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OZET

Yaslanma tiim canlilar i¢in evrensel zamana bagli, fonksiyon kaybi ile giden siire¢ olarak
tanimlanir. Yasa bagl viicutta pek ¢ok fonksiyon degisimi olmakta, pankreas dokusu da
salgt ve hacim kaybi ile yaslanma siirecinden etkilenmektedir. SIRT2 uzun yasam
proteinleri olarak adlandirilan sirtuin ailesinin bir {iyesidir. Bu calismada amacimiz,
spesifik SIRT2 inhibitorii olan AGK-2 uygulamasinin, pankreas dokusunda yaglanma
stirecini aciklamada popiiler teorilerden olan programli hiicre 6limii ve oksidatif stres
belirtegleri ile iligkisini arastirmakdir. Calismamizda toplam 24 adet Wistar albino cinsi
sican kullanilarak geng (3 aylik, n=12) / yash (22 aylik, n=12) deney ve kontrol gruplar1
olusturuldu. Deney gruplarina AGK-2 (10uM/bw), kontrol gruplarina ise ayni hacimde
(%4 DMSO+PBS) uygulamas: 30 giin boyunca yapildi. Uygulama sonunda tiim si¢anlarin
pankreas dokular1 ¢ikarildi ve galisilincaya kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandi.
Pankreas dokusunda total oksidan durum (TOS), total antioksidan durum (TAS) ve bu
parametrelerin oranlanmasi ile oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi. SIRT2 protein
ekspresyonu hem sandvi¢ ELISA hem de Western Blot yontemi ile ¢alisildi. Kaspaz-3
enzim aktivitesi ise sandvi¢ ELISA yontemi ile calisildi. Istatiksel degerlendirme igin
ANOVA, LSD ve Pearson r’si kullanildi. Istatiksel anlamlilik icin p<0,05 olarak kabul
edildi. Bulgularimiz pankreas dokusunda yaslanmanin TOS diizeyini, kaspaz-3 ve SIRT2
protein ekspresyonlarni arttirdigini, NOX diizeyinin ise kontrolden farksiz oldugunu
gosterdi. AGK-2 uygulamasmin yash siganlarda daha etkili oldugu, yaslanma ile artis
sergileyen TOS, kaspaz-3 ve SIRT2 protein diizeylerini azalttigi, TAS diizeyini ise yash
kontrole gore arttirdigl izlendi (p<0,05). Bulgularimiz, AGK-2 uygulamasi pankreas
dokusunda, yaglanmada artan oksidan stres ve apoptozu geriye dondiirdiiglinii gdstermistir.
Artan antioksidan savunma diizeyi yasa bagli pankeas dokusunda koruyucu etki
gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Bilim Kodu 1023
Anahtar Kelimeler : Yaslanma, AGK-2, Sirtuin-2, Oksidatif Stres, Apoptoz
Sayfa Sayisi : 89

Danigsman : Prof. Dr. K. Gonca AKBULUT
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EFFECT OF AGK-2 ADMINISTRATION ON APOPTOSIS AND OXIDATIVE STRESS
IN PANCREATIC TISSUE DURING AGING PROCESS
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ABSTRACT

Aging is defined as the universal time-dependent process with loss of function for all
living organisms. Like many age-related changes in the body, the pancreatic secretion and
tissue mass are also affected by the aging process. SIRT2 is a member of the sirtuin family
called longevity proteins. Our aim in this study is to investigate the relationship between
AGK-2, a specific SIRT2 inhibitor, and programmed cell death and oxidative stress
markers, which are popular theories for explaining the aging process in pancreatic tissue.
In our study, 24 Wistar albino male were used. Young (n=12, 3 months old) / elderly (n =
12, 22 months old) rats were randomly divided into experimental(n=6) and control (n=6)
subgroups. AGK-2 (10uM / bw) was applied to the experimental group and the same
volume (4% DMSO + PBS) was applied to the control group for 30 days. At the end of the
application, the pancreatic tissues of all rats were removed and stored at -80°C until
working. Total oxidant status (TOS) and total antioxidant status (TAS) were measured in
pancreatic tissue. Oxidative stress index (OSI) was calculated as the ratio at TOS to TAS
levels. SIRT2 protein expression was measured by both sandwich ELISA and Western
Blot methods. Caspase-3 enzyme activity was evaluated by sandwich ELISA method.
ANOVA and Pearson r were used for statistical evaluation. For statistical significance p
<0.05 was accepted. Our findings showed that aging increased TOS level, caspase-3 and
SIRT2 protein expressions in pancreatic tissue and NOx level was not different from
control. It was observed that AGK-2 application was more effective in elderly rats and
decreased TOS, caspase-3 and SIRT2 levels, which are increased with aging and increased
TAS level compared to elderly control (p <0.05). In the light of these findings, the
application of AGK-2 reversed the increased oxidant stress and apoptosis in aging
pancreatic tissue. Increasing antioxidant defense level may show protective activity in
aging pancreatic tissue.

Science Code : 1023
Key Words . Aging, AGK-2, Sirtuin 2, Oxidative Stres, Apoptosis
Page Number : 89

Advisor : Prof. Dr. K. Gonca AKBULUT
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

ul Mikrolitre

pmol Mikromol

Cu? Bakir

gr Gram

H2S04 Siilfirik Asit

KCI Potasyum Kloriir

mg Miligram

mM Milimol

NaOH Sodyum Hiroksit

ng Nanogram

nmol Nanomol

pg Pikogram

VaCl: Vanadium Klorid

ZnS0O4 Cinko Siilfat Heptahidrat
Kisaltmalar Aciklamalar

AD Alzheimer Disease (Alzheimer Hastali81)
ADP Adenozin Di-Fosfat

AGK-2 Arabidopsis Guanylate Kinase-2
ALA Alfa Lipoik Asit

ALI Akut Karaciger Hasar1 (Acut Liver Injury)
APAF-1 Apoptotik Proteaz Aktivator-1
APS Amonyum Per Siilfat

ATP Adenozin Tri-Fosfat

Bad Bcl-2 Antagonist of Cell Death
Bak Bcl-2 Antagonistic Killer

Bax Bcl-2 Associated X Protein
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B Cell Lymphoma-2 Protein
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Bouine Serum Albumin (Sigir Serum Albumini)
Katalaz
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(Oliime Neden Olan Sinyal Kompleksi)

De Iyonize

Diabetes Mellitus
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1. GIRIS

Yaglanma; her canlida goriinen, tiim islevlerde azalmaya neden olan evrensel bir siirectir.
Metabolik, kardiyovaskiiler, nérodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi bir¢ok hastaligin
altinda yatan 6nemli bir risk faktoriidiir. Yaglanma siirecinde rol oynayan ve kabul goren
teorilerden biri “Serbest Radikal Teorisi’dir. Normal hiicresel metabolizma sirasinda
iretilen serbest radikaller deoksiriboniikleik asit (DNA), protein ve lipit gibi
makromolekiillere saldirarak hasar yaratir ve fizyolojik isleyisi bozarlar. (Davydov,
Dobaeva ve Bozhkov, 2004). Antioksidanlar ise, serbest radikallerle reaksiyona girerek
onlarin zararl etkilerini azaltan maddelerdir. Katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD), viicudun serbest radikallere karsi savunma olarak
trettigi antioksidan enzimler arasinda yer alirlar (Blokhina, Virolainen ve Fagerstedt,
2003). Yaslanma ile birlikte antioksidan enzimlerin azalmasi, hasarlarin birikmesine zemin
hazirlar (Rattan, 2006). Serbest radikal teorisine gore yaslanma, oksidan ve antioksidan
sistemlerdeki dengenin bozulmasiyla olugan oksidatif stres nedeniyle ortaya ¢ikar (Cao,
Leers-Sucheta ve Azhar, 2004). Doku ve serumda yapilan bir¢ok c¢alismada yaslanma ile
oksidan stresin arttigi; antioksidan sistemin ise azaldigi gosterilmistir (Akbulut, Goniil ve
Akbulut, 1999; Akbulut, Akbulut, Akgiin ve Goniil, 2012; Aydm, Kigiikgergin,
Ozdemirler-Erata, Kogak-Toker ve Uysal, 2010).

Apoptoz genlerle diizenlenen, organizmada homeostazisi koruyan inflamasyon olmaksizin
hiicrelerin kendi o©liimlerini diizenleyen programlanms olaylarin tiimiidiir. Yaglanma,
apoptotik aktivite artis1 ile birlikte seyreder (Tresguerres, Kireev, Forman, Cuesta,
Tresguerres ve Vara, 2012; Zhang ve Herman, 2002a). Apoptoz, hiicre membran
reseptorlerinin apoptotik siirecin baslangic noktasi olarak hareket ettigi ekstrensek yol ve
mitokondrinin merkezi bir rol oynadig1 intrensek yol ile diizenlenir. Hem intrensek hem de
ekstrensek yollarda, kaspazlarin aktivasyonu vazgegilmez bir rol oynar. Kaspazlar (sistein
bagimli aspartat spesifik proteazlar), 1 ile 14 arasinda iiyesi olan, substratlarinda aspartat
kalintilarina ayirma 6zelligine sahip bir proteaz ailesidir. Ozellikle kaspaz-3, apoptozda
hem intrensek hem de ekstrensek yolun ortak noktasinda devreye giren dnemli proteazdir
(Zhang, JH., Zhang, Y. ve Herman, 2003). Sican karaciger dokusunda yapilan bir
caligmada kaspaz-3 aktivitesinin yaslanma ile arttig1 ve reaktif oksijen iriinleri (ROS) ile
apoptotik oliimii indiikledigi bildirilmistir (Molpeceres ve digerleri, 2007). Onceki

caligmalarimizda yasli si¢can temporal ile frontal kortekslerinde ve midede kaspaz-3



aktivitesinin gencglere gore anlamli olarak yiiksek bulduk (Akbulut, 2012; Akbulut, Giiney,
Akgiin, Aktas ve Akbulut, 2013). Pankreatik beta hiicrelerinde yaslanmaya bagli olarak
apoptozun (Gunasekaran ve Gannon, 2011), ROS ile oksidatif stresin arttigi ve e-NOS’un
down regiile edildigi gosterilmistir (Kassem ve digerleri, 2017). Yaslanma ile artan

oksidatif stres dokularda apoptotik siirecin artigina da katki saglar.

Nitrik oksit (NO), endotel kaynakli gevseme faktdrii olarak tanimlanan, hiicre ve
dokularda bir¢ok fizyolojik siirece katilan haberci bir molekiildiir. L-Arjinin’den nitrik
oksit sentetaz (NOS) araciligiyla NO sentezlenir. Dokuda olusan hasara karsi verilen yanit
olan inflamasyon, viicudun olusturdugu yerel bir yanittir. NO, bu inflamatuvar yanitlart
modiile etmede kompleks bir role sahiptir. Bu siiregte nitrik oksitin nitrifikasyonu
neticesinde olusan nitrit/nitrat diizeyi 6zellikle yaslanma ile birlikte artis gdsterir. Bu artis
dokular i¢in oksidatif stresin ve apoptotik aktivitenin de tetiklemesine neden olur (Sastre,
Pallardo ve Vina, 2000).

Pankreasin beta hiicrelerinde, hiicresel yaslanma belirgin olarak gozlenir. Geng beta-
hiicrelerin proliferatif kapasiteleri yiiksektir; yetiskinlerde ise beta-hiicre proliferasyonu
onemli 6lgiide azalir (Perl ve digerleri, 2010). Ilerleyen yasla beraber pankreasta atrofi,
fibrozis, pankreatik salgida ve fonksiyonlarda azalma belirgindir (Manes ve Malfertheiner,
2003). Yaslanma, pankreatik beta hiicrelerin glukoz uyarimli insiilin sekresyonunda
belirgin bir diisiis ile iligkilidir (De Fronzo, 1984). Boylelikle ilerleyen yasla korele bir
sekilde diyabete yatkinlik, Tip-2 Diabetes Mellitus (T2DM) insidansi ve duyarliligi da artis
gosterir. Sonugta beta hiicre proliferasyonu yaslanma ile azalirken; apoptoz ve insiilin

direncinin artt1g1 goriiliir (Gunasekaran, 2011).

Uzun yasam proteinleri olarak adlandirilan sirtuinler, genom stabilitesini ve homeostazisi
devam ettirme 6zelligi ile yagam siiresini arttirabilen, Nikotinamid Adenin Difosfat (NAD)
bagli histon/protein deasetilaz ailesinin iiyeleridir. Memelilerde farkli lokalizasyon ve
fonksiyon ¢esitliligi gosteren 7 sirtuin (SIRT1-7) {iyesi bulunur (de Oliveira ve digerleri,
2017).

Beyin ve perifer dokularda fazlaca arastirilan SIRT1, yaslanma ile frontal, temporal,
oksipital loblarda ve hipokampuste artis gosterdigi (Braidy ve digerleri, 2015); buna ek

olarak SIRT1 asir1 ekspresyonunun serum insiilin, kolesterol, adipoz doku hacminin ve



obezitenin indiikledigi insiilin direncini azalttig1 belirtilmistir (Banks ve digerleri, 2008;
Bordone ve Guarente, 2007). Ayrica SIRT1’in, pankreas B hiicrelerini inflamatuar strese
kars1 korudugu bildirilmistir (Gines ve digerleri, 2017). Beyinde bol miktarda eksprese
edilen SIRT2’nin; karaciger, akciger, bobrek, pankreas gibi periferik organlarda da
bulundugu ve son zamanlarda kanser, diyabet, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklar gibi yaslanmanin ileri donemlerinde olusan birgok hastaligin Snemli
diizenleyicileri oldugu lizerinde durulmaktadir. SIRT2, adiposit farklilagsmasi, yag asidi
oksidasyonu, glukoneojenez ve insiilin duyarliliginin yani sira inflamatuar yanit1 igeren
metabolik homeostazin korunmasi gibi ¢esitli fizyolojik siireglerde dnemli roller iistledigi
literatiirde giderck artan makale sayisi ile gézlenmektedir (Gomes, Fleming Outeiro ve
Cavadas, 2015).

SIRT2’nin asir1 ekspresyonunun ise GLUT-4 iizerinden glikoz alimin artirdigr (Liu, Yang,
Pang, Yu ve Yan, 2018) ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini geciktirdigi ifade edilmistir
(Dryden, Nahhas, Nowak, Goustin ve Tainsky, 2003). Bulgular fare hepatositlerinde
SIRT2 asir1  ekspresyonunun, insiilin duyarliligmi artirdigimi, ROS iiretimi ile
mitokondriyal disfonksiyonu azalttigini ve tim olumsuz mitokondriyal degisiklikleri
tyilestirdigi yoniindedir. Bu bilgiler 151g8inda insiilin duyarliliginin diizenlenmesinde
hepatik SIRT2’nin yeni bir fonksiyona sahip oldugu disiiniilmektedir. SIRT2
aktivatorlerinin insiilin direncini ve T2DM’nin O6nlenmesi/tedavisi bakimindan yeni
firsatlar sundugu ifade edilmektedir (Lemos ve digerleri, 2017). Bu sebeple SIRT?2 ile ilgili

yapilan ¢alismalar celiskili ve yetersizdir.

Arabidopsis guanylate kinase-2 (AGK-2), spesifik SIRT2 inhibitoriidiir. SIRT2 ile
yaslanma calismalar1 sinirli olmakla birlikte, SIRT2 inhibisyonunun kolon ve beyin
dokusunda oksidatif strese kars1 koruyucu oldugu ve AGK-2 uygulanan yash sicanlarda
korteks ve hipokampus dokularinda SIRT2 diizeyini azalttigi c¢aligmalarimizda
gosterilmistir (Akbulut, Aktas ve Akbulut, 2015; Keskin-Aktan, 2018). Ayrica Alzheimer
olusturulan sigan astrositlerinde AGK-2, astrosit aktivasyonunu ve pro-inflamatuar
mediatorlerin iiretimini de azaltmistir (Scuderi ve digerleri, 2014). Beyindeki bu farkl: etki,
perifer bir dokuda hala tam anlamiyla agikliga kavusturulamamigtir. AGK-2 ile SIRT2
inhibisyonunun o6zellikle pankreas dokusundaki etkisi hakkinda heniiz bir calismaya
rastlanmamistir. Bu bilgiler 15181inda tez calismamizda, AGK-2 uygulamasinin yaslanma

stirecinde pankreas dokusunda oksidatif-nitrosatif stres, apoptotik aktivite ve SIRT2 ile



iligkisinin arastiritlmasi planlandi. Bu ¢alisma yaslanma siirecinde goriilen oksidatif hasar,
apoptotik aktivite ile SIRT2, NOx ve kaspaz-3 diizeylerinin belirlenmesi ile literatiire katk1
saglayacak, yaslanma ile ortaya ¢ikan oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyon ile beraber
pankreas hastaliklarinin Onlenmesi konusunda yeni tedavi yaklasimlarinin ortaya
cikartilmasinda yardimer olabilecektir. Bdylece bu tez galismasimin SIRT2’nin periferik
bir dokuda etkinliginin aydinlatilmasi, yaslanma ile artan diyabet insidans1 ve obezite gibi

hastaliklara yeni yaklasimlar kazandiracagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yaslanma

Tiim canli organizmalarda ortaya ¢ikan yaslanma, organizmanin en kii¢iik yapitasi olan
hiicreden sistemler diizeyine kadar progresif, disfonksiyonlarla karakterize bir siirectir.
Yaslanma, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde morbidite, mortalite ve saglik
maliyetlerinin biiyiik kismini karsilayan kronik hastaliklarin ¢ogu i¢in ana risk faktorii
olarak degerlendirilmektedir (Kirkland, Stout ve Sierra, 2016). Demans, Alzheimer,
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklar ile ateroskleroz, diyabet, osteoartrit gibi kronik
hastaliklar, ilerleyen yasla birlikte daha yaygin hale gelir. Yaslanma siirecinde bir¢ok etken
devreye girerek, hem fizyolojik hem de patolojik hasarlara yol agar ve bu siirece katki

saglamis olur.

2.1.1. Yaslanma teorileri

Yaslanma, dogumla baglayip olgunlasma siirecinden sonra oliimle biten, organlarin giderek
yasa bagli islev bozuklugu ya da kaybi ile sonuglanan bir siirectir. Yaslanmada oksidatif
stres, mutasyon ve anormal protein birikimi, programlanmig hiicre 6liimii, hiicre zari
anormallikleri, mitokondriyal farklilasma ve telomer disfonksiyonu gibi hiicresel
yaslanmay1 etkileyen multifaktoriyel etkiler s6z konusudur. Bu baglamda yaslanma
stirecinde rol oynayan ve etkinligi fazlaca kabul edilen 300’e yakin teori bulunmaktadir.
Bu teoriler: i¢ (kalitsal) ve dis (stotastik) etkenler olmak {izere iki ana baslik altinda

degerlendirilmistir (Weirnet ve Timiras, 2003).

