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OZET

Bu c¢alisma yaslanma siirecinde izlenen hiicre 6liim mekanizmalarinin aragtirilmasi ve
ayrica anti-apoptotik ve anti-oksidan etkili melatonin ve curcuminin bu siirece etkilerinin
gosterilmesi amaciyla planlandi. Calismamizda, melatonin (10 mg/kg/giin, sc), curcumin
(30 mg/kg/giin, ip) ve salermide (100pumol/pl/giin, ip) uygulamalarinin gen¢ ve yash
sicanlarin beyninde oksidatif stres, SIRT2, FOXO3a ekspresyonu ve apoptotik aktivite
(BCL-2, BAX, BCL-2/BAX orani ve BIM) lizerine etkisi arastirildi. Bu amagla, toplam 48
adet (3 aylik geng, n=24; 22 aylik yasli n=24) Wistar albino cinsi si¢can kullanilarak 8 grup
olusturuldu. Kontrol ve deney gruplarinin enjeksiyonlar1 21 giin boyunca siirdiiriildii.
Beyinde serebral korteks ve hipokampus dokulari izole edildi. Total oksidan seviye (TOS)
ve total antioksidan seviye (TAS) olgtimleri yapildi ve oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplandi. SIRT2, FOXO3a, BCL-2, BAX ve BIM ekspresyonlart Western blotlama ile
gosterildi. Ayrica SIRT2 ve FOXO3a i¢in sandvi¢ ELISA yontemi ile protein 6l¢iimii
yapildi. Istatistiksel analiz i¢in Two-way ANOVA, Pearson r’ si kullanildi (p<0,05).
Bulgularimiz yaslanmanin her iki beyin bolgesinde SIRT2, FOXO3a, TOS, OSI’ yi
arttirdigini, BCL-2, BCL-2/BAX oran1 ve TAS' 1 ise azalttigin1 gosterdi. Ayrica
yaglanmanin serebral kortekste BIM’ i, hipokampusta ise BAX' 1 arttirdigr goriildii.
Melatonin, curcumin ve salermide uygulamalari, etkileri beyinde bolge spesifik olmak
iizere, yaslanmaya bagl goriilen degisiklikleri tersine g¢evirmede etkili bulundu (p<0,05).
Sonug olarak, yaslanmada eksojen melatonin ve curcumin uygulamalari, beyinde oksidatif
stres ve apoptotik aktiviteyi baskilayarak noral kayiplari engelleyebilir.

Bilim Kodu : 1023
Anahtar Kelimeler : Yaslanma, apoptoz, Bcl-2, sirtuin 2, FOXO3a
Sayfa Adedi 120

Danigsman . Prof. Dr. Kazime Gonca AKBULUT



INVESTIGATION OF CELL DEATH MECHANISMS IN AGING PROCESS
(Ph. D. Thesis)
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the cell death mechanisms in the aging process and
to demonstrate the effects of anti-apoptotic and anti-oxidant melatonin and curcumin in
this process. In the current study, we investigated the effects of melatonin (10 mg/kg/day,
sc), curcumin (30 mg/kg/day, ip), and salermide (100umol/pl/day, ip) treatments on
oxidative stress parameters, SIRT2, FOXO3a expression levels and apoptotic activity in
the young and aged rat brain. In this respect, a total of 48 male Wistar-albino rats (24
young rats, 3 months-old; 24 aged rats, 22 months-old) divided into 8 groups. The
injections of the control and treatment groups were maintained for 21 days. Brain tissues
were sampled from the cerebral cortex and hippocampus. Total oxidant status (TOS) and
total antioxidant status (TAS) were measured. Oxidative stress index (OSI), was also
calculated. SIRT2, FOX03a, BCL-2, BAX and BIM expressions were tested by Western
blotting. SIRT2 and FOXO3a protein levels was also measured by a sandwich ELISA
method. Two-way ANOVA, Pearson’s r were used for statistical analysis (p<0.05). Our
findings showed that aging increased SIRT2, FOXO3a, TOS, OSI, and decreased BCL-2,
BCL-2/BAX ratio and TAS in both brain regions. Aging also increased BIM in the
cerebral cortex and BAX in the hippocampus. Melatonin, curcumin and salermide
treatments reversed the age-related changes in the brain, while their effects are region
specific. In sum, exogenous melatonin and curcumin treatments in aging can inhibit neural
losses by suppressing oxidative stress and apoptotic activity in the brain.

Science Code : 1023

Key Words . Aging, apoptosis, Bcl-2, Sirtuin 2, FOX03a
Page Number : 120

Advisor . Prof. Dr. Kazime Gonca AKBULUT
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

ul Mikrolitre

pmol Mikromol

gr Gram

mg Miligram

mM Milimol

ng Nanogram

nmol Nanomol

pg Pikogram

Kisaltmalar Aciklamalar

*OH Hidroksil Radikali

AceCS2 Acetyl-CoA-Synthetase 2

AlF Apoptosis Inducing Factor

AMPK Adenosine Monophosphate-Activated Kinase
ANT Adenide Nucleotide Translocator
AP-1 Aktivator Protein

Apaf-1 Apoptosis Protease-Activating Factor-1
ATM Ataxia Telangiectasia Mutated Kinase
ATP Adenozin Tri Fosfat

Bad Bcl-2 Antagonist Of Cell Death

Bak Bcl-2 Antagonistic Killer

Bax Bcl-2 Associated X Protein

Bcl-2 B Cell Lymphoma-2 Protein

Bcel-xI Bcl-Extra Long

Bcl-xs Bcl-Extra Short

BDNF Brain-Derived Neurotrophic Factor
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Bid
Bik
Bim
BMAL1
Bmf
Bok
Boo
BSA
BTG-1
cAMP
CAT
CDK
COX-2
CPS1
CREB
CTL
Cyt-c
DDB1
DISC
DMSO
ERK
FADD
FasL
FOXO
G6PD
GADDA45
GDH
GPx
GR
GRd
GSH
GSSG

Aciklamalar

Bcl-2 Interacting Domain Death Agonist
Bcl-2 Interacting Killer

Bcl-2 Interacting Mediator Of Cell Death
Brain and Muscle ARNT-Like 1;

Bcl-2 Modifying Factor

Bcl-2 Related Ovarian Killer

Bcl-2 Homolog Of Ovary

Bovine Serum Albumin

B-Cell Translocation Gene 1

Siklik Adenozin Mono Fosfat

Catalase

Cyclin Dependent Kinase

Siklooksijenaz 2

Carbamoyl Phosphate Synthetase 1
cAMP-Responsive Element-Binding Protein
Sitotoksik T Lenfositler

Sitokrom-c

Damage-Specific DNA-Binding Protein 1
Death-Inducing Signaling Complex
Dimetil Siilfoksit

Extracellular-Signal Regulated Kinase
Fas-Associated Death Domain Protein
Fas Ligand

Forkhead Box Subgroup O
Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase

Growth Arrest And DNA Damage- inducible Protein 45

Glutamate Dehydrogenase
Glutatyon Peroksid (GSH-Px)
Glucocorticoid Receptor
Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd)
Glutatyon

Okside GSH
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H202
HIF-1a
HRP
HtrA
1APs
ICE
IDE
IDH2
IGF
IKK
IL
iINOS
Ip
JNK
LC3
LPS
MAO-A
MAPK
MDA
MDD
Mdm2
MiR-7
MMP9
MnSOD
MPP
MST1
MT1-2
Na2HPO4
NAD
NADH
NaOH
NDGA
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Aciklamalar

Hidrojen Peroksit

Hipoksi Indiikleyici Faktor -1alfa
Horse Radish Peroxidase
High-Temperature Requirement A
Inhibitor Of Apoptosis Protein
Interlokin 1b Doniistiiriicii Enzim
Insulin Degrading Enzyme

Isocitrate Dehydrogenase 2 (NADP+)
Insulin-Like Growth Factor
IkB-Kinase

Interlokin

Inducible Nitric Oxide Synthase
Intraperitoneal

Jun-N-Terminal Kinase
Microtubule-Associated Protein 1 Light Chain 3
Lipopolysaccharide

Monoamine Oxidase Type A
Mitogen Activated Protein Kinase
Malondialdehyde

Major Depression Disorder

Murine Double Minute 2
MicroRNA-7

Matrix Metalloproteinase 9
Manganez Siiperoksit Dismutaz
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1. GIRIS

Yaglanma, modern toplumlar i¢in Onemli bir sosyoekonomik problemdir ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik bozukluklar ve kanser dahil olmak iizere ¢ogu
patoloji i¢in baslica risk faktoriidiir. Giiniimiizde yaslanma fizyolojisini ve eslik eden
norodejenerasyonu agiklamada kabul goren teorilerden biri “Serbest Radikal Teorisi” dir
ve bu teori yaglanmanin radikallerin DNA, protein ve lipit yapisi {izerine yaptig1 hasarlarin
birikimi sonucu ortaya ciktigin1 varsayar. Organizmada normal oksijen metabolizmasi
sirasinda az miktarda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) antioksidan savunma sistemleri
tarafindan etkisiz hale getirilirken bu dengenin saglanamadig1 durumlarda “oksidatif stres”
tablosu ortaya ¢ikar (Kazime Gonca Akbulut, Akbulut, Akgun, & Gonul, 2012)(Kazime
Gonca Akbulut, Aktas, & Akbulut, 2015).

Artan ya da bozulan metabolik aktivite endojen ROS iiretiminde ciddi bir kaynak
olustururken, ilerleyen yasla beraber oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi, hiicrenin
yasamsal ve metabolik siireglerinde rol oynayan c¢ok sayida genin ekspresyonunu da
degistirmektedir (Ramis, Esteban, Miralles, Tan, & Reiter, 2015). “Metabolizma -
Oksidatif stres - Gen ekspresyon degisimleri” arasinda olusan kisir dongiiler, zaman iginde
hata birikimlerini arttirir ve bu durum o hiicre ya da canliyr artik kaginilmaz sona gotiiriir;
yaglanma ve Olim. Programli hiicre 6liimii olan apoptoz ile yaslanan hiicrelerin ortadan
kaldirilmas: doku homeostazinin siirdiiriilmesinde 6nem tasir; ancak yaslanmayla beraber
noral ve glial hiicrelerin sayisinda ve sagkalim oranlarinda azalma oldugu da bilinmektedir

(Savory, Rao, Huang, Letada, & Herman, 1999).

Uzun yasam proteinleri olarak adlandirilan sirtuinler genom stabilitesini ve homeostazisi
devam ettirme 6zelligi ile yasam siiresini arttirabilen, nikotinamid adenin difosfat (NAD+)
bagimli histon/protein deasetilaz ailesinin iiyelerindendir (Michan & Sinclair, 2007).
Memelilerde sirtuin ailesinin SIRT1 - SIRT7 olmak fizere yedi iiyesi bulunur. Sirtuinlerin
yaslanmaya bagl c¢esitli norodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkileri gosterilmistir
(Donmez, 2012)(Neo & Tang, 2017). SIRT2 giiclii bir deasetilazdir ve beyinde bol
miktarda eksprese edilir. Yaslanma ile birlikte beyin dokusunda SIRT2' nin arttigim
gosteren iki ¢aligma bulunmakla birlikte bu artisin yaglanma siirecinde rol oynayabilecek
metabolik degisimler, apoptoz ve benzeri diger faktorlerle iliskisi aydinlatilmamistir

(Maxwell et al., 2011) (Braidy et al., 2015). Yaslanmada sinir sisteminde goriilen SIRT2



birikiminin ndrodejenerasyonla iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim, SIRT2’ nin
farmakolojik (sirtinol, salermide, AGK-2, AK-7 vb) ya da genetik inhibitorleri Alzheimer,
Parkinson ve Huntington hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda noroprotektif etkili
goriinmektedir (Donmez & Outeiro, 2013) (Neo & Tang, 2017). Kendi ¢alismamizda
farmakolojik SIRT2 inhibitdrlerinden salermidin in vivo uygulamasi ile erigkin sicanlarin
hipokampuslarinda SIRT2’ nin inhibe edilebildigini ve SIRT2 inhibisyonuna lipid
peroksidasyondaki azalmanin ve glutatyon diizeylerindeki artisin eslik ettigini gostermistik
(Keskin-Aktan et al.,, 2018). Yine aym c¢alismamizda SIRT2 inhibisyonunda -etkili
oldugunu gosterdigimiz melatonin uygulamasinin hipokampusta oksidatif stresi azalttigini,
Bcl-2 ve Bcl-2/Bax oraninda da anlamli diizeyde artis sagladigimi gosterdik. Dolayisiyla
SIRT2 inhibisyonu saglayan stratejiler oksidatif stresi baskilayip apoptotik kayiplar

azaltarak norodejenerasyonun dnlenmesine aracilik ediyor olabilir.

FOXO (Forkhead Box class O) alt ailesinin iyeleri olan FOXO1, FOX0O3a, FOXO4,
FOXO6 transkripsiyon faktorleri insulin/IGF (insulin-like growth factor) sinyal yolaginda
yer alir ve bu yolak {izerinden metabolizma, apoptoz ve yaslanma siireclerinin
diizenlenmesinde gorev alirlar. FOXO’ larin hemen hemen tiim organlarda ekspresyonu
vardir ve mRNA diizeyleri acisindan FOXO1 yag dokuda, FOXO3 beyinde, FOX0O4
kalpte, FOXO6 ise noral gelisim evresinde yine beyinde bol miktarda eksprese
edilmektedir (Greer & Brunet, 2005). FOXO' lar manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD)
ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin ekpresyonlarini arttirarak hiicrede metabolizma ve
stres yanitlarmin diizenlenmesinde rol oynarken, diger taraftan hiicre dongiisii inhibitorii
p27kipl, p130, ve Bim gibi proapoptotik faktorlerin ekspresyonlarini arttirarak apoptozu
da indiikleyebilirler (Wang, Nguyen, Qin, & Tong, 2007)(Luo et al., 2013). Hidrojen
peroksit tedavisi sonucu artan oksidatif stres diizeyine paralel SIRT2 ekpresyonunun arttig1
ve artan SIRT2' nin FOXO3a deasetilasyonu ile Bim aracili apoptozu indiikleyebildigi
gosterilmistir (Wang et al., 2007). Dolayisiyla oksidatif stresle basa ¢ikmada SIRT2 aracili
FOXO3a deasetilasyonu etkili olabilir; ancak bu durum hiicrenin maruz kaldigi stres

diizeyiyle iliskili olarak hiicrenin 6liimii-apoptozuyla da sonuglanabilir.

Pineal bezin esas hormonu olan melatonin anti-oksidan, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik
etkilidir ve melatonin reseptdrlerinin santral sinir sisteminde ¢ok yaygin bir dagilimi
vardir. Ne var ki, melatonin diizeyleri yaslanma ile azalmaktadir (Karasek, 2007).

Yaslanma stirecinde izlenen norodejeneratif olgular, hipokampal ve kortikal ndronlarin



sayisindaki kayiplar yine yaslanma siirecinde izlenen melatonin salgisindaki azalma ile
iliskilendirilmektir. Nitekim, genglere kiyasla yashi siganlarin hipokampus-dentat
gyruslarinda Bax, Bak, AIF gibi pro-apoptotik proteinlerin daha yiiksek, anti-apoptotik
proteinlerin ise daha diisiik oldugu, melatonin ile yapilan tedavinin ise bu dengeyi tersine
cevirebildigi gosterilmistir (Kireev, Vara, & Tresguerres, 2013). Melatonin uygulamasinin
iskemik beyin hasart modeli olusturulan sicanlarin korteks ve hipokampuslarinda,
yaslanma ile giderek artan inflamasyonu ve apoptotik aktiviteyi baskiladigi, dolayisiyla
noronlarin sagkalim oranlarini arttirdigi da gosterilmistir (Paredes et al., 2015). Diger
taraftan melatonin kanser hiicrelerinde apoptozu tetiklemektedir, melatonin HepG2
(hepatocellular carcinoma cells) hiicrelerinde FOXO3a aracili pro-apoptotik Bim
diizeylerini arttirabilmektedir (Carbajo-Pescador et al., 2013). Biz de daha 6nceki pek ¢ok
calisgmamizda melatoninin apoptoz, oksidatif stres ve immiin cevaplarin regulasyonundaki
roliinii ve yaslanan beyindeki ndroprotektif etkisini gosterdik (K G Akbulut, Goniil, &
Akbulut, 2001)(Kazime Gonca Akbulut, Gonul, & Akbulut, 2008)(Kazime Gonca Akbulut
et al., 2012)(Kazime Gonca Akbulut, Aktas, et al., 2015)(Keskin-Aktan et al., 2018).

Kuvvetli bir antioksidan olarak bilinen curcuminin, anti-inflamatuar, anti-kanser 6zellikleri
ile noroprotektif etkinligi bilinmektedir (Mansouri, Sabetkasaei, Moradi, Masoudnia, &
Ataie, 2012). Drosophilalarda olusturulan transgenik Parkinson hastaligi modelinde
curcumin uygulamasinin oksidatif stresi ve apoptozu azalttigi, dolayisiyla yasam siiresini
de uzattigr gosterilmistir (Siddique, Naz, & Jyoti, 2014). Kemirgenlerde ise curcuminin
Alzheimer hastaliginda amiloid plak olugsmunu azalttig1 ayrica bellek fonksiyonlarinda da
iyilesme sagladigi gosterilmistir (Jayasena et al.,, 2013).  Dolayisiyla curcumin
noroprotektif etkili bir polifenol olarak kabul edilebilir. Kendi ¢alismalarimizda
curcuminin yaslanan beyindeki antioksidan etkisini serebral korteks, hipokampus ve
serebellum gibi farkli beyin bolgelerinde gosterdik (Kazime Gonca Akbulut, Keskin
Aktan, & Yazict Mutlu, 2015), ayrica eriskin sican hipokampusunda SIRT2
ekspresyonunun curcumin ile baskilanabildigini de ilk kez bildirdik (Keskin-Aktan et al.,
2018). Ne var ki, curcuminin yaglanmada, beyinde SIRT2 ekspresyonlarina etkisi ve ayrica

FOXO03a iliskisi aydinlatilmamistir.

Salermide, farmakolojik sirtuin inhibitorlerindendir ve in vitro olarak salermidin kanser
hiicrelerinde apoptotik etkili oldugu gosterilmistir (Lara et al., 2009). Salermidin genelde

in vitro kullanimi goriilmektedir, bir calismada travmatik beyin hasar1 modelinde hasar



oncesi in vivo ve in vitro salermide uygulamasi gosterilmis ve salermidin travmatik beyin
hasar1 sonrasinda noronlarin sag kalim oranlarinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir
(Zhao et al., 2012). Daha onceki ¢alismamizda intraperitoneal salermid uygulamasi ile
eriskin siganlarin hipokampuslarinda SIRT2 diizeylerinin inhibe edilebildigini gostermistik
(Keskin-Aktan et al., 2018). Bu ¢alismamizda da SIRT2 inhibiyonunun yaslanma, oksidatif
stres ve apoptozdaki roliinii gosterebilmek icin yine farmakolojik SIRT2 inhibitorii olarak

salermide kullandik.

Literatiirde yaslanma ile oksidatif stres iliskisini gdsteren ve melatonin, curcumin gibi
antioksidanlarin da radikal hasar1 azaltici etkisine deginen ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur;
ancak yaslanma ile beyinde SIRT2 ve FOXO3a diizeylerinin nasil degistigi ve bu
degisimlerin yaslanan ndronlarda apoptotik aktiviteyi nasil etkiledigi heniiz yeterince
aydinlatilamamistir. Bu c¢alisma yasam siiresinin belirleyicisi olan hiicre o6liim
mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglanmak amaciyla planlandi. Caligmamizda,
geng ve yash sicanlarin serebral korteks ve hipokampus dokularinda oksidatif stres,
apoptoz (Bcl-2, Bax, Bim), SIRT2 ve FOXO3a ckspresyonlar: ile tim bu degiskenler
arasindaki iliskiler arastirildi. Ayrica melatonin ve curcumin tedavisinin yaslanma
stirecinde bu degiskenler lizerine etkileri gosterildi. Dolayisiyla, bu ¢alisma ile ortaya
konabilecek muhtemel 1iliskiler, 6zellikle beyin yaslanmasini kontrol eden protein ve
yolaklarinin aydinlatilmasina onemli katki saglayacaktir. Ayrica, hem yaslanmanin
geciktirilmesi ve hem de noérodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi konusunda yeni tedavi
hedeflerinin ortaya ¢ikmasinda temel teskil edebilecektir. Bu baglamda c¢alismamiz igin

belirledigimiz spesifik hedeflerimiz soyledir;

i.  Yaslanmanin serebral korteks ve hipokampus dokularinda oksidatif stres, apoptoz
(Bcl-2, Bax, Bcl-2/Bax orani, Bim), SIRT2 ve FOXO3a ekpresyonlarina etkisinin
arastirilmasi.

ii. Genglerde ve yaglilarda melatonin, curcumin ve salermide uygulamalarinin oksidatif
stres, apoptoz (Bcl-2, Bax, Bcl-2/Bax orani, Bim), SIRT2 ve FOXO3a ekpresyonlarina
etkisinin arastirilmasi.

iii. Genglerde ve yashilarda oksidatif stres, apoptoz (Bcl-2, Bax, Bcl-2/Bax orani, Bim),

SIRT2 ve FOXO3a ekpresyonlar1 arasindaki korelasyonlarin arastirilmasi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yaslanma

Yaslanma, genetik ve ¢evresel faktorler arasindaki etkilesim ile ortaya ¢ikan kompleks bir
stirectir. Saglikli yaglanmanin ve uzun 6miirliiligiin ana belirleyicileri olan bu faktorlerin
onemi ve birbirleriyle olan etkilesimleri yasam silirecimiz boyunca degiskenlik
gostermektedir (Cevenini et al., 2010) (Sekil 2.1). Bu siire¢ her ne kadar bireysel
farkliliklar gosterse de hastalik insidansinda artis, rejenerasyon kapasitesinde azalma, i¢ ve
dis streslere hassasiyette artis ve bu streslerle basa ¢ikmada yetersizlik gibi ozelliklerin
yaslanmanin genel fenotipini olusturdugu sdylenebilir (Sorrentino, Sanoff, & Sharpless,
2014).

in utero 20 -40 yrs 65-70yrs >100 yrs
S E s. E S E s
G
G G
E ]
G |
S e b |

Sekil 2.1. Saglikli yaslanmanin ve uzun 6miirliiliigiin ana belirleyicileri arasindaki 6nem ve
etkilesimler (Cevenini et al., 2010)

*Kisaltmalar; E:environment (gevresel faktorler), G:genetics (genetik faktorler), S:stochasticity (rastgelelik).
Dairelerin ¢akigsmasi, bu bilesenler arasindaki etkilesimleri gostermektedir. Renk tonlar1 her bilesenin gorece
Onemine isaret eder ve rengin artan yogunlugu (6rnegin saridan kirmiziya) artan énemi ifade eder. Cevresel
faktorler (E) agisindan intrauterin yasamla postnal yasam birinden ¢ok farkli oldugu igin renk tonu belirgin
farklidir.

2.1.1. Yaslanma fizyolojisi ve beyin

Yaslanma, ilerleyen yasla beraber hiicre ve doku diizeyinde gerceklesen istenmeyen,
zararli degisimlerin birikimi ile gelisir ve bu durum canlida hastalik ve 6liim riskini

arttirmaktadir. Gelisimsel ve genetik defektler, edinilmis hastaliklar, ¢evresel faktorler ve



ayrica canlinin dogal fizyolojik siire¢leri de yaslanmada izlenen hasar birikimlerine katkida

bulunabilir (D Harman, 2001).

Yaslanma, insan viicudunda tiim organ sistemlerini etkileyebilir ve bu etki hem morfolojik
hem de fizyolojik fonksiyonlarda izlenen progresif gerileme seklindedir. Beyin, yaslanma
etkilerinin izlendigi en 6nemli organlardan birisidir ve bu etkilenim hem noéral hem de glial
diizeydedir. Erken donem ¢aligmalarda yaslanma ile korteks, subikulum, dentat gyrusun
hilusu ve CAL gibi Kkortikal ve hipokampal bolgelerde yogun hiicresel kayiplarin oldugu
belirtilse de (Brody, 1970)(West, 1993)(Simi¢, Kostovi¢, Winblad, & Bogdanovié, 1997)
yaslanma ile noéron sayilarinin degismedigini bildiren calismalar da vardir (Terry,
DeTeresa, & Hansen, 1987)(Leuba & Kraftsik, 1994). Yaslanmada goriilen beyin atrofisi
ozellikle frontal korteks ve hipokampusta daha belirgindir, ancak bu durum erken dénem
caligmalarda 6nerildigi gibi yogun kitlesel néron kayiplar1 seklinde degildir (Peters, 2002).
Ne var ki norodeneratif olgularda hipokampal ve kortikal alanlardaki ndral kayiplar
belirginlesmektedir. Yaslanmaya bagli neokorteksteki en belirgin  degisiklikler
neokorteksin 1. tabakasinda izlenir. Yaglanma ile piramidal hiicrelerin apikal uglarindaki
dallanmalar ve sinaptik baglantilarindaki kayiplar ile kortikal 1. tabakada incelme olur.
Neokorteksin daha alt tabakalarindaki dentritlerin ve sinaptik baglantilarin yaslanmadan
nasil etkilendigi cok net olmasa da reseptdr ve ndrotransmitter (asetilkolin, NE, serotonin,
dopamin vb) diizeyleri azalmaktadir ve tim beyin boyunca miyelinizasyonda yer yer
bozulmalar goriilmektedir (Peters, 2002)(Satoh, Imai, & Guarente, 2017). Yaslanmaya
bagli olarak prefrontal korteksin daha alt katmanlarinda (6rn. layer II/III ) ve diger kortikal
alanlarda da sinaptik yogunlukta, sinaptik terminal sayisinda ve norotransmitter
saliniminda azalma gibi sinaptik bolge degisiklikleri izlenmekte ve bu degisikliklere bellek

ve kognisyondaki bozukluklar eslik edebilmektedir (Petralia, Mattson, & Yao, 2014).

Korteksle benzer sekilde yaslanmanin hipokampustaki esas etkisi dramatik diizeyde ndron
kayiplarindan ziyade sinaptik baglantilar ve néral transmisyon {iizerinedir. Ne var ki,
Alzheimer hastaligi gibi noérodejeneratif olgularin erken evrelerinde goriilen minimal
diizeydeki kademeli ndron kayiplar ileri evrelerde hipokampusu da igine alan ve genis

kortikal alanlara yayilmis global beyin atrofisiyle sonuglanabilir (Risacher et al., 2017).

Yaslanan beyinde iki tip glial hiicrede anormal bir artig izlenebilir; astrositlerde ve

oligodentrositlerde (astrogliozis, oligodentrogliozis). Yaslanma ile oligodentrositler myelin



formasyon alanlarinda yer yer kabartilar seklinde yogun inkliizyonlar olusturur, mikroglial
hiicreler ve astrositler ¢ok miktarda fagositik materyal biriktirmeye baslarlar. Yaglanmada
myelinizasyondaki azalma/bozulma gibi degisikliklerin yani sira NGF (nerve growth
factor) konsantrasyonunda azalma da izlenir (Peters, 2002). Yaslanmaya bagli olarak
bahsi gegen yapisal degisikliklere kognitif ve mental defisitler, uyku ve sirkadiyen ritm
bozukluklar1 gibi fonksiyonel degisiklikler de eslik etmektedir (Satoh et al., 2017)(Sekil
2.2).
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Sekil 2.2. Fizyolojik yaslanmada beyinde goriilen hiicresel, histolojik ve fonksiyonel
degisiklikler (Satoh et al., 2017)

2.1.2. Beyinde norodejenerasyon ve selektif noronal hassasiyet

Yaslt beyin, kronik-diigiik-siddetteki inflamasyon ve artmis mikrogliyal aktivasyon ile
karakterizedir. Proinflamatuar sitokinlerin (IL-1f, IL-6 ve TNFa) mikrogliyal salinimi
artmigtir, ayrica yaslanmaya bagli olarak kan-beyin bariyerindeki gecirgenligin artmasi
sonucu periferik immiin sistemden kaynakli proinflamatuar sitokinler de beyne ulasirlar.
Yash beynin patojenler iizerindeki fagositik etkinligi de azalmistir. Ozetle yaslanma ile
beyinde noroinflamasyon artar, 1L-10, IL-4 diizeyleri azalir ve noronlarin stresle basa

cikma yetileri azalir. Dolayisiyla beyinde sinaptik hasarlar ve sonugta noronal kayiplar



gelisir (Satoh et al., 2017). Baz1 olgularda noronlarin i¢inde ya da disinda anormal protein
plaklarinin ya da yumaklarinin (tangle) olusumu/birikimi goriiliir ki bu durum da ndron
kayiplar1 ile sonuglanir (Price & Morris, 1999). Yaslanmaya bagli izlenen néroinflamasyon
tablosu esasen yaslanma iliskili Alzheimer (AD), Parkinson (PD) vb nérodejeneratif
hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Q. Wang, Liu, & Zhou, 2015)(Heneka et al.,
2015). Yaslanmaya bagli gelisen kronik ndroinflamasyon ROS/RNS artisina da neden olur
ki beyin dokusu metabolik 6zellikleri ile oksidan hasarlara zaten duyarlidir. Yaslanmayla
birlikte noronlarin yami sira, ndral ve glial hiicreler arasindaki metabolik iliskilerin
bozulmast GSH vb antioksidan savunma sistemleri agisindan zaten gorece fakir olan beyin
dokusunu daha da savunmasiz birakir (Floyd, 1999)(Floyd & Hensley, 2002)(Schmidt &
Dringen, 2012).

