2018/19-22 karar numaras1 ile uygun bulunmustur.

Calismamizdaki degisiklik Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 13.09.2018 tarithinde 2018/22-32 karar numarasi ile ve daha sonrasinda
da 14.10.2019 tarihinde 2019/25-45 karar numarasi ile uygun bulunmustur (Boliim 8.1).

4. BULGULAR
4.1. On Cahsmalara Ait Bulgular

4.1.1. SH SY-5Y Hiicrelerinde Hidrojen Peroksit Toksisitesinin Olugturulmasi

SH SY-5Y hiicrelerinde toksisite olusturmak icin, 96 kuyucuklu plaklara hiicreler 20 bin
hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekildi. 50, 100, 120, 150, 200, 250, 300 ve 500 uM’lik farkl
konsantrasyonlarda H,0, ilave edilerek 24 saat inkiibe edildi. Hiicre canliliklart MTT testi ile
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degerlendirildiginde Sekil 14’te goriildigl gibi, kontrola gore yaklasik %50 hiicre canliligi
saglayan H,0; dozlar1 150 ve 200 uM’dir.

100~ L

=
g 75 = ¢
E v
5
= 50 =-
e
X

25 =-

Y T T

Kontrol 50 100 120 150 200 250 300 500
H,O, konsantasyonu (pM)

Sekil 14: 24 saat H,0O, uygulamasinin SH SY-5Y hiicre canlihigina etkisinin MTT hiicre

canhlik testi ile degerlendirilmesi

4.1.2. 3-Hidroksibiitirat Uygulamasimin Hiicre Canliligina Etkisi

3-OHB''n SH SY-5Y hiicreleri tizerindeki etkisini arastirmak ig¢in, farkli 3-OHB
konsantrasyonlar1 (0.1, 0.25, 0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM), farkli inkiibasyon siirelerinde (24, 48 ve
72 saat) ve ayrica 2 farkli glukoz igerigi olan (17.5 ve 5 mM) biiylime ortami kullanildiginda
uygulandi. MTT testi kullanarak, her set kendi kontroliine gore hiicre canliligin yiizdesi

hesaplandi. Sonuglar sekil 15 ve 16'te goriilmektedir.
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Sekil 15: 17.5 mM glukoz i¢eren bilyiime ortamu ile idame ettirilen SH SY-5Y

hiicrelerinde 24,48 ve 72 saat 3-OHB uygulamasinin doza bagh etkilerinin MTT hiicre

canlibik testi ile degerlendirilmesi (* Istatistiksel anlamh fark, p<0.05)
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Sekil 16: 5 mM glukoz iceren biiyiime ortami ile idame ettirilen SH SY-5Y hiicrelerinde

24,48 ve 72 saat 3-OHB uygulamasinin doza bagh etkilerinin MTT hiicre canhilik testi ile

degerlendirilmesi
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Kandaki toplam keton cisimlerinin konsantrasyonu normalde 0.2 mM'1 gegmemekle
birlikte [57] fizyolojik ketozis durumunda kan 3-OHB konsantrasyonunun 1-8 mM arasinda
oldugu literatiirde belirtilmektedir. Bizim ¢alismamizda da < 0.5mM 3-OHB uygulamasinin
her iki glukoz konsantrasyonu ve her ii¢ inkiibasyon siiresinde de hiicre canliligin1 anlamli
degistirmedigi izlendi. Benzer sonuglar ImM 3-OHB uygulamasi ile normoglisemik kosulda
her 3 inkiibasyon siiresinde ve hiperglisemik kosulda sadece 72 saatlik inkiibasyon siiresinde
elde edildi.

Bunun yaninda 4mM 3-OHB uygulamasi sonrast normoglisemik kosulda hiicre canlilig1
anlaml degisiklik gostermez iken, hiperglisemik kosulda inkiibasyon siiresine bagli olarak

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

Ayrica 8mM ve 10mM 3-OHB uygulamas: sonrasi normoglisemik kosulda hiicre
canliliginda anlaml degisiklik goriilmezken, hiperglisemik kosulda ise inkiibasyon siiresinden

bagimsiz olarak tiim zaman dilimlerinde anlaml1 azalma izlendi (p<0.05).

Sonug olarak bu 6n deneylerden elde edilen veriler ile 3-OHB konsantrasyonu, 1mM ve

4mM, ve uygulama siiresi 72 saat olacak sekilde belirlenmis oldu.

