ACIBADEM

ACIBADEM MEHMET ALI AYDINLAR UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ALZHEIMER HASTALIGI MODELI UYGULANMIS
HT22 HUCRELERINDE UZUN SURELIi ACLIGIN, ENERJI
METABOLIZMASI VE MiTOKONDRIYAL
FONKSIYONLARA ETKISI

AYSE AYDANUR KULAC ERSEN
YUKSEK LISANS TEZi

BIYOKIMYA VE MOLEKULER BIiYOLOJI ANA BILIM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Fehime AKSUNGAR

ISTANBUL-2024






ACIBADEM

ACIBADEM MEHMET ALI AYDINLAR UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ALZHEIMER HASTALIGI MODELI UYGULANMIS
HT22 HUCRELERINDE UZUN SURELIi ACLIGIN, ENERJI
METABOLIZMASI VE MiTOKONDRIYAL
FONKSIYONLARA ETKISI

AYSE AYDANUR KULAC ERSEN
YUKSEK LISANS TEZi

BIiYOKIMYA VE MOLEKULER BIYOLOJI ANA BILIM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Fehime AKSUNGAR

ISTANBUL-2024



BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin asamalarda etik dis1 davranigimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin calisilmast ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal

edici bir davranigimin olmadig1 beyan ederim.

Tarih: 29.05.2024
Ayse Aydanur KULAC ERSEN



ONSOZ VE TESEKKUR

Yiiksek lisans egitim hayatim boyunca destegi ve motivasyonuyla her zaman
yanimda olan degerli danisman hocam Prof. Dr. Fehime Aksungar’a, bolim
baskanimiz kiymetli Prof. Dr. Aysel Ozpmar’a, boliimdeki diger kiymetli hocalarima
ve tim yardimlari igin Dr. Ogr. Uyesi Elif Nedret Keskindz’e

Motivasyonlar1 ve sonsuz destekleri igin sevgili grup arkadaslarim Meltem Pak,

Nilay Topal, Bulut Yurtsever ve Tugba Ates’e,

Her zaman yanimda olan ve desteklerini esirgemeyen kiymetli arkadaslarim

Gizem Gencay, Havva Beyten’e ve boliimdeki kiymetli arkadaglarima,

Hayatim boyunca arkamda olan, sonsuz sevgi ve destegini gosteren sevgili annem,

melek babam ve kardesime,

Her zaman yanimda olan, beni hi¢ yalniz birakmayan ve yoruldugumda tekrardan

ayaga kaldiran en biiyiik destek¢im sevgili esim Enver Ersen’e,

Her sey icin ¢ok tesekkiir ederim.

Destekleri icin Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi ve ABAPKO’ya
tesekkiir ederim. Bu tez, ABAPKO, 125 numarali, ‘Alzheimer hastaligi modeli
uygulanmig HT22 hiicrelerinde uzun siireli agligm, enerji metabolizmasi ve

mitokondriyal fonksiyonlara etkisi’ isimli projesi ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

] R [\
ONSOZ VE TESEKKUR ........ooiiiiiiieeeeeeeeteeeeeteeet ettt n s en s nnns v
KISALTMA VE SIMGELER LISTESI ........ccovviiiniiiinceenes vii
SEKILLER LISTESI........ocoiiiiiiiieeceeeeeeeeeee e viii
TABLOLAR LISTESI........oooiiiiiiiieees s X
(O )4 N SO P PP PP PR PR 1
AB ST R A CT ettt ettt h e bbb nae e 2
1 GIRIS VE AMAGC ....coooooiiiiiiiiieeinti st 3
2 GENEL BILGILER ...........coooiiiiiiiiiiiiisssi e 5
2.1 Hiicre Enerji Metabolizmasl ..............cccocoooiiiiiiiiiiiiii e 5
280 0 R ] 1 (o] |2 5
2.1.2 Trikarboksilik asit dongust (Krebs dongusl)..........ccovvvvvevvvevevevinerrisesissesesseeen, 6
2.1.3 Oksidatif fOSTOrTIaSYON ..ot 8
2.1.4 Noron hiicresi enerji metabolizmasi..................coovviiiind 9
2.2 Hiicre Achk Metabolizmasi, Keton Uretimi ve Eksojen Keton
L0541 1F: 111 P ) o DR 11
2.2.1 Uzun siireli aghkta viicutta keton tiretimi...............cccccovniiinnniciccnnscce, 11
2.2.2 Uzun siireli achkta beyin metabolizmasi ...............ccccooovviiniinininninsisenns 13
2.2.3 Eksojen Keton uygulamalart ... 15
2.3 Alzheimer HastaliSl .............ccooviiiiiiininiiiisssssss s 16
2.3.1 Alzheimer hastahgi, mitokondriyal fonksiyonlar ve keton iliskisi................... 18
24 HT22 HUCre HAttl.........ocoooieiiiiiccee e s 19
3 GEREC VE YONTEM ....oiiiiioeeeeeet ettt en s en s, 21
3.1 HT22 HUCKe KUIUIT ..oveiieieeee e 21
3.1.1 HUCKE EKIMI ot 21
3.1.2 HUCKE PASAJIAMAL.......cviiiiiiririceie e 21
3.1.3 HUCKE AONAUIMIA ..ottt 21
3.2 Deney Gruplarinin Olusturulmasl............c.cocoorinininnnn, 22
3.3 Ap1_42ile POHB Keton Hazirlanmasi ve Hiicrelere Uygulanisi...................... 23
3.3.1 AP1_42 stok soliisyon hazirlanisi ... 23
3.3.2 BOHB stok soliisyon hazirlanis ..., 24
3.4 MTT OptimizasSyOnIari............ccccooiiriniiininininiisssssss s 24
3.5 IMITT DENEYI...ooviiiiiitsireeieie sttt 25
3.6 immunoﬂores_z_m ve Konfokal Mikroskop Deneyi.............ccccoceorninnienninnnininnnns 26
3.7 Sitrat Sentaz OlIGUM DENEYI ......ccueuriiiieieiririiee e 27
3.8 Metabolik Parametre ANaliZIEri.............ccoviiiniicccee s 29



3.8.1 Hucre besiyerlerinden Keton OIGUMIEri..........ccoviierrniccicee s 29

3.8.2 Laktat, laktat dehidrogenaz, glukoz ve aminoasit dlctimleri ..............ccco..... 29
3.9 Biyoinformatik ANAlIZIEri............coooviviiieiiiieeeeeeeee e 30
4 BULGULAR ...ttt ettt ee e 31
4.1 Hiicre Canhihginin incelenmesi ....................................................................... 31
4.2 AP1_42 Lokalizasyonunun Incelenmesi.................ccooooviiiiiiiiiciiien, 32
4.3 Mitokondriyal Fonksiyon Analizlerinin incelenmesi.................c.c.cccoene.... 34
4.4 Metabolik Parametre Analizlerinin Degerlendirilmesi ......................c...e.. 36
45 Deney Gruplarmin Morfolojik Incelenmesi ..............cccccooovverreierererennnn.. 43
O TARTISMA ...t n e 45
B SONUGC ...ttt ettt e b e e sne e e e e et e e e ne e nnneenes 53
T KAYNAKLAR. ...ttt ettt st e et esnbe e nnee e 54
8 OZGECMIS ...ttt ettt ettt ettt e e n ettt n oo enns 57

vii



KISALTMA VE SIMGELER LiSTESI

AH
ADP
APP
ATP
BBB
BOHB
ETZ
FAD
FBS
GLUT
GSK-3
GTP
HMG KoA
IF
KoA
MCFA
MCT
MCT
MTT
NAD
NADH
ROS
TCA
T3D

Alzheimer hastaligi
Adenozin difosfat
Amiloid 6nci proteini
Adenozin trifosfat
Kan beyin bariyeri
Betahidroksibutirat
Elektron transfer zinciri
Flavin adenin dinukleotit
Fetal sigir serumu
Glukoz tasiyict tip
Glikojen sentaz kinaz 3
Guanozin trifosfat
3-Hidroksi-3-Metilglutaril KoA
Aralikli orug
Koenzim A
Orta zincirli yag asitleri
Orta zincirli trigliseridler
Monokarboksilat tasiyicilar
3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir)
Nikotinamid adenin diniikleotit
Nikotinamid adenin diniikleotit + H
Reaktif oksijen tirleri
Trikarboksilik asit zinciri
Tip 3 diyabet

viii



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Hiicre enerji metaboliZmasi.. .....c.eeiveiiieiiiiiieiie e 5
SeKil 2. GHKOIIZ ZINCITI.. 1.vvivviiieiiiieieie sttt 6
Sekil 3. TCA dONGUSTL ..vvevverveeviiiiiiiesii e 8
Sekil 4. ETZ ve oksidatif foSforilasyon. .........cccooeiiieiiiiiieiic e 9
Sekil 5. Noron hiicresi enerji metaboliZmast.. .......ccoocveiieiiiiiieniieecee e 10
Sekil 6. Aglik sirasinda glukoneogenez ve keton cisimleri..........ccveverieeeneeiiiieinenne 11

Sekil 7. Karaciger hiicresinde keton iiretimi ve ekstrahepatik hiicrelerde keton

KUITANIIN .ttt b et e s se e e sbe e e e e sbeeenne e 12
Sekil 8. Noronlara keton iletimi ve Ketoliz. .......c.oooovvieeiiiiiic e 13
SeKil 9. HT22 RMUCTES1. ..veeiuviieiiiiieiiiie ittt 20
Sekil 10. MTT optimizasyon plate plant...........cccvieeiieiiiiinieiisiee e 25
Sekil 11. Sitrat sentaz aktivite 6l¢iim deneyi plate plant. .......ccccoovvvvviieiiiieiiiieninen, 29
Sekil 12. AB1_42 lokalizasyonu konfokal mikroskop goruntdleri. ..........ccoccovevnee. 33
Sekil 13. Standartlarin absorbans degerleri...........cccvviiiiiiiiiniiiiii e 34
Sekil 14. Sitrat sentaz aktivite Srafifi. .....c.ccovveriiriiiiieiieii e 35
Sekil 15. Besiyerindeki aminoasit miktarlarinin 1s1 haritast ...........cccooevviiiiiiiinnne 41
Sekil 16. Hiicre homejenat1 aminoasit miktarlarinin 1s1 haritasi.........ccccoccveviieennnn. 43
Sekil 17. Deney gruplarinin mikroskop gorintlleri.. .......coccvveriiiiiiniiennienee s 44



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1. Fizyolojik kosullarda degisen keton miktarlart ...........cocoeviiiiiiiniicnnnne 15
Tablo 2. Hiicre canliligi (MTT) deneyi sonuglart. .........ccoooveiiiiicnciicnccecee 31
Tablo 3. Deney sonrasi gruplarin metabolik igerikleri.........cocooviviiiiiiiniiiiiiiinne 36
Tablo 4. Gibco DMEM 41966029 icerik tablosu ..........ccccoeevviveiiieiicccic e 39
Tablo 5. Gibco EBSS 24010043 igerik tabloSu .........cccoviiveniiiiiiiieiec e 39
Tablo 6. Deney sonrasi besiyerindeki aminoasit miktarlari..........cccocceoiieiiiiiennnne 40
Tablo 7. Deney sonrasi hiicre homojenatlarindaki aminoasit miktarlari ................... 42



OZET

Alzheimer Hastaligi Modeli Uygulanmis HT22 Hiicrelerinde Uzun Siireli A¢hgin,
Enerji Metabolizmasi ve Mitokondriyal Fonksiyonlara Etkisi

Alzheimer hastaligi (AH), amiloid beta peptit plaklar1 ve norofibril yumaklarin neden
oldugu norodejenerasyon ile karakterize olan nérodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer
hastaliginda mitokondriyal disfonksiyonun nérodejenerasyona neden olan 6nemli
faktorlerden biri oldugu bilinmektedir. AH'de anormal mitokondriyal morfoloiji,
degisen mitokondriyal membran potansiyeli, azalan mitokondri sayilar1 gibi bircok
patoloji gorilmektedir. Alzheimer hastaliginda glukoz metabolizmasi bozulurken
keton metabolizmasinda degisiklik olmadigi g6zlenmistir. Keton cisimleri, uzun sureli
aclikta karacigerde iiretilen glukoza alternatif enerji kaynaklarmi olusturmaktadir. Bu
sebeple ketonlar Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarda goriilen
bozulmusg glukoz metabolizmasina alternatif ~ tedavi yaklagimlarmi
olusturabilmektedir. Bu projede, néronlar ve mitokondri fonksiyonlari tizerinde uzun
siireli aghigin etkileri patafizyolojik olarak incelenmistir. Uzun siireli aglik modelinde
miktarlar1 degisen ara metabolizma tiriinleri ve mitokondriyal fonksiyonlarina etkileri
gosterilmistir. Bu tez calismasinda eksojen uygulanan beta hidroksi bitirat (BOHB)’in
deney gruplarinin canlilig1 iizerinde olumlu etkisi oldugu gdsterilmis olup bununla

birlikte hticrelere uygulanan ABq_42’nin HT22 hiicreleri iizerinde toksik etki

olusturdugu ve BOHB uygulamasinin bu etkiyi azalttig1 goriilmiistiir. BOHB eklenmis
medyumlarda inkiibe edilen hiicrelerin enerji metabolizmasi sirasinda glukoz
kullaniminin yanit sira keton da kullandiklari ve keton kullanimi sirasinda
mitokondrilerinin aktivitelerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgular amiloid betanin
verdigi hasarin keton eklenmesi ile geriledigi ancak tamamiyla iyilesmedigini
diisindiirmektedir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgularin bir¢ok nérodejeneratif
hastalikta ve saglikli yaslanma galismalarinda néron fonksiyonlarinin korunmasini

saglayacak alternatif uygulamalara 1sik tutacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Sozcikler: Uzun sireli aglik, Keton cisimleri, Alzheimer hastaligi, HT22

hiicre hatt1, Mitokondriyal fonksiyonlar.



ABSTRACT

The Effects of Prolonged Fasting on Energy Metabolism and Mitochondrial
Functions in HT22 Cells Treated with Alzheimer's Disease Model

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative condition characterized by
neurodegeneration caused by amyloid beta peptide plaques and neurofibril tangles.
Mitochondrial dysfunction is known to be a significant factor contributing to
neurodegeneration in AD. Various mitochondrial functions, such as abnormal
mitochondrial morphology, altered mitochondrial membrane potential, and decreased
mitochondrial numbers, are affected in AD. However, while glucose metabolism is
impaired in Alzheimer's disease, no changes are observed in ketone metabolism.
Ketone bodies serve as alternative energy sources for glucose during prolonged
fasting. Therefore, ketones may present alternative therapeutic approaches for
neurodegenerative diseases like Alzheimer's, which exhibit impaired glucose
metabolism. In this project, the effects of prolonged fasting on neurons and
mitochondrial functions were investigated pathophysiologically. The impacts of
varying levels of intermediate metabolites and mitochondrial functions were
demonstrated in a prolonged fasting model. This thesis demonstrates that exogenous

BOHB positively influences the viability of experimental groups, while AB1_42

applied to cells exhibits toxic effects on HT22 cells, which are mitigated by BOHB
application. It was observed that cells incubated in medium supplemented with BOHB
utilize both glucose and ketones during energy metabolism, leading to increased
mitochondrial activity during ketone utilization. These findings suggest that while the
damage caused by amyloid beta is attenuated by the addition of ketones, complete
recovery is not achieved. The findings obtained in this thesis may encourage the
development of alternative interventions to preserve neuron function in many

neurodegenerative diseases and healthy aging studies.

Keywords: Prolonged fasting, Ketone bodies, Alzheimer's disease, HT22 cell line,

Mitochondrial functions



1 GIRIS VE AMAC

Bu tez calismasinin amaci, Alzheimer hastaligi, kronik nérolojik hastaliklar ve
saglikli yaslanma igin uzun siireli a¢lik sirasinda gelisen metabolik degisikliklerin
hiicre diizeyinde tespit edilmesi ve noéron fonksiyonlarinin korunmasinin
saglanabilirliginin ortaya konulmasidir. Bu sekilde patolojik kosullarda uzun siireli
aclik modelinin etkileri ve ara metabolizma triinlerindeki degisiklikler kesfedilirse
saglikli yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarda yeni tedavi hedefleri ortaya

konulabilir.

