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OZET

Beyin Noroinflamasyon Modelinde Resveratroliin Oksidatif ve
Histopatolojik Degisiklikler ile SIRT1 Geni Ifadesi Uzerine Etkileri

Amag: Bu calismada sicanlarda LPS-indiiklii ndroinflamasyon modeli ile
olusturulan norodejenerasyonda, resveratroliin ve EX-527’nin beyinde molekiiler
genetik, biyokimyasal, biligsel ve histopatolojik parametreler {izerinden var ise
noroprotektif etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Arastirmamizda 55 adet Wistar Albino cinsi erkek si¢an
kullanildi. Siganlarin beyin dokusundan; SIRT1 geninin ifadesi, biyokimyasal analizler
ve histopatolojik incelemeler yapildi. Sicanlarin biligsel incelemeleri Morris su labirenti
deneyi ile yapildi.

Bulgular: Arastirmamizda; Res ve RestLPS grubundaki beyin MDA
seviyelerinin, K, LPS ve EX-527+LPS grubuna gore arttig1 tespit edildi (p<0.05). EX-
527+LPS grubu beyin SOD aktivitesindeki artis, K ve LPS grubuna gore anlamliyken
(p<0.05), Res ve Res+LPS grubu SOD aktivitelerindeki azalma K grubuna gére anlaml
bulundu (p<0.05). EX-527+LPS grubu beyin SIRT1 gen ifadesindeki azalma diger tiim
gruplarla karsilagtirildiginda anlamli gozlendi (p<0.05). Res+LPS grubunun SIRT1 gen
ifadesi K grubuna gore anlamli bir artis gosterdi (p<0.05). Histopatolojik veriler
incelendiginde; K ve Res gruplarmin beyin kesitlerinin normal morfolojik 6zellik
gosterdigi, LPS grubunda, noronlarin dejeneratif degisiklik gosterdigi, Res+LPS
grubundaki dejenere néron yogunlugunun, LPS grubuna goére belirgin sekilde azaldig,
EX-527+LPS grubunda gozlenen néron dejenerasyonunun, K ve Res gruplarindan
anlamli derecede yiiksek iken LPS grubundan ise daha hafif diizeyde dejenere néron

yogunluguna sahip oldugu tespit edildi (p<0.05).

Sonu¢: Resveratrol ile SIRT1 gen ifadesinin arttirilmasinin, LPS indiklii

norodejenerasyonu Onleyebilecegi kanaatini tasimaktayiz.

Anahtar Kelimeler: SIRT1, néroinflamasyon, ndrodejenerasyon resveratrol,
LPS, EX-527, sigan
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ABSTRACT

Effects of Resveratrol on Oxidative and Histopathological Changes with
SIRT1 Gene Expression in Brain Neuroinflammation Model
Aim: The aim of this study is investigating the effects of resveratrol and EX-527
on LPS-induced neuroinflammation rat model brain as molecular genetic, biochemical,

cognitive and histopathological and whether there is any neuroprotective activity.

Material and Method: This study was carried out with 55 Wistar albino male
rats. SIRT1 gene expression, biochemichal analyses and histopathological examination
were made in rat brain tissue. Analysis of cognitive effects of disease model was practiced

by Morris water maze.

Results: In this study, MDA levels of brain tissues in Res and Res+LPS groups were
found statistically higher than K, LPS and EX-527+LPS groups (p<0.05). SOD activities
in brain tissues of EX-527+LPS were increased in comparision with K and LPS groups
statistically (p<0.05) while decreased in Res and Res+LPS groups was significantly
compared to K group (p<0.05). Expression of SIRT1 brain gene in EX-527+LPS group
was relevantly lower than other groups (p<0.05). There was a considerable rise
in SIRT1 gene expression of Res+LPS group in comparison with K group (p<0.05).
Histopathologically, brain sections of K and Res groups had normal morphological
characterictics and neurons in LPS group showed degenerative alterations as there were
a few degenaration in Res+LPS groups. Degenerative neuron density in Res+LPS group
decreased compared to LPS group prominently and neuron degeneration was more
elevated in EX-527+LPS group than K and Res groups (p<0.05), and had more less
neuron degeneration density than LPS group (p<0.05).

Conclusion: It has been concluded that LPS-induced neurodegeration can be

prevented by enhancing SIRT1 gene expression with Resveratrol.