4.2.  Ana Calismalara Ait Bulgular

Ana ¢alismalarin tamamn hiicre biiylime ortaminda 3 farkl glukoz konsantrasyonu (17.5
mM, 5 mM ve 1 mM) varliginda gergeklestirildi. On calismalar ile karar verilen 1 mM ve 4
mM 3-OHB ile hiicrelerin 6n muamelesi ardindan 24 saat 200 uM H,0,'ye maruz
birakilmasindan sonra hiicre canliliklari, mitokondriyal bir enzim olan P450scc diizeyi ve

DHEA, DHEAS diizey degisikliklerine etkileri degerlendirildi.

4.2.1. 3-Hidroksibiitirat + Hidrojen Peroksit Uygulamasinin Hiicre Canliliga Etkisi
SH SY-5Y hiicrelerine H,0; uygulamasindan 6nce 1 mM ve 4 mM 3-OHB 48 saat siire ile
muamele edildikten sonra 200 uM H;O, 24 saat siire ile uyguland1 ve sekil 17a ve b

'de gosterilen hiicre canlilik testi sonuglari elde edildi.

H,0; uygulanan hiicre grubuna 1mM 3-OHB 6n uygulamasinin yapilmasi, sadece 24 saat
boyunca H;0,'ye maruz kalmis hiicreler ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda istatistiksel

olarak anlamli bir artisa yol agmamistir (Sekil 17a), Hatta 4 mM 3-OHB ile 6n muamelenin
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ise, tim gruplarda (17.5 mM, 5 mM ve 1 mM glukoz konsantrasyonu varliginda) H,O,
uygulanan hiicre grubuna goére hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya

neden oldugu gosterilmistir (p<0.05) (Sekil 17b).

Bununla birlikte ilging olarak, hiicre kiiltiir ortamlar1 daha yiiksek glukoz konsantrasyonu
icerdiginde hiicrelerin H,O,'ye daha duyarli hale geldigi ve aymi doz ve siirede H,O;
uygulanmis olmasina ragmen glukoz konsantrasyonuna bagli bir sekilde anlamli toksisite

artisinin oldugu izlendi (p<0.05) (Sekil 17c¢)
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Sekil 17a: 24 saat boyunca H,O,'ye maruz kalan hiicrelerin canhilig iizerinde 48 saatlik

1 mM 3-OHB 6n uygulamanin etKisi
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Sekil 17b: 24 saat boyunca H;0O-'ye maruz kalan hiicrelerin canlihi iizerinde 48 saatlik

4 mM 3-OHB 6n uygulamanin etKisi(* Istatistiksel anlaml fark, p<0.05)
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Sekil 17c: Farkh glukoz konsantrasyonu iceren biiyiime ortamu ile idame ettirilen SH
SY-5Y hiicrelerinde 24 saat H,O, uygulamasinin hiicre canlihgina etkisinin MTT hiicre
canlibik testi ile degerlendirilmesi(* istatistiksel anlamh fark, p<0.05, ** Istatistiksel anlamh

fark, p<0.01)
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4.2.2. 3-Hidroksibiitirat + Hidrojen Peroksit Uygulamasinin Hiicre P450scc Enzim
Diizeylerine EtKisi

Ug farkli glukoz konsantrasyonu varliginda, SH SY-5Y hiicrelerinin tek basima
H,0,, tek basima 3-OHB’a ve hiicrelerin 1 mM 3-OHB ile 6n uygulamasi ve ardindan 24 saat
200 uM H,0,'ye maruz birakilmasindan sonra P450scc enzim diizeylerinin sonuglar sekil

18'de gosterilmektedir.

