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Deneysel İn vitro Alzheimer Modelinde Sülforafan ve Allil

İzotiyosiyonatın Nöroprotektif Etkilerinin İncelenmesi



İn vitro Alzheimer modelleri

İndüklenebilir pluripotent kök hücre modelleri

Nöronal öncül hücre modelleri

Serebral organoidler

Kanser hücre hattı modelleri



ÇALIŞMANIN AMAÇ VE HEDEFLERİ



Klinik uygulamada sülforafan ve allil izotiyosiyanat nöroprotektif etkilerinin 
belirlenebilmesi için ön verilerin elde edilmesi

İn vitro ortamda yapılacak olan bu çalışmanın in vivo ortamdaki çalışmalar için ön
çalışma olması

Sülforafan ve allil izotiyosiyonatın in vitro Alzheimer modeli ve SK-N-AS hücrelerinde 
nöroprotektif etkilerinin belirlenmesi

İn vitro Alzheimer modelinin oluşturulması

Nöroprotektif etkinin saptanmasıyla ileri moleküler mekanizmaların açıklanmasına
yönelik yeni araştırmaların planlanması



GEREÇ VE YÖNTEM



Hücrelerin Kültürü

SK-N-AS insan nöroblastoma hücreleri 

Kültür vasatı

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

% 10 Fetal sığır serumu

% 1 Penisilin - streptomisin 

% 1 L-glutamin

SK-N-AS hücreleri

Hücrelerin inkübe 
edilmesi

SK-N-AS 
hücreleri

Hücrelerin pasajlanması

SK-N-AS 
hücreleri

Hücrelerin bir kısmı 
donduruldu



Dondurma vasatı

% 10 Dimetilsülfoksit (DMSO)

% 90 Fetal sığır serumu

1 ml

100 µl DMSO

900 µl Fetal sığır serumu



İn vitro Alzheimer Modelinin Oluşturulması ve Analizi

SK-N-AS hücreleri

2 farklı siyah plate hücre ekimi yapıldı 

Her göze 100 µL ekildi



Amiloid β-peptit (25-35) (Aβ25-35 peptit)

Amiloid β stok solüsyonu hazırlandı (1 mM) 

Aβ25-35 peptit distile su

37⁰C inkubatörde beş gün agregasyona bırakıldı

Alzheimer 
Modeli

Model Kontrolü

Thioflavine T (ThT)



Alzheimer Modeli

Model Oluşturma
24 saat

1 µM  
Aβ25-35 peptit

5 µM

48 saat

1 µM  
Aβ25-35 peptit

5 µM



Alzheimer Modeli

Her göze ThT solüsyonu 
(200 µL) eklendi

60 ⁰C’de 30 dakika inkübe edildi

ThT PBS’de çözdürüldü

440 – 482 nm ölçüm yapıldı



Çalışma Grupları ve Kültürleri

1. GRUP

2. GRUP

3. GRUP

4. GRUP

5. GRUP

6. GRUP

İn vitro Alzheimer modeli

İn vitro Alzheimer modeli 
+ 

Sülforafan

İn vitro Alzheimer modeli
+

Allil izotiyosiyonat

SK-N-AS hücreleri 

SK-N-AS hücreleri 
+ 

Sülforafan

SK-N-AS hücreleri 
+

Allil izotiyosiyonat



SK-N-AS hücreleri

Allil izotiyosiyonat ve sülforafan beş farklı konsantrasyonda (1 µm, 5 µM, 15 µM, 
25 µM, 50 µM) 24 ve 48 saat uygulandı

Hücre canlılıkları, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi ile 

rutin protokol ile ölçüldü

Hücre Canlılığının Belirlenmesi

İn vitro Alzheimer Modeli



Allil izotiyosiyonat 50 μM 48 saat 
uygulandı

Sülforafan 15 μM 48 saat 
uygulandı

Primer antikorlar
Anti-α-sinüklein, anti-β-amiloid ve 

anti-tau

SK-N-AS hücreleri

Histolojik-skor (H-SKOR) yönetimi 
kullanılarak derecelendirildi

İn vitro Alzheimer Modeli

İmmunositokimya



GraphPad Prism 9 programı kullanıldı

Anlamlılık düzeyi p<0.05 kabul edilerek 
değerlendirildi

İmmunositokimyada, gruplar arasındaki farklılıklar için «İki Yönlü ANOVA», post hoc 
analizlerde «Tukey ve Sidak'ın çoklu karşılaştırma testleri» kullanıldı