Yaslanma ve norodejenerasyona bagli morfolojik ve fonksiyonel degisimler beyinde bolge
spesifik ozellik gostermektedir. Ornegin Alzheimer hastaliginda entorinal korteks,
hipokampal CA1 bolgesi, frontal korteks ve amigdaladaki néron gruplari, Parkinson
hastalifinda substantia nigradaki dopaminerjik noronlar etkilenir. Amiyotrofik lateral
skleroz (ALS) ise esas olarak spinal motor ndronlarin, ayrica kortikal ve beyin sapindaki
noronlarin etkilenimi ile karakterizedir. Beyinde bolgesel farklilarin 6tesinde “selektif
noronal hassasiyet (SNH)” (SNV; selective neuronal vulnerability) fenomeninden soz
edilmektedir. SNH, santral sinir sistemindeki belli néron gruplarinin hiicresel hasara,
norodejenerasyona ya da hiicre dliimiine neden olan stres kosullara farkli diizeylerdeki
duyarliligmi ifade eder (Xinkun Wang & Michaelis, 2010). Prefrontal korteks ve
hipokampus stres kosullarindan en ¢ok etkilenen bu nedenle de norodejenerasyona daha
cok maruz kalan beyin bolgeleri olarak gosterilir; buna ek olarak SNH fenomeni bolge alt-
bolgeleri arasinda da stres duyarlilig: agisindan farkliliklar olacagmi belirtir. Ornegin;
hipokampusta CA1 ve CA3 bolgelerinin oksidatif strese duyarliliklari birbirlerinden
farklhidir. Serebellar graniiler néronlar ve CA1 bolgesi; serebral kortikal néronlar ve CA3
bolgesine kiyasla oksidatif strese daha duyarli (hasara agik) bulunmustur (Xinkun Wang et
al., 2009). Hipokampusta CA1l bolgesi global serebral iskemi, AD, kronik epileptik
nobetler, yaslanma, oksidatif stres vb stres kosullarina CA3 bolgesine kiyasla daha
duyarlidir. Ne var ki CA1 ve CA3 benzer piramidal noéronlart igerir, hiicre morfolojileri
benzerlik gdsterir ve lokasyon agisindan da fiziken biribirine yakin bolgelerdir ancak CA1
ndronlart CA3 bolgesine kiyasla daha fazla siiperoksit icerir, mitokondriyal ROS salinimi

daha fazladir, ayrica ROS iireten ve antioksidan genlerin ekspresyonu daha fazladir



(Xinkun Wang & Michaelis, 2010). Oksidatif stres icin selektif ndronal hassasiyeti

belirleyen faktorler arasinda sunlar sayilmaktadir;

* Hiicrenin sinyal molekiilleri olarak ROS/RNS talebinin yiiksek olmasi

* Artmuis intrinsik oksidatif stres

* Yiiksek enerji ihtiyacina karsilik yetersiz ATP iiretimi, mitokondriyal disfonksiyonlar
+ Kronik inflamasyon (ndral ve glial cross talk belirleyicidir)

* Yetersiz DNA tamiri

» Kalsiyum disregiilasyonu ve glutamat hiperaktivitesi

Yukarida listenen hiicresel, molekiiler ve metabolik faktorlerin yani sira strese duyarli
noronlarin ebat olarak daha biiyiilk ve aksonlar1 ¢ok daha uzak mesafelere projeksiyon
yapan noronlar oldugu belirtilir. Bu duruma ALS’ de iist ve alt motor ndronlarin, PD’ de
substantia nigradaki dopaminerjik néronlarin etkilenimi 6rnek gosterilebilir; bu néronlar
gorece daha biiyilk ve norodejenerasyona daha duyarlilardir. Biiylik néronlar; nispeten
genis yiizey alanlar1 sebebiyle ekstraselliiler ortamdaki toksik maddelere daha fazla maruz
kalirlar, agregat olusturma egilimi gosteren norofilament icerikleri daha yiiksektir ve ¢ok
daha uzak mesafelere aksonal transport yapmak durumundadirlar. Dolayisiyla biiyiik
noronlarin enerji gereksinimleri, metabolik aktiviteleri yiiksektir ve tiim bu olas1 nedenlerle

strese duyarliliklarinin daha fazla olmasi beklenebilir (Xinkun Wang & Michaelis, 2010).

Selektif noéronal hassasiyeti agiklamaya yardimci olgulardan birisi de astrositlerin
yaglanmaya bagli durumudur. Kognitif gerilemeye daha hassas olan hipokampus ve
striatum bolgelerindeki astrositlerin kortikal astrositlere kiyasla yaslanmada daha fazla
geni up-regiile ettigi gosterilmistir. Benzer sekilde yaslanma ile down-regiile edilen gen
sayist kortikal astrositlerde striatal ve hipokampal astrositlere kiyasla daha azdir. En ¢ok
up-regiile olan genler beklenecegi lizere inflamasyon iliskli genlerdir, en ¢ok down regiile
olan genler arasinda ise mitokondriyal fonksiyon ve enerji iiretiminden sorumlu (Ucp2,
Cox8b, AtpSgl) genler ile antioksidan savunma sistemleriyle iliskili genler (Gpx8, Atox1)
yer alir. Bu durum bahsi gegen beyin bolgelerinde yaslanmaya bagli olarak artan oksidatif

ve metabolik stresi agiklamaya yardimcidir (Clarke et al., 2018).

Selektif noéronal hassasiyeti belirleyen faktorler ayni zamanda selektif noronal

dejenerasyonun ve selektif noronal 6liimiin belirleyicileri olarak kabul edilebilir. Bu
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nedenle selektif noronal hassasiyetin beyinde bolge ve alt-bolgeler bazinda tanimlanasi

onemlidir fakat bunun yapilabilmesi i¢in ¢ok daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.1.3. Yaslanma teorileri

Giiniimiizde molekiiler biyoloji ve genetik alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmis olsa da
neden  yaglandigimizi, ne zaman yaglanmaya  basladigimizi, yaslanmanin
biyobelirteglerinin ne/neler oldugunu ya da insan Omriiniin nasil ve ne kadar
uzatilabilecegini net bir sekilde aciklayabilmek heniiz miimkiin goriinmemektir.
Yaslanmay1 aciklamaya c¢alisan cok sayida teori mevcuttur. Ancak bu teoriler de tek
baslarina yaslanmaya dair sorular1 biitiiniiyle cevaplamada yetersiz kalmaktadir.
Dolayistyla yaslanmayi, bu teoriler lizerinden daha biitiinciil bir yaklagimla irdelemek daha

uygun goriinmektedir.

Ik kez 1990 yilinda Medvedev tarafindan 300’ den fazla yaglanma teorisinin rasyonel bir
siniflamas1 yapilmasma karsin, (Medvedev, 1990) gilinlimiizde yaslanmanin modern
biyolojik teorileri ‘programlanmis teoriler’ ve ‘hata (hasar) teorileri’ olmak iizere iki ana
baslik altinda toplanmaktadir (Kunlin, 2010). Programlanmis teorilere gore yaslanma
biyolojik bir takvimi izleyen dogal bir siirectir ve bu siirecin diizenlenmesi gen ekspresyon

degisimlerine bagimlidir. Programlanmais teorilerin 3 alt kategorisi vardir;

1) Programlanmis Uzun Omiirliiliik Teorisi (Programmed Longevity)
2) Endokrin Teori (Endocrine Theory)

3) Immiinolojik Teori (Immunological Theory)

Zaman i¢inde organizmada kiimiilatif artis gdsteren hasar birikimlerini yaglanmanin esas
nedeni olarak gosteren “hata (hasar) teorileri” ise 5 alt kategoride incelenebilir (Kunlin,

2010):

1) Asinma ve Yipranma Teorisi (Wear And Tear Theory)

2) Yasam Hiz1 Teorisi (Rate Of Living Theory)

3) Capraz-Bag Teorisi (Cross-Linking Theory)

4) Serbest Radikal Teorisi (Free Radicals Theory)

5) Somatik DNA Hasar Teorisi (Somatic DNA Damage Theory)
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2.2. Oksidatif Stres

2.2.1. Yaslanmanin serbest radikal teorisi; oksidatif stres

Serbest radikal teorisi ilk kez 1954 te Dr. Gerschman tarafindan tanitilmis (Gerschman,
Gilbert, Nye, Dwyer, & Fenn, 1954) ancak esas olarak Dr. Denham Harman tarafindan
gelistirilmistir (Denham Harman, 1956). Serbest radikal teorisi siiperoksit ve diger serbest
radikallerin, hiicrenin makromolekiiler bilesenlerine zarar verdigini ve biriken hasarlarin
hiicrelerin ve sonugta organlarin islevini durdurmasina neden oldugunu Onermektedir.
Niikleik asitler, lipitler, sekerler ve proteinler gibi makromolekiiller serbest radikallere
karst duyarlidirlar. Diger taraftan viicudumuz, serbest radikallerin tehlikeli birikimini
onlemeye yardimci olan enzim formundaki bazi dogal antioksidanlara sahiptir. Yapilan
pek cok calisma reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sinyalizasyonunun muhtemelen hiicre
yaslanmasinin ve organizma yaslanmasinin olusumundan sorumlu olan en O6nemli

enzim/gen yolagi oldugunu diisiindiirmektedir (Afanas, 2010)

Peroksitler ve aldehitler gibi “serbest radikal” kategorisine girmeyip esasen “non-radikal”
ozellik gosteren pek ¢ok “reaktif oksijen tiirii (ROS)” hiicrelerde oksidatif hasarda rol
oynayabilir. Bu farkindalik dolayisiyla “yaglanmanin serbest radikal teorisi”, zaman iginde
“yaslanmanin oksidatif stres teorisi” sekline evrilir (Sohal & Weindruch, 1996). Oksidatif
stres, normal fizyolojik kosullar altinda bile aerobik hiicrelerdeki pro-oksidanlar ile anti-
oksidanlar arasindaki dengesizlik halinin kronik bir sekilde devam etmesinden kaynaklanir.
Fizyolojik yaslanma siirecinde izlenen bu dengesizlik hali, makromolekiillerdeki (protein,
karbonhidrat, lipid, DNA, RNA) oksidatif hasarlarin birikimine neden olur ve bu
hata/hasar birikimleri ile hiicrenin yasamsal fonksiyonlarinda progresif kayiplar izlenebilir.
Dolayisiyla, sadece yaslanmada degil, norodejenerasyondan kronik hastaliklara hatta

kansere kadar pek ¢ok hastaligin patogenezinde oksidatif stresten s6z edilir.

ROS’ lar esas olarak hiicrede yikici etkileri ile anilsalar da, endojen iiretilen ROS
intraselliiler sinyalizasyon ve regiilasyon gibi fizyolojik slireclerde yer alir. Ancak
antioksidan sistemlerin fizyolojik diizeyde iiretilen endojen ROS miktarini bile kompanse
edemeyecek diizeyde yetersiz kaldig1 ya da ekzojen faktorlerle beraber mitokondriyal ROS
tiretiminin normalden fazla oldugu durumlarda hiicre “oksidatif stres” e maruz kalir.

Oksidatif stres diizeyi de hiicrede yaslanma siirecinin baslatilmasi, yaslanma hizinin
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belirlenmesi ya da hiicre 6liim programlarinin baglatilmasinda major rol oynar (Muller,
Lustgarten, Jang, Richardson, & Remmen, 2007)(Oliveira, Nogueira-Machado, & Chaves,
2010).

2.2.2. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve olusumu

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren atom/atom-
grubu/molekiillerdir. Ornegin hidrojen (H) atomu eslesmemis bir elektrona sahiptir ve
cogu gecis metal iyonlari, nitrik oksit (NO), ve oksijen (O2) ise eslesmemis iki elektrona
sahiptir. Ortaklanmamis elektrona sahip olan Fe3*, Cu?* ve Mn?" gibi metaller serbest

radikal olarak kabul edilmezler fakat serbest radikal olusumuna aracilik ederler.

Paralel spin durumlu iki ortaklanmamis elektrona sahip oldugu i¢in biradikal olarak ta
isimlendirilen O, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerken radikal olmayanlarla
daha yavas reaksiyona girer. O2’ nin ortaklanmamais elektronlarindan birisinin enerji alarak
kendi spininin ters yoniinde baska bir orbitale yer degistirmesi ile singlet oksijen (*Oy)
olusur. 1O ortaklanmamis elektronu olmadig1 igin radikal kabul edilmez ancak reaktif
haldeki bir oksijen molekiiliidiir. Oksijenin eslesmemis elektronlari, ROS grubunda yer
alan siiperoksit (O2e—), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH¢) ve peroksinitrit
(ONOO—) de dahil olmak {izere yiiksek derecede reaktif tiirler olusturmak i¢in tepki verir.
(Oliveira et al., 2010)

Ozetle, “Reaktif oksijen tiirleri” kavrami ¢ok genis bir molekiil yelpazesine sahiptir ve
serbest radikal ozelligi gosterenler (radikaller) ve radikal o6zellik gdstermeyenler (non-

radikaller) seklinde ¢cok sayida ROS tanimlanmistir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Radikal ve non-radikal 6zellik gosteren bazi reaktif oksijen tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri
Radikaller Non-Radikaller

Stiperoksit 0.~ Hidrojen peroksit H.0,
Hidroksi OH- Hipoklorik asit HOCI
Peroksi ROO- Hipobromik asit HOBr
Alkoksi RO Ozon O3
Hidroperoksi HOO- Singlet oksijen 10,
ROS kaynaklari

Aerobik canlilarda {iretilen ROS’ un yaridan fazlasi mitokondri kaynaklhidir ve
mitokondriyal elektron tagima zinciri, sitokrom p450, lipooksigenaz, siklooksijenaz,
NADPH oksidaz kompleksi, ksantinoksidaz ve peroksizomlar gibi ¢esitli enzim sistemleri
ROS iiretiminden sorumludur. Radyasyon, UV, ¢evre kirliligi, organik ¢oziiciiler, ilaglar,
pestisitler, sigara vb dis faktorler ROS olusumunda ekzojen kaynaklari otustururken;
fagositik aktivite, peroksimal yag asit metabolizmasi, enzimlerin katalitik dongiisi,
otooksidasyon ve oksidorediiksiyon reaksiyonlart ROS olusumundan sorumlu endojen

kaynaklar1 olusturur.

ROS’ larin olusumu esanasinda gelisen reaksiyon basamaklari su sekilde ilerler: Molekiiler
oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile siiperoksit radikali olusmaktadir. Siiperoksit,
H>O> kaynagi ve gec¢is metal iyonlarin indirgeyicisi olmasi agisindan Onemli bir
radikaldir. H,O2, non-radikal bir ROS’ tur ve Fe?* veya diger gecis metallerinin varliginda
“Fenton reaksiyonu” ile, siiperoksit radikalinin varliginda ise “Haber-Weiss reaksiyonu”
ile cok daha reaktif ve zararli olan hidroksil (OHe¢) radikalini olusturur (Sekil 2.3). Major
ROS molekiilleri ve metabolizmalar1 Cizelge 2.2’ te 6zetlenmistir (Nordberg & Arner,

2001).
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O: + e + 2H'—— H,0, (hidrojen peroksit)

0O, + H,0O,

H.0, + Fe™

—— O; (siiperoksit radikali)

—— OH +OH++0, (Haber-Weiss reaksiyonu)

—  » OH +OHe, Fe™* (Fenton reaksiyonu)

Sekil 2.3. Siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil olusum basamaklari

Cizelge 2.2. Major ROS molekiilleri ve metabolizmalar1 (Nordberg & Arner, 2001)

ROS Molekiilii Ana kaynak Enzimatik defans sistemi Uriin(ler)
Elektron transport zincirindeki
sizintilar Superoksit dismutaz (SOD)
. . — : : . H202 + O
Siiperoksit (0*7)  Aktif fagositler Superoksit rediiktaz (bazi H.0
Ksantin oksidaz bakterilerde) 22
Flavoenzimler
St ksitten SOD lig1 il .
L . HDETOKSt e,n ?ram e Glutatyon peroksidaz (GPx) H.0 + GSSG
Hidrojen peroksit NADPH-oxidase (nétrofil)
. . Katalaz H.0 + O,
(H.02) Glikoz oksidaz Peroksiredoksin (Prx) H.O
Ksantin oksidaz 2
Hidroksil radikali ~ O2*~ ve H;0,’ ten gegis
(*OH) metalleri (Fe ya da Cu) ile
Nitrik oksit (NO)  Nitrik oksit sentaz Glutatyon/TrxR GSNO

2.2.3. ROS’ larn hiicresel bilesenler iuizerine genel etkileri

Reaktif oksijen tiirleri hiicrede proteinler, lipidler, sekerler, DNA ve RNA gibi major

hiicresel bilesenleri hedef alir. Bu yapilar lizerinde oksidatif hasara bagli gelisebilen

durumlar su sekilde 6zetlenebilir (Carocho & Ferreira, 2013);

« Lipidler: Membran fosfolipitleri doymamis yag asitlerinin varligi nedeniyle oksidatif
hasara olduk¢a duyarhdir. Siiperoksit ve hidroksil radikalleri membrandaki kolesterol
ve yag asitlerinin doymamis baglar1 ile kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
trtinleri olusturur. Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonu
olarak bilinir ve oldukg¢a zaralidir. Lipid peroksidasyon, membran gecirgenliginde artisa
neden olur ve sitoplazma, niikleus, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi

Lipid

membrandz

bileseni olan yapilarda geridoniisiimsiiz hasar

nedenidir.
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peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit (6rn. malondialdehit-MDA) ve diger
karbonil bilesiklere (6rn. keton, alkol, eter vb) doniismesi ile sona erer.

* Proteinler: ROS hasarlarina bagli olarak amino asitlerin oksidatif modifikasyonlari,
peptid kirilma/boéliinmeleri, hatali inkorporasyon, hatali katlanma, agregasyon, lipid
peroksidayon {iriinleriyle girilen reaksiyonlar sonucu ¢apraz bagl protein olusumu vb
durumlar goriilebilir.

* DNA [niikleer (nDNA) ve mitokondriyal (mtDNA)]: Mutasyonlar, epimutasyonlar, baz
modifikasyonlari, dizilerin kopmasi ya da yer degistirmesi, DNA-protein carpraz
baglanimi izlenebilir. Ayrica nDNA’ dan farkli olarak, mtDNA histon i¢ermedigi i¢in
mitokondriyi oksidatif strese kars1 daha savunmasiz kilar.

* RNA: Modifikasyonlar, hatali kodlama, hatali ekleme vb problemler izlenebilir

» Sekerler: Glikoksidatif hasar sonucu gelisen zincir reaksiyonlar o ve B-dikarbonil

mutajenlerini olusturabilir.

Oksidatif hasar diizeyinin belirlenebilmesi ya da takip edilebilmesi DNA, lipit veya

proteinlerin oksidasyon iiriinlerinin tayini ile saglanabilir:

» DNA oksidasyonu i¢in: 8-hidroksideoksiguanizin (8-OH-dG)

» Lipitlerin oksidasyonu igin: izoprostanlar ve tiyobarbitiirik asitle reaksiyona giren
maddeler (TBARS)

* Proteinlerin oksidasyonu i¢in: yapilar1 degismis amino asitlerin (protein karbonillerinin)

konsantrasyon ol¢iimleri takip edilebilir

2.2.4. Antioksidanlar

Antioksidan terimi Halliwell & Gutteridge tarafindan “oksitlenebilen substratlara kiyasla
daha diisiik konsantrasyonda bulunan ve substratin oksidasyonunu oOnemli Jlgiide
geciktiren veya inhibe eden herhangi bir madde” seklinde tanimlanmistir (Halliwell &
Gutreridge, 1989). Antioksidanlar, oksidasyon siirecini baslangic ve/veya gelisme
basamaginda onleyebilen maddelerdir. ROS’ lara karst devreye giren birincil savunma
hattinda yer alan antioksidanlar, oksidanlarin olusumunu 6nlemeye yonelik calisir, yani
oksidasyon siireci daha baglamadan Onlenebilir. Oksidasyon reaksiyonlar1 baslamigsa bu
slire¢ yine antioksidanlar tarafindan durdurulabilir yada yavaslatilabilir. Bunlarin disinda

antioksidanlar, hiicre membrani, protein yada DNA hasarlarindan sonra devreye giren
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hasar-tamiri siireglerinde de gorev alabilirler. Organizmadaki bu koruyucu ozellikleri

nedeniyle antioksidanlara, anti-mutajenik, anti-karsinojenik ve anti-aging gibi daha pek

cok rol atfedilir (Obrenovich et al., 2011).

Antioksidanlara yonelik tanimlamalar enzimatik 6zellikte olan antioksidanlarin yani sira
enzimatik olmayan (non-enzimatik) antioksidan bilesikleri de igermektedir ve oksidan
molekiiller gibi antioksidanlar da ¢ok ¢esitlilik gdstermektedir. Antioksidanlar enzimatik

ozelliklerine gore (Sekil 2.4), etki mekanizmalar1 ya da edinim yollarina gore (Cizelge

2.3), cesitli sekillerde siniflandirilmaktadir.

 Antioxidants |

-

l

4_

| Primary enzymes " Secondary enzymes |

I Cofactors I | Vitamins & Derivatives |

Zinc

E (Tocopherols & Tocotrienols)

C (Ascorbic Acid)

K

Selenium I

Carotenoids

Organosulfur

compounds

Allyl sulfide

B-carotene
Lycopene
Lutein
Zeaxanthin

I Flavonols I I Flavanols l | Anthocyanins I

Quercetin Catechin Cyanidin

Kaempferol Pelagonidin Pelargonidin

Indoles Nitrogen non-protein

compounds

Ilsoﬂxvonoidsl I Flavanones I I Flavones

Genistein Hesperidin Chrysin

] Phenolic Acids

]

I Hydroxycinnamic acids | I Hydroxybenzoic acids I

Ferulic acid

p-coumaric

Gallic acid

Ellagic acid

Sekil 2.4. Enzimatik 6zelliklerine gore antioksidanlar (Carocho & Ferreira, 2013)

Cizelge 2.3. Edinim yollarina gore antioksidanlar

ANTIOKSIDANLAR
Endojen kaynakli Ekzojen kaynakli
Enzimler Kiigiik molekiiller Dogal Sentetik
Katalaz Glutatyon Tokoferoller BHA
Peroksidaz Askorbik asit Fenoller BHT
Stiperoksit dismutaz Urik asit Karotenler TBHQ
Glutatyon peroksidaz Metal baglayicilar Flavonlar Propilgallat
Glutatyon rediiktaz (Hb, Myg vb.) Katekinler NDGA
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Endojen kaynakli ve enzimatik 6zellik gosteren primer antioksidanlarimizdan katalaz ve
glutatyon peroksidaz (GPx), H20: ‘in uzaklastirilmasini, siiperoksit dismutaz (SOD) ise

siiperoksidin uzaklastirilmasini saglar (Sekil 2.5).

2H,0, —*= 5 2H,0 + O,

GSH + H,0, —SuwwonPenkide , GSSG + 2H,0

02g~ + Ozg— £ 2H+ Siiperoksit Dismutaz N H202 T2 02

Sekil 2.5. Katalaz, GPx ve SOD’ un enzimatik aktivitesi ile ROS eliminasyonu

Endojen kaynakli antioksidan molekiillerden biri de glutatyondur. Glutatyon 6nemli bir
indirgeyici ajandir ve hiicrede oksido-rediiksiyon dengesini siirdiirerek hiicreyi
endojen/eksojen kaynakli ROS’ lara kars1 korumada etkilidir (Schmidt & Dringen, 2012).
Rediikte formdaki glutatyonun (GSH) intraselliiler konsantrasyonu daha yiiksektir ve
selenyum igeren glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi ile okside formuna (GSSG); glutatyon
rediiktaz (GRd) enzime ile de tekrar rediikte formuna (GSH) dontistiiriiliir (Sekil 2.6).

Reduced Glutathione
(2 GSH)

Hydrogen

NADP* peroxide
Ol
Glutathione reductase Glutathione peroxidase
Riboflavin
(FAD)
NADPH+H*
(GSSG)
Oxidized Glutathione

Sekil 2.6. Glutatyon- redoks dongiisii

Eksojen olarak disardan aldigimiz antioksidanlar genelde fenolik ve non-enzimatik
yapidaki bilesiklerdir. Bu bilesikler cesitli bitkilerin kok, govde, tohum yada
yapraklarindan temin edilebilirler. Bunlarin arasinda énemli dogal antioksidanlar olarak
fenoller, flavonlar, vitaminler, karotenler sayilabilir. Sentetik antioksidanlarin kullanimi ise
20 yy. baslarindan dayanir ve bunlar arasinda 6zellikle BHA ve BHT soylenebilir. Ancak

sentetik antioksidanlarin kullanim faydalarina iliskin goriisler tartismalidir.
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Hem antioksidanlar hem de ROS’ lar acisindan her canlinin sahip oldugu endojen ve
eksojen kaynaklar birbirinden farklilik gosterir. Dolayisiyla ayni ortam kosullarinda
yasayan canlilarin bile stres yanitlar1 birbirinden farkli olabilir. Ayrica ortamdaki
antioksidan diizeyindeki artis, her zaman oksidasyon diizeyinde azalma ile
sonuglanmayabilir. Nitekim, baz1 fenolik antioksidanlar doz bagimli olarak ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda antioksidan Ozelliklerini yitirip, aksine oksidayonu hizlandiric1 etki
gosterebilirler, hatta toksik olabilirler. Yani uygun doz ya da ortam kosullar
saglanamadiginda antioksidan karakterli bilesikler de pro-oksidan gibi davranabilir
(Carocho & Ferreira, 2013).

2.3. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Insan viicudunda 200’ den fazla farkli tip hiicre bulunmaktadir ve her bir hiicrenin yasam
dongiisli; dogum, farklilagma, islev gérme ve Oliim evrelerinden olusur. Ayrica her bir
hiicrenin yasam stiresi de birbirinden farklidir; yasam siireleri 6rnegin noétrofiller igin
dokuda 4 giin, eritrositler i¢in kanda 120 giin, sinir hiicreleri i¢in ise yaklasik 50-100 yildir.
Ozellikle embriyonik gelisimde biiyiik 6nem arz eden hiicre dliimii erigkin organizmada da
etkinligini siirdiiriir; ¢linkii dokuda hiicresel dogum ve oOliimler arasindaki dengenin

stirdiiriilmesi gerekir.

Canli organizmada genel olarak {i¢ ana hiicre 6liim bi¢iminden s6z edilebilir: (i) nekroz
(nekrotik 6liim), (i1) apoptozis (apoptotik 6liim), (iii) otofaji (Nunes et al., 2014) (Sekil
2.7). Nekroz, hiicresel yaralanmalar sonucu zarar gdren hiicrenin sisip patlamasiyla
sonuclanan 6liim seklidir. Nekrozda dagilan hiicresel icerik ¢evre hiirelere de zarar verir ve
bu tabloya inflamasyon eslik eder. Nekrotik siiregte hiicre kontrolsiizce 6liime gider; ancak
nekrozdan daha farkli bir 6liim sekli olan apoptoziste ise hiicre kendi 6liimii sirasinda aktif
rol alir ve bu siireci programli, kontrollii ve diizenli bigimde siirdiiriir. Ayrica apoptotik
oliime inflamasyon eslik etmez ve cevre hiicreler zarar gérmeden fagositoz yoluyla hiicre

apoptotik cisimcikler halinde elimine edilir.

Hiicre icin alternatif diger bir 6liim bi¢imi “otofaji” dir. Otofaji, hiicrelerde organel ve
hiicresel bilesen kalintilarinin otofajik vakuoller (otofagozom) i¢ine alinmasi ve sonrasinda
otofagolizozom kompleksi icinde elimine edilmesi seklinde gergeklesir. Hiicre kendi

bilesenlerini kendi i¢inde sindirmektedir, bu nedenle bu 6liim modeline “kendini igten
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yemek” anlamina gelen otofaji ad1 verilmistir. Mayalarda otofajide rol oynayan bir dizi gen
tanimlanmistir; apg (otofaji), aut (otofagositoz) vb. apg-6 geni aglikta otofajiyi indiikleyen
gendir ve memelilerde timor supresor genlerden Beclin homologudur. Otofaji de esasen
programli bir hiicre 6liim seklidir ve uyaranin tiirii, siiresi, siddeti vb degiskenlere bagh
olarak apoptozun miimkiin olmadigi durumlarda ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Hatta,
iliml diizeydeki mitokondriyal stresin otofajik, orta siddetteki stresin apoptotik, ¢ok
siddetli stresin ise nekrotik 6liime neden oldugu belirtilmektedir (Nishida, Yamaguchi, &
Otsu, 2008).

