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1. PROJE RAPORU

Ozet
YASLANMA SURECINDE HUCRE OLUM MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Giiglii bir radikal stipiiriicii, timor supresorii ve anti-aging hormon olarak bilinen melatonin yaslanmayla
belirgin olarak azalir. Curcumin, anti-inflamatuar, anti-proliferatif ve anti-oksidan etkilere sahip bir
polifenoldiir. Sirtuinler, FOXO' lar ve BCL-2 ailesi de dahil olmak iizere ¢ok sayida proteinin
ekspresyonlarindaki degisimler melatonin ve curcuminin ndroprotektif etkilerinin ortaya ¢ikmasina

aracilik eder.

Bu caligmada, melatonin (MEL; 10 mg/kg/giin, sc), curcumin (CUR; 30 mg/kg/giin, ip) ve salermid
(sirtuin inhibitéri-SLM; 100umol/ul/glin, ip) uygulamalarmin geng ve yasli sican beyninde oksidatif
stres, SIRT2, FOXO3a ekspresyonu ve apoptotik aktivite (BCL-2, BAX, BCL-2/BAX oram1 ve BIM)
iizerine etkisi arastirildi. Calismada, toplam 48 adet (3 aylik geng, n=24; 22 aylik yash n=24) Wistar
albino cinsi sigan kullanilarak 8 grup olusturuldu: Geng-Kontrol, Geng-MLT, Geng-CUR, Geng-SLM;
Yasli-Kontrol, Yasli-MLT, Yasli-CUR, Yasli-SLM. Kontrol ve deney gruplarinin enjeksiyonlar1 21 giin
boyunca siirdiiriildii. Deneyin 22. giiniinde siganlar feda edildi ve beyinde serebral korteks ve hipokampus
dokular1 izole edildi. Total oksidan seviye (TOS) ve total antioksidan seviye (TAS) oOlglimleri ticari
kitlerin kullanimu ile yapildi ve TOS' un TAS' a oranlanmasi ile elde edilen oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplandi. SIRT2, FOX0O3a, BCL-2, BAX ve BIM ekspresyonlart Western blotlama ile gosterildi.
Ayrica SIRT2 ve FOXO3a i¢in sandvi¢ ELISA yontemi ile protein dl¢iimii yapilds. Istatistiksel analiz igin
Two-way ANOVA, Pearson r’ si kullanild1 (p <0.05).

Bulgularimiz yaslanmanin her iki beyin bolgesinde SIRT2, FOX0O3a, TOS, OSI’ yi arttirdigini, BCL-2,
BCL-2/BAX orani ve TAS' 1 ise azalttigimi gosterdi. Ayrica yaslanmanin serebral kortekste BIM’ i,
hipokampusta  ise BAX' 1 arttirdigi goriildii. Melatonin, curcumin ve salermid uygulamalari,
hipokampusta yaslanmaya bagli goriilen tiim degisiklikleri tersine ¢evirdi. Serebral kortekste ise bu ii¢
uygulamanin SIRT2 {izerine etkisi izlenmedi ancak melatonin uygulamasinin yaslanmada BIM, TOS ve
OSI duzeylerini azalttigi, BCL-2 ve TAS diizeylerini ise arttirdigi goriildii. Curcumin ve salermid
uygulamalarinin yaglanmada korteks FOXO3a, TOS, OSI diizeylerini azalttigi, BCL-2, BCL-2/BAX

oranini ise arttirdigr bulundu.

Sonug olarak, yaslanmada eksojen melatonin ve curcumin uygulamalari, etkileri beyinde bolge spesifik
olmak iizere oksidatif stres ve apoptotik aktiviteyi baskilayabilir. Dolayisiyla melatonin ve curcumin
yaslanmaya bagli gelisen noérodejenerasyonun ve noral kayiplarin engellenmesinde yardimci olabilir.
Melatonin ve curcuminin ndroprotektif etkilerine, hiicresel stres cevaplarin ve hiicre O6lim
mekanizmalariin diizenlenmesi gibi siire¢lerde rol oynayan FOXO3a ve SIRT2 proteinlerinin

inhibisyonu aracilik ediyor olabilir.

Anabhtar kelimeler: Yaglanma, apoptoz, BCL-2, sirtuin 2, FOXO3a
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Abstract

INVESTIGATION OF CELL DEATH MECHANISMS IN AGING PROCESS

Melatonin, which is known as a powerful scavenger of radicals, tumor supressor and anti-aging hormone,
significantly decreases with aging. Curcumin is a polyphenol which has anti-inflammatory, anti-
proliferative and anti-oxidant effects. Melatonin and curcumin can reveal their neuroprotective effects

through altering the expressions of several proteins including sirtuins, FOXOs, and BCL-2 family.

In the current study, we investigated the effects of melatonin (MLT; 10 mg/kg/day, sc), curcumin (CUR;
30 mg/kg/day, ip), and salermide (sirtuin inhibitory- SLM; 100umol/pl/day, ip) treatments on oxidative
stress parameters, SIRT2, FOXO3a expression levels and apoptotic activity (BCL-2, BAX, BCL-2/BAX
ratio and BIM) 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: Young-Control, Young-
MLT, Young-CUR, Young-SLM; Aged-Control, Aged-MLT, Aged-CUR, Aged-SLM. The injections of
the control and treatment groups were maintained for 21 days. On the 22nd day of the experiment, the rats
were sacrificed and their brain tissues were removed. After removing the brains, tissues were sampled
from the cerebral cortex and hippocampus. Total oxidant status (TOS) and total antioxidant status (TAS)
were measured using commercial kits. The ratio of TOS to TAS, i.e. the 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 completely reversed the age-related
changes in the hippocampus. The effect of these three treatments on SIRT2 was not observed, but
melatonin decreased BIM, TOS, OSI levels, and increased BCL-2 and TAS levels in aging. Curcumin and
salermide administration decreased cortical FOXO3a, TOS, OSI levels, and increased BCL-2, BCL-
2/BAX ratio in aging.

