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T.C.

GAZi UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KESIN RAPOR FORMU

Ozet

Proje Adi: Yaslanma Sirecinde AGK-2 Uygulamasinin Pankreas Dokusunda Apoptoz ve Oksidatif
Strese Etkisi

Proje Ozeti: Yaslanma tiim canlilar i¢in zamana bagl, fonksiyon kaybi ile giden bir siiregtir.
Yaslanmaya bagl fonksiyon degisiklikleri, pankreas dokusunda salgi ve hacim kaybina neden
olmaktadir. Sirtuin-2 (SIRT2) uzun yasam proteinleri olarak adlandirilan sirtuin ailesinin bir
tiyesidir. Bu ¢alismada amacimiz, spesifik SIRT2 inhibitorii olan AGK-2 uygulamasinin
pankreas dokusunda, yaslanma siirecininde programli hiicre 6limii ve oksidatif stres
belirtegleri ile iligkisini aragtirmakdir. Calismamizda toplam 24 adet Wistar albino cinsi sigan
kullanilarak geng (3 aylik, n=12) / yash (22 aylik, n=12) deney ve kontrol gruplar1 olusturuldu.
Deney gruplarina AGK-2 (10uM/bw), kontrol gruplarina ise ayni hacimde (%4 DMSO)
uygulamas1 30 giin boyunca yapildi. Uygulama sonunda tiim si¢anlarin pankreas dokulari
cikarild1 ve calisilincaya kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandi. Pankreas dokusunda
total oksidan durum (TOS), total antioksidan durum (TAS) ve bu parametrelerin oranlanmasi
ile oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi. SIRT2 protein ekspresyonu hem sandvi¢ ELISA
hem de Western Blot yontemi ile calisildi. Kaspaz-3 enzim aktivitesi ise sandvi¢ ELISA
yontemi ile ¢alisildi. Istatiksel degerlendirme icin ANOVA, LSD ve Pearson r’si kullanilds.
[statiksel anlamlilik i¢in p<0,05 olarak kabul edildi. Bulgularimiz; pankreas dokusunda
yaslanmanin TOS diizeyini, kaspaz-3 ve SIRT2 protein ekspresyonlarini arttirdigini, NOx
diizeyinin ise kontrolden farksiz oldugunu gosterdi. AGK-2 uygulamasimin yaslh sigcanlarda
daha etkin oldugu, yaslanmayla artan TOS, kaspaz-3 ve SIRT2 protein diizeylerini azalttigi,
TAS diizeyini ise yashh kontrole gore arttirdign izlendi (p<0,05). Boylece AGK-2
uygulamasimin pankreas dokusunda, yaslanma ile artan oksidan stres. apoptozu ve SIRT2
diizeyini azalttigi, SIRT2 inhibisyonunun yaslanma siirecinde pankeas dokusunda koruyucu
etki gosterebilecegini diisntidiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yaslanma, AGK-2, Sirtuin-2, Oksidatif Stres, Apoptoz,kaspaz-3




Title: Effect Of Agk-2 Administration On Apoptosis And Oxidative Stress in Pancreatic Tissue
During Aging Process

Abstract: Aim in this study is to investigate the relationship between AGK-2, a specific SIRT2
inhibitor, and programmed cell death and oxidative stress markers, which are popular theories
for explaining the aging process in pancreatic tissue. In our study, 24 Wistar albino male were
used. Young (n=12, 3 months old) / elderly (n=12, 22 months old) rats were randomly divided
into experimental(n=6) and control (n=6) subgroups. AGK-2 (10uM/bw) was applied to the
experimental group and the same volume (4% DMSO) was applied to the control group for 30
days. At the end of the application, the pancreatic tissues of all rats were removed and stored
at -80°C until working. Total oxidant status (TOS) and total antioxidant status (TAS) were
measured in pancreatic tissue. SIRT2 protein expression was measured by both sandwich
ELISA and Western Blot methods. Caspase-3 enzyme activity was evaluated by sandwich
ELISA method. ANOVA and Pearson r were used for statistical evaluation. For statistical
significance p<0.05 was accepted. Our findings showed that aging increased TOS level,
caspase-3 and SIRT2 protein expressions in pancreatic tissue and NOx level was not different
from control. It was observed that AGK-2 application was more effective in elderly rats and
decreased TOS, caspase-3 and SIRT2 levels, which are increased with aging and increased
TAS level compared to elderly control (p<0.05). In the light of these findings, the application
of AGK-2 reversed the increased oxidant stress and apoptosis in aging pancreatic tissue. SIRT2
inhibition may show protective activity in aging pancreatic tissue.