Nekroz, apoptoz ve otofaji disinda; diger bir hiicre 6liim yolag: ise “granzim ve kalpain”
yolagi/sistemidir. T ve NK (natural killer) hiicreleri viriisle enfekte hiicreleri elemek
amaciyla graniilo-ekzositoz yolaginda granzimleri (Granzim B) kullanir. Kalpain ise
kalsiyum bagimli sistein proteaz enzim ailesinde yer alir ve kaspazlarin substratlarina

benzer substratlar kesebilir, prokaspazlari keserek onlarin aktive olmasini saglar.
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Sekil 2.7. Ug ana hiicre 6liim yolagi; apoptoz, nekroz ve otofaji (Nunes et al., 2014)

Hiicre oOlim mekanizmalari

(yolaklar1) morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel

ozelliklerine gore farkli sekillerde siniflandirilabilmektedir. Gliniimiize degin “atipik hiicre

oliim modelleri” adi1 altinda toplanabilen paraptosis, pyroptosis, pyronecrosis, oncosis vb

daha pek ¢ok oOlim seklinin tanimlamasi yapilmistir. Esasen Onerilen tim olim

modellerinin (tanimlariin) “nekrotik ve apoptotik” bu iki ana yolagin bilesenleri i¢inde

bicimlendigi belirtilmektedir (Galluzzi et al., 2018). Nitekim, apoptoz, nekroz ve otofaji bu

iic ana yolakta gdrev olan genler ve hiicre 6liimiiniin subselliiler mekanizmalar1 biitiiniiyle

birbirinden bagimsiz degildir. Bu yolaklarda ortak calisan genler mevcuttur ve yolaklar

arasinda karsilikli etkilesimler “cross talk” s6z konudur (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Ug ana 6liim yolagimin subselliiler mekanizmas1 (Ryu et al., 2016)
2.3.1. Apoptozis

Apoptoz, farkli sinyallerle baslatilabilen ancak hiicrenin kendisi tarafindan yiiriitiilen,
planli, programli ve kotrollii bir 6liim bigimidir, bu nedenle apoptoz “hiicrenin intihar1”
olarak bilinir. Apoptozis terimi ilk kez 1972’ de Kerr ve arkadaslar tarafindan, nekrozdan
farkli ve 6zel bir morfoloji gdsteren hiicre 6liim bi¢imi i¢in kullanilmistir (Kerr, Wyllie, &
Currie, 1972). Giiniimiizde de apoptoz kavrami hiicre sayisinin kontrolii, hiicre ¢ogalmasi
ve Olimii arasindaki dengeyi saglayan, programli fizyolojik bir o6lim seklini ifade

etmektedir.

Matiir bir organizmada apoptozun esas amaci hasar gormiis, enfekte olmus ya da
potansiyel neoplastik 6zellik tasiyan hiicrelerin elimine edilerek doku homeostazinin

sirdiiriilmesini saglamaktir. Bu durum fizyolojik yada patolojik pek ¢ok 6liim sinyalini
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entegre etmesi gereken canlilarda ¢ok Onemlidir. Ciinkii yetersiz apoptozis kanser,
otoimmiin ve metabolik hastaliklara yol agarken, hizlandirilmis apoptozis akut ve
dejeneratif pek ¢ok hastaliga (AD, PD, muskiiler atrofiler, organ yetmezlikleri vb) yol

acabilir. Insanlarda apoptozun izlendigi durumlar su sekilde 6zetlenebilir;

« Intrauterin donemde organogenez ve sinaptogenez

» Farklilagmis dokularda maturasyon

+ Immiin reaksiyonlarinda defansif amagch

* Hiicresel hasar durumlarinda

» Hormon azalmasina bagli involusyonlarda

* Tumor supresyonu

* Yaslanma

* Normalde nekroza neden olan faktorler (1s1, radyasyon, antikanser ilaclar, hipoksi vb.)

diistik oranda da olsa hiicreleri apoptoza yonlendirebilir

Hiicreleri apoptoza yonelten sebepler fizyolojik yada patolojik kokenli olabilmektedir:

Fizyolojik nedenler: Patolojik nedenler:
e Embriyonik gelisim e Kironik viral hastaliklar
o Doku modellenmesi o Norodejeneratif hastaliklar
« Immiin hiicre seleksiyonu o Tip I diyabet

o Ateroskleroz

e Miyokard enfarktiisii
e Reperfiizyon hasari

e« AIDS

o Kanser

2.3.2. Apoptozis indiiksiyonu ve fazlari

Apoptozis slireci genel olarak 4 fazda (asamada) gerceklesir;

1. Apoptozun baslatilmasi (sinyal iiretici yollar)
2. Hiicre i¢i protezlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

3. Morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler
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4. Apoptotik cisimlerin fagositozu

Apoptozun baslatilmasi (sinyal iiretici yollar)

Memeli hiicrelerinde apoptozis birkag yolla baslatilabilir. Apoptoz indiikleyicileri; (i)
biliytime faktorleri, (i1) onkojenler ve (iii) timor supresor genler olarak {i¢ ana baslik altinda
toplanabilir. Apoptozun indiiklenmesini saglayan baslica uyaranlar su sekilde siralanabilir

(Orrenius, Nicotera, & Zhivotovsky, 2011);

 Biiylime faktorlerinin geri ¢ekilmesi

« Sitokinler

 Oksidatif stres

» DNA hasar1 sonucu p53 aktivasyonu

* Hiicre i¢indeki kalsiyum miktarindaki artis

* TNF-alfa (tiimo6r nekroz faktor-alfa)

» TGF-beta (transforming growth factor-beta)
 Fas/FasL sisteminin aktivasyonu

« Viral/ bakteriyal enfeksiyonlar
 Glukokortikoidler ve onkojenler (c-myc vb.)

» UV, radyasyon, hipertermi, sitotoksik antikanser ilaglar, seramid tedavisi vb.

Hiicrelerin 6lim sinyallerine verdigi yanit, gelen uyarinin tiirline ve lokasyonuna gore
degisebilir. Bu farkliliklara gore hiicrede iki ana apoptotik yolaktan birisi siirecin esas
belirleyicisi olur; (i) intrinsik (i¢/mitokondriyal) apoptotik yolak ya da (ii) ekstrinsik
apoptotik yolak. Bu yolaklar hiicre disindan ve/veya i¢inden kaynaklanan sinyaller ile
baglatilabilir. Dis sinyaller plazma memran reseptorlerine baglanan 6liim ligandlarina, i¢
sinyaller ise hiicresel streslere bagli olarak gelisir. Hiicresel stres nedenleri arasinda en
onemlileri oksidatif stres, biiyiime faktorlerinin azligi, kimyasal/viral enfeksiyonlardir. Ig

ve dis 6liim sinyal kaynaklarini ayiracak olursak;

Hiicre i¢i 6liim sinyallerinin kaynagi;

e DNA hasarlari

» Hiicre i¢i Cat++ artisi
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* Hiicre i¢i pH’da diigme
* Metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklari

» Oksidatif stres

Hiicre dis1 6liim sinyallerinin kaynagi;

* (Cevresel yasam sinyalleri ve biiyiime faktorlerinin yetersizligi

* Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerinin aktivasyonu (TNF-R ailesinden TNF-R1 ve Fas
en bilinenleridir)

* Hiicrenin maruz kaldigi dis etkenler (hipoksi, hipertermi, UV, radyasyon, anti-kanser

ilaglar vb)

Hiicre ici protezlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

Kaspazlar biiyiik bir proteaz enzim ailesidir ve “hiicresel giyotinler” olarak bilinirler. Aktif
merkezlerinde sistein aminoasidi tasirlar ve hedef proteinleri aspartik birimlerden kestikleri
icin bu ismi almiglardir (caspase: cysteine-containing aspartate spesific proteases).
Vertebralilarda apoptotik yollar kaspaz bagimli (kaspaz yolu) ve kaspaz bagimsiz (non-
kaspaz yolu) yollar olarak; kaspaz bagimli yollar ise intrinsik ve ekstrinsik yollar olarak
ikiye ayrilabilir. Intrinsik yollar Bcl-2 ailesi tarafindan, ekstrinsik yollar ise diger
hiicrelerden kaynakli sinyaller ile sekillenir (Ola, Nawaz, & Ahsan, 2011) (Sekil 2.9).
Olim reseptorleri adaptdér proteinler aracihigiyla, i¢ sinyaller ise mitokondriden
serbestlesen Sit-c, Smac ve Omi gibi apoptotik modiilatérler araciligiyla ve farkli
zincirleme reaksiyonlar ile sitoplazmadaki efektdr kaspazlari aktive ederler ve sonugta
hiicreyi apoptoza gotiiriirler. Ayrica mitokondriden serbestlesen endoniikleaz G ve AIF

(apoptosis inducing factor) gibi modiilatérlerde non-kaspaz yoldan apoptozu siirdiirebilir

Morfolojik ve bivokimvasal degisiklikler

Apoptozisin erken evrelerinde salinmis olan kaspazlar hiicresel pek c¢ok substratin
kesilmesini saglarken ek olarak hiicre icindeki diger sindirim enzimlerini de harekete
gecirir. Aktive olan 6liim yolaklarimin son asamada kromatin kondensasyonu ve DNA
kiriklarinin olusumuna neden olmasi, hiicreyi artik geri doniisiimsiiz bir yola sokar. Bu

slirecte membran, sitoplazma ve nukleus diizeyinde meydana gelen biyokimyasal ve
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morfolojik degisimler izlenir. Hiicre neredeyse total hacminin yaris1 kadar kiigiilmeye ve

kondanse olmaya baslar, hiicre iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zar1 yer yer erir.

Plazma membraninda Na®, K, CI tasiyict sistemlerin bozulmasi intraselliller ve
ekstraselliiler ortam arasindaki sivi hareketinin durmasina ve dolayisiyla hiicresel
kiiclilmeye neden olur. Takip eden siire¢te membranin sekli bozulur, membranda
kabarciklanmalar olusur ve pargalara ayrilir. Sonugta hiicre “apoptotik cisimler” ad1 verilen

parcalara ayrilmis olur

Apoptotik cisimlerin fagositozu

Apoptotik cisimlerin fagositoz yoluyla eliminasyonu hiicre 6limiiniin son asamasidir.
Apoptozisin indiiklenmis olmast normalde ATP bagimli translokaz enzimi ile aktif olarak
korunan membran fosfolipit asimetrisini bozar. ATP-translokaz enzim aktivitesinin kayb1
membranda intraselliiler yiizeye bakan fosfatidilserinin ekstraselliiler yiizeye dogru yer
degistirmesine ve apoptotik cisimlerin fagositik hiicrelerce taninir hale gelmesine neden
olur. Sonucta apoptotik cisimler sitokin salinimi, inflamasyon gelisimi vb durumlara yol
acmadan doku makrofajlar1 yada komsu hiicrelerce fagosite edilip ortamdan tiimiiyle

elimine olurlar.

2.3.3. Apoptozda mitokondrinin rolii ve molekiiler siire¢

Apoptozisin intrinsik yolagr “mitokondriyal yolak™ olarak bilinir, ¢iinkii bu yolak
mitokondri merkezli gelisir. Hiicre disindan kaynakli uyarilar ya da DNA hasarlar1 ile
sonuclanan ¢ok cesitli stres kosullarina cevaben hiicre tarafindan en sik devreye sokulan
olim yolagidir. Mitokondri merkezli bu yolak daha sonraki bolimde tekrar deginilecek
olan Bcl-2 ailesi tarafindan bigimlenir (Sekil 2.9). Dis mitokondri membraninda bulunan
Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik tiyeleri (Bcl-2, Bcl-x1) hiicreyi sagkalima, pro-apoptotik
tiyeleri ise (Bax, Bad) hiicreyi apoptoza yoneltir. Genelde hiicre i¢i membranlara tutunarak
yerleske gosteren Bcl-2’nin aksine Bax, Bad, Bim, Bid gibi pro-apoptotik iiyeler
sitoplazma ve organeller arasinda mekik dokur. Hiicredeki proteolitik (ya da
defosforilasyon) mekanizmalar ile pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri aktive olur ve normalde
sitoplazmada inaktif formda bulunan pro-apoptotik proteinler apoptotik sinyallerin

varliginda mitokondriye transloke olurlar. Pro- ve anti-apoptotik Bcl-2 aile iiyeleri arasinda
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karsilikli etkilesim s6z konusudur ve direkt ya da indirekt olarak birbirlerinin etkinliklerini
diizenleyebilirler. Anti-apoptotik Bcl-2’nin baskilanmasi ile Bcl-2’nin inhibisyonundan
kurtulan Bax ve Bak mitokondriyal dis membrana internalize olup membran
permiabilitesini  degistiren ge¢is porlarmin olusumuna aracilik eder. Bax ve Bak
proteinleri, aktivator proteinler olarak da bilinen pro-apoptotik Bim, Bid, Puma ve ayrica
p53 tarafindan direkt olarak da aktiflestirilebilir (Ola et al., 2011).

Aktif Bak ve Bax’in mitokondriyal dis membrandaki hetero/homo oligomerizasyonu ile
mitokondrial intermembrandan sitokrom-c (sit-c), AIF, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 ve
endoniiklez G (endo G) gibi apoptotik proteinler sitoplazmaya salinir. Bu proteinler
arasinda Onemlisi kabul edilen sit-c, sitoplazmada Apaf-1(Apoptosis protease-activating
factor-1) ve dATP (deoksi ATP)’ye baglanarak ‘apoptozom’ adi verilen aktif kompleksi
olusturur. Apoptozom Oncelikle apoptoz baslatic1 kaspazlari (kaspaz 9) ardindan da efektor
kaspazlar1 (kaspaz 3,7) aktiflestirir. Sonugta proteolitik kaspaz aktivitesi DNAz1 aktive
ederek hiicrenin 6liimiine neden olur (Riedl & Salvesen, 2007)(Ola et al., 2011). Bu
slirecte yine mitokondriyal intermembrandan salinan Smac (Second mitochondrial
activator of caspase) ve Omi (Mammalian serine protease) ise apoptozom {lizerinden
apoptozu inhibe edebilen IAP (Inhibitor of apoptosis protein)’ in ihbisyonunu saglayarak

apoptozun devamliligina katkida bulunur (Orrenius et al., 2011).

Kaspaz bagimli intrinsik apoptotik yolagin baslatilmasinda endoplazmik retikulum (ER) da
rol oynayabilir. Proteinlerin katlanma problemiyle ortaya ¢ikabilen ER stresi, hiicre igi
Ca2+ artis1 ile beraber proteaz ve kinazlarin aktivasyonuna neden olup mitokondriyal

apoptotik yolagi aktive edebilmektedir (Malhotra & Kaufman, 2011).

Merkezi mitokondri olmayan ekstrinsik apoptotik yolak “6lim reseptor yolu” olarak
bilinir. Bu yolda rol oynayan transmembran 6liim reseptdrleri i¢inde en 6nemli grup TNFR
ailesidir ve bu reseptorlerin etkileri sadece apoptozla sinirli degildir. Bu aile iginde
apoptozla iligkili en iyl tanimlamis reseptorler Fas (CD95, APO-1) ve TNFR1’ dir. Fas
ligandin (FasL), Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriiniin hiicre icinde bulunan
parcast Fas adaptor proteinle (FADD: Fas-associated death domain protein) birleserek
oliim baglatan sinyal kompleksini olusturur (DISC: Death-inducing signaling complex).
Adaptor proteinlerin 6liim efektdr parcalari baslatici kaspazlan (kaspaz 8,10), baslatici

kaspazlar da efektor kaspazlar (kaspaz 3, 7) aktiflestirerek apoptoza neden olur. TNFR1
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reseptorii i¢inse DISC kompleksi TNF + TNFR1 + TRADD seklinde olusur. Ancak Fas
reseptoriinlin aksine, TNFR1’in TRADD’la etkilesimi her zaman apoptozla sonuglanmaz.
TRADD sonrasinda FADD ile birlesirse baslatici kaspazlar1 aktive ederek hiicreyi
apoptoza gotiiriir; ancak FADD yerine baska adaptor proteinlere baglanirsa NFkB

transkripsiyon faktorii etkinligi ile hiicre canliligini devam ettirebilir (Wilson, Dixit, &

Ashkenazi, 2009).

Ekstrinsik yolda DISC kompleksi araciligiyla aktiflesen baslatici kaspazlar (kaspaz 8,10)
efektor kaspazlarin yani sira Bcl-2 ailesinden Bid’i aktif forma (tBid) doniistiirerek
mitokondriyal memranda Bax/bak oligomerizasyonunu saglar. Bu sayede ekstrinsik kaspaz
yolu Bid aracilifiyla intrinsik kaspaz yolunu da aktive edebilir (Ola et al., 2011) (Wilson et
al., 2009). CTL (Sitotoksik T lenfositler) ve NK (natural killer) hiicreleri araciligiyla
gerceklesen perforin/granzim sistemi de ekstrinsik yolda yer alir. Bu sitotoksik hiicreler
hedef hiicrelerin membranlarinda perforin ile porlar olusturarak, stoplazmalarina Granzim
B salgilarlar. Granzim B hedef hiicrede kaspaz aktivasyonu (kaspaz 3,7) yaparak hiicrenin
apoptozuna neden olur. Ayrica Granzim B’nin de Bid’i aktif tBid formuna doniistiirerek
yine mitokondriyal yoldan hiicre 6liimiine yol agabildigi gosterilmistir (Waterhouse et al.,
2005).



28

Extrinsic pathway Intrinsic pathway

Death receptors Intrinsiclethal stimuli
. TRAILR and FAS ntrinsic lethal stimuli:
eg an ) DNA damage, ER stress,
hypoxia and metabolic stress
Pro-caspase-8 and e T
pro-caspase-10 -~ "Mitochondrion >

1
BH3-only
BCL-2 proteins N
BCL-X_ or 1
MCL1
K’ Activated
Y| BAX and BAK

”~
. fe A A O -
‘ A
f ¥ °\
) 5 ]
Q -

o ©
Caspase-8 and J

caspase-10 —> o
BID tBID ©

a0 — -

Caspase-3 and J- Caspase-9

caspase-7 J

Caspase-3 and
caspase-7

Sekil 2.9. Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik sinyal yolaklar1 (Ichim & Tait, 2016)

2.3.4. Apoptozisin diizenlenmesinde gorev alan genler ve Bcl-2 ailesi

Apoptoz ilk kez C.elegans nematodunda calisilmistir ve C.elegans’ ta tanimlanmig ilgili
genler Ced-3 ve Ced-4’tiir. Ced-3 bir sistein proteazi sifreler ve memelilerdeki sistein
proteazlardan ICE (interleukin 1b converting enzyme)’ ye benzer. Ced-4 ise Ca2+’ ya
bagli bir proteini sifreler ve memelilerdeki Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor-1)
ile homoloji gosterir. Diger bir gen Ced-9 ise apoptozu durdurmaktadir ve insandaki
homologu Bcl-2’ dir. Apoptozda rol oynayan ¢ok sayida gen tanimlanmistir ve bunlarin bir
kismi hiicre yiizeyinde, bir kismi hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarinda gorev alir.
Apoptoziste gorev alan en dnemli gen grubu Bcl-2 ailesi olup apoptoz iliskili genler su

sekilde siralanabilir;
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+ Bcl-2 ailesi proteinleri

» Transkripsiyon Faktorleri (p53, myc, Nur77)

 Proteazlar, Kaspazlar, Granzim, Kalpain

* Fas, trail, TNF (reseptor ve ligandlar)

« Kinaz grubu (RIP3, CAP, AKT, PKA, MAPK)

» Mitokondriyal proteinler (sit ¢, AIF, SMAC, VDAC, ANT)
» Kaspaz diizenleyicileri (IAP/Survivin, Apaf-1)

« Digerleri (FADD, TRADD, DAD1)

Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi proteinleri apoptozun kritik kontrol noktalarinda goérev alir. Ailenin kurucu
iyesi Bcl-2° dir ve B-hiicre lenfomasinda tanimlandigindan bu adi almistir (B cell
lymphoma/leukemia-2). Bu aile iiyelerinden bazilar1 apoptozisi hizlandirirken “pro-
apoptotikler”, bazilar1 inhibe eder ‘“anti-apoptotikler”. Bcl-2 proteinleri genelde pro-
apoptotik ve anti-apoptotik tizelliklerine gore ya da Bcl-2 homoloji (BH) domainlerine
gore (BH1-BH4) iki farkli sekilde siniflandirilmaktadir (Ola et al., 2011). Bel-2 ailesi i¢in

ornek bir siniflama ve sematik gosterim Cizelge 2.4’ te ve Sekil 2.10°da sunulmustur.

Cizelge 2.4. Bcl-2 aile iiyeleri

Bcl-2 AILESI BH bolgeleri Aile tiyeleri

. . BH1-4 Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w, Al, Boo...
Anti-apoptotik - -
BH1-3 Mcl-1 (myleoid cell leukemia factor 1)
BH1-3 Bax, Bak, Box....
Pro-apoptotik BH3-only Hrk, Bid, Bim, Bmf, Puma, Noxa, Bad, Bik...

BH3 ve BH4 Bcl-xs
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Sekil 2.10. Bcl-2 aile iiyelerinin sematik listesi (Pohl, Agostino, Dharmarajan, & Pervaiz,
2018)

Bu proteinler hidrofobik C-terminal kuyruklari ile mitokondri dis membranina yerlesirler
(nadiren endoplazmik retikulum hatta nukleus membrani) ve proteinin biliyiik kismi ise
sitoplazmaya bakar. Bcl-2 aile iiyeleri genelde BH3 bélgelerinden biribirine baglanir ve
oliim sinyallerine cevaben mitokondriyal dis membranda homo- yada heterodimer yapilar
olusturarak membran gecirgenligini arttirirlar. Multi-domaine sahip Bax ve Bak canli
hiicrede monomer olarak bulunur ve inaktif formdaki Bax ya sitoplazmada yerlesik ya da
mitokondri membranina zayif olarak baglanmis durumdadir. Oliim sinyalinin varhig: ile
Bax homodimerize olarak mitokondriyal dis membrana internalize olur. Mitokondride
yerlesik olan inaktif Bak da oliim sinyaline cevaben dimerize olur. Hatta Bax ve Bak
heterodimer organizasyon da gosterebilir. Sonugta Bax ve Bak’ in hetero- yada
homodimerizasyonu ile mitokondriyal dis membranda permiabilite artis1 olur ve bu durum
intermembrandz bosluktaki sit-c gibi apoptotik proteinlerin sitoplazmaya salinmasiyla
sonuglanir (Youle & Strasser, 2008) (Shamas-Din, Brahmbhatt, Leber, & Andrews, 2011).

Apoptozun indiiklenmesi ya da baskilanma siirecinde Bcl-2 aile {liyeleri arasinda karsilikli
etkilesim séz konusudur. Ornegin Bax ve Bak oligomerizasyonu, Bim, Bid, Puma vb BH3-

only proteinler basta olmak iizere pro-apoptotik tiyelerce direkt olarak aktive edilebilirken,
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BH3-only proteinler Bcl-2 inhibisyonu ile indirekt yoldan da apoptoz aktivasyonu
saglayabilir. Diger taraftan apoptozun durudurulmasi ise Bax ve Bak oligomerizasyonunun
anti-apoptotik iiyelerce direkt/indirekt yollardan inhibe edilmesi ile saglanabilir
(Hutcheson et al., 2005)(Rautureau, Day, & Hinds, 2010)(Ola et al., 2011) (Sekil 2.11).

Intrinsic Death Stimulus

Sekil 2.11. Bcl-2 aile tiyeleri arasindaki etkilesimler (Hutcheson et al., 2005)

Anti-apoptotik Bcl-2

Bcl-2, basta mitokondri olmak tizere ER ve nukleus membrani da dahil olmak {izere hiicre
icinde mebranoz yerleske gosterir. Niikleer yerleskesi ile p53, NFkp, AP1, CRE, NFAT vb
transkripsiyon faktorlerinin etkinliklerini diizenler, ER yerleskesi ile intraselliiler Ca2+
regiilasyonununda rol oynar (Hetz & Glimcher, 2007). Hiicresel ROS iiretiminin esas
kaynagi olan mitokondri, Bcl-2” nin ana yerleskesidir ve Bcl-2 burada hem redoks
diizenleyicisi gibi ¢alisir hem de gerektiginde apoptozu durdurabilir (Steinman, 1995)
(Jang & Surh, 2003).

Bcl-2° nin hematopoetik, lenfoid ve fibroblastik hiicrelerde biiyiime kayiplarinda,
norotrofik faktorlerin yetersizliginde, UV, y-radyasyon, 1s1 soku, ROS artis1 vb stres
kosullar1 altinda hem anti-oksidan hem de anti-apoptotik &6zelligi ile hiicrede koruyucu
etkinligi gosterilmistir. (Jang & Surh, 2003)(Pohl et al., 2018). Bcl-2, antioksidan 6zelligi
ile lipit peroksidasyonu azaltabilir, glutatyon tiikenmesi ve H2O> indiiklii apoptotik 6liime
karst diren¢ saglar (Steinman, 1995). Bcl-2, sadece apoptozda degil, otofajinin
regililasyonunda da kritik neme sahipir (Levine, Sinha, & Kroemer, 2008). Bcl-2, Beclin 1

tizerindeki inhibitorik etkisinden Otiiri anti-otofajik protein olarak da kabul edilmektedir
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(Pattingre et al., 2005). Bcl-2 ekpsresyonunu arttirmaya yonelik uygulamalar beyinde
noroprotektif etkili bulunurken (Martinou et al., 1994)(Kinarivala, Patel, Boustany, Al-
Ahmad, & Trippier, 2017)(Keskin-Aktan et al., 2018); losemi, lenfoma, kolon,
noroblastoma ve melanoma gibi pek ¢ok kanser ¢esidinde Bcl-2” nin asir1 eksprese edildigi

goriiliir (Pohl et al., 2018).

Pro-apoptotik Bax

Bax (Bcl-2 associated X protein), normalde biiyiik oranda sitoplazmik yerleske gosterir
cinkii  Bcl-2/Bcl-xI  tarafindan  devamli  olarak  mitokondriden  sitoplazmaya
yonlendirilmeye c¢alisilir. Bu sayede mitokondriyal dig membranda Bax akiimiilasyonu ve
oligomerizasyonu ayrica membranin da permiabilizasyonu engellenmis olur. (Edlich et al.,
2011). Daha once bahsedildigi gibi DNA hasari, ROS vb ¢esitli stres kosullar1 altindaki
hiicrede Bax’in direkt/indirekt yollardan aktivasyonu mitokondriyal dis membran
permiabilitesinde artigla beraber sitokrom c¢ salimi ve kaspaz kaskadiin baglatilmasina
neden olacaktir. En 6nemli tiimor baskilayici genlerden p53, Bax’in direkt transkripsiyonel
aktivatorii gibi caligmaktadir (Toshiyuki & Reed, 1995), hiicrelerin sagkalimina aracilik
eden NF-kB transkripsiyon faktoriiniin inhibe edilmesi de kanser hiicre hattinda Bax

ekspresyonunu arttirmaktadir (Bentires-Alj et al., 2001).

Apoptotik sinyallerin varliginda Bax ve Bak mitokondriyal dis membranda hetero- ve/veya
homodimerizasyonu membran gegirgenligini arttirir bu durum sit-¢’ nin sitoplazmaya
serbestlesmesi apoptotik kaskadin baslatilmasina neden olur. Bax ve Bak aktivasyonu
bahsi gegen etkinliklerinden otiirli ¢ok siki kontrol edilir. 14-3-3 protein izoformlari,
humanin, Ku70, ARC, HSPs (heat shock proteins) Bax’1 sitoplazmada inaktif tutarken;
VDAC ve HSP60 Bak’i inaktif formda tutar. Akt sinyal yolag1 Bax fosforilasyonu ile
Bax’1n mitokondriyal internalizasyonunu engeller. Buna karsilik endofilin B1, p53 ve ASC
(apoptosis-associated speck-like protein) proteinleri Bax ve Bak aktivasyonunu saglayarak
hiicre 6liimiinii uyarirlar (Ohtsuka et al., 2004)(Ichim & Tait, 2016).

Pro-apoptotik Bim

Bim (Bcl-2 interacting mediator of cell death), BH3-only proteinler arasinda yer alir ve 3

izoformu vardir; BImEL, BimL ve BimS. BH3-only proteinler Bcl-2 aile iiyeleri arasindaki
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etkilesimde anahtar rol iistelenirler. Bax ve Bak’1 direkt aktive edebilirler, antiapoptotik
Bcl-2 ile karsilikli etkilesimleri de hiicrenin apoptoza yonelip yonelmeyeceginde

belirleyici olabilirler ayrica apoptozun yani sira otofajinin de baslatilmasinda yer alirlar.