In sum, exogenous melatonin and curcumin treatments may suppress oxidative stress and apoptotic
activity in aging brain, while their effects are region specific. Therefore, melatonin and curcumin may
prevent neurodegeneration and neural losses due to aging. These neuroprotective effects of melatonin and
curcumin seem to involve the inhibition of FOXO3a and SIRT2 proteins, the proteins that play a role in

cellular stress responses and regulation of cell death mechanisms.

Key words: Aging, apoptosis, BCL-2, sirtuin 2, FOXO3a
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Projenin Amaci, Onemi, Kapsami ve Yapilan Calismalarin Belirtilmesi

Amag: Geng ve yaslt siganlarda melatonin, curcumin ve salermid uygulamalarinin serebral korteks ve hipokampusta
oksidatif stres ve hiicre 6liim mekanizmalari {izerine etkilerinin arastirilmasi.

Onem: Yaslanma, basta norodejeneratif hastaliklar ve kanser olmak iizere pek ¢ok hastalik icin 6nemli bir risk
faktoridir ve yaslanma ile beyinde oksidatif stres, inflamasyon ve apoptotik aktivite artmaktadir. Dolayisiyla
oksidatif stres ve apoptoz siirecinde rol oynayan yolaklarin aydinlatilmasi, bu yolaklarin aktivatdr ve inhibitérlerinin
belirlenmesi, néral yaglanmay1 ve ndérodejenerasyonu dnlemeye yonelik stratejilerin gelistirilmesinde 6nem arz eder.

Kapsam ve Yapilan Calismalar:

Apoptoz ile yaslanan hiicrelerin ortadan kaldirilmast doku homeostazinin saglanmasinda &nem tasir; ancak
yaslanmayla beraber néronal ve glial hiicrelerin sayisinda ve sagkalim oranlarinda azalma oldugu bilinmektedir (1).

FOXO alt ailesinde yeralan FOXO1, FOX03a, FOX04, FOXO6 transkripsiyon faktorleri insulin/insulin-like
growth factor(IGF) sinyal yolaginda yer alir ve metabolizma, yaslanma ve apoptotik siireglerde diizenleyici role
sahiptirler. mRNA diizeylerine bakildiginda FOXO1'in yag dokuda, FOXO3'in beyinde, FOXO4'lin kalpte,
FOXO6'nin ise noral gelisim evresinde yine beyinde bol miktarda eksprese edildigi gosterilmistir. FOXO' lar
manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD) ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin ekpresyonlarini arttirarak hiicrede
metabolizma ve stres yanitlarm diizenlenmesinde rol oynarken, diger taraftan hiicre déngiisii inhibitorii p27P!,
p130, ve BIM gibi proapoptotik faktdrlerin ekspresyonlarimi arttirarak apoptozu da indiikleyebilirler (2,3).

Uzun yasam proteini olarak adlandirilan sirtuinler ise genom stabilitesini ve homeostazisi devam ettirme 6zelligi ile
yasam siiresini arttirabilen, Nikotinamid Adenin Difosfat (NAD) bagimli histon/protein deasetilaz ailesinin
iiyelerindendir (4). Memelilerde sirtuin ailesinin SIRT 1-7 olmak {izere yedi iiyesi bulunur. Sirtuinlerin yasa bagh
¢esitli nérodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkileri gosterilmistir (5,6). SIRT2 giiglii bir deasetilazdir ve beyinde
bol miktarda eksprese edilir. Maxwell ve ark. SIRT2' nin yasli farelerde santral sinir sisteminde biriktigini
gostermistir (7). Ayrica, SIRT2 ekspresyonunun hidrojen peroksit tedavisi sonucu oksidatif stres ile arttig1 ve artan
SIRT2'nin FOXO3a deasetilasyonu ile BIM aracili apoptozu indiikleyebildigi gosterilmistir (2). Dolayisiyla
oksidatif stresle basa ¢ikmada SIRT2 aracili FOXO3a deasetilasyonu etkili olabilir, ancak bu durum hiicrenin maruz
kaldigi stres diizeyiyle iliskili olarak hiicrenin 6liimii-apoptozla da sonuglanabilir.

Melatonin ve curcumin anti-oksidan ve anti-apoptotik 6zellikleri ile beyinde ndroprotektif etki gostermektedirler
(8,9). Salermid ise sirtuinlerin (SIRT1 ve SIRT2) potansiyel inhibitorii olarak tanimlanmis ve in vitro olarak
salermidin kanser hiicrelerinde apoptotik etkili oldugu gosterilmistir (10).

Yaslanma ile beyinde SIRT2 ve FOXO3a diizeylerinin nasil degistigi, bu degisimlerin de yaslanan néronlarda
apoptotik aktiviteyi nasil etkiledigi heniiz yeterince aydinlatilamamistir. Bu c¢alismada geng ve yasli siganlarin
serebral korteks ve hipokampus dokularinda oksidatif stres, apoptotik markerlar (BCL-2, BAX, BIM), SIRT2 ve
FOXO3a diizeylerinin ve bu degiskenler arasindaki olasi iliskilerin arastirilacak olmasi, yasam siiresinin belirleyicisi
olan hiicre o6lim mekanizmalarinin aydinlatilmasina olanak saglayacaktir. Ayrica, melatonin ve curcumin
tedavisinin yaslanma siirecinde bu degiskenler iizerine etkilerinin gosterilecek olmasi yeni tedavi hedeflerinin
ortaya ¢ikarilmasinda temel teskil edebilecektir.

Kaynaklar:
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oxidative stress, redox-active iron and apoptosis associated with aluminum-induced neurodegeneration: Increased susceptibility
with aging. Neurotoxicology, 20(5), 805-817.

2. Wang F., Nguyen M., Qin FX., Tong Q. (2007). SIRT2 deacetylates FOXO3a in response to oxidative stress and caloric
restriction. Aging Cell, 6(4), 505-14.

3. Luo H., DuanJ., Wu P., Jiang Q., Xu C. (2013). PTEN-regulated AKT/FoxO3a/Bim signaling contributes to reactive oxygen
species-mediated apoptosis in selenite-treated colorectal cancer cells. Cell Death and Disease, 4, 481.