Keywords: Aging, AGK-2, Sirtuin 2, Oxidative Stres, Apoptosis, caspase-3

1- Projenin Amaci ve Kapsami

Yaslanma metabolik, kanser ve noérodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin gelismesinde
etkili olan 6nemli bir faktordir (Haigis, 2010). Yaslanma, 6zellikle pankreatik beta hiicrelerin
glukoz uyarimli insiilin sekresyonunda belirgin bir diisiise neden olur ve diyabete yatkinlig1 arttirir
(De Fronzo, 1984). Tip-2 diabetes mellitus (T2D), g¢evresel ve genetik faktorler arasindaki
etkilesimlerin neden oldugu yaygin ve kompleks bir metabolik hastaliktir. Tip-2 diyabet insidansi
ve duyarliligi, yaslanmanin ilerlemesi ile artis sergiler (Gunasekaran, 2011). Situin-2 (SIRT2);
adiposit farklilagsmasi, yag asidi oksidasyonu, glukoneojenez ve insiilin duyarliliginin yani sira
inflamatuar yaniti igeren metabolik homeostazin korunmasi gibi c¢esitli fizyolojik siireclerde
onemli roller listlenen deasetilaz aktivitesine sahip protein ailesinin bir tiyesidir (Gomes, 2015).
Beyinde bol miktarda eksprese edilen SIRT2’nin; karaciger, akciger, bobrek, pankreas gibi
periferik organlarda da bulundugu ve son zamanlarda kanser, diyabet, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi yaslanmanin ileri donemlerinde olusan bir¢ok hastaligin 6nemli
diizenleyicileri oldugu tizerinde durulmaktadir (Bobrowska, 2012; Kanwal, 2019).

SIRT2 inhibisyonunun nérodejenaratif hastaliklarda koruyucu etkisi literatlirde yerini alirken;
perifer bir dokuda etkinligine dair bilgiler tam anlamiyla aydinlatilamamistir (Donmez, 2012).
Ozellikle AGK-2 ile yapilan SIRT2 inhibisyonunun, pankreas dokusundaki etkisi hakkinda heniiz
bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu bilgiler 1s18inda tez calismamizda AGK-2 uygulamasinin
yaglanma siirecindeki pankreas dokusunda oksidatif stres, apoptotik aktivite ve SIRT2 ile
iliskisinin arastirilmasi planlanmistir. Boylece bu tez calismasi ile 6zellikle pankreas dokusunda



yaglanmanin incelenmesi, SIRT2’nin pankreas gibi periferik bir dokuda etkinliginin aydinlatilmasi,
yaslanma ile artan diyabet insidansi1 ve obezite gibi hastaliklara yeni yaklasimlar kazandiracagi
diistiniilmektedir.

2- Projenin Materyal-Yontemi

Calismada, 6nceden yapilan basvurulardan G.U.ET-16.008 kod numarali ve *’Yaslanma Siirecinde
Hiicre Olim Mekanizmalarmin Arastirilmas1® bashikli arastirma icin alman etik kurul izninin,
gereksiz yere deney hayvani kullanimindan kaginilmasi, alinan dokularin ¢ok kiymetli olusu, daha
once elde edilen verilerle biitiinciil bir degerlendirme imkan1 sunmas1 adina G.U.ET-18.079 kod
numarali izin ile onceki ¢alismada alinan pankreas dokusu kullanildi. 216S258 proje kodlu
calismamizda geng (3 aylik, n=12) ve yash (22 ay, n=12) olmak {izere iki gruba ayrilan toplam 24
adet Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Bu gruplar i¢inde kontrol ve deney grubu olmak
iizere toplam 4 grup olusturuldu. Calismada siganlara uygulanan madde, uygulama dozu ve sekli
Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Kontrol ve deney gruplari