I¢ (kalitimsal) etkenler:

* Uzun Yasam Genleri Teorisi

* Noroendokrin Teori

+ Immiinolojik Teori

* Hiicresel Yaslanma (Telomer) Teorisi

* Hiicre Oliimii (Apoptoz) Teorisi



Dis (stotastik) etkenler:

» Somatik Mutasyon ve DNA Tamir Teorisi
» Hata Teorisi

» Proteinlerin Modifikasyon Teorisi

» Serbest Radikal Teorisi

Teorilerden en ¢ok tizerinde ¢alisilan ‘Serbest Radikal Teorisi’dir. Serbest radikal teorisine
gore yaslanma, oksidan ve antioksidan sistemlerdeki dengenin bozulmasi nedeniyle gelisir
ve oksidatif stres ortaya cikar (Harman, 2006). Normal hiicresel metabolizma sirasinda
iretilen serbest radikaller deoksiriboniikleotid (DNA), protein ve lipit gibi
makromolekiillere saldirarak hasar yaratir ve fizyolojik isleyisi bozarlar (Davydov, 2004).
Hem kusurlu genom, hem de DNA onarim iglemleri erken yaslanmanin fenotiplerini tegvik
eder. Yaslanmay1 etkileyen genler ve bu siiregleri ilgilendiren disiplin “Yaslanma
epigenetigi” kavramim gelistirmistir. Mitokondri ve NADPH oksidaz tarafindan iiretilen
diistik ve orta reaktif oksijen iiriin (ROS) seviyeleri, ROS duyarli proteinleri ve epigenetik
mekanizmalart aktive eder. Yiiksek ROS seviyesi ise, hizlandirilmis yaslanma, hiicre
oliimii ve yasa bagli hastaliklarda niikleik asitler, lipit ve protein hasarlarina neden olur
(Davalli, Mitic, Caporali, Lauriola ve D’Arca, 2016) (Sekil 2.1). Bu tepki, sitotoksik ve
mutajenik olan malondialdehit (MDA) ve konjuge dien bilesiklerinin olusumuna yol acgar.
Lipid peroksidasyonu radikal bir zincirleme reaksiyonla gerceklesir, yani bir kez
basladiginda hizla yayilir ve ¢ok sayida lipit molekiiliinii etkiler. Proteinler ayrica yapisal
degisikliklere ugrayabilir ve enzim aktivitesinin kaybina yol agan zararli durum ortaya
cikar (Halliwel, 2007; Pham-Huy, He ve Pham-Huy, 2008). Yaslanma total antioksidan
durumun (TAS) kademeli olarak azalmasi ve total oksidan durumun (TOS) artmasiyla
ilgilidir (Cachofeiro ve digerleri, 2008).
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Sekil 2.1. ROS aracili yaglanma (Davalli, 2016)

2.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma

Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasinda oksidanlar lehine gelisen bir
dengesizliktir. Bir¢ok hastalik ve bozukluk, hiicrelerdeki oksidan/antioksidan dengesizligi
ile iliskilendirilmistir. Bu dengesizlik, rediiklenme ve oksitlenme tepkimelerinin bir arada
gergeklesmesi olan redoks sinyalizasyonunun ve kontroliiniin bozulmasina yol agtig1 gibi
ve/veya molekiiler hasarin olusmasini saglar (Davalli, 2016). Viicutta, oksijen igeren cesitli
reaktif molekiiller, azot ve diger elementler hiicresel sinyalizasyon ve biyokimyasal
siregler icin gereklidir. Oksidatif streste en yaygin olarak ROS ve reaktif azot iiriinleri
(RNS) iceren reaktif iirtinler rol oynar (RS). Hiicredeki bu RS’lerin birincil formlari
hidrojen peroksit (H20>) ve siiperoksit anyon radikali (O72), nitrik oksit gibi RNS ve ayrica
bir¢ok lipit, protein, ve niikleik asitlerdir (Lushchak, 2014; Weidinger ve Kozlov, 2015).
Bu serbest radikaller cok farkli reaktivite gosterir, 6rnegin siiperoksit bir indirgeyici
radikaldir; NO’nun reaktivitesi, bagka bir serbest radikal ile reaksiyona girmedigi siirece

diistiik kalir; H20., diger ROS’lardan daha az reaktiftir, ancak yapisal pargalara doniisiim



yoluyla oksidatif strese olusturma yetenegini korur. Siiperoksit radikal olusumu yoluyla
baslica endojen H.O, kaynaklari arasinda NADPH oksidazlar (NOX enzimleri) ve
mitokondri bulunur. Diger enzimler ve organeller de H2O2 olusumuna katkida bulunur.
H202’nin aksine, hidroksil radikali (HO") ve peroksinitrit (ONOO-) gibi sekonder RS’ler,
hiicre i¢in daha toksiktir ve genellikle birden fazla primer RS’ nin varliginda olusur. Sekil
2.2°de gorildiigii tizere A: Primer reaktif tiirler (NO », Oz * i, Fe, ROOH) ve iki 6zdes
reaktif tiiriin (Oz ile H2O2 nin dismutasyonu) ve gegis metallerinin (reaktif oksijen, azot ve
metal {irtinleri = RONMS) etkilesiminin iirlinleridir. Bu iirtinler agirlikli olarak sinyal
iletimi ve protein sentezi gibi fizyolojik siireclere katkida bulunur. B: Iki farkli RONM
arasindaki reaksiyonlarin sekonder iiriinleridir. Bu sekonder iiriinler ¢esitli hiicre

fonksiyonlari {izerinde zararl etkiler gosterir (Weidinger, 2015) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Farkli reaktif tiirlerin fizyolojik ve patofizyolojik reaksiyon dongiisii
(Weidinger, 2015)

Reaktif liriinler, solunum zinciri, fagositoz, prostaglandin sentezi ve sitokrom P450 sistemi
de dahil olmak {izere ¢ok sayida normal metabolik ve biyosentetik yolla endojen olarak
iiretilir (Bae, Oh, Rhee ve Yoo, 2011). Ozellikle aktif bir sekilde ¢alisan ve kimyasal
reaksiyonlarin fazlaca gergeklestigi mitokondride, elektron kagaklari olur. Mitokondri,
sitozolde mitokondriyal ROS salintmini indiiklemek i¢in ¢esitli dis sinyalleri ve stresleri

algilar. Mitokondriyal ROS normal hiicresel fonksiyon i¢in vazgecilmezdir. Bununla



birlikte, mitokondriyal ROS iiretiminin diizensizligi veya sitozole salimimi birgok

hastalikta, 6zellikle de inflamasyon ile iligkilidir (Bae, 2011).

Pek cok kritik reaksiyonun ve sinyal kaskadinin diizglin calisabilmesi i¢in normal
fizyolojik RS seviyeleri gereklidir. Diisiik veya orta seviyelerde ROS/RNS, insan sagligi
icin hayati Ooneme sahiptir (Bae, 2011; Pham-Huy, 2008) (Sekil 2.3). Ancak, fazla
iretildiginde veya diger reaktif iriinler ile kombine edildiginde, hiicresel bilesenler
tizerinde ciddi etkilere sahip olabilirler (Halliwel, 2007; Weidinger, 2015). Bu nedenle,
ROS ve diger RS seviyelerinin siki bir sekilde kontroliinii saglamak icin hiicre, sayisiz

antioksidan savunmaya sahiptir.

phizss . . A i Membran NADPH oksidaz
Mitokondri Antioksidanlar ve detoksifive edici enzimler: Vi
NADPH oksidaz

ROS seviyesi ‘
= =

Epigenetik faktérler

ROS duyarh proteinler (DNA metilasyonu, histon modifikasyonu, Hasar

L) DNA, lipit ve protein

Hizlandirilmis Yasla iliskili
yaslanma hastahiklar

Hiicre 6liimii

Sekil 2.3. Fizyolojik ve patolojik kosullarda ROS iiretimi (Davalli, 2016)

Antioksidanlar, serbest radikallere karsi savasan, yikici ve zararli etkilerini azaltan
maddelerdir. Hiicrelerdeki endojen bilesikler enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar
olarak smiflandirilabilir. ROS ve RNS’nin nétralizasyonunda dogrudan rol oynayan

baslica antioksidan enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
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peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktazdir (GRx). Serbest radikallere karsi ilk savunma
hatti olan SOD, siiperoksit anyon radikalinin (Oz¢”) hidrojen peroksit (H202) igine
indirgenerek pargalanmasini katalize eder. Olusan oksidan H2O, katalaz veya glutatyon
peroksidaz ile su ve oksijene (O2) doniistiiriiliir. Selenoprotein GPx enzimi, H2O2’yi
indirgenmis glutatyonu (GSH), okside edilmis glutatyona (GSSG) oksitlemek i¢in kullanir.
Bir flavoprotein enzimi olan GRx, GSSG’den GSH’yi, azaltict bir gii¢ kaynagi olarak
NADPH ile yeniden iretir. H2O> yami sira GPx, GSH oksitlerken lipit veya
hidroperoksitleri de azaltir (Droge, 2002; Young, 2001; Halliwell, 2007).

Non-enzimatik antioksidanlar ayrica metabolik antioksidanlara ve besin antioksidanlarina
ayrilir. Endojen antioksidanlara ait metabolik antioksidanlar, lipoid asit, glutatyon, L-
arijinin, koenzim Q10, melatonin, iirik asit, bilirubin, metal selatlayic1 proteinler,
transferrin vb. gibi metabolitik aktivite sonucunda iretilir. Ekzojen antioksidanlara ait
besin antioksidanlari ise, viicutta iiretilemeyen ve disaridan alinan E vitamini, C vitamini,
karotenoidler, eser metaller (selenyum, manganez, ¢inko), flavonoidler, omega-3 ve
omega-6 yag asitleri vb. maddelerdir (Droge, 2002; Willcox, Ash ve Catignani, 2004)
(Sekil 2.4).

Antioksidanlar genellikle iki yoldan biriyle ¢alisir: radikal devam zincirini kirarak veya
Stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi baslica antioksidan enzimler,
serbest radikallerin iiretilmesinden sorumlu molekiilleri atarak oksidasyon zincirinin

olusumunu 6nler (Pham-Huy, 2008; Young ve Woodside, 2001).

Yasli ve orta yasl insan plazmasinda yapilan ¢alismada, yasli insanlarda TAS 1n, orta yasl
olanlara gore diisiik oldugu gosterilmistir (Dziegielewska-Gesiak ve digerleri, 2019).
Kadin ve erkek plazma, eritrosit ve tiikiiriiglinde yaslanma ile birlikte TOS ve oksidatif
stress indeksi (OSI) degerinin artarken, TAS ve antioksidan enzimlerin azaldig1
bildirilmistir (Maciejczyk, Zalewska ve Ladny, 2019). Ayrica TOS ve TAS arasindaki
dengesizlik, kardiovaskiiler hastalik, ateroskleroz ve kanser gibi yaglanmayla iliskili bircok
patolojik hastalikla iligkili bulunmustur (Dziegielewska-Gesiak, 2019; Saghebjoo,
Sadeghi-Tabas, Saffari, Ghane ve Dimauro, 2019).
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Sekil 2.4. Endojen ve ekzojen antioksidanlar

Ozetle; serbest radikaller ile indiiklenen oksidatif stres, yaslanma siirecinde onemli rol
oynar. ROS, stres kaynakli erken yaslanmayla sonuclanan 6nemli bir hiicre yaslanmasi
aracisidir. Antioksidan enzimler, biyolojik makromolekiillerin olusan oksidatif hasardan
zarar gormesini Onleyen birincil savunma araglaridir. Bu nedenle, yaslanma sirasinda
antioksidan enzimlerin kararli durum seviyeleri, bazi1 6nemli dokular1 serbest radikal aracili

hasara kars1 koruyabilir.

2.2.1. Nitrik oksit, oksidatif stres ve yaslanma

NO, NO sentazlar (NOS enzimleri) tarafindan iretilir (Sies ve Jones, 2017). Tiim NOS
izoenzimleri pankreas beta hiicrelerinde eksprese edilir. Noronal NOS (nNOS) baslica,
insiilin sekrete eden graniillerde bulunurken, endotelyal NOS (eNOS) ise beta hiicrelerde
bulunur. Indiiklenebilir NOS (iNOS) ise normalde eksprese edilmezken, yiiksek glukoz
varliginda sitoplazmada eksprese edilir (Bahadoran ve digerleri, 2019). NO sentezinde rol
oynayan ti¢ NOS formunun pankreas dokusunda gosterilmis olmasi NO’nun pankreas
yaslanmasinda, oksidan ve antioksidan savunmada ve apoptoz siirecinde muhtemel roliinii

ortaya koyar (Buchwalow ve digerleri, 2018). Bulundugu hiicre tipine ve lokal
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konsantrasyonuna bagli olarak NO serbest radikal Onciili ya da antioksidan gibi

davranabilir.

Hiicresel diizeyde NO, noral hiicrelerde apoptoz ve sagkalimin diizenlenmesinde rol oynar.
Dokulardaki nitrik oksit sentezi, nitratin nitrite indirgenmesi yoluyla meydana gelebilir.
Nitrik oksit, dogrudan zincir kopmalari ve baz modifikasyonu ile DNA hasarimi
indiikleyebilir (Burney, Caulfield, Niles, Wishnok ve Tannenbaum, 1999; Niles, Wishnok
ve Tannenbaum, 2006). Hiicre sagkalimi ile ilgili olarak NO, konsantrasyonuna bagli
olarak hem apoptotik etkiye hem de anti-apoptotik etkiye sahip olabilir. Nispeten diisiik
konsantrasyonlarda NO genellikle, koruyucu etkisiye aracilik etme ve cGMP sentezine yol
acan Guanilat siklazin aktivasyonu ile iliskiliyken (Bobba, Atlante, Moro, Calissano ve
Marra, 2007), iskemiye yanit gibi durumlarda asirt NO {iretimi norotoksiktir ve oksidatif
stresi indiikleyerek hiicresel hasara yol agabilir (Bobba, 2007). NO, ayrica karbonhidrat
metabolizmasin1 diizenler ve NO biyoyararliliginin azalmasi diyabet gelisimi ile
iliskilendirilmistir. NO dondrleri, insiilin salinimini uyarir. Béylece T2DM’de glukoz

diizeylerinin diizenlenmesi ve insiilin direncinin azalmasinda rol oynar.

ROS ve NO, mitokondriyal fonksiyonlarin énemli fizyolojik modiilatorleridir, ancak asiri
miktarlarda mevcut oldugunda mitokondriye zarar verebilir (Sekil 2.5). Siiperoksit anyonu
ile NO reaksiyonu sonucu olusan reaktif bir tiir olan peroksinitrit tarafindan baslatilan
oksidatif stres ve hasar, sonugta hiicre apoptozuna veya nekroza neden olabilir
(Buchwalow, 2018). Yoon ve digerleri (2010) yaslanmanin, insan gébek damarinin endotel
hiicrelerinde NO iretimini, eNOS aktivitesini ve ekspresyonunu azalttigini
gozlemlemislerdir (Yoon, Cho, Ahn ve Yang, 2010). NO’nun bozulmus iiretimi ve
sinyalizasyonu, hipertansiyon, hiperlipidemi ve Diabetes mellitus ile iliskili
kardiyovaskiiler riskine (KVR) 6nemli dlcilide katkida bulunur. Hizla yaslanan toplumlarda
ileri yas, bash basina tutarli ve bagimsiz bir KVR faktoriidiir. Yaglanma ile ilgili bir¢ok
islem NO ile modiile edilir. Bu nedenle yaslanma, NO sinyali ve etkisinin belirgin
bozulmasi ile iligkilidir (Buchwalow, 2018). Yine benzer bir sekilde NO eksikligi,
yaglanmada ortaya c¢ikar ve yasa bagl kardiyovaskiiler risk ve bobrek hasarina katkida
bulunur (Baylis, 2012). Yash sicanlarda serebral korteks NO diizeyini arastirdigimiz
calismada, ozellikle temporal korteksin nitrit seviyesi genclerle karsilastirildiginda daha
yiiksek bulundu. Nitrit diizeyindeki artig, kaspaz-3 aktivitesini de artirmistir (Akbulut,
2013). Ayrica iNOS, NOx ve OH" igeren oksidatif stres belirteglerinin, SAMPS8 farelerin
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(yaslanmasi kolaylastirilmis) pankreasinda yaglanmaya bagli olarak arttigi gdsterilmistir

(Cuesta, Kireev ve Garcia, 2011).

Fizyolojik yamit

Sekil 2.5. Pankreasta NO bioktivitesini etkileyen faktorler

2.3. Programh Hiicre Oliimii: Apoptoz

Hiicre 6liim mekanizmalarindan nekroz ve apoptoz hiicre 6limii saglayan iki yoldur.
Apoptoz, baglangic1 siki bir sekilde diizenlenmis, hiicresel homeostazisi koruyan,
inflamasyon olmaksizin hiicrelerin kendi oliimlerini diizenleyen programlanmis hiicre
oliimiidiir. Apoptozun ana islevi, organizmanin bir biitiin olarak diizgiin isleyisine zarar
verecek olan hiicreleri uzaklastirip, hasarli hiicreleri yok ederek homeostazin devamliligim
saglamaktir. Nekrozu karakterize eden hiicre sismesi ve plazma membran riiptiiriiniin
aksine, apoptoz morfolojik olarak hiicrelerin biiziilmesi ve g¢ekirdegin yogunlagmasi ile
karakterizedir. Apoptotik siiregte fagozomlarin devreye girmesi ile fagositoz baslatilir
(Kerr, 2002). Apoptoz, bir dizi enzime bagimli biyokimyasal islemle birlikte hiicrenin
yapisinda bir dizi morfolojik degisiklik ile karakterizedir ve ¢evre dokulara minimum hasar
veren hiicrelerin viicuttan temizlenmesi ile sonuglanir (D’Arcy, 2019). Apoptozun
baslatilmasi, kaspaz olarak bilinen bir dizi sistein-aspartik proteazin aktivasyonuna

baglhdir. Molekiiler diizeyde kaspazlarin ve DNAzlarin aktivasyonu, spesifik proteinleri ve
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kromozomlarin biitiinliigiinii tahrip ederek etki gosterir. Insanlarda apoptoz, hiicre
proliferasyonunun hiicre Oliimiiyle dengelenmesinden ve dokulardaki sabit hiicre
sayllarinin korunmasindan sorumludur. Ayrica apoptoz, viriis bulagmis hiicrelerin ve
onkogenez uygulanan hiicrelerin ¢ikarilabilecegi bir savunma ve goézetim mekanizmasi

saglar (Zhang, Chong ve Herman, 2002b; Zhang, 2003).