4. Michian S., Sinclair D. (2007). Sirtuins in mammals: insights into their biological function. Biochem J, 404,1-13.

5. Bishop NA., Lu T., Yankner BA. (2010) Neural mechanisms of ageing and cognitive decline. Nature, 464, 529-35.

6. Donmez G., Guarente L. (2010). Aging and disease: connections to sirtuins. Aging Cell, 9(2), 285-90.
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(2011). The Sirtuin 2 microtubule deacetylase is an abundant neuronal protein that accumulates in the aging CNS. Hum Mol
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8. Akbulut K.G., Gonul B., Akbulut H. (2008). Exogenous melatonin decreases age-induced lipid peroxidation in the brain. Brain
Res, 1238, 31-35.

9. Siddique YH., Naz F., Jyoti S. (2014). Effect of curcumin on lifespan, activity pattern, oxidative stress, and apoptosis in the
brains of transgenic Drosophila model of Parkinson's disease. Biomed Res Int, 606928.

10. Lara E., Mai A.,Calvanese V., Altucci L., Lopez-Nieva P., Martinez-Chantar ML. (2009). Salermide, a sirtuin inhibitor with a
strong cancer-spesific proapoptotic. Oncogene, 28, 781-791.
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Projenin Yontemi

Arastirma plam ve deney siireci:

Bu ¢alismada 3 aylik geng (n = 24) ve 22 aylik yasli (n = 24) olmak iizere toplam 48 adet Wistar albino
cinsi, erkek siganlar kullanildi. Siganlarin temini ve bakimi G.U. Laboratuar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel arastirmalari Merkezi (GUDAM) tarafindan saglandi ve tiim hayvanlarin bakimi esit
aydinlik/karanlik siklusunda olacak sekilde standart laboratuvar kosullarinda altinda yapild.

Calismamiz igin geng ve yasli sigan gruplari iginde birer adet kontrol (KNT), melatonin (MLT), curcumin
(CUR) ve salermid (SLM) gruplar1 bulunmak iizere toplam 8 grup olusturuldu. Calismada kullanilan
kontrol ve deney gruplari, eksojen uygulamasi yapilan maddelerin dozlar1 ve enjeksiyon yollar1 Cizelge 1'
de 6zetlenmistir. Melatonin (M5250-1G, Sigma-Aldrich, Germany) once etanolde iginde ¢oziiliip sonra
fosfat tamponu (PBS, pH 7,4) ile diliie edilerek (% 1 etanol-PBS), curcumin (C1386-5G, Sigma-Aldrich,
Germany) ve salermid (13178, Cayman Chemical Company, USA) ise dnce dimetil siilfoksit (DMSO)
icinde ¢Oziiliip sonra PBS ile diliie edilerek (% 4 DMSO-PBS) hazirlandi. Geng ve yasli kontrol
gruplarma ise sadece uygun hacimlerde % 1 etanol-PBS verildi. Melatonin, curcumin ve salermid igin
giinliik enjeksiyon dozlart melatonin i¢in 10 mg/kg, curcumin i¢in 30 mg/kg, ve salermid i¢in 100
umol/ul olarak belirlendi. PBS ve melatonin uygulamalar1 subkuten (sc) yoldan, curcumin ve salermid
uygulamalari ise intraperitoneal (ip) yoldan yapildi. Enjeksiyonlar giinde bir kez, saat 17:00” da yapilmak

ilizere 21 giin boyunca siirdiiriildii.

Cizelge 1. Kontrol ve deney gruplari

GENC YASLI
GRUPLAR
KNT MLT CUR SLM KNT MLT CUR SLM
Giinliik Doz % 1 etanol-PBS 10 mg/kg 30 mg/kg 100 pmol/ul | % 1 etanol-PBS 10 mg/kg 30 mg/kg 100 pmol/pl
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: salermid)

Deneyin 22. giinii ketamin-ksilazin anestezisi altindaki siganlarin intrakardiyak kanlar1 alinarak siganlar
feda edildi. Akabinde sicanlarin beyin dokular1 ¢ikartilip buz paketleri lizerinde serebral korteks ve
hipokampus dokular1 izole edildi. Derhal sivi nitrojende dondurulan izole dokular ilgili parametreler

calisilincaya dek - 80 °C’ de muhafaza edildi.

Sicanlarin izole serebral korteks ve hipokampus dokularinda SIRT2, FOX03a, BCL-2, BAX ve BIM
ekspresyonlart Western blot yontemi ile gosterildi. SIRT2 ve FOXO3a protein miktarlarini tayin etmek
icin sandvi¢ ELISA yontemi kullanildi. Ayrica, spektrofotometrik yontemle dokuda total oksidan seviye
(TOS) ve total antioksidan seviye (TAS) 6l¢iimleri yapildi ve oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi.
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SDS-PAGE / Western blot yontemi ile protein ekspresyonlarinin gosterilmesi

SIRT2, FOXO03a, BIM, BAX, BCL-2 ve yiikleme kontrolii olarak segilen P-aktin proteinlerinin
ekspresyonlari sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) / Western blot yontemi
ile gosterildi (1). Bu yontem i¢in dncelikle serebral korteks ve hipokampus dokulari lizis tamponu (RIPA:
radioimmunoprecipitation assay buffer) ile homojenize edildi ve elde edilen supernatanlardaki total

protein diizeyleri (mg/ml) Bradford metodu ile dlgiildii (2).

Her o6rnekten esit miktarda aliman protein (20 pg), SDS-PAGE ile % 6-12° lik jellerde molekiiler
agirliklarina gore ayristirildi ve ardindan nitrosellilloz membrana transferi yapildi (Ek 1- Resim 1, 2).
Membranlar % 5 yagsiz siit tozu igeren TBST (Tris Buffered Saline with Tween 20) ile +4 °C' de gece
boyu bloklandi. Membranlarin primer ve HRP (horseradish peroxidase)-konjuge sekonder antikorlar ile
inkiibasyonu % 5 yagsiz siit tozu yada sigir serum albumini (BSA) iceren TBST icinde, oda sicakliginda
ve 1,5 saat siire ile yapildi. Primer ve sekonder antikorlarin diliisyon oranlar1 imalat¢i firmanin 6nerdigi
protokole gore optimize edildi. Bloklama, primer ve sekonder antikorlar ile inkiibasyon islemleri

arasindaki tim membran yikamalar1 3 kez, 5 dk olacak sekilde yine TBST kullanilarak yapildi.