Hiicrelerinin tek bagina H,O, veya tek bagina 1 mM 3-OHB’a maruz birakilmasi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda P450scc enzim konsantrasyonlari agisindan herhangi bir anlamli
degisiklik yaratmadi. 1 mM 3-OHB ile hiicrelerin 6n muamelesi, sadece H,O, uygulanan
hiicre gruplarina gore 3 glukoz kosulunda da P450scc enzim seviyelerinde bir artisa neden
oldu. Ancak bu artis sadece 5 mM glukoz iceren hiicre kiiltlir ortaminin kullanildigi deney

setinde istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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Sekil 18: 24 saat boyunca H,0,'ye maruz kalan hiicrelerin P450scc enzim seviyeleri iizerinde 48

saatlik 3-OHB 6n uygulamanin etkisi (* Istatistiksel anlamh fark, p<0.05)
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4.2.3. 3-Hidroksibiitirat + Hidrojen Peroksit Uygulamasinin Hiicre DHEA Diizeylerine Etkisi

SH SY-5Y hiicrelerine H;O,, 3-OHB ve bunlarin kombinasyonunun uygulanmasi
durumunda DHEA diizeylerindeki degisim sekil 19'da gosterilmektedir. Tiim gruplar 3 farkli
glukoz konsantrasyonu varliginda tekrarlanmis olup, sadece H,O, uygulanan grupta kontrole
kiyasla DHEA diizeylerinin azaldigi, 1 mM 3-OHB uygulanan grupta ise hem kontrole gore
hem de H,0, uygulanan gruba gére DHEA diizeylerinin arttig1 gézlendi. Hiicrelerin 1 mM 3-
OHB ile 6n uygulamasi ve ardindan 24 saat 200 uM H,0;'ye maruz birakilmasindan sonra
DHEA diizeyleri sadece H,O, uygulanan gruba kiyasla her 3 glukoz kosulunda da artmis
bulundu. Ancak gruplar arasinda ortaya ¢ikan bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli

degildi.
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Sekil 19: 24 saat boyunca H,O;'ye maruz kalan hiicrelerin DHEA seviyeleri iizerinde 48
saatlik 3-OHB 6n uygulamanin etkisi
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4.2.4. 3-Hidroksibiitirat + Hidrojen Peroksit Uygulamasinin Hiicre DHEAS Diizeylerine
Etkisi

Ug Farkli glukoz konsantrasyonu (17.5, 5 ve 1 mM) varliginda, hiicrelerin 1 mM 3-
OHB ile 6n uygulamasi ve ardindan 24 saat 200 uM H;0O,'ye maruz birakilmasindan sonra
DHEAS diizeylerinin sonuglar1 sekil 19'de gosterilmektedir. 1 mM 3-OHB ile hiicrelerin 6n
uygulamasi, kontrollere kiyasla 3 glukoz kosulunun hepsinde DHEAS seviyelerinde bir artisa
neden oldu. Ancak bu artis sadece 5 mM glukoz kosulunda istatiksel olarak anlamliydi

(p<0.05).
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Sekil 20: 24 saat boyunca H,0O;'ye maruz kalan hiicrelerin DHEAS seviyeleri iizerinde

48 saatlik 3-OHB 6n uygulamanin etkisi (* istatistiksel anlamli fark, p<0.05)
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5. TARTISMA

Bu calisma ile 3-OHB uygulamasinin noéronal hiicrelerde olusturulan H,O, toksisitesinde
hiicre canlilig1 iizerine noroprotektif etkilerinin konsantrasyon ve zaman bagimli olarak
belirlenmesi hedeflenmistir. Bunun yani sira 3-OHB''n 6n tedavisinin steroid hormon
sentezinde hiz kisitlayici enzim olan sitokrom P450 kolesterol yan zincir koparict (P450scc)
enzim diizeyi ve kognitif fonksiyonlar {izerine olumlu etkileri oldugu bilinen ndronal
steroidlerden DHEA ve DHEAS konsantrasyonlarmma etkisinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Oksidatif stresin, yaslanma [18] ve ozellikle de AH olmak {izere birgok
norodejeneratif hastaligin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigr ileri stiriilmektedir [19][26].
Yaglanma ile ilgili teorilerinin ¢ogunun merkezinde kiimiilatif oksidatif stresin mitokondriyal
mutasyonlara, mitokondriyal disfonksiyona ve oksidatif hasara yol agtigi diislincesi On
plandayken, ndrodejeneratif hastaliklarda oksidatif stresin kesin rolii hakkindaki arastirmalar
heniiz tam olarak anlagilamamistir. Oksidatif hasarin nérodejeneratif hastaliklarin bir nedeni
mi yoksa bir sonucu mu oldugu ve neden bu tiir hastaliklarda antioksidan tedavi kullaniminin

biiylik Olclide basarisiz oldugu halen yanitlanamamis Onemli sorular olarak karsimiza

¢ikmaktadir.[90][91].