Key Words: SIRT1, neuroinflammation, neurodegeneration, resveratrol, LPS,
EX-527, rat
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1. GIRIS

Diinyada 2050 yilinda 60 yas istii niifusun 2,1 milyar kisiye ¢ikacagi tahmin
edilmektedir (1). Bu durumun yasa bagli hastaliklarinda artisini beraberinde getirmesine
ve yaslilarin sonraki yillarinin biiylik kismini1 sagliksiz bir sekilde gecirmesine neden
olabilecegi tahmin edilmektedir (2). Yaslilarda yetenek kaybinin temel nedenlerinden biri
olan demans (bunama), su anda diinya genelinde 44 milyon insan1 etkilemektedir. Bu
rakamin 2050 yilinda 135 milyon iizerine ulasmas1 beklenmektedir. Bunama hastaliginin
bakiminin yillik maliyetinin 6niimiizdeki 15 yilda 600 milyar dolardan 1 trilyon dolara
yiikselmesi beklendiginden, hastaligin ilerlemesini 6nlemenin bir yolunu bulmak énem
arz etmektedir (3). Noroinflamasyonun (ndro yangi), bunama ve ndrodejenerasyonun
olugsmasinda ¢ok 6nemli etkilere sahip oldugu bildirilmektedir (4). Noroinflamasyon basit
bir sekilde; beyin ve omurilikte yangisal bir cevap olarak tanimlanmaktadir. Bu cevap,
sitokinlerin, kemokinlerin, reaktif oksijen tirlerinin (ROT) ve ikincil habercilerin
tiretilmesine aracilik etmektedir. Noroinflamatuar yanitlarin, immiin, fizyolojik,
biyokimyasal ve psikolojik sonuglari oldugu belirtilmistir (5). Noroinflamasyonun
Merkezi Sinir Sistemi (MSS) hasarlarinin temelinde rol oynayan faktorlerden biri oldugu
belirtilmektedir (6). Noroinflamasyon yalnizca Alzheimer (AH), Parkinson (PH) ve
Multiple Skleroz (MS) gibi kronik norodejeneratif hastaliklarda degil, inme, travma ve
infeksiyon gibi akut norolojik olaylarda da rol oynamaktadir. Noroinflamasyon siirecinde
daha 6nceleri immiin yanittan yoksun sanilan beyin hiicrelerinin aktif rol oynadig: tespit
edilmistir. Arastirmalar, beyin hiicrelerinin stres ve akut olaylar karsisinda
noroinflamasyonu tetikledigini, inflamasyon (yangi) yanitin1 daha da alevlendirdigini
boylelikle hiicrelerin hasarina, hatta 6liimiine neden oldugunu géstermektedir. Bunun
sonucunda fonksiyonel yetersizlikler, davranmigsal bozukluklar ve otonomik
dengesizliklerin ortaya ciktigi goriilmektedir. Bu dogrultuda, giinimiizde birgok noro

koruyucu tedavi, bu néroinflamasyon yollarini hedef alan ajanlar1 igermektedir (7-9).

Gram-negatif bakterilerin dis membraninda yer alan, bir endotoksin olan
lipopolisakkarit (LPS), reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, timor nekr6z faktor alfa (TNF-
a), interlokin (IL)-1B, IL-6 dahil olmak iizere pro-inflamatuar sitokinlerin hizli
transkripsiyonuna ve salgilanmasina neden olan giiclii bir uyarici olarak tanimlanmistir

(10). Kemirgen modellerinde, sistemik olarak enjekte edilen tek doz LPS beyinde 6nemli



bir immiinolojik tepkiye neden olurken, doza ve zamana bagli olarak ¢ok ¢esitli merkezi
etkilere neden olabilmektedir (11).

Organizmaya herhangi bir sekilde LPS girisi beyinde sitokinlerin mikroglia
aktivasyonu ile hizlica ¢6ziinmesine ve sentezlenmesine neden olarak “hastalik davranis
sendromuna” sebep olabilmektedirler. Bu sendrom; besin ve kilo aliminin azalmasi, ruh
hali degisikligi, azalan lokomotor aktivite, sosyal kesif ve ates ile karakterizedir (12).
Ayrica, gereken miktarda tek bir periferik LPS dozu néron kaybina ve kalici davranigsal
ve bilissel eksikliklere neden olabilmektedir (13, 14).