Membranlarin  son yikama islemini takiben kemiliiminesans ¢alisma kiti (ECL: enhanced
chemiluminescence) kullanilarak, karanlik odada, X-ray film iizerinde proteinlere spesifik bantlarin
goriiniir hale gelmesi saglandi. Bu sekilde elde edilen bantlarin yogunluklar1 'Tmage J' programi
kullanilarak hesaplandi (Windows version of NIH Image, http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Son olarak,
tiim proteinler i¢in Slgiilen bant yogunluklari yiikleme kontrolii olarak secilen B-aktin' e oranlanarak

standardize edildi.

FOXO3a ve SIRT?2 protein miktarlarinin sandvi¢c ELISA metodu ile dlciimii

FOXO3a ve SIRT2 diizeylerinin kantitatif olg¢limleri ticari ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay) kitlerinin (Rat Forkhead Box O3A (FOXO3A) ELISA Kit- MBS9305817, MyBioSource, Inc.,
CA, USA; Rat Sirt2 ELISA Kit-ER0299, Wuhan Fine Biological Tech., Wuhan, CHINA) kullanim ile
belirlendi (Ek 1- Resim 3, 4). Doku homojenizasyonu ve elde edilen homojenatlardan FOXO3a ve SIRT2
ve protein diizeylerinin belirlenmesinde imalatgt firmanin dnerdigi protokol takip edildi. Kit vasitasi ile
orneklerden oSlciilen FOX0O3a ve SIRT2 protein miktarlari, Bradford yontemi ile dlgiilen total protein
miktarlarina (mg/ml) oranlanarak standardize edildi ve sonuglar FOXO3a i¢in pg/ml, SIRT2 i¢in ng/ml
seklinde ifade edildi.
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Dokuda oksidatif stres diizevinin gosterilmesi

Serebral korteks ve hipokampus dokularinda oksidatif stres diizeyinin belirlenmesi amaciyla total oksidan
seviye (TOS) ve total antioksidan seviye (TAS) 6l¢tim kitleri (RL0024, RL0O017, Rel Assay Diagnostics,
Gaziantep, TURKEY) kullamld.

TOS ve TAS tayinlerinlerinde kullanilmak iizere serebral korteks ve hipokampus dokulari 1:9 (w/v)
oraminda 140 mM KCI tamponu (pH 7,4) icinde ve buzlu ortamda doku homojenizatorii vasitasiyla
homojenize edildi. Doku homojenatlar1 3.000 rpm, + 4 °C’ de, 5 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen
siipernatanlar - 80°C’ de muhafaza edildi. Siipernatanlarda TOS ve TAS Kkitlerinin g¢alisilmasinda
imalatginin onerdigi protokol ve ilgili literatiir referans alindi (3,4) (Ek 1- Resim 5). Ayrica TOS ve TAS
Ol¢timleri kullamlanilarak oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandu.

OSI, oksidatif stres diizeyinin gostergesi olarak kabul edilir ve 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, pmol Trolox Equiv./L) x 100] formiilii kullanilarak hesaplama yapildi (5,6).

Kullamlan istatistiksel Yontem

Calismamizdaki verilerin degerlendirilmesinde “’SPSS 15.0 for Windows’’ programu kullanildi. Yas ve
madde etkisini incelemek i¢in 2 (Yas: Geng - Yash) x 4 (Grup: Kontrol - Melatonin - Curcumin -
Salermid) faktorli gruplarast ANOVA deseni olusturuldu. Gruplararasi farklar1 incelemek i¢in LSD testi
yapildi. Serebral korteks ve hipokampus dokular1 arasindaki farklilagsmalari incelemek i¢in paired-sample
t testi kullanildi. Degiskenler arasindaki iliskilerin belirlenmesinde Pearson r’ si hesapland. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edildi.

Kaynaklar

1. Towbin H, Staehelint T, Gordon J. 1979. Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose
sheets: Procedure and some applications. Proc Natl Acad Sci 76:4350-4354.

2. Bradford MM. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein-dye binding. Anal Biochem 72:248-254.

3. Erel O. 2004. A novel automated direct measurement method for total antioxidant capacity using a new generation,
more stable ABTS radical cation. Clin Biochem 37:277-285.

4. Erel O. 2005. A new automated colorimetric method for measuring total oxidant status. Clin Biochem 38:1103-11111.

5. Yanik M, Erel O, Kati M. 2004. The relationship between potency of oxidative stress and severity of depression.
ACTA Neuropsychiatr 16:200-203.

6. Deska M, Romuk E, Anna O, Grzegorz S, Witold B, Dominika T, Birkner E, Gawrychowski J. 2017. Oxidative stress
and angiogenesis in primary hyperparathy- roidism. Eur Surg 49:118-126.
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Projenin Sonuclari/Bulgularn

SIRT2 ekspresyonlarindaki degisimler

Western blot sonuglarina gére geng kontrol grubuna kiyasla yagli kontrol grubundaki si¢anlarin serebral
korteks ve hipokampus dokularinda SIRT2 protein ekspresyonlarmin (SIRT2/B-aktin) anlamli olarak
arttigl, yasl grupta melatonin, curcumin ve salermid uygulamalarmin ise yash kontrollere kiyasla
hipokampus dokusunda SIRT2 ekpresyonunu anlamli olarak azalttig1 goriildii (p < 0,05) (Cizelge 1, 2)
(Ek 2- Sekil 1 A, B). Yash grupta melatonin, curcumin ve salermid uygulamalarmin korteks SIRT2
ekpresyonuna anlamli diizeyde etkisi izlenmedi. Ayrica genglerde melatonin, curcumin ve salermid
uygulamalarinin gen¢ kontrollere kiyasla her iki beyin bolgesinde de anlamli bir etki olusturmadigi

goriildii.