Bim, saglikli hiicrelerde mikrotiibiillerle iliskidedir, esas olarak mitokondride yerlesiktir ve
asir1 ekprese edildigi apoptotik hiicrelerde diger intraselliiler membranlarda da yerleske
gostermektedir. (Shamas-Din et al., 2011). Bim ekspresyonu esas olarak “forkhead”
transkripsiyon faktorleri ailesinden FOXO3a tarafindan kontrol edilir. FOXO disinda
STAT1, c¢-JUN, Smad3, E2F1 ile Bim transkripsiyonu aktive edilebilir. Bim
ekspresyonunu baskilayan transkripsiyon faktorleri arasinda YY-1 (Yin Yang 1), Spi-
1/PU.1, Trim33 (Tripartite motif containing 33), Pokemon, HIF-1a (Hypoxia-inducible
factor 1- alpha) sayilabilir ve Bim ekspresyonunun baskilanmasi timor gelisimi ve
otoimmiinite ile iliskilendirilmistir (Shukla, Saxena, Singh, & Kakkar, 2017). FOXO3a
aracili Bim ekpresyonundaki artis hiicreyi apoptoza yoneltmektedir (F. Wang, Nguyen,
Qin, & Tong, 2007)(Carbajo-Pescador et al., 2013).

p53

En o6nemli tiimor baskilayici genlerden biri olan p53 geni hiicresel streste apoptozisi
tetikler. Dolayisiyla basta Bel-2 ailesi olmak iizere apoptoz siirecinde rol oynayan pek ¢ok

gen p53 hedef genleri arasinda yer alir. p53 hedef genleri;

» Bcl-2 proteinleri (Bax, Puma, Noxa, Bim, Bid vb)

+ Oliim reseptérleri (DR5, CD95, Fas vb.)

 Adaptor proteinler (Apaf-1)

» Digerleri (p5S3AIP1, pS3DINP1, Peg3, PERP, PIG1 vb)

DNA vb hasar durumlar1 olmayan, stres altinda olmayan hiicrelerde sitoplazmik p53’iin
transkripsiyon amaclhi nukleusa translokasyonu engellenir ve hiicredeki konsantrasyon
diizeyi de oldukga diisiiktiir. p53°lin apoptoziste transkripsiyon bagimli ve transkripsiyon
bagimsiz rolleri vardir. DNA hasar1 varliginda mdm?2 inhibisyonundan kurtulan p53 hasar
tamiri i¢in hiicre siklusunu durdurur; ancak tamir miimkiin olmaz ise Bcl-2 ailesinden pro-
apoptotik proteinlerden Bax/bak’ 1 direkt aktivasyonunu saglayarak mitokondri

araciliftyla hiicrenin apoptozunu baslatir (Li et al., 2012). Ya da dolayli olarak
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mitokondride Bcl-2/Bcl-XL proteinlerine bagli BH-3-only proteinleri serbestlesmesini
saglayarak Bax oligomerizasyonunu saglar ve yine apoptozu indiiklemis olur. p53 geni
hiicrenin apoptozunda major rol oynayan genlerden birisidir ancak Bax/bak aktivasyonu ile
hiicrenin 6liimii pS3 ve diger pro-apoptotik proteinlerin (Bid, Bim, puma vb) yoklugunda

da gergeklesebilir (Zhang, Huang, O’Neill, Pang, & Luo, 2016).

Hiicre olimiinlin aksine, hiicrede canliliginin siirdiiriilebilmesini saglayan iki ana yolak
tanimlanmustir; (1) PI3-Kinaz/Akt yolagi ve (2) NF-kB yolagl. Bunlarin disinda
Ras/Raf/MAP kinaz yolagi da hiicrenin hayatta kalimimi tesvik eder. Gorildiigi tizere
hiicrenin canliligin1 devam ettirmesi ya da apoptoza yonelmesi pek ¢ok yolak ve genin

kontrolii altinda gerceklesen kompleks bir siiregtir.

2.4. Sirtuinler

Gilinlimiizde uzun yasam proteinleri olarak bilinen sirtuinler ilk olarak mayalarda “sessiz
bilgi diizenleyici 2” (the silent information regulator 2 proteins, sir2) ya da “genetik
susturucu faktorler” adiyla tanimlanmistir. Memelilerde ise sirtuinlerin yedi alt tipi
gosterilmistir; SIRT1-SIRT7. Sirtuinler nikotinamid adenin difosfat (NAD+) varlifinda
histonlar ve diger substratlar iizerine etki ederler. NAD+ bagimli c¢alisan histon/protein
deasetilaz III (HDAC III) ailesinde yer alirlar. Lysine rezidiilerinde gergeklestirdikleri
deasetilasyon aktiviteleri genelde transkripsiyonel baskilama/susturma seklindedir. Farkl
olarak bazi sirtuinlerin substratlar1 non-histon proteinlerdir ve bazi sirtuinler de deasetilaz

aktivitesine sahip degildir (Herskovits & Guarente, 2014)(Neo & Tang, 2017).

Subselliiler lokalizasyonlar1 ve enzimatik aktivitelerine gére memeli sirtuinleri (SIRT1-7)
faklilagsmaktadir; SIRT1 ve 6 nukleusta, SIRT7 nukleolusta, SIRT3, 4, 5 mitokondride,
SIRT2 ise sitoplazmaya yerlesiktir. SIRT1' in sitoplazmaya, SIRT2' nin de nukleusa
translokasyonu miimkiindiir. Enzimatik aktiviteleri ag¢isindan SIRT1, 2 ve 3, histon/non-
histon proteinlerin lysine rezidiilerinde, NAD+-bagimli kuvvetli deasetilaz aktiviteye
sahiptir (Herskovits & Guarente, 2014). Sirtuinler, g¢esitli substratlar {izerinden lipid
homeostazisi, metabolizma, oksidatif strese direng, hiicre dongiisii, apoptoz, yaslanma ve
kanser gibi pek ¢ok Onemli siirecte rol oynamaktadirlar (Herskovits & Guarente,
2014)(Sidorova-Darmos et al., 2014). Memeli sirtuinlerinin genel ozellikleri, iligkide

olduklar1 gen/proteinler ile biyolojik etkileri Cizelge 2.5 de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.5. Memeli sirtuinlerinin genel 6zellikleri (Haigis & Sinclair, 2010) (Herskovits
& Guarente, 2014)

Sirtuinler  Lokasyon Enzimatik Aktivite Etkilesim Genel biyolojik etki
. FOXO, PGC-1a, )
SIRT1 Nukleus NAD-bagimli deasetilaz Metabolizma, stres
NF-xB, Ku70 vb.
SIRT2 Sitoplazma  NAD-bagimli deasetilaz ~ Tubulin, H4, FOXO Hiicre dongiisii
SIRT3 Mitokondri  NAD-bagimli deasetilaz AceCs2, GDH Termogenez, ATP iiretimi
complex |
SIRT4 Mitokondri ~ ADP-riboziltransferaz GDH, IDE, ANT Insiilin sekresyonu
NAD-bagimh
SIRT5 Mitokondri  demalonilaz, deasetilaz, ~ CPS1 Ure dongiisii
desuccincylase
SIRT6 Nukleus I_Deasetllaz ve ADP- Histone H3,NF-xB  DNA tamiri, metabolizma
ribosyltransferaz
SIRT7 Nukleolus NAD-bagimli deasetilaz  Pol 1 rRNA transkripsiyonu

2.4.1. Sirtuinlerin beyindeki rolii

Sirtuinlerin yaglanma ve yasam siiresinin belirlenmesindeki rolii mayalardan memelilere

kadar c¢ok cesitli canli tiirlerinde gosterilmistir. Sirtuinler insiilin-FOXO ve mTOR

(mammalian (ya da mechanistic) target of rapamycin) yolaklar1 basta olmak tizere pek gok

sinyal yolagi ile etkilesimdedir ve bu sayede yasam siiresinin manipulasyonuna aracilik

ederler (Satoh et al., 2017). Sirtuinler FOXOs, p53, NF-kB gibi transkripsiyon faktorleri ve

DNA tamir sistemlerinde gorev alan cesitli proteinlerle (DNA-PK; DNA-dependent

protein kinase) etkilesim halindedir (Jgsko, Wencel, Strosznajder, & Strosznajder, 2016)
(Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Sirtuinlerin hedef genleri ve hiicresel etkileri

Sirtuinlerin noron-spesifik yada beyin-spesifik genetik manipulasyonu sadece ndronal
aktiviteyi degil periferal dokularm fonksiyonlarini da modiile eder. Ornegin hipotalamik
SIRT1, kahverengi yag dokusu, insiilin duyarlilig, sistemik glukoz ve lipid metabolizmasi
gibi periferal organlarin metabolik islevlerinde rol oynar (Michan & Sinclair, 2007)(Satoh
et al., 2017). Sirtuinlerin beyindeki genel fonksiyonlar1 Cizelge 2.6 de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.6. Farkl1 beyin fonksiyonlarinda sirtuinlerin rolii (Satoh et al., 2017)

Hiicresel ya da davranissal

Sirtuin  Etki/rol Hedef
parametre
NSC' lerin farklilagmasi, kendini
SIRTL yenilemesi ve oligodendrositlere . HES1, PAX2 and
farklilasmaya yol agan hiicre akibetinin NOTCH Unknown
Eriskin nérogenez belirlenmesi
Oligodendrositlere farklilagmaya yol "
SIRT2  agan hiicre akibetinin belirlenmesi '
Hipokampal nérogenez ?
Sinaptik plastisite SIRT1  Sinaptik formasyon ve plastisitede artig miR-134
Kognisyon SIRT1  Hipokampus bagimli bellek CREB, BDNF
Anksiyete MAO-A
SIRT1
Anksiyete MDD . MAOC-A
SIRT2  Depresyon benzeri davraniglar ?
SIRT6  Anksiyete benzeri davraniglar GR
Sirkadiyen Ritimler SIRT1  SCN’ de sirkadiyen kontrol BMAL1
. Non-REM delta giiciinde artis NKX2.1-OX2R
Uyku-uyaniklik paterni SIRTL Uyaniklik siiresir%i belirler ?
SIRT3 Mecburi/zoraki uyanikliga kars1 adaptif FOXO3a and PGCla
yanitlar
Kohlear dejenerasyonun azaltilmasi gmtOChond”al NADPH-
SIRT3 _ _ ependent IDH2
Yasa bagh isitme kayb1 Kohleal.r tuy hﬁcrelerlmn gentamisin "
ototoksisitesine karsi korunmasi '
SIRT1 Kphlear tily hiicrelerinin yaga bagl 053 and FOXO3
isitme kaybina karsi korunmasi
_ _ _ SIRT1 MMP9, iNOS ve IL-1 iiretimi miR204
Mikroglial aktivasyon IL-1 tretimi IL1-B
SIRT2  LPS indiiklii mikroglial aktivasyon NF-kB
Alzheimer hastaligi Tau
Parkinson hastalig LC3—a-synuclein
SIRT1 . g TORC1, CREB,
Huntington hastalig1 FOXO3a
Noroprotektif etkiler Amyotrofik lateral skleroz FOXO3a, p53
Parkinson hastalig1 ?
SIRT2 Huntington hastalig1 SREBP2
SIRT3 Eksitotoks_ik hasara kars1 koruma ?
Amyotrofik lateral skleroz ?
Kahverengi yag dokusunun yeniden ?
e . sekillenmesi
Perlfenk_ dokulardaki SIRT1  Insiilin duyarliliginda artis ?
metabolik olaylar 5

Sistemik glukoz ve lipid
metabolizmasinin regiilasyonu

2.5. FOXO (ForkHead/Winged Helix Box Class O) Transkripsiyon Faktorleri

FOXO transkripsiyon faktorleri “Fork-head” protein ailesinde yer alir. Forkhead

transkripsiyon faktorleri (FOX), “forkhead/winged helix box” olarak bilinen, yiiksek

oranda korunmus 110 aminoasitlik DNA-baglanma bolgelerine sahiptir. Bu sayede

mayalardan insanlara kadar pek ¢ok canli tiiriinde proliferasyon, farklilagsma, metabolizma,
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yaslanma, apoptoz ve kanser gibi siireclerde etkili olan genlerin ekspresyonunu kontrol

eder. Dolayisiyla canlilar i¢in hayati 6neme sahiptirler (Obsil & Obsilova, 2011).

Insanlarda A’ dan S’ ye 19 alt gruba ayrilan ve 39 farkli iiyeden olusan FOX(A-S) ailesi
oldukca genistir (Greer & Brunet, 2005). FOX alt gruplarinin fonksiyonlar
organogenezden (FOXC) lisan gelisimine (FOXP) kadar ¢ok cesitlilik gostermektedir
(Lehmann, Sowden, Carlsson, Jordan, & Bhattacharya, 2003).

Caenorhabditis elegans’ ta DAF-16, forkhead- tipi transkripsiyon faktoriidiir. DAF-16
insiilin/IGF sinyal yolaginda yer alir ve Caenorhabditis elegans’ larin yasam siiresinin
regiilasyonunda belirleyicidir. DAF-16’ nin insadaki homologlari FOXO alt grubunda yer
alan FKHR, FKHRL1 ve AFX’tir. Bu FOXO iiyeleri de DAF-16 gibi Ser/Thr kinazlar ve
Akt/protein kinazlar B (PKB) i¢in fosforilasyon alanlarina sahiptirler (Furuyama,
Nakazawa, Nakano, & Mori, 2000). FOXO alt grubu esasen 4 iiyeye sahiptir; FOXOI,
FOXO03, FOX04, FOX0O6. FOXO ailesi ilk olarak insanlarda tanimlanmistir ¢iinkii bu
ailenin 3 tiyesi (FOXO1/FKHR, FOXO3/FKHRL1 ve FOXO4/AFX) insan timdrlerinde
kromozomal translokasyonda yer almaktadir (Galili et al., 1993)(Parry, Wei, & Evans,
1994)(Anderson, Viars, Czekay, Cavenee, & Arden, 1998). FOXO’ larla ilgili gelen bu ilk

bulgular FOXO’ larin tlimor gelisiminde 6nemli rol oynadigini diistindiirmiistiir.

Memelilerde diizeyleri degismekle beraber FOXO1, FOXO3, ve FOX0O4’ iin mRNA
ekpresyonlar tiim dokularda izlenmektedir (Anderson et al., 1998)(Furuyama et al., 2000).
FOXO1 yag dokuda, FOXO3 beyinde, FOXO4 kalpte daha ¢ok olmak iizere dokularin
FOXO mRNA ekspresyon diizeyleri farklilasmaktadir (Greer & Brunet, 2005). FOXO6
mRNA ekpresyonunun gelismekte olan beyinde daha yiiksek bulunmasi, FOX0O6’ nin da
sinir sisteminin gelisiminde 6nemli rol oynadigini gostermektedir (Jacobs et al., 2003).
FOXO’ larn aktivasyonu genel olarak biiylime faktorlerindeki yetersizlik ile azalmis IGF-
1 aktivitesi veya azalmig PI3K/AKT/mTOR yolak aktivitesini gerektirmektedir.
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Cizelge 2.7. Memelilerde FOXO ailesi tiyeleri (Greer & Brunet, 2005) (Hagenbuchner &
Ausserlechner, 2013)

Alternatif Farelerdeki .
Gen ad1 adlandirma adlandirma Ekpresyonu olan organlar Knockout fenotip
fkhrl Hemen her yerde mevcut (en  E10.5 letalite anjiyogenez
FOXOla FKHR ; yiiksek; kalp, dalak, adipoz,  kusurlari
Foxola - :
bobrek beyin)
FKHR
FOXO1b pseudogene 1
(FKHRP1)
Hemen her yerde meveut (en Disilerde kisirlik, anemi,
FKHRL1, .. ) y glukoz-alim kusurlari,
fkhr2, yiiksek; beyin, kalp, dalak, N L
FOX03a AF6q21, " A . yardimci T hiicrelerinin agir
Foxo3a akciger, bobrek, adipoz, . .
FOX02 proliferasyonu, artmis notrofil
overler)
apoptozu
FKHRL1
FOXO3b pseudogene 1
(FKHRL1P1)
Foxoa APX ARXL,  afx, Afxh, H.?linelz‘_rf?’ e{)deir;’ezl’cl”tk(e” Daha 1limh diizeyde
MLLT? Foxod, MIlt7 YIS Kalp, DEYIN, QI g siciklikler
akciger)
FOXO5 zFKHR
FOX06  FOXO6 Fox06 Beyin, timus, bdbrek Daha ihml diizeyde
degisiklikler

2.5.1. FOXO’ larn regiilasyonu ve biyolojik siire¢lerdeki rolii

FOXO’ lar insilin ya da biiyiime faktorlerinin varliginda aktive olan PI3K
(phosphoinositide 3 kinase)-AKT yolaginda protein kinaz AKT’ nin direkt hedef
substratlarindandir ve FOXO’ larin aktivitesi esas olarak bu yolak {izerinden kontrol edilir
(Cantley, 2002) Insiilin ya da biiyiime faktorlerinin tirozin kinaz reseptdrlerine baglanmasi
ile aktive olan PI3K-AKT yolagi olduk¢a komplekstir ve bu yolakta pek ¢ok genin
kontrolii yapilir (Cheng, Tseng, & White, 2010).

ROS, DNA hasar1 ya da enerji stresi gibi ¢esitli stres kosullar1 altinda aktive olan MST],
INK, ATM, AMPK vb yolaklar FOXO’ larin aktivasyonunu saglayarak; stres yanitlarin
diizenlenmesi, uzun yasam, hiicre dongisiiniin kontrolii, apoptoz, otofaji, mitofaji,
solunum ve metabolizma gibi vital fonksiyonlar1 strdiiriirler (Hagenbuchner &
Ausserlechner, 2013) (Sekil. 2.13). Bu vital fonksiyonlarin agiga ¢ikarilmasinda FOXO’
larin hedef genleri oldukga cesitlilik gostermektedir ve ilgili genler ile fonksiyonlari
Cizelge 2.8 de listelenmistir.
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Sekil 2.13. Biiylime faktorleri ve stres indiiklii kinaz kaskadlarinda FOXO’ larin kontroli
(Hagenbuchner & Ausserlechner, 2013)

Cizelge 2.8. FOXO hedef gen fonksiyonlari (Greer & Brunet, 2005)

Fonksiyon Genler

Hiicre 6liimii BIM-1, bNIP3, Bcl-6, FasL, Trail
Atrofi atrogin-1

Metabolizma G6Paz, PEPCK

G1 fazinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi p21CIP1, p27KIP1, p130

G2 fazinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi GADD45, Cyclin G2

DNA tamiri GADDA45, DDB1
Detoksifikasyon MnSOD, katalaz, PA26
Farklilagma p21CIP1, BTG1

FOXO transkripsiyon faktorleri IGF-1" in yam sira besinler, sitokinler ve oksidatif stres
diizeyi gibi ¢esitli eksternal uyaranlar ile aktive edilebilir. Bu uyaranlara bagli olarak
FOXO’ larn aktivitesi sadece fosforilasyon/defosforilasyon yolu ile diizenlenmez. FOXO’
larin posttranslasyonel modifikasyonlari; fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon ve
mono/poly-ubikutinasyon seklinde olabilir ve bu modifikasyonlara gére de FOXO’ larin
subselliiler lokasyonlari, protein diizeyleri, DNA-baglanma 6zellikleri ve transkripsiyonel

aktivitesi degisir (Calnan & Brunet, 2008).
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FOXO’larn deasetile ve defosforile formlart genelde aktiftir ve aktif formdayken nukleusa
transloke olarak metabolizma, uzun yasam, biiyiime-gelisme ve tiimor supresyonu iliskili
hedef genlerin transkripsiyonunu kontrol edebilir. FOXO’ lar PP2A (protein fosfataz 2A)
ile sitoplazmada defosforile, histon deasetilazlardan SIRT1 ile nukleusta, SIRT3 ile
mitokondride, SIRT2 ile de sitoplazmada deasetile edilerek tranksripsyonda aktif rol
alabilirler (Daitoku, Sakamaki, & Fukamizu, 2011)(Sekil. 2.14.) SIRT1’in yaslanma,
norodejenerasyon, metabolizma gibi siireglerdeki etkinligini FOXO’ lar tzerindeki
deastilaz aktivitesi ile ortaya ¢ikardigina deginen hatir1 sayilir miktarda ¢alisma vardir
(Brunet et al., 2004)(Eijkelenboom & Burgering, 2013). SIRT2’ nin de oksidatif strese
cevaben FOXO3a deasetilasyonu ile Bim aracili apoptozu indiikleyebildigi gosterilmistir

(F. Wang et al., 2007).

Cytoplasm . @0 @0

Sekil 2.14. FOXO’ larin geridoniisiimlii fosforilasyonu ve asetilasyonu (Daitoku et al.,
2011)

2.6. Melatonin

2.6.1. Melatonin fizyolojisi

Pineal bezin esas hormonu melatonin (N-asetil-5-metoksitripta-min), anti-oksidan, anti-
aging, ve anti-timor 6zellikleriyle taninmaktadir. Melatonin iki 6nemli enzimin etkisiyle
N-asetil transferaz (NAT) ve hidroksiindol-o-metiltransferaz (HIOMT) ile serotoninden

sentezlenir. Isik siddeti ve siiresine bagli olarak pineal bezin serotonin diizeyi degisir ve
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melatonin ile serotonin ritmi ters yondedir. Melatonin sentezi i¢in gece (karanlik)
gereklidir ve gece 1s18a maruz kalinirsa pineal fonksiyonlar akut olarak baskilanir.
Melatonin diizeyi gece saatlerine dogru (20.00-23.00) yiikselmeye baslar, 01.00-05.00
saatleri arasinda pik degerlerine ulasir, sabah saatlerinde (07.00-09.00) ise tekrar azalmaya
baglar. Melatoninin bu ritmi pineal bezde, kanda, beyin omirilik sivisinda ve idrarda
izlenebilir. Plazma melatonin diizeyi saglikli kisilerde giindiiz 0-20 pg/ml, gece 20-200
pg/ml (ortalama 60-70 pg/ml) seklindedir ve bir giinde % 80’ i gece olmak tiizere yaklasik
30 mg melatonin {retilir (R. J. Reiter, 1991)(Sener, 2010). Memelilerde melatonin
biyosentezi ve sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde suprakiazmatik nukleus (SCN) merkezi
role sahiptir. Retinal fotoreseptdrler, hipotalamusta SCN ve PVN, siiperior servikal
ganglion ve pineal bez seklinde ilerleyen ileti dizisinde siiperior servikal gangliyondan
koken alan sempatik inervasyon pineal bezde B adrenerjik reseptorler araciligr ile hiicre ici
cAMP’ yi arttirir. cAMP artist NAT enzim aktivitesini arttirip melatonin sentez ve

sekresyonunu saglamis olur.

Melatonin, pineal bezin yani sira gastrointestinal kanal, retina, lens, deri, immiin ve
hematopoetik hiicreler, baz1 reprodiiktif organlar ve endokrin bezler gibi ekstrapineal organ
ve dokular tarafindan da sentezlenir ancak plazma diizeyini belirleyen esas olarak pineal
bezdir. Melatonin beyin, retina, hipofizer bez gibi daha bircok dokuda etkilerini hiicre
membraninda yerlesik ve G proteini eslenik olan MT1, MT2 reseptorleri ile ayrica niikleer
yerleske gosteren ROR (tirozin kinaz benzeri orphan reseptdr) ve RZR (retinoid Z
reseptor)  reseptorleri aracilifiyla gosterir, hatta reseptdrden bagimsiz etkileri de

goriilmektedir (Pandi-Perumal et al., 2008)(Luchetti et al., 2010).

MT1 ve MT2 reseptorleri santral sinir sinir sisteminde SCN, basal gangliyonlar, ventral
tegmental alan, niikleus akkiimbens, retinal hiicreler (horizontal, amakrin ve gangliyon),
hipotalamus, talamus, preoptik alan, hipokampus, serebral ve serebellar kortekste bulunur.
Non-néronal reseptor yerleskeleri ise kan damarlari, meme bezleri, GIS, karaciger, bobrek,
mesane, overler, testisler, prostat, deri ve immiin sistemdir (Luchetti et al., 2010).
Goriildigi lizere melatonin reseptorlerinin hem beyinde hem de periferal organlarda
yaygin dagilimi vardir; bu durum melatoninin tim viicut sistemleri iizerinde etkili bir

hormon oldugunun gostergesidir.
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2.6.2. Oksidatif stres, apoptoz, SIRT2, FOX03a ve noronal yaslanma iliskisi iizerine
melatonin etkileri

Pek ¢ok organda oldugu gibi beyindeki ROS artis1 ve bu artigin antioksidan savunma
sistemler tarafindan dengelenemeyisi oksidatif stres tablosunun ortaya ¢ikmasina neden
olur. Beyin dokusu (i) kolayca okside olabilen serbest yag asitlerinden oldukga zengindir,
(i1) oksijen tiiketimi ve metabolizmasi yiiksektir; tiim viicudun kullandigi total oksijenin ve
ayrica seker miktarinin yaklasik % 20’ sini tiiketir, (ii1) demir ve askorbat icerigi ytliksektir;
bu iki madde membranda lipid peroksidasyonda anahtar rol oynar, (iv) antioksidan
savunma sistemleri agisindan gorece fakirdir (Floyd, 1999) (Floyd & Hensley, 2002). Tiim
bu 6zellikleri ile beyin, ROS iiretim potansiyeli yiliksek, ROS hasarlarina agik ve ROS’
larla basa ¢ikmada yetersiz kalan bir organdir. Dolayisiyla oksidatif stres acisindan beyin
risk altinda olan bir organdir. Yaglanma ile beyinde lipit peroksidasyon, protein oksidasyon
ve nitrasyon Urlinlerinin arttigi buna karsihk GSH, GSH reduktaz, GSH-Stranferaz,
tiyoredoksin reduktaz, SOD, katalaz, gibi antioksidan enzimlerin azaldig1i gosterilmistir
(Akbulut, Gonul, & Akbulut, 2008) (Oztiirk, Akbulut, Giiney, & Acuna-Castroviejo, 2012)
(Venkateshappa, Harish, Mahadevan, Sirinivas Bharath, & Shankar, 2012). Yaslanmayla
beraber noral ve glial hiicre aktivitelerinde azalma ve bu hiicreler arasinda metabolik
iliskilerin bozulmas1 GSH metabolizmasin1 da etkiler, dolayisiyla yaslanma ve
norodejenerasyon karsiti GSH-antioksidan savunma sistemleri ¢alismaz hale gelebilir

(Schmidt & Dringen, 2012).

Yaslanma ve yaslanmaya eslik eden Alzheimer (AD), Parkinson (PD), amyotrofik lateral
skleroz (ALS) ve Huntington (HD) vb nodrodejeneratif hastaliklarda ROS yapimindaki
artisla beraber, hatali protein iiretimleri ve hiicre i¢i Ca artislarinin izlendigi, buna karsilik
antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kaldig1 gosterilmistir. Bu durum frontal kortes,
hipokampus ve limbik bolgelerdeki kademeli noron kayiplari, beyindeki genel atrofi,
demans, kognitif ve motor becerilerdeki bozukluklarin ya da kayiplarin nedeni olarak
gosterilmektedir (Sastre & Pallard, 2000) (Denham Harman, 2002) (Floyd, Towner, He,
Hensley, & Maples, 2011) (Venkateshappa et al., 2012). Genel beyin voliimii yaslanma ile
yilda % 0,2-0,5 azalma gosterirken, en biiyiik atrofik degisikligin frontal kortekste oldugu
belirtilmektedir. Ne var ki yapilan g¢alismalar temporal kortekste dahil tiim serebral
alanlarda ve subkortikal alanlarda farkli derecelerde atrofi oldugunu gdstermektedir.

Atrofik degisikliklerden en ¢ok etkilen bélgelerden hipokampus yilda % 0,79-2,0; entorinal
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korteks ise % 0,3-2,4 kadar kayip yagamaktadir. AD gibi norodejeneratif hastaliklarda bu
oranlar ¢ok daha yiiksek olabilmektedir (Fjell, McEvoy, Holland, Dale, & Walhovd, 2014).

Beyindeki apoptotik aktivite artis1 Bel-2” nin down-regiilasyonu ve Bax’ in up-regiilasyonu
ile saglanmaktadir (Savory et al., 1999)(Weinreb et al., 2015). Bcl-2 ve Bax proteinleri
arasindaki tersinir diizenleme oksidatif stres (Zhu et al., 2004), serebral iskemi (Isenmann
et al.,, 1998), AD (Lu et al., 2005), travmatik beyin hasar1 (Raghupathi et al., 2002) vb
norojeneratif olgularda goriilmektedir. Kireev ve arkadaslar1 yaslanma ile dentat gyrusta
Bax, Bak, AIF gibi pro-apoptotik proteinlerin arttigini, buna karsilik XIAP, NIAP, Mcl-1
gibi antiapoptotik proteinlerin azaldigin1 gostermis, ayrica melatonin uygulamasinin bu

dengeyi tersine ¢cevirmede etkili oldugunu bildirmislerdir (Kireev et al., 2013).