Alzheimer hastalig1 nérodejenerasyonla karakterize olan bir hastaliktir ve bu
hastalikta mitokondriyal disfonksiyon ndrodejenerasyonu tetikleyen oSnemli bir
faktordur. AH, anormal mitokondriyal morfoloji, degisen mitokondriyal membran
potansiyeli, azalan mitokondri sayilar1 gibi birgok mitokondriyal fonksiyon
degismesine neden olur. Buna ragmen Alzheimer hastaliginda bozulan glukoz
metabolizmasina karsin keton metabolizmasinda higbir degisiklik olmadigi
bilinmektedir. Ketonlar uzun siireli aglikta karacigerde iiretilen glukoza alternatif
enerji kaynaklaridir. Uzun siireli aclikta ketojenez ve keton kullanimi desteklenerek
noronlar i¢in ATP ihtiyact karsilanmis olur. Boylece aclik kosullarinda noéron
hicrelerinin hayatta kalma yetenegi artar. Uzun siireli ag¢lik modelinin faydalar
gosterilmekle birlikte etkilerinin hangi mekanizma ile oldugu heniiz arastiriimakta ve
bulunacak bir molekiil ve etki mekanizmasinin, farmakolojik olarak uygulandiginda

s6z konusu etkileri taklit edip etmeyecegi ortaya konulmamistir.

Bu projede Alzheimer hastalik modeli uygulanmigs HT22 hipokampal néron
hiicrelerine uzun siireli agik ve eksojen keton uygulamalar1 yapilarak hiicrelerdeki
metabolik degisiklikler, mitokondri fonksiyonlarin degisimi ve olasi ara metabolitler
arastirilacaktir. Boylece bu c¢alismada, basta Alzheimer hastaligi, noérodejeneratif
hastaliklar ve saglikli yaslanma i¢in uzun sireli aglik ile eksojen Kketon
uygulamalarinda gelisen metabolik degisikliklerin ve mitokondriyal fonksiyon
degisimlerinin hiicre diizeyinde tespit edilerek néron islevlerinin korunmasi

amaglanmistir. Bu sekilde patolojik kosullarda uzun siireli aglik modelinin etkiledigi



ara metabolizma friinlerindeki degisiklikler kesfedilirse saglikli yaslanma ve

norodejeneratif hastaliklarda yeni tedavi hedefleri ortaya konulabilir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Hiicre Enerji Metabolizmasi

Hiicredeki ana kimyasal enerji birimi ATP’dir. Anabolik yollar biyosentez icin
gereken ATP’yi kullanirken, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon gibi katabolik
yollar, ADP + Pi' den ATP Ureterek NAD+' da NADH'i oksitler. Bu nedenle hiicre
enerji metabolizmasi, NADH dongiisiine bagli ATP sentezini igeren metabolik yollart
ifade eder (Sekil 1). ATP sentezi iki sekilde gergeklesir: Cogu hiicrede, ATP“nin biiyiik
kismi oksidatif fosforilasyondan gelirken buna ek olarak glikoliz ve Krebs

dongiisiindeki substrate seviyesinde fosforilasyon ile de ATP saglanir (1,2).

Complex Metabolites

ADP/NAD(P)H

Anabolism | H ‘I |

ATP/NAD(P)+
Simple Metabolites

Sekil 1. Hiicre enerji metabolizmasi. Biyosentez igin gerekli anabolik yollar ATP
tiketip NADH dretirken mitokondriyal oksidatif fosforilasyon gibi katabolik yollar,
ADP + Pi'den ATP dretip ve NAD+'daki NADH'yi oksitleyecektir (2).

21.1 Glikoliz

Glikoliz, alt1 karbonlu glukoz molekiiliiniin oksidatif olarak parcalanarak iki adet
uc karbonu bulunan pirtivat molekiline doniisiimiinii saglayan reaksiyon zinciridir.

Anaerobik organizmalarda ve oksijen yoklugunda glikoliz birincil ATP kaynagidir.
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Glikoliz sitozolde gerceklesir. Sonucunda her bir glukoz molekiiliinden net 2 ATP, 2
NADH ve 2 pirtvat dretilir (Sekil 2). Glikoliz icin oksijene ihtiya¢ yoktur. Aerobik ve
anaerobik tiim canlilarda gergeklesir. Glikoliz 10 basamakli bir glikolitik yoldan
olusur. Ilk bes basamaginda enerji harcanirken son bes basamaginda enerji iiretilir.
Glukozun pargalanmasiyla agiga c¢ikan enerjinin ¢ogu, ADP ve Pi'den ATP
sentezlemek i¢in kullanilir. Glikolizde 7. ve 10. basamaklarda sentezlenen ATP, bir
fosfat grubunun dogrudan bir substrat molekiiliinden ADP'ye aktarilmasi sonucunda
substrat diizeyinde fosforilasyonla elde edilir. Glikoliz sirasinda salinan enerjinin geri
kalani, altinc1 basamakta bir oksidasyon reaksiyonu ile iiretilen NADH molekiiliindeki
elektronlarda depolanir. Bir glukoz basina iki NADH iiretilir. Aerobik organizmalarda,
NADH molekiilleri, elektronlarini mitokondride elektron tasima zincirine verir.
Elektron tagima zincirinden gegen elektronlar en sonunda O2'ye gecerek su olusturur.
Elektronsuz kalan NADH, tekrar glikolizde kullanilmak tizere NAD+ a doniisiir.
Oksijen yoklugunda NADH diger bir enerji veren reaksiyon tiirii olan fermentasyona
girer (1, 3).

N\
c
CH,OH |
0 / w w \ =0
OH [ NADH| CHy
HO OH \
0 0
OH \ \ ) \/
A o '.
=0
CH,
two molecules
glucase MET RESULT: GLUCCSE —= 2 PYRUVATE + 2 ATP + 2 NADH of pyruvate

Sekil 2. Glikoliz zinciri. Bir dongude net 2 pirtivat, 2 ATP ve 2 NADH elde edilir (1).
2.1.2 Trikarboksilik asit dongusu (Krebs dongusl)

Okaryotik hiicrelerin aerobik metabolizmasinda, glikoliz tarafindan {iretilen
piruvat mitokondriyal matrise gonderilir. Burada {i¢ enzimden olusan piriivat
dehidrogenaz enzim kompleksi tarafindan dekarboksile edilir. Sonucunda NADH,

CO2 ve asetil CoA olusur (1)



Glikolizde pargalanan sekerlere ek olarak, yagdan tiiretilen yag asitleri de
mitokondriyal matriste asetil CoA'ya doniistiiriiliir. Piruvat ve yag asitlerine ek olarak,
bazi amino asitler de sitozolden mitokondriyal matrikse taginarak burada asetil CoA'ya
veya sitrik asit dongiisiiniin diger ara maddelerinden birine doniistiiriiliir. Okaryotik
hiicrelerde mitokondri, ister sekerle, isterse yag veya proteinle baslasin, enerji veren

tim katabolik siireglerin yoneldigi merkezdir (1,3).

Katabolizma asetil CoA uretimi ile sonlanmaz. Asetil CoA'ya doniistiirme
stirecinde, depolanan enerjilerin sadece kii¢iik bir kismi1 ATP, NADH veya FADH2'ye
dontstiiriiliir. Bu enerjinin ¢ogu hala asetil CoA'dadir. Hiicre solunumundaki bir
sonraki asama, asetil CoA'daki asetil grubunun mitokondriyal matrikste CO2 ve
H20'ya oksitlendigi sitrik asit dongiisiidiir. Trikarboksilik asit veya Krebs dongiisii
olarak da bilinir (3)

Glikoliz ve sitrik asit dongusu gibi katabolik reaksiyonlar, hem hiicre icin enerjiye
destek olur hem de diger bir¢ok organik molekiil i¢in yap1 taslar iiretir. Anabolik
yolar, sitrik asit donglsiinden ara Ortinleri cekerek enzim katalizli reaksiyonlarla
amino asitlere, niikleotitlere ve lipitlere dondstiiriiliir. Sitrik asit dongiisii sekiz
basamaktan olusan bir dongiidiir. Asetil CoA oksaloasetatla birleserek alt1 karbonlu
sitrik asiti (sitrat) olusturur. Ik iiriin olan sitrik asitle dongii baslar ve ardisik sekiz
reaksiyon sonucunda tekrar oksaloasetat olusur. Sitrik asit dongiisii, asetil CoA'daki
asetil gruplariin oksidasyonunu katalize ederek onlar1 CO2'ye doniistiiriir. Bir dongi

sonucunda 3 NADH, 1 FADHz2, 1 GTP ve 2 molekul COz2 Uretilir (1,3) (Sekil 3).



0
H,C —C — S-CoA

acetyl CoA
2C
oxaloacetate )_\ gC _ Citrate
ac STEP 1 .

Ao STEP 2 o
+H' STEP 8 naDH

STEP 3

STEP 7 5C
STEP 4

Sekil 3. TCA déngisi. Bir déngiide 3 NADH, 1 GTP, 1 FADH2, 2 COzolusur (1).
2.1.3 Oksidatif fosforilasyon

Oksidatif fosforilasyon, glikoliz ve sitrik asit dongiisii sirasinda iiretilen NADH
ve FADH?2 gibi aktif tagiyicilar tarafindan yakalanan kimyasal enerjinin ATP {iretmek
icin kullanildig1 asamadir (Sekil 4). Oksidatif fosforilasyon sirasinda, NADH ve
FADHz: yiiksek enerjili elektronlarini i¢ mitokondri zarinda bulunan elektron tasima
zincirine aktarir. Zincirde salinan enerji, H+ protonlarini mitokondriyal matriksten
zarlar arasi bosluga gondermek icin kullanilir. Bu hareket i¢ zar boyunca bir proton
gradyan1 olusturur. Bu proton gradyani kullanilarak mitokondriyal matrikste ADP
fosforilasyonundan ATP olusturulur. Transfer zincirinin sonunda elektronlar1 en son
02 teslim alir ve indirgenmis O2, H+ protonlarla birleserek suyu olusturur. Sonucta,
bir glukoz molekulinin H20 ve CO2'ye tamamen oksidasyonu gerceklesir ve
toplamda yaklasik 30 ATP molekiilii iiretilebilir. Buna karsilik, yalnizca glikoliz ile
bir glukoz molekiilii bagina sadece iki ATP molekiilii iiretilir. Oksidatif fosforilasyon

hem okaryotik hticrelerde hem de aerobik bakterilerde meydana gelir (1,3).
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Sekil 4. ETZ ve oksidatif fosforilasyon (1).
2.1.4 Noron hicresi enerji metabolizmasi

Insan beyni viicudun toplam enerji ihtiyacinin %20'sini olusturur. Beyin, enerji
ihtiyacinin en yiiksek oldugu organdir ve ATP formunda siirekli bir enerji kaynagina
ihtiya¢c duyar. ATP, her hiicrede oldugu gibi beyin enerji metabolizmasmin da ana
enerji kaynagini olusturur. Cogu ATP, ndronal sinyallesme sirasinda iyon
gradyanlarini sifirlayan hiicre zar1 pompalar1 olan Na+/K+ATPase ve Cax+ATPase
tarafindan kullanilir. Uyarict (glutamaterjik) noronlar, beynin ATP'sinin %80-85'ini
tiketir, geri kalanmi ise inhibitor ndronlar ve diger hiicreler kullanir. Aksonal
transport, hiicre iskeletinin korunmasi, proton sizintisi, mikroglial hareketlilik, DNA
onarimi, RNA translasyonu ve fosfolipid remodelleme gibi hicresel suregler,
ndrotransmisyondan daha az enerji tiiketse de bu sureclerin enerji gereksinimleri

heniiz tam agiklanamamaktadir (4).

Glukoz metabolizmasi beyindeki ATP iiretiminin %95’inden daha fazlasim
saglar. Beyinde glukoz alimi, nérovaskiiler birim olarak bilinen ¢esitli beyin kapiler

endotel hicreler, perisitler, astrositler, oligodendrositler, mikroglia ve nd&ronlar



arasinda diizenlenir. Beyne glukoz alimi, dolagimdaki glukoz seviyesi tarafindan
degil, aktif noronlarin enerji talebi tarafindan yonlendirilir (4). Glukoz tasinmasi,
kapiler endotelyum (GLUTL1), astrositlerin plazma membran1 (GLUT1, GLUT2,
GLUT7), korteks, hipokampus ve beyincikteki néronlar (GLUT3, GLUT4) ve
oligodendrositlerin (GLUT1) glukoz tastyicilarinin koordineli aktivitesi ile saglanir.
Noronlar tarafindan ihtiyag¢ duyulan ATP, TCA yoluyla glukozun oksidatif
fosforilasyonundan elde edilir (Sekil 5). Ek ATP, sinaptik iletimin yiksek enerji
taleplerini desteklemek i¢in gerekli olan sitoplazmada aerobik glikoliz tarafindan
iretilir. Beyindeki glukoz rezervleri, ATP ihtiyaglarmi yalnizca birka¢ dakikaligina
karsilayabilir. Bu nedenle, beyin disindan saglanan alternatif yakitlarin kullanimina
ihtiya¢ duyulur. Ketonlar ve laktat, glukoza kars1 ana alternatif yakitlar olarak beyne
astrositler ve kilcal endotel iizerindeki monokarboksilat tasiyicilar tarafindan iletilir

4,5).

Neurons Astrocyte Capillary
_@_pglucose -

NADH NAD* NAD* NADH

pyruVate ‘Mactate lactate €— pyruvate
LDH1 LDHs ™ 5
ATP DY
or
AL .
co; )

/Glu&Glni—( )—@—— GIn

glucose

Sekil 5. Noron hiicresi enerji metabolizmasi. GLUT3 ile ndronlara glukoz transportu
yapilirken astrositler tarafindan da MCT’ler aracilifiyla noron hiicrelerine laktat
saglanir (6).
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2.2 Hiicre Achk Metabolizmasi, Keton Uretimi ve Eksojen Keton

Uygulamalari

2.2.1 Uzun siireli achkta viicutta keton iiretimi

Aclik, yemegin sindirimi sonrasi baglayan ve tekrar yemek alimina kadar gecen
bir siirectir. Aglikta kan glukoz konsantrasyonu diiser ve insiilin hormonu azalirken
pankreas glukagon hormonu salgilamaya baslar. Glukagon hormonu salgilanmasiyla
glikojen sentetaz enzimi inhibe edilerek glikojenez durdurulur. Karacigerde glikojen
fosforilaz enziminin aktiflesmesiyle glikojenoliz baslar. Olusan glukoz beyin ve
eritrositler tarafindan kullanilir. Dokulara ve beyne glukoz saglayan bir diger yol ise
glukoneogenezdir. Glikojen depolarinin tiikenmesiyle karacigerde glukoneogenez
baglar (Sekil 6). Glukoneogenezin baslica subsratlari; piriivat-alanin dongustinden
gelen alanin, kaslar ve eritrositlerden gelen laktat, yag asitleri katabolizmasindan gelen
gliserol ve aminoasitlerdir. Bu substratlarin glukoneogeneze girmesi sonucu glukoz
elde edilip beyne ve dokulara gonderilir. Uzayan aglikta ise glikojen depolar1 ve

glukoneogenez yeterli gelmez ve keton tiretilmeye baslanir (3, 7).

SKELETAL MUSCLE
LIVER
BRAIN Protein
f breakdown
Ketone bo:é:‘es s Kt bk
cancrossthe AFTER 18h se ketone bodies
blood/brain barrier. Gluconeogenesis AFEEE:‘L‘O diss to prevent.
Q@ degradation
QQ\ of essential \Qt/)
A'ETONE BODIES KETONE® proteins 3 O
b
oa\\gwk
GLUCONED!

Sekil 6. Aglik sirasinda glukoneogenez ve keton cisimleri. Uzayan aglik sonrasinda
glukoneogenez ve ketojenez baslarken beyin, enerji kaynagi olarak keton cisimlerini
kullanmaya baslar (8).