Gruplar Uygulanan Madde ve Dozu Uygulama Sekli Siire

Geng Kontrol DMSO,10 pl/bw sc 30 glin
(G-Knt)

Geng AGK-2 AGK-2, 10pM/bw ip 30 giin
(G-AGK)

Yasli Kontrol DMSO,10 pl/bw sC 30 glin
(Y-Knt)

Yasli AGK-2 AGK-2, 10pM/bw ip 30 giin
(Y-AGK)

AGK-2 (2-Cyano-3-[5-(2,5-dichlorophenyl)-2-furanyl]-N-5-quinolinyl-2-propenamide) (kat. no
#30489684, Sigma) Dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek hazirlandi. Kontrol ve deney
gruplarina %4’liikk DMSO ile hazirlanan AGK-2 enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyonlar, 30 giin
boyunca uygulandi. Calisma grubunu olusturan tiim sicanlar laboratuvar ortaminda, 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde, normal musluk suyu ve standart sican yemi ile beslenildi.
30. Giiniin sonunda ketamin-ksilazin anestezik maddesi etkisi altinda olan sicanlardan
intrakardiyak kan alinarak feda edildi. Alinan doku 6rnekleri sivi azotta dondurularak ¢aligilmak
tizere ~80C° de muhafaza edildi.

Dokuda total oksidan durum (TOS) - total antioksidan durum (TAS) tayini

Pankreas dokusunda total oksidan durum (TOS) ve total antioksidan durum (TAS) tespit etmek
icin ticari kitler (RL0O024, RLOO17, Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, TURKEY) kullanildi.
Protokole uygun olarak ¢aligilan kitlerden elde edilen TOS ve TAS 6l¢iim sonuglart kullanilarak
oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi. OSI = [(TOS, pmol H2O> Equiv./L) / (TAS, pmol Trolox
Equiv./L) x 100] formiilii kullanilarak hesaplama yapildi (Yanik, Erel ve Kati, 2004).



Nitrik Oksit (NOx) diizeyinin Griess vontemi ile tayin edilmesi

Pankreas dokusunda Nitrit-nitrat diizeyinin tayini Griess yontem kullanilarak ¢alisildi (Miranda,
Espey ve Wink, 2001). Hazirlanan siipernatanin 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6lgtimii
yapildi.

Kaspaz-3 ve SIRT?2 protein ekspresyonunun Sandvic ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) yontemi ile tavin edilmesi

Pankreas doku orneginde SIRT2 proteini ve Kaspaz-3 enzim ekspresyonunun kantitatif 6l¢limii
icin ticari ELISA kitleri (Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Sirtuin 2(SIRT2), Katalog
No:SEA430Ra, Lot#L.190319125, Cloud-Clone Corp.,USA; Rat Cysteinyl Aspartate Spesific
Proteinases-3 (Caspase-3) ELISA Kit, Katalog No:YLAOO17RA, Lot#YL190610825, YL Biont
Co., Ltd., Shangai) ile ¢alisildi. Kitlerin uygulama asamasinda iireticinin 6nerdigi protokol referans
alinarak deney basamaklar1 tamamlandi. Kullanilan kitlerin esas ¢alisma prensibi Nonkompotetif
ELISA’ya (Sandwich yontemi) dayanmaktadir. Bu yontem digerlerine gore daha spesifik bir
yontem olup antijen-antikor baglanmasini saglayarak sonradan eklenen substrat ile reaksiyona
girer ve renk degisimi yaratir. Bu renk degisimi ise 450 nm dalga boyunda spektrofotometre ile
olgildii.