2.3.1. Apoptoz siireci ve kaspazlar

Apoptoz siireci ¢ok hiicreli organizmalar i¢inde yiiksek oranda korunur ve genetik olarak
kontrol edilir (Zhang, 2002b). Apoptoz, bir dizi hiicre i¢i sensér yoluyla hasar tespit
edildiginde hiicrenin kendisi tarafindan baslatilabilir; apoptozu diizenleyen iki ana yol
tanimlanmistir: mitokondrilerin merkezi bir rol oynadigi igsel yol (intrinsik) ve hiicre
membran reseptdrlerinin apoptotik siirecin baslangi¢ noktasi olarak hareket ettigi dissal yol
(ekstrinsik). Hem ic¢sel hem de digsal yollarda, kaspazlarin aktivasyonu vazgecilmez bir rol
oynar (Budihardjo, Oliver, Lutter, Luo ve Wang, 1999). Sitokrom c’nin sitoplazmaya
saliverilmesi, kaspazlarin aktivasyonu, biiylime faktorlerinin azalmasi veya reaktif oksijen
radikallerin olusturdugu hasar neticesinde apoptoz baslatilabilir. Apoptozda, 6lii hiicrenin
icerigini tasiyan apoptotik cisimler, gevredeki hiicreler tarafindan fagositoz edilebilir,
ancak bu davranis esas olarak hiicre kiiltiirlinde gbzlenir (Zhang, 2002b). Makrofaj gibi in
vivo hiicreler, genellikle apoptotik hiicreleri par¢calanmadan once ¢ikarirlar. Bu, hasarlanan

dokunun tutulmasina neden olur ve sonug olarak, ¢evredeki hiicrelerde hasar riski azaltilir.

Apoptoz siireci asagidaki basamaklardan olusur:

* Apoptozun baslatilmasi (sinyal {iretici yollar)

» Hiicre i¢i protezlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

* Hiicrede morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler
» Fagositoz

Kaspazlar, sistein bagimli aspartata 6zgii proteaz grubudur. Aslen C. elegans’ta Ced-3
homologu olarak bulunan, bugiine kadar memelilerde 14 kaspaz tanimlanmistir (Cizelge
2.1). Baslatic1 kaspazlar ve uygulayici kaspazlar olmak tizere iki kategoride kaspaz vardir.
Hiicre hasar tespit edildikten sonra, baglatici kaspazlar (kaspazlar 8 ve 9) aktif olmayan

prokaspazlardan aktive edilir ve uygulayici kaspazlari (kaspazlar 3, 6 ve 7) aktive etmeye
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devam eder. Oldiiriicii kaspazlarinin aktivasyonu, endoniikleazlarin aktivasyonundan,
niikleer proteinlerin ve hiicre iskeletinin yok edilmesinden, proteinlerin ¢apraz
baglanmasindan, fagositik hiicreler i¢in ligandlarin ekspresyonundan ve apoptotik
cisimlerin olusumundan, DNA pargalanmasi ile sonuglanan bir dizi olay1 baslatir (ElImore,

2007; Poon, Lucas, Rossi ve Ravichandran, 2014).

Kaspazlar hem i¢ hem de dis apoptotik yollarda énemli roller oynarlar. Ayrica kaspaz
olmayan apoptotik yollarla etkilesime girerler. Kaspaz-1, kaspaz-4, kaspaz-5 ve kaspaz-11,
inflamasyonun diizenlenmesinde bir isleve sahipken, kaspaz-14, keratinosit farklilagsmasi
ile iligkilidir. Kaspazlarin geri kalanlar1 da apoptozda 6nemli roller iistlenirler. Kaspazlar
hiicrelerde zimojen (prokaspaz) formunda bulunur. Aktive edildiginde, her kaspaz

molekiilii pargalanir ve iki biiyiik ile iki kiigiik alt birim olusturur (Salvesen ve Dixit,

1999).

Cizelge 2.1. Apoptotik siiregte gérev alan belirtecler (Zhang, 2003)

Kaspazlar

Apikal kaspazlar Kaspaz-2, 8, 9 ve 10

Oldiiriicii kaspazlar Kaspaz-3, 6 ve 7

Diger kaspazlar Kaspaz-1, 4,5, 11, 12, 13 ve 14

Oliim Reseptorleri Fas, TNF-RI, DR3, DR4, DR5, DR6, p75NTR

Bcl-2 ailesi proteinleri

Anti-apoptotik Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1, Al, Boo

Pro-apoptotik Bax, Bak, Bcl-xS, Bok, Bid, Bad, Bik, Bim (Bod), Noxa

IAP’ler (Inhibitdr apoptoz proteinleri) | XIAP, c-IAP1, c-IAP2, NAIP, Survivin, Apollon
(Bruce), ML-IAP (Livin, KIAP), ILP-2 (Ts-1AP)

Apoptozun hem igsel (intrinsik) hem de digsal (ekstrinsk) yollari, ¢ok hiicreli
organizmalarin saglikli kalmasini ve kusurlu hiicrelerin viicuttan ¢ikarilmasini saglamak
icin sinerjik olarak calisir. Apoptozun diizenlenememesi, bircok hastalikta ortaya ¢ikan
patolojilere neden olabilir. Alzheimer gibi dejeneratif hastaliklarda, néron Gliimiiniin
apoptotik siirecin 6nemli enzim grubu olan kaspazlarin aktivasyonu ile baslatilir (Dickson
ve Rhodes, 2004). Apoptozu baslatan diger faktorler ise stres, hipoksi, toksinler,
radyasyon, reaktif oksijen tiirleri, viriisler ve cesitli kimyasal ajanlar olarak siralanabilir

(Brenner ve Mak, 2009).

Ekstrinsik, diger adiyla 6liim reseptor yolunda, 6liim reseptorleri ayni kokenli ligandlarina
(Fas-FasL) baglanarak aktive edilir. Ligandlar reseptdrlere baglanir ve reseptorlerin

trimerizasyonunu tetikler. Bu reseptdr trimerizasyonu, reseptoriin hiicre i¢i alanina
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baglanan adaptor molekiillerini (Fas ile iliskili 6liim alan1 (FADD) vb.) toplar. FADD’nin
baglanmasi, adaptor molekiiliine baglanan prokaspaz-8’in devreye girmesine yol agar ve
reseptor ile birlikte, kaspaz-8’in aktive edildigi 6liime neden olan sinyal kompleksini
(DISC) olusturur. Kaspaz-8 eksikligi olan farelerde o6liim reseptorii (DR) vasitasiyla
baglatilan cevabin olmadigi ve ekstrinsik apoptotik yolun aktiflesmedigi izlenmistir
(Brenner, 2009). Aktive edilmis kaspaz-8, daha sonra kaspaz-3 gibi kaspazlari aktive
ederek siireci baslatir (Peter ve Krammer, 2003). Intrensek yol, mitokondrial yol olarak da
adlandirilir. Bu yolda ise, apoptozu indiikleyen c¢esitli sinyaller mitokondriyal membran
gecirgenligini dogrudan/dolayli olarak degistirir ve sitokrom c¢ dahil mitokondriyal
intermembran proteinlerin salinmasina neden olur (Parone, James ve Martinou, 2002).
Propoptotik proteinler (sitokrom ¢, Smac / Diablo ve HtrA2 / Omi dahil) mitokondriden
sitoplazmaya sizabilir ve apoptozu aktive eder. Sitoplazmada prokaspaz-9, apoptotik
proteaz aktivator-1 (APAF-1) ve sitokrom c¢ apoptozomu olusturmak iizere birlesir.
ATP’ye bagl bir islemle, apoptozomda prokaspaz-9, aktiflestirilmis kaspaz-9 haline
doniistir. Bu aktive kaspaz-9 enzimleri, aktif kaspaz-3 formunda apoptozu tamamen
indiikleyebilen ylirlitiicii prokaspaz-3’ii aktive edebilir (Cain, Bratton ve Cohen, 2002).
Proapoptotik proteinler, inhibitor apoptoz proteinlerini (IAP’ler) inhibe ederek apoptozun
baslatilmasina yardimci olur, ancak sitokrom c¢’nin salinmasi olmadan, tek bagia IAP’leri
inhibe etmek apoptozu baslatmak igin yetersizdir (Ekert ve Vaux, 2005) Apoptotik
stirecteki yolaklar Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Apoptoz siireci: intrinsik ve ekstrinsik yolaklar

Oldiiriicii kaspazlar olarak bilinen kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7, kaspaz-8 veya kaspaz-9
aktivasyon kaskadinin asagi akisinda bulunur ve hem intrinsik hem de ekstrinsik yolaklarin
birlestigi noktay1 temsil eder. Aktive edildikten sonra, Oldiiriicii kaspazlar, ¢ok cesitli
hiicresel proteinlerin proteolitik boliinmesinden sorumludur (Fischer, Jénicke ve Schulze-
Osthoff, 2003). Proteoliz, yukarida tarif edilen karakteristik apoptotik morfolojik

degisikliklere ve hiicre 6liimiine neden olur.
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Kaspazdan bagimsiz apoptotik yollar da vardir. Apoptoz indiikkleme faktorii (AIF),
mitokondriyal intermembran boslugunda bulunur ve bir kez bu yerden serbest
birakildiginda c¢ekirdege tasmmir ve apoptozu indiikler (Cande ve digerleri, 2002).
Katepsinler, kalpainler, granzimler ve endoniikleaz G (Li, Luo ve Wang, 2001) dahil
olmak tizere kaspaz olmayan proteazlar (Johnson, 2000) apoptozu bagimsiz olarak veya
kaspazlarla igbirligi halinde indiikleyebilir. Apoptoz, apoptotik siirecin merkezine kaspaz
aktivasyonunu yerlestirmistir. Bu multifaktdrler, dogrudan veya dolayl olarak kaspazlari
aktive ederek apoptozu baslatirlar. Boylelikle kaspazlar hiicre 6liimiine yol agan, protein

yikimini katalize eden oldiriiciiler olarak karsimiza ¢ikar (Zhang, 2003).

2.3.2. Yaslanma ile oksidatif stres, antioksidan sistem ve apoptoz iliskisi

Yaslanma, oksidatif stres ve apoptotik aktivite artisi ile birlikte seyreder. Geng sicanlarla
karsilastiginda yash sican karacigerinde oksidatif stresin ve apoptoz gostergelerinden
kaspaz-3’iin arttigi, antioksidan olan GSH’n ise azaldig1 gézlenmistir (Molpeceres, 2007).
Sican plazma, akciger ve karaciger dokularinda yaslanma ile lipit peroksidasyonun arttigi
antioksidan gosterge olan GSH diizeyinin ise azaldigi bildirilmistir (Akbulut, 1999).
Yaslanmasi hizlandirilmig SAMPS farelerin pankreasinda yapilan ¢alismalarda NO ve OH"
iceren oksidatif stres belirteglerinin, yaslanmaya bagli olarak artis gosterdigi (Cuesta,
2011) ve orta yash sicanlarda genclerle karsilastirildiginda pankreas dokusunda oksidatif
stresin  arttigi ve e-NOS’un azaldigi gosterilmistir (Kassem, 2017). Yaglanmast
kolaylastirilmis SAMP8 fare akcigerlerlerinde genclere gore inflamatuvar ve apoptoz

gostergelerin yliksek oldugu belirtilmistir (Puig ve digerleri, 2016).

Yaslanma, apoptotik aktivite artis1 ile birlikte seyreder (Tresguerres ve digerleri, 2012;
Zhang, 2002a). Yapilan ¢alismalarda artan ROS’un fibroblastlar (Chen, Liu ve Merrett,
2000) ve epidermal keratinositler (Gandarillas, 2000) ve kas hiicrelerinin yaslanmasi ve
apoptozu (Leeuwenburgh ve Heinecke, 2001; Wallace, 1999), ile de iliskili oldugu

gosterilmistir.

Yash sigan karaciger, akciger ve dalak dokularinda kaspaz-3,6,7,9 ve kaspaz-2’nin
yaglanma ile birlikte arttig1, gen¢ ve orta yasl gruplarda ise kaspaz aktivitesi bakimindan
bir farklilik sergilemedigi bildirilmistir (Zhang, 2003). Onceki ¢alismalarimizda yasl sigan

korteks (frontal ve temporal) ve mide mukozasinda kaspaz-3 aktivitesinin genglere gore
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anlamli olarak yiiksek oldugunu goézlemledik (Akbulut, 2012, 2013). Bunlara ek olarak
yaglanan sigan gastroknemius kasi artmis Bax seviyeleri, kaspaz-3 aktivasyonu, DNA
fragmantasyonunu ve azalmis Bcl-2 gosterilmistir. NO’nun apoptozu inhibe ya da indiikte
etmesi kaspaz-3 araciligi ile gergeklesir (Kim, Kwon, Chung ve Kim, 2002). Vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde apoptosis, yiiksek NO diizeyi, proinflamatuvar sitokinler ve mekanik
hasar neticesinde gelisir (Grootaert, Roth, Schrijvers, De Meyer ve Martinet, 2018). ROS

ve RNS, oksidatif stres iizerinden apoptozu indiikler (Sastre, Pallardo ve Vines, 2000).

Yaglanma etkilerinin derecesi muhtemelen onarim siireglerinin etkinligi ile iligkilidir.
Yaslanma ile onarim sistemlerinin etkinligi azalir ve bdylece viicuttaki temel fizyolojik

fonksiyonlar giderek sekteye ugramaya bagslar.

2.4. Sirtuinler

2.4.1. Genel ozellikleri ve fonksiyonlar:

Sirtuinler (SIRT), ¢esitli histonlar ve transkripsiyon faktorleri lizerinde zayif mono-ADP
ribosiltransferaz aktivitesine sahip protein deasetilazlardir (Nakagawa ve Guarente, 2011).
Nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD) bagimli histon deasetilaz aile iiyeleri olan
sirtuinler, son yillarda en ¢ok merak edilen ve calisilan uzun yasam proteinleri ailesidir.
Protein asetilasyon/deasetilasyon durumunu dengeleyen ve enerji metabolizmasi, yaslanma
ve oksidatif stres ile iligkili hastalik durumlarmni etkileyen cesitli faktorleri diizenleyen
sirtuinler, anahtar enzimler olarak kabul edilmektedir (Kanwal, 2018). Ayrica histon
deasetilasyonu, kromatinin yeniden sekillenmesi, DNA onarimi, mitokondriyal fonksiyon,
yaglanma, homeostasis, inflamasyon, metabolizma ve oksidatif stres regiilasyonu gibi
cesitli fizyolojik siireclerde yer alan sirtuinler hiicresel mekanizmada ¢ok 6nemli roller
uistlenmistir (Finkel, Deng ve Mostoslavsky, 2009; Imai ve Guarente, 2014; Lemos ve
digerleri, 2017; Rajedran, Garva, Krstic-Demonacos ve Demonacos, 2011; Xu ve digerleri,
2019).

Memeli sirtuinlerinde SIRT1-7 olmak {izere yedi iiye vardir. Sirtuinler lokasyonlarina
gore; SIRT1, SIRT6 ve SIRT7 ¢ekirdekte (SIRT1 ayrica 6nemli sitoplazmik fonksiyonlara
da sahiptir) SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 ise mitokondride bulunur. SIRT2 ise sitoplazmada en
cok bulunan sirtuindir. SIRT2, hiicre dongiisiine bagl bir sekilde ¢ekirdege gegici olarak
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da gecebilir (North ve Verdin, 2007). Sirtuinlerin genel fonksiyonlari, lokalizasyonlar1 ve
enzimatik aktiviteleri Cizelge 2.2’de listelenmistir.

Cizelge 2.2. Sirtuinlerin lokasyon, fonksiyon ve enzimatik aktiviteleri (Kanwal, 2019)

Sirtuinler Genel Fonksiyonlar Lokasyon Enzimatik Aktivite
SIRT1 Hiicre sagkalimi, metabolizma, DNA Nukleus, Deasetilaz

hasar tamiri, lipit ve glukoz homeostazisi, | sitoplazma
stres direnci, insiilin sekresyonu,
inflamasyon, nérodejenereasyon/aksonal
dejenerasyon, apoptoz, kanser, omiir
uzunlugu, kardiovaskiiler bozukluklar
SIRT2 Hiicre dongiisiiniin kontrolii, hiicre Sitoplazma, Deasetilaz,
motilitesi/timorgenesis, hiicre Nukleus Demiristolasyon
farklilagmasi, genom stabilitesi, stres
yaniti, ndrodejenerasyon, metabolizma

SIRT3 Termogenez, metabolizma, 6miir Mitokondri, Deasetilaz
uzunlugu, oksidatif stres, hiicre apoptozu | Nukleus

SIRT4 Insiilin sekresyonu, TCA siklusu, yag Mitokondri ADP-ribosilasyon,
asidi oksidasyonu, tiimér, genom Deasetilaz
stabilitesi

SIRT5 Ure silusu, keton cisimcigi sentezi, Mitokondri Deasetilaz,
oksidatif stres, hiicresel solunum Demalonilasyon,

Desukinilasyon

SIRT6 DNA tamiri, glukoz homeostazisi, genom | Nukleus ADP-ribosilasyon,
stabilitesi, metabolizma, inflamasyon, Deasetilaz,
kanser, kardiovaskiiler hastaliklar Demiristolasyon

SIRT7 rRDNA tranksripsiyonu, genom Nukleus Deasetilaz

stabilitesi, oksidatif stres

Sirtuinler, antioksidan enzimleri ve pro-oksidan radikalleri dengeleyerek redoks
homeostazinin korunmasma katkida bulunur. Sekil 2.7°de gosterildigi gibi, sirtuinler
antioksidatif enzimlerin ekspresyonunu ve aktivitesini ve pro-oksidanlarin {iretimini
diizenler. NAD+/NADH oran1 hiicresel enerji durumu i¢in bir gostergedir. Pro-oksidanlar,
NAD+/NADH oraninin degistirilmesi yoluyla sirtuinlerin aktivitesini de etkileyerek,
hiicrenin oksidatif stres durumuna girmesine veya korunmasina yardimci olan bir geri
besleme dongiisiine izin verir. SIRT2, bir kofaktér olarak NAD+ kullanir ve metabolizma

regiilasyonunda rol oynar (Singh ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.7. Sirtuinlerin redoks homeostazisindeki rolii (Singh, 2018)
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Sekil 2.8. Sirtuin ailesinin genel fonksiyonlar1 (Kanwal, 2019)
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En ¢ok caligilan sirtuin olan SIRT1 ise, pankreasta [3 adaciklarini apoptozdan korur ve
insiilin salinmmin1 diizenler. SIRT1’in azalmasi insiilin direncinin olugsmasinda rol oynar
(Cao ve digerleri, 2016). SIRTL’in aktivitesinin artmasi ise kan insiilin, kolesterol
diizeyini, yag Kkitlesini ve obeziteye bagli insiilin direncini de azaltir (Banks, 2008;
Bordone ve Guarente, 2007). SIRTL1, yag dokusunda NF-kB deasetilasyonu ile insulin
duyarliligini arttirir (Yoshizaki ve digerleri, 2009). SIRT1, NF-kB nin antagonisti gibi
davranir. Kalori kisitlamas1 (CR) Omiir siiresi arasindaki iliski yapilan bir¢ok deneyde,
kalori aliminin smirlandirilmasiyla yasam siiresinin belirgin sekilde uzadigi gostermistir
(Guarente ve Picard, 2005). SIRT1’in yasam siiresi tiizerine etkisi yeterince
aydinlatilamamais olsa da, farelerde yasa bagli gelisen hastaliklara kars1t korunmada, saglik
stiresinin 1iyilestirilmesinde ve yaslanmanin 6nlenmesinde SIRT1’in 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir. Bu enzim ailesinin yaslanmay1 (Khan, Nirzhor ve Akter, 2018), diyabet ve
kalp yetmezligini (Katsuumi, Shimizu, Yoshida ve Minamino, 2018; Pillai ve digerleri,
2017), kas atrofisini (Samant, Kanwal, Pillai, Bao ve Gupta, 2017), nérodejenerasyonu
(Jesko, Wencel, Strosznajder ve Strosznajder, 2017), fibrozisi (Bindu ve digerleri, 2017)

ve diger metabolik bozukluklari iceren hastaliklar1 diizenledigi bilinmektedir.
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2.4.2. Sirtuin-2 (SIRT2)
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Sirtuin ailesinin diger iiyesi olan SIRT2, ozellikle farelerde beyin, bobrekler, pankreas,

testisler, karaciger ve yag dokusu dahil olmak {izere metabolizma ile ilgili organ

sistemlerinde ifade edilir (Bobrowska, Donmez, Weiss, Guarente ve Bates, 2012). SIRT2

beyinde bol miktarda eksprese edilir. Yaslanma ile birlikte beyin dokusunda SIRT2’nin

arttig1 gosterilmistir (Braidy ve digerleri, 2015; Maxwell ve digerleri, 2011; Keskin-Aktan,

2018). SIRT2 esas olarak sitoplazmada lokalizedir ve a-tiibiilini deasetile eder. Bununla
birlikte, SIRT2’nin ¢ekirdekte de bulundugu, H4K16’y1 deasetile edebildigi ve hiicre

dongiisiinii diizenlemede gorev aldigi da gosterilmistir (North, 2007). SIRT2; adiposit

farklilagsmasi, yag asidi oksidasyonu, glukoneojenez ve insiilin duyarliliginin yani sira
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inflamatuar yanit1 iceren metabolik homeostazin korunmasi gibi cesitli fizyolojik
stireclerde 6nemli roller istlenmektedir (Gomes, 2015). SIRT2 yag dokusu iizerinde
FOXOI1 deasetilasyon yoluyla etki gosterir (Jing, Gesta ve Kahn, 2007). Diger sirtuinler
gibi, SIRT2 de hiicrenin enerji durumuna bagli olarak aktivitesini ve ekspresyonunu

degistirir (Gomes, 2015).