Keton cisimleri uzun siireli aglikta karacigerde iiretilen glukoza alternatif enerji
kaynaklaridir. Iki ana keton cismi asetoasetat ve betahidroksibiitirattir. Aseton ise
viicutta en az bulunan {iglincii keton cismidir. Uzun siireli aclikta insiilin seviyelerinin

diistip glukagonun artmasiyla birlikte lipoliz desteklenir ve ana enerji kaynagi olacak
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yaglar pargalanmaya baslar (9,10). Viicutta aclik sirasinda BOHB’ 1n asetoasetata gore
6 kat daha fazla bulundugu tespit edilmis olup, ozellikle aclik sirasinda kanda

dominant olan keton cisminin BOHB oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle deneysel
calismalarda BOHB, asetoasetata gore daha fazla tercih edilmektedir (11)

Beta oksidasyon ile yag asitlerinin pargalanmasi sonucunda ATP ve asetil CoA
olusur (Sekil 7). Yeterli glukoz tiirevi oksaloasetat bulunmadiginda ya da bulunan
oksaloasetatin glukoneogenez i¢in tiikketilmesinden dolay1 hepatositler ¢ok az sayida
asetil CoA’y1 TCA dongiisiine sokar. Bunun yerine asetil CoA birikir ve asetoasetil
CoA’ya doniislir. Asetoasetil CoA, HMG-CoA sentaz tarafindan HMG-CoA’ya
doniisiir. HMG-CoA, HMG-CoA liyaz tarafindan asetoasetat ve asetil CoA’ya
dondstaralur. Asetoasetattan dekarboksilasyonla aseton ve BOHB dehidrogenazla

BOHB olusur. Bu iig¢ keton vendz dolagima salgilanir, ekstrahepatik dokular tarafindan
alinirken fazla olanlar bobrek yoluyla atilir. Aseton ise akciger yoluyla atilir. BOHB
ve asetoasetat, vendz kandan monokarboksilat tasiyicilar (MCT) tarafindan noronlara

alinir. Ketonlar burada mitokondride asetil CoA’ya doniiserek TCA dongiisiine girer
Boylece beyin hiicrelerine ATP saglanmis olur (9).
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Sekil 7. Karaciger hiicresinde keton {iiretimi ve ekstrahepatik hiicrelerde keton
kullanimai (9).
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2.2.2  Uzun sureli achkta beyin metabolizmasi

Beynin birincil enerji kaynagi1 glukozdur. Ilk (erken) aclikta da glukozu enerji
kaynagi olarak kullanmaya devam eder. Glukoz tilkendiginde keton ve laktat beyin
icin alternatif yakitlardir. Bununla birlikte, bebeklerde ketonlar yalnizca énemli bir
enerji kaynagi degil, ayn1 zamanda beyin lipid sentezi i¢in ana substrat1 olusturur.
Asetoasetat ve betahidroksibditirat kanda denge halindedir. Betahidroksi butirat hticre
icine alindiginda asetoasetata dontisiir ve bu sekilde asetil CoA’ya doniiserek TCA
dongiisiine girer ve ATP olusumunu destekler. Bir gece aglikta plazma keton
konsatrasyonlar1 0.1-0.2 mM’dir ve beyin enerji ihtiyacinim %3-5"ini olusturur. Ug dort
giinliik acliktaysa plazma keton seviyesi 5 mM’ye kadar cikar ve beyin enerji

ihtiyacinin %50’sini ya da daha fazlasini saglamaktadir (4).
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h=
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ﬂ(ﬂ Lac
NADPH lHK

Ribsp | G6P
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Sekil 8. Noronlara keton iletimi ve ketoliz. Uzun siireli aglikta ketonlar MCT’ler
araciligiyla ndron hiicresine girer. Burada asetil CoA’ya dontiserek TCA dongiisiine
girer (4).
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Keton cisimlerinin enerji tiretimi i¢in kullanimu, eritrosit ve malign hdcre tipleri
hari¢ beyin de dahil olmak tizere ¢ogu ekstrahepatik dokuda meydana gelir. Boylece
aclik donemlerinde hiicrelerin ve dokularin hayatta kalma yetenegi artar. Ketojenezin
yoklugunda, beyin hiicreleri uzun siireli aglik sirasinda tamamen hepatik ve renal
glukoneogeneze bagl olur. Viicutta glukoz sentezi i¢in sinirli substratlar vardir.
Bunlar glukojenik amino asitler, trigliseritlerden gelen gliserol, geri doniistiirilmiis
laktat ve Cori dongiisii yoluyla piruvattir. Yetiskin beyninin tek basina glukoneogenez
ile 2-3 hafta hayatta kalabilecegi, ancak yag depolarindan elde edilen keton
cisimcikleri ek bir enerji kaynagi olarak kullaniliyorsa en az 2 ay boyunca islevsel
kalabilecegi hesaplanmustir (9). Birkag haftalik ag¢liktan sonra beynin ihtiya¢ duydugu
enerjinin tigte ikisi BOHB ve asetoasetat tarafindan saglanir. Ayrica insan beyni dogum
sonrasi erken evrede keton cisimlerine ihtiyag¢ duyar. Kolostrumun diisiik laktoz igerigi
nedeniyle yeni doganlarin metabolizmas1 ketotiktir. Yeni dogan insan beyninin
tikettigi enerjinin yaklasik yarisi BOHB'dendir. Emzirmeden birkag giin sonra laktoz
icerigi artar ve ketozis kaybolur. Asetoasetat ve BOHB'nin iskelet kasindaki ATP
tiretimine katkist da biiyiik 6lciide degisiklik gosterir. Bir gece agliktan sonra, keton
cisimleri enerji saglanmasia %10-20 katkida bulunur ve bu, birka¢ giinliik acliktan
sonra %50'ye yiikselebilir. Aerobik egzersiz sirasinda iskelet kasina keton cisimlerinin
atilmasi, beslenme durumuna ve egzersiz yogunluguna bagli olarak bes kata kadar

artabilir, bunu egzersiz sonrasi ketozis (0.3-2.0 mmol/L) takip eder (9, 10).

Karaciger, lipit katabolizmasi sirasinda siirekli olarak diisiik seviyelerde keton
cisimleri Uretir. Keton cisimleri, yag asitlerinin pargalanan rtinlerini TCA dongusune
kanalize etmek igin diyetten tlretilen glukoz/piruvat oraninin azalmasina yanit olarak
hizli bir sekilde artar. Asetoasetat ve BOHB'nin enerji iiretiminde kan glukozunun
yerini alma yetenegi, 6zellikle beyin fonksiyonu acisindan uzun siireli aglik sirasinda

hayatta kalmak icin gereklidir (9).
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Tablo 1. Fizyolojik kosullarda degisen keton miktarlar (9)

Plazma -
Hidroksibutirat (mmol/L)
Fiziksel Kosullar
Normal sirkadiyen degisim 0.1-0.4
Uzayan egzersiz sonrasi 0.3-2
1-2 giin achkta 1-2
2-3 hafta achkta 5-7
1-3 hafta ketojenik diyette 0.5-5
Diyabetik ketoasidoz sirasinda 3-25

2.2.3 Eksojen keton uygulamalari

Noroketoterapotikler terimi  yakin zamanda ortaya atilan sinir = sistemi
hastaliklarinin iyilestirilmesinde ketozis kullanimini destekleyen bir yaklagimdir.
Keton tedavisi, kan keton seviyesini yiikseltmeyi amaglayan ve bunlar1 farkh
patolojilere kars1 koruyucu molekiiller olarak kullanan stratejileri ifade eder. Keton
olusumu, yag dokusunda lipoliz ile lipit depolarinin kullaniminm1 destekleyerek ve
karacigerde ketojenez yoluyla endojen olarak elde edilmektedir. Endojen keton
iiretimini tesvik eden ketojenik diyet, kalori kisitlama, aralikli orug¢ ve orta zincirli
trigliserit alim1 gibi cesitli yaklasimlar vardir. Kan ketonlar1 intravendz, enteral ve
keton tuzlarinin oral alimiyla da eksojen olarak arttirilabilmektedir. Bu midahalelerle
keton kan seviyeleri yukseltilerek hayvanlarda ve insanlarda beyinde enerji yakiti

olarak kullanilmalar1 desteklenmektedir (10).

Keton kan konsantrasyonlarinin hedef araligi 0.2 ile 5-8 mM arasindadir. Bu da
giivenli ve yararli oldugu bilinen orta dereceli ketoz araligindadir. Endojen ketozis,
ketojenez uyarilmadan ve olumlu bir sonug gézlemlenmeden 6nce 3 giinden fazla,
haftalar veya aylara kadar kronik tedaviler gerektirir. Buna karsin eksojen keton

cisimleri veya keton tiirevlerinin uygulanmasi, plazma ketonlarinda hizli yiikselmeye
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(0.5-6 saat) neden olurken ketozisi strdiirmek igin tekrarlanan dozlara ihtiyag¢ duyulur
(10).

Son zamanlarda, keton esterin (KE) kullanimi, endojen ketoz indiiksiyonuna bir
alternatif olarak oOnerilmistir. Calismalar, KE'nin agizdan alimmin tekrarlanan
dozlarda hafif ketozis saglayabildigini, toksisite goOstermedigini ve kolesterol
seviyelerini normal aralikta tuttugunu gostermistir. Keton éncili olan orta zincirli
trigliseritler (MCT ’ler), hizla oksitlendikleri ve depolanmadiklari ig¢in eksojen olarak
uygulandiklarinda ketojenezi indikleyen bir alternatif yoldur. MCT’lerin oral alimu,
insanlarda 0.15ten 0.68 mM'ye kadar keton ylikselmelerine neden olur ve toplam
beyin yakit enerjisinin yaklasik %20'sine katkida bulunmaktadir. MCT’ler, higbir yan
etki, toksisite veya ketoasidoz gostermeyen farkli yollarla uygulanabilir. MCT’lerin
akut infuzyonu veya oral alimi, glukoz metabolizmasini bozmadan (yaklasik 30 dakika
icinde) akut ketozu tesvik eder. Bu nedenle, MCT ler tarafindan ketojenezi tetiklemek
icin insiilin seviyelerinin diisiiriilmesine gerek yoktur. Orta zincirli yag asitlerinin
(MCFA) yiiksek mitokondriyal membran gecirgenligi, MCFA ketojenez induksiyonu

icin 6nemli bir avantajdir (10).

Kalori kisitlama giinliik kalori alimindaki azalmayi igermektedir. Ayni 6giin
sikligin1 koruyarak toplam enerji gereksinimlerinin (%20-%40) altinda alim yapilir.
Aralikli oru¢ (IF) ise toplam enerji gereksinimlerine yetecek miktarda kalorinin,
yalnizca onceden belirlenmis beslenme araliklarinda, uzun sireli ¢ok az besin alimi
veya hi¢ yiyecek alinmamasi durumuna karsilik gelmektedir. Tiim bu kosullarda,
glukagon, katekolaminler ve kortizol tarafindan hipoglisemiye karsi hormonal
diizenleyici yanmit verilmektedir. Glisemi diizeltilir ve insiilin salinimi, lipolizden

ketojeneze izin verecek kadar diisiik seviyelere diismektedir (10, 12).

2.3 Alzheimer Hastahid

Alzheimer hastaligt (AH), hipokampus ve serebral kortekste hafiza kaybi ve
norodejenerasyon ile karakterize olan ilerleyici bir noérodejeneratif hastaliktir.

Alzheimer hastaligi hafiza kaybi, dil, diisiinme ve problem ¢6zme becerilerinde
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zorluklara sebep olmaktadir. AH’nin baslica gostergeleri amiloid beta peptidi (AB42)
olusturan nevrotik plaklar ve hiperfosforile tau'dan olusan norofibriler yumaklar
(NFTler)’dir. Bu proteinler sinir hiicreleri arasindaki baglantilarin kopmasia ve

sonunda da beyin hiicrelerinin ve dokusunun kaybina neden olmaktadir (13).

AH yaygin olarak yasli bireylerde goriinmektedir. Erken asamada hasta amnestik
hafif bilissel bozukluk kriterlerini tagimaktadir. Durum ilerledikge bilissel zorluklar
giinliik yasam aktivitelerini engelleyecek kadar derinlesir ve yayginlasir. Bu asamada
hastaya AH demans tanist konulur. Hastaligin ilerleyen donemlerinde davranis
degisiklikleri, hareket bozukluklari, haliisinasyonlar ve nobetler ortaya ¢ikmaktadir.
Demans goriilme sikligi yasla birlikte artar, 65 yas ilizerinin yaklagik %5-%8'i bu
hastaliktan etkilenmektedir. Yasin 85'in tlizerine ¢ikmasiyla bu oran %25-50'ye
cikmaktadir. Erkeklerde AH prevalansi kadmlara gore %19-29 daha diisiiktiir (13).

Amiloid plaklar, APP metabolizmasinin iki yan iiriinii olan 40 veya 42 amino
asitten olusan AP (AP40 ve AP42) ile anormal sekilde katlanmis hiicre dist
birikimlerdir. Ap plagi, amiloid 6ncii proteininin (APP) sekretazlar (a,  ve y) yoluyla
enzimatik boliinmesiyle elde edilen AP peptitlerinden olusur. AP42, daha ylksek
fibrilizasyon oran1 ve ¢Oziinmezligi nedeniyle AP40'tan daha fazla bulunur.
Norofibriler yumaklar ise, hiperfosforile tau’dan olusan eslenmis sarmal
filamentlerden olusur. Ap40 ve APB42 plaklar1 beyin tarafindan yabanci madde olarak
algilanip mikroglialar1 aktive eder. Sitokinlerin salinmasiyla immiin yanit1 baslar ve
sonucta hiicre 6limine, dolayisiyla nérodejenerasyona neden olur (13,14). Alzheimer
hastalig1 toplumda ¢ok fazla kisiyi etkilemekle birlikte tam olarak tedavisi
bulunmamaktadir. Bu sebeple tim diinyada hastaligin tedavi ¢aligmalari i¢in biiyiik
biitceler ayrilmaktadir. Bu dezavantajlarina karsin daha diisiik biitceli yaklasimlar
gelistirilmesi i¢in ¢alisilmaktadir. Bununla birlikte keton uygulamalar1 gibi daha diisiik

biiteeli yaklagimlar gelistirilmesi i¢in de ¢aligilmaktadir.
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2.3.1 Alzheimer hastahigi, mitokondriyal fonksiyonlar ve keton iliskisi

Mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve azalan antioksidan savunma da AH
patojenezinin ozelliklerindendir. Sitokrom c oksidaz seviyesinin azalmas1 mitokondri
fonksiyon bozukluguna neden olurken oksidatif strese bagli olarak glikojen sentaz
kinazin (GSK-3) asir1 uyarilmasi, mitokondrinin gegirgenligini degistirmektedir (13).
Bu da ROS'un asir1 iiretimine yol agabilir. Ayn1 zamanda metal iyonlar ¢inko ve bakir
da AP plaklarina baglanarak ROS iiretimine neden olur. Presenilin 1 proteinler,
oksidatif stres, tau norofibriler diigiimler gibi faktorler otofajik vakuollerin islev

bozukluguna neden olarak AH patojenezine katkida bulunmaktadir (13).

Alzheimer hastalarinda glukoz metabolizmasi incelendiginde glukoz aliminda
%25-30"luk bir azalma gozlemlenmistir. Bu durum GLUT1 ve GLUT3 glukoz
tastyicilarinin asagi regiilasyonuyla iliskilendirilmektedir. Yapilan son arastirmalarda
sporadik AH’de norodejenerasyonun altinda yatan dnemli bir faktdriin mitokondriyal
disfonksiyon oldugu gosterilmistir (15). AH'de anormal mitokondriyal morfoloji,
azalan mitokondriyal kompleks IV ve ATP sentaz aktivitesi, degisen mitokondriyal
membran potansiyeli, azalan mitokondri sayilar1 ve azalan kalsiyum tamponlama gibi
bir¢ok mitokondriyal fonksiyon degismektedir. Ayni1 zamanda degisen mitokondriyal
biyogenez, mitokondriyal dinamikler ve mitokondriyal transferler de Alzheimer

hastaligi ile iligkilendirilmistir (15).

Alzheimer hastalig1 ile yliksek kan sekeri diizeyleri arasinda giiglii bir iligki vardir.
Bu iliski o kadar gii¢lii ki bazilar1 Alzheimer’1 beyin diyabeti veya tip 3 diyabet (T3D)
olarak adlandirmaktadir (16). Tip 2 diyabet gibi yiiksek kan sekeri seviyesine sahip
kisilerin, AP proteininde ¢arpici bir artig oldugu gosterilmistir. Yine diyabetli kisilerin
hipokampal boyutlarinin diyabetli olmayan kisilere gore daha kii¢iik oldugu
bulunmustur. Ayrica hipokampal boyuttaki azalmalarin HbAlc kan seviyeleriyle
iligkili oldugunu kesfettiler. Bu da HbAlc’nin hipokampal fonksiyonu ve hafiza
kaybmin baslangicim1  belirtmek i¢in bir biomarker olarak kullanilabilecegi

distintilmektedir (17).
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Amiloid 6ncu protein geninin Alzheimer’in en 6nemli nedenlerinden oldugu
bilinmektedir. Bu gen ayn1 zamanda insiilin yolunu da etkilemektedir. Insiilin yolunun
bozulmast diyabetin ayirt edici 6zelligidir. Beyinde yuksek diizeyde insulin direnci ve
glukoz kullanma yeteneginin azaldigi gosterilmistir. Tip 2 diyabetli bireylerde
ozellikle yiriitiicii islevlerde ve bilgi isleme hizinda hizli biligsel gerileme
gorulmektedir. Tip 1 diyabetli kisilerin demans riskinin, diyabeti olmayan kisilere gore
%93 daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir (17).