Yaslanmaya bagli olarak Bim ekpresyonlarindaki degisim iskelet kasinda (Sin et al., 2015)
ve kalpte (Sin et al., 2014) gosterilmistir ve yaslanma ile Bim ekspresyonlarinin bu
dokularda arttig1 bildirilmistir. Bim ekspresyonlarinin beyinde yasa bagli degisimini
bildiren ¢alismaya rastanmamistir ancak NGF azalmasina bagli noral kayiplarda (Whitfield
et al., 2001), serebral iskemiye bagli noral kayiplarda (Inta et al., 2006), Alzheimer
hastaliginda B-Amyloid indiiklii hipokampal ve kortikal noron kayiplarinda (Biswas et al.,
2007) ve Huntington hastaliginda (Shimmyo et al., 2008) oldugu gibi norodejenerasyona
bagli apoptotik kayiplarda Bim artig1 goriilmektedir.

Maxwell ve arkadaslar1 yaglanma ile santral sisteminde SIRT2 birikimini gostermisler ve
bu durumu nérodejenerasyonla iliskilendirmislerdir (Maxwell et al., 2011). Braidy ve
arkadaslar1 da kortekste SIRT2 artisiyla korele FOXO3a diizeylerinde artis oldugunu ve
SIRT2’ nin FOXO3a tizerinde kuvvetli deasetilaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmistir
(Braidy et al., 2015). SIRT2’ nin farmakolojik ya da genetik yollardan inhibisyonu ise AD
(Biella et al., 2016), PD (X. Chen et al., 2015), HD (Luthi-Carter et al., 2010) vb

ndrodejeneratif hastaliklarda koruyucu bulunmustur.

FOXO3a pek ¢ok dokuda eksprese edilmekle beraber beyinde hipokampus, korteks ve
serebellumda ekspresyonu oldukga yliksektir (Hoekman, Jacobs, Smidt, & Burbach, 2006),
ancak yaslanmaya bagl beyinde FOXO3a protein ekspresyonlarindaki degisime deginen
cok az caligmaya rastlanmistir. Jakson ve arkadaslari yash sicanlarda oksidatif stres ve

metabolik stres gibi ¢esitli stresorlere karsi daha hassas olan CA1 bolgesinde FOXO3a
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ekspresyonunun ¢ok daha yliksek oldugunu gostermislerdir (Jackson, Rani, Kumar, &
Foster, 2009). FOXO3a oksidan streslere cevaben MnSOD ve katalaz gibi antioksidan
enzimlerin transkripsyonu saglar, p27 ve p2l1 genlerinin transkripsiyonu ile hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi1 ve DNA tamir sistemlerinin devreye girmesine aracilik edebilir,
ayrica Bim, FasL, TRAIL ve PUMA transkripsiyonu ile apoptozu ve/veya otofajiyi kontrol
edebilir (Nho & Hergert, 2014). Wang ve arkadaslari, hidrojen peroksit indiiklii oksidatif
strese cevaben artan SIRT2' nin deasetile FOX0O3a ve FOXO3a hedef genleri MnSOD ve
p27Kip1 ekpresyonlarimi arttirdigini gostermistir. Bu artiglar oksidan stresle basa ¢ikma ve
hasar tamirleri igin gereklidir. Diger taraftan hidrojen peroksit konsantrasyonunun
arttirtlmas1 pro-apoptotik Bim ekpresyonunda artisa ve hiicrelerin kaybedilmesine neden
olmustur (Wang et al., 2007). SIRT2 gibi FOXO3a’ nin inhibisyonu da AD’ de (Qin et al.,
2008) ve travmatik beyin hasarinda (Sun et al., 2018) noroprotektif etkili bulunmustur.
Pino ve arkadaglart SIRT2 inhibisyonuna FOXO3a’ inhibisyonunun eslik ettigini ve bu
durumun Parkinson hastalig1 patogenezinin 6nlenmesinde etkili oldugunu gostermisleridir

(Pino et al., 2014).

Melatonin kuvvetli bir radikal siipiiriicii olup bu etkinligi i¢in reseptdr ya da herhangi bir
baglanma bdlgesine ihtiyag duymaz. Lipofilik ve hidrofilik 6zellikte bir hormondur, bu
sayede hiicre i¢i kompartmanlara kolayca diffiize olabilir, kan-beyin bariyerini gegebilir.
Melatonin, yapisinda bulunan pirol halkas1 nedeniyle *O2 ve OHe radikallerini yakalamada
yiiksek bir kapasiteye sahiptir (Benot et al., 1999) ve DNA gibi makromolekiilleri oksidatif
hasara kars1 korumada glutatyon ve mannitolden ¢ok daha etkili bulunmustur (R. Reiter,

Carneiro, & Oh, 1997).

Melatonin, yaslanma, metabolizma artis1 ya da ¢evresel stres gibi cesitli stres kosullarinda
reseptor bagimli/bagimsiz yollardan hiicrede direkt olarak ROS’ lart siipiirebilir, lipid
peroksidasyonu azaltabilir hatta strese cevaben ilgili gen ekspresyonlarint (Nf-kB, AP-1,
Nrf2) kontrol ederek GSH, GPx, GRd, SOD, katalaz vb antioksidan enzimlerin diizeylerini
de arttirabilir (Akbulut et al., 2008)(Cristofanon et al., 2009)(Luchetti et al., 2010)(Oztiirk
et al., 2012). Ilerleyen yasla beraber melatonin salinimi azalmaktadir (Karasek, 2007) ve
bu durumun yaslanma ile artan hastaliklarin patogenezinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir
(Bonnefont-Rousselot & Collin, 2010)(Hardeland et al., 2011). Yaslanmaya bagh
hastaliklarin gelisiminde melatoninin geciktirici rolii belirtilmekle beraber uzun siireli

ekzojen melatonin kullaniminin yagam siiresini uzattig1 gosterilmistir (Oaknin-Bendahan,
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Anis, Nir, & Zisapel, 1995). Melatonin ¢esitli stres kosullar1 altinda inflamasyonu ve
apoptotik aktiviteyi baskilayarak noéronlarin sagkalim oranlarini arttirabilmektedir
(Luchetti et al., 2010)(Paredes et al., 2015). Ayrica spinal kord yaralanmasi (Esposito et
al., 2009), Parkinson (Tapias et al., 2009), Alzheimer (Rosales-Corral et al., 2012), iskemik
hasar (Xin Wang et al., 2009) ve oksidatif stres (Martinez-Cruz et al., 2002) modeli
olusturulan ¢esitli in vivo ve in vitro ¢aligmalarda melatoninin ndroprotektif etkili oldugu

gosterilmistir.

Melatonin uygulamasinin yaglanan beyinde SIRT2 ve FOXO3a diizeylerine etkisini
gosteren yeterli c¢alisma bulunmamaktadir. Kendi c¢aligmalarimizda melatonin
uygulamasinin eriskin siganlarin hipokampuslarinda oksidan parametrelerle korele olan
SIRT2 diizeyini azaltmada etkili oldugunu (Keskin-Aktan et al., 2018), ayrica yaslanma ile
kolonda artan SIRT2 ekspresyonunu inhibe edebildigini gosterdik (Akbulut, Aktas, &
Akbulut, 2015). Zhao ve arkadaslari, melatonin uygulamasinin FOXO3a inhibisyonu ile
Alzheimer hastaligi noropatalojilerini hafifletmede etkili oldugunu ve ndral kayiplarin

engellenebildigini géstermislerdir (Yue Zhao et al., 2018).

2.7. Curcumin

2.7.1. Curcumin ve metabolizmasi

Curcumin [1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene- 3,5-dione], turmeric’ in
(curcuma longa) ana komponentidir. Curcumin, bis-o, p-unsature ve B-diketon bilesik
olarak tanimlanir ve lipofilik 6zellikli dogal bir polifenoldiir. Giiney Dogu Asya kokenli
olup zerdecal, hint safrani, safran kokii, zerde¢Op, sariboya vb farkli isimlerle de
bilinmektedir. Yapisindaki diferuloylmethene, kori baharatina sar1 rengini veren maddedir.

Curcumin peynirlerde, tereyagi, kozmetiklerde ve daha ¢ok baharatlarda kullanilir.

Curcuminin kuvvetli anti-oksidan ve anti-inflamatuar G6zellikleri nedeniyle klinik
caligmalarda cok fazla kullanilmaktadir ancak curcuminin oral biyoyararlanimi oldukga
disiiktiir (%1) (Liu et al., 2016). Curcumin oral olarak alindiginda, biiylik oranda feces
yoluyla viicuttan atilir ve barsaklarda emilebilen orani ise ¢ok diisiiktiir. Emilimi
gerceklesen curcumin ise karacigerlerde ve plazmada hizla metabolize edilir. Curcuminin

suda ¢Oziiniirliigli zayiftir ve yaygin olarak suda ¢oziinen metabolitlerine (glukuronidler ve
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stilfatlar) doniistiiriilip idrar yoluyla atilir. Curcuminin tetrahidro-, heksahidro- ve
oktahidro- metabolitleri agirlikli olarak glukuronidler olarak mevcuttur, ancak 6nemli
oranda siilfat konjugatlar1 da bulunur (Hoehle, Pfeiffer, Solyom, & Metzler, 2006)(Sekil
2.15).

Gilinimiizde, lipozomlar, nanopartikiiller ve polimerik migeller, fosfolipid kompleksleri ve
mikroemiilsiyonlar dahil olmak {izere curcuminin ¢oziiniirliigiinii ve oral biyoyararlanimi
arttirmaya yonelik ¢ok fazla caligma yapilmaktadir. Oral kullanimin kisitliliklarindan 6tiirii

rodent c¢alismalarinda oral gavaj uygulamasinin yam1 sira intraperitoneal ve

intraserebroventrikiiler girisimler de tercih edilmektedir (Liu et al., 2016).
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Sekil 2.15. Turmericteki (zerdegal) curcuminoidlerin kimyasal yapilar1 (Hoehle et al.,
2006)

2.7.2. Curcuminin oksidatif stres, apoptoz, SIRT2, FOXO3a ve noral yaslanmadaki
rolii

Curcuminin olduk¢a giiglii anti-inflamatuar, anti-proliferatif, anti-oksidan ve anti-timor
etkilerinin oldugu bilinmektedir (Bala, Tripathy, & Sharma, 2006)(Mansouri, Sabetkasaei,
Moradi, Masoudnia, & Ataie, 2012). Curcuminin yapisinda azid, halopiroksil, Br2
radikalleri ile birlikte bir¢ok reaktif oksidanla reaksiyona giren fenolik OH grubu yer alir.
Anti-oksidan etkisi, fenolik yapisindan ve B-diketon tiirevinden ileri gelir. Curcumin bu

ozellikleri ile oksidatif DNA hasarmi inhibe eder, lipooksijenaz ve siklooksijenaz
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inhibisyonu sonucunda aragidonik asit salinimini azaltir. Ayrica NFkB aktivasyonunu
inhibe edip anti-inflamatuar etki olusturur, TNFa, IL-1, granulosit koloni stimulan faktor
miktarini arttirir (Choudhary, Chandra, & Kale, 1998)(Indira, 1997).

Bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alismada yaslanma, nérodejenerasyon, kanser ve cesitli stres
kosullar altinda curcuminin, koruyucu etkileri gosterilmistir (Duvoix et al., 2005)(Bala et
al., 2006)(Jayasena et al., 2013). Antioksidan ve noroprotektif etkileri yasli sicanlarin
korteks, hipokampus, serebellum gibi farkli beyin bélgelerinde goriilmektedir (Bala et al.,
2006)(Keskin-Aktan et al., 2018). Curcumin, yaslanma, norodejeneratif hastaliklar ve
cesitli toksik kosullar altinda beyinde lipit peroksidasyon {iriinlerini azaltip antioksidan
sistemleri (SOD, GSH, GST ve GPx vb) aktive edebilir (Lim et al., 2001)(Al-Omar, Nagi,
Abdulgadir, Al Joni, & Al-Majed, 2006)(Motaghinejad et al., 2015). Ayrica, nérogenezi
uyarir (Kim et al., 2008), Bcl-2 ekspresyonunu arttirarak noral kayiplari azaltabilir,

ogrenme ve bellek islevlerini gelistirebilir (Pan, Qiu, Lu, & Dong, 2008).

Curcumin, biiylimesi inhibe edilmis hiicreleri restore ederek apoptozu engellerken,
kemopreventif etkisiyle kanser hiicrelerinde apoptozu indiikler. Curcuminin insan
hepatoma ve losemi hiicrelerinde apoptozu uyardigi ve insan bazal hiicre karsinom
hiicrelerinde apoptoz olusturdugu bildirilmistir. Ayrica, kaspaza bagli apoptozu inhibe
etigi, NF-kB ve COX2 ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Belakavadi & Salimath,
2005). Curcumin sitokrom P450 potent inhibitoriidiir ve glutatyon S transferaz aktivasyonu
ile potansiyel kanser koruyucu bir ajandir (Oetari, Sudibyo, Commandeur, Samhoedi, &

Vermeulen, 1996).

Curcuminin noroprotektif etkisine sirtuinlerin aracilik ettigini gosteren ¢calismalar daha ¢ok
SIRT1 ile olan iligkisi {izerinedir. Curcuminin sican kortikal noronlarinda SIRT1
aktivasyonu ile amyloid-p2s.3s norotoksisitesini engelledigi gosterilmistir (Sun et al. 2014).
Curcuminin SIRT1 aracili néroprotektif (Doggui et al. 2013) ve antikanser etkisini (Hu et
al. 2015) gosteren caligmalar mevcut olmasina karsin, SIRT2’ nin inhibisyonu ile

noroprotektif etkisi ilk kez calismamiz ile gosterilmistir (Keskin-Aktan et al., 2018).

Literatiirde curcumin FOXO’ lar ile iligkisini gosteren ¢aligmalar ¢ok azdir ve genelde
FOXO1 iligkilidir. Curcumin, palmitatla apoptozu indiiklenmis pankreatik beta
hiicrelerinde Bcl-2/Bax oranini arttirmis, PI3K/Akt/FoxO1 yolaginda Akt aktivasyonu ve
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FOXOI1 inhibisyonu ile hiicre kayiplarini azaltmistir (Hao et al., 2015). Myokardiyal
iskemi-reperfiizyon hasarinda curcumin oOn-tedavisi SIRT1 ve Bcl-2 ekspresyonlarini

arttirmis, Bax ve asetile-FOXO1 ekspresyonlarini ise azaltmistir (Yang et al., 2013)

Curcuminin beyinde FOXO3a diizeyi ile iligkisini gosteren ¢alisma bulunmamakla birlikte,
monosit/makrofajlardaki lipid akiimiilasyonu iizerine diizenleyici etkisinin FOXO3a ile
aracilik ettigi ve curcuminin FOXO3a hedef gen ekspresyonlarini arttirabildigi

gosterilmistir (Zingg et al., 2012).

2.8. Salermide

Salermide, (N-{3-[(2-hydroxy-naphthalen-1-ylmethylene)-amino]-phenyl}-2-phenyl-propi-
onamide) farmakolojik sirtuin inhibitorleri arasinda yer alir ve in vitro testte 25 uM' de
SIRT2 aktivitesini % 80 oraninda inhibe edebilir. Salermide 100 uM' ye kadar olan

konsantrasyonlarda fareler tarafindan da iyi tolere edilebilmektedir (Alcain & Villalba,

2009).

In vitro kanser hiicrelerinde salermidin SIRT1 ve SIRT2 inhibisyonu ile, asetile p53 ve
apoptozda artis sagladigi gosterilmistir (Peck et al., 2010) (Lara et al., 2009). Ayrica
salermidin Chagas hastalig1 kemoterapisinde de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Moretti
et al., 2015). Salermidin in vivo kullanimi heniiz ¢ok yaygin degildir. Bir caligmada
travmatik beyin hasart1 oOncesi salermidin @ (2ul; 200 uM veya 400 uM)
intracerebroventricular enjeksiyon yolu ile uygulanmasimin SIRT1 ekspresyonunu azalttigi,
bu nedenle de ndronlarin sag kalim oranlarinda azalma oldugu bildirilmistir (Yongbo Zhao

etal., 2012).

SIRT2’ nin ¢esitli farmakolojik inhibitorleri AD (Biella et al., 2016), HD (Luthi-Carter et
al., 2010) ve PD (X. Chen et al., 2015) gibi norodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkili
gosterilmistir. SIRT2 inhibisyonunun sinir sistemindeki koruyucu etkisinin altta yatan
mekanizmasi heniiz aydinlatilamamis olsa da ozellikle ndrodejeneratif olgularda SIRT2
inhibitorlerinin kronik kullanimlarimin motor fonksiyonlar: iyilestirdigi, néral hiicrelerin
sagkalimlarini arttirdig1 ve beyin atrofisini de azalttig1 gosterilmistir (H. Chen, Wu, Ding,

& Ying, 2015) (Chopra et al., 2012).
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Eriskin sicanlarda yapmis oldugumuz ¢alismamizda 30 giin boyunca siiren giinliik 100 uM
intraperitoneal salermide uygulamasinin hipokampus dokusunda SIRT2 inhibisyonu ile
beraber lipid peroksidasyonun azaltilmasinda, GSH diizeyinin arttirilmasinda etkili
oldugunu gostermistik (Keskin-Aktan et al., 2018). Bu calismamizda ise geng¢ ve yash
sicanlarin serebral korteks ve hipokampus dokularinda SIRT2 inhibisyonunun oksidatif
stres ve apoptotik aktiviteyi nasil etkiledigini ve SIRT2 ile FOXO3a arasindaki olasi
iliskiyi gosterebilmek adina yine benzer doz uygulamasi ile salermide kullanimini
planladik. Ayrica g¢alismamizda salermide aracili SIRT2 inhibisyonu, melatonin ve
curcumin uygulamalarinin SIRT2’ nin potansiyel inhibitdrii olma ozelliklerini de test

etmemize olanak saglayacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Deney hayvanlari

Hayvan deneyleri siireci Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun
onaymi (27/01/2016 tarih ve 66332047-604.01.02- sayili karar) takiben, Gazi Universitesi
Laboratuar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’ nde (GUDAM)
baslatildi. Calismada kullanilanilan toplam 48 adet Wistar albino cinsi erkek siganlarin
temini ve deney siirecindeki bakimlart GUDAM tarafindan saglandi. Dolayisiyla, deney
siresince tim sicanlarin bakimi standart laboratuvar kosullarinda altinda yapildi; esit
aydinlik/karanlik siklusunda (12sa aydinlik/12sa karanlik; 08:00/20:00) kalmalari, normal

musluk suyu ve standart sican yemi ile ad libitum beslenmeleri saglanda.
3.1.2. Kullanilan laboratuvar aletleri ve cihazlar

Bu calismada kullamlan Gazi Universitesi, Fizyoloji Arastirma Laboratuvarlarina ait
donanimlar marka/model 6zellikleri ile beraber Cizelge 3.1’ de listelenmistir. Farkli olarak
Ankara Universitesi Tibbi Onkoloji Arastirma Laboratuvarinda kullanilan cihazlar,

marka/model siitunu icinde (AU) seklinde belirtilmistir.
3.1.3. Kullamilan kimyasallar, antikorlar ve Kitler

Calismada kullanilan gesitli kimyevi sarflar (Cizelge 3.2), ticari kitler (Cizelge 3.3) ve
Western blot yontemi i¢in kullanilan antikorlar (Cizelge 3.4) imalat¢1 firma, katalog

numaralar1 vb 6zellikleri ile beraber ilgili ¢izelgelerde listelenmistir.
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Cizelge 3.1. Laboratuvar donanimlari

Alet/Cihaz Ad1 Marka/Model
1 Doku homojenizatorii Sonics vibracell, VCX130FSJ
2 Spektrofotometre BIOKIT, EL X .8.0(), Bioe.lisa Reader ]
Thermo Scientific, Multiskan GO-spectrophotometer (AU)
3 Etiiv SHEL LAB CO2 Incubator (AU)
4 Spektrofotometre-Printer EPSON, LX-300+
5 Sogutmali santrifiij MPW-350R
6 Elektroforez ve blotting cihazi Mini protean system, BIO-RAD, Hercules, CA, USA
7 Giig kaynagi Consort, E835, Electrophoresis Power Supply
8 Isitic1 (ependorf igin) Eppendorf, Thermomixer Compact
9 Hassas tartt SHIMADZU, AX200
10 Isiticil manyetik karistirict Assistent, TMA 2071
11 Calkalayici (shaker) Mini Rocker MR-1, BOECO
12 Vorteks VELP, Scientifica, Vortex, Mixer
13 Safsu /DI cihazi MES, mpMINIpure
14  Derin dondurucu (- 80 °C) WiseCryo, Simplifed Freezing System
15 pH metre Eutech Instruments, Singapur
16  Steril enjektor (1-5 ml) Hayat, Tiirkiye
17 Steril siringa ucu filtre (0,45 pm) Merck Milipore
18 Otomatik mikropipetler GILSON, France ve Nichipet EX, Japan
19 Farkh hacimlerde otomatik pipet uglar1 ve eppendorf tiipleri

20

Cerrahi malzemeler




Cizelge 3.2. Cesitli kimyevi sarflar
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Kimyasal/malzeme ad1 Katalog No Imalat¢i Firma
1 Melatonin (1 g) M5250-1G Sigma-Aldrich, Germany
2 Curcumin (from curcuma longa (Turmeric) powder) (5 g) C1386-5G Sigma-Aldrich, Germany
3 Salermid (10 mg) 13178 Cayman Chemical Company, USA
4 Lizis tamponu (RIPA Lysis Buffer System) SC-24948 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
5 Bradford ¢ozeltisi BRA222.500 BioShop Canada Inc.
6  Sigir serum albumini (BSA) ALB003.25 BioShop Canada Inc.
7 Protein standard: (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard) LC5925 Thermo Fisher Scientific, MA, USA
8 Kemiliiminesans substrat (ECL Western Blotting Substrate) 32106 Pierce™ (Thermo Sci.), IL, USA
9 Nitrosellilloz membran (0,2 pm) 162-0112 BIO-RAD, Hercules, CA, USA
10 Tris baz sc-3715 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
11 Glisin sC-29096 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
12 Gliserol 15514-011 Invitrogen, CA, USA
13 Sodyum dodesil siilfat (SDS) 8.170.341.000 MERCK, Germany
14 Bromofenol mavisi Sc-24971 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
15 B-merkaptoetanol sc-202966 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
16 Metanol 24229 Riedel-de Haen, Seelze, Germany
17 40 % Acrylamide/Bis Soliisyonu, 29:1 (3.3% C) 161-0146 BIO-RAD, Hercules, CA, USA
18 Amonyum per sulfat (APS) sc-202946A Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
19 Tetrametil-etilendiamin (TEMED) 15524-010 Invitrogen, CA, USA
20 Yagsiz siit tozu (Blotto, Non-fat dry milk) sc-2324 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
21 Sodyum kloriir (NaCl) 13423 Riedel-de Haen, Seelze, Germany
22 Tween 20 TWN508.500  BioShop Canada Inc.
23 Medikal X-ray film / MXG Film (18x24 cm) 811 6428 Carestream Health, Inc., NY, USA
24 X-ray film banyo soliisyonu-developer, ILFORD ILFOSOL 3 1131778 HARMAN Technology Limited, UK
25 X-ray film banyo soliisyonu-fixer, ILFORD RAPID FIXER 1984253 HARMAN Technology Limited, UK
26 Potasyum kloriir (KCI) 4935 MERCK, Darmstadt, Germany
27 Coomassie brilliant mavisi- G B-1131 Sigma-Aldrich, Germany
Cizelge 3.3. Kitler
Kit Ad1 Katalog No  imalatci Firma
1 Total Oxidant Status (TOS) ASSAY KIT RL0024 Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, TURKEY
2 Total Antioxidant Status (TAS) ASSAY KIT RLO017 Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, TURKEY
3 Rat Sirt2 ELISA Kit ER0299 Wuhan Fine Biological Tech., Wuhan, CHINA
4 Rat Forkhead Box O3A (FOXO3A) ELISA Kit MBS9305817 MyBioSource, Inc., CA, USA
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Cizelge 3.4. Antikorlar

Antikor MA Dilisyon*  Katalog No Imalat¢1 Firma
1 SIRT2 (anti-mouse monoclonal) 43 kDa 1:500 sc-28298 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
2 FOXO3a (anti-rabbit polyclonal) 87-99 kDa 1:250 sc-11351 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
3 BIM (anti-rabbit polyclonal) 24 kDa 1:300 sc-11425 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
4 BAX (anti-rabbit polyclonal) 23 kDa 1:500 sc-493 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
5 BCL-2 (anti-mouse monoclonal) 26 kDa 1:1.000 MA1-12246 Thermo Fisher Scientific, MA, USA
6 B-Aktin (anti-rabbit polyclonal) 43 kDa 1:125 sc-130657 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
7  Goat anti-rabbit lgG-HRP - 1:5.000 sc-2004 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
8 Goat anti-mouse IgG-HRP - 1:5.000 sc-2005 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

*Bu siitunda antikorlarin ¢alismada kullanilan dilisyon oranlar1 belirtilmistir. Antikorlarin diliisyon
tamponlar1 ise antikora gore farklilik gostermektedir. Bu durum ‘Kullanilan ¢ozeltiler’ ve ‘Western blot
yontemi’ boliimlerinde ayrintili olarak verilmistir.

3.1.4. Kullanilan c¢ozeltiler

Bu kisimda sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) / Western
blot yontemi i¢in gerekli olan ve manuel olarak hazirlanan ¢dzeltiler verilmistir. Ticari
olarak temin edilen kit icerikleri (stok ve diliisyon oranlar1 vb) ise ilgili yOntem

boliimlerinde verilmistir.

Jel dokimi icin hazirlanan ¢ozeltiler

e Ayirma jeli (resolving gel) % 12’ lik, 10 ml (2 jel i¢in)
o 4,25 ml distile su
o 3 ml % 40’ ik Acrylamide/Bis soliisyonu
o 2,5ml1,5 M tris (pH 8,8)
o 100 ul % 10’ luk SDS
o 100 pul % 10’ luk APS
o 10 ul TEMED
e Ayirma jeli (resolving gel) % 10’ luk, 10 ml (2 jel i¢in)
o 4,75 ml distile su
o 2,5ml % 40’ ik Acrylamide/Bis soliisyonu
o 2,5ml15Mtris (pH 8,8)
o 100 ul % 10’ luk SDS
o 100 ul % 10’ luk APS
o 10 ul TEMED



SDS-PAGE / Western blot yontemi icin hazirlanan diger ¢cozeltiler

Yiginlama jeli (stacking gel) % 6’ lik 5 ml (2 jel i¢in)
o 2,9 mldistile su

o 0,75 ml % 40’ lik Acrylamide/Bis soliisyonu

o 1,25ml 0,5 M tris (pH 6,8)

o 50 ul % 10’ luk SDS

o 50 ul % 10’ luk APS

o 5ul TEMED

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (Tris baz MA:121,14 g/mol)
o 6 gtris baz 60 ml distile su ile ¢oziiliir

o 6 N HCl ile pH ayar1 yapilir (pH 6,8)

o Son hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlanir
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 (Tris baz MA:121,14 g/mol)
o 27,23 g tris baz 80 ml distile su ile ¢oziiliir

o 6 N HCl ile pH ayar1 yapilir (pH 8,8)

o Son hacim distile su ile 150 ml” ye tamamlanir

% 10 (w/v) SDS

o 10 g SDS 100 ml distile su ile ¢oziiliir

% 10 (w/v) APS

o 0,1 g APS 1 ml distile su ile ¢oziiliir

o Giinliik taze hazirlanmasi gerekir

Ornek tamponu (sample buffer) (x2) stok
o 1,25 ml tris-HCI (0,5 M pH 6,8)

o 2,5mlgliserol

o 2ml% 10’ luk SDS

o 0,2ml% 0,5’ lik bromofenol mavisi

o Son hacim 9,5 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanir.
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o Kullanimdan hemen 6nce, 1 ml i¢in; 50 ul B-merkaptoetanol ve 950 ul hazirlanan bu

tampondan karistirilir.
% 0,5 (w/v) Bromofenol mavisi
o 0,05 gr bromofenol mavisi 10 ml distile su i¢inde ¢oziiliir

o Steril filtreden gecirilir
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e Yiiriitme tamponu (running buffer) (x10) stok, pH 8,3

©)

(@]

(@]

©)

©)

30,3 g tris baz

144 g glycine

10 g SDS

Son hacim 1 L olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziiliir

(x1) kullanim i¢in; 100 ml stok yiiriitme tamponu distile su ile 1 L’ ye tamamlanur.

e Transfer tamponu (transfer buffer) (x10) stok

(@]

(@]

(@]

o

30,3 g tris baz

144 g glycine

Son hacim 1 L olacak sekilde distile su iginde ¢oziiliir

Ihtiya¢ duyulan tampon miktar1 % 20 metanol icerecek sekilde hazirlanir. (x1)
kullanim i¢in; 100 ml stok transfer tamponu ve 200 ml metanol, distile suile 1 L’ ye

tamamlanir.

e Yikama tamponu (TBS-T; Tris Buffered Saline with Tween 20) (x10) stok, pH 7,5

o

o

o

(@]

o

o

12,11 g tris base

87,66 g NaCl

5 ml tween 20

800 ml distile suda ¢oziiliir ve konsantre HCl ile pH ayar1 yapilir (pH 7,5)
Son hacim distile suile 1 L’ ye tamamlanir

(x1) kullanim i¢in; 100 ml stok yikama tamponu distile su ile 1 L’ ye tamamlanir

e Membran bloklama tamponu (% 5’ lik)

o

o

5 gr yagsiz siit tozu son hacim 100 ml olacak sekilde yikama tamponu ile ¢oziiliir.
Transfer islemi sonrasinda tiim membranlar, membran1 kaplayacak miktarda

kullanilan bu tampon i¢inde (yaklasik 25 ml) + 4 °C’ de gece boyunca bloklanir.

e Antikor tamponu (% 5’ lik)

(0]

Membranlarin primer ve sekonder antikorlar ile inkiibasyonu i¢in kullan bu tampon
esasen uygun antikor diliisyonlarinin yapildigr (Cizelge 3.4) membran bloklama
tamponudur. Farkli olarak, B-Aktin primer antikoru i¢in % 2’ lik siit tozu, FOXO3a

ve BCL-2 primer antikorlar1 i¢in siit tozu yerine BSA kullanilarak hazirlanmigtir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Arastirma plani ve deney siireci

Bu calismada 3 aylik geng (n = 24) ve 22 aylik yasli (n = 24) olmak iizere toplam 48 adet
Wistar albino cinsi, erkek si¢anlar kullanildi. Geng¢ ve yashi gruplar iginde birer adet
kontrol (KNT), melatonin (MLT), curcumin (CUR) ve salermide (SLM) gruplar1 bulunmak
iizere toplam 8 grup olusturuldu. Calismada kullanilan kontrol ve deney gruplari, eksojen
uygulamasi yapilan maddelerin dozlar1 ve enjeksiyon yollar1 Cizelge 3.5' te 6zetlenmistir.
Melatonin (M5250-1G, Sigma-Aldrich, Germany) once etanol i¢inde ¢o6ziiliip sonra fosfat
tamponu (PBS, pH 7.4) ile diliie edilerek (% 1 etanol-PBS), curcumin (C1386-5G, Sigma-
Aldrich, Germany) ve salermide (13178, Cayman Chemical Company, USA) ise dnce
dimetil siilfoksit (DMSO) iginde ¢oziiliip sonra PBS ile diliie edilerek (% 4 DMSO-PBS)
hazirlandi. Daha 6nceki tez ¢calismasinda ¢oziicii olarak kullanilan % 1 etanol-PBS ve % 4
DMSO-PBS uygulamalari ¢alisilan parametreler tiizerinde istatistiksel anlamlilik
olusturmadigi i¢in bu ¢alismada sadece uygun hacimlerde % 1 etanol-PBS verilen kontrol
gruplart kullanildi. Melatonin (10 mg/kg), curcumin (30 mg/kg) ve salermidin (100
pumol/ul) giinliik enjeksiyon dozlar1 daha 6nceki ¢aligmalarimizla benzer sekilde kullanildi
(Akbulut, Gonul, & Akbulut, 2008)(Akbulut, Keskin Aktan, Yazici Mutlu, & Akbulut,
2015) (Keskin-Aktan et al., 2018). PBS ve melatonin uygulamalar1 subkuten (sc) yoldan,
curcumin ve salermide uygulamalari ise intraperitoneal (ip) yoldan yapildi. Enjeksiyonlar

giinde bir kez, saat 17:00” da yapilmak tizere 21 giin boyunca siirdiiriildii.