Yaslanma ile SIRT2’nin, sicanlarin serebral korteks, hipokampus ve oksipital lobda arttig:
ve santral sinir sisteminde biriktigi gosterilmistir (Keskin-Aktan, 2018; Maxwell, 2011).
Santral sinir sistemi diginda ise kolonik mukozada yaslanma ile SIRT2 ekspresyonunun ve
lipit peroksidasyonun arttigi bulunmustur (Akbulut, 2015). Sican kolon dokusunda yapilan
calismamizda yaslanma ile SIRT2 ekspresyonunun genglere oranla artis gosterdigi
bildirilmistir (Akbulut, 2015). SIRT2 nakavt farelerde lipopolisakkarit (LPS) ile
olusturulan inflamasyonda, makrofajlarda NF-kB’nin, NO ekspresyonun, iNOS ve ROS

iiretiminin azaldig1 gosterilmistir (Lee ve digerleri, 2014).

SIRT2 mRNA diizeyinin, HEK293T hiicrelerine H2O2 uygulanmasi sonucu oksidatif
stresin artigina cevap olarak arttifi, yine FOXO3a ve Bim proteinlerini arttirdigdy,
proapopitotik bir protein olan Bim’in artis1 yoluyla hiicre 6liimiinii indiikledigi, ancak
SIRT2’nin MnSOD f{izerinden oksidatif stresi de azalttigi gosterilmistir (Wang, Nguyen,
Qin ve Tong, 2007). Calismalar, SIRT2 deasetilasyon hedeflerinin, antioksidan ve redoks
aracili hiicresel homeostazda 6nemli rollere sahip oldugunu géstermektedir (Gomes, 2015).
SIRT2, hedeflerinden biri olan PPaR gamma koaktivator 1 alpha (PGCla)’y1 etkisiz hale
getirerek mitokondriyal biyogenezi modiile edebilir. SIRT2’nin bu aktivitesi antioksidan
enzim ekspresyonlarinin  diizenlenmesi ve ROS seviyelerindeki azalma ile
iliskilendirilmektedir (Krishnan ve digerleri, 2012).

Yash sicanlarda 6zellikle temporal korteksin nitrit seviyesinin genglere gore daha yiiksek
oldugu ayrica nitrit diizeyindeki artisin kaspaz-3 aktivitesinin de artisina neden oldugu
gosterilmistir (Akbulut, 2013). Yaslanmasi hizlandirilmis SAMPS8 farelerin pankreasinda
INOS, NOx ve OH igeren oksidatif stres belirteglerinin yiiksek oldugu bulunmustur
(Cuesta, 2011).

Sirtuinlerin yasa bagl ¢esitli norodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkileri gosterilmistir

(Donmez, 2012). Son zamanlarda SIRT1’in aktivasyonu ya da SIRT2’nin inhibisyonunun
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norodejenerasyona karsi koruyucu oldugu, SIRT2’nin genetik ya da farmokolojik
inhibisyonunun primer néron ya da intervertebral hayvan modellerinde alfa-siniiklein ve
Hunhington protein norotoksitesini Onledigi gosterilmistir (Chopra ve digerleri, 2012;
Outerio ve digerleri, 2007; Luthi-Carter ve digerleri, 2010). Farelerde kronik hafif stresli
depresyon modelinde komponent-33i ile SIRT2 inhibisyonunun, depresyonu belirgin bir
sekilde azalttig1, antidepresan etki gosterdigi ve beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF)
ekspresyonunu indiikledigi vurgulanmistir (Muhoz-Cobo, Belloch, Diaz-Perdigon, Puerta
ve Tordera, 2018).

Ozetle, biitiin bu bulgular SIRT2’nin oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyon yanitinin

modiilasyonunda kritik bir role sahip oldugunu gostermektedir.

2.5. Yasa Bagh Pankreas Degisiklikleri

Yaslanma siireci diyabet baslangici ile ilgili organlar dahil dokularin ¢ogunu negatif
etkiler. Pankreatik adaciklar, temel olarak iki ana alt gruba (B hiicreleri ve f olmayan
hiicreler) boliinmiis bir endokrin hiicre agini temsil eder. Kemirgenlerde, B-hiicreleri
endokrin pankreasin en yaygin hiicre tipidir ve adacik merkezini olusturur. B hiicre
olmayanlar (o-, 8-, &- ve pankreatik polipeptit hiicreleri) ile ¢evrelenmistir. Pankreas
adaciklarinin ana islevi hormonlarin (insiilin, glukagon, somatostatin, ghrelin ve pankreatik
polipeptit) sentezi ve homeostatik islemlerin siirdiiriilmesidir (Kilimnik, Periwal, Zielinski
ve Hara, 2012). Endokrin ve ekzokrin salgi bezi olan pankreas, yaslanmanin etkisiyle
birlikte hem morfolojik hem de metabolik degisikliklere ugrar ve glikoz seviyelerinin
uygun olmayan bir sekilde diizenlenmesine neden olur. Oncelikle yasla birlikte insiilin
salgisinin diizenlenmesi bozulur. Yaslanma ile insiilin sekresyonu her yil %0.5 oraninda
azalir. T2DM insidansinin yasla birlikte artmasi tam anlagilmamakla birlikte bu durum
genelde yaslamayla ile periferik dokularda gelisen insiilin direnciyle agiklanir (Brown,
2012; Szoke ve digerleri, 2008). Artan yag dokusu, azalmis kas Kkitlesi, beslenme
aligkanliklarindaki degisiklikler ve fiziksel aktivitenin azalmasi nedeniyle insiilin direnci

yagsla birlikte artar.

T2DM’li ¢ogu hastanin pankreasinda spesifik herhangi bir morfolojik degisim gozlenmez.

Bu hastalarin pankreasinda bireysel olarak yag birikmesi, adacik sismesi, fibrosis,
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inflamasyon , adacik hiperplazisi gozlenir. Ancak bu degisiklikler siklikla yash kisilerin
normal pankreas dokularinda da goriilmektedir (Matsuda, 2019; Puig, 2016).

Yaglanma sirasinda genellikle bircok dokuda rejeneratif kapasitede azalma gozlenir.
Pankreatik adaciklar da birka¢ morfolojik ve metabolik degisiklige ugrar. Proliferatif ve
rejeneratif siirlamalarin yani sira, endokrin hiicreler salgi kapasitelerini kaybederek
fonksiyonel adacik kiitlesinde ve diizensiz glikoz homeostazinda bir azalma ile karsi
karsiya kalirlar. Yasla birlikte insan ve kemiricilerin her ikisinin de B hiicrelerinin ¢cogalma
kapasiteleri azalir. Yaslanma pankreas B hiicrelerinin apoptoza yatkinligini arttirirken;
obezite B hiicrelerinde apoptozu arttirir (Kehm ve digerleri, 2017). Dogal tip yasl farelerde
(C57BL/6J) geng farelere kiyasla pankreatik adacik alanmin ve adacik biiytlikliigiiniin
artmis olmasi ile yeterli miktarda insiilin salgilayabildigi, ilerleyen yas ile pankreas
adaciklariin proliferatif ve rejeneratif kapasitesinde bir diisiis oldugu, pankreasta atrofi,
fibrozis, salgisinda ve fonksiyonlarinda bir azalma oldugu gosterilmistir (Kehm, 2017,
Manes, 2003). Yaslanma ile pankreas hacmindeki azalmanin yani sira, pankreatik kanalda
dilatasyon gozlenir (Lohr, 2018; Matsuda, 2019). Yash siganlarda yaptigimiz daha 6nceki
calisgmamizda da benzer sekilde bazi alanlarda lokalize vezikiiler yaglanma, perivaskiiler
infiltrasyon ve langerhans adacik hiicreleri arasinda konjesyon, lenfositik infiltrasyon
izlendi. Ekzokrin hiicrelerde vakuolizasyon, yer yer atrofi, piknotik c¢ekirdekler ve
hiperplazi dikkati cekti. Sican pankreasinda yaslanma ile TUNEL pozitif bulundu
(Muratoglu, Keskin-Aktan, Akarca-Dizakar, Omeroglu ve Akbulut, 2020).

Reaktif oksijen lriinleri, pankreas dokusunda ilerleyen yasin etkisiyle birlikte artmaya
baslar. Orta yasli siganlarin, genclere gore iki kat fazla ROS iiretimi yaptiklar
belirlenmistir. Ayrica endotel aracili vazodilatator fonksiyon ilerleyen yasla birlikte azalir.
Yaslanma, endotelyal NOS ekspresyonunda ve NO formasyonunda azalma ile iliskilidir

(Kassem ve digerleri, 2017).

2.5.1. Pankreas dokusunda SIRT?2, oksidan stres, antioksidan sistem ve apoptoz iliskisi

Genom dengesizligi ve oksidatif stres, yaslihigin ayirt edici ozellikleridir ve ozellikle
sirtuinlerin biyolojik yaslanmay1 yavaglattigina dair ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur. Glikoz-
6-fosfat (G6P) glikolitik yolda bir ara iiriin olarak enerji olusumu ya da sant yaparak
pentoz fosfat yolunda NADPH olusturur. NADPH hem yag sentezinde hem de GSH
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rediikte kalmasinda gorev yapar. Sirtuin aktivitesi ve NAD" seviyeleri yashilikla azalir
(Braidy, 2015; Gomes ve digerleri, 2013). Azalmis NAD" seviyesi, SIRT2 aktivitesini,
G6P’1 inhibe ederek oksidatif hasar1 arttirir, niikleotid biyosentezi, genom replikasyonu ve
DNA onarimini inhibe eder. Bu nedenle, yasamimiz boyunca NAD+ seviyelerini yiiksek
tutarak. Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) aktivitesinin siirdiiriilmesi, saglikli

yaslanmanin bir yolu olabilir (Wu ve Sinclair, 2014).

Diyabet ve diyabetik komplikasyonlarda oksidatif bilesenlerin fazlaca olustugu, oksidatif
stresin veya kronik ROS iiretiminin T2DM dahil olmak iizere c¢esitli hastaliklarin
ilerlemesine katkida bulundugu belirtilmektedir (Watson, 2014). ROS diretimi 1limh
diizeyde oldugu takdirde insiilin duyarliligimi arttirirken (Loh, Deng, Fukushima, Cai ve
Boivin, 2009), asir1 ROS iiretiminin hiperglisemiyle iligkili olarak glukoz toksitesini
indiikledigi gosterilmistir (Robertson, 2004).

Proinflamatuar sitokinlere yanit olarak pankreas hiicrelerinde tiretilen NO, hiicre akibetinin
belirlenmesinde rol oynar. NO, bir taraftan hiicresel hasar1 tetikleyip hiicre islevini
bozarken, diger taraftan hiicre geri kazanimimi destekleyen koruyucu yollarin

etkinlestirilmesiyle hiicre sagkalimini destekler (Oleson ve digerleri, 2016).

Diyetle indiiklenen obez fare adipositlerinde SIRT2 ekspresyonunun azaldigi ve bunun
sonucunda adipositlerde PGCla aracilt mitokondriyal enerji harcamasinin regiilasyonunun
bozulmasi sonucu, glikoz intoleransi ve insiilin direnci gelistigi gosterilmistir (Krishnan,
2012). Dolayisyla, SIRT2 metabolik aktivitelerin pozitif bir regiilatorii olarak
tanimlanmakta ve SIRT2 aktivitesinin arttiritlmasi obezite ve Tip 2 diyabet i¢in terapotik

bir yaklasim olarak onerilmektedir.

SIRT1 ile SIRT3lin iskelet kasinda insiilin sinyalizasyonunu pozitif etkiledigi; SIRT1 ve
SIRT3 down regiilasyonunun ise C2C12 hiicrelerinde insiilin sinyalizasyonunu bozarak
insiilin direncinin olugsmasini indiikledigi gosterilmistir. Buna karsin SIRT2’nin iskelet
kasindaki fonksiyonu farklidir. SIRT2’nin iskelet kasinda insiilin sinyalizasyonunu
bozdugunu gosterilmistir (Arora ve Dey, 2014). Buna karsilik SIRT2’nin inhibisyonunun
insiilin direncini azalttig1 belirtilmektedir. Kronik hiperinsiilinemiye bagl insiiline direngli
noronal hiicrelerde SIRT2 inhibisyonunun insiilin duyarliligini arttirdigi gosterilmistir

(Arora ve Dey, 2016). Bu nedenle “SIRT2 inhibisyonu insiilin duyarliligimi gelistirir”
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diisiincesi savunulmaktadir (Arora, 2014). Diger bir ¢alismada ise fare hepatositlerinde
SIRT2 asir1  ekspresyonunun, insiilin duyarliligmi artirdigini, ROS diretimi ile
mitokondriyal disfonksiyonu azalttigin1 ve tiim mitokondriyal degisiklikleri iyilestirdigi
bildirilmistir (Lemos ve digerleri, 2017). Goriildiigii tizere SIRT2’nin pankreas
dokusundaki etkisine iliskin mevcut literatiir bulgulari ¢eliskili ve yetersiz goriinmektedir.
Diger taraftan, dokuya 0zgili islevsellik, sirtuinlerin ortak bir diizenleme tarzidir. Bu
nedenle de, pankreas dokusunda SIRT2’nin kesin hedefini agiklayabilmek i¢in daha fazla

caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

AGK-2, nikotinamid baglanma bolgesini hedefler ve boylece SIRT2’ye secici ve giiclii bir
inhibitor olarak islev goriir. SIRT2’nin AGK-2 tarafindan inhibisyonunun, primer si¢an
embriyo orta beyin kiiltlirlerinde in vivo ve in vitro Drosophila Parkinson (PD) modelinde
a-siniiklein toksisitesinden noronlari kurtardigi (Outeiro, 2007) ayrica HD olusturulan
hayvan modellerinde Huntingin sitotoksitesinden sterol metabolizmasinda modiilasyon
yoluyla koruyucu fonksiyon gosterdigi bildirilmistir (Luthi-Carter, 2010). Ayrica
Alzheimer (AD) olusturulan sigan astrositlerinde AGK-2, astrosit aktivasyonunu ve pro-
inflamatuar mediatorlerin tiretimini de azaltmistir (Scuderi, 2014). Bunlara ek olarak
farelerde olusturulan iki farkli AD modelinde AGK-2 ve AK-7 ile saglanan SIRT2
inhibisyonunda kognitif fonksiyonlarin iyilestigi yoniinde bulgular sunulmustur (Biella ve
digerleri, 2016). Bu bulgulara paralel olarak yukarida agiklandig1 gibi, pankreas [ hiicreleri
ve hepatositlerde yapilan ¢aligmalarda SIRT2 ekspresyonu artis1 ya da azalisi ile ilgili

insiilin duyarlilig1 konusunda c¢eliskili ¢calismalar mevcuttur.

Beyin caligmalarinda ise AGK-2 uygulanan yasgh siganlarda korteks ve hipokampus
dokularinda SIRT2 diizeyinin azaldig1 ¢alismalarimizda da gosterilmistir (Keskin-Aktan,
2018). Beyinde yapilan bu calismalar Ozellikle yaslanma ile artan norodejeneratif
hastaliklarin SIRT2 inhibisyonu ile tedavi edilebilecegi/ Onlenebilecegi fikrini ortaya
cikartmastir.

AGK-2 ile inhibe edilen SIRT2, sigcan pankreas dokusunda tiibiilin asetilasyonunu
iyilestirmis ve asiner hiicrelerde amilaz salgilanmasini artirmistir (Binker, Richards,
Gaisano ve Cosen-Binker, 2015). Farelerde thioasetamid (TAA) ile indiiklenen akut
karaciger hasarinda nekroz ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, inflamasyon ve apoptozda

artis gozlenmistir. AGK-2 uygulamasi ile SIRT2 inhibisyonu, karaciger hasarini ve
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patolojisini iyilestirdigi, pro-inflamatuar sitokinleri ve TAA kaynakli apoptozu azalttigi
bildirilmistir (Jiao ve digerleri, 2019). Cekum ligasyon perforasyon sepsis modelinde AGK
uygulamasi farelerde inflamatuvar sitokinleri azaltmistir (Zhao ve digerleri, 2015). Bobrek
iskemi-reperfiizyonu modelinde AGK-2 ile inhibe edilen SIRT2, apoptozu azalttirken
hasar1 hafiflettigi gosterilmistir (Wang ve digerleri, 2017). Benzer bir sekilde giiriiltiiye
bagli koklear hiicre hasarinda SIRT2 inhibisyonunun oksidatif stress kaynakli hasar1 ve

apoptozu azalttig1 gosterilmistir (Liu ve digerleri, 2019).