Alzheimer hastaliginda glukoz metabolizmas1 bozulmaya ugrarken keton alimi ve
metabolizmasi degismemektedir (10). Son yillarda yapilan ¢alismalarda yash ve AH
transgenik disi farelerde kan beyin bariyeri (BBB) yoluyla keton gecirgenligini
destekleyen MCT nin yukar1 regiilasyona ugradigi gosterilmistir. Keton tlirevlerinin
uygulanmasinin TCA ara maddelerini artirdigini, oksidatif stresi inhibe ettigini ve
NAD+/NADH oraninin ise AGatp hidrolizini artirarak daha da azaldigim
gostermektedir (10). Bu bulgularin 1s18inda son ¢alismalar, Alzheimer hastalig1 i¢in
ketonlarin faydali olabilecegini 6ngdérmekle birlikte etki mekanizmalar: heniiz ortaya

konulamamustir.

24 HT22 Hiicre Hatt1

HT22 hiicre hatti, immortal fare hipokampal néron hiicresidir (Sekil 7). HT22,
fare noron dokularinin sicakliga duyarli SV40 T-antijeni ile immortalize edilmesinden
tireyen HT-4 hiicre hattinin alt klonudur. Cogunlukla hipokampal Kolinerjik
noronlarin biligsel islevlerdeki roliinii arastirmak igin in vitro model olarak tercih
edilir. HT22 hiicreleri noronal bir fenotip gosterir. Ogrenme ve hafiza gibi kritik beyin
fonksiyonlarinda rol oynayan énemli bir uyarici olan ndrotransmitter glutamata karsi
olduk¢a duyarlidir. Bununla birlikte, yiksek glutamat seviyeleri, glutamat
toksisitesine ve sinir hiicrelerinin asir1 uyarilmasina yol agarak oksidatif stres ve
apoptoz yoluyla hiicre hasarina ya da 6liime neden olabilir. Bu nedenle néronal
hiicrelerde glutamatin neden oldugu toksisiteyi incelemek i¢in de kullanilan bir in vitro
modelidir. Glutamat sitotoksisitesinin neden oldugu Alzheimer hastaligi, Huntington

hastaligi ve Parkinson hastalifi gibi ndrodejeneratif bozukluklarin arastirildig:
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caligmalarda en ¢ok tercih edilen sekonder hiicre hattidir. AH patojenezi ve
norotoksisitenin incelenmesi i¢cin  6nemli bir deneysel modeldir. Alzheimer
hastaliginin neden oldugu mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres,
endoplazmik retikulum (ER) stresi ve apoptotik hiicre 6liimii analiz ¢aligmalar1 ayni
zamanda gen ve sinyal proteini analizleri i¢in kullanilan bir hicre modelidir. Bu
nedenle, bu tez ¢alismasinda da HT22 hiicre hatt1 kullanilmistir (18, 19, 20).

Sekil 9. HT22 hiicresi. Calismamiz sirasinda Zeiss Primo Vert mikroskop ile 10X
objektifte ¢ekilmistir.
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3 GEREC VE YONTEM

31 HT22 Hucre Kalturd

Bu caligmada fare hipokampal hiicre hatti olan HT22 hiicreleri kullanilmistir.
HT22 hicreleri istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesinden temin edilmistir.
Besiyeri olarak %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 Penisilin-Streptomisin iceren
DMEM kullanilip hiicreler, %5 CO2 ve 37°C’de inkiibe edildi.

3.1.1 Hicre ekimi

Siv1 azottan cikarilan hiicreler, 9 mL besiyerinin bulundugu santrifiij tiipiine
alindi. 500g’de 5 dk santrifiij edildi. Supernatant atilip pellet ImL besiyerinde ¢ozildu.
Tripan mavisi ve thoma lami1 yardimiyla hiicre sayimi yapilip toplam 500.000 hiicre
T75 flaska ekildi.

3.1.2 Hucre pasajlama

Flaskin i¢indeki tiim besiyeri ¢ekildi. Flaska 3 mL Trypsin-EDTA eklenip 2 dk
inkiibatorde bekletildi. Mikroskopta hiicrelerin kalktigi gozlemlendikten sonra flaska
7 mL besiyeri eklenip trypsin-EDTA aktivitesi engellendi. Daha sonrasinda tim sivi
cekilip santrifiij tiipte toplanip 500 g’de 5 dk santrifiij edildi. Hiicre sayim1 yapilip
istenilen sayida hucre T75 flaska ekildi. Geri kalan hiicreler donduruldu.

3.1.3 Hicre dondurma

Her hiicre pasajlamasinda dondurma islemi yapilarak hucrelerin uzun sure
saklanmasi saglandi. %80 DMEM, %20 FBS ve %10 DMSO olacak sekilde dondurma
besiyeri hazirlandi. Besiyeri gekilen flaska 3 ml Tripsin-EDTA eklenip hticreler
kalktiktan spnra 7 mL besiyeriyle tiim hiicreler toplandi. 500g’de 5 dk santrifiij edildi.

Hiicre saymmi islemi sonras1 her kryotiipe 1x108 hiicreli 1ml dondurma besiyeri
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konuldu. Once -20°C’de 2 saat tutulduktan sonra -80°C’de 24 saat bekletilip s1v1 azota
kaldirildu.

3.2 Deney Gruplarimim Olusturulmasi

HT22 hiicrelerine AB1-42 uygulanarak patolojik Alzheimer hastalik modeli in

vitro kosullarda taklit edilmistir. In vitro Alzheimer modeli igin tiim hiicrelere 10 uM

AB1-42 uygulanmistir. Literaturde 10 uM AP’nin bu calisma icin uygun oldugu
gosterilmistir (21, 22). Ancak ¢alismadan 6nce en uygun AB1_42 miktarini belirlemek
icin 5 ve 10 uM olacak sekilde AB1_42 optimizasyon calismasi yapilmistir (23).

Grubumuzun daha 6nceki ¢alismasi referans alinarak hiicre kiiltiirlerine beta-OH
biitirat (BOHB) 5mM olacak sekilde eklenmistir (24, 25).

Hiicre kiiltarleri, kontrol ve Alzheimer hastalik modeli olarak 2 ana gruba ve her

grup 4 alt gruba ayrilmistir:

Kontrol Grubu

1. Standart beslenme (450mg/L Glukoz+ %10 FBS) (N),

2. Aclik Medyumu (100mg/L Glukoz + %2 FBS) (F),

3. Aglik Medyumu + eksojen BOHB eklenen hiicreler (FK),
4. Standart beslenme +eksojen BOHB eklenen hiicreler (NK).

Alzheimer Hastalik Modeli Grubu

1. Standart beslenme (450mg/L Glukoz+ %10 FBS) (NA),

2. Aglik Medyumu (100mg/L Glukoz + %2 FBS) (FA),

3. Aclik Medyumu + eksojen BOHB eklenen hiicreler (FKA),
4. Standart beslenme +eksojen BOHB eklenen hiicreler (NKA).

Kontrol grubunda, standart beslenme grubu 450 mg/dL glukoz iceren Dulbecco’s
Modified Eagle Medyumu (DMEM) (Gibco-41966029), %10 FBS ve %l
Penisilin/Streptomisin’den olusmaktadir. Bu grup i¢in ‘N’ kisaltmas1 kullanilacaktir.

Fizyolojik kosullarda aglik sirasinda in vivo olarak hiicreler diisiik glukozun yanisira
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endojen keton cisimlerine de maruz kalmaktadir. FK medyumu bu durumun deneysel
modeli olarak tasarlanmistir. Hiicre Kiltirlerinde aglik ortami, aglik medyumu
(starvation medium) ile saglanacaktir. A¢lik medyumu olarak diisiik glukoz ve diisiik
serum i¢eren medyum Earl’s Balanced salt solution (EBSS) (Gibco-24010043, 100
mg/dL glukoz) kullanilacaktir. Hayvan ve insanlarda uzun siireli aglikta, serumda
bulunan besinler ve glukoz tamamen azalmadig igin bu oranlar segilmistir. EBSS,
aclikla tetiklenen otofajinin hiicresel calismalarinda kabul géren bir aglik medyumudur
(26).

Aclik medyumu grubu 100mg/dL Glukoz igeren EBSS, %2 FBS ve %1l
Penisilin/Streptomisin’den olugmaktadir. Bu grup i¢in ‘F’ kisaltmas1 kullanilacaktir.
Aglik medyumu + eksojen BOHB eklenen hiicreler grubu 100mg/dL Glukoz igeren
EBSS, %2 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin’den ve 5 mM beta-OH butirat (BOHB)’dan
olusmaktadir. Bu grup icin ‘FK’ kisaltmas: kullanilacaktir. Standart beslenme +
eksojen BOHB eklenen hiicreler grubu 450 mg/dL glukoz iceren DMEM, %10 FBS,
%21 Penisilin/Streptomisin ve 5 mM POHB’dan olusmaktadir. Bu grup igin ‘NK’

kisaltmasi kullanilacaktir.

Alzheimer hastalik modeli grubu, kontrol grubunun 10 uM Af1-42 ‘a maruz

birakilmasiyla olusturulmustur. Grup ve medyum igerikleri kontrol grubuyla ayn1 olup

10 uM AB1_42 uygulanmis halidir. 10 uM AB1-42 standart beslenme grubu ‘NA’,

aclik medyumu ‘FA’, aglik medyumu + eksojen BOHB eklenen hiicreler grubu ‘FKA”,
standart beslenme + eksojen BOHB eklenen hiicreler grubu ‘NKA’ kisaltmasiyla

bahsedilecektir.

3.3 AP1_42 ile BOHB Keton Hazirlanmasi ve Hiicrelere Uygulanisi

3.3.1 AP1_42 stok solusyon hazirlamisi

Molekill agirligin 4514.1 g/mol olan 1 mg liyofilize AP1-42 (Bachem,
4014447.1000), icin ¢ozucu olarak 0.1% NH+OH kullanilmistir. 1 mg liyofilize ABq-
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42, 1500 pL 0.1% NH+OH ile kanstirilarak 147.6854 uM stok AB1.4 elde edilmistir.

0.22 um filtre ile steril hale getirilmistir. Deneyler i¢in bu stok kullanilip uygun miktar
medyum ile karistirilarak 10 uM AB1-42 elde edilmistir.

3.3.2 BOHB stok soltisyon hazirlanisi

Molekiil agirligr 126.1 g/mol olan 1 g beta-OH biitirat sodyum tuzu (CsH7NaOs)
(Adipogen, CDX-H0080-G001) icin ¢dzuciu olarak PBS (Phosphate Buffered Saline)
kullanilmigtir. 1 g BOHB ve 50 ml PBS karistirilarak 0.22 pm filtre ile filtrelenmistir.
50 ml ve 158.60 mM keton ana stok olusturulmustur. Ana stok dorde bolunerek -
20°C’de saklanmistir. Ana stoktan 3150 pL alinip 6850 puL PBS ile karistirilarak 10
mL ve 50 mM yeni bir stok olusturulmustur. Deneylere bu stoktan devam edilip uygun

miktar medyum ile karigtirilarak 5 mM BOHB elde edilmistir.

3.4 MTT Optimizasyonlari

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir) deneyi hiicre
canliligin1 degerlendirmek i¢in kullanilan bir sitotoksisite testidir. Canli ve saglikli
hiicreler MTT boyasini mor formazana doniistliriir ve optik yogunlukla renk
konsantrasyonu olgllerek hiicre canliligi belirlenir. Molekiil agirligi 414.33 g/mol olan
1 g MTT (neoFroxx, 1334GR0O1) icin ¢Ozuci olarak onerilen 5 mg/mL PBS
kullanilmistir. 100 mg MTT tartilip 20 ml PBS ile ¢oziilmiistiir. Alikotlandiktan sonra
-20°C’de saklanmigtir. Optimizasyon i¢in 1000, 2000 ve 5000 hiicre sayisi ile deneme
yapilmis. AB1-42 optimizasyonu i¢in 5 pM ve 10 pM konsantrasyonlar1 se¢ilmistir.

BOHB keton optimizasyonu i¢in ise 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlart kullanilmistir.
96 kuyucuklu plate’in Al-5 sirasina 1000 hiicre, B1-5 sirasma 2000 hiicre ve C1-5
sirasina 3000 hicre ekilmistir. Hiicrelerin 24 saat biiyiimeleri beklenmistir. 24 saat
sonrasinda 2000 hiicre ekilen siranin yeterli yogunluga ulastigi goriilmiistiir.

Sonrasinda sirastyla A1-5, B1-5 ve C1-5 siralarina 5 pM AB1-42, 10 uM AB1-42, 5

mM keton, 10 mM keton ve kontrol olarak uygulama yapilmistir. Sekil 10’da plate
plan1 gosterilmistir. AB1-42 ve keton uygulamalar1 24 saat bekletilmistir. 24 saat

sonunda platein absorbans degerleri dlgiiliip degerlere bakildiginda uygun canliliktaki
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hiicrelerin 2000 hiicreli sirada 10 uM AB1-42 ve 5 mM keton uygulanan kuyucuklarda

oldugu goriilmiistiir. Bundan sonraki deneyler hem literatlir hem de optimizasyon

caligmalarina dayanarak 10 uM AB1.42 ve 5 mM keton Gzerinden yapilmustir.

2
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Sekil 10. MTT optimizasyon plate plani. A1-5, 1000 hiicre; B1-5, 2000 hcre; C1-5,
3000 hiicre ekilmistir. Al, Bl, Cl kuyucuklarma 5 pM AB1-42; A2, B2, C2

kuyucuklarina 10 uM AB1-42; A3, B3, C3 kuyucuklarma 5 mM BOHB; A4, B4, C4

kuyucuklarma 10 mM BOHB ve A5, BS5, C5 kuyucuklarina kontrol medyumu
eklenmistir.
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3.5 MTT Deneyi

96 kuyucuklu plate’e 2000 hiicre ekilmistir. A1-9’a; N, NK, F, FK, NA, NKA,
FA, FKA olacak sekilde plate plant yapilmistir. Ayn1 gruplarin 2 paraleli B1-9 ve C1-
9’a da uygulanmistir. 24 saat sonrasinda sirastyla medyumlar ¢ekildi. Gruplara uygun
sekilde 100 uL. medyumda 10 uM AB1-42 ve 5 mM BOHB olacak sekilde hazirlanan

medyumlar uygun kuyucuklara eklendi. Literatiire uygun olarak 24 saat bekletildi.
Sonrasinda her kuyucuga 10 uL MTT eklendi. 4 saat inklbatorde bekletildi.
Sonrasinda medyum c¢ekilip 100 pL. DMSO eklendi. Shakerda en yiiksek hizda 10

dakika calkalandi. Sonrasinda plate readerda 570 nm’de absorbans degerleri ol¢iildii.
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3.6 Immunofloresan ve Konfokal Mikroskop Deneyi

Hiicrede AP olusumunu ve lokalizasyonunu gozlemlemek i¢in immunofloresan
teknigiyle AP antikoru ve DAPI boya kullanarak konfokal mikroskopta A fibrilleri
gozlemlenmistir. Boylece hiicreye AB1-42 indiikleyerek AB1-42 fibrillerinin olusmas:

saglanip AB1-42 toksisitesi olusturarak Alzheimer hastalik modeli taklit edilmis

olunacaktir.