ELISA yontemi ile 6l¢iilen SIRT2 (ng/mg proterin) sonuglari ile western blot sonuglari sonuglar arasinda
pozitif yonde korelasyon oldugu goriildii (r = 0,267; p = 0,011) ve ELISA sonuglarina gore de yaslanma
ile her iki beyin bolgesinde SIRT2 diizeyi anlamli olarak yiiksek bulunurken, yaslanmada melatonin,
curcumin ve salermid uygulamalarmnin hipokampusta SIRT2 diizeyini anlamli olarak azalttigi bulundu (p
< 0,05) (Cizelge 1, 2) (Ek 2- Sekil 1 C, D). Ayrica, ELISA sonuglarina gore korteks ve hipokampus
SIRT2 diizeyleri arasinda pozitif yonde korelasyon oldugu goriildi (r = 0,309; p = 0,039)

FOXO3a ekspresyonlarindaki degisimler

Western blot sonuglar1 serebral korteks ve hipokampus FOXO3a ekpresyonlarmin 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) (Cizelge 1, 2) (Ek 2-
Sekil 2 A, B). Yash kontrol grubuna kiyasla, yash sigcanlarda melatonin, curcumin ve salermid
uygulamalarinin hipokampusta; curcumin ve salermid uygulamalarnin ise kortekste FOXO3a diizeyini
anlamli olarak azalttigi gorildi (p < 0,05). Ayrica genglerde melatonin uygulamasinin geng kontrol
grubuna kiyasla hipokampus FOXO3a ekspresyonunu anlamli olarak azaltmada etkili oldugu goriildii (p
< 0,05). Geng gruplarda ise korteks FOXO3a ekspresyonlarinda anlamli farklilagsma izlenmedi.

SIRT2’ de oldugu gibi FOXO3a icin de Western blot (FOXO3a/B-aktin) ve ELISA (pg/mg protein)
sonuclar1 arasinda pozitif yonde korelasyon bulundu (r = 0,361; p = 0,001). ELISA sonuglarma gore
kortekste yaslanma ile FOXO3a diizeyinin anlamli olarak arttigi, yaslilarda curcumin ve salermid
uygulamalarinin ise bu etkiyi tersine ¢evirdigi goriildii (p < 0,05) (Cizelge 1) (Ek 2- Sekil 2 C). Ayrica
genglerde salermid uygulamasinin geng kontrole kiyasla korteks FOXO3a diizeyini azaltmada etkili
oldugu bulundu (p < 0,05). Kontrol ve deney gruplarinin hipokampus FOXO3a protein diizeylerinde ise
anlaml farklilagsma saptanmadi (Cizelge 2) (Ek 2- Sekil 2 D).
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ELISA sonuglari 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 gére SIRT2 ve FOXO3a arasinda pozitif yonde korelasyon saptanmistir. (ELISA sonuglar
icint =0,392; p <0,001, Western blot sonuglar1 i¢in r = 0,417; p <0,001).

BIM ekspresyvonlarindaki degisimler

Her iki beyin bolgesinde BIM ekspresyonlart1 (BIM/B-aktin) ile FOXO3a (FOXO3a/B-aktin)
ekspresyonlar1 pozitif yonde korele bulundu (Korteks i¢in r = 0,576; p < 0,001, hipokampus igin r =
0,323; p = 0,033) ve yaslanma ile serebral kortekste BIM ekspresyonlarinin anlamli olarak artarken,
yaslilarda melatonin uygulamasinin bu etkiyi anlamli olarak tersine ¢evirdigi goriildii (p < 0,05) (Cizelge
1) (Ek 2- Sekil 3 A). Hipokampusta ise kontrol ve deney gruplari arasinda anlaml diizeyde farklilagma
saptanmadi (Cizelge 2) (Ek 2- Sekil 3 B).

BAX ekspresyonlarindaki degisimler

BAX ekpresyonlar1 (BAX/B-aktin) ac¢isindan serebral kortekste gruplar arasi anlamli farklilagma
izlenmezken (Ek 2- Sekil 4 A) (Cizelge 1), hipokampusta yaslanma ile BAX ekspresyonlarinin anlaml
olarak arttig1, yasl siganlarda melatonin, curcumin ve salermid uygulamalarinin ise BAX ekpresyonunu
anlamli olarak azalttig1 bulundu (p < 0,05) (Cizelge 2) (Ek 2- Sekil 4 B). Geng kontrol grubuna kiyasla

geng deney gruplarinin hipokampus BAX ekspresyonlarida anlamli farklilagma goriilmedi.

BCL-2 ekspresyonlarindaki degisimler

BCL-2 ekpresyonlar1 agisindan her iki beyin bolgesi arasinda (BCL-2/B-aktin) pozitif yonde korelasyon
saptandi (r = 0,473; p = 0,001) ve yaslanma ile yine her iki beyin bolgesinde BCL-2 ekpresyonlarinin
anlaml olarak azaldigi, buna karsilik yasl sicanlarda melatonin, curcumin ve salermid uygulamalarinin
BCL-2 ekspresyonlarin1 anlamh olarak arttirdigi goriildii (p < 0,05) (Cizelge 1, 2) (Ek 2- Sekil 5 A, B).
Ayrica, geng kontrol grubuna kiyasla geng¢ sicanlarda salermid uygulamasinin her iki beyin bdlgesinde,
curcumin uygulamasinin ise sadece hipokampusta olmak iizere BCL-2 ekpresyonunu anlamli olarak
arttirdigr gortldi (p < 0,05). Geng sicanlarda melatonin uygulamasinin ise anlamli diizeyde etkisi

gOriilmedi.