Calismamizda in vitro norotoksisite modeli olusturmak igin diisiik konsantrasyonlarda
hiicre sinyallesmesinde Onemli rollere sahip olan ancak daha yiliksek konsantrasyonlarda
oksidatif hasara neden olan radikal olmayan reaktif oksijen tiirlerinden biri olan H,0;
kullanild1 [92]. Yapilan literatiir taramasinda H,O,, degisik konsantrasyon ve uygulama
stirelerinde, oksidatif strese karsi noroprotektif etkinin arastirildigi pek ¢ok farkli ¢aligmada
oksidan ajan olarak kullanilmistir. Ismail ve arkadaslar1, bizim ¢alismamizda oldugu gibi SH-
SYS5Y hiicreleri kullanarak, ¢imlenmis kahverengi piring, kahverengi piring ve ticari olarak
satin alman y-aminobutirik asidin (GABA) noroprotektif etkilerini  arastirdiklar
calismalarinda SH-SYS5Y hiicrelerini 24 saat boyunca 250 uM H;0;'ye maruz birakmislardir
ve MTT hiicre canlilik testi ile SH-SYS5Y hiicrelerinin %50’sinde canliliginin azaldigini
gostermislerdir [93]. Hanafy ve arkadaslari ise H,O,'yi 90 dakika boyunca 500 uM
konsantrasyonda kullanarak mentha tiirlerinin noroprotektif etkilerini arastirdiklari
calismalarinda benzer sonuglar elde etmislerdir [94]. Biz de c¢alismamizda SH-SY5Y
hiicrelerinde 24 saat i¢inde yaklasik % 50 hiicre 6liimiine neden olan H,O, dozunun 200
UM (%44.23 + 5.585) oldugunu belirledik ve deneylerimize bu H,O, konsantrasyonu ile

devam etmeye Kkarar verdik. Ancak bunun yaninda ilging olarak, kiiltiir ortami glukoz
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konsantrasyonu yiikseldikce SH SY-5Y hiicrelerinin HoO;'ye daha duyarli hale geldigini, ayni
doz ve siirede H,O, uygulanmasina ragmen glukoz konsantrasyonuna bagli bir sekilde anlaml
toksisite artisinin oldugunu gostermis olduk. Bu veri, nérodejeneratif hastaliklarin diyabet ile

sik¢a vurgulanan iliskisini destekler niteliktedir.

AH’nda, presemptomatik beyin glukoz hipometabolizmasi gibi metabolizma
degisikliklerine dair birgok kanitin bulunmasi [53], glukoz disinda keton cisimleri gibi
alternatif enerji yakitlarinin roliiniin aragtirilmasina olan ilginin artmasina neden olmustur.
Keton cisimlerinin, glukoz yani sira enerji kaynagi olarak noronal hiicreler tarafindan
kullanilmasma ek olarak, AH'nda bulunan mitokondriyal disfonksiyonu da mitokondriyal

aktiviteyi arttirarak diizeltebildikleri ileri stirilmektedir [95].

Calismamizda kanda en bol miktarda bulunan keton cismi olan 3-OHB kullanildi. Taranan
literatiire gore, disaridan 3-OHB uygulamasinin, farkli dozlarda ve uygulama siirelerinde
bircok in vitro nérodejenerasyon modelinde sik¢a kullanilmakta oldugu izlendi. Ornegin, in
vitro olarak 3-OHB'm A uygulanan fare primer hipokampal hiicreleri tizerine néroprotektif
etkilerini arastirmak amaciyla, Kashiwaya ve arkadaslari, Af uygulanmadan 6nce 12 saat
boyunca 4 mM 3-OHB ile hiicreleri 6n isleme maruz birakmislar ve AP'ye maruz kalan
hiicrelere 3-OHB uygulamasinin, sadece AP uygulanan gruba kiyasla hiicre sayisini
arttirdigin1 bulmuslardir [96]. PC-12 hiicrelerinin kullanildigi baska bir in vitro ¢alismada da,
Xie ve arkadaslari, Ap uygulamasi 6ncesi farkli konsantrasyonlarda (1, 2 ve 4 mM) 3-OHB
ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde 3-OHB 6n uygulamasinin, konsantrasyona bagl bir
sekilde AP kaynakli hiicre 6liimiine kars1 hiicreleri korudugunu bulmuslardir [97]. Klein ve
arkadaglari, SH-SY5Y hiicrelerinin 48 saat boyunca 1mM 3-OHB'ye maruz birakilmasinin,

hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlaml artisa neden oldugunu géstermislerdir [98]