Ibidi p-slide 8 well high glass bottom (80807) kullanilarak kuyucuklara 1500
hiicre ekilmistir. Kontrol, NA, NKA, FA, FKA olacak sekilde plate plani yapilip
gruplardan 3 paralel olacak sekilde uygulama yapilmistir. Hiicreler %80 yogunluga
ulastiginda medyumlar ¢ekildi. Gruplara uygun sekilde 300 pLL medyumda 10 uM
APB1-42 ve 5 mM BOHB olacak sekilde hazirlanan yeni medyumlar uygun kuyucuklara

eklendi. 24 saat beklendi. Sonrasinda sirasiyla immunofloresan protokolunin
fiksasyon, permibiliti, blokloma, primer antikor ve sekonder antikor ekleme
bolimlerine baslandi. Fiksasyon asamasinda medyumlar gekildi. 3 kez PBS ile
yikandi. Kuyucuklara 300 pL paraformaldehit eklenerek 15 dk beklendi.
Paraformaldehit ¢ekilerek kuyucuklar tekrar 3 kez PBS ile yikandi. Boylece hiicreler
flaska sabitlenmis oldu. Sonrasinda 300 uL PBST (%0.1 Tween 20°’1li PBS) eklenerek
5 dk beklendi. Boylece hiicrelerde gecirgenlik olusturuldu. PBST c¢ekildikten sonra
300 uL %1 BSA eklenip hafif calkaladiktan sonra 1 saat bekletildi. Cell Signaling
Technology B-Amyloid (D54D2) XP Rabbit mAb primer antikor, insertte tavsiye
edildigi tizere 1XPBS, %0.3 TritonX-100 ve %1 BSA’dan olusan antikor diliisyon
buffer hazirlandi. Antikor bu buffer ile 1:1400 oraninda seyretildi. Seyreltilen
antikordan 300 pL tiim kuyucuklara eklendi ve 4°C’de shaker iizerinde hafif
calkalanarak over night bekletildi. Ertesi glin primer antikorlar aspire edildi. 3 kez PBS
ile her seferinde 5 dk beklenerek yikandi. Cell Signalig Technology Anti-rabbit 19G
(H+L), F(ab’)2 Fragment (Alexa Fluor 488 Conjugate) sekonder antikor inserte uygun
olarak 1:1000 oraninda %1 BSA ile seyreltildi. 300 pL tiim kuyucuklara eklendi.
Karanlikta ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Antikor aspire edildi ve 3 kez PBS ile
her seferinde 5 dk bekleyerek yikama yapildi. Sonrasinda DAPI/mounting medium
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soliisyonundan 1 damla tiim kuyucuklara damlatildi. Konfokal mikroskopta 63X

objektif ile inceleme yapilip goriintiiler ¢ekildi.

3.7 Sitrat Sentaz Olciim Deneyi

Sitrat, mitokondri matrisinde gerceklesen TCA (trikarboksilik asit) dongiisiiniin
ilk tirtintidiir. Sitrat olusumunu saglayan enzim ise sitrat sentaz enzimidir. Literatiire
gore hiicre ekstratlarindan yapilacak olan sitrat sentaz 6l¢iimii mitokondri aktivitesi ve
sayisinin bir gostergesi olarak kabul gorildigiinden (27) sitraz sentaz enzim o6lgiimleri

yapilarak mitokondri fonksiyonlar1 analiz edilecektir.

Bu deney icin Abcam sitrat sentaz Olguim Kkiti (ab239712) kullanilmistir. 6
kuyucuklu plate’e N, NK, F, FK, NA, NKA, FA, FKA olacak sekilde plate plani
yapilip gruplardan 3 paralel hiicre ekimi yapilmistir. Hiicreler %80 yogunluga

ulagtiginda gruplara uygun sekilde 1000 uL. medyumda 10 uM AB1_42 ve 5 mM

BOHB olacak sekilde hazirlanan yeni medyumlar kuyucuklara eklenerek 24 saat
bekletildi. Kit icinde bulunan assay buffer VII, CS substrate mix, DTNB, GSH
standartlar1 ve CS pozitif kontrol kit protokoliine gore kullanima hazir hale getirildi.
500 pL tripsin/EDTA ile hiicreler kaldirildi ve 500 g’de 5 dk santrifiij edildi.
Supernatant aspire edildi. Sonrasinda sitrat sentaz kit protokoliine goére deney
gerceklestirildi. Kit icinde bulunan assay buffer VII, CS substrate mix, DTNB, GSH
standartlar1 ve CS pozitif kontrol kit protokoliine gére kullanima hazir hale getirildi.
1x108 hiicreye 100 uL soguk assay buffer VII denk gelecek sekilde hiicreler ¢oziiliip
10 dk buzda bekletildi. 10000 g’de 5 dk santrifiij edildi. Supernatant ayr1 ependorflara
toplandi. Sonrasinda her gruptan es zamanli optimizasyon ¢alismasi i¢in 20 ve 50’ser
uL 6rnek 96 kuyucuk plate’in uygun kuyucuklarina eklendi. 20 pLL 6rnek optimizasyon
i¢in tercih edilmistir. Sonuglar 50 pL 6rnek lizerinden degerlendirilmistir. Protokole
uygun sekilde standartlar hazirlandi. 20 mM GSH standart 90 pL assay buffer ile
karistirilarak 2 mM GSH standart elde edildi. 2 mM GSH standarttan O, 4, 8, 12, 16,
20 pL almarak sirasiyla 50, 46, 42, 38, 34, 30 uL assay bufferla karistirildi. Boylece
sirastyla 0, 8, 16, 24, 32, 40 nmol 6 adet standart elde edildi. Standartla uygun
kuyucuklara eklendi. Tim 6rnek ve standartlar basina 43 pL assay buffer VII, 5 uL
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DTNB ve 2 puLL CS substrate mix’den olusan bir reaksiyon karisimi hazirlandi. Bu
karistmdan 50 pL tUm 6rnek pozitif kontrol ve standart kuyucuklarina eklendi. Son
olarak bir kuyucuk i¢in 45 pL assay buffer ve 5 pL DTNB’den olusan background mix
hazirlanip kuyucuga eklendi. BioTek PowerWave XS2 plate readerda kinetik mod ve

412 OD’de absorbans degerleri 6l¢iildii. Plate plan1 Sekil 9’de gosterilmistir.
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Sekil 11. Sitrat sentaz aktivite 6l¢lim deneyi plate plani. A1-F1 arast kuyucuklarda
stirastyla 0 nmol, 8 nmol, 16 nmol, 24 nmol, 32 nmol, 40 nmol GSH standartlar1
bulunmaktadir. G1, pozitif konrol; H1, background kontrolii igermektedir. A2-A3, 20
uL ve 50 uL N grubu; A4-A5, 20 uL ve 50 uL NA grubu; B2-B3, 20 uL ve 50 uL NK
grubu; B4-B5, 20 pL ve 50 uL NKA grubu; C2-C3, 20 pL ve 50 pL F grubu; C4-C5,
20 uL ve 50 uL. FA grubu; D2-D3, 20 uL ve 50 uL FK grubu; D4-D5, 20 uL ve 50 uL
FKA grubu 6rnek icermektedir.

28



3.8 Metabolik Parametre Analizleri

3.8.1 Hucre besiyerlerinden keton dlgiimleri

Deney sonrasi her grubun besiyerlerinden 6rnek alinarak keton miktarlar1 dl¢tildi.
Abbott Freestyle Optimum Neo H keton ve seker 6l¢iim cihazi kullanilarak keton
probuna 5 pL medyum damlatildi. Tiim gruplar teker teker denendikten sonra cihazin

verdigi sonuglar BOHB keton degerleri olarak esas alind.

3.8.2 Laktat, laktat dehidrogenaz, glukoz ve aminoasit 6lgciimleri

Deney sonrasi her grubun besiyerlerinden laktat ve laktat dehidrogenaz 6lgiimii
yapilirken hiicre lizatlarindan da aminoasit dl¢timleri yapilmistir. Advia 1800 Siemens

biyokimya otoanalizorii kullanilarak LDH, laktat ve glukoz degerleri 6l¢iilmiistiir.

Glukoz olgum protokolu Siemens GLUH-3 (Glukoz hekzokinaz 3) Kiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit protokolil, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz ve
hekzokinaz enzimlerinin kullanildigr ayn1 zamanda hekzokinaz yontemi olarak da
bilinen Slein metoduna dayanir. Burada glikolizin ilk basamagi olan glukozun
hekzokinaz tarafindan glukoz-6-fosfata doniistiiriilmesiyle olusan glukoz-6-fosfat,
glukoz-6-fosfat dehidrojenazin varliginda oksitlenerek ayni zamanda NAD+’in
NADH’a indirgenmesine neden olur. Son olarak, NADH 1 340/410 nm’de absorbans

degeri olciiliir.

Laktat dehidrogenaz enzim 6lgimi Siemens Laktat Dehidrojenaz L-P (LDLP) kiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit protokolii Tris tamponu kullanimina dayanir.
Laktat dehidrogenaz, NAD+’1 okside ederek laktatin piriivata doniigiimiinii ve NADH
olusumunu saglar. Olusan NADH’in, 340/700 nm’de absorbansi olgiiliir. Laktat

dehidrojenazin enzim aktivitesi NADH absorbansiyla orantilidir.

Laktat miktar1 Ol¢imleri Siemens Laktat (LAC) kiti kullanilarak
gergeklestirilmistir. Kit, enzim kolorimetrik metoduna dayanarak laktat ol¢iimii

yapmaktadir. Laktat oksidaz, laktati piriivat ve hidrojen perokside katalize eder.
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Olusgan hidrojen peroksit boyayla reaksiyona girerek renk olusumu gosterir. 545/694
nm’de absorbans degerleri 6lgiiliir. Absorbans degerleri laktat konsantrasyonlar ile

dogru orantilidir.

Aminoasit 6l¢limleri hem hiicre lizatlarindan hem de hiicre besiyerlerinden akis
enjeksiyon analizi (FIA) teknigi ile, Shimadzu LCMS-8040 Sivi Kromatograf Uglii
Dort Kutuplu Kiitle Spektrometresi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu yontemde
HPLC kolonu kullanilmayarak iyon ¢oklugu, bilesigin sinyal yogunlugunun internal
standardina orani hesaplanarak 6l¢iildii. Mobil faz olarak asetonitril:su (80:20 v/v),
akis hiz1 0.1 ml/dk, enjeksiyon hacmi 10 ul, analiz siiresi 3 dakika, iyonizasyon modu
ESI (+) ve prob voltaji +4.5 kV, nebulizasyon gazi akisi 3.0 L/dK, kurutma gazi akisi,
20.0 L/dk, DL sicakligi 300°C ve blok 1sitict sicakligi 500°C olacak sekilde analizler
yapilmigtir. Toplanan tum veriler, Shimadzu LabSolutions LCMS Sirtim 5.60 SP2

kullanilarak ¢oklu reaksiyon monitérleme yontemiyle degerlendirildi (28).

3.9 Biyoinformatik Analizleri

Biyoinformatik analizler icin nonparametrik t-testi alternatifi olan Mann Whitney
U Testi kullanilmistir. Kontrol ve hastalik grubundaki her alt grup birbirleriyle
karsilastirilmistir.Sonuglar bu test ile istatiksel olarak analiz edilmistir. Testin
giivenilirligi ise %90°dir. Istatistiksel analizler ve veri gorsellestirme GraphPad Prism

9.5.1 programi kullanilarak yapilmustir.
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4 BULGULAR

4.1 Hiicre Canhhiginin Incelenmesi

Hiicre canliigimi gézlemlemek ve AP’nin HT22 hicreleri Gzerindeki etkisini
gormek amaciyla MTT deneyi gergeklestirildi. Deney sonrasi elde edilen degerler
Tablo 2’de gosterilmistir. Amiloid beta iceren NA, NKA, FA ve FKA gruplar1 N grubu
ile karsilastirildiginda absorbans degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Boylece Tablo 2’ye gore AB’nin HT22 hiicreleri iizerinde toksisite etkisi oldugu
goriilmiistiir. F, FA, FK ve FKA aclik gruplarinin DMEM ile beslenen kontrol
grubuyla karsilastirildiginda absorbans ve canlilik yiizdelerinin daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. NA-NKA, F-FK ve FA-FKA gruplari incelendiginde SmM BOHB keton
iceren gruplarin (NKA, FK, FKA) absorbans degerlerinin sirasiyla keton igermeyen
NA, F ve FA gruplarina gore artig gosterdigi goriilmiistiir. Sonug olarak MTT deneyi
ile birlikte eksojen uygulanan 5 mM BOHB ketonun deney gruplarmin canliligi
tizerinde olumlu etkisi oldugu gosterilmis olup bununla birlikte hiicrelere uygulanan
10 uM AB1_42’nin HT22 hiicreleri iizerinde toksik etki olusturdugu ve 5 mM BOHB

uygulamasinin bu etkiyi azalttig1 gorilmiistir.

Tablo 2. Hiicre canliligi (MTT) deneyi sonuglari.

Grup N NK F FK NA | NKA FA FKA

Abs. 0.295 | 0.286 | 0.225 | 0.259 | 0.187 | 0.216 | 0.146 | 0.189

Medyum
kontrol
abs.
(Blank)
(Abs)-
(Kontrol | 0.251 | 0.242 | 0.181 | 0.215 | 0.143 | 0.172 | 0.102 | 0.145
Abs.)

0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044

Canhhk | %100 | %96 | %72 | %86 | %57 | %69 | %41 | %58
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N, DMEM medyumu igeren kontrol grubu; NK, DMEM + 5mM BOHB; NA,
DMEM + 10 uM AB1_42; NKA, DMEM + 5mM BOHB +10 uM AB1_42, F, EBSS

medyumu igeren kontrol grubu; FK, EBSS + 5mM BOHB; FA, EBSS + 10 uM AB1_
42; FKA, EBSS + 5mM BOHB +10 uM AB1_42. Deneyler 3 kez tekrar edilmis olup

elde edilen data analiz edilmis ve istatiksel olarak fark olmadigi tespit edilmistir. Tablo

2’de ilk deneyin sonuglar1 gosterilmektedir.

42  AB1_42 Lokalizasyonunun incelenmesi

Hiicrede AP olusumunu ve lokalizasyonunu gézlemlemek igin immunofloresan
metoduna dayali AP antikoru ve DAPI boya kullanarak konfokal mikroskopta Ap
fibrilleri gozlemlenmistir. Hiicreye disaridan ABq_42 indiikleyerek AB1_42

fibrillerinin olusumu taklit edilmistir. Boylece in vitro kosullarda AB1_42 toksisitesi
saglanarak Alzheimer hastalik modeli olusturulmustur. AB1_42 fibrillerine kars1 AP

antikoru, niikleus icin ise DAPI ile boyama yapilmistir. GOrlinttler, Zeiss LSM700
konfokal mikroskopta 63X oil objektif ile gekilmistir. HT22 hicrelerinde her deney
grubunun ABq_42 protein lokalizasyonu Sekil 12°de gosterilmistir.

Kontrol grubu hari¢ tum deney gruplarinda AB1_42 proteini gézlemlenmistir.
Boylece AB1_42 toksisitesi saglanarak Alzheimer hastalik modelinin olusturuldugu
kanitlanmustir. Sekil 12°ye bakildiginda AB1_42 proteinlerinin tiim deney gruplarinda

hiicrenin periferal bdlgelerinde ve hiicre disinda oldugu goriilmiistiir. NA, NKA, FA
ve FKA deney gruplari karsilastirildiginda hucrelerin periferal bolgelerinde ve hiicre

diginda benzer oranda AB1_42 proteinlerine rastlandigi goriilmiistiir. NA ve NKA ile
FA ve FKA gruplar karsilastirildiginda NKA ve FKA gruplarinin AB1_42 protein

oranlarinda azalma goriilmemistir. Bdylece eksojen BOHB uygulamasmin A
toksisitesine olumlu bir etkisinin olup olmadig1 net bir sekilde gosterilememistir.
Sonug olarak N, NA, NKA, FA ve FKA deney gruplar1 incelendiginde birbirleriyle

uyumlu ve anlamli AB1_42 protein lokalizasyonu gézlenmemistir.
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AB1-42 DAPI Merged

Kontrol
N

NA

NKA

FA

FKA

Sekil 12. AP1_42 lokalizasyonu konfokal mikroskop gorintileri. N, DMEM

medyumu igeren kontrol grubu; NK, DMEM + 5mM BOHB; NA, DMEM + 10 uM
AB1_42; NKA, DMEM + 5mM BOHB +10 uM AB1_42, F, EBSS medyumu igeren

kontrol grubu; FK, EBSS + 5SmM BOHB; FA, EBSS + 10 uM AB1_42; FKA, EBSS
+ 5mM BOHB +10 uM ABq_42. Gortntuler, Zeiss LSM700 konfokal mikroskopta
63X oil objektif ile ¢ekilmistir.
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43 Mitokondriyal Fonksiyon Analizlerinin Incelenmesi

Mitokondri matrisinde gergeklesen TCA dongusinin ilk GrinG olan sitrat
olusumunu kataliz eden sitrat sentaz enzimi olgiimleri gergeklestirilmistir. Sitraz
sentaz enzim Ol¢iim degerleri mitokondri aktivitesinin bir gostergesi olarak kabul
gormektedir. Sitrat sentaz aktivite 6l¢lim Kiti kullanilarak deney gergeklestirilmistir.
Kit standartlarinin absorbans degerleri ve kalibrasyon egrisi Sekil 13’de verilmistir.
Deney gruplarinin plate okuyucuda 412 nm’de 30 dakika boyunca absorbans degerleri
Ol¢lilmistiir. Elde edilen degerler Sekil 14°de gosterilmistir.