Deneyin 22. giinli ketamin-ksilazin anestezisi altindaki sicanlarin intrakardiyak kanlari
almarak sicanlar feda edildi. Akabinde sicanlarin beyin dokular1 ¢ikartilip buz paketleri
tizerinde serebral korteks ve hipokampus dokulart izole edildi (Resim 3.1). Derhal sivi
nitrojende dondurulan izole dokular ilgili parametreler ¢alisilincaya dek - 80 °C’ de

muhafaza edildi.

Siganlarin izole serebral korteks ve hipokampus dokularinda SIRT2, FOXO3a, BCL-2,
BAX ve BIM ekspresyonlart Western blot yontemi ile gosterildi. SIRT2 ve FOXO3a
protein miktarlarin1 tayin etmek i¢in sandvic ELISA yontemi kullanildi. Ayrica,
spektrofotometrik yontemle dokuda total oksidan seviye (TOS) ve total antioksidan seviye

(TAS) olgtimleri yapildi ve oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi. Serebral korteks ve
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hipokampus dokularinda yapilan bu ¢alismalar Gazi Universitesi, Fizyoloji Anabilim Dals,
Arastirma  Laboratuvarlari ve Ankara Universitesi, Tibbi Onkoloji Arastirma

Laboratuvarlarinda siirdiiriilmiistiir.

Cizelge 3.5. Kontrol ve deney gruplari

GENC YASLI

GRUPLAR

KNT MLT CUR SLM KNT MLT CUR SLM
Giinliik Doz % 1 etanol- 10 30 100 % 1 etanol- 10 30 100

PBS mg/kg mg/kg  pmol/ul PBS mg/kg mg/kg  pmol/ul
Uygulama . . . .
Sekli sC sC ip ip sC sC ip ip
Denek sayist 6 6 6 6 6 6 6 6

(KNT: kontrol; MLT: melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermide)

Resim 3.1. Doku izolasyonu

3.2.2. SDS-PAGE / Western blot yontemi

Molekiiler biyolojide uzun yillardir kullanilan Western blot yontemi, protein soliisyonunda
aranan hedef proteinin varliginin gosterilmesine olanak saglayan bir yontemdir (Towbin,
Staehelint, & Gordon, 1979). Basta molekiiler agirligi (kDa) belirleyici olmak {izere,
aranan hedef proteinin genel karakteristiklerine gore giinimiizde bu yontemde kullanilan
teknik donanimlar, tamponlar ve antikorlar g¢esitlilik gosterse de bu yontem belli baslh

asamalarin takibini gerektirmektedir. Calismamizda SIRT2, FOXO3a, BIM, BAX, BCL-2
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ve yikleme kontrolii olarak segilen B-aktin proteinlerinin ekspresyonlart Western blot

yontemi ile gosterilmis ve yonteme dair agsamalar sirasiyla verilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi

SDS-PAGE ig¢in kullanilacak serebral korteks ve hipokampus doku Ornekleri sirasiyla

asagidaki islemler takip edilerek hazirlandi;

Buzlu ortamda 20 mg doku tizerine 300 pl lizis tamponu (pH 7,4) eklendi. Kullanilan

lizis tamponunun (RIPA Lysis Buffer System, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) 1

ml’ si, 10 pul 200 mM phenylmethanesulfonyl floride (PMSF), 10 pl 100 mM sodium

orthovanadate ve 10 pl proteaz inhibitdr kokteyli icerecek sekilde hazirlandi.

e Doku homojenizatorii (Sonics vibracell, % 50 amplitiid, 5-10 sn) vasitasiyla elde edilen
homojenatlar buz iizerinde 30 dk inkiibe edildi.

e Inkiibasyonu takiben 10.000 g, + 4 °C’ de 10 dk santrifiij yapildi.

¢ Siipernatanlar temiz ependerflara alinip, yine 10.000 g, + 4 °C’ de 10 dk olmak iizere

ikinci santrifiij yapildi.

¢ Siipernatanlar aliquotlandi ve - 80 °C’ de muhafaza edildi.

Total protein diizeylerinin olciimii

SDS-PAGE i¢in hazirlanan 6rneklerde total protein diizeylerinin 6l¢limii i¢in boya temelli,
hassasiyeti yiiksek, hizli ve giivenilir bir yontem olarak kabul edilen Bradford metodu
kullanild1 (Bradford, 1976). Bradford metodu 0-2 mg/ml araliginda protein igeren
cozeltilerin konsantrasyon oOl¢iimii i¢in uygundur. Bu metod i¢in kullanilan Bradford
reaktifi, coomassie brilliant mavisi icerir ve boyanin ¢ozelti icindeki proteinlere
baglanmasi ile 595 nm’ de maksimum absorbans Ol¢iiliir. Bu yontemde siklikla kullanilan
s1igir serum albumini (BSA) gibi standart bir protein vasitasiyla elde edilen konsantrasyon-
absorbans egrisi, ¢ozeltideki bilinmeyen protein miktarinin (mg/ml yada pg/ul seklinde)

tayin edilmesine olanak saglar.
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Calismamizda Bradford metodu ile protein tayini igin sirastyla agagidaki islemler yapilds;

e Protein standard1 olarak segilen BSA (ALB003.25, BioShop Canada Inc.) 20 mg tartildi
ve 1ml PBS pH 7.4 iginde ¢6ziildii. Bu sayede 20 mg/ml’ lik stok BSA elde edildi.

e 20 mg/ml’ lik stok BSA’nin PBS ile uygun diliisyonlar yapilarak; 2 mg/ml, 1,5 mg/ml,
I mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0 mg/ml seklinde 6 adet protein standardi hazirlandi.

e Mikroplakanin kuyucuklarina ikiger tekrarli olmak tlizere 6nce standartlarin her birinden
10 pl, sonra PBS ile 10 kat dilue edilen 6rneklerin her birinden 10 pl yiikleme yapildi.

e Standartlar ve orneklerin ilizerine 200 pl Bradford ¢ozeltisi (BRA222.500, BioShop
Canada Inc.) eklendi.

¢ 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

e 595 nm’ de absorbans 6l¢timii yapildi.

e 6 standardin absorbans Olgiimleri kullanilarak Microsoft Office Excel’ de
konsantrasyon-absorbans egrisi olusturuldu. Elde edilen lineer egrinin denklemi (ycons =
aXaps + b) orneklerdeki protein miktarinin (mg/ml) hesaplanmasinda kullanildi.

e Son olarak, ornekler 10 kat diliie edilmis oldugu icin hesaplanan protein Olgiimleri

diliisyon katsayisi (x10) ile carpildi.

SDS-PAGE igin jel dokiimii

SDS-PAGE i¢in % 6-12 ve % 6-10" luk olmak iizere iki tip jel dokiimii yapildi ve bu
amacla BIO-RAD, Mini protean system, (Hercules, CA, USA) i¢inde bulunan jel dokme
standlar1 ve diger aparatlar1 kullanildi. Farkli olarak % 6-10" luk jeller molekiiler agirlig

diger proteinlere kiyasla daha biiyiik olan (Cizelge 3.4) FOXO3a i¢in tercih edildi.

Calismada kullanilan jellerin ¢ozelti igerikleri ‘Kullanilan ¢ozeltiler’ boliimiinde
verilmistir. Jel dokiimiinde oncelikle ayirma jelinin (2 jel i¢in 10 ml) ¢ozeltisi hazirlandi.
Ayirma jelinin ¢ozeltisine APS ve TEMED eklendikten hemen sonra, karisim iyice
temizlenmis cam plakalarin arasina dokiildii (yaklasik 5 ml) ve iizeri distile su ile kaplandi.
45 dk jelin polimerizasyonu i¢in beklendikten sonra jelin yiizeyindeki su dokiiliip iizerine
yiginlama jeli i¢cin hazirlanan ¢ozelti (2 jel icin 5 ml) dokiildii. Son olarak, yiikleme
kuyucuklarmin olusturulmas: icin tarak yerlestirildi (1 mm, 15 kuyulu) ve jelin

polimerizasyonu i¢in yine 45 dk beklendi.
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Jel elektroforezi

SDS-PAGE oncesinde her bir 6rnek i¢in, 20 pg proteini (FOXO3a i¢in 40 ng) icerecek
sekilde yiikleme cozeltileri hazirlandi. Serebral korteks dokusundan hazirlanan ve total
protein igerigi 9,1 mg/ml olarak Olgiilen bir 6rnegimizden 20 pg protein yiiklemesi

yapabilmek icin gerekli olan ylikleme ¢6zeltisinin icerigi asagida 6rnek olarak verilmistir:
Ornek yiikleme ¢ézeltisi (son hacim 15 ul icin):

e Ornek tamponu (sample buffer): (x2) hazirlanmis stoktan 7,5 pl
e Ornek: 22 ul [(20 pg protein yiiklemek icin gerekli volim = 20 / protein
konsantrasyonu) formiilii ile hesaplandi ve 2,2 =20/ 9,1 seklinde bulundu].

e Distile su: 5,3 pl (ylikleme ¢ozeltisinin son hacmini 15 pl’ ye tamamlamak i¢in)

Omnekteki hesaplama prensibiyle, her bir 6rnegin yiikleme ¢ozeltisi 0,2 ml’ lik ependorflar
icinde hazirland1 ve protein denaturasyonu i¢in 95 °C’ de 5 dk kaynatildi (Eppendorf,
Thermomixer Compact). Sogumayi takiben tiim hacim alinarak jel kuyularina yiiklendi.
Her bir jelin ilk kuyusu genellikle protein standardi (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained
Standard, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) i¢in kullanildi. Molekiiler agirliklarin
(kDa) belirlenmesinde referans olacak bu protein standardindan herhangi bir islem

yapilmaksizin 3 pl yiikleme yapildi.

Orneklerin jellere yiiklenmesi tamamlandiktan sonra elektroforez tanki (Mini protean
system, BIO-RAD, Hercules, CA, USA) yeterli miktarda yiiritme tamponu (running
buffer, pH 8,3) ile dolduruldu ve gii¢ kaynagi (Consort E835, Electrophoresis Power
Supply) vasitasi ile sabit 100 V’ ta yaklasik 2 saat boyunca elektroforez islemi siirdiiriildi
(Resim 3.2).
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Resim 3.2. Jel elektroforezi

Proteinlerin membrana transferi (Blotlama)

Elektroforez islemi ile jel iizerinde molekiiler agirliklarina gore ayrisan proteinleri,
nitroselliiloz membrana transfer etmek i¢in yine ayni cihazimizin (Mini protean system,
BIO-RAD, Hercules, CA, USA) islak-transfer modiilii kullanildi. Islak-transfer modiiliine
yerlestirilecek transfer kasetinin aparatlari, siingerler ve filtre kagitlar1 elektroforez
isleminin tamamlanmasina yakin transfer tamponu i¢inde 1slatildi. Nitroselliiloz membran
(162-0112, BIO-RAD, Hercules, CA, USA) ise 1-2 dk distile su iginde 1slatildi.
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra cam plakalar arasindaki jel c¢ikartilip 6nce
transfer tamponu icine alindi, akabinde transfer kaseti uygun sekilde hazirlandi (arti
kutuptan eksi kutuba dogru sirasiyla; siinger, filtre kagitlari, membran, jel, filtre kagitlart
ve stinger). Kasetler transfer modiiliine yerlestirilip tank uygun miktarda transfer tamponu
ile doldurulduktan sonra giic kaynagi sabit 350 mA ve 1 saat siireye ayarlandi. Bu siire

zarfinda jelden membrana proteinlerin transferi saglanmis oldu (Resim 3.3).

Resim 3.3. Transfer islemi (Blotlama)
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Immunoblotlama (Antikor inkiibasyonu)

Transfer islemi tamamlandiktan sonra membranlar yikama tamponu olarak kullanilan
TBST i¢inde 5 dk yikandi. Ardindan membranlar yagsiz siittozu ile hazirlanan % 5’ lik
bloklama tamponu i¢ine alind1 ve ¢alkalayici lizerinde gece boyu + 4 °C’ de inkiibe edildi.
Bloklama islemi ile hedef protein i¢cin membran {iizerindeki non-spesifik baglanma

bolgeleri engellenmis oldu.

Bloklama islemini takiben, membranlar calkalayici lizerinde 5 dk stire ile 3 kez TBST
icinde yikandi. Hedef proteinler icin seg¢ilen primer antikorlarin uygun diliisyonlar:
(Cizelge 3.4) yagsiz siit tozu ya da BSA ile hazirlanan % 5’ lik antikor tamponuyla yapildi.
Membranlarin primer antikor ile inkiibasyonlar ¢alkalayici {izerinde, 1,5 saat siire ile oda

sicakliginda tamamlanda.

Primer antikor ile inkiibasyonu tamamlanan membranlar yine 5 dk siire ile 3 kez yikandi.
HRP (horseradish peroxidase)-konjuge segilen sekonder antikorlar, yagsiz siit tozu ile
hazirlanan % 5’ lik antikor tamponuyla uygun oranlarda diliie edildi (Cizelge 3.4) ve
memranlarin sekonder antikor inkiibasyonlar1 calkalayici {lizerinde, 1,5 saat siire ile oda
sicakliginda yapildi. Sekonder antikor inkiibasyonlari tamamlandiktan sonra membranlar

son kez 5 dk siire ile 3 defa yikandi.

Gortntiileme ve analiz

Immunoblotlama asamalarinin ardindan membran iizerindeki hedef protein bantlarinin
goriiniir hale getirilmesi i¢in once kemiliiminesans ¢aligma kiti kullanildi (ECL Western
Blotting Substrate, Pierce™ (Thermo Sci.), IL, USA). Kit i¢inde bulunan iki tampon
membran yiizeyini kaplayacak miktarda, 1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi. Membran
ylizeyi bu tampon karisimiyla kaplanip 1 dk inkiibe edildi. Hemen ardindan karanlik

odada, hedef bantlarin medikal X-ray film lizerinde goriiniir hale gelmesi saglandi.

X-ray filmler 600 dpi’ de taranip goriintiler TIF formatinda kaydedildi. Bant
yogunluklarinin hesaplanmasinda iicretsiz erisimi sunulan Image J programi kullanildi

(Windows version of NIH Image, http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Son olarak,
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arastirilan her bir hedef proteinin bant yogunlugu yiikleme kontrolii olarak secilen [3-aktine
oranlanarak standardize edildi.

3.2.3. Sandvi¢ ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) yontemi

Serebral korteks ve hipokampus doku o&rneklerinde FOXO3a ve SIRT2 protein
miktarlarinin  kantitatif Sl¢limii i¢in ticari ELISA kitleri (Rat Forkhead Box O3A
(FOXO03A) ELISA Kit- MBS9305817, MyBioSource, Inc., CA, USA; Rat Sirt2 ELISA
Kit-ER0299, Wuhan Fine Biological Tech., Wuhan, CHINA) kullanild:.

Kitlerin ¢alisma prensibi sandvi¢ ELISA yontemi esaslarina dayanmaktadir ve kitlerin
calisilmasinda imalat¢inin  Onerdigi protokol referans alindi. ELISA i¢in doku
homojenatlarinin hazirlanmasinda SDS-PAGE / Western blot yonteminde anlatilan 6rnek
hazirlama asamalar1 takip edildi. Elde edilen ELISA sonuglar1 Bradford metodu ile
hesaplanan total protein miktarlarina oranlanarak standardize edildi ve sonuglar FOXO3a

icin pg/mg protein, SIRT2 i¢in ng/mg protein seklinde ifade edildi.

FOXO3a ELISA

Kit icerigi

e FOXO3a antikoru yiiklii 96 kuyulu mikroplaka

e Direkt kullanima hazir 6 adet standart (1000 — 31,2 pg /ml)
e Ornek diliisyon tamponu

e HRP-konjuge tampon

e Yikama tamponu (%20)

e Durdurucu (stop) soliisyon

e Kromojen soliisyonu A

e Kromojen soliisyonu B

Yontem

Kit icerigindeki malzemeler oda sicakligina getirilip, konsantre sunulan soliisyonlarin

uygun diliisyonlar1 yapildiktan sonra sirasiyla;



65

e Standartlar ve 6rneklerden 50 ul kuyulara yiikleme yapildi.

e Tim kuyulara 100 pl HRP-konjuge tampondan eklendi ve 37 °C’ de 60 dk inkiibe
edildi.

e Mikroplakanin tiim kuyular1 aspire edilip, 4 kez yikama tamponu ile yikandi.

e Tiim kuyulara 50 pl kromojen soliisyonu A ve 50 ul kromojen soliisyonu B eklendi ve
plaka 1s1iktan korunarak 37 °C’ de 15 dk inkiibe edildi.

e En son tiim kuyulara 50 pl stop soliisyonu eklenip plaka dikkatlice ¢alkalandi. Bu
esnada maviden sariya doniisen renk degisimi izlendi (Resim 3.4)

e 5 dkiginde 450 nm’ de absorbans okumasi yapildi.

Resim 3.4. FOXO3a ELISA uygulamasi

Hesaplama

Kit igeriginde sunulan standartlarin konsanstrasyon degerleri ile absorbans oOl¢limleri
kullanilarak elde edilen egrinin denklemi orneklerdeki FOXO3a konsantrasyonun
hesaplanmasinda kullanildi. Hesaplama sonucu pg/ml cinsinden elde edilen veriler,
orneklerin total protein miktarlarina (mg/ml) oranlanarak standardize edildi ve pg/mg

protein seklinde ifade edildi.

SIRT2 ELISA

Kit icerigi

e SIRT2 antikoru yiiklii 96 kuyulu mikroplaka
e Liyofilize standart (20 ng/ml)
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e Omekler ve standartlar i¢in diliisyon tamponu

e Biotin-tespit antikoru (konsantre) ve diliisyon tamponu

e HRP-Streptavidin Konjugati (SABC) (kosantre) ve diliisyon tamponu
e 3,3'5,5-Tetramethylbenzidine (TMB) substrati

e  Durdurucu (stop) soliisyon

e  Yikama tamponu (x25)

Yontem

Kit icerigindeki malzemeler oda sicakligina getirilip, konsantre sunulan soliisyonlarin

uygun dillisyonlar1 yapildiktan sonra sirasiyla;

¢ Yiikleme Oncesi mikroplakanin tiim kuyular1 2 kez yikama tamponu ile yikandi.

e Standartlar ve 6rneklerden 100 pl kuyulara yiikleme yapildi ve 37 °C’ de 90 dk inkiibe
edildi.

e Tiim kuyulara 100 pl biotin-tespit antikoru eklendi ve 37 °C’ de 60 dk inkiibe edildi.

e Mikroplakanin tiim kuyular1 aspire edilip, 3 kez yikama tamponu ile yikandi.

e Tiim kuyulara 100 ul SABC soliisyonu eklendi ve 37 °C” de 30 dk inkiibe edildi.

e Mikroplakanin tiim kuyular1 aspire edilip, 5 kez yikama tamponu ile yikandi.

e Tiim kuyulara 90 ul TMB substrat1 eklendi ve plaka 1siktan korunarak 37 °C* de 15-30
dk inkiibe edildi.

e En son tiim kuyulara 50 pl stop soliisyonu eklenip plaka dikkatlice calkalandi. Bu
esnada maviden sariya doniisen renk degisimi izlendi (Resim 3.5).

e Hemen 450 nm’ de absorbans okumasi yapildi.

31.03.2017

Resim 3.5. SIRT2 ELISA uygulamasi
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Hesaplama

Hesaplama prensibi FOXO3a ELISA i¢in yapilan hesaplamayla benzerdir. Farkli olarak bu
kitin hassasiyeti ng/ml diizeyinde oldugu ic¢in sonucglar ng/mg protein seklinde ifade

edilmistir.

3.2.4. Dokuda total oksidan seviye (TOS) ve total antioksidan seviye (TAS) tayini

Serebral korteks ve hipokampus dokularinda oksidatif stres diizeyinin belirlenmesi igin
total oksidan seviye (TOS) ve total antioksidan seviye (TAS) Olclimleri uygun ticari
kitlerin (RL0024, RLO017, Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, TURKEY) kullanimi ile
yapildi. Ayrica TOS ve TAS olglimleri kullanilanilarak oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplandi.

Doku homojenizasyonu

TOS ve TAS tayinlerinlerinde kullanilmak {izere serebral korteks ve hipokampus dokular
1:9 (w/v) oraninda 140 mM KCIl tamponu (pH 7,4) icinde ve buzlu ortamda doku
homojenizatorii vasitasiyla homojenize edildi. Doku homojenatlart 3.000 rpm, + 4 °C’ de,

5 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatanlar - 80°C’ de muhafaza edildi.

TOS tayini
Kitin ¢alisma prensibi

Ornek iginde bulunan oksidanlar, ferréz iyon-selatlayict kompleksi ferrik iyona okside
eder. Ferrik iyon, asidik ortamda kromojenle birlikte renkli bir kompleks olusturur. Renk
yogunlugu, Ornek igindeki oksidan molekiillerin toplam miktar1 ile orantilir ve
spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilir. Elde edilen dl¢timlerin kalibrasyonu, 10 umol H202

Equiv./L ile yapilir ve 6l¢timler pmol H202 Equiv./L olarak ifade edilir.

Kit icerigi

e Tampon 1 (T1): H2SO4 (25 mM, pH 1,75)
e Tampon 2 (T2): H2SO4 (25 mM, pH 1,75), Ferr6z iyon (5 mM), O-dianisidine (10 mM)
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e Standart (SSS: Stabilize Standart Soltisyonu): 10 pmol H2O2 Equiv./L

Yontem

Kitin ¢alisilmasinda imalat¢inin 6nerdigi protokol ve ilgili literatiir referans alinmistir

(Erel, 2005). Sirasiyla;

Mikroplaka tlizerindeki kuyucuklara 35 pl deiyonize su, 35 ul standart, 35 pl 6rnekler
konuldu.

e Hepsinin iizerine 225 pl T1 eklenip, mikroplaka 30 sn siire ile dikkatlice ¢alkalandi.

e 595 nm’ de ilk spektrofotometrik okuma yapildi (A1).

e Hemen ardindan kuyulara 11 pl T2 eklenip oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

e 595 nm’ de ikinci spektrofotometrik okuma yapildi (A2) (Resim 3.6).

Hesaplama

A2 - Al = Aabs (standart veya 6rnek)
Sonug = (Aabs Ornek) / Aabs Standart) x SSS konsantrasyonu

e Birim = pumol/L

(SSS konsantrasyonu = 10 pmol/L)

Bu kitin ¢alisilmasinda deiyonize suyun absorbans ol¢iimii yapilir ancak hesaplamada
kullanilmaz. Suyun kullanim amact kitin kontroliidiir ve absorbans degeri 0,500’ iin

iizerinde oldugu takdirde kit kullanilmamalidir.

TAS tayini
Kitin ¢alisma prensibi

Omek icinde bulunan antioksidanlar, koyu mavi-yesil renkli 2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzotiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radikalini soluk/renksiz ABTS formuna
indirger ve 660 nm’ deki absorbans degisimi 6rnekteki total antioksidan diizeyi ile iliskilir.

Elde edilen 6l¢iimlerin kalibrasyonu, stabil bir antioksidan standart soliisyonu olan Trolox
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Esdegeri (Vitamin E analogu, 1 mmol/L) kullanilarak yapilir ve dl¢limler mmol Trolox

Equiv./L olarak ifade edilir.

Kit icerigi

e Tampon 1 (T1): Asetat Tamponu (0,4 mol/L, pH 5,8)
e Tampon 2 (T2): ABTS (30 mmol/L)
e Standart: Trolox (1 mmol/L)

Yontem

Kitin calisilmasinda imalat¢inin 6nerdigi protokol ve ilgili literatiir referans alinmistir

(Erel, 2004). Sirastyla;

e Mikroplaka tizerindeki kuyucuklara 5 pl deiyonize su, 5 pl standart, 5 pl Ornekler
konuldu.

e Hepsinin tizerine 225 pl T1 eklenip, mikroplaka 30 sn siire ile dikkatlice ¢alkalandi.

e 660 nm’ de ilk spektrofotometrik okuma yapildi (A1).

e Hemen ardindan kuyulara 20 pl T2 eklenip oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

e 660 nm’ de ikinci spektrofotometrik okuma yapildi (A2) (Resim 3.6).

Hesaplama

o A2 - Al = Aabs (su, standart veya 0rnek)
e Sonug = [(Aabs Su) - (Aabs Ornek)] / [(Aabs Su) - (Aabs Standart)]

e Birim = mmol/L

Oksidatif stres indeksinin (OSI) hesaplanmasi

Oksidatif stres diizeyinin gostergesi olarak kabul edilen oksidatif stres indeksi (OSI), TOS
degerlerinin TAS degerlerine oranlanmasi ile bulunan birimsiz (AU: arbitrary unit) bir
parametredir. Hesaplamada 6nce TAS birimi (mmol Trolox Equiv./L), pmol Trolox

Equiv./L sekline doniistiiriildii ve OSI = [(TOS, pmol H202 Equiv./L) / (TAS, umol Trolox
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Equiv./L) x 100] formiilii kullanilarak hesaplama yapildi (Yanik, Erel, & Kati, 2004)
(Deska et al., 2017).

Resim 3.6. TOS ve TAS tayini
3.2.5. Kullanilan istatistiksel yontem

Calismamizdaki verilerin degerlendirilmesinde “SPSS 15.0 for Windows” programi
kullanildi. Yasin ve eksojen uygulanan maddelerin etkisini incelemek i¢in 2 (Yas: Geng -
Yasl) x 4 (Madde: PBS - Melatonin - Curcumin - Salermide) faktorlii gruplarast ANOVA
deseni olusturuldu. Gruplararasi farklar1 incelemek icin LSD testi yapildi. Serebral korteks
ve hipokampus dokular1 arasindaki farklilagsmalar1 incelemek i¢in paired-sample t testi
kullanildi. Degiskenler arasindaki iliskilerin belirlenmesinde Pearson r’si hesaplandi.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. SIRT2 ekspresyonlarindaki degisimler

Western blot sonuglarina gére gen¢ kontrol grubuna kiyasla yash kontrol grubundaki
sicanlarin serebral korteks ve hipokampus dokularinda SIRT2 protein ekspresyonlarinin
(SIRT2/B-aktin) anlamli olarak arttigi, yash grupta melatonin, curcumin ve salermide
uygulamalarinin ise yaslh kontrollere kiyasla hipokampus dokusunda SIRT2 ekpresyonunu
anlaml olarak azalttig1 goriildii (p < 0,05) (Sekil 4.1 A, B) (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).
Yasli grupta melatonin, curcumin ve salermide uygulamalarinin korteks SIRT2
ekpresyonuna anlamli diizeyde etkisi izlenmedi. Ayrica genglerde melatonin, curcumin ve
salermide uygulamalarinin gen¢ kontrollere kiyasla her iki beyin bolgesinde de anlamli bir

etki olusturmadigi goriildii.