SIRT2 protein ekspresyonunun Western-Blotting/SDS-PAGE metodu ile tayini Western-Blot

yontemi

Western blot, 6rneklerde bulunan tiim proteinlerin arasindan tespit edilmek istenilen tek bir
proteinin 6zgiin bir sekilde saptanmasinda kullanilan ve molekiiler biyolojide en yaygin olan
yontemdir. Bu yoOntemle tespit edilmek istenen proteinin 6rnekte bulunup bulunmadigir ve
bulundugu taktirde kantitatif olarak farkli gruplar arasindaki miktar1 hesaplanabilmektedir. Hedef
proteinle etkilesmesi amaci ile sentetik veya hayvan kokenli antikorlar kullanilir. Numune
proteinleri denature edilir ve jel elektroforez uygulanir. Ardindan, elektroforez membrani spesifik
antikorlar igeren ¢ozeltide yikanir. Hedef proteine baglanamamis antikorlaradan kurtulmak igin
ikinci yikama islemi gerceklestirillir ve takiben birincil antikorlar etkilesecek olan ikincil antikorlar
solusyona eklenir. Boyama, immiinofloresan ve radyoaktivite gibi cesitli metotlar ile proteinleri
gorsellestirebilir.

3- Projenin Bulgular:

TAS, TOS Degeri ve OSI Degisimleri

Genglerde TAS diizeyi deney grubu ile kontrol grubunda farksiz iken, yash sicanlarda AGK-2
uygulamasi TAS diizeyini, yasl kontrol grubunda anlamli olarak arttird1 (p=0,015). Yaslanma ile
birlikte pankreas dokusunda TOS diizeylerinin gen¢ kontrol grubuna gdre anlamli olarak artig
gosterdigi ve AGK-2 uygulamasinin ise yash siganlarda bu durumu tersine g¢evirdigi bulundu
(p=0,027, p=0,004, p<0,05).



TOS diizeyinin, TAS diizeyine oranlanmasi ile elde edilen OSI, yaslt kontrol grubunda geng
kontrole gore yliksek bulundu (p=0,007). Ayrica yaslt sicanlara uygulanan AGK-2, yasl kontrol
grubuna gore OSI degerini anlamli olarak azalmasini sagladi (p=0,002). Ayrica TAS diizeyi, OSI
degeri arasinda negatif yonde korelasyon goriiliirken (p=0,046), TOS diizeyi ile OSI arasinda
pozitif yonde korelasyon bulundu (p=0,000) (Cizelge 3.1).

NOx Diizeyinin Gruplardaki Degisimleri

Yaslh kontrol grubunda, genglere gore artan bir NOx degisimi dikkat ¢cekmekle birlikte gruplar
arasinda anlamli bir degisim tespit edilmedi (p>0,05). Benzer sekilde Yaslt AGK-2 grubu, yash
kontrol grubuna gére NOx diizeyini azaltmakla birlikte bu iki grup arasinda anlamlilik bulunamadi
(p>0,05) (Cizelge 3.1).

Kaspaz-3 Degisimleri

Pankreas dokusunda Kaspaz-3 protein ekspresyonu yaslanma ile anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0,046). Yasl gruba uygulanan AGK-2, kontrol grubuna gore kaspaz-3’ii anlamli olarak azaltti
(p=0,034). Ayrica kaspaz-3, hem western hem de ELISA ile tayin edilen SIRT2 ekspresyonu ile
pozitif korelasyon gosterdi (p=0,025, p=0,002, p<0,05) (Cizelge 3.1).

SIRT2 Degisimleri

SIRT2 protein ekspresyonu (SIRT2/B-aktin), hem western hem de ELISA (ng/mg protein) ile
olgtildi. Her iki yontemle dlgiilen SIRT2 yaslanma ile artt1 (p=0,000).

Yasli siganlara uygulanan AGK-2, hem western hem de ELISA 6l¢limlerinde yaslh kontrol grubuna
gore SIRT2 protein ekspresyonunu anlamli olarak azalttig1 b (p=0,009, p=0,011).