Standart curve

1.6

1.4
y =0.0318x - 0.044
1.2 R?=0.9389

0.8

OD 412 nm

0.6
0.4

0.2

0.2 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
- GSH (nmol)

Sekil 13. Standartlarin absorbans degerleri. Abcam sitrat sentaz assay kiti 0, 8, 16, 24,
32 ve 40 nmol’dan olusan alt1 adet GSH standartlarinin absorbans degerleri verilmistir.
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Sitrat Sentaz Aktivite Grafigi
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Sekil 14. Sitrat sentaz aktivite grafigi. Deney gruplarinin ilk 30 dakikadaki absorbans
degerleridir. N, DMEM medyumu i¢eren kontrol grubu; NK, DMEM + 5SmM BOHB;
NA, DMEM + 10 uM AB1_42; NKA, DMEM + 5mM BOHB +10 pM AB1_42, F,

EBSS medyumu igeren kontrol grubu; FK, EBSS + 5mM BOHB; FA, EBSS + 10 uM
AB1_42; FKA, EBSS + 5mM BOHB + AB1_42. Deneyler 3 kez tekrar edilmis olup

elde edilen data analiz edilmis ve istatiksel olarak fark olmadig1 tespit edilmistir. Sekil
14’te ilk deneyin sonuglar1 gosterilmektedir.

Sekil 14’e bakildiginda normal besiyeri eklenmis gruplar iginde NK grubunun
enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu goriiliirken aglik medyumuyla beslenen gruplar
arasinda ise FK grubunun enzim aktivitesinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.
Dolayisiyla keton eklenmis kontrol grubu (NK) ve keton eklenmis aghik (FK)

gruplarinda enzim aktivitesinin daha ylksek oldugu goriilmektedir. AB1_42 eklenen
hastalik modeli gruplarinda ise yalnizca AB1_42 eklenen FA ve NA gruplarmin daha
diisiik sitrat sentaz enzim aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak AB1_42°e ek

olarak BOHB eklenen NKA ve FKA gruplarinin NA ve FA gruplarma gore enzim

aktivitesinde artis oldugu goriilmektedir.
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44 Metabolik Parametre Analizlerinin Degerlendirilmesi

Deneylerin sonunda medyumlar ve hiicre lizatlar1 ayr1 ayr1 toplandi ve metabolik
icerikleri analiz edildi. Tablo 3’te deney sonrasi analiz edilen medyumlarin metabolik
icerikleri verilmistir. Normal gruplarda kullanilan medyum (Gibco DMEM,
41966029) iceriginde 450 mg/dL glukoz (Tablo 4). Ag¢lik deneylerinin yapildigi
medyum EBSS (Gibco EBSS-24010043) igeriginde 100 mg/dL glukoz bulunmaktadir
(Tablo 5). Keton igeren gruplarin medyumlarinda ise 5 mM BOHB bulunmaktadir. Ek
olarak laktat dehidrogenaz (LDH) her iki medyum iceriklerinde de bulunmamaktadir.
Bu bilgiler esliginde deney sonrast medyumlarin glukoz, keton, laktat ve LDH

icerikleri analiz edilmis olup Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Deney sonrasi gruplarin metabolik igerikleri.

Grup Glukoz Keton Laktat LDH (U/L)
(mg/dL) (mmol/L) (mg/dL)

N 392+6.2 0 45.6+4.8 36+2.4
NK 348+5.1* 4.2+0.41 33.2+ 2.9* 28+1.8*
NA 358+7.8* 0 48.9+3.1* 42+4.4%

NKA 320+6.5* 3.5+0.13 36.2+ 3.6 37+1.3

F 96+2.6 0 17.2+1.8 45+3.1
FK 87+3.1** 3.7£0.25 15.6+2.6** 30+2.1**
FA 92+3.5 0 18.6x1.7 47+3.6

FKA 83+£2.9** 2.2+0.21 16.3£1.4** 26+1.5**

N, DMEM medyumu igeren kontrol grubu; NK, DMEM + 5mM BOHB; NA,
DMEM + 10 uM AB1_42; NKA, DMEM + 5SmM BOHB +10 uM AB1_42, F, EBSS

medyumu igeren kontrol grubu; FK, EBSS + 5SmM BOHB; FA, EBSS + 10 uM AB1_
42; FKA, EBSS + 5mM BOHB +10 uM AB1_42’yi ifade etmektedir. Deneyler 3 kez

tekrar edilmis ve sonuglar 3 deneyin ortalamasi + standart sapma (SD) olarak
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verilmistir. Normal (N) medyum ile karsilagtirildiginda, *p<0.5, aglik medyumu (F)
ile karsilastirildiginda **p<0.5 ile ifade edilir.

Tablo 3’e bakildiginda, tiim gruplarin glukoz kullandig1 ve ayni zamanda keton

iceren gruplarin es zamanli olarak BOHB kullandig: goriilmiistiir. AB1_42 uygulanmis

ve keton eklenmis normal medyumlu gruplar (NKA), NA gruplann ile
karsilastirildiginda glukoz ve keton kullaniminda artig goriilmektedir. A¢lik modeli

uygulanmis keton iceren AP1_42 uygulanan medyumlarin (FKA) glukoz ve keton

kullaniminin en fazla oldugu gorilmektedir. En disiik laktat miktarlar1 da aglik

medyumu uygulanmis gruplarda goriilmiistiir.
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Tablo 4. Gibco DMEM 41966029 icerik tablosu (29)

Gibco DMEM 41966-029 icerik Tablosu

Bilesikler Molekiil agirhig: Konsantrasyon (mg/L) mM
Aminoasitler
Glycine 75.0 30.0 04
L-Arginine hydrochloride 211.0 84.0 0.39810428
L-Cystine 2HCI 313.0 63.0 0.20127796
L-Glutamine 146.0 580.0 3.972
L-Histidine hydrochloride-H20 210.0 42.0 0.2
L-Isoleucine 131.0 105.0 0.8015267
L-Leucine 131.0 105.0 0.8015267
L-Lysine hydrochloride 183.0 146.0 0.7978142
L-Methionine 149.0 30.0 0.20134228
L-Phenylalanine 165.0 66.0 04
L-Serine 105.0 42.0 0.4
L-Threonine 119.0 95.0 0.79831934
L-Tryptophan 204.0 16.0 0.078431375
L-Tyrosine 181.0 72.0 0.39779004
L-Valine 117.0 94.0 0.8034188
Vitaminler
Choline chloride 140.0 4.0 0.028571429
D-Calcium pantothenate 477.0 4.0 0.008385744
Folic Acid 441.0 4.0 0.009070295
Niacinamide 122.0 4.0 0.032786883
Pyridoxine hydrochloride 206.0 4.0 0.019417476
Riboflavin 376.0 0.4 0.0010638298
Thiamine hydrochloride 337.0 4.0 0.011869436
i-Inositol 180.0 7.2 0.04
inorganik Tuzlar
Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd.) 147.0 264.0 1.7959183
Ferric Nitrate (Fe(NO3)3"9H20) 404.0 0.1 2.4752476E-4
Magnesium Sulfate (MgSO4) (anhyd.) 246.0 200.0 0.8130081
Potassium Chloride (KCI) 75.0 400.0 5.3333335
Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 84.0 3700.0 44.04762
Sodium Chloride (NaCl) 58.0 6400.0 110.344826
Sodium Phosphate monobasic (NaH2PO4-H20) 154.0 141.0 0.91558444
Diger Bilesikler
D-Glucose (Dextrose) 180.0 4500.0 25.0
Phenol Red 376.4 15.0 0.039851222
Sodium Pyruvate 110.0 110.0 1.0
Tablo 5. Gibco EBSS 24010043 icerik tablosu (30)

Gibco EBSS 24010043 igerik Tablosu
Bilesikler Molekiiler agirhg: [ Konsantrasyon (mg/L) mM
inorganik Tuzlar
Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd.) 111.0 200.0 1.8018018
Magnesium Sulfate (MgSO4-7H20) 246.0 200.0 0.8130081
Potassium Chloride (KCI) 75.0 400.0 5.3333335
Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 84.0 2200.0 26.190475
Sodium Chloride (NaCl) 58.0 6800.0 117.24138
Sodium Phosphate monobasic (NaH2PO4-H20) 138.0 140.0 1.0144928
Diger Bilesikler
D-Glucose (Dextrose) 180.0 1000.0 5.5555553
Phenol Red 398.0 10.0 0.025125628

38



Ayni zamanda hem hiicre lizatlarinda hem de hiicre besiyerlerinde aminoasit
profil ¢alismasi yapilmistir. Aminoasit miktarlar: 6lcimi Shimadzu LCMS-8040 Sivi
Kromatograf Uglii Dért Kutuplu Kiitle Spektrometresi kullanilarak akis enjeksiyon
analizi (FIA) teknigi ile gergeklestirilmistir. Deney sonrasi besiyeri aminoasit
miktarlar1 Tablo 6’da hiicre homojenati aminoasit miktarlar1 Tablo 7°de gosterilmistir.
Ayn1 zamanda aminoasit sonuglarinin 1s1 haritalar1 Sekil 15 ve Sekil 16’da
gosterilmistir. Tablo 6’ya bakildiginda tiim deney gruplarinda en yiiksek aminoasitin
glutamin oldugu goriilmektedir. En yiiksek miktarda bulunan diger aminoasitler ise
strastyla valin 16sin ve lisin olmustur. Normal medyumlu gruplar ve aglik medyumlu
gruplar karsilastirildiginda aglik medyumlu gruplarin aminoasit miktarlarinin daha

diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 6. Deney sonrasi besiyerindeki aminoasit miktarlari

BESIYERI GRUPLAR BiRIM
AMINOASITLER N NK NA NKA F FK FA FKA

1-Methyl-L-Histidine 1,4993 1,1580 1,7759 1,2597 0,5473 0,2804 1,2597 0,3994 umol/L
3-Methyl-L-Histidine 4,3765 3,6898 3,2452 3,3016 1,0289 1,0276 3,3016 0,8433 umol/L
Alanin 263,2688 | 2388329 | 2884673 | 2621995 | 52,4417 | 57,7773 | 262,995 | 55,7206 | umol/L
Alfa aminio adibik asit 12,0261 | 16,1820 2,6571 5,744 4,3696 5,7193 5,744 2,67 umol/L
Alfa amino butirik asit 3,6845 1,3801 3,5966 2,9462 0,3226 0,5473 2,9462 0,4351 umol/L
Arginin 333,3716 | 306,1190 | 307,4306 | 270,6873 | 13,8888 | 16,5336 | 270,6873 | 16,7428 | umol/L
Asparagin 32,8642 | 28,2898 | 29,7363 | 26,0473 | 10,8266 9,5545 26,0473 | 10,1745 | umoliL
Aspartik asit 48,8868 | 54,9635 | 43,2541 | 43,7708 | 10,5697 | 12,7803 | 43,7708 | 18,5203 | pmoliL
Beta alanin 0,5522 0,2781 0,4713 0,2822 0,4128 0,2139 0,2822 0,1095 umol/L
Etanolamin 0,4865 0,3561 0,4927 0,2995 0,3038 0,3222 0,2995 0,2817 umol/L
Fenilalanin 408,4640 | 3695335 | 396,8889 | 351,2375 | 26,6812 | 31,8564 | 351,2375 | 37,6129 | pmoliL
Gama amino butirik asit 1,1045 0,9596 1,0348 0,8465 0,2486 0,2929 0,8465 0,2608 umol/L
Glisin 401,5974 | 411,7310 | 408,8766 | 427,3992 | 46,4012 | 51,7375 | 427,3992 | 68,7767 umol/L
Glutamin 1674,1832 | 1548,8825 | 1631,341 | 15345418 | 44,6695 | 79,0764 | 15345418 | 69,6719 | umol/L
Hidroksilizin 0,7298 1,5280 2,7093 2,6476 1,5551 2,9011 2,6476 1,4489 umol/L
Hidroksiprolin 4,8289 44114 53712 4,3531 0,9161 1,0488 4,3531 0,9529 umol/L
Histidin 170,6320 | 169,2804 | 177,1546 | 1489417 | 12,9886 | 16,5279 | 1489417 | 20,6395 | umol/L
Homosistin 0,0337 0,0073 0,0191 0,0082 0,0099 0,2069 0,0082 0,0111 umol/L
1zolosin 438,0229 | 389,7500 | 418,849 | 369,3406 | 14,6479 | 22,4562 | 369,3406 | 24,6162 umol/L
Karnozin 1,9506 0,8783 1,7439 1,694 0,3761 0,7152 1,694 1,1482 umol/L
Lizin 7391229 | 670,2923 | 672,604 | 6451732 | 46,8398 | 58,3848 | 6451732 | 57,6583 | pmollL
Losin 782,6499 | 6874245 | 727,8927 | 6453336 | 46,1231 | 58,8639 | 6453336 | 54,088 umol/L
Metyonin 194,1598 | 1731307 | 1795895 | 1616762 | 9,6758 12,3976 | 1616762 | 15,6583 | umollL
Ornitin 54,6377 | 509273 | 59,1936 | 56,7863 | 17,9071 | 22,7419 | 56,7863 | 24,4783 | umollL
Prolin 84,0626 | 759941 | 78,6855 | 751192 | 18,8983 20,238 75,1192 19,924 umol/L
Serin 415,9992 | 379,8220 | 388,2332 | 3659252 | 42,843 45,6163 | 3659252 | 44,7565 | pmoliL
Sistatyonin 0,3910 0,3884 0,3221 0,2238 0,2032 0,0158 0,2238 0,1315 umol/L
Sistin 159,9720 | 1285128 | 1535472 | 1439262 | 1,1819 1,1832 | 1439262 2,186 umol/L
Sitrullin 10,3300 7,0094 21,4235 | 15,2052 2,9572 2,0193 15,2052 4,798 umol/L
Taurin 4,7683 2,9913 5,9136 6,9829 2,0039 2,5984 6,9829 3,1383 umol/L
Tirozin 418,2513 | 3453120 | 397,6579 | 343,7567 | 25,6974 | 30,4846 | 3437567 | 32,3325 | pmollL
Treonin 6035796 | 570,6844 | 6015238 | 557,0856 | 43,8443 | 58,2929 | 557,0856 | 54,6616 | pmollL
Triptofan 68,6714 | 68,2412 | 70,1237 | 58,5968 4,6327 5,7072 58,5968 5,2579 umol/L
U-Glutamik asit 178,0401 | 1431796 | 173,2069 | 1757669 | 43,9684 45527 | 175,7669 | 62,6231 umol/L
Valin 866,8586 | 750,3209 | 828,4068 | 7499436 | 48,3463 61,814 | 749,9436 | 69,5417 umol/L

N, DMEM medyumu igeren kontrol grubu; NK, DMEM + 5mM BOHB; NA,
DMEM + 10 uM AB1_42; NKA, DMEM + 5SmM BOHB +10 uM AB1_42, F, EBSS

medyumu i¢eren kontrol grubu; FK, EBSS + 5mM BOHB; FA, EBSS + 10 uM AB1_
42; FKA, EBSS + 5mM BOHB +10 uM AB1_42’yi ifade etmektedir.
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Sekil 15. Besiyerindeki aminoasit miktarlarinin 1s1 haritast. N, DMEM medyumu
iceren kontrol grubu; NK, DMEM + 5mM BOHB; NA, DMEM + 10 uM AB1_42;