ELISA yontemi ile 6lgiilen SIRT2 (ng/mg proterin) sonuglari ile western blot sonuglari
arasinda pozitif yonde korelasyon oldugu goriildii (r = 0,267; p = 0,011) ve ELISA
sonuglarina gore de yaslanma ile her iki beyin bdlgesinde SIRT2 diizeyi anlamli olarak
yiikksek bulunurken, yaslanmada melatonin, curcumin ve salermide uygulamalarinin
hipokampusta SIRT2 diizeyini anlamli olarak azalttig1 bulundu (p < 0,05) (Sekil 4.1 C, D)
(Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Ayrica, ELISA sonuglarina gore korteks ve hipokampus
SIRT?2 diizeyleri arasinda pozitif yonde korelasyon oldugu goriildii (r = 0,309; p = 0,039).
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Sekil 4.1. SIRT2 ekspresyonlarindaki degisimler

*Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral korteks ve (B) hipokampus dokularina ait bant yogunluklari
yiikleme kontrolii olarak segilen B-aktine oranlanarak (SIRT2/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup igin n
= 6). Sandvi¢ ELISA yontemi ile dl¢iilen (C) serebral korteks ve (D) hipokampus SIRT2 diizeyleri (ng/ml) ise
Bradford yontemi ile tayin edilen total protein diizeylerine (mg/ml) oranlanarak standardize edilmis ve ng/mg
protein seklinde ifade edilmistir (Her bir grup i¢in n = 6). *Geng kontrol grubuna kiyasla;, **Yash kontrol
grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilagsmay: ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT: melatonin;
CUR: curcumin; SLM: salermide)

4.2. FOXO3a ekspresyonlarindaki degisimler

Western blot sonuclar1 serebral korteks ve hipokampus FOXO3a ekpresyonlarinin pozitif
yonde korelasyon gosterdigini (r = 0,468; p = 0,002) ve yaslanma ile her iki beyin bolgesinde
de FOXO3a ekspresyonlariin (FOXO3a/B-aktin) anlamli olarak arttigin1 gosterdi (p < 0,05)
(Sekil 4.2 A, B) (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Yash kontrol grubuna kiyasla, yasl sicanlarda

melatonin, curcumin ve salermide uygulamalarinin hipokampusta; curcumin ve salermide
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uygulamalariin ise kortekste FOXO3a diizeyini anlamli olarak azalttig1 goriildii (p < 0,05).
Ayrica genglerde melatonin uygulamasinin gen¢ kontrol grubuna kiyasla hipokampus
FOXO3a ekspresyonunu anlamli olarak azaltmada etkili oldugu goriildii (p < 0,05). Geng

gruplarda ise korteks FOXO3a ekspresyonlarinda anlamli farklilasma izlenmedi.

SIRT2’ de oldugu gibi FOXO3a i¢in de Western blot (FOXO3a/p-aktin) ve ELISA (pg/mg
protein) sonuglari arasinda pozitif yonde korelasyon bulundu (r = 0,361; p = 0,001). ELISA
sonuclarina gore kortekste yaslanma ile FOXO3a diizeyinin anlamli olarak arttig1, yaslhilarda
curcumin ve salermide uygulamalarinin ise bu etkiyi tersine g¢evirdigi gorildii (p < 0,05)
(Sekil 4.2 C) (Cizelge 4.1). Ayrica genglerde salermide uygulamasinin gen¢ kontrole kiyasla
korteks FOXO3a diizeyini azaltmada etkili oldugu bulundu (p < 0,05). Kontrol ve deney
gruplariin hipokampus FOXO3a protein diizeylerinde ise anlamli farklilagma saptanmadi

(Sekil 4.2 D) (Cizelge 4.2).

ELISA sonuglar1 serebral kortekse kiyasla hipokampusta SIRT2 ve FOXO3a protein
diizeylerinin anlamli olarak daha yiiksek oldugunu gostermektedir (p < 0,05). Ayrica hem
ELISA hem de Western blot sonuglarina gore SIRT2 ve FOXO3a arasinda pozitif yonde
korelasyon saptanmistir. (ELISA sonuglari icin r = 0,392; p < 0,001, Western blot sonuglari
icinr=0,417; p<0,001).
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Sekil 4.2. FOXO3a ekspresyonlarindaki degisimler

*Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral korteks ve (B) hipokampus dokularina ait bant yogunluklari
yiikleme kontrolii olarak segilen -aktine oranlanarak (FOXO3a/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup igin
n = 6). Sandvi¢ ELISA yontemi ile dl¢iilen (C) serebral korteks ve (D) hipokampus FOXO3a diizeyleri (pg/ml)
ise Bradford yontemi ile tayin edilen total protein diizeylerine (mg/ml) oranlanarak standardize edilmis ve pg/mg
protein seklinde ifade edilmistir (Her bir grup i¢in n = 6). *Geng kontrol grubuna kiyasla;, **Yash kontrol
grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilagsmay: ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT: melatonin;

CUR: curcumin; SLM: salermide)
4.3. BIM ekspresyonlarindaki degisimler

Her iki beyin bolgesinde BIM ekspresyonlar1 (BIM/B-aktin) ile FOXO3a (FOXO3a/B-aktin)
ekspresyonlar1 pozitif yonde korele bulundu (Korteks i¢in r = 0,576; p < 0,001, hipokampus
icin r = 0,323; p = 0,033). Yaslanma ile serebral kortekste BIM ekspresyonlarmin anlamli
olarak artarken, yaslilarda melatonin uygulamasinin bu etkiyi anlamli olarak tersine ¢evirdigi

goriildi (p < 0,05) (Sekil 4.3 A) (Cizelge 4.1). Yine serebral kortekste BIM ile BAX arasinda



75

pozitif yonde; BIM ile BCL-2/BAX orami arasinda negatif yonde korelasyon saptandi
(swrasiyla, r = 0,570; p < 0,001, r = -0,432; p = 0,005). Hipokampusta ise kontrol ve deney
gruplar1 arasinda anlaml diizeyde farklilagsma saptanmadi (Sekil 4.3 B) (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.3. BIM ekspresyonlarindaki degisimler

*Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral korteks ve (B) hipokampus dokularina ait bant yogunluklari
yiikleme kontrolii olarak se¢ilen B-aktine oranlanarak (BIM/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup i¢in n =
6). *Geng kontrol grubuna kiyasla; **Yasgh kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli farkiilasmay:
ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT: melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermide)

4.4. BAX ekspresyonlarindaki degisimler

BAX ekpresyonlar1 (BAX/B-aktin) acisindan serebral kortekste gruplar arasi anlamh
farklilasma izlenmezken (Sekil 4.4 A) (Cizelge 4.1), hipokampusta yaslanma ile BAX
ekspresyonlarinin anlamli olarak arttigi, yash sicanlarda melatonin, curcumin ve salermide
uygulamalarinin ise BAX ekpresyonunu anlamli olarak azalttigi bulundu (p < 0,05) (Sekil 4.4
B) (Cizelge 4.2). Geng kontrol grubuna kiyasla gen¢ deney gruplarinin hipokampus BAX

ekspresyonlarinda anlamli farklilasma goriilmedi.
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Sekil 4.4. BAX ekspresyonlarindaki degisimler

*Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral korteks ve (B) hipokampus dokularina ait bant yogunluklari
yiikleme kontrolii olarak segilen B-aktine oranlanarak (BAX/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup i¢in n =
6). *Geng kontrol grubuna kiyasla, **Yash kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilagsmay:
ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT: melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermide)

4.5. BCL-2 ekspresyonlarindaki degisimler

BCL-2 ekpresyonlari agisindan her iki beyin bolgesi arasinda (BCL-2/B-aktin) pozitif yonde
korelasyon saptand1 (r = 0,473; p = 0,001) ve yaslanma ile yine her iki beyin bolgesinde BCL-
2 ekpresyonlarinin anlamli olarak azaldigi, buna karsilik yash sicanlarda melatonin, curcumin
ve salermide uygulamalarinin BCL-2 ekspresyonlarini anlamli olarak arttirdigr gortildii (p <
0,05) (Sekil 4.5) (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Ayrica, geng kontrol grubuna kiyasla geng
sicanlarda salermide uygulamasinin her iki beyin bdlgesinde, curcumin uygulamasinin ise
sadece hipokampusta olmak tizere BCL-2 ekpresyonunu anlamli olarak arttirdigi gortildii (p <

0,05). Geng siganlarda melatonin uygulamasinin ise anlamli diizeyde etkisi goriilmedi.
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Sekil 4.5. BCL-2 ekspresyonlarindaki degisimler

*Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral korteks ve (B) hipokampus dokularina ait bant yogunluklari
yiikleme kontrolii olarak segilen B-aktine oranlanarak (BCL-2/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup i¢in n
= 6). *Geng kontrol grubuna kiyasla; **Yasli kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilagmay:
ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT: melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermide)

4.6. BCL-2/BAX oranmindaki degisimler

BCL-2/BAX orani agisindan da her iki beyin bolgesi arasinda pozitif yonde korelasyon
saptand1 (r = 0,531; p < 0,001). Yaslanma ile her iki beyin bolgesinde BCL-2/BAX oraninin
anlamli olarak azaldigi, yasl siganlarda curcumin ve salermide uygulamalarinin her iki beyin
bolgesinde, melatonin uygulamasinin ise sadece hipokampusta BCL-2/BAX oranin1 anlamli
olarak arttirmada etkili oldugu goriildii (p < 0,05) (Sekil 4.6) (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).
Geng kontrol ve gen¢ deney gruplari arasinda her iki beyin bolgesi i¢in de anlamli farklilasma

saptanmadi.
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Sekil 4.6. BCL-2/BAX oranindaki degisimler

*Western blot yontemi ile (A) serebral korteks ve (B) hipokampus dokularindan elde edilen BCL-2 ve BAX
ekspresyon sonuglar1 birbirine oranlanmis ve BCL-2/BAX orani seklinde ifade edilmistir (Her bir grup ig¢in n =
6) *Geng kontrol grubuna kiyasla; **Yagh kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilasmay
ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT: melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermide)

4.7. TOS, TAS ve OSI degisimleri

Yaslanma ile her iki beyin bdlgesinde TOS diizeylerinin anlamli olarak arttig1 buna karsilik,
gen¢ ve yash sicanlarda melatonin, curcumin ve salermide uygulmalarinin TOS diizeylerini
anlamli olarak azalttig1 bulundu (p < 0,05) (Sekil 4.7 A-B) (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Her
iki beyin bolgesinde TOS ile TAS diizeylerinin negatif yonde korelasyon gosterdigi (Korteks
icin r = -0,545; p < 0,001, hipokampus i¢in r = -0,576; p < 0,001) ve TOS’un aksine yaglanma
ile TAS diizeylerinin her iki beyin bolgesinde de anlamli olarak azaldigi saptandi (p < 0,05)
(Sekil 4.7. C-D). Buna karsilik, yash sicanlarda melatonin ve salermide uygulamalarinin her
iki beyin bolgesinde, curcumin uygulamasinin ise sadece hipokampusta etkili olmak {izere

TAS diizeylerini anlamli olarak arttirdig1 goriildii (p < 0,05).

Oksidatif stres diizeyinin gostergesi kabul edilebilen OSI degerleri her iki beyin bolgesi i¢inde
OSI = [(TOS, pumol H202 Equiv./L) / (TAS, pumol Trolox Equiv./L) X 100] seklinde
hesapland1 ve her iki beyin bolgesinde OSI degerlerinin yaslanma ile anlamli olarak arttig1
goriildi (p < 0,05). Buna karsilik, hem gen¢ hem de yasli siganlarda melatonin, curcumin ve
salermide uygulamalarinin yine her iki beyin bdlgesinde OSI degerlerini anlamli olarak

azaltmada etkili oldugu bulundu (p < 0,05) (Sekil 4.7. E-F).

Iki beyin bolgesi TOS, TAS, OSI degerleri agisindan kiyaslandiginda TOS ve OSI degerleri
serebral kortekste, TAS degerleri ise hipokampusta anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p <
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0,05). Ayrica, serebral kortekste OSI diizeyleri ile FOXO3a, SIRT2 ve BIM ekspresyonlari
arasinda pozitif yonde; OSI diizeyleri ile BCL-2 ve BCL-2/BAX orani arasinda negatif yonde
korelasyon saptandi (sirasiyla, r = 0,401; p = 0,006, r = 0,450; p = 0,002, r = 0,405; p = 0,006,
r =-0,598; p <0,001, r =-0,389; p = 0,014). Hipokampusta ise OSI diizeyleri ile FOXO3a,
SIRT2 ve BAX ekspresyonlar1 arasinda pozitif yonde; OSI diizeyleri ile BCL-2 ve BCL-
2/BAX oranmi arasinda negatif yonde korelasyon saptandi (sirasiyla, r = 0,744; p < 0,001, r =
0,482; p =0,001, r = 0,448; p = 0,003, r =-0,641; p < 0,001, r = -0,605; p = 0,014).
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Sekil 4.7. TOS, TAS ve OSI degisimleri

*(A, B) Her iki beyin bolgesi igin de dlgiilen total oksidan seviyeler (TOS) umol H.O. Equiv./L olarak; (C, D)
total antioksidan seviyeler (TAS) ise mmol Trolox Equiv./L olarak verilmistir. Ayrica (E, F) her iki beyin
bolgesi i¢in OSI = [(TOS, umol H>0, Equiv./L) / (TAS, pmol Trolox Equiv./L) x 100] formiilii kullanilarak
oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmistir. (Her bir grup i¢in n = 6) *Geng kontrol grubuna kiyasla;, **Yasl
kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilasmayr ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT:
melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermide)



Cizelge 4.1. Geng ve yash gruplarin serebral korteks dokularina ait bulgular

GENC YASLI
SEREBRAL KORTEKS Kontrol Melatonin Curcumin Salermid Kontrol Melatonin Curcumin Salermid
SIRT2 (ng/mg protein) 1,00 £ 0,24 0,98 + 0,09 1,01 £0,18 0,91 +0,13 1,27 £0,19 * 1,20 £ 0,25 1,13+0,17 1,14+0,18
SIRT2/B-aktin 0,81 £0,12 0,90 +£0,21 1,01 £0,22 1,00 + 0,29 1,05+0,14 * 0,87 +0,2 0,87 +0,14 0,95+0,14
FOXO3a (pg/mg protein) 10,07 £2,48 10,69 + 3,55 9,31 £0,82 5,44 +£228 * 13,72 +£3,77 * 14,36 + 4,39 9,75 + 1,55 ** 9,40 + 2,6 **
FOXO3a/B-aktin 0,76 = 0,04 0,63 +0,19 0,72 £0,26 0,61 +0,2 0,99 £0,18 * 0,90 £ 0,24 0,76 £ 0,21** 0,65+0,11 **
BIM/B-aktin 0,46 £0,13 0,49 £0,24 0,58 £0,18 0,62 £0,26 0,78+ 0,15 * 0,53 +£0,14 ** 0,62 +£0,14 0,67+0,17
BAX/pB-aktin 1,36 0,15 1,62 +0,67 1,62 + 0,66 1,77 £ 0,62 1,76 £ 0,53 1,50 £ 0,62 1,71 £ 0,76 1,43 £0,5
BCL-2/B-aktin 1,46 0,18 1,60 0,26 1,64 £ 0,25 1,91 £0,31 * 1,09 £ 0,09 * 1,41 £0,2 ** 1,59+ 0,31 ** 1,51 £0,22 **
BCL-2/BAX orani 1,00 £0,13 0,94 + 0,21 0,88 +0,14 0,98 £ 0,31 0,59+0,13 * 0,78 0,17 1,06 + 0,38 ** 1,18 0,41 **
TOS (umol H202 Equiv./L) 13,73 £0,34 7,13+£042 * 7,44 +£0,27 * 7,67 +0,55 * 26,37 +1,86 * 14,68 £0,52 ** 14,99 £ 1,18 ** 14,3 £0,5 **
TAS (mmol Trolox Equiv./L) 2,04+0,17 2,06 + 0,43 2,02+04 2,16 + 0,54 1,37 +0,26 * 1,82 +0,16 ** 1,61 £0,19 1,97 £ 0,41 **
OSlI 0,68 + 0,06 0,36 £0,06 * 0,38 £ 0,08 * 0,37 £0,08 * 2+0,44 * 0,82 + 0,08 ** 0,87 £ 0,08 ** 0,7+0,13 **
Her bir gruba ait veriler ortalama + standart deviasyon seklinde verilmistir.
*Geng kontrol grubuna kiyasla; **Yasl kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilasmay ifade etmektedir.
Cizelge 4.2. Geng ve yash gruplarin hipokampus dokularina ait bulgular

POKAM GENC YASLI

. L0 Kontrol Melatonin Curcumin Salermid Kontrol Melatonin Curcumin Salermid
SIRT2 (ng/mg protein) 1,10 £0,19 1,40 + 0,42 1,43 £0,47 1,16 £ 0,41 2,05+0,18 * 1,54 £ 0,47 ** 1,43 £0,36 ** 1,11 £0,33 **
SIRT?2/B-aktin 0,93 +£0,13 0,91 +0,14 1,12+ 0,33 1,09 £ 0,31 1,37+0,41 * 0,88 +£ 0,29 ** 0,87 +£ 0,22 ** 0,92 + 0,46 **
FOXO0O3a (pg/mg protein) 13,66 £3,16 11,43 +£2)7 12,89 +£3,92 13,01 £1,91 15,85 +4,39 14,59 £ 3,33 12,63 £3,22 12,10+2,14
FOXO3a/B-aktin 1,00 £ 0,25 0,72+£0,13 * 0,81 +0,14 0,97 0,16 1,41 £0,27 * 1,14+ 0,16 ** 0,92 + 0,1 ** 0,90 £ 0,13 **
BIM/p-aktin 0,53 £0,12 0,54 +0,1 0,58 £0,21 0,58 £0,16 0,58 £0,18 0,56 + 0,07 0,51 £0,12 0,41 +0,1
BAX/pB-aktin 1,53 +0,17 1,51 £0,43 1,68 £0,29 1,56 0,31 2,14+£0,1 * 1,46 + (0,33 ** 1,50 £ 0,31 ** 1,36 + 0,33 **
BCL-2/B-aktin 1,36 £0,2 1,60 0,21 1,85+0,3 * 1,85+0,34 * 0,95+0,16 * 1,48 £ 0,09 ** 1,50 £ 0,25 ** 1,19 +0,18 **
BCL-2/BAX orani 0,89 £0,15 1,12+£0,3 0,97 £0,21 1,15+0,29 0,47+0,16 * 1,06 + 0,23 ** 1,16 £ 0,28 ** 0,91 £0,14 **
TOS (umol H20; Equiv./L) 10,85 £0,29 5,77 +0,22 * 5,96 £0,21 * 6,13 +£0,43 * 20,81 + 1,21 * 11,66 £ 0,44 ** 11,92 £0,94 ** 11,36 £ 0,38 **
TAS (mmol Trolox Equiv./L) 3,92 +0,87 4,16 £0,32 3,97 £ 0,65 4,48 + 0,67 2,66 £0,43 * 3,50 +£ 0,42 ** 425+0,8 ** 422 +0,45 **
OSI 0,29 £ 0,07 0,14 £0,01 * 0,15+0,02 * 0,14 +£0,02 * 0,76 £ 0,08 * 0,34 + 0,04 ** 0,29 £ 0,07 ** 0,27 £0,03 **

Her bir gruba ait veriler ortalama + standart deviasyon seklinde verilmistir.

*Geng kontrol grubuna kiyasla, **Yaslh kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamh farkhilasmayt ifade etmektedir.

18
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4.8. Bulgularm % degisim ifadeleri

Yaslanmaya bagli olarak serebral korteks ve hipokampusta goriilen p < 0,05 diizeyindeki
degisiklikler ile genglerde ve yaslilarda eksojen uygulamasi yapilan melatonin, curcumin
ve salermidin p < 0,05 diizeyindeki etkileri, % degisim olarak Cizelge 4.3, Cizelge 4.4 ve
Cizelge 4.5 te 0zetlenmistir. Ayrica yasl gruplara ait degisiklikler Sekil 4.8° de sematize

edilmistir.

Cizelge 4.3. Yasglanmaya bagli olarak serebral kortekste izlenen (%) degisimler ve eksojen
madde uygulamalarinin etkileri

E YASLI GRUP

E KORTEKS

5%; Kontrol Melatonin  Curcumin Salermide
?: SIRT2 301 - - -
< FOXO3a 30 ™ - 23 ¢ 34 1
= BIM 70 ™ 324 - -
5 T0S 92 a4 | 43 a6 L
% osl 194 1T 59 J 57 1 65
€ BCL-2 251 29 P 46 39
r_% BCL-2/BAX 41 - 80 T 100 T
> TAS 330 33 1 - 44 T

Cizelge 4.4. Yaslanmaya bagli olarak hipokampusta izlenen (%) degisimler ve eksojen
madde uygulamalarinin etkileri

a YASLI GRUP

E HIPOKAMPUS

SEUS Kontrol Melatonin  Curcumin Salermide
?\: SIRT2 47 1 36 1 36\ 330
s FOXO03a 41 1 19 1 351 364
B BAX 40 320 300 36 ¢
& TOS 92 44 | 43 45 |
%—; oSl 162 550 62 1 64 .
E BCL-2 30 1 56 T 58 T 25 1
o BCL-2/BAX 47 1 126 147 94
= TAS 32 ¢ 321 60 ™ 59 P

*Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’ te sadece p < 0,05 diizeyindeki degisiklikler sunulmustur. Cizelgelerdeki yash
kontrol grubuna ait % degisimler gen¢ kontrol grubuna kiyasla verilmistir. Eksojen uygulamalarin
(melatonin, curcumin ya da salermide) etkilerine ait % degisimler ise yashi kontrol grubuna kiyasla
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verilmistir. Protein ekspresyonlarina ait % degisimler verilirken tiim proteinler icin Western blotting
sonuglart kullamilmigtir. (1); p < 0,05 diizeyindeki artisi, (|); p < 0,05 diizeyindeki azalmayi, (-); p < 0,05

diizeyinde farklilasma bulunmadigini ifade etmektedir.

Cizelge 4.5. Eksojen uygul

amalara bagli olarak geng gruplarda izlenen (%) degisimler

A) B)
GENG GRUP . GENC GRUP
KORTEKS HIPOKAMPUS
Melatonin  Curcumin Salermide Melatonin  Curcumin Salermide

FOXO3a - - FOXO3a 28

TOS 48 | 46 44 | TOS 47 1 451 a4,
os| 47 | 44 |, 46 osl 520 48 1 520
BCL-2 - - 31t BCL-2 36T 361

*Cizelgede 4.5. (A) serebral korteks, (B) hipokampus icin geng¢ kontrol grubuna kiyasla sadece p < 0,05
diizeyindeki degisiklikler sunulmustur. Protein ekspresyonlarina ait % degisimler verilirken tiim proteinler
icin Western blotting sonuglar1 kullanilmistir. (1); p < 0,05 diizeyindeki artisi, (]); p < 0,05 diizeyindeki
azalmayt, (-); p < 0,05 diizeyinde farklilasma bulunmadigini ifade etmektedir.

Madde Etkileri
CUR

Yasa Bagl Degisimler

MLT SLM

FOXO3a
TOS
0sl

FOXO3a
TOS
0sl

FOXO03a
*BIM
TOS, 05l

:1%]
TOS
0osl

—  MLT, CUR ve SLM bu dengeyi timiiyle tersine cevirmede etkili m

Sekil 4.8. Serebral korteks ve hipokampusta izlenen yasa bagli degisimler ve eksojen
uygulamalarin etkileri

*Bu sekil, p < 0,05 diizeyindeki degisiklikler g6z Oniine alinarak ve tiim proteinler igin Western blotting
sonugclar1 kullanilarak hazirlanmistir. Ust satirda yaslanmaya bagh olarak serebral kortekste SIRT2, FOXO3a,
BIM, TOS ve OSI diizeylerinin arttig1 buna karsilik BCL-2, BCL-2/BAX orani ve TAS diizeylerinin azaldig
goriilmektedir. Yaslanmada eksojen melatonin (MLT), curcumin (CUR) ve salermide (SLM) uygulamalar
ise serebral korteksteki yasa bagl degisimleri tersi yonde etkilemektedir. Hipokampusta serebral korteksten
fakli olarak *BIM yerine *BAX artis1 goriilmektedir ve her {i¢ eksojen uygulamanin da hipokampusta yasa
bagli izlenen degisimleri tiimiiyle tersine ¢evirmede etkili oldugu goriilmektedir (p < 0,05).
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5. TARTISMA

Yaslanma her biri genel fenotipe katkida bulunan g¢evresel, genetik, epigenetik ve stokastik
faktorlerin birlesiminden kaynaklanan oldukca karmasik bir olgudur. Beyin dokusu sahip
oldugu kan beyin bariyeri yapilanmasi ile diger organlara kiyasla daha korunakli goriinse
de yaslanma ile kan beyin bariyeri gecirgenligi, ndral transmisyon, sinaptik baglantilar ve
hiicrelerin metabolik aktivitelerinde bozulmalar olmaktadir. Yaslanmada noral ve glial
hiicrelerde, hiicreler arasindaki metabolik iligkilerin bozulmasi ile yaslanma ve
norodejenerasyon karsiti antioksidan savunma sistemleri calisamaz hale gelir, buna
astrositlerin merkezi rol lstlendigi GSH metabolizmasi 6rnek gosterilebilir (Schmidt &
Dringen, 2012). Beyin dokusu zaten oksidan hasarlara oldukc¢a duyarlidir ve antioksidan
savunma sistemlerinden gorece fakirdir (Floyd, 1999)(Floyd & Hensley, 2002). Korteks,
striatum, hipokampus ve serebellum gibi farkli beyin bdlgelerinde oksidan ve antioksidan
parametrelerin yasa bagli degisimleri incelendiginde 24 aylik yash siganlarin hipokampus
ve serebral kortekslerinde lipid peroksidasyon iiriinlerinin daha fazla oldugu, hipokampusta
glutatyon peroksidaz aktivitesinin bozuldugu, ayrica yine hipokampus ve serebellumda

total antioksidan kapasite reaktivitesinin azaldig: gosterilmistir. (Siqueira et al., 2005).

Noral yaglanma ve eslik eden norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde oksidatif stres,
inflamasyon, serebral iskemik hasarlar ve hiicresel kayiplar yer almaktadir ve caligma
bulgularimiz bekledigimiz {izere beyinde hem serebral kortekste hem de hipokampusta
yaslanmaya bagli oksidatif stres ve apoptotik aktivitedeki artisi dogrulamaktadir. Yash
sicanlarin hipokampus ve serebral korteks dokularinda TOS diizeylerinde artis, TAS
diizeylerinde ise azalma goriildii. Oksidatif stres indeksi ise yaslanma ile beyinde
neredeyse iki kat artis gosterdi (Sekil 4.7) (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Daha Onceki
caligmalarimiz ve literatiirdeki pek ¢ok ¢alisma yaslanma ile serebral korteks, hipokampus,
serebellum ve limbik alanlarda lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve
nitrasyonundaki artisi, buna karsilik antioksidan sistemlerdeki (GSH, GRd, tiyoredoksin
reduktaz, SOD, katalaz, vb) azalmayir gostermektedir (Akbulut, Gonul, & Akbulut,
2008)(Venkateshappa, Harish, Mahadevan, Sirinivas Bharath, & Shankar, 2012)(Kireev,
Vara, & Tresguerres, 2013)(Akbulut, Keskin Aktan, & Yazic1t Mutlu, 2015)(Keskin-Aktan
et al.,, 2018). Yaslanmaya bagh apoptoz iliskili protein diizeylerine bakildiginda
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calismamizda yine her iki beyin bdlgesinde antiapoptotik Bcl-2 ekspresyonunun ve Bcl-
2/Bax oranmnin yaglanma ile azaldigi, buna karsilik proapoptotik proteinlerin (serebral
kortekste Bim, hipokampusta Bax) arttig1 gorildii (Sekil 4.8) (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).
Yaslanma ile serebral korteks ve hipokampusta artan oksidan hasar ve apoptotik aktiviteye
Bcl-2 down-regiilasyonu, Bax up-regiilasyonu eslik etmektedir (Savory, Rao, Huang,
Letada, & Herman, 1999)(Xu, Deng, & Bentivoglio, 2007). Weinreb ve arkadaslar
calismalarinda, farclerde yaslanmaya bagli olarak hipokampusta Bcl-2, BDNF, sinapsin 1
ve Trk-B reseptéor mRNA ekpresyonlarinin azaldigini, ancak Bax ekspresyonunda anlamli
degisiklik izlenmedigini gostermislerdir (Weinreb, Badinter, Amit, Bar-Am, & Youdim,
2015). Kireev ve arkadaglar1 ise ¢alismalarinda, Wistar sigan dentat giruslarinda yaslanma
ile Bax, Bak, AIF gibi pro-apoptotik proteinlerin arttig1, buna karsilik XIAP, NIAP, Mcl-1

gibi antiapoptotik proteinlerin azaldigini1 gostermislerdir (Kireev et al., 2013).