SIRT2 protein ekspresyonunun Western ve ELISA yontemleri ile ortaya ¢ikan sonuglari arasinda
pozitif yonde korelasyon oldugu tespit edildi (p=0,015). Western ile tayin edilen SIRT2
ekspresyonu ile kaspaz-3 protein ekspresyonu arasinda pozitif yonde korelasyon oldugu (p=0,025),
ayn1 pozitif korelasyonun ELISA ile tayin edilen SIRT2 ile kaspaz-3 arasinda da oldugu goriildi
(p=0,002). Bu verilere ek olarak Western ile tayin edilen SIRT2 protein ekspresyonu ile TOS ve
OSI degerleri sinirda pozitif yonde korelasyon bulundu (p=0,065, p=0,067) (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. AGK-2 uygulanmayan (kontrol) ve uygulanan (deney) geng ve yash siganlarda oksidatif
stres, kaspaz-3 ve SIRT2 degerleri ortalama =+ standart hata



S rdirons Geng Yash
Geng-Kontrol | Geng-AGK2 Yagli-Kontrol Yaghi-AGK-2
TAS (mmol Trolox Equiv./L) 1,28+0,06 1,26:0,12 1,16+0,05 * 1,49+0,11 *
TOS (pmol H,0, Equiv./L) 13,542,85 | 12,10£1,45 | 19,56£1,48* | 11,26+0,71 **
OSI 1,04+0,22 1,05+0,07 1,69+0,11 * 0,90+0,16 **
NOx (umol/g) 3,25+0,96 3,57+1,08 3,73+1,28 3,10+0,83
Kaspaz-3 (ng/ml) 4,30+0,87 | 3,68+1,04 6,78+0,63 * 4,14x0,68 **
SIRT2 (ng/ml) 31,34£2,14 | 31,57£1,21 | 42,87£2,45% | 35,50+1,23 **
SIRT2/B-aktin 1,01£0,03 1,070,03 1,30+0,04 * 1,15+0,04 **

*Geng kontrol grubuna kayasla; **Yash kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilasmay:
ifade etmektedir.

4- Projenin Sonucu ve Oneriler

Calismamiza gore SIRT2 inhibisyonu yasa bagli olarak pankreas dokusunun artan oksidatif stres
ve apoptoz siirecini geriye dondiirmiistiir. Ancak bu konuda net konusabilmek i¢in ¢aligmanin
eksikliklerinin giderilmesi gerekir.

—  Oncelikle siganlarin sabah aclik kan sekerleri, insiilin diizeyleri ile idrarda glukoz diizeyi
bakilmalidir.

— Histolojik incelemede 3 adacik insiilin graniilleri gosterilebilir.

— Pankreas dokusunda inflamasyon igin NOx’dan farkli olarak NF-kB, inflamatuvar
sitokinler bakilmalidir.

— Apoptoz, kaspaz-3’den farkli olarak Bax/Bcl2 diizeyi, ek olarak TUNEL yontemi ile
gosterilmelidir.

— Farkli transkripsiyon yontemleri ile yaslanmadaki hiicre aktivasyonu (pl6, p21 gibi)
kontrol edilmelidir.

5- Gelecege iliskin Ongéoriilen Katkilar

Diinya’da yasl niifus sayisinin giinbegiin artti§i, yaslanmaya bagli gelisen hastaliklarin
insidansinin buna paralel olarak yiikseliste oldugu agikca goriilmektedir. Ozellikle yaslanma
stirecine katki saglayan sebepler ya da normal isleyisin bozulmasi gibi faktorler arastirilarak
yol gosterici caligmalar yapilmaktadir. Biz de calismamizi bu dogrultuda planlayarak
yaslanmada muhtemel rolleri olan faktorleri aragtirmay1 amag edindik. Gelecekte terapétik bir
yaklasima katki saglayabilecek olan ¢aligmamiz, yaslanma ve yaslanmayla birlikte olusan
hastaliklarin etkilerinin azaltilmasi ya da ortadan kaldirilmasinda diger g¢alismalara Yol
gosterici, yardimct olacaktir.
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AKBULUT a tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siirece benim kadar emek veren, her zaman desteklerini hissettiren, motive eden ve
yammda olan bagta defierli annem, ailem, egim ve arkadaglanima, hicbir konuda deste@ini
ve yardimini esirgemeyen, yol gisteren sevgili arkadasim Dr. Ofr. Uyesi Arzu KESKIN
AKTAN'a, laboratuvar ¢alismalan sirasinda yardimlan igin tim arkadaglanma tesekkir

ederim.

Tez calismamiz Gazi Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan 01/2019-
0% proje numaras: ile desteklenmistir. Safladiklan bu destek igin Gazi Universitesi

Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi’ ne tesekkiir ederim.
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