NKA, DMEM + 5mM BOHB +10 uM AB1_42, F, EBSS medyumu iceren kontrol
grubu; FK, EBSS + 5mM BOHB; FA, EBSS + 10 uM AB1_42; FKA, EBSS + 5mM

BOHB +10 uM AB1_42’yi ifade etmektedir. Birimi pmol/L’dir.
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Tablo 7. Deney sonrasi hiicre homojenatlarindaki aminoasit miktarlari

Hiicre Homojenati GRUPLAR BiRiM
AMINOASITLER N NK NA NKA F FK FA FKA

1-Methyl-L-Histidine 0,2274 0,3853 0,2310 0,1438 0,6473 1,0981 0,6275 0,0723 | pmol/L
3-Methyl-L-Histidine 0,8456 1,4153 0,8696 0,5355 1,4170 1,4270 1,9248 1,0809 | pmol/L
Alanin 47,8735 | 89,0066 | 66,7681 | 36,1054 | 63,6975 | 68,4130 | 90,5455 | 69,9342 | pmol/L
Alfa aminio adibik asit 8,3381 2,7744 6,3579 3,0152 35159 | 4,0039 45774 | 1,5945 | umol/L
Alfa amino butirik asit 0,2761 0,2076 0,9486 0,2885 0,2946 0,5692 0,1339 1,0900 | pmol/L
Arginin 73,8396 | 138,8441 | 75,5859 | 45,3577 | 137,8565 | 147,2142 | 189,4005 |131,0683 | umol/L
Asparagin 9,1405 | 16,4370 | 13,8509 7,3757 | 14,3239 | 14,5253 | 16,1463 | 13,8021 | pmol/L
Aspartik asit 12,8955 | 27,4954 | 32,2211 | 12,6785 | 19,0559 | 16,0344 | 33,4005 | 20,3572 | umol/L
Beta alanin 0,4877 0,5368 1,0672 0,8863 0,3345 0,4407 0,2597 05734 | pmol/L
Etanolamin 0,1740 0,3058 0,2581 0,1607 0,2920 | 0,2812 0,3120 0,2056 | pmol/L
Fenilalanin 85,3751 | 155,3722 | 86,1416 | 48,7714 | 1525016 | 170,1304 | 210,3274 |141,6520 | umol/L
Gama amino butirik asit | 0,3306 0,5162 0,4536 0,1671 0,4714 | 0,4254 0,5238 0,3275 | pmol/L
Glisin 92,8520 | 176,8875 | 101,8199 | 70,9364 | 172,4563 | 171,2625 | 214,1027 | 165,8187 | umol/L
Glutamin 579,4076 [1141,1760| 554,1519 | 348,9505 |1153,8102|1186,5143 [1519,8234 | 963,0887 | pmol/L
Hidroksilizin 3,8530 | 11,0148 | 6,8182 1,1033 7,1153 2,7848 | 12,9864 | 5,3263 | umol/L
Hidroksiprolin 0,7260 1,4755 0,8672 0,4152 1,4135 1,5055 2,0748 1,2090 | pmol/L
Histidin 38,2477 | 70,8473 | 37,4315 | 20,2402 | 64,2435 | 68,9398 | 78,1317 | 56,6467 | umol/L
Homosistin 0,0427 0,0700 0,0619 0,0200 0,0803 0,0337 0,0413 0,0331 | pmol/L
1zolosin 88,6785 | 162,1879 | 88,4665 | 51,9700 | 173,1180 | 194,5506 | 231,1867 |156,4911 | umol/L
Karnozin 0,1946 0,1267 0,0867 0,0094 0,1288 0,2145 0,1104 | 0,0571 | umol/L
Lizin 157,3210 | 268,9194 | 146,4428 | 85,2182 | 276,3442 | 284,8401 | 381,4907 | 256,2281 | umol/L
Losin 164,5616 | 313,0449 | 173,9518 | 111,3485 | 307,5459 | 335,8681 | 405,5711 | 310,715 | umoliL
Metyonin 35,8091 | 79,5354 | 38,8028 | 23,3591 | 77,7453 | 80,6259 | 89,7135 | 68,4603 | umol/L
Ornitin 5,2997 9,6304 4,4897 4,7045 9,5160 | 10,7457 | 14,7752 | 10,2267 | pmol/L
Prolin 14,2524 | 25,6236 | 19,9656 | 10,9692 | 22,6167 | 24,3941 | 30,7881 | 21,4510 | umol/L
Serin 99,9334 | 190,0526 | 104,4099 | 66,4027 | 161,9941 | 207,5566 | 214,2849 | 149,5665 | umol/L
Sistatyonin 0,0420 0,1773 0,0105 0,0874 0,3747 0,1916 0,4458 0,2728 | pmol/L
Sistin 26,3453 | 49,2718 | 12,5325 | 13,2509 | 50,6862 | 68,7931 | 82,7328 | 64,3177 | umol/L
Sitrullin 2,6791 6,9895 2,4628 3,6051 1,9196 1,8208 4,7822 | 4,7159 | umol/L
Taurin 16,1253 | 19,4069 | 41,8531 | 16,5403 | 6,2975 7,2227 | 10,4032 | 8,6571 | umol/lL
Tirozin 74,2992 | 159,0093 | 85,2466 | 52,6611 | 154,9771 | 161,0839 | 194,5417 | 138,0771 | umol/L
Treonin 168,0859 | 270,0354 | 156,8990 | 108,6841 | 257,2249 | 297,3134 | 367,2360 | 276,7495 | umol/L
Triptofan 15,7313 | 30,8009 | 16,9024 | 9,9642 | 27,3208 | 30,7926 | 37,8369 | 25,3089 | umoliL
U-Glutamik asit 41,0045 | 59,6996 | 59,3274 | 26,7124 | 43,5048 | 39,5640 | 56,2687 | 46,1300 | umol/L
Valin 170,0997 | 313,6825 | 173,9024 | 104,6780 | 320,2026 | 324,3987 | 412,1651 | 301,0439 | umol/L

N, DMEM medyumu igeren kontrol grubu; NK, DMEM + 5mM BOHB; NA,
DMEM + 10 uM AB1_42; NKA, DMEM + 5mM BOHB +10 uM AB1_42, F, EBSS

medyumu igeren kontrol grubu; FK, EBSS + 5SmM BOHB; FA, EBSS + 10 uM AB1_
42; FKA, EBSS + 5mM BOHB +10 uM AB1_42’y1 ifade etmektedir.
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Sekil 16. Hiicre homejenati aminoasit miktarlarinin 1s1 haritasi. N, DMEM medyumu
iceren kontrol grubu; NK, DMEM + 5mM BOHB; NA, DMEM + 10 uM AB1_42;

NKA, DMEM + 5mM BOHB +10 uM AB1_42, F, EBSS medyumu iceren kontrol
grubu; FK, EBSS + 5SmM BOHB; FA, EBSS + 10 uM AB1_42; FKA, EBSS + 5mM
BOHB +10 uM AB1_42’yi ifade etmektedir. Birimi pmol/L’dir.

45 Deney Gruplarimin Morfolojik incelenmesi

Deney gruplar1 N, NK, NA, NKA, F, FK, FA ve FKA gruplar1 Zeiss Primo Verte

mikroskopta 10X objektifte goriintiilenerek morfolojik olarak incelenmistir. Sekil

17°de mikroskop goriintiileri verilmistir.
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Sekil 17. Deney gruplarinin mikroskop goriintilleri. a. DMEM medyumu igeren
kontrol hiicre grubu (N), b. DMEM + 5SmM BOHB igeren hiicre grubu (NK), c. DMEM
+ 10 uM AB1_42 igeren hucre grubu (NA), d. DMEM + 5SmM BOHB +10 uM AB1_

42 iceren hiicre grubu (NKA), e. EBSS medyumu igeren kontrol grubu (F), f. EBSS +
5mM BOHB igeren hiicre grubu (FK), g. EBSS + 10 uM AB1_42 igeren hiicre grubu
(FA), h. EBSS + 5mM BOHB +10 uM AB1_42 iceren hucre grubu (FKA).
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5 TARTISMA

Alzheimer hastaligi, amiloid beta peptit plaklarin veya nérofibriler yumaklarin
neden oldugu ndrodejenerasyon ile karakterize bir ndrodejeneratif hastaliktir. AH’de
ndrodejenerasyona neden olan 6nemli faktérlerden birinin mitokondriyal disfonksiyon
oldugu bilinmektedir, anormal mitokondriyal morfoloji, degisen membran potansiyeli,
azalan mitokondri sayilar1 gibi birgok mitokondriyal fonksiyon degisikliginden
bahsedilmektedir. Alzheimer hastaliginda glukoz metabolizmasi bozulmaya ugrarken
keton metabolizmasinda degisim olmadigi gosterilmistir. Keton cisimleri uzun sireli
aclikta karacigerde iiretilen glukoza alternatif enerji kaynaklaridir. Uzun siireli aglikta
lipoliz desteklenir ve yaglar pargalanmaya baglar. Sonrasinda ketojenez ile birlikte
ketonlar olusturulur. Olusan BOHB ve asetoasetat, monokarboksilat tastyicilar
tarafindan noronlara alinir. Burada ketonlar asetil CoA’ya dontiserek TCA ddngisiine
girer. Boylece beyin hiicrelerine ATP saglanmis olur. Ketojenez ve keton cisimlerinin
enerji tretimi ile aglik donemlerinde hiicrelerin ve dokularin hayatta kalma yetenegi
artar. Bu nedenle son zamanlarda Alzheimer hastalifi i¢in keton uygulamalar
diisiiniilmektedir. Keton tiirevlerinin uygulanmasinin TCA ara maddelerini artirdigina,
mitokondriyal biyogenezi destekledigi ve oksidatif stresi inhibe ettigi diisliniilmektedir
ancak etki mekanizmalar1 hala net degildir. Giintimiizde net olarak bilinen, aglik
modelinin saglikli bireylerde uygulanmasinin bir ¢ok kronik hastaliga olumlu etkisi

oldugudur.

Endojen keton iiretiminin saglandig1 kosullardan biri karbonhidrat kisitlanmasi bir
digeri de uzun siireli agliktir. Uzun siireli aglikta bol miktarda keton tiiretimi
yapilmaktadir. Buradan yola c¢ikarak bu tez c¢alismasinda, Alzheimer hastaligi,
norodejeneratif hastaliklar ve saglikli yaslanma icin uzun siireli a¢lik ve eksojen keton
mudahelesi sirasinda HT22 hicresinde gelisen metabolik degisikliklerin hiicre
diizeyinde tespit edilmesi ve noéron fonksiyonlarinin korunmasi hedeflenmistir. Bu
sekilde patolojik kosullarda uzun siireli aclik modelinin etkileri ve ara metabolizma
arinlerindeki degisiklikler kesfedilirse saglikli yaslanma ve noérodejeneratif
hastaliklarda yeni tedavi hedefleri ortaya konulabilir. Bu projede Alzheimer hastalik

modeli uygulanmis HT22 hipokampal néron hiicrelerine uzun siireli agik ve eksojen
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keton uygulamalar1 yapilarak hiicrelerdeki metabolik degisiklikler, mitokondri

fonksiyonlarinin degisimi ve olasi ara metabolitler arastirilmistir.

Bu tez ¢aligmasinda kontrol ve Alzheimer hastalik modeli olarak iki ana grup
olusturulmustur. Bu iki ana grup, N, NK, F, FK ve NA, NKA, FA, FKA olacak sekilde
8 alt gruptan olusmaktadir. Alzheimer hastalik modeli gruplarina (NA, NKA, FA,
FKA) 10 uM AB1_42 uygulamas: yapilmistir. Aglik gruplarinda (F, FK, FA, FKA),

aclik medyumu, EBSS medyum ve %2 FBS ile saglanmistir. Keton gruplarina (NK,
FK, NKA, FKA) ise 5 mM PBOHB uygulamasi yapilmistir. Hiicre canliligini
gozlemlemek i¢in MTT deneyi gerceklestirilmistir. AP antikoru ve DAPI boya
kullanarak konfokal mikroskopta AP proteini gozlemlenmistir. Hiicre medyum ve
lizatlarindan metabolik parametre ol¢iimleri; keton cisimleri (beta hidroksibutirat),
glukoz, laktat, laktat dehidrogenaz ve amino asit profili 6l¢iim galismalar1 yapilmistir.
Mitokondri fonksiyonlarmin analizleri, sitrat sentaz enzim aktivitesi analizleri ile
gerceklestirilmistir. ~ Sitrat sentaz enzim aktivite kiti kullanilarak deney

gerceklestirilmis ve 412 nm’de 30 dk boyunca 6l¢iim yapilmistir.

Caligmada ilk olarak MTT deneyi gerceklestirilmistir. Hiicre canliligi ve AR nin
HT22 hiicreleri tzerindeki etkisi gdzlemlenmistir. Deney sonrasi elde edilen bulgular
Tablo 2’de verilmistir. Hiicre canlilig1 deneylerine bakildiginda AB1_42 eklenmis NA,
NKA, FA ve FKA hicrelerinin canliliklarinin N ve F’ye gore diisiik oldugu
goriilmistiir. Boylece Tablo 2’ye gére AB’nin HT22 hiicreleri lizerinde toksisite etkisi
gosterdigi kanitlanmustir. F, FA, FK ve FKA aclik gruplarinin DMEM ile beslenen
kontrol gruplart ile karsilastirildiginda canlilik yiizdelerinin daha disiik oldugu
gorilmiistiir. Dolayisiyla kullanilan EBSS aglik besiyeriyle F, FA, FK ve FKA deney
gruplarinda aglik kosullarmin saglandigi gosterilmistir. Ag¢lik medyumunda inkiibe
edilen F ve FA gruplarma 5mM BOHB eklendiginde (FK, FKA) canliligin arttig1 tespit
edilmistir. Yine keton eklenmis AB1_42 gruplarinda canliligin artt181 tespit edilmistir.
Sonug olarak MTT deneyi ile birlikte eksojen uygulanan 5 mM BOHB ketonun deney
gruplarinin canliligi izerinde olumlu etkisi oldugu ayni zamanda hiicrelere indiiklenen

10 uM AB1_42’nin HT22 hiicreleri iizerinde toksik etki olusturdugu ve 5 mM BOHB

uygulamasimin bu toksik etkiyi nispeten iyilestirdigi gdzlemlenmistir.
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HT22 hipokampal néron hucrelerinde Ap peptit olusumunu ve lokalizasyonunu
kanmitlamak amaciyla immunofloresan deneyiyle Ap antikoru ve DAPI boya kullanarak

konfokal mikroskopta AP fibrilleri gozlemlenmistir. Hiicreye disaridan AP1_42
uygulamas1 yapilarak ABq_42 fibrillerinin olusumu taklit edilmistir. Bu sekilde
Alzheimer hastalik modeli in vitro kosullarda APB1_4p toksisitesi saglanarak
olusturulmustur. AB1_42 icin AP antikoru, ¢ekirdek i¢in DAPI ile boyama yapilarak

konfokal mikroskopta goriintii alinmistir.

Kontrol grubu hari¢ tiim deney gruplarinda AB1_42 proteini gozlemlenmis olup
APB1_42 toksisitesi saglanarak Alzheimer hastalilk modelinin olusturuldugu

kanitlanmistir. TUm deney gruplart morfolojik olarak karsilastirildiginda hiicrelerin

periferal bolgelerinde ve hiicre disinda benzer oranda AB1_42 proteinlerine rastlandig:
gorilmiistiir. Hipoteze gore NKA ve FKA gruplarinin AB1_42 protein oranlarinda

beklenen azalma goriilmemistir. Boylece eksojen BOHB uygulamasinin ve uzun sireli
acligin AP toksisitesine olumlu bir etkisinin olup olmadigi bu deneyle net bir sekilde
aciklanamamistir. NA, NKA, FA ve FKA deney gruplar incelendiginde birbirleriyle

uyumlu ve anlamli AB1_42 protein lokalizasyonu gdzlenmemistir. Ayn1 zamanda
goriintiilerin MTT sonuglariyla uyumlu ¢iktigi da sOylenemez. AB1_42 proteini

ekstraseliiler ortamda birikerek toksisite gdstermektedir. Hiicre i¢ine giren BOHB n
hiicre enerji fonksiyonlarinin diizelmesine destek oldugu halde hiicre dis1 birikimlere

etkisi olmadig1 diisiiniilmiistiir.