Bu calismada amacimiz; AGK-2 uygulamasinin, pankreas dokusunda oksidan ve
antioksidan diizeyleri, NO ekspresyonu, kaspaz-3 ve SIRT2 gibi parametrelerin yaslanma
ile nasil degisiklige ugradigini tespit ederek, yasa bagl Tip 2 diyabet hastaligi agisindan

muhtemel terapdtik bir katki saglayip saglayamayacagi konusunu arastirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Calismada o6nceden yapilan basvurulardan G.U.ET-16.008 kod numarali ve “Yaslanma
Siirecinde Hiicre Oliim Mekanizmalarmin Arastirilmas1” baslikli arastirma igin alinan etik
kurul izninin, gereksiz yere deney hayvanmi kullanimindan kagmilmasi, alinan dokularin
cok kiymetli olusu, daha 6nce elde edilen verilerle biitiinciil bir degerlendirme imkani

sunmast adma G.U.ET-18.079 kod numarali izin ile alinan pankreas dokusu kullanilds.

216S258 proje kodu ile “Yaslanma siirecinde hiicre 6liim mekanizmasinin aragtirilmasi”

baslikli proje de alinan pankreas doku drnekleri (24 adet) kullanildu.

3.1.1. Deney hayvanlari

Calismamizda geng (3 aylik, n=12) ve yash (22 ay, n=12) olmak iizere iki gruba ayrilan
toplam 24 adet Wistar albino cinsi, erkek siganlar kullanildi. Bu gruplar i¢inde kontrol ve

deney grubu olmak lizere toplam 4 grup olusturuldu. Caligmada siganlara uygulanan

madde, uygulama dozu ve sekli Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kontrol ve deney gruplari

Gruplar Uygulanan Madde ve Dozu Uygulama Sekli Stire
(Cg'_nénlt()om“’l DMSO0, 10 pl/bw sc 30 giin
%?A‘?SSK'Z AGK-2, 10uM/bw ip 30 giin
Yasli Kontrol DMSO,10 ul/bw .
(Y-Knt) sc 30 giin
zif?kég('z AGK-2, 10uM/bw ip 30 giin

AGK-2  (2-Cyano-3-[5-(2,5-dichlorophenyl)-2-furanyl]-N-5-quinolinyl-2-propenamide)
(kat no #30489684, Sigma) Dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek hazirlandi. Kontrol
gruplarina %4’lik DMSO’lu PBS, deney gruplarina ise %4’lik DMSO’lu PBS ile
hazirlanan AGK-2 enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyonlar, 30 giin boyunca saat 17:00’de
uygulandi. Calisma grubunu olusturan tiim siganlar laboratuvar ortaminda, 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik donglisiinde, normal musluk suyu ve standart sigan yemi ile

beslenildi. 30. Guniin sonunda ketamin-ksilazin anestezik maddesi etkisi altinda olan
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sicanlardan intrakardiyak kan alinarak feda edildi. Alinan doku Ornekleri Sivi azotta

dondurularak ¢alisiimak iizere —80C° de muhafaza edildi.

3.1.2. Kullanilan laboratuvar aletleri ve cihazlar

Calismamizda kullanilan alet ve cihazlar Gazi Universitesi, Fizyoloji Arastirma
Laboratuvarlart ve Ankara Universitesi Tibbi Onkoloji Arastirma Laboratuvarinda

kullanilan donanimlar Cizelge 3.2° de listelenmistir.

Cizelge 3.2. Laboratuvarinda kullanilan donanimlar

Cihaz Marka/Model

Otomatik mikropipetler ISOLAB

Hassas tarti Electronic Balance, Shimadzu Corporation, Japan
Doku homojenizatorii Sonics vibracell, VCX130FSJ

Sogutmali santrifiij MPW-350R

Saf su/Deiyonize su cihazi MES, mpMINIpure

Derin dondurucu (-80 °C) WiseCryo, Simplifed Freezing System

pH metre Eutech Instruments

Calkalayic1 (shaker) Mini Rocker MR-1, BOECO

Vorteks VELP, Scientifica, Vortev, Mixer

Isiticili manyetik karistirict Assistent, TMA 2071

Isitict (eppendorf) Thermomixer Compact

Spektrofotometre BIOKIT, ELx800,Bioelisa Reader
Spektrofotometre yazicisi EPSON,L X-300+

Etiiv SHEEL LAB CO; Incubator Aii

Elektroforez ve blotting cihazi Mini Protean System, BIO-RAD, Hercules, CA, USA
Gii¢ kaynagi Consort, E835, Electrophoresis Power Supply
Cerrahi malzemeler (pens, makas, bisturi)

Otomatik pipet uglari

3.1.3. Kullamilan ticari kitler, antikorlar ve kimyevi sarf maddeler

Calismada kullanilan ticari kitler Cizelge 3.3°te, kimyevi sarf maddeler Cizelge 3.4’te

Antikorlar ve uygun dillisyon oranlar1 Cizelge 3.5’te listelenmistir.

Cizelge 3.3. Ticari kitler

Ticari Kitler Marka

Total Oksidan Durum (TOS) Rel Assay Diagnostik, Gaziantep

Total Antioksidan Durum (TAS) Rel Assay Diagnostik, Gaziantep

SIRT2 ELISA Kit Cloud-Clone Corp.,USA

Caspase-3/CPP32 ELISA Kit YL Biont Co., Ltd., Shangai

Pierce BCA Protein Olgiim Kiti Thermofisher Scientific, USA
Kemiliiminesans substrat kiti (ECL Western | Pierce ™ (Thermofisher Scientific),IL, USA
Blotting Substrate)




Cizelge 3.4. Kimyasal sarf malzemeler
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Kimyevi Sarf Maddeler

Zinc sulfate heptahydrate (ZnSO.)

Carlo Erba Reagent

Sulfanilamide (SA)

Sigma-Aldrich

Vanadium(l1) chloride (VaCly)

N-(1-Naphthyl)ethylene-diamine
dihydrochloride (NEDD)

MERCK, Germany

Sodium Nitrate

Fisher Scientific

Sodyum Hidroksit

MERCK, Germany

Fosfat tamponu (PBS) (10x)

Echotechbiotechnology

Potasyum kloriir (KCl)

MERCK, Germany

Sodyum kloriir (NaCl)

Riedel-de Haen, Seelze, Germany

Protein ekstraksiyon soliisyonu(Pro-Prep ™)

Intron Biotechnology

Si1g1r serum albiimini (BSA)

Pierce ™ (Thermofisher Scientific),IL, USA

Protein standardi (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standart)

Thermofisher Scientific, MA, USA

Nitroseliiléz membran (0,2 pm)

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Tris/ Glisin (TG)

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Gliserol

Invitrogen, CA, USA

Tris Baz (TBS)

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

MERCK, Germany

Bromofenol mavisi

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

B-merkaptoetanol

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

Metanol Riedel-de Haen, Seelze, Germany
%40 Acrylamide/Bis soliisyonu, 29:1 BIO-RAD,Hercules, CA, USA
Amonyum per siilfat (APS) Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

Tetrametil- etilendiamin (TEMED)

Invitrogen, CA, USA

Yagsiz siit tozu (Blotto, non-fat dry milk)

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

Tween 20

Bioshop Canada Inc.

X-ray film soliisyonu-developer, ILFORD ILFOSOL 3

HARMAN Technology Limited, UK

X-ray film soliisyonu-fixer, ILFORD RAPID FIXER

HARMAN Technology Limited, UK

Medikal X-ray film/ MXG film (18x24)

Carestream Health, Inc., NY, USA

Cizelge 3.5. Antikorlar ve uygun diliisyon oranlari

Antikor Diliisyon oram1 | Imalat¢1 Firma

Purified anti B-actin 1:1000 Biolegend

B-actin sekonder 1:2000 Invitrogen

SIRT2 (anti-rabbit monoclonal) 1:500 St John’s Laboratory, Biolegend
Goat- anti mouse IgG(H+L) sekonder antikor | 1:2000 Invitrogen

3.2. Yontem

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

Pankreas dokusunda total oksidan durum (TOS) ve total antioksidan durum (TAS) tespit
etmek icin ticari kitler (RL0024, RLO017, Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, TURKEY)
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kullanildi. Prokole uygun olarak ¢aligilan kitlerden elde edilen TOS ve TAS o6lgiim
sonuglari kullanilarak oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi.

Doku homojenizasyonu

- Pankreas dokusu tartimi gerceklestikten sonra 1:9 (w/v) oraninda 140 mM KCI
tamponu (pH: 7,4) eklendi.

- Buzlu ortamda doku homojenizatdrii yardimiyla 10-15 sn kadar homojenize edildi.

- Doku homojenatlar1 3000 rpm, +4 °C’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatanlar
calisilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

TOS tayini
Kit ¢aligsma prensibi:

Omekte mevcut olan oksidanlar, ferrdz iyon-selatlayict kompleksini ferrik iyona okside
eder. Ferrik iyon ise asidik ortamda kromojen ile renkli bir kompleks olusturur.
Spektrofotometrik olarak Olgiilen renk yogunlugu, 6rnek igindeki oksidan molekiillerin
toplam miktari ile orantilidir. Olgiimler, hidrojen peroksit (10 pmol H20) ile kalibre edilir

ve litre bagina pumol H202 Equiv./L esdegeri cinsinden ifade edilir.

Kit icerigi:

- Tampon 1 (T1): Tampon Soliisyonu H2SO4 (25 mM, pH 1,75)
- Tampon 2 (T2): Substrat Soliisyonu H>SO4 (25 mM, pH 1,75)
- Standart (SSS: Stabilize Standart Soliisyonu): H2O2 (10 pmol/L)

YOntem:

Kit igerisinde bulunan ve onerilen protokol referans alinmistir (Erel, 2005). Asagidaki gibi

gerceklestirilmistir:

- 30 pl deiyonize su (di su), standart ve Ornekler sirasiyla mikroplaka kuyucuklarina
eklendi.

- Biitiin dolu kuyucuklara sirasiyla 200 ul T1 eklendi ve 30 sn siire ile calkalandi.
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- 595 nm’de spektrofotometre ile birinci okuma (A1) gergeklestirildi.
- Hemen ardindan 10 pl T2 eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakildi.
- 595 nm’de spektrofotometre ile ikinci okuma (A2) yapildi.

Hesaplama yapilirken;

- A2-A1= A Abs (di su, standart veya 6rnek)
- Sonug= [(A Abs 6rnek) / (A Abs standart)]x 10* (*SSS: Stabilize Standart Soliisyonu=10 pmol/L)

TAS tayini

Kit ¢aligsma prensibi:

Hazirlanan siipernatan icindeki antioksidan maddeler, koyu mavi/yesil renkli olan 2,2’-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikalini renksiz indirgenmis ABTS
formuna indirger. 660 nm dalga boyunda absorbans degisimi, numunenin total antioksidan
seviyesi ile baglantilidir. Test, geleneksel olarak E vitamini analogu (1 mmol/L) olan stabil
bir antioksidan standardi olan Trolox ile kalibre edilir. Sonuglarin birimi mmol Trolox

Equiv./L olarak ifade edilir.

Kit igerigi:

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

Y Ontem:

Kit igerisinde bulunan ve onerilen protokol referans alinmistir (Erel, 2004). Asagidaki gibi

gergeklestirilmistir:

- 12 pl detyonize su (di su), standart ve Ornekler sirasiyla mikroplaka kuyucuklarina
eklendi.

- Biitiin dolu kuyucuklara sirasiyla 200 pl T1 eklendi ve 30 sn siire ile calkalandi.

- 660 nm’de spektrofotometre ile birinci okuma (A1) gerceklestirildi.
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- Hemen ardindan 30 pl T2 eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakildi.
- 660 nm’de spektrofotometre ile ikinci okuma (A2) yapildi.

Hesaplama yapilirken;

- A2-Al= A Abs (di su, standart veya 6rnek)
- Sonug= [(A Abs di su) — (A Abs 6rnek)] / [(A Abs di su) — (A Abs standart)]

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 once TAS birimi (mmol Trolox Equiv./L), pmol Trolox

Equiv./L sekline doniistiiriildii.

OSI = [(TOS, umol H202 Equiv./L) / (TAS, pumol Trolox Equiv./L) x 100] formiilii
kullanilarak hesaplama yapildi (Yanik, Erel ve Kati, 2004).

3.2.2. NOx diizeyinin Griess yontemi ile tayin edilmesi

Pankreas dokusunda Nitrit-nitrat diizeyinin tayini Griess yontem kullanilarak galigildi

(Miranda, Espey ve Wink, 2001). Asagidaki basamaklar sirasiyla uygulandi:

e 0,80 gr pankreas dokusu tartildi ve 5 katt hacminde PBS (pH 7,4) eklenerek
homojenizasyon islemi gerceklestirildi.

e Ardindan 2000 rcf’de +4 °C’de 5 dk santrifiij edildi.

e Alman siipernatanin iizerine 250 pl 0,3 N NaOH eklenerek oda 1sisinda 5 dk
inkiibasyona birakildu.

e  Siire bitiminde 250 pl %10’luk ZnSO4ilave edilerek vorteksleme iglemi yapildi.

e 3000 rcf’de +4 °C’de 20 dk santrifiij edildi.

e Islem bitiminde siipernatanmn 500 pl alinarak 14000 rcf’de +4 °C’de 5 dk santrifiij

edildi. Ve ¢alisilincaya kadar siipernatanlar -80 °C’de muhafaza edildi.
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v/ NOx miktarin1 dlgmek igin 1 birim siipernatan, 1 birim VaClz, 0,5 birim Siifanilamid,
0,5 birim NEDD (Griees reaktifi= 0,5 birim SA+ 0,5 birim NEDD) karigimi1 hazirlandz.
37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Ardindan 540 nm dalga boyunda

spektrofotometrik 6l¢iimii yapildi.

3.2.3. Kaspaz-3 ve SIRT2 protein ekspresyonunun Sandvi¢ ELISA (Enzyme-linked

immunosorbent assay) yontemi ile tayin edilmesi

Pankreas doku orneginde SIRT2 proteini ve Kaspaz-3 enzim ekspresyonunun kantitatif
olglimii igin ticari ELISA kitleri (Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Sirtuin
2(SIRT2), Katalog No0:SEA430Ra, Lot#L190319125, Cloud-Clone Corp.,USA; Rat
Cysteinyl Aspartate Spesific Proteinases-3 (Caspase-3) ELISA Kit, Katalog
No:YLAOO17RA, Lot#YL190610825, YL Biont Co., Ltd., Shangai) ile ¢alisildi. Kitlerin
uygulama asamasinda {ireticinin onerdigi protokol referans alinarak deney basamaklari

tamamlanda.

Kullanilan kitlerin esas c¢aligma prensibi Nonkompotetif ELISA’ya (Sandwich yontemi)
dayanmaktadir. Bu yontem digerlerine gore daha spesifik bir yontem olup antijen-antikor
baglanmasini saglayarak sonradan eklenen substrat ile reaksiyona girer ve renk degisimi

yaratir. Bu renk degisimi ise 450 nm dalga boyunda spektrofotometre ile 6lgiildii.

ELISA icin doku homojenatlarinin hazirlanmasi

- 0,060 g tartilan pankreas dokusu buz iizerine alinarak 800 pl Protein Ekstraksiyon
Solusyonu (Prop-Prep, Katalog No: 17081, intron Biotechnology) her bir drnege
eklendi.

- Doku homojenizasyonu Sonics vibracell araciligiyla (%50 amplitiid, 15-20 sn)
homojenize edildi ve bu homojenatlar 30 dk boyunca buz iizerinde inkiibasyona
birakildi.

- Inkiibasyon siiresi biter bitmez homojenatlar, +4 °C’de ve 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi.

- Siipernatanlar ¢alisilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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Total protein tayini

Hazirlanan 6rnek siipernatanlarinda total protein diizeyini 6l¢gmek i¢cin BCA Protein 6l¢iim
kiti (Pierce BCA Protein Assay Kit, Ref:23225, lot#UD282967, Thermo Scientific, USA)
kullanilarak, o©nerilen prokol referans alindi. BCA Protein tahlili, toplam proteinin
kolorimetrik tespiti ve kantitatif 6l¢iim icin biskinoninik aside (BCA) dayali deterjan
uyumlu bir formiilasyonudur. Bu ydntem, bakir katyonunun (Cu*?) Cu*‘’e, alkali bir
ortamda (biuret reaksiyonu) protein ile indirgenmesini, bisenkoninik asit igeren benzersiz
bir reaktif kullanilarak, Cu*’in oldukca hassas ve segici kolorimetrik tespitini saglar. Bu
tahlilin mor renkli reaksiyon {iriinii, iki BCA molekiiliiniin bir Cu*? iyonu ile selatlanmasi
ile olusturulur. Suda ¢6ziinen bu kompleks, 540-595 nm’de, genis bir ¢alisma araliginda
(20-2000 pg/mL) artan protein konsantrasyonlari ile dogrusal olan bir absorbans sergiler.
Konsantrasyon-absorbans egrisi sigir serum albiimininden (BSA) hazirlanan bir dizi
dilisyon proteinden hazirlanir. Bu standart egri temel alinarak her bir 6rnek i¢indeki
bilinmeyen protein miktarinin (mg/ml-pg/pl) tayin edilmesini saglar. Buna gore, protein
konsantrasyonlar1 genel olarak BSA gibi bilinen bir proteinin standartlarina referansla

belirlenmis olur.

Protein tayin basamaklar1 asagidaki sekilde gerceklestirildi:

Protein standardi olarak kit igerisinde bulunan Albumin standart ampulii (2 mg/ml)

kullanilarak stok hazirland.

- Stok BSA’nin PBS ile uygun diliisyonlar1 hazirlanarak sirasiyla; 2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1
mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml ve 0 mg/ml olacak sekilde 7 protein
standardi1 hazirlandi.

- Mikroplaka kuyucuklarna sirastyla 10 pl olacak sekilde tiim standartlar, PBS ile 10 kat
diliie edilen 6rneklerin her birinden 10 pl yiiklendi. Bu asamada ikiser tekrarli olacak
sekilde kuyucuklara yiiklemeler gerceklestirildi.

- Yiklemesi tamamlanan standart ve Orneklerin iizerine 200 pl Calistirma Reaktifi
eklendi.

- Mikroplaka shaker=karistirici ile 30 sn 6rnek/standart ile reaktif karistirildi.

- Mikroplaka tizeri seal ile kaplanarak 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi.

- Dalga boyu 595 nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi.
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- Microsoft Office Excel’de 7 protein standardinin absorbanslari kullanilarak lineer bir
konsantrasyon-absorbans egrisi olusturuldu.

- Bu egrinin denklemi olusturularak (ycons=a8Xabstb) her bir 6rnekte bulunan toplam
protein miktar1 (mg/ml) hesaplanmis oldu. Cikan 6rnek sonuglar1 baglangi¢ asamasinda

diltie edildikleri i¢in diliisyon oran1 (x10) ile ¢arpilda.