Bizim c¢alismamizda farkli inkiibasyon siireleri (24, 48 ve 72 saat) icin farkli 3-OHB
konsantrasyonlar1 (0.1, 0.25, 0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM) kullanildi. Bununla birlikte, hiicrelerin
enerji kaynagi olarak ketonu tercih edip etmeyecegini belirleyecek olan biiyiime ortami
glukoz konsantrasyonundaki degisimin etkileri de degerlendirildi. Hiicre kiiltiirti caligmalari
sirasinda normal kosullarda, SH-SY5Y hiicrelerinin idamesinde DMEM-F12 biiylime ortami
kullanilmaktadir. Ticari olarak satin alinan DMEM-F12 biiyiime ortaminin glukoz icerigi 17.5
mM olup bu da fizyolojik hiperglisemiye esdegerdir. /n vitro ¢alismanzi in vivo kosullara

miimkiin oldugunca yakin hale getirmek amaci ile 5 mM glukoz (fizyolojik normoglisemiye
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esdeger [7]) igeren ortami da kullanmaya karar vererek tiim deneyler 5 mM glukoz igeren
DMEM-F12’li ortamda tekrarlandi. Hiicre canlilik testi sonuglarimiza gore, SH-SY5Y
hiicrelerine farkli konsantrasyonda 3-OHB uygulanmasi, hem 17.5 mM hem de 5SmM glukoz
varliginda hiicre canliliklarinda (kontrole kiyasla) istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden
olmamistir. Elde ettigimiz veriler yukaridaki literatiir bulgularini birebir destekler nitelikte
olmamasina ragmen farkli glukoz konsantrasyonlarinda, 7 farkli 3-OHB konsantrasyonunu ve

farkl1 inkiibasyon siirelerini ayn1 anda arastiran ilk ¢alisma olma niteligindedir.

Ayni zamanda 17.5mM glukoz i¢eren kosullarda yapilan 8 ve 10 mM 3-OHB ile gozlenen
hiicre canliliklarindaki istatistiksel olarak azalmanin enerji kaynagi olarak halen glukozun
tercih edilmesi ve glukozun kullanimi nedeniyle ortamda kalan ketondan kaynakli ortam pH
sinin azalmasi nedeniyle olabilecegi diisliniildii. Ortam pH’sin1 dengeleyecek HEPES igeren
hiicre kiiltiir ortami ile deneyler tekrarlanmasina ragmen anlamli bir degisiklik saglanamadi ve

hiperglisemik kosuldaki bu canlilik azalmasinin sebebi net olarak ortaya konamadi.

Calismamizda, hiicreleri H,O,'ye maruz birakmadan 48 saat once uygulanan 3-OHB'!n
potansiyel noroprotektif etkisini de degerlendirdik. Bu etkiyi MTT hiicre canlilik testi yaparak
belirlemeye calistik. 1 mM 3-OHB ile 6n uygulama yapilmis ve sonrasinda HyO; verilmis
gruptaki hiicrelerde, sadece H,O; uygulanan gruba gore, hiicre canlilifinda istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik olmadig: izlendi. Bununla birlikte, 4 mM 3-OHB ile muamele edilmis
hiicrelerde, sadece H,O, uygulanan gruba gore, hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli
bir azalma oldugu bulunmustur Kashiwaya ve arkadaslari [96] ile Xie ve arkadaslarinin [97]
yaptiklari iki farkli ¢alismada AP uygulamasi 6ncesi 3-OHB ile 6n muamele edilen hiicrelerde
bizim sonuglarimizin aksine 3-OHB’1n hiicre 6liimiine kars1 hiicreleri korudugu bulunmustur.
Su ana kadar yaptigimiz literatiir arastirmasina gére SH-SYS5Y hiicrelerinde keton cisimleri ile
birlikte H,0O, ‘nin kombine uygulanmasinin hiicre canlilig1 tizerine etkisini arastiran herhangi
bir caligmaya rastlanmamistir. Ancak PC-12 hiicrelerinde Cheng ve arkadaslari, 3-OHB ile 6n

uygulamanin, H,O;'nin neden oldugu hiicre canliliginin azalmasini engelledigini bulmuslardir
[99].