Veriler ortalama ± standart 
sapma olarak verildi

Verilerin İstatistiksel Analizi



BULGULAR



İn vitro Alzheimer Modelinin Değerlendirilmesi
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Allil izotiyosiyanatın SK-N-AS hücreleri ve in vitro Alzheimer modeli hücrelerinde 
hücre canlılığı üzerine etkileri

*p<0.05
**p<0.01

***p<0.001
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İnkübasyon süresi

A-Allil izotiyosiyonat uygulanan SK-N-AS hücrelerinin MTT sonucu

Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol

1 μM

5 μM 

15 μM 

25 μM

50 μM

24 h 48 h
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İnkübasyon süresi

B-Allil izotiyosiyonat uygulanan in vitro Alzheimer model hücrelerinin 
MTT sonucu 

Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol

1 μM

5 μM 

15 μM 

25 μM

50 μM

Etkin doz: 
50 μM

Etkin süre: 
48 saat



Sülforafanın SK-N-AS hücreleri ve in vitro Alzheimer modeli hücrelerinde hücre 
canlılığı üzerine etkileri

*p<0.05
**p<0.01

***p<0.001

24 h 48 h
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İnkübasyon süresi

A-Sülforafan uygulanan SK-N-AS hücrelerinin MTT sonucu

Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol

1 μM

5 μM 

15 μM 

25 μM

50 μM

24 h 48 h
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İnkübasyon süresi

B-Sülforafan uygulanan  in vitro Alzheimer model hücrelerinin MTT 
sonucu

Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol

1 μM

5 μM 

15 μM 

25 μM

50 μM

Etkin doz: 
15 μM

Etkin süre: 
48 saat



50 μM allil izotiyosiyanat (48 saat) uygulanan SK-N-AS hücrelerinde ve in vitro 
Alzheimer model hücrelerinde,  15 μM (48 saat) sülforafan uygulanan kontrol 

grubu için Tau immünoreaktivitesinin H-SKOR değerleri

Allil
izotiyosiyonat

Sülforafan Kontrol grup p¹

SK-N-AS hücreleri 125,00±28,86ᵃ 145,83±41,66ᵃ 338,33±53,64ᵇ ˂0.05*

İn vitro Alzheimer 

modeli hücreleri
185,00±55,87ᵃ 193,75±53,30ᵃ 308,33±28,86ᵇ ˂0.05*

p2 0.212 0.387 0.738

Two-way ANOVA (ortalama ± SS); *p˂0.05
p1: SK-N-AS hücreleri ve in vitro Alzheimer modeli hücrelerinde üç grup (Allil izotiyosiyonat, sülforafan ve kontrol 
grupları) arasındaki fark
p2: Allil izotiyosiyonat, sülforafan ve kontrol gruplarında iki grup (SK-N-AS hücreleri ve in vitro Alzheimer modeli 
hücreleri) arasındaki fark



50 μM allil izotiyosiyanat (48 saat) uygulanan SK-N-AS hücrelerinde ve in vitro 
Alzheimer model hücrelerinde,  15 μM (48 saat) sülforafan uygulanan kontrol 

grubu için Tau immünoreaktivitesi

Ölçek: 20 μm

Allil izotiyosiyonat Sülforafan Kontrol grubu
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50 μM allil izotiyosiyanat (48 saat) uygulanan SK-N-AS hücrelerinde ve in vitro 
Alzheimer model hücrelerinde,  15 μM (48 saat) sülforafan uygulanan kontrol 

grubu için β-amiloid immünoreaktivitesinin H-SKOR değerleri

Allil
izotiyosiyonat

Sülforafan Kontrol grup p¹

SK-N-AS hücreleri 284,22±40,37ᵃ 273,57±40,74ᵃ 120,83±25,00ᵇ ˂0.05*

İn vitro Alzheimer 

modeli hücreleri
265,53±14,26 252,01±157,10 305,41±48,36 >0.05

p2 0,977 0,966 0,005

Two-way ANOVA (ortalama ± SS); *p˂0.05
p1: SK-N-AS hücreleri ve in vitro Alzheimer modeli hücrelerinde üç grup (Allil izotiyosiyonat, sülforafan ve kontrol 
grupları) arasındaki fark
p2: Allil izotiyosiyonat, sülforafan ve kontrol gruplarında iki grup (SK-N-AS hücreleri ve in vitro Alzheimer modeli 
hücreleri) arasındaki fark