SIRT2’nin ELISA ile saptanmasi

SIRT2’nin ELISA ydntemi ile tayininde Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For
Sirtuin2 (SIRT2) kiti (Katalog No:SEA430Ra, Lot#L.190319125, Cloud-Clone Corp.,
USA) onerilen protokole uygun olarak ¢alisildi. Kitin ¢alisma prensibi soyledir:

Kit igerisinde bulunan mikroplaka SIRT2’ye 6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmustir.
Standartlar veya 6rnekler daha sonra SIRT2’ye 6zgii biotin konjuge, antikor ile kaplanmis
mikroplaka kuyularina eklenir. Daha sonra, Horseradish Peroxidase (HRP)’ye konjuge
Avidin, her bir mikroplaka kuyusuna eklenir ve inkiibe edilir. TMB substrat ¢ozeltisi
eklendikten sonra, sadece SIRT2, biotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin i¢eren
kuyucuklarin renginde bir degisiklik yaratir. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit
¢ozeltisinin eklenmesi ile sonlandirilir ve renk degisikligi, 450nm + 10nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak &lgiiliir. Orneklerdeki SIRT2 konsantrasyonu, standartlarin

Optical Density (O.D.) degerleriyle karsilastirilarak degerlendirilir.
Kit igerigi:

- Antikorla kaplanmis mikroplaka
- Standart

- Tespit (detection) soliisyonu A

- Tespit (detection) soliisyonu B

- Tahlil (assay) soliisyonu A

- Tahlil (assay) soliisyonu B

- TMB substrat soliisyonu

- Yikama Solusyonu

- Mikroplaka kaplayici

- Durdurma (stop) soliisyonu
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Islem siras1 asagidaki gibidir:

200 ng/ml konsantrasyona sahip olan stok standardindan diger standart diliisyonlar1 100
ng/ml, 25 ng/ml, 6,25 ng/ml, 1,56 ng/ml toplamda 4 standart olacak sekilde hazirland.
ELISA i¢in doku homojenatlarinin hazirlanma asamasinda anlatildigir gibi hazirlanan
ornekler mikroplakaya yiiklenmek igin -80 °C’den ¢ikarilarak hazir hale getirildi.
Mikroplaka kuyucuklarina 100 pl miktarinda ikiser tekrarli sirayla blank(bos), 4
standart diliisyonu ve drnekler yiiklendi.

Mikroplaka tizeri kapatilarak 37 °C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

Siire bitiminde mikroplakadaki sivi dokiilerek yikama yapilmadan 100 pl Detection
Reagent A ¢alisma ¢ozeltisi eklenerek, kuyucuklar plaka kaplayici ile kapatildi ve 37 °©
C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi.

Tamamlanan inkiibasyonu takiben siv1 dokiilerek her kuyucuga 350 pl Yikama soliisyonu
(x1) eklendi ve 1-2 dk bekletilerek sivi dokiildii. Bu yikama islemini 3 kez yapildi.
Ardindan 100 pl Detection Reagent B ¢alisma ¢ozeltisi eklendi ve kuyucuklar plaka
kaplayici ile kapatilarak 37°C’de 30 dk inkiibe edildi.

Mikroplakadaki sivi dokiilerek yikama iglemine gegildi ve 5 kez yikama yapildi.

Her kuyucuga 90 uLL Substrat soliisyonu eklenerek plaka kapatici ile kaplandi. 37°C’de
10-20 dk inkiibe edildi. Renk maviye doniistii. Bu asamada mikroplakanin isiktan
korunmasi saglandi.

Inkiibasyon bitiminde her kuyucuga 50 pl Durdurma soliisyonu eklendi. Durdurma
cozeltisi eklendiginde mavi olan sivinin sariya doniisiimii gézlendi.

Plakanin tabanindaki herhangi bir su damlasinin, kabarcigin ve parmak izinin
kalmamasina dikkat edilerek hemen 450nm’de 6l¢iim yapildu.

C1ikan absorbans sonuglar total protein miktarina oranlanarak hesaplandi.

R? degeri asagidaki bulundu:
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Sekil 3.1. SIRT2’nin R? degeri

Kaspaz-3 protein miktarinin ELISA yontemi ile saptanmasi

Kaspaz-3 protein miktarinin ELISA ile saptanmasinda Rat Cysteinyl Aspartate Spesific
Proteinases 3 (Caspase-3) ELISA Kiti (Katalog No:YLAOO17RA, Lot#YL190610825, YL Biont
Co., Ltd., Shangai) kullanildi. Imalatgimn dnerdigi protokole uygun olarak ¢alisma yapildi.

Kitin galisma prensibi:

Bu kit, Rat sisteinil aspartat spesifik proteinazlar 3’1 (kaspaz-3) tahlil etmek i¢in biotin gift
antikorlu sandvi¢ teknolojisine dayanan enzim bagli immiin sorbent tahlili (ELISA)
kullanir. Monoklonal kaspaz-3 antikoru ile kaplanmis mikroplaka kuyucuklari, bagisiklik
kompleksi olusturan stretavidin-HRP ile birlesmesi i¢in biotin ile anti kaspaz-3 antikorlari
etkilesime girer. Ve mavi renk olusumu gozlenir. Daha sonradan eklenen substratlarin
asidik etkisiyle mavi renk sar1 renge doniisiir. Renk tonlamalari, kaspaz-3 konsantrasyonu

ile pozitif olarak koreledir.
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Kitin igerigi:

Antikor ile kaplanmis mikroplaka
Standart diliisyonu

Kromojen A soliisyonu
Kromojen B soliisyonu
Streptavidin-HRP tampon
Standart soliisyon (stok)

Yikama soliisyonu

Durdurma soliisyonu

Anti-kaspaz-3 antikoru( biotinli)

Islem Basamaklart:

Standart soliisyondan (stok), 0,4 ng/ml, 1,6 ng/ml, 3,2 ng/ml ve 6,4 ng/ml olacak sekilde
4 standart diliisyonu hazirlandi.

Ilk mikroplaka kuyusu bos birakilarak sirasiyla 50 ul 4 standart ve 40 pl drnekler
yiiklendi.

Ornek ve standartlarin iizerine son hacim 100 pl olacak sekilde 50 pl streptavidin-HRP
eklendi.

Sadece orneklerin tizerine 10 pl kaspaz-3 antikoru eklenerek mikroplaka tizeri kapatildi
ve 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi.

Ardindan mikroplaka tersyiiz edilerek, diliie edilen yikama soliisyonu ile 5 kez yikama
yapildi.

Her bir kuyucuga 50 ul Kromogen A eklendi. Hemen ardindan 50 pl Kromogen B
eklenip 1yice karigmasi saglandi. Ve renk degisiminin saglanmasi i¢in 1s1ktan koruyarak,
37 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.

Siire bitimini takiben 50 pl Durdurma soliisyonu eklendi ve mavi rengin aniden sar1
renge dontlistimii gdzlendi.

450 nm dalga boyunda 6l¢iim gerceklestirildi.

R? degeri asagidaki gibi bulundu:
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Sekil 3.2. Kaspaz-3’iin R? degeri
3.2.4. SIRT2 protein ekspresyonunun Western-Blotting/SDS-PAGE metodu ile tayini

Western-Blot yontemi

Western blot, 6rneklerde bulunan tiim proteinlerin arasindan tespit edilmek istenilen tek bir
proteini 6zgiin bir sekilde saptanmasinda kullanilan ve molekiiler biyolojide en yaygin olan
yontemdir. Bu yontemle tespit edilmek istenen proteinin 6rnekte bulunup bulunmadigr ve

bulundugu taktirde kantitatif olarak farkli gruplar arasindaki miktar1 hesaplanabilmektedir.

Western blot yontemi su asamalardan olusur:

Orneklerin hazirlanmasi
Jel dokiimii

Yiikleme

Yirutme

Transfer

Bloklama

Antikor yiikleme

AN NNV N N NN

Goruntuleme ve analiz
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Jel dokimii icin hazirlanan ¢ozeltiler

e Ayirma jeli (resolving gel) % 12’ lik, 10 ml (2 jel i¢in)

4,25 ml distile su

3 ml % 40’ lik Acrylamide/Bis soliisyonu
2,5ml 1,5 M tris (pH 8,8)

100 pul % 10’ luk SDS

100 pl % 10” luk APS

10 ul TEMED

YV V. V V V V

Yiginlama jeli (stacking gel) % 6’ lik 5 ml (2 jel i¢in)

2,9 ml distile su

0,75 ml % 40’ lik Acrylamide/Bis soliisyonu
1,25 ml 0,5 M tris (pH 6,8)

50 ul % 10’ luk SDS

50 ul % 10 luk APS

5 ul TEMED

YV V. V V V V

e 0,5M Tris-HCI, pH 6,8 (Tris baz MA:121,14 g/mol)

» 6 gtris baz 60 ml distile su ile ¢ozdiirtildii.
» 6N HCl ile pH ayar yapilir (pH 6,8)
» Son hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlandi.

e 15MTris-HCI, pH 8,8 (Tris baz MA:121,14 g/mol)

» 27,23 g tris baz 80 ml distile su ile ¢ozdiiriildi.
» 6 N HCl ile pH ayar1 yapilir (pH 8,8)

» Son hacim distile su ile 150 ml* ye tamamlandi.

e %10 (w/v) SDS

» 10 g SDS 100 ml distile su ile ¢ozdiiriildii.
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% 10 (W/v) APS

0,1 g APS 1 ml distile su ile ¢ozdiiriildi.

Giinliik taze hazirlanmasi gerekir.

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

YV V. V V V V

Y V. V V V

>
>
>

Ornek tamponu (sample buffer) (x2) stok

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

2,5 ml gliserol

2 ml % 10’ luk SDS

0,2 ml % 0,5’ lik bromofenol mavisi

Son hacim 9,5 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

Kullanimdan hemen 6nce, 1 ml icin; 50 pl B-merkaptoetanol ve 950 pl hazirlanan bu

tampondan Kkaristirildi.

% 0,5 (w/v) Bromofenol mavisi

0,05 gr bromofenol mavisi 10 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii.

Steril filtreden gegirilir.

Yiirlitme tamponu (running buffer) (x10) stok, pH 8,3

30,3 g tris baz

144 g glisin

10 g SDS

Son hacim 1 L olacak sekilde distile su i¢inde ¢ozdiiriildii.

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

Transfer tamponu (transfer buffer) (x10) stok

30,3 g tris baz
144 g glisin

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

Ihtiya¢ duyulan tampon miktar1 % 20 metanol igerecek sekilde hazirlanir. (x1) kullanim

i¢in; 100 ml stok transfer tamponu ve 200 ml metanol, distile su ile 1 L’ye tamamlanda.

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

12,11 g tris baz

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 su ile 1 L’ ye tamamlandi.

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

Membran bloklama tamponu (% 5’ lik)

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

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

Antikor tamponu (% 5’ lik)

Membranlarin primer ve sekonder antikorlar ile inkiibasyonu i¢in kullan bu tampon
esasen uygun antikor diliisyonlarinin yapildigi (Cizelge 3.4) membran bloklama

tamponudur. Tiim antikorlar i¢in % 2’ lik siit tozunda bloklama yapildi.

Western-Blotting asamalart

SDS-PAGE icin jel dokiimii asamasi

SDS-PAGE i¢in jel dokiimiinii gerceklestirmek igin BIO-RAD, Mini protean system,

(Hercules, CA, USA) iginde bulunan jel dokme standlar1 ve diger aparatlar1 kullanilarak %

6-12 jel dokiimii yapildi. ilk basamak olarak 2 jel icin 10ml olacak sekilde ayirma jeli

(%]12) ¢ozeltisi hazirlandi. Temiz olan cam plakalar hazirlandiktan sonra, ¢6zeltiye APS ve

TEMED eklenerek 5 ml bu cam plakalar arasma dokiildii. Uzeri distile su ile kaplanarak 45

dk jel polimerizasyonu beklendi. Siire bitimini takiben jelin iistiindeki su dokiiliip lizerine

yigimlama jeli (%6) i¢in hazirlanan ¢ozelti (2 jel i¢cin 5 ml) dokiildii. Son basamakta,
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yiikleme kuyucuklarinin olusturulmasi igin tarak (I mm’lik, 15 kuyucuklu) yerlestirilerek

jelin polimerizasyonu i¢in yine 45 dk beklendi.

Jel elektroforez asamasi

Pankreas dokusundan hazirlanan her bir 6rnek i¢in, 20 pg proteini igerecek sekilde
yiikleme cozeltileri hazirlandi. Total protein icerigi 12,6 mg/ml olarak dlciilen bir doku
orneginden 20 pg protein yiiklemesi yapmak (son hacim 15 pl olacak sekilde) i¢in asagida

ornek olarak verilen hesaplama kullanildi:

Ornek yiikleme ¢ozeltisi:

> Omek tamponu (sample buffer): (x2) hazirlanmis stoktan 7,5 pl

> Omek: 1,6 ul [(20 pg protein yiiklemek i¢in gerekli voliim=20/protein konsantrasyonu)
formtilii ile hesaplandi ve 1,6 =20 / 12,6 seklinde bulundu].

> Distile su: Ornek yiikleme ¢ozeltisinin son hacmini 15 ul’ ye tamamlamak igin 5,9 pl

distile su

Yukarda gosterilen hesaplama sekliyle, her bir 6rnek 0,2 ml’ lik ependorflar icinde
hazirlanarak, protein denaturasyonu icin 95 °C’ de 5 dk kaynatildi (Eppendorf,
Thermomixer Compact). Sogumasi i¢in buz i¢ine alinan ornekler, tiim hacim alinarak jel
kuyularma ytiklendi. Her bir jelin ilk kuyusu protein standardi olacak sekilde (SeeBlue®
Plus2 Pre-Stained Standard, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) 3 ul ile yiiklendi.
Molekiiler agirliklarin (kDa) belirlenmesinde bu protein standardi referans alinacaktir.
Orneklerin jellere yiiklenmesi tamamlandiktan sonra elektroforez tanki (Mini protean
system, BIO-RAD, Hercules, CA, USA) cam plakalar1 kapatacak miktarda yiiriitme
tamponu (running buffer, pH 8,3) ile dolduruldu. Gii¢ kaynagi (Consort ES835,
Electrophoresis Power Supply) 150 V’ a ayarlanarak yaklasik 2 saat boyunca elektroforez

islemi stirdiiriildi.

Proteinlerin membrana transferi (Blotlama) asamasi

Jelde molekiiler agirliklarina gére ayrilan proteinler, BIO-RAD, Mini protean system,
(Hercules, CA, USA) cihazinin 1slak-transfer modiilii sayesinde nitroseliiloz memrana

transfer edilecektir. Isleme gegmeden &nce sirasiyla transfer kasetinin aparatlari, siingerler



48

ve filtre kagitlar1 elektroforez isleminin tamamlanmasina yakin transfer tamponu iginde
1slatildi. Nitroselliiloz membran (162-0112, BIO-RAD, Hercules, CA, USA) da 1-2 dk
distile su ic¢inde 1slatildi. Elektroforez islemi bittikten sonra cam plakalardan dillatlice jel
cikartildi.  Sirasiyla Once transfer tamponu igine alinarak ardindan arti kutuptan eksi
kutuba dogru; siinger, filtre kagitlari, membran, jel, filtre kagitlar1 ve slinger seklinde
yerlestirilerek transfer kaseti hazir hale getirildi. Takiben transfer tamponu ile dolu olan

modiile yerlestirilerek 350 mA’da 1 saat boyunca transferi saglandi.

Immunoblotlama (Antikor inkiibasyonu) asamasi

Transferi gerceklesen nitroseliilloz membranlar yikama tamponunda (TBST) 5 dk siire ile
yikand1 ve %5°lik yagsiz siittozunda bloklama isleminin yapilabilmesi ig¢in + 4 °C’ de gece
boyunca calkalanarak inkiibe edildi. Bdylece tespit etmek istedigimiz proteinimizin
membranda non-spesifik baglanma bolgeleri engellendi. Bloklama islemi tamamlandiktan
sonra membranlar boyutlarina uygun kutulara alinarak c¢alkalayici iizerinde 5 dk siire ile 3

kez TBST i¢inde yikandi.

Hedef proteinlerin primer antikorlarmin uygun diliisyonlar1 (Cizelge 3.5) yagsiz siit tozu
ile hazirlandi. Membranlarin primer antikor ile inkiibasyonlar1 oda sicakliginda calkalayici
iizerinde 1,5 saat yapildi. Ardindan membranlar 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 3.5). Memranlarin
sekonder antikor inkiibasyonlar1 calkalayict tizerinde 1,5 saat siire ile oda sicakliginda
yapildi. Sekonder antikor inkiibasyonlar1 tamamlandiktan sonra membranlar son kez 5 dk

stire ile 3 defa yikandi.

Goriintiileme ve analiz asamasi

Immunoblotlama islemleri tamamlanan membranlarda bulunan hedef proteinlerin X-ray
filminde goriiniir olmalarini saglayan kemiliiminesans substrat ¢aligsma kiti kullanildi (ECL
Western Blotting Substrate, Pierce™ (Thermo Sci.), IL, USA). Kit i¢inde bulunan iki
sollisyon esit oranda karistirilarak membran ylizeyi kaplanarak 1 dk inkiibe edildi. Hemen
ardindan karanlik odada, hedef bantlarin medikal X-ray film iizerinde goriiniir hale gelmesi

saglandi.



49

X-ray filmler 600 dpi’ de tarandiktan sonra, goriintiiler TIF formatinda kaydedildi. Bant
yogunluklarinin hesaplanmasinda Image J programi kullanildi (Windows version of NIH
Image, http://rsh.info.nih.gov/nih-image/). Son asama olarak, her bir hedef proteinin bant

yogunlugu yiikleme kontrolii olarak se¢ilen B-aktine oranlanarak standardize edildi.

3.2.5. Kullanilan istatistiksel yontem

Calismamizdaki verilerin degerlendirilmesinde “SPSS 15.0 for Windows” programi
kullanildi. Yash ve geng¢ gruplar1 arasinda ANOV A deseni ile LSD kullanildi. Degiskenler
arasindaki iliskilerin belirlenmesinde ise Pearson r’si kullanildi. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi p < 0,05 olarak kabul edildi.


http://rsb.info.nih.gov/nih-image/
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4. BULGULAR

4.1. TAS, TOS Degeri ve OSI Degisimleri

Genglerde TAS diizeyi deney grubu ile kontrol grubunda farksiz iken, yash siganlarda
AGK-2 uygulamasi TAS diizeyini, yasli kontrol grubunda anlamli olarak arttirdi
(p=0,015). Yaslanma ile birlikte pankreas dokusunda TOS diizeylerinin gen¢ kontrol
grubuna gore anlamli olarak artig gosterdigi ve AGK-2 uygulamasinin ise yagh siganlarda

bu durumu tersine ¢evirdigi bulundu (p=0,027, p=0,004, p<0,05).