BCL-2/BAX oranindaki degisimler

BCL-2/BAX oram agisindan da her iki beyin bdlgesi arasinda pozitif yonde korelasyon saptand:i (r =
0,531; p < 0,001). Yaslanma ile her iki beyin bdlgesinde BCL-2/BAX oraninin anlamli olarak azaldigi,

yasli siganlarda curcumin ve salermid uygulamalarinin her iki beyin bolgesinde, melatonin uygulamasinin
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ise sadece hipokampusta BCL-2/BAX oranini anlamli olarak arttirmada etkili oldugu goriildi (p < 0,05)
(Cizelge 1, 2) (Ek 2- Sekil 6 A, B). Geng kontrol ve geng deney gruplari arasinda her iki beyin bolgesi

icin de anlamli farklilagma saptanmadi.

TOS, TAS ve OSI degisimleri

Yaglanma ile her iki beyin bolgesinde TOS diizeylerinin anlamli olarak arttig1 buna karsilik, geng ve yasl
sicanlarda melatonin, curcumin ve salermid uygulmalarimin TOS diizeylerini anlamli olarak azalttig
bulundu (p < 0,05) (Cizelge 1, 2) (Ek 2- Sekil 7 A, B). Her iki beyin bolgesinde TOS ile TAS
diizeylerinin negatif yonde korelasyon gosterdigi (Korteks i¢in r = -0,545; p < 0,001, hipokampus igin r =
-0,576; p < 0,001) ve TOS’un aksine yaglanma ile TAS diizeylerinin her iki beyin bolgesinde de anlamli
olarak azaldig1 saptandi (p < 0,05) (Cizelge 1, 2) (Ek 2- Sekil 7 C, D). Buna karsilik, yash siganlarda
melatonin ve salermid uygulamalarinin her iki beyin bélgesinde, curcumin uygulamasiin ise sadece

hipokampusta etkili olmak tizere TAS diizeylerini anlamli olarak arttirdigi goriildii (p < 0,05).

Oksidatif stres diizeyinin gostergesi kabul edilebilen OSI degerleri her iki beyin bolgesi i¢inde OSI =
[(TOS, pmol H202 Equiv./L) / (TAS, umol Trolox Equiv./L) % 100] seklinde hesapland1 ve her iki beyin
bolgesinde OSI degerlerinin yaglanma ile anlamli olarak arttigi1 goriildii (p < 0,05) (Cizelge 1, 2) (Ek 2-
Sekil 7 E, F). Buna karglik, hem gen¢ hem de yash siganlarda melatonin, curcumin ve salermid
uygulamalarinin yine her iki beyin bdlgesinde OSI degerlerini anlamli olarak azaltmada etkili oldugu

bulundu (p < 0,05) (Cizelge 1, 2) (Ek 2- Sekil 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 < 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 oram 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 oram 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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Cizelge 1. Geng ve yash gruplarin serebral korteks dokularna 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
FOXO03a (pg/mg protein) 10,07 + 2,48 10,69 + 3,55 931+0,82 544 +£208 * 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/p-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+031 * 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 H,0, Equiv./L) 13,73 £0,34 7,13 +0,42 * 744 +£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 **
OSI 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; **Yash kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilasmay: ifade etmektedir.
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Cizelge 2. Geng ve yash gruplarin hipokampus dokularina ait bulgular

) GENC YASLI

HIPOKAMPUS
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 =041 2,05+0,18 * 1,54 + 0,47 ** 1,43 0,36 ** 1,11 £0,33 **
SIRT2/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 **
FOXO03a (pg/mg protein) 13,66 +3,16 11,43+2,7 12,89 + 3,92 13,00 £ 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+£027 * 1,14 0,16 ** 0,92 +£0,1 ** 0,90 £ 0,13 **
BIM/B-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/B-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+03 * 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+03 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 H;0, Equiv./L) 10,85 + 0,29 5,77+0,22 % 506021 * 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 +045 **
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; **Yash kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilasmay: ifade etmektedir.
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1. PROJE BUTCESI OZET BILGILERI

Proje Siiresi: 18 (Ay)

. . Toplam Proje
Baslama Bitis Tarihi | Ek Siire (Ay) | DX Sure Dahil Siiresi
Tarihi Bitis Tarihi
(Ay)
06/04/2016 05.01.2018 18
Proje Biitgesi: 15000 TL
Harcanan Kalan Ek Biitce
14185 815 -
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2.

PROJE CIKTILARI

(Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonergesi’nde istenilen hususlar dikkate alinarak
asagidaki basliklar aciklanmali ve yonergede belirtilen belgeler eklenmelidir.)

Yazih Uriinler

(Kitap, uluslar arasi/ulusal dergilerde yayimlanan makaleler, uluslar arasi/ulusal bilimsel
toplantilarda sunulan bildiriler ve posterler, teknik raporlar, kisa notlar vb. dokiimanlar.
Yayinlanan, yaymlanacak olan ve gelecekte yayinlanabilir olan iiriinler belirtilir, yazili iiriin ve
belgeler eklenir.)

I.

2.

Arzu Keskin-Aktan, K. Gonca Akbulut, Hakan Akbulut. Gen¢ ve yash sicanlarda
curcumin uygulamasinin  hipokampus SIRT2, BCL-2, BAX ve BIM
ekspresyonlarina etkisi. 43. Ulusal Fizyoloji Kongresi, 07-10 Eyliil 2017, Denizli. Sozel
bildiri SS02 (0118). (Bildiri 6zeti Ek-3’ te sunuldu)

Arzu Keskin-Aktan, K. Gonca Akbulut, Hakan Akbulut. Oxidative stress, FOX0O3a and
BIM expressions in aging cerebral cortex: modulation by curcumin. 2nd
International Gazi Pharma Symposium Series (GPSS-2017), October 11-13, 2017, Gazi
University, Turkey. Poster presentation (P74). (Bildiri 6zeti Ek-4’ te sunuldu)

Proje Konusu Olarak Yiiksek Lisans veya Doktora Konusu Olan Tezler
(Yiksek lisans ve doktora tezleri proje kodu, 6grencinin ve tezin adi belirtilerek listelenmelidir.
Tezlerin tamamlanmis veya devam ediyor durumda olmalar1 belirtilmelidir ve eklenmelidir.)