Ayrica farkli caligmalarda keton cisimlerinin AH biyobelirte¢ profilini iyilestirdigi ileri
stiriildiiginden [65] ve oksidatif hasara karsi 3-OHB'inin SH-SYSY iizerindeki potansiyel

noroprotektif etkisini daha ileri diizeyde arastirmak i¢in 3-OHB uygulamasinin P450scc
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enzimi, DHEA ve DHEAS konsantrasyonlar iizerine etkisini degerlendirdik ve bu anlamda

yapilmis olan ilk ¢alisma oldugunu diisiinmekteyiz.

P450scc, norosteroid sentezindeki ilk hiz kisitliyict enzim iken [70] DHEA ve DHEAS
dolasimda en bol miktarda bulunan nérosteroidlerdir H,O,'den 6nce 1mM 3-OHB ile 6n
muamelenin, 3 farkli glukoz konsantrasyonu varliginda (17.5mM, 5mM ve ImM), H,0O,
uygulanan gruba kiyasla, P450scc enzim seviyelerinde bir artisa sebep oldugunu, ancak bu
artisin sadece SmM glukoz varliginda istatiksel olarak anlamli oldugunu belirledik (p<0.05).
ImM 3-OHB ile 6n tedavinin, ii¢ glukoz konsantrasyonu kosulunda da sadece H;0»
uygulanmis gruba gére, DHEA seviyelerinde bir artisa neden oldugu ancak bu artislarin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 izlendi. Ote yandan, ImM 3-OHB ile én tedavi DHEAS
seviyelerini tiim glukoz kosullarinda arttirdi, ancak, p450scc gibi, bu artis sadece SmM
glukoz varliginda istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0.05). DHEA diizeyindeki artisin anlamli
olmayip sadece DHEAS artiginin istatistiksel olarak anlamli diizeylere ulasmasinin olasi bir
nedeni, DHEAS’ nin sadece DHEA'ya geri donistiiriilebilir olmasi, DHEA'nin ise 38-HSD

enzimi yardimiyla diger steroidlere de doniistiiriilebilmesidir (Sekil 8).

Olusturdugumuz H,0, toksisite modelinde, 1 mM 3-OHB 6n uygulamasi P450scc enzimi,
DHEA ve DHEAS diizeylerini arttirirken, hiicre canlilig1 iizerinde boylesi bir beklenen artig
gostermemistir. Ancak bu sonug, elde ettigimiz norosteroid seviyelerindeki artigin hiicre
sayisindaki bir artisla baglantili degil de, mitokondriyal sentez fonksiyonlarindaki bir artisla
ilgili oldugunu daha giiglii bir sekilde diisiindiirmektedir.

Son yillarda, bir¢ok caligma oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyon ve ndérodejenerasyon
arasindaki iliskiyi anlamaya odaklanmistir. MitoQ ile yapilan in vivo ¢aligmalar umut Vverici
sonuglar dogururken [100], hafif bilissel bozukluk hastalarinda disaridan MitoQ takviyesinin
serebrovaskiiler oksijenasyon tizerindeki etkilerini inceleyen klinik bir ¢alisma halen devam

etmekte olup tahminen 2021 EKkim ayinda sonlandirilacaktir [101].

Calismamiz H,O; ‘e maruz birakilan ndronal karakterli hiicrelerde 3-OHB uygulamasi ile
glukoz konsantrasyonuna bagli olarak norosteroid sentezinin hiz kisitlayict enzimi olan
P450scc enzim seviyesinin ve kognitif fonksiyon iizerinde 6nemli etkileri olan DHEA,

DHEAS diizeylerinin artisinin belirlendigi, H,O, toksisitesi durumunda 3-OHB’in olasi
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etkilerini norosteroid sentezini tetikleyerek gerceklestirdigini gosteren ilk in vitro ¢alisma

niteligindedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular 1s181nda sonuglarimiz;

SH SY-5Y hiicrelerinde 24 saat i¢inde yaklasik %50 hiicre 6liimiine neden olan H,0;
dozlar1 belirlendi. 150 uM ve 200 uM H,0; uygulamasi sonrast % canlilik oranlari sirasi ile
%53.35 + 4.532 ve %44.23 + 5.585 olarak bulundugundan daha sonraki deneylere 200 uM

H.0, konsantrasyonu ile devam etmeye karar verildi.