TOS diizeyinin, TAS diizeyine oranlanmasi ile elde edilen OSI, yasli kontrol grubunda
geng kontrole gore yiiksek bulundu (p=0,007). Ayrica yash sicanlara uygulanan AGK-2,
yasl kontrol grubuna goére OSI degerini anlamli olarak azalmasini sagladi (p=0,002).
Ayrica TAS diizeyi, OSI degeri arasinda negatif yonde korelasyon goriiliirken (p=0,046),
TOS diizeyi ile OSI arasinda pozitif yonde korelasyon bulundu (p=0,000) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. TAS, TOS, OSI degisimleri
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Sekil 4.1. (devam) TAS, TOS, OSI degisimleri

AGK-2 uygulanmayan (kontrol) ve uygulanan (deney) geng ve yasl siganlarda degerler ortalama + standart
hata olarak verilmistir: A) TAS (mmol Trolox Equiv./L) (YK=1,16+ 0,05; Y-AGK=1,49+ 0,11) B) TOS (pmol
H>0, Equiv./L)(GK=13,5+ 2,85; YK=19,56+ 1,48; Y-AGK=11,26+ 0,71) C) OSI degisimleri (OSI = [(TOS,
pmol H2O. Equiv./L) / (TAS, pmol Trolox Equiv./L) x 100] formiilii kullanilarak hesaplama yapildi
(GK=1,04+ 0,22; YK=1,69+ 0,11; Y-AGK=0,90+ 0,16). *Gen¢ kontrol grubuna kiyasla;, **Yash kontrol
grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilasmay: ifade etmekte (GK:Geng Kontrol, G-AGK: Geng
AGK, YK:Yasl Kontrol, Y-AGK: Yaslit AGK)
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4.2. NOx Diizeyinin Gruplardaki Degisimleri

Yash kontrol grubunda, genglere gore artan bir NOX degisimi dikkat ¢cekmekle birlikte
gruplar arasinda anlamli bir degisim tespit edilmedi (p>0,05). Benzer sekilde Yashh AGK-2
grubu, yash kontrol grubuna gére NOX diizeyini azaltmakla birlikte bu iki grup arasinda
anlamlilik bulunamadi1 (p>0,05).

NOx (umol/g)

GK G-AGK YK Y-AGK

Sekil 4.2. NOx degisimi

AGK-2 uygulanmayan (kontrol) ve uygulanan (deney) gen¢ ve yasl siganlarda NOx degisimi (umol/g)
degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir (p>0,05). p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. (GK:Geng
Kontrol, G-AGK: Geng AGK, YK:Yash Kontrol, Y-AGK: Yasli AGK)

4.3. Kaspaz-3 Degisimleri

Pankreas dokusunda Kaspaz-3 protein ekspresyonu yaslanma ile anlamli olarak yiiksek
bulundu (p=0,046). Yasli gruba uygulanan AGK-2, kendi kontrol grubuna gore kaspaz-3’ii
anlamli olarak azaltilmasinda etkili gortldi (p=0,034). Ayrica kaspaz-3, hem western hem
de ELISA ile tayin edilen SIRT2 ekspresyonu ile pozitif korelasyon bulundu (p=0,025,

p=0,002, p<0,05).
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ok

Kaspaz-3 (ng/ml)

GK G-AGK YK Y-AGK

Sekil 4.3. Kaspaz-3 degisimi
AGK-2 uygulanmayan (kontrol) ve uygulanan (deney) geng ve yasl siganlarda Kaspaz-3 protein miktari (ng/ml)
degerleri ortalama + standart hata olarak verilmistir (GK=4,30+0,87; YK=6,78+0,63; Y-AGK=4,14+0,68). *Geng

kontrol grubuna kiyasla; **Yasl kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farkhilasmayr ifade
etmektedir. (GK:Geng Kontrol, G-AGK: Geng AGK, YK:Yasli Kontrol, Y-AGK: Yasli AGK)

4.4. SIRT2 Degisimleri

Western blotlama ile tayin edilen SIRT2 protein ekspresyonu (SIRT2/B-aktin), yash
kontrol grubunda geng¢ kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,000). Bu
bulgulara benzer bir bi¢cimde ELISA yontemi ile olgiilen SIRT2 protein ekspresyonu
(ng/mg protein) geng kontrol grubuna gore yash kontrol grubunda anlamli olarak yiiksek
oldugu tespit edildi (p=0,000).

Yash siganlara uygulanan AGK-2, hem western hem de ELISA Ol¢iimlerinde yash kontrol
grubuna gore SIRT2 protein ekspresyonunu anlamli olarak azalttigi bulundu (p=0,009, p=0,011).

SIRT2 protein ekspresyonunun Western ve ELISA yontemleri ile ortaya ¢ikan sonuglari
arasinda pozitif yonde korelasyon oldugu tespit edildi (p=0,015). Western ile tayin edilen
SIRT2 ekspresyonu ile kaspaz-3 protein ekspresyonu arasinda pozitif yonde korelasyon
oldugu (p=0,025), aym pozitif korelasyonun ELISA ile tayin edilen SIRT2 ile kaspaz-3
arasinda da oldugu goriildii (p=0,002). Bu verilere ek olarak Western ile tayin edilen
SIRT2 protein ekspresyonu ile TOS ve OSI degerleri sinirda pozitif yonde korelasyon
bulundu (p=0,065, p=0,067).
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Sekil 4.4. SIRT2 degisimleri

A) AGK-2 uygulanmayan (kontrol) ve uygulanan (deney) geng ve yash siganlarda SIRT2 protein miktar
(ng/ml), ELISA. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir (GK=31,34+ 2,14; YK=42,87+ 2,45; Y-
AGK=35,59+1,23). *Geng¢ kontrol grubuna kiyasla; **Yasl kontrol grubuna kiyasla p<0,05 diizeyinde
anlamh farklilagmay: ifade etmekte B)AGK-2 uygulanmayan (kontrol) ve uygulanan (deney) geng ve yash
sicanlarda SIRT2 protein miktar1 (SIRT2/B-aktin), Western-blot. Degerler ortalama + standart hata olarak
verilmistir (GK=1,01+0,03; YK=1,30+0,04; Y-AGK=1,154+0,04). *Gen¢ kontrol grubuna kiyasla; **Yash
kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilasmay ifade etmekte C) AGK-2 uygulanmayan
(kontrol) ve uygulanan (deney) geng ve yasl siganlarda SIRT2 protein miktar1 (SIRT2/B-aktin), Western-
blot. Western blot yontemi ile pankreas dokusuna ait bant yogunluklari yiikleme kontrolii olarak secilen f-
aktine oranlanarak (SIRT2/B-aktin) standardize edilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Degerler
ortalama + standart hataolarak verilmistir (GK:Geng Kontrol, G-AGK: Gen¢ AGK, YK:Yash Kontrol, Y-
AGK: Yasgli AGK).



Cizelge 4.1. AGK-2 uygulanmayan (kontrol) ve uygulanan (deney) geng ve yash sicanlarda oksidatif stres, kaspaz-3 ve SIRT2 degerleri ortalama

+ standart hata

Pankreas Geng Tash

Geng-Kontrol Geng-AGK?2 Yasli-Kontrol Yashi-AGK-2
TAS (mmol Trolox Equiv./L) 1,2840,06 1,26+0,12 1,16+0,05 * 1,49+0,11 *
TOS (umol H,02 Equiv./L) 13,542,85 12,10+1,45 19,56+1,48 * 11,26£0,71 **
OS| 1,04+0,22 1,05+0,07 1,69+0,11 * 0,90+0,16 **
NOx (umol/g) 3,25+0,96 3,57+1,08 3,73+1,28 3,10+0,83
Kaspaz-3 (ng/ml) 4,30+0,87 3,68+1,04 6,78+0,63 * 4,14+0,68 **
SIRTZ (ng/ml ) 31,3442,14 31,5741,21 42,8742,45 * 35,50+1,23 **
SIRT2/p-aktin 1,01£0,03 1,07+0,03 1,30+0,04 * 1,15+0,04 **

*Geng kontrol grubuna kiyasla; **Yasl kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml1 farklilagsmay1 ifade etmektedir.

99
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5. TARTISMA

Yaglanma; her canlida goriinen, tiim islevlerde azalmaya neden olan evrensel bir siirectir.
Fizyolojik gerilemeyle iliskili dogal bir biyolojik silire¢ olan yaslanma, yasamsal
fonksiyonlarda ve salgi sentezleme kapasitelerinde genel bir azalma ile birliktedir
(Guevara, Gianotti, Roca ve Oliver, 2011; Long ve digerleri, 2009). Yaslanma o6zellikle
T2DM, kanser, metabolik kardiyovaskiiler ve norodejeneratif, hastaliklarin insidans ve

mortalitenin artmasina neden olur (Haigis ve Sinclair, 2010).

Yaslanma genellikle glukoz toleransinin azalmasi ve diyabete yatkinligin artisi ile
birliktedir (De Fronzo, 1984). Yaslanma siirecinde oOncelikle pankreas organ agirligi
azalmaya baglar (Sawabe ve digerleri, 2006). Bu azalma yashilarda ¢esitli pankreas
hastaliklar1 veya fonksiyon bozukluklari gelisme olasiligini arttirir. Pankreasta, histolojik
degisikliklerin yaninda salg1 salgilama diizeyleri de yaslanma ile birlikte azalmaya baslar.
Lipomatoz olarak da bilinen yag replasmani insidansi ilerleyen yasla birlikte artar. Yag
replasmani, kademeli ekzokrin doku kaybinin son asamasi olabilir. Lipomatoz ayrica
obezite, DM, kronik pankreatit, pankreas kanali tikanikligi, siddetli ateroskleroz ve kistik
fibroz ile iligkilidir.

Kan sekeri kontroliinde 6nemli bir rol oynayan adacik fonksiyonu, hacim yogunlugu
genellikle yasa bagl azalir. Yaglanma ile hem B hem de non-f hiicrelerinin kayb:1 ve salgi
sentezleme kapasitelerinde azalma belirgindir (Mizukami ve digerleri, 2014; Novelli,
2000). Ayrica yaslanma ile birlikte B hiicre proliferasyonu da azalir (Reers ve digerleri,
2009). Yaslanma ile insidansi artan T2DM’de, hipergliseminin beta hiicrelerinde ROS
dretimini indiikledigi bilinmektedir. ROS yapiminin artmast mitokondriyi etkileyerek
apoptozu tetikler (Brownlee, 2001, 2003). T2DM’li hasta pankreasinda, lipomatoz, fibroz,
inflamasyon, adacik hiperplazisi ve adacik sismesi gozlenirken; bununla birlikte, bu

degisiklikler 6zellikle yasli kisilerin normal pankreaslarinda da gozlenir (Matsuda, 2019).

Biz de ¢alismamizda sicanlarin baslangi¢ ve 30 giinliik uygulama sonrasi agirlik degisimini
degerlendirdik. Yaslanma ile birlikte agirlik degisimi anlamli bulunmazken, geng

siganlarda agirlik artis1 goriildii.
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Sirtuin ailesi, memelilerde farkli hiicresel lokalizasyonlarda (mitokondri, sitoplazma veya
¢ekirdek) ve doku dagiliminda bulunan yedi protein (SIRT1-SIRT?7) igerir. Sirtuinler,
genis bir hedef substrat yelpazesine sahiptir ve bunlar kombinasyon halinde enerji
metabolizmasi regiilasyonu (Chang ve Guarente, 2014; Houtkooper, Pirinen ve Auwerx,
2012) sirkadiyen ritim kontrolii (Masri ve Sassone-Corsi, 2014), hiicresel sagkalim ve stres
yanitlar1 (Tang, 2011) yan1 sira hiicresel/doku homeostazisi ve onarimini igeren sayisiz
onemli siireci etkilemektedir (Mimura, Kaji, Noma, Funatsu ve Okamoto 2013; Someya ve
digerleri, 2010). Sirtuin aktiviteleri, sadece hiicresel sagkalimi degil; aym1 zamanda

organizasyonel saglik alanin1 ve yasam siiresini de etkileyebilir.

SIRTI, yiiksek yagli diyetle indiiklenen metabolik hasara ve diyabete karsi koruyucu
ozellik gostermistir (Pflugger, Herranz, Velasco-Miguel, Serrano ve Tschop, 2008). A¢lik
kosullar1 altinda, SIRT1’in insiilin duyarliligt ve glikoz tolerans: iizerinde olumsuz bir
etkisi vardir (Rodgers ve Puigserver, 2007). Bununla birlikte, beslenme kosullarinda,
SIRTPin aktivasyonu glikoz homeostazin1 ve insiilin duyarlili@ini gelistirir (Baur ve
digerleri, 2006; Lagouge ve digerleri, 2006; Sun ve digerleri, 2007). Ayrica, SIRT1
aktivatorii olan resveratrol ile yapilan tedavinin H2O: ile indiiklenen hiicre o6liimiinii
onledigi, hiicre proliferasyonunu azalttigi ve yaslanmay1 baskiladigr gdosterilmistir.
Alternatif olarak, SIRT1 inhibitorleri sirtinol ve nikotinamidin H2O> ile indiiklenen hiicre
Olimiinii arttirdigi  bulunmustur (Cao ve digerleri, 2009; Ido ve digerleri, 2015).
Yaslanmasi hizlandirilmis SAPMS farelerde yaslanma ile SIRT1 mRNA, FOXO1 ile
FOXO3A ekspresyonu, antioksidan enzimler azalmis, inflamasyon belirteci olan NF-kB

yolaginin (p50, p52, p65) ise artis sergiledigi bildirilmistir (Gines ve digerleri, 2017).

SIRT2 bu ailenin daha az calisilan bir tiyesidir. SIRT2; genom stabilitesi, mitoz, besin
metabolizmasi, yaslanma, mitokondriyal fonksiyon, otofaji, miyelinasyon, apoptoz,
antioksidan mekanizmalar ve hiicre motilitesi gibi genis bir fizyolojik siire¢ yelpazesinin
diizenlenmesinde gorev alir (North, 2007; Maxwell, 2011; Liu ve digerleri, 2018; Braidy,
2015; Gomes, 2015; Fourcade ve digerleri, 2017). Bunlar disinda SIRT2’yi adiposit
farklilagmasi, hepatik glukoneogenez ve insiilin salinimi yani sira enflamatuar yollarin
diizenlenmesini igeren ¢esitli metabolik siireclerde de gormekteyiz (Gomes, 2015). SIRT2
beyinde en fazla eksprese edilen sirtuin aile tiyesidir (Pfister, Ma, Morrison ve D’Mello,
2008; Suzuki ve Koike, 2007). SIRT2 diizeyleri merkezi sinir sisteminde, 6zellikle korteks,

striatum, hipokampus ve omurilikte daha fazla eksprese edilir (Maxwell, 2011). SIRT2
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aktivitesinin, a-sinliklein birikimi, mikrotiibiil fonksiyonu, oksidatif stres, inflamasyon ve
otofaji dahil olmak tizere Parkinson patogenezinde yer alan ¢esitli siire¢lere aracilik ettigini

gosteren kanitlar vardir (Liu, 2020).

Ozellikle SIRT2 seviyeleri yaslanma ile artis gosterir. SIRT2’nin fare beyni ve
omuriliginde yasa bagli olarak arttig1, (Maxwell, 2011) ve up-regiilasyonunun strese bagl
erken yaslanma ile iliskili spesifik bir 6zellik oldugu bildirilmistir (Anwar, Khosla ve
Ramakrishna, 2016). Braidy ve digerleri SIRT2 mRNA ve protein ekspresyonunun, farkli
yaslardaki siganlarda oksipital lobda up-regiile edildigini, ancak diger beyin bolgelerinde
onemli ol¢iide degigsmedigini gostermiglerdir (Braidy, 2015). SIRT2, ayrica beyin disinda
adipoz doku, karaciger, testis, pankreas, iskelet kas1 ve bobrek gibi metabolik olarak aktif
olan dokularda eksprese edilmistir. Yasli sicanlarin kolon mukozasinda SIRT2

ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (Akbulut, 2015).

SIRT2, dokuya bagh islevsellik sergiler. SIRT2 nin invitro insiiline direngli karaciger
hiicrelerinde, insiilin duyarliligini arttirirken (Lemos, 2017), iskelet kas1 hiicrelerinde ise
kas dokusuna insiilin duyarliligini azaltmistir (Arora, 2014). Literatiirdeki bu bulgular,
pankreas ¢aligmalarinin birbiri ile geliskili ve yetersiz oldugunu gostermektedir. Arora ve
digerleri (2014), SIRT2’nin down regiilasyonunun, insiilin direncinin néronal hiicrelerde
insiilin aracili Akt sinyal yolaginin duyarlilig1 yoluyla etkisini azalttigini ifade etmislerdir
(Arora, 2014). Bu c¢alismalara ters olarak SIRT2’nin farmakolojik inhibisyonu ile glikoz
aliminin uyarilmasi biiyiik dl¢iide azaltilmistir. Bu caligma ile SIRT2’nin normal kosullar
altinda asir1 glikoz alimini Onleyebilecegi, metabolik stres sirasinda ise glikoz aliminin
uyarilmasina aracilik ettigi gosterilmistir (Liemburg-Apers, Wagenaars, Smeitink, Willems
ve Koopman, 2016; Outeiro, 2007).

SIRT2’in oksidan stresi azaltici etkileri ile insiilin salgisin1 aktive etmesi, glukoz
dengesinde onemlidir. Yaslanmaya eslik eden ndrodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi
SIRT1 aktivasyonu ya da SIRT2 inhibisyonu pankreas iizerinde de etkili midir sorusundan

cikarak caligmamiz planlandi.

SIRT2’nin farmakolojik inhibisyonunun ¢esitli hastalilk modellerinde (Alzheimer,
Parkinson, Huntington, demans) ndron koruyucu etkiler yaptigini (Biella, 2016; Chopra,

2012; OQuteiro, 2007; Spires-Jones ve digerleri, 2012) ve farkli depresyon fare
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modellerinde antidepresan benzeri etkiler sergiledigi gdsterilmistir (Erburu, 2017; Munoz-
Cobe, 2018). Ayrica, SIRT2 ekspresyonunun PD modellerinde a-syn toksisitesini arttirmis,
SIRT2’nin inhibisyonu ise néronal hiicrelerin hayatta kalmasinda bir artisa yol agmustir (de

Oliveira ve digerleri, 2017).