1. Proje kodu: 01/2016-05
Doktora tezi (devam ediyor)

Tezin Adi: Yaslanma siirecinde hiicre 6liim mekanizmalarinin arastirilmasi
Ogrencinin Ad1 Soyad: Arzu Keskin Aktan

Yazihm ve Donanim Uriinleri;
(Proje sonucunda ortaya ¢ikan yazilimlar listelenerek, donanim {riinleri ise sema veya
resimlendirilerek sunulmalidir.)

Patent(ler) / Faydah Model(ler)
(Proje kapsamimnda alinan yada alinmasi planlanan patent varsa adi ve numaralar1 ile
belirtilmelidir.)

Proje Sonunda Ortaya Cikan Uriin Hakkinda Bilgiler
(Proje sonunda ortaya ¢ikan iiriine ait teknik resim, prototip fotograflari, uygulama sekilleri ve
teknik ozellikler1 belirtilir.)
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Universiteye, Ulkeye ve/veya Bilime Saglanan Katkilar

Bu boliime proje faaliyetleri neticesinde elde edilen yararlar eklenmelidir

Calismamizda beyin yaslanmasiyla iligkili olan SIRT2 ve FOXO3a gibi proteinlerin ve hiicre
Olimii-apoptoz yolaklarinda yer alan BCL-2 aile iiyelerinin rolii aydinlatilmaya caligilmistir.
Ayrica melatonin ve curcumin tedavilerinin yaslanmada bu protein ve yolaklar iizerine de etkisi
gosterilmistir. Yaglanma siirecini ve hiicre 6liim mekanizmalarini sadece bu c¢aligmada
arastirdiZimiz proteinler ve oksidatif stres gostergeleri lizerinden agiklamak elbette tek basina
yeterli degildir, ancak bu calisma ile ortaya konan muhtemel iliskiler O6zellikle beyin
yaslanmasinin aydinlatilmasina 6nemli bir katk:i saglamaktadir ve yaslanmanin geciktirilmesi,
norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi konusunda yeni tedavi yaklagimlarinin olusturulmasinda
da temel olusturabilecektir. Giiniimiizde 6zellikle gelismis tilkelerdeki yasl popiilasyonda ve
buna paralel olarak kanser, kronik hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklarin insidansinda
belirgin bir bir artis oldugu g6z Oniine alindiginda yaslanmayla ilgili yapilan tiim arastirmalarin

biiyiik dnem arz ettigi sdylenebilir.
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3. PROJE YI"JRI"JTI"JCI"JSI"J TARAFINDAN YAPILACAK GENEL
DEGERLENDIRME

(Bu boliimde, projenin kabuliinden itibaren gecen siire ve siirecler, yazigmalar ve degerlendirmelerle
ilgili karsilagilan sorunlar 6zetlenir. Bu kismin sonunda BAP siiregleri ile ilgili oneriler de BAP
Komisyonuna iletilmek iizere sunulabilir.)

ONERI
Proje degerlendirilmeleri uzun siire almaktadir.
BAP projeleri diger iiniversitelerde oldugu gibi hizli destek olarak farkli biitge, multidisipliner olarak
biitce sinirlamasi olmaksizin degerlendirilmelidir.
Satin alma asamasinda arastirici teknik sartname yazilmasi halinde istedigi malzemeyi se¢ebilmelidir.

ACIKLAMA

Doktora 6grencisi Arzu Keskin Aktan tez savunma sart1 olan yurtdist yaymni heniiz gerceklestiremedigi
icin tez kapag1 ve siava girememektedir. Ancak proje calismalari tamamlanmistir. Makale yazilmis ve
revize asamasindadir. Kesin raporun yiiklenmesi asamasinda onay lama islemini gergeklestirme
amacityla bu agiklama yapilmistir.
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4. EKLER

Proje ile ilgili her tiirlii cizim, resim, fotograf, plan vb. gibi dokiimanlar var ise bu béliime
eklenmelidir.

EK 1- Resimler:

Resim 1. Jel elektroforezi

Resim 3. FOXO3a ELISA uygulamasi
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Resim 5. TOS ve TAS tayini
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EK 2- Sekiller:

Geng Yagh Geng Yagli
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Sekil 1. SIRT2 ekspresyonlarindaki degisimler. Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral
korteks ve (B) hipokampus dokularma ait bant yogunluklar1 yiikleme kontrolii olarak secilen B-aktine
oranlanarak (SIRT2/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup i¢in n = 6). Sandvi¢ ELISA yontemi ile
oOl¢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 anlamli farklilagsmayr ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT: melatonin; CUR: curcumin;

SLM: salermid)
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A) B)
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Sekil 2. FOXO3a ekspresyonlarindaki degisimler. Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral
korteks ve (B) hipokampus dokularma ait bant yogunluklar1 yiikleme kontrolii olarak secilen B-aktine
oranlanarak (FOXO3a/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup i¢in n = 6). Sandvi¢ ELISA yontemi
ile ol¢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 farklilasmayr ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT: melatonin; CUR:

curcumin; SLM: salermid)
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Sekil 3. BIM ekspresyonlarindaki degisimler. Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral korteks
ve (B) hipokampus dokularina ait bant yogunluklar1 yiikleme kontrolii olarak segilen p-aktine oranlanarak
(BIM/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup ig¢in n = 6). *Geng¢ kontrol grubuna kiyasla; **Yash
kontrol grubuna kiyasia p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilasmayt ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT:

melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermid)
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Sekil 4. BAX ekspresyonlarindaki degisimler. Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral korteks
ve (B) hipokampus dokularina ait bant yogunluklar1 yiikleme kontrolii olarak segilen B-aktine oranlanarak
(BAX/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup i¢in n = 6). *Geng¢ kontrol grubuna kiyasla; **Yasl
kontrol grubuna kiyasia p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilasmayt ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT:

melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermid)
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Sekil 5. BCL-2 ekspresyonlarindaki degisimler. Western blot yontemi ile gosterilen (A) serebral
korteks ve (B) hipokampus dokularma ait bant yogunluklar1 yiikleme kontrolii olarak secilen B-aktine
oranlanarak (BCL-2/B-aktin) standardize edilmistir (Her bir grup i¢in n = 6). *Geng¢ kontrol grubuna
kiyasla;, **Yash kontrol grubuna kiyasia p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilasmayr ifade etmektedir.