Farkli inkiibasyon siireleri (24, 48 ve 72 saat) i¢in farkli 3-OHB konsantrasyonlar1 (0.1,
0.25, 0.5, 1, 4, 8 ve 10 mM) kullanildi. Bununla birlikte, hiicrelerin enerji kaynagi olarak
ketonu tercih edip etmeyecegini belirleyecek olan biliylime ortam1  glukoz
konsantrasyonundaki degisimin etkilerini degerlendirmek i¢in igeriginde hi¢ glukoz
icermeyen DMEM-F12 biiyiime ortamina disaridan son konsantrasyon 1 mM, 5 mM ve 17.5
mM glukoz olacak sekilde biiylime ortamlari hazirlanarak deneyler yapildi. 17.5 mM
(hiperglisemiye esdeger), in vitro ¢alismamizi in vivo kosullara miimkiin oldugunca yakin
hale getirmek amaci ile 5 mM glukoz (fizyolojik normoglisemiye esdeger) ve hipoglisemiyi

yansitmasi agisindan 1 mM glukoz igeren ortamlar kullanildi.

5 mM ve 17.5 mM’lik glukoz konsantrasyonunda, hiicre canlilig1 iizerine olumsuz etkisi
olmayan 3-OHB konsantrasyonlart (1 mM ve 4 mM) ve tedavi siiresi (72 saat boyunca

inkiibasyon) belirlendi.

48 saatlik 1 mM ve 4 mM 3-OHB 6n uygulamasi sonrasi 24 saat boyunca H,O,'ye maruz
birakilan hiicrelerin canlilig1 artmadi. 3-OHB’a bagli beklenen hiicre canliligini arttirict bir

etki gozlenememis oldu.

3-OHB’in P450scc enzimi, DHEA ve DHEAS konsantrasyonlar1 iizerine etkisini
degerlendirdik. H;O,'den once 1 mM 3-OHB ile o6n-uygulamanin, 3 farkli glukoz
konsantrasyonunda da H,O; uygulanan gruba kiyasla, P450scc enzim seviyelerinde bir artisa
sebep oldugunu ve bu artisin sadece 5 mM glukoz varliginda istatiksel olarak anlamli

oldugunu izledik.

Ayni sekilde DHEA seviyelerinde de bir artis izlendi ancak bu artislar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Ote yandan, 1 mM 3-OHB ile 6n tedavi DHEAS seviyelerini tiim glukoz
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kosullarinda arttird1, ancak, p450scc gibi, bu artig sadece 5 mM glukoz varliginda istatistiksel
olarak anlamliyd1 (p<0.05).

Calismamizda 3-OHB ile direkt hiicre canliliginda olumlu bir etki gosterilmemis olmasina
ragmen, 3-OHB’in ndrosteroid sentezini tetikleyerek noronal etkilerini gergeklestirdigini
gosteren ilk in vitro ¢alisma olmasi agisindan literatiire biiyiik bir katki saglayacagini
diistinmekteyiz. Keton cisimleri ve noronal steroid yapili hormonlarin iligkisi nérodejeneratif
degisiklerin  Onlenmesi ve norodejeneratif hastaliklarin  olusum mekanizmalarinin

anlagilmasinda 6nemli ip uglar olusturacaktir.
Oneriler:
- Mitokondri fonksiyonunu degerlendiren bagka bir test daha yapilmalidir.

- DHEA ve DHEAS diizeylerinin yani sira diger norosteroidlerin diizeylerinin de dl¢tilmesi ve

hatta daha duyarli bir yontem ile analizlerin gergeklestirilmesi uygundur.
- DHEA’dan DHEAS olusumunda gorevli siilfotransferaz enzim diizeyi 6l¢iilmelidir.

- Asetoasetat ve/veya 3-OHB kombinasyonun etkisini degerlendirmek sadece 3-OHB’in etkisi

degerlendirmekten fizyolojik kosullar1 daha net yansitmasi agisindan daha uygun olacaktir.

- AH multifaktoriyel bir hastalik oldugu i¢in toksisite yaratan baska maddeler (A fragmanlari
ve tau gibi) ve kombinasyonlarin1 kullanarak daha kapsamli hiicre kiiltiiri modelleri

yapilmalidir.
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