SIRT2, NF-kB aktivasyonunu p65 yolunu deasetile ederek inhibe edebilir ve inflamatuar
yanitlar1 azaltabilmistir (Pais ve digerleri, 2013; Tafani ve digerleri, 2013). SIRT2
eksikliginde, makrofajlarda LPS ile indiiklenen NF-kB yolak aktivasyonunun baskilandigi,
NO ekspresyonu, iNOS ve ROS iiretiminin azaldig1 gosterilmistir (Lee, 2014). Salermit
(SLM) aracili farmakolojik SIRT2 inhibisyonunun, yasli sigan hipokampusiinde oksidatif
stresi azaltirken; GSH diizeyini artirdigi gosterilmistir (Keskin-Aktan, 2018). SirReal?2 ile
SIRT2 inhibisyonu yapilan post matur sigir oositlerinde otofajiye bagimli hiicresel
apoptozise katkida bulundugunu ve SIRT2 inaktivasyonunun hiicresel yaglanmanin altinda
yatan anahtar bir mekanizma oldugu belirtilmistir (Xu, 2019). Kan beyin bariyerini
gecebilen farkli bir SIRT2 inhibitorii olan AK-7, Parkinson ve Huntington (HD)’nin
hiicresel ve fare modellerinde olumlu sonuglar gdstermistir (Chen ve digerleri, 2015;
Chopra, 2012). AGK-2’nin, PD modellerinde a-synuclein toksisitesini azalttigit ve HD
modellerinde ise koruyucu oldugu bildirilmistir (Luthi-Carter, 2010; Outeiro, 2007).
Ayrica Alzheimer olusturulan sigan astrositlerinde AGK-2, astrosit aktivasyonunu ve pro-
inflamatuar mediatdrlerin iiretimini de azalttigi (Scuderi, 2014), bunlara ek olarak farelerde
olusturulan iki farkli AD modelinde AGK-2 ve AK-7 ile saglanan SIRT2 inhibisyonunda
kognitif fonksiyonlari iyilestirdigi yoniinde bulgular vardir (Biella, 2016).

Bozulmus hepatik glukoz alimi1 (HGU) tip 2 diyabette postprandiyal hiperglisemiye neden
olur (Basu ve digerleri, 2001) ve SIRT2’nin deplesyonu, obez diyabetik farelerin
hepatositlerinde HGU’yu inhibe eder (Watanabe ve digerleri, 2018). Buna karsin, AGK-2
ile inhibe edilen SIRT2’in, sican pankreas dokusunda tiibiilin asetilasyonunu iyilestirdigi

ve asiner hiicrelerde amilaz salgilanmasini artirdigi bildirilmistir (Binker, 2015).

Glukoneogenezde PEPK enzimi 6nemli role sahiptir. Spesifik bir SIRT2 inhibitorii olan
Sirtinol uygulamasi karacigerde PEPK enzimi azaltarak glukoneogenezi inhibe eder.
Boylece piriivat aracili kan sekerinin artisini 6nler (Zhang ve digerleri, 2017 ). Song ve
digerleri (2018) ise SIRT2 azalmasinin insiilin direncine yol a¢tigin1 belirtmektedir (Song

ve digerleri, 2018).
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AGK-2 uygulamasi C2C12 myoblastlarda glukoz alimini arttirirken, SIRT2’yi inhibe
etmektedir (Liemburg-Apers, 2016).

SIRT2 konusundaki DM, hiicrelere glukoz alimi1 ve insiilin lizerindeki ¢alismalar birbiri ile

celismektedir (Lemos, 2017; Arora, 2014; Belman ve digerleri, 2015).

Calismamizda, pankreas dokusunda SIRT2 ekspresyonunun yaslanma ile birlikte arttig
hem Western blot hem de sandvi¢ ELISA yontemi ile gosterdik. Her iki yontem kendi
arasinda pozitif yonde korelasyon gosterdi. AGK-2 uygulamasi ise SIRT2 ekspresyonunu
inhibe etti (Cizelge 4.1).

Yaslanma siirecinde oksidatif stres artarken, antioksidan savunma azalir. Oksidatif stres,
viicutta hasar yaratarak hiicre ve dokularin homeostazisini etkiler. ROS ve RNS birikmesi
ile olusan oksidatif hasar, 6zellikle yaglanma ile belirgin bir artig sergiler. Yaslanmanin
inflamasyon, artmis apoptoz, bozulmus mitokondriyal aktivite ve bagisiklik fonksiyonunda

diisiisiin yani sira serbest radikal {iretim hizinda artis ile iliskili oldugu iyi bilinmektedir.

Yaslanma ile artan oksidan stres, yasli siganlarin pankreas hiicrelerini morfolojisini ve
sekresyonlarini bozar. Cuesta ve digerleri yaslanmasi kolaylastirilmig (SAMP8) fareler ile
yaglanmaya direngli fare (SAMRI1) pankreaslarint oksidatif stres bakimindan
karsilagtirdiginda, yaslanma ile oksidatif stres belirteclerinin arttigini gostermislerdir
(Cuesta, 2011). Yash siganlardan izole edilen pankreas hiicrelerine alfa-lipoik asit (ALA)
uygulamasi, pankreatik adaciklarda oksidan hasari azaltirken, antioksidan etkinligi ise
artirmigtir (Nobakht-Haghighi ve digerleri, 2018). Daha 6nceki c¢aligmalarimizda testis,
mide ve beyinde yaglanma ile oksidatif hasarin arttigin1 gosterdik (Muratoglu, Akarca
Dizakar, Keskin-Aktan, Omeroglu ve Akbulut 2018; Akbulut, 1999, 2012, 2013; Keskin-
Aktan, 2018).

Oksidan stresin degerlendirmek amaci ile TOS, OSI indeksi ve antioksidan savunmada
TAS diizeyi ¢esitli caligmalarda kullanilmistir (Azizi ve digerleri, 2019; Maciejezyk,
2019). Yaslanmada tiikiiriik, plazma ve eritrositlerde TAS diizeyinin azaldigi, OSI ile TOS
diizeyinin ise artmis oldugu bildirilmistir (Maciejezyk, 2019). Yash sigan plazmasinda
TOS ve OSI degerleri genglerle karsilagtirildiginda yiiksek olarak bulunmusken, TAS
diizeylerinde anlamli bir degisiklik bulunmamustir (Kugukatay ve digerleri, 2012). Benzer
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bir sekilde yasli siganlarda beyin dokularinda TOS degerinin yiikselmis, TAS’in ise
azalmig oldugu bildirilmistir (Yanar ve digerleri, 2018). Siganlarda hipokampiis ve serebral
kortekste yaptigimiz ¢alismamizda yaslanma, TOS ve OSI diizeyini artirirken, TAS
diizeyini azaltt1 (Keskin-Aktan, Karakas, Oktem ve Akbulut, 2019). SIRT2’nin oksidatif
stresle iligkisi konusundaki ¢aligmalarin bir kismi1 da SIRT2’nin oksidatif stresi arttirdigi,

bir kisminda ise azalttig1 yoniinde bulgular mevcuttur (Perier ve digerleri, 2007).

SIRT2, mitojenle aktiflestirilen protein kinaz fosfataz-1 (MAPK-1)’in deasetilasyonu ve
inhibisyonu yoluyla hepatik iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarini arttirir (Wang ve digerleri,
2017). AGK-2 ile yapilan SIRT?2 inhibisyonu; bobrek I/R modelinde apoptozu azalttirken,
I/R hasarint hafifletmistir (Wang, 2017). SIRT2 inhibisyonunun koruyucu etkileri,
karaciger /R (Wang, 2017), hepatik fibroz (Arteaga ve digerleri, 2016) ve APAP ile
indiiklenen hepatotoksisite gibi ¢esitli hayvan karaciger modellerinde bildirilmistir. SIRT2
inhibisyonundan sonra hepatosit 6liimii ve ER stresinde onemli bir azalma kaydedildi
(Sarikhani ve digerleri, 2018; Lee ve digerleri, 2019). SIRT2 eksikliginin, c-Jun NH2-
terminal kinaz (JNK) aktivasyonunu down-regiile ederek oksidatif stres kaynakli
hepatotoksisiteyi azaltti1 bildirilmistir (Sarikhani, 2018). SIRT2 kaynakli oksidatif strese
ve bununla iligkili hepatosit 6liimiine Nrf2 (Nuklear faktor eritroit-2 iliskili faktor-2) yolag:
ve JNK sinyali katki saglar. Karbon tetraklorid ile olusturulan akut karaciger hasarinda
(ALI) AK-1 uygulamasi ile yapilan SIRT2 inhibisyonu; Nrf2’yi aktive; JNK sinyalini
inhibe ederek ALI modelinde oksidatif stres ve hiicre 6liimiinii azalttig1 ifade edilmistir.
Boylece SIRT2 inhibisyonunun ALI’yi tedavi etmek icin potansiyel bir yaklagim
olabilecegi vurgulanmistir (Zhou, 2020). SIRT2’nin gerek AGK-2 aracili inhibisyonu,
gerekse susturulmasi invitro PC12 hiicrelerinde H202’nin neden oldugu toksik hasara karsi
koruyucu etki gosterilmistir (Nie ve digerleri, 2014). SIRT2 inhibisyonunun kolon ve
beyin dokusunda oksidatif strese karsi koruyucu oldugu ¢aligmalarimizda da gosterilmistir

(Akbulut, 2015; Keskin-Aktan, 2018).

Bulgularimiz 6nceki ¢calismalara benzer bir sekilde, yaglanmanin pankreas dokusunda TOS
diizeyinde artisa neden oldugu, TAS diizeyinin ise anlamli olmamakla birlikte yaslilarda
daha diisiik oldugunu gosterdi (Cizelge 4.1). Ayrica TAS ile TOS diizeyini oranlanmasi ile
hesaplanan OSI degeri yash siganlarda genglere gore yiiksek bulundu. Bunlara ek olarak
TAS diizeyi ile OSI degeri arasinda negative korelasyon goriiliirken, TOS ile OSI pozitif



63

yonde korelasyon bulundu. Western-Blot ile ¢alisilan SIRT2 protein ekspresyonu TOS ve

OSI degerleri ile sinirda pozitif yonde korele bulundu.

Yaslanma ile artan oksidatif stres apoptotik siirecin aktive edilmesinde rol oynar. Apoptoz,
intrinsik ve ekstrinsik yolaklar vasitasiyla kaspazlar1 aktive ederek hiicre 6liimiinii baslatir.
Yasl sigan mide mukozasinda, yaslanmayla birlikte kaspaz-3 ekspresyonunun arttigini
gosterilmistir (Akbulut, 2012). Apoptoz gostergesi olarak hiicrede pro-apoptotik ve anti-
apoptotik belirtegler bulunur. Bcl-2 ailesi anti-apoptotik, Bax, Bim gibi belirtecler ise pro-
apoptotik etkinlik gosterir. Pro- ve anti-apoptotik denge, pro-apoptotik yone kaydiginda
apoptotik siire¢ baslamis olur. Birgok dokuda yaslanmada azalmis Bcl-2 seviyeleri ile
birlikte, kaspaz-3 aktivitesinin yaslanan hiicrelerde geng hiicrelerle kiyaslandiginda anlamli
olarak arttigi bulunmustur (Molpeceres, 2007, Zhang, 2002a, b). Bobrek iskemi
reperflizyon modelinde bobrek dokusunda SIRT2 artisini iskemiden once verilen AGK-2
uygulamasinin ise bobrek tubuler hiicrelerinde apoptozu azalttigini gosterilmistir (Wang ve
digerleri, 2017). Yasli sigan pankreas dokusunu degerlendirdigimiz bir baska
calisgmamizda, yaslanma ile ekzokrin dokuda lokalize mikro ve makrovezikiiler yaglanma,
perivaskiiler infiltrasyon ve Langerhans adacik hiicreleri arasinda konjesyon izlendi.
Ayrica interlobiiler alanlarda lenfositik infiltrasyon belirlendi. Asiner hiicrelerde
vakuolizasyonun yani sira, bazi asiner hiicrelerde atrofi ve piknotik cekirdekler dikkati
¢ekti. Yine bazi duktal hiicrelerde hiperplazi izlendi. (Muratoglu, Keskin-Aktan, Akarca-
Dizakar, Omeroglu ve Akbulut, 2020). Bu bulgulara ek olarak pankreas dokusunda,
apoptotik siire¢ belirteci olan TUNEL ile degerlendirme yapild: ve yaglanma ile TUNEL
de artig gosterildi. Salermit ile yapilan SIRT2 inhibisyonu, pankreas dokusunda yasa bagh
artan apoptozu azaltti (Muratoglu, 2020). Calismamizda ise, apoptoz gostergesi olarak
kullanilan kaspaz-3 protein seviyesi yaslanma ile artti (Cizelge 4.1). AGK-2 uygulamasi
ise kaspaz-3 protein seviyesi anlamli olarak azaldi. Kaspaz-3 protein seviyesi, hem
Western blot hem de sandvi¢g ELISA ile tayin edilen SIRT2 arasinda pozitif yonde korele

bulundu.

NO, lokal konsantrasyonuna bagli olarak bazen serbest radikal Onciisii, bazen de bir
antioksidan ajan olarak davranabilir (Buchwalow, 2018). Bu sebeple NO,
konsantrasyonuna, hiicre tipine ve ortamdaki oksidatif diizeyine bagli olarak apoptozu
onleyebilir veya indiikleyebilir. NO {ireten NOS enzimlerinin pankreas dahil cesitli

organlarda bulunmasi ve lokalizasyonu tartismaya agiktir. NOS izoformlarinin yiiksek
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ekspresyonu sadece pankreatik adaciklarda saptanmisken, ekzokrin veya vaskiiler
bolgelerde saptanmamistir (Alm, Ekstrom, Henningsson ve Lundquist, 1999; Buchwalow,
2018; Lajoix ve digerleri, 2001). NO’nun, in vitro olarak RAW264.7 makrofajlarda kaspaz
aktivasyonu yoluyla (6zellikle kaspaz-3) apoptozu indiikledigi ve apoptotik yolaklar
destekledigi gosterilmistir (Kim, 2002). Yaslh sican frontal ve temporal serebral korteks
bolgelerinde kaspaz-3 ekspresyonunun arttigi, NO diizeyinin ise 6zellikle temporal lobda
artis sergiledigi giisterilmistir (Akbulut, 2013). Sicanlarda palmitat ile indiiklenen in vitro
pankreas modelinde, adaciklarda ROS diizeyinin arttig1 fakat NO diizeyinde herhangi bir
degisiklik saptanmadig bildirilmistir (Carlsson, Hakan Borg ve Welsh, 1999). Cuesta ve
digerleri (2011), SAMPS farelerde karaciger, kalp ve pankreas dokularinda iNOS’un
arttigin1 gostermislerdir. Buna ragmen SAMRI farelerde iNOS artiginin goriilmedi ifade
edilmistir (Cuesta, 2011). Yaslanma ile iNOS ekspresyonunun arttigi gesitli ¢alismalarda
gosterilmistir (Song, Kwak, Kim ve Lawler, 2009; Cuesta, 2011).Caligmamizda ise
pankreas dokusunda kaspaz-3 protein seviyesi artarken, NO diizeyinde yaslanma ile
anlamli bir degisiklik saptanmadi. Pankreatik inflamasyonda NO sentezinin, oksidatif
hasardan ¢ok sonra ortaya ¢iktig1 ve akut pankreatit sirasinda artmig NO jenerasyonunun,
biyoaktif NO’nun homeostatik hiicresel seviyesini korumay:r amaglayan adaptif bir
mekanizma oldugu bildirilmistir (Buchwalow, 2018). ROS ile kombine edildiginde ve
RONS ayristirildiginda NO, kokeni hiicreye zarar verebilir ve boylece ¢esitli hastaliklara
neden olabilir (Tandon ve Garg, 2011). Bunlara ek olarak pankreas dokusunun &zellikle
stress kosullarina karsi ve ROS olusumuna 6zellikle duyarli/hassas oldugu, bu hasarlarin
ilerlemesi ile hem Tip-1 hem de Tip-2 Diabetes Mellitus’a katki sagladigi ve hastalikla
sonuclandigr ifade edilmektedir (Morgan ve digerleri, 2006). NO sentezinin hem yararli
(Qui, Mei, Ma ve Korsten, 2001; Werner ve digerleri, 1998; DiMagno, Williams, Hao,
Ernst ve Owyan, 2004) hem de zararli (Ayub, Serracino-Inglott, Williamson ve Mathie,
2001; Cuzzocreas ve digerleri, 2002) sonuclar1 agiklanmistir. Bu alandaki ¢eliskili
bulgular, hiicresel diizeyde NO yollarimin patolojide NO’nun roliinin yeniden

degerlendirilmesi ile daha biitlinsel yorumlanmasini gerektirir.

LPS’ye baglanan sepsis modelinde SIRT2 nini susturulmasiyla bobrek dokusunda, nétrofil
ve makrofaj infiltrasyonunu ve inflamatuvar sitokinleri (TNF-a, IL-1B, IL-6) azaltmistir
(Zhao, 2015). Farelerde thioasetamid (TAA) ile indiiklenen akut karaciger hasarinda
uygulanan AGK-2’nin, karaciger hasarini ve patolojisini iyilestirdigi, pro-inflamatuar

sitokinleri azalttig1 gosterilmistir. AGK-2’nin apoptozu inhibe etmesi, hem kaspaz-3 hem
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de Bax/Bcl2 oraninin azalmasi ile gergeklesmistir (Jiao, 2019). Calismamizda AGK-2
uygulamasinin yash sicanlarda NO diizeyini anlamli olmamakla birlikte, kontrol grubuna
gore azalttigi gozlendi. AGK-2’nin bu koruyucu etkileri, yaslanma ile birlikte gelen

hasarlar1 azaltmada etkili olabilir.

Calismamizda yaslanmayi agiklamada popiiler olan teorilerin SIRT2 inhibisyonu ile
iligkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Sonug olarak, yaslanma ile pankreas dokusunda
oksidatif stres ve apoptotik aktivitenin arttigi gosterilmistir. Sirtuin ailesi uzun yasam
proteinleri, oksidatif stres, apoptoz, inflamasyon ile iligkili bulunmustur. Ancak ailenin
tiyelerinin hepsi ayni 6zellige sahip degildir. SIRT1’in diyabette koruyucu olmasinin

yaninda SIRT?2 i¢in literatiirde birbiri ile ¢elisen ¢aligmalar mevcuttur.

Calismamiz SIRT2 inhibisyonunun, ndrodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi yaslanmaya
bagl gelisen pankreas degisikliklerinde koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir. Yash
kisilerin pankreaslarinda gozlenen yag ve lenfosit infiltrasyonu, fibrosiz, adacik kaybi
viicutta ki inflamasyon ve apoptoz gostergesi olarak kabul edilebilir ve bunlarin altinda da

oksidan stresin artip, antioksidan savunmanin azalmasi yatmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamiza gore SIRT2 inhibisyonu yasa baglh olarak pankreas dokusunun artan
oksidatif stres ve apoptoz siirecini geriye dondiirmiistiir. Ancak bu konuda net

konusabilmek i¢in ¢alismanin eksikliklerinin giderilmesi gerekir.

> Oncelikle siganlarmn sabah aclik kan sekerleri ve insiilin diizeyleri ile idrarda glukoz
diizeyi bakilmalidir.

» Histolojik incelemede P adacik insiilin graniilleri gosterilebilir.

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

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

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