50 μM allil izotiyosiyanat (48 saat) uygulanan SK-N-AS hücrelerinde ve in vitro 
Alzheimer model hücrelerinde,  15 μM (48 saat) sülforafan uygulanan kontrol 

grubu için β-amiloid immünoreaktivitesi

Ölçek: 20 μm

Allil izotiyosiyonat Sülforafan Kontrol grubu
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50 μM allil izotiyosiyanat (48 saat) uygulanan SK-N-AS hücrelerinde ve in vitro 
Alzheimer model hücrelerinde,  15 μM (48 saat) sülforafan uygulanan kontrol 

grubu için α-sinüklein immünoreaktivitesinin H-SKOR değerleri

Allil
izotiyosiyonat

Sülforafan Kontrol grup p¹

SK-N-AS hücreleri 117,5±23,62ᵃ 135,83±12,58ᵃ 291,87±56,76ᵇ ˂0.05*

İn vitro Alzheimer 
modeli hücreleri

150,00±57,73ᵃ 113,33±16,32ᵃ 235,25±65,48ᵇ ˂0.05*

p2 0,677 0,861 0,241

Two-way ANOVA (ortalama ± SS); *p˂0.05
p1: SK-N-AS hücreleri ve in vitro Alzheimer modeli hücrelerinde üç grup (Allil izotiyosiyonat, sülforafan ve kontrol 
grupları) arasındaki fark
p2: Allil izotiyosiyonat, sülforafan ve kontrol gruplarında iki grup (SK-N-AS hücreleri ve in vitro Alzheimer modeli 
hücreleri) arasındaki fark



50 μM allil izotiyosiyanat (48 saat) uygulanan SK-N-AS hücrelerinde ve in vitro 
Alzheimer model hücrelerinde,  15 μM (48 saat) sülforafan uygulanan kontrol 

grubu için α-sinüklein immünoreaktivitesi

Ölçek: 20 μm

Allil izotiyosiyonat Sülforafan Kontrol grubu
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SONUÇ



Sülforafan ve allil izotiyosiyonat birer kükürtlü biyoaktif besin bileşenleri olup in 
vitro Alzheimer model hücreleri üzerinde potansiyel nöroprotektif ajanlar 

olabileceği varsayılmıştır

İn vitro Alzheimer model hücreleri üzerinde sülforafan ve allil izotiyosiyonat
uygulaması gerçekleştirilen gruplarda tau immünoreaktivitelerinin kontrol grubu 

hücrelerine göre daha düşük olduğu saptanmıştır 

Sülforafan ve allil izotiyosiyonat uygulanan in vitro Alzheimer model hücrelerinde 
β-amiloid immünoreaktivitesi kontrol grubuna göre düşük bulunmuştur

İn vitro Alzheimer model hücreleri üzerinde sülforafan ve allil izotiyosiyonat
uygulaması yapılan gruplarda α-sinüklein immünoreaktivitelerinin kontrol grubu 

hücrelerine göre daha düşük olduğu görülmüştür



ÖNERİLER



Sülforafan ve allil izotiyosiyonatın Alzheimer hastalığında nöroprotektif etkilerini 
araştıracak farklı hücre hatlarında in vitro, in vivo ve klinik çalışmaların yapılması

Sülforafan ve allil izotiyosiyonatın farklı doz ve inkübasyon sürelerinde 
uygulanarak MTT ve immünositokimyasal analizlerinin incelenmesi

Sülforafan ve allil izotiyosiyonatın Alzheimer hastalığında ve diğer nörodejeneratif 
hastalıklarda antioksidan, anti-inflamatuvar ve nöroprotektif etkileri ile ilgili sinyal 

yolaklarının saptanması

Sülforafan ve allil izotiyosiyonat bileşenlerinden zengin olan besinlerin, tıbbi 
beslenme tedavisindeki etkileri incelenerek kapsamlı epidemiyolojik çalışmaların 

yapılması



TEZ ÇALIŞMASINDAN YAPILAN YAYINLAR









BENİ DİNLEDİĞİNİZ İÇİN TEŞEKKÜR EDERİM