(KNT: kontrol; MLT: melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermid)
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Sekil 6. BCL-2/BAX oramndaki 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 oram seklinde ifade edilmistir (Her bir grup i¢in n = 6) *Geng kontrol grubuna kiyasla, **Yasl
kontrol grubuna kiyasia p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilasmayt ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT:

melatonin; CUR: curcumin; SLM: salermid)
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Sekil 7. TOS, TAS ve OSI degisimleri. (A, B) Her iki beyin bdlgesi icin de Olgiilen 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¢cin OSI = [(TOS, umol H,O, 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;, **Yash kontrol grubuna kiyaslia p < 0,05
diizeyinde anlamh farklilasmay ifade etmektedir. (KNT: kontrol; MLT: melatonin, CUR: curcumin;

SLM: salermid)
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Geng Ve Yash Sigcanlarda Curcumin Uygulamasinin Hipokampus SIRT2, BCL-2, BAX Ve BIM Ekspresyonlarina Etkisi
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GIRIS-AMAG: Curcumin, anti-apoptotik, anti-oksidan ve anti-aging &zellikleri gdsterilmis dogal bir polifenoldiir. SIRT2’ nin
farmakolojik inhibitérleri beyinde néroprotektif etkili gériinmektedir ve curcuminin hipokampusta SIRT2 protein ekspresyonuna
etkisi calisiimamis, apoptotik stiregle olan iliskisi yeterince aydinlatiimamistir. Bu ¢alismamizda geng ve yash siganlarda curcumin
uygulamasinin hipokampusta SIRT2, anti-apoptotik BCL-2 ve pro-apoptotik BAX, BIM ekspresyonlarina etkisini géstermeyi
amacladik.

YONTEMLER: Bu ¢alismada, toplam 24 adet (3 aylik geng, 22 aylik yash), wistar albino cinsi, erkek sicanlar kullanilarak (1) Geng-
kontrol, (2) Geng-curcumin, (3) Yasli-kontrol, (4) Yasli-curcumin gruplari olusturuldu. Curcumin dozu 30 mg/kg/giin olarak
belirlendi ve dimetilsilfoksitte ¢oziilerek hazirlandi. Kontrol ve curcumin gruplarinin intraperitoneal enjeksiyonlari 21 giin
boyunca surdirildi. Hipokampus dokularinda SIRT2, BCL-2, BAX ve BIM ekspresyonlari Western blot yéntemi ile gosterildi.
Ayrica,sandvig ELISA yéntemiyle SIRT2 igin protein miktari dlciimii yapildi. istatistiksel analiz igin ANOVA, LSD ve Pearson r’si
kullanildi ve p < 0,05 diizeyi anlamli kabul edildi.

BULGULAR: Yaslanma ile hipokampusta SIRT2 ve BAX ekspresyonlarinin arttigi, BCL-2 ve BCL-2/BAX oraninin ise azaldigi, buna
karsi- lik yasli siganlarda curcumin uygulamasinin bu etkiyi anlaml olarak tersine gevirdigi goriildi (p < 0,05). SIRT2 igin ELISA
sonuglari da Western blot bulgulari ile benzer bulundu (p < 0,05). Ayrica SIRT2 ile BAX arasinda pozitif, SIRT2 ile BCL-2/BAX orani
arasinda ise negatif yonde korelasyon bulundu (p < 0,05). BIM ekspresyonlarinda ise gruplar arasi anlamli bir farklilasma
saptanmadi.

SONUG: Curcumin yaslanmada hipokampal apoptozu baskilayarak noral kayiplari engelleyebilir ve curcuminin néroprotektif
etkisinde SIRT2 inhibisyonu rol oynuyor olabilir.

Bu calisma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir (proje kodu. 01/2016-05).

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, BCL-2, Curcumin, Hipokampus, SIRT2
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OXIDATIVE STRESS, FOXO3A AND BIM EXPRESSIONS IN
AGING CEREBRAL CORTEX: MODULATION BY CURCUMIN
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Curcumin is a polyphenol derived from turmeric (Curcuma longa), which is known to have
anti-oxidant, anti-apoptotic and anti-aging activity. FOXO transcription factors play crucial
role in stress resistance, cell cycle arrest and apoptosis. In the current study, we
investigated the effects of curcumin treatment on oxidative stress parameters, FOX0O3a and
pro-apoptotic BIM expressions in the cerebral cortex of young and aged rats. Twenty four
wistar albino male rats (young: 3 months old, aged: 22 months old) were divided into
following groups: young-control, young-curcumin, aged-control, aged-curcumin. Curcumin
(30 mg/kg/day) was dissolved in 4% DMSO-PBS. Intraperitoneal injections of control and
curcumin groups were maintained for 21 days. Total oxidant status (TOS) and total
antioxidant status (TAS) were measured using commercial kits. The ratio of TOS to TAS, i.e.
the oxidative stress index (OSl), was calculated. FOXO3a and BIM expressions were tested
by Western blotting, and FOXO3a protein levels was also measured by a sandwich ELISA
method. ANOVA, LSD, Pearson’s r were used for statistical analysis (p<0.05). Our findings
showed that aging increased TOS, 0S|, FOX03a and BIM, and decreased TAS in cerebral
cortex (p<0.05). Curcumin administration in aged rats decreased age-related increase in
TOS, OSI and FOX03a (p<0.05). In aging, curcumin caused slight, but not-significant
decrease in BIM, which was positively correlated with FOX03a. Curcumin seems to be
effective in reducing oxidative stress in the aging brain, which may result in suppression of
the FOXO3a transcription factor that upregulates target genes involved in stress resistance
and cell death.
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