Alzheimer hastaliginda (AD) AB1-42’ nin Bcl-2” yi down-regiile, Bax’ 1 up regiile ederek
noron Oliimiinii indiikledigi gosterilmistir (Paradis, Koutroumanis, & Goodyer, 1996). Yine
Alzheimer hastaligi olan kisilerin frontal kortekslerinde Bcl-2 ve Bax paternlerinin
incelendigi postmortem bir ¢alismada Bax pozitif hiicre sayis1t normal yaslilara kiyasla

anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (Lu et al., 2005).

Saglikli hiicrelerde mikrotiibiillerle iliskide olan Bim subselliiler membranlarda yerleske
gosterir (Shamas-Din, Brahmbhatt, Leber, & Andrews, 2011). Bim transkripsiyonu esas
olarak FOXO3a tarafindan kontrol edilir ve FOXO3a aracili Bim ekpresyonundaki artis
hiicreyi apoptoza yoneltir (F. Wang, Nguyen, Qin, & Tong, 2007)(Carbajo-Pescador et al.,
2013). Bim’ in JNK (c-Jun N-terminal kinase) tarafindan serine 65 bolgesindeki
fosforilasyonu in vivo ve in vitro ndral hiicrelerin apoptozuna yol agmaktadir (Becker,
Howell, Kodama, Barker, & Bonni, 2004). NGF’ nin azalmasina bagli noral kayiplara
Bim’ in aracilik ettigi ve Bim’ in agir1 eksprese edildigi durumlarda apoptoz aktivitesinin
arttig1 belirtilmektedir (Whitfield, Neame, Paquet, Bernard, & Ham, 2001). Alzheimer
hastaliginda hipokampal ve kortikal noronlardaki kayiplarin AP peptidinin Bim artisin
indiiklemesiyle gergeklestigi gosterilmistir (Biswas et al., 2007). Bim ve Noxa’ nin
serebral iskemi modelinde NF-kB alt iinitesi RelA' nin kortikal néronlardaki yikici etkisine
aracilik ettigi (Inta et al., 2006), AMPK aracili ¢cinko ndrotoksisitesi ve ndronal 6liimde

yine Bim ve ayrica kaspaz-3 aktivitesinde artis oldugu gosterilmistir (Eom, Lee, Koh, &
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Kim, 2016). Temporal epilepsi modelinde hipokampal hasarla korele FOXO3a/Bim
ekspresyonunda artis izlenmis, FOXO3a’nin baskilanmas1 hipokampal noronlarin
sagkaliminda artis saglamistir (Shinoda et al., 2004). Huntington hastalifi modeli
olusturulmus farelerde hastaligin erken evresinde Bid, hastaligin ge¢ evrelerinde ise Bid’
in yan1 swra Bim diizeylerinin arttigi gosterilmistir. Bu durum Bim’ in ndronal
disfonksiyonun ilerleyisi ve ciddiyeti hakkinda Onemli bir gdsterge oldugunu
diistindiirmektedir (Shimmyo, Kihara, Akaike, Niidome, & Sugimoto, 2008). Pek cok stres
modeli ve norodejenerasyondaki noral kayiplarda Bim ekspresyonundaki artis rol
oynamaktadir, ne var ki literatiirde Bim’ in yaslanmaya bagli olarak farkli beyin
bolgelerindeki ekspresyonunu gosteren calismaya rastlanmamistir ancak yaslanma ile

kalpte (Sin et al., 2014) ve iskelet kasinda (Sin et al., 2015) Bim artis1 bildirilmistir.

Goriildigi tizere literatiirde pek ¢ok ¢alisma yaglanma, nérodejenerasyon, oksidatif stres
vb cesitli stres kosullarinda apoptotik aktivitenin artabilecegini gdstermektedir. Dolayistyla
yaslanmaya bagli olarak beyinde saptadigimiz oksidatif stres ve apoptoza ait bulgularimiz
literatlir ile uyumludur ancak bu calismada amacimiz yashh beyinde farkli beyin
bolgelerinde SIRT2 ve FOXO3a’ nin oksidatif stres ve apoptoz mekanizmasi iizerinden
fonksiyonunu arastirmaktir. Clinkiit FOXO’ larin yam1 sira o-tubulin, p53 ve histonlar
iizerinde deastilaz aktivitesine sahip SIRT2’ nin inhibisyonu pek ¢ok calismada yaslanma
iligkili  norodejeneratif  hastaliklarin  patogenezini  Onlemede/geciktirmede  etkili

bulunmustur.

SIRT2 eriskin beyinde en ¢ok ekprese edilen sirtuindir (Sidorova-Darmos et al., 2014) ve
SIRT2 upregiilasyonu stres indiiklii premature yaslanmanin spesifik 6zelliklerinden biri
olarak gosterilmistir (Anwar, Khosla, & Ramakrishna, 2016). Yaslanma ile santral sinir
sisteminde bol miktarda ekprese edilen SIRT2’ nin fare beyni ve medulla spinalisinde
biriktigi ve bu birikimle korele olarak asetile tubulin diizeyindeki azalmanin
norodejenerasyon siirecinin baglatilmasindan sorumlu tutuldugu bildirilmistir (Maxwell et
al., 2011). Braidy ve arkadaslar ise, 24 aylik yasli wistar sicanlarda SIRT2 mRNA ve
protein ekspresyonunun ozellikle oksipital lobda belirgin sekilde arttigini, diger kortikal
alanlarda ve hipokampusta ise belirgin degisiklik izlenmedigini gostermislerdir (Braidy et
al., 2015). Yine ayni calismada yash beyinde SIRT2 artis1 ile korele FOXO3a artis1 ve
SIRT2’ nin deastilaz aktivitesine bagl olarak asetile-FOXO3 diizeyindeki azalmanin eslik
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ettigi de belirtilmektedir. Calismamizda yaslanma ile beyinde SIRT2 ve FOXO3a
diizeylerinin korele bir sekilde hem serebral kortekste hem de hipokampusta arttigini

gosterdik (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.8).

SIRT2' nin deasetilaz aktivitesi hiicrede oksidatif stres yanitlarinin diizenlenmesi ig¢in
gereklidir. Ornegin eritrositlerde, SIRT2'nin G6PD deastilasyonu ve aktivasyonu ile,
NADPH homeostazisi ve hiicre canliliginin siirdiiriilmesinde rol oynadig1 (Y.-P. Wang et
al., 2014), makrofajlarda MnSOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzimlerde artig, hiicresel
ROS diizeyinde ise azalma saglayarak, inflamasyon cevaplarinin ve hiicre kayiplarinin
azaltilmasina aracilik ettigi belirtilmektedir (Jin et al.,, 2013). SIRT2’ nin H202 ile
indiiklenen oksidatif strese yanitlarinin diizenlenmesinde de gorev aldigr gosterilmistir.
H202 ile indiiklenen oksidatif strese cevaben SIRT2 ekspresyonunun arttig1 ve SIRT2' nin
FOXO03a deasetilasyonu ile MnSOD, p27Kipl ve Bim gibi FOXO3a hedef genlerinin
ekspresyonunu arttirabildigi (F. Wang et al., 2007), diger taraftan AGK-2 aracili SIRT2
inhibisyonunun H202' ye bagli hiicre 6liimiinii azaltabildigi gosterilmistir (Nie et al.,
2014). Dolayisiyla SIRT2, ROS diizeyinin azaltilmasina aracilik edebilir, diger taraftan
stres diizeyine bagli olarak Bim aracili apoptozu da indiikleyebilir. Calismamizda oksidatif
stres indeksi ile SIRT2 ve FOXO3a arasinda, hatta FOXO3a ile Bim diizeyleri arasinda

pozitif yonde korelasyon oldugunu gosterdik.

Beyinde SIRT2-oksidatif stres iligkisini arastirdigimiz 6nceki calismamizda, eriskin
sicanlarin hipokampuslarinda SIRT2 ekspresyonu ile lipid peroksidasyon iiriinii MDA
diizeyi arasinda kuvvetli bir korelasyon oldugunu ve farmakolojik SIRT2 ihibitorii
salermidin in vivo kullanimi ile hipokampusta lipid peroksidasyonun azaldigini buna
karsilik GSH diizeyinin arttigini bildirdik (Keskin-Aktan et al., 2018). Bu ¢alismamizda da
yaglanmaya bagli olarak oksidatif stresteki artis ile SIRT2 ve FOXO3a diizeylerindeki artis
arasinda kuvvetli bir korelasyon oldugunu gordiik. FOXO3a, SIRT2’ nin hedef
susbtratlarindan birisidir ve FOX0O3a, MnSOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin
ekpresyonunu saglayarak oksidatif stresle basa ¢ikilmasina aracilik eden bir transkripsiyon
faktoriidiir (F. Wang et al., 2007). Ancak daha 6nce de bahsedildigi {izere hiicresel stres
diizeyine bagli olarak FOXO3a, hedef genlerinden Bim ekspresyonunu arttirarak apoptozu
da indiikleyebilir. Nitekim calisma bulgularimiz FOXO3a artis1 ile korele Bim artigini

dogrulamaktadir. Yaslanmaya bagli olarak Bim ekpresyonlarindaki artisi esas olarak
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serebral kortekste gozlemledik ve yash siganlarin korteksinde total FOXO3a protein
ekspresyonu genclere kiyasla % 30’ luk bir artig gosterirken Bim ekpresyonundaki artis (%
70) cok daha yiiksek bir oranda bulundu (Cizelge 4.3). Bim’ in transkripsiyonel
aktivasyonundan esas sorumlu transkripsiyon faktérii FOXO3a’ dir ancak Bim ekpresyonu
STATL, c-JUN, Smad3 ve E2F]1 trafindan da aktive edilebilir (Shukla, Saxena, Singh, &
Kakkar, 2017). Ayrica FOXO3a’ nin aktif forma gecip niikleer translokasyonunu saglayan
fosforilasyon, asetilasyon vb posttranslasyonel modifikasyonlar1 g¢esitlilik gostermektedir,
dolayistyla total FOXO3a protein ekspresyonu % 30’ luk bir artis gosterirken aktif
FOXO03a diizeyinin ¢ok daha fazla artig gostermis olmasit ve bu oranda Bim ekspresyonunu

indiiklemis olmas1 da muhtemeldir.

SIRT2’ nin apoptozla olan iliskisi doku/hiice tipine gore farklilik géstermektedir ve heniiz
mekanizmasi ¢ok aydinlatilamis olsa da SIRT2’ nin oksidatif stres indiiklii hiicre 6liimiinde
mediyator gibi davrandigi diistiniilmektedir. H202 tedavisi sonucu feokromasitoma
hiicrelerinde (PC12 cell line) oksidatif stresle beraber SIRT2 diizeyinin arttigi, buna
karsilik AGK-2 aracili SIRT2  inhibisyonunda kaspaz-3 aktivasyonunun azaldig:
gosterilmistir (Nie et al., 2014). Yani, SIRT2 inhibisyonu H202 ile indiiklenen apoptozu
onemli Olgiide azaltmistir. Diger taraftan H202 ile indiiklenen oksidatif strese cevaben
artan SIRT2, FOXO3a-BIM aracili apoptozu da indiikleyebilir (F. Wang et al., 2007).
Hiicresel Parkinson hastaligi (PD) modelinde MPP+ (1-methyl-4-phenylpyridinium) ile
indiiklenmis dopaminerjik noronlarin kaybinda Bax ve SIRT2’ nin asir1 eksprese edildigi
izlenmistir. Ayrica SIRT2 artisinin Bim artisina da aracilik ettigi, MiR-7 tedavisinin ise
Bax ve SIRT2’ yi hedef alarak noral kayiplart engellemede etkili oldugu gosterilmistir (S.
Li et al., 2016). Glioma hiicrelerinde ise SIRT2' nin asir1 ekspresyonu, kaspaz ve Bax
proteinini arttirirken Bcl-2 {izerinde down regulasyon yapmaktadir bu nedenle SIRT2
aktivatdrlerinin glioma i¢in terapatik bir ajan olabilecegi diisliniilmektedir (Yanan Li et al.,
2013). Diger taraftan baz1 kanser hiicrelerinde (C6 glioma ve HelLa) SIRT2 inhibisyonu
apoptozisi indiiklemede etkili gosterilmistir (Yanze Li et al., 2011)(He et al., 2012).

APBPP (amyloid-p protein precursor) asir1 ekprese eden H4-SW noroglioma hiicrelerinde ve
iki farklt AD transgenik fare modelinde (3xTg-AD ve APP23) SIRT2’ nin AGK-2 ve AK-
7 ile farmakolojik inhibisyonu saglandiginda AP {retiminin azaldigi ve obje tanima

testlerindeki kognitif performansin arttig1 bildirilmistir. Ayrica transgenik farelerde AK-7
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ile SIRT2 inhibisyonu ile korele asetile tubulin (Ac-a-tubulin/a-tubulin) diizeylerinin
arttig1 gosterilmistir (Biella et al., 2016). SIRT2’ nin genetik ya da farmakolojik ihibisyonu
Huntington hastaliginda (HD) sterol biyosentezini ve mutant huntingtin toksisitesini
azaltmada etkili bulunmustur (Luthi-Carter et al., 2010). SIRT2 inhibisyonu HD genetik
fare modelinde mutant huntingtin agregatlarini azaltmanin yani sira beyin atrofisini
onlemeye ve motor fonksiyonlari iyilestirmeye de yardimcidir (Dompierre et al., 2007)
(Pallos et al., 2008) (Chopra et al., 2012).

SIRT2' nin genetik inhibisyonunun, alfa-siniiklein toksitesitesini azalttigi bu sayede PD'
nin in vitro ve Drosophila modelinde, dopaminerjik hiicre kayiplarini engelleyebildigi
gosterilmistir (Outeiro et al., 2007). SIRT2’ nin AK-7 aracili farmakolojik inhibisyonu da
in vitro olarak alfa-siniiklein toksisitesini, dopamin azalmasini ve dopaminerjik néron
kaybini 6nlemede etkili bulunmustur (Chen et al., 2015). SIRT2 inhibitérii AGK-2, PD
hiicre modelinde ve myokardiyal iskemi-reperfiizyon hayvan modelinde hiicre kayiplarin
azaltmaktadir ve ¢esitli ndrolojik bozukluklarin gelisiminde kritik role sahip mikroglialarin

sagkaliminda ve fonksiyonelliginin siirdiiriilmesinde rol oynamaktadir (Yexin Li et al.,

2013).

FOXO3a beyinde korteks, hipokampus ve serebellumda bolca eksprese edilmektedir
(Hoekman, Jacobs, Smidt, & Burbach, 2006), ancak yaslanmaya bagli farkli beyin
bolgelerinde total protein diizeyinin degisimine deginen ¢ok sinirli sayida ¢alisma vardir.
Oksidatif strese maruziyet hipokampusta FOXO3a ekspresyonu arttirmaktadir (Gémez-
Crisostomo, Rodriguez Martinez, & Rivas-Arancibia, 2014). Metabolik streslerde
FOXO3a hipokampal sinaptik plastisite ve bellek fonksiyonlarinin diizenlenmesine aracilik
etmektedir (Spinelli et al., 2017). Parkinson hastaligi modeli olusturulan bir ¢aligmada
SIRT2’ nin FOXO3a iizerinde artan deasetilaz aktivitesi ile Bim ekspresyonunu tetikledigi
ve bunun sonucu nigrostriyatal yol hasarinda ve apoptozda artis oldugu bildirilmistir (Liu,
Arun, Ellis, Peritore, & Donmez, 2014). Qin ve arkadaslart AD transgenik (Tg2576) fare
modelinde kalori kisitlamasi yoluyla amiloid ndropatolojisinin 6nlenmesinde IR-PI3K-
Akt-FoxO3a sinyal yolaginin rol oynadigini, primer Tg2576 kortiko-hipokampal néron
kiiltiirlerinde artmis niikleer FOXO3a aktivitesinin a-sekretaz aktivitesini inhibe ettigini ve
AP tretimini tesvik ettigini gostermistir. Dolayisiyla FOXO3a inaktivasyonu saglayan

diizenlemelerin amiloid ndropatolojisini ve spasyal bellek bozukluklarini azaltmada etkili
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olabilecegi onerilmektedir (Qin et al., 2008). FOXO3a' nin baskilanmasi, néronal otofajiyi
inhibe ederek travmatik beyin hasar1 sonrasi ndrodavranissal bozukluklar1 da hafifletmistir
(Sun et al., 2018). Ayrica SIRT2 inhibisyonunun iskemik inmede FOXO3a ve MAPK
sinyal yollarinin baskilanmas1 ile ndroprotektif etki olusturdugu, Bim, Bad ve kaspaz3
down-regiilasyonu ile kortikal néronlarin apoptozunu azalttigi gosterilmistir (She, Wong,
Baik, & Arumugam, 2018). FOXO3a, alfa-siniiklein birikiminden ve substantia nigradaki
dopaminerjik noronlarin akibetinin belirlenmesinden de sorumlu tutulur; FOXO

inhibisyonu ile noral kayiplarin engellenebildigi gdsterilmistir (Pino et al., 2014).

Melatonin yaslanma, metabolizma artist ya da c¢esitli ¢evresel stres kosullart altinda
goriilen ROS artisinda, reseptor bagimli ve/veya bagimsiz yollardan ERK1/2 sinyal yolagi
araciligi ile Nf-xkB, AP-1, Nrf2 gibi transkripsiyon faktorlerinin etkinligini degistirir,
antioksidanlarin ve detoksifikasyon genlerinin ekspresyonlarini arttirir. Bu sayede
antioksidan enzimleri (GSH, GPx, GRd, SOD, katalaz vb) arttirirken, beraberinde anti-
apoptotik ve anti-oksidan 6zellik gosteren redoks duyarli Bel-2 diizeyini ve Bcl-2/Bax
oranini arttirabilir (Caballero et al. 2009) (Luchetti et al. 2010) (Paredes et al. 2015).
Yaslanma ile melatonin yapimi azalir (Karasek, 2007). Melatoninin, apoptoz {lizerine etkisi
doku tipine gore farklilik gosterebilmektedir. Ornegin homosistein indiiklii hipokampal
hiicre 6liimiinde Bcl-2 up-regiilasyonu ve Bax down-regiilasyonu ile noral kaybi 6nlerken
(Baydas et al. 2005), kanser hiicrelerinde ise Bcl-2/bax oranini azaltarak apoptozu

indiikleyebilmektedir (Luchetti et al. 2010).

Kuvvetli bir antioksidan olarak bilinen curcumin, anti-inflamatuar, anti-kanser 6zellikleri
ile noroprotektif etkili bir polifenoldiir (Mansouri, Sabetkasaei, Moradi, Masoudnia, &
Ataie, 2012). Antioksidan ve noroprotektif etkileri yash sicanlarin korteks, hipokampus,
serebellum gibi farkli beyin bolgelerinde goriilmektedir (Bala, Tripathy, & Sharma, 2006)
(Keskin-Aktan et al., 2018).

Calisma bulgularimiz curcumin, melatonin ve salermide uygulamalarinin her iki beyin
bolgesinde yaslanma ile artan TOS ve OSI diizeylerini azalttigini, curcuminin
hipokampusta melatonin ve salermidin ise her iki bolgede yaslanma ile azalan TAS
diizeylerini arttirdigin1 gostermektedir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4 ve Sekil 4.8). Melatonin,

curcumin ve salermide yaslanma ile birlikte hipokampusta artan Bax diizeylerini azaltmus,
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ve beraberinde her iki beyin bolgesinde yaslanma ile azalan Bcl-2 diizeylerini arttirmistir.
Ayrica melatonin uygulamasi yaslanma ile serebral kortekste artan Bim diizeylerini
azaltmistir. Onceki calismalarimizda da melatoninin oksidatif hasar1 azaltmada etkili
oldugunu, ayrica apoptoz iliskili Bel-2, Bax ve kaspaz 3 gibi apoptoz iliskili proteinlerin
ekspresyonlarint regiile ettigini gdstermistik (Akbulut et al., 2008)(Akbulut, Akbulut,
Akgun, & Gonul, 2012)(Keskin-Aktan et al., 2018)

Daha once de bahsedildigi lizere AD, PD gibi noérodejeneratif hastaliklarda FOXO3a
inhibisyonu  noéronlarin  sagkalimlarimi  arttirmaktadir.  Calismamizda  curcumin
uygulamasinin yaslanmada hem korteks hem de hipokampusta FOXO3a inhibisyonu
yaptig1 gosterilmistir. Dolayisiyla curcuminin ndroprotektif etkisine FOXO3a inhibisyonu
aracilik ediyor olabilir. Literatiirde curcuminin FOXO’ lar ile iligkisini gosteren caligmalar
¢ok azdir ve genelde FOXO1 iliskilidir. Curcumin metaboliti tetrahidrocurcuminin (THC),
yaslanma ve oksidatif stres cevaplarini FOXO araciligi ile ortaya ¢ikardigi gosterilmistir

(Xiang et al., 2011) .

FOXO3a i¢in daha fazla calismaya ihtiyac duyulsa da hem FOXO3a hem de SIRT2
ekpresyonlarinin yaslanmaya bagli olarak arttigini, hipokampusta % 47 civarinda artan
SIRT2 ekspresyonunun farmakolojik SIRT2 inhibitorii olan salermide, melatonin ve
curcumin uygulamalar1 ile % 30-40 azaldigim1 gosterdik. SIRT2 baskilanmast beyni
norodejenerasyona karst koruyucu goriinmektedir, nitekim ¢alismamizda melatonin
uygulamasi hipokampusta SIRT2 ve FOXO3a inhibisyonunda etkili bulunmustur (Cizelge
4.4).

Literatiirde melatonin-SIRT1 iligkisini gdsteren ¢ok sayida calisma vardir (Kireev et al.,
2013)(Ramis, Esteban, Miralles, Tan, & Reiter, 2015) ancak beyinde SIRT?2 iliskisi sinirli
sayida c¢alismada sunulmustur. Melatoninle benzer sekilde curcuminin ndroprotektif
etkisine sirtuinlerin aracilik ettigini gosteren c¢alismalar da yine SIRT1 ile olan iliskisi
tizerinedir. Curcuminin si¢an kortikal ndronlarinda SIRT1 aktivasyonu ile amyloid-25-35
norotoksisitesini engelledigi gosterilmistir (Sun et al. 2014). Erigkin si¢can hipokampusunda
SIRT2 ekspresyonunun curcumin ile baskilanabildigi ilk kez calismamizda gosterilmistir
(Keskin-Aktan et al., 2018). Curcumin agisindan bu g¢alisma bulgularimiz da daha onceki

caligmalarimiz ve literatiirle uyumludur.
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Yaslanmada hipokampusa ait bulgularimiz kortekse ait bulgularimizla biiylik oranda
korelasyon gostermektedir, farkli olarak melatonin, curcumin ya da salermidin uygulama
dozlar1 yaslanma ile artan kortikal SIRT2 ekspresyonlarin1 anlamli diizeyde azaltmada
yetersiz kalmistir (Sekil 4.1 ve Cizelge 4.3). Yine hipokampustan farkli olarak kortekste
yaglanma ile BAX ekspresyonu degismemis, fakat FOXO3a ile korele BIM ekspresyonu
anlamli olarak artmigtir. Ayrica yaslt siganlarin korteksinde BIM ekpresyonunu azaltmada
sadece melatonin, FOXO3a diizeyini azaltmada curcumin ve salermide uygulamalar etkili
bulunmustur (Sekil 4.8, Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Gorildiigl ilizere yaslanmaya ve
uyguladigimiz maddelere karsi olusturulan cevaplar beyinde tek tip degildir. Ciinkii beyin
morfolojik, metabolik ve genomik 6zellikleri ile birbirinden farklilasan néron gruplarindan
olusmaktadir. Bu noéron gruplarinin gliyal ve diger hiicrelerle olan etkilesimi, kan-beyin
bariyeri yapilanmalar1 da farklilasmaktadir. Ornegin kortikal alana kiyasla hipokampal
alanda yerlesik astrositlerde inflamasyon, metabolizma ve oksidatif stres iliskili genlerin
transkripsiyonunda yaslanmaya bagli olarak cok daha dramatik degisiklikler oldugu
belirtilmektedir (Clarke et al., 2018). Hatta hipokampus i¢inde CA1 bdlgesi ve dentat
gyrus diger hipokampal alanlara kiyasla oksidan ve metabolik degisikliklerden ¢ok daha
fazla etkilenmektedir. Bu nedenle de hipokampusun stres duyarliligi en yiiksek bolgeleri
olarak kabul edilirler. Ozetle, beyinde her bir bdlgenin hatta alt bolgelerinin yaslanmaya,
oksidatif, metabolik ve inflamatuar streslere duyarliligi ve cevaplar: farklidir (X. Wang &

Michaelis, 2010) (Fjell, McEvoy, Holland, Dale, & Walhovd, 2014) (Clarke et al., 2018).

Korteks ve hipokampusta salermide uygulamasinin yaslanmada melatonin ve curcumin
uygulamalarinin etkilerine benzer oldugunu gordiik. Yani salermide yash si¢anlarin her iki
beyin bolgesinde FOX0O3a, TOS ve OSI diizeylerini azaltirken TAS ve Bcl-2 diizeylerini
arttirmigtir. Ayrica yaslanma ile kortekste artan Bim ve hipokampusta artan Bax
ekspresyonlarin1 da azaltmistir. Yani farmakolojik SIRT2 inhibitorii salermide beyinde
oksidatif stresi ve apoptotik akviteyi azaltmada etkili bulunmustur. Bu tablo SIRT2
inhibisyonunun oksidatif stres ve apoptozun baskilanmasina aracilik ettigi hipotezimizi

giiclendirmektedir.

Son olarak gen¢ sicanlarda kontrol amagli yapmis oldugumuz uygulamalarin etkisine
bakacak olursak, oksidatif stres parametreleri disinda melatonin, curcumin ve salermide

uygulamalarinin arastirdi§imiz parametreler lizerinde yaslanmada oldugu gibi belirgin
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degisiklikler olusturmadiklarint goriiyoruz. Nitekim radikal siipiiriici 6zellikleri ile bilinen
melatonin ve curcumin olduk¢a kuvvetli antioksidanlardir ve genclerde her iki beyin
bolgesinde TOS ve OSI diizeylerini azaltmislardir. Salermide uygulamasi da yaslanmada
oldugu gibi melatonin ve curcuminle benzer etki olusturmus, TOS ve OSI diizeylerini

azaltmada etkili bulunmustir (Cizelge 4.5).
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6. SONUC VE ONERILER

Yaglanma ve hiicre 6liimii olduk¢a kompleks siireclerdir ve bu siirecler ¢ok sayida gen ve
yolak iizerinden kontrol edilir. Yaslanma siirecinde izlenen hiicre 6liim mekanizmalarini
aciklamada elbette mevcut ¢aligmalar yetersizdir. Ancak, bu ¢alismaya ait bulgularimiz

dogrultusunda sunlar1 sdyleyebiliriz;
Serebral korteks ve hipokampusta yaslanmaya bagli olarak

i.  Oksidatif stres ve apoptotik aktivite artmaktadir

ii. Oksidatif stres artisina SIRT2 ile korele FOXO3a ekspresyonlarindaki artiglar eslik
etmektedir

iii. Radikal hasarin ve noral kayiplarin azaltilmasinda SIRT2 ve FOXO3a inhibisyonu
stratejik bir yaklasim olabilir

Iv. Melatonin ve curcumin beyinde noroprotektif etkilidir ve bu etkilerinde SIRT2 ve

FOXO3a inhibisyonu aracilik ediyor olabilir.

Bu c¢alismamizin elbette kendi iginde kisithiliklari mevcuttur. SIRT2 ve FOXO3a
arasindaki iligkinin daha etkin yorumlanabilmesi i¢in total FOXO3a ekspresyonunun yani
sira FOXO3a’ nin asetile hatta fosforile protein diizeylerinin de arastirilmasi, ayrica
calisgmamizda western blot yontemi ile gosterilen tim proteinlerin mRNA
ekspresyonlarinin gosterilmesi bu ¢aligmanin bulgularini destekleyecektir. Hiicrelerde tek
oliim bi¢iminin apoptoz olmadig: diisiiniilecek olursa diger 6liim bigimleriyle ilgili olarak
ornegin otofajik Oliim yolaginda yer alan beclin, atg vb genlerin de arastirilmasi

yaslanmada hiicre 6liim mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.
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