Sitrat sentaz enzim aktivitesi 6lciim deneyi ile sitrat olusumunu kataliz eden sitrat
sentaz enzimi dlgiimleri gergeklestirilmistir. Deney gruplarinin plate okuyucuda 412
nm’de 30 dakika boyunca absorbans degerleri olgiilerek elde edilen degerler Sekil
14’te gosterilmistir. Sekil 14’°e bakildiginda sitrat sentaz enzim aktivitesi deneylerinde
keton eklenmis kontrol grubu olan NK ve keton eklenmis a¢lik grubu olan FK’nin
enzim aktivitesi daha yiliksek bulunmustur. Bu bulgu Tablo 3’teki metabolik parametre
sonuglari ile uyumludur. BOHB eklenmis medyumlarda inkiibe edilen hiicrelerin enerji
metabolizmasi sirasinda glukoz kullaniminin yani sira keton da kullandiklari ve keton

kullanimi sirasinda mitokondrilerinin aktivitelerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgu
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calismamizin ana bulgularindandir. AB1_42 eklenmis hiicrelerin sitrat sentaz enzim
aktivitelerine bakildiginda, medyumda sadece AB1_42 bulunan hicrelerin mitokondri
aktivitesinin olduk¢a diisiik oldugu ancak A1 42 ile birlikte BOHB eklenmis

hiicrelerde bu diisiikliigiin goreceli olarak yiikseldigi goriilmiistiir. Bununla birlikte

AB1_42 eklenmemis N ve F grubunun enzim aktivitelerine ulasamadiklar

gorulmektedir. Bu bulgular amiloid betanin verdigi hasarin keton eklenmesi ile

geriledigi ancak tamamiyla iyilesmedigini diisiindirmektedir.

Deneylerin sonunda gruplarin medyum ve hiicre lizatlar1 toplanarak metabolik
icerikler analiz edilmistir. Deney sonras1t medyumlarin glukoz, keton, laktat ve LDH
icerikleri analiz edilip Tablo 3’te gosterilmistir. Tablo 3’e bakildiginda, deney
medyumlari 24 saat siiresince %80 konfluent HT22 hiicre kiiltiirlerine uygulandiginda,
NK hiicre grubunun BOHB ve glukozu es zamanli kullandig1 goriilmiistiir. Ilging bir
bulgu olarak bu gruptaki hiicrelerin kontrol N grubuna gore daha fazla glukoz
kullandig1 tespit edilmistir. Yine ayn1 grupta laktat miktar1 kontrol grubuna gore daha
azdir, bu durum bize keton varliginda hiicrelerin mitokondrilerini daha aktif
kullanabildigini diisiindiirmektedir. Bulgularimiz sitrat sentaz aktivite élgtimleri ile
uyumludur. LDH sonuglar1 ise yine NK grubunda hiicre hasarinin daha az olduguna

isaret etmektedir. AB1_42 ve keton eklenmis normal medyumlu grubu NKA, NA

grubu ile karsilastirildiginda glukoz ve keton kullaniminda artis goriillmektedir. LDH
sonuglarina bakildiginda ise amiloidin verdigi hiicre hasarinin keton igeren medyumda
biiyiiyen hiicrelerde daha az oldugu goriilmektedir. A¢lik modeli uygulanmis hiicre

medyumlarinda en az hiicre hasariin keton igeren ve AB1_42 uygulanan gruplarda

oldugu goriilmektedir (FKA). Yine glukoz ve keton kullanimi en fazla bu grupta
goriilmektedir. Bu bulgular 151¢1inda, uzun siireli aglik modeli uygulanan hiicrelerin
keton varliginda, mitokondri enerji iiretiminin korundugu ve laktat iiretimlerinin
azaldig1 distiniilmiistiir. Tiim ag¢lik gruplarinda LDH sonuglar1 degerlendirildiginde,
keton igermeyen amiloid betali (FA) aglik medyumunda inkiibe edilen huicrelerde en
fazla hasarin oldugu, ancak keton igeren medyumda tutulan hiicrelerde bu hasarin

geriledigi goriilmistiir (Tablo 3).
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Hem hiicre lizatlarindan hem de hiicre besiyerlerinden aminoasit profil ¢caligsmast
yapilmistir. Sonuglar Tablo 6 ve Tablo 7’de gdsterilmistir. Ayn1 zamanda Sekil 15 ve
Sekil 16’da 1s1 haritalar1 verilmistir. Tablo 6’ya bakildiginda glutaminin tiim deney
gruplarinda en yiiksek aminoasit seviyelerine sahip oldugu goériilmektedir. Glutaminin
yuksek miktarda gorilmesinin sebebinin DMEM besiyerinin igerisinde ylksek
miktarda glutamin bulunmasindan dolay1 oldugu diistiniilmektedir. Yiksek miktarda
bulunan diger aminoasitler ise sirasiyla valin, 16sin ve lisin olmustur. Besiyerindeki N,
NA, NK ve NKA gruplarindaki valin ve 16sin degerleri karsilastirildiginda amiloid
betal1 gruplardaki valin ve 16sin degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Sekil
15’e gore normal medyumlu gruplar ve aclik medyumlu gruplar karsilastirildiginda
aclik medyumlu gruplarin aminoasit miktarlarinin daha diisiik oldugu gériilmiistiir. Bu
gruplarin medyum igeriklerinin besin degerleri daha diisiik oldugu icin besiyeri
aminoasit olgiimlerinin daha diisiik goriilmesi beklenen bir sonugtur. Sekil 16°ya gore
normal medyumlu gruplar ve aglik medyumlu gruplar karsilastirildiginda aglik
medyumlu gruplarin aminoasit miktarlarinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu da
disiik besinli medyumlar1 olsa dahi hiicrelerin ¢ogu aminoasitleri hiicre i¢ine
aldiklarm gostermektedir. Chen ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada glutaminin ayni
zamanda insan kaninda da en ¢ok bulunan aminoasitlerden oldugu gosterilmistir (31).
Alzheimer hastaliginin neden oldugu AP birikimi, kronik inflamasyon ve oksidatif
stress gibi patolojik faktorlerin glutamin sentetaz aktivitesini dogrudan azaltabildigi
dolayisiyla Alzheimer hastaligi olan hastalarda glutamin metabolizmasinin tehlikeye
girdigi yapilan bu calismada belirtilmistir. Bu nedenle diisiik glutamin ve glutamat
miktarlarinin Alzheimer i¢in biomarker olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (31).
Ayn1 zamanda Fu ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada dall1 zincirli aminoasitlerin
(6rn. valin 16sin ve isoldsin) de demans ve Alzheimer riskinin 6nemli 6lgiide iliskili
oldugu soylenmektedir (32). Yapilan ¢alismalarda daha diisiik dalli zincirli aminoasit
seviyelerinin artan demans ve Alzheimer riskiyle iliskilendirildigi gosterilmistir. Bu
sebeple bu aminoasitlerin de Alzheimer icin biomarker olarak kullanabilecegi
diistintilmektedir (32). Sekil 15 ve 16’daki N, NA ve NKA gruplarinin valin 16sin ve
izolosin miktarlar1 incelendiginde NA ve NKA gruplarinda N grubuna goére bu
seviyelerde azalma oldugu goriilmiistiir. Bu, Fu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismalarla

benzerlik gostermektedir. Ancak stz konusu galismalarin insan kanindan yapilan
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caligmalar oldugu bu tezdeki aminoasit ¢aligmalarinin ise HT22 medium ve hicre
homejanatlarindan gerceklestirildigi unutulmamalidir. Fakat s6z konusu aminoasit
profil calismalar1 ileride yapilacak olan hayvan ve insan deneyleri igin temel

niteliginde bir ¢calisma olmustur.

Wu ve arkadaslarinin yaptigi1 ¢alismalarda bizim sonuglarimiz ile paralel olarak
amiloid beta indiiklenmis HT22 hiicrelerinde fOHB uygulamasinin mitokondriyal
fonksiyonlarinda iyilestirme olusturdugu ve amiloid beta toksisitesini azalttigi
gOriilmiistiir (33). Bu ¢alismada benzer hiicre canliligi sonuglariyla karsilasiimistir.
amiloid beta uygulanmis HT22 hiicrelerine BOHB uygulandiginda yalnizca amiloid
beta uygulanan POHB eklenmeyen hiicrelere kiyasla hiicrelerin canliligimnin arttig
gorilmiistiir. Yine aymi projede kontrol hiicrelerine BOHB eklendiginde hiicre
canliliklarinin arttig1 gézlemlemistir. Alternatif bir enerji kaynagi olarak BOHB’1n
hiicre canliligin1 koruyabilmesinin yaninda AP toksisitesinin neden oldugu oksidatif
stres hasarini azaltabildigi gosterilmistir (33). Ayrica mitokondriyal aerobik solunum
fonksiyonu incelendiginde de Ap uygulamasimin, HT22 hiicresindeki oksijen tiiketim
orani (OCR) ag¢isindan maksimum solunumu ve solunum kapasitesini azalttigini ve
BOHB'm, maksimum solunumda A tarafindan indiiklenen OCR'deki azalmay1
engelledigini ve solunum kapasitesini kurtardigini gostermektedir. Bu sonuglar,
BOHB'!n mitokondriyal solunum fonksiyonunu iyilestirdigini ve hipokampal
noronlarda ATP iiretimini arttirdigini, bunun da néronlarin A toksisitesinden ve ROS
hasarinin iyilesmesine katkida bulundugunu gosterdi. Ayn1 zamanda BOHB
tedavisinin mikroglialarin asir1 aktivasyonunu siirladigini ve inflamatuar sitokinlerin
iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu tez c¢alismasindaki bulgular, Wu ve

arkadaglarinin ¢alismasindaki bahsedilen bulgularla tutarlilik gostermektedir (33).

Shippy ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada da benzer bulgulara rastlanmistir.
AH’nin patojenezini olusturan bozulan insiilin sinyallesmesi ve insiilin direncine kars1
ketonlarin insiilin direncini azaltmada ve glukoz homeastazini dengelemede
dolayisiyla metabolik bozulmayi iyilestirmede etkisi oldugu gosterilmistir. Hiicrelere

AB1_42 indiiklenmesiyle hiicre 6liimiiniin arttig1 alternatif bir mitokondriyal substrat

saglayan BOHB’in eklenmesiyle kurtarildigi gosterilmistir (34).
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Jensen ve arkadaslarinin yaptigi calismada da bu tez ¢alismasiyla uyumlu bulgular
elde edilmistir. S6z konusu ¢alismada hicrelerin ketonla birlikte glukoz da kullanildig:
gosterilmistir. Keton cisimlerinin ROS dengesini dogrudan ve dolayli olarak
diizenleyebildigi ve antioksidanlar olarak islev gorebildigini, mitokondriyal ROS
iiretimini baskiladigint ve antioksidan savunmanin tesvik edildigi caligsmalarla
desteklenmektedir. Ayrica AP protein agregasyonunda azalma oldugu, mitokondriyal
bozukluklarda iyilesme goriildiigli, oksidatif stres ve néroinflamasyonu azalttigi

gosterilmistir. Bu sonuglar da tez ¢alismasinin bulgularini desteklemektedir (35).

Yiiksek kan sekeri seviyeleri ile Alzheimer hastaligi arasinda giiglii bir iliski
bulunmaktadir. Hatta Alzheimer hastaligi beyin diyabeti veya tip 3 diyabet (T3D)
olarak adlandirmaktadir (16). Tip 2 diyabet gibi yiiksek kan sekeri seviyesine sahip
bireylerin, AP proteininde bir artis oldugu gosterilmistir. Diyabetli kisilerin
hipokampal boyutlarmin saglikli kisilere gére daha kiigiik oldugu bulunmustur. Bu
hipokampal boyuttaki azalmanin HbAlc kan seviyeleriyle iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu da HbAlchmin hipokampal fonksiyonu ve hafiza kaybmin
baslangicini belirtmek igin bir biomarker olabilecegi diistinilmektedir (17). Amiloid
oncl protein geni (APP) insilin yolunu da etkilemektedir. Insiilin yolunun bozulmas:
diyabetin ayirt edici 6zelligidir. Ayn1 zamanda beyinde yiksek diizeyde insilin direnci
ve glukoz kullanimmin azaldigi gosterilmistir. Tip 2 diyabetli kisilerin demans
riskinin, diyabeti olmayan kisilere gore %93 daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir

(17).

Bu calismada, deneysel olarak amiloid beta hasari olusturulmus ve ozellikle
ketonlardan PBOHB uygulanarak bu hasarin geri doniisiim mekanizmalari
incelenmistir. Calismadan elde edilen tiim sonuglara bakildiginda aclik modeli
uygulanan amiloid beta hasarinda BOHB eklenmis medyumlarda inkiibe edilen FKA
hiicre grubunda mitokondriyal aktivite ve metabolik parametrelerde olumlu bulgular
elde edilmistir. Calismada elde edilen pozitif bulgular degerlendirilirken sonuglarin
sekonder bir hiicre hattindan ve fare hipokampal hiicrelerinden elde edildigi akilda
tutulmalidir. Dolayisi ile ¢alismadan elde edilen sonuglarin primer hiicre kiiltiirleri ve

hayvan deneyleri ile konfirme edilmesi gerekmektedir. Calismamizin bundan sonraki
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hedefi bu deneydeki sonuglarin ileri molekiiler calismalar, primer hiicre kiiltiirleri ve
hayvan deneyleri ile desteklenmesi olacaktir. Biitiin bunlarla birlikte literatiir

tarandiginda bu tez ¢aligsmasina benzer bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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6 SONUC

Bu tez calismasinda Alzheimer hastaligi, norodejeneratif hastaliklar ve saglikl
yaslanma i¢in hipokampal noronlara (HT22) uygulanan uzun siireli aglik ve eksojen
keton miidahalelerinin hiicre metabolitlerine ve mitokondri fonksiyonlarina etkisinin
aragtirilarak néron fonksiyonlarinin korunmasi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda
Alzheimer hastalik modeli olusturularak HT22 hipokampal néron hiicrelerine uzun
siireli aglik ve eksojen keton uygulamalar1 yapilmistir. Deney sonucunda hiicre canlilik
testleri gerceklestirilmis, immunofloresan metoduyla AP lokalizasyonu goérilip
metabolik parametre Ol¢limleriyle ara metabolizma tirlinlerindeki degisimler tespit
edilip sitrat sentaz aktivite 6l¢iim testiyle mitokondri fonksiyonlarindaki degisimler

gbzlemlenmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda eksojen uygulanan BOHB’1n deney gruplariin

canliligmi olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir. Ayrica ABq_42 nin HT22 hiicreleri

uzerinde toksik etkide bulundugu ve bu etkinin BOHB uygulamasiyla azaldig
belirlenmistir. POHB eklenmis besiyerlerinde buyutilen hucrelerin  enerji
metabolizmasi sirasinda glukozun yaninda ketonu da kullandigi ve keton kullanimi

sirasinda mitokondri aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte AB1_42

eklenmis hiicrelerin sitrat sentaz enzim aktivite dl¢iimleri incelendiginde, hucrelerin

mitokondri aktivitesinin diisiikk oldugu ancak APB1_42 ile birlikte BOHB eklenmis

hiicrelerde bu diisiikligiin nispeten yiikseldigi goriilmektedir. Bu bulgular, amiloid
beta tarafindan olusturulan hasarin keton eklenmesiyle azaldigin1 ancak tamamen
diizelmedigini 6ne siirmektedir. Metabolik parametreler incelendiginde, uzun siireli
aclik modeli uygulanan hiicrelerin keton varliginda, mitokondri enerji iiretiminin

korundugu ve laktat iiretiminin azaldig1 gézlenmistir.

Deney sonucunda elde edilen bulgular ile literatiire katkida bulunulup daha ileri
calismalar icin rehber olabilecek sonuglar elde edilmistir. Bu bulgular 1s18inda
gerceklestirilecek daha ileri ¢aligmalarda Alzheimer hastaligi, norodejeneratif

hastaliklar ve saglikli yaslanma igin yeni tedavi yaklasimlar1 ortaya konulabilir.
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	Hücre kültürleri, kontrol ve Alzheimer hastalık modeli olarak 2 ana gruba ve her grup 4 alt gruba ayrılmıştır:
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	Kontrol grubunda, standart beslenme grubu 450 mg/dL glukoz içeren Dulbecco’s Modified Eagle Medyumu (DMEM) (Gibco-41966029), %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin’den oluşmaktadır. Bu grup için ‘N’ kısaltması kullanılacaktır. Fizyolojik koşullarda aç...
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