Dogal bir polifenol olan resveratroliin diisiik yogunluklu lipoproteinleri
oksidasyona kars1 koruyabilen, kanserde onleyici etkiye sahip olabilen, trigliserit ve
kolesteroliin hepatik sentezini diizenleyebilen ve trombosit pihtilasmasini onleyebilen
etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (15). Son zamanlarda resveratroliin noron
korunmasinda 6nemli bir rol oynadigi da kesfedilmistir (16). Resveratroliin bu néro
koruyucu etkisini hiicresel diizenlemeyle iliskili proteinleri deasetile eden SIRT1 proteini
aktivasyonu ile gosterdigi one siiriilmistiir (17). Histon deasetilaz sinif III protein
ailesinin bir iiyesi olan SIRT1, NAD" bagimh bir histon protein deasetilaz olarak
tamimlanmaktadir (18). SIRT1 protein aktivasyonu noronlart apoptoz, inflamasyon ve
oksidatif strese karsi koruyabilmektedir. Ayrica bu proteinin inme, Alzheimer ve
Parkinson gibi norolojik hastaliklarin tedavisinde yeni bir hedef olabilecegi de 6ne
stirilmiistiir (19). SIRT1’in biligsel bozukluklarin iyilestirilmesinde roli olabilecegi de

bildirilmistir (20).

EX-527 oldukga etkili ve segici bir SIRT1 inhibitorii olup, deneysel

modellemelerde hastalik ve bozukluk seyrine farkli etkiler gosterdigi belirtilmektedir
(21).

Bu arastirmada; siganlarda LPS indiiklii néroinflamasyon modeli ile olusturulan
norodejenerasyonda, resveratrolin ve EX-527'nin beyinde molekiiler genetik,
biyokimyasal, biligsel ve histopatolojik parametreler iizerinden var ise néro koruyucu

etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Noroinflamasyon

inflamasyon (yang); hiicrelerin veya dokulari ugradig1 yaralanma, enfeksiyon ve
travmaya cevap olarak verilen 6nemli bir biyolojik siire¢ olarak belirtilmektedir. Basarili
bir enflamatuar yanit mekanizmasi istilact patojenleri ortadan kaldirmakta ve yara
iyilesmesini ve anjiyojenezi baslatmaktadir (22). Noroinflamasyon; néronlar, makroglia
ve mikroglia dahil olmak lizere MSS igerisinde bulunan tiim hiicreleri de i¢eren bir cevap
olarak tanimlanmaktadir. Cevresel etmenler, yaslanma, genetik altyap1 ve gegmis hastalik
Oykiisli nordinflamasyonda 6nemli rol oynayabilmektedir (23, 24). Noroinflamasyonda
enflamatuar cevap, sematik olarak iki adimda gerceklesen dinamik ve organize bir siireg

olarak belirtilmistir;

(1) [k adim, tehlike sinyallerinin mikroglia tarafindan taninmasiyla baslatilir, amac1
tetikleyici ajan1 ortadan kaldirmaktir. Simf II MHC antijen sunan molekiiller,
Kostimiilator molekiiller (CD80, CD86), Proinflamatuvar Sitokinler (TNFa, IL-1p, IL-
12...), Kemokinler (CCL2, CCLS5...), Nitrik Oksit (NO) ve ROT iiretimi ile karakterize
edilmektedir. Hepsinin de agresif ajanlar1 yok etmek igin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
(i)  Ikinci adimda, anti-inflamatuar molekiillerin salgilanmasi ve doku onarim
faktorleri ile karakterize edilen enflamasyonun ayrigtirma fazi gelmektedir. Bu faz, akut
adimin durdurulmasi, yaralanan dokunun iyilesmesi ve homeostaza geri doniilmesine
imkan saglamaktadir. Mikroglia aracili bu ayristirma fazmnin, sistemik inflamasyon
yanittan biiyiik bir farki noro korumay1 ve néro onarimi desteklemesidir. Bir taraftan;
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktérii 1 (IGF1), Glia kokenli Norotrofik Faktér (GDNF) ve
Beyin-Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF) gibi norotrofik faktorlerin senteziyle noro
korumaya aracilik etmektedir. Diger taraftan mikroglia ve plastisite tarafindan

ndrojenez’in uyarilmastyla sinir onarimina aracilik etmektedir (6).

LPS, tool like reseptorleri (TLR) sinyali yoluyla sistemik bir sekilde enflamatuar
bir yanit indiikleyebilmektedir (25). LPS’nin Mikroglia yiizeyindeki TLR4’e
baglanmasiyla mTOR, MAPK ve PI3K/AKT dahil olmak iizere bir¢ok sinyal iletim yolu
aktive olabilmektedir. Tiim bunlarin sonucunda NF-kB aktivasyonu olusabilmektedir.

NF-kB’nin, pro-inflamatuar sitokinler, komekinler ve indiiklenebilir enzimlerin (iNOS



ve COX-2) aktivasyonu saglayarak noroinflamasyona neden olabilecegi belirtilmektedir
(26, 27).

MSS, insan viicudundaki en kompleks ve en az anlasilmis yap1 olup,
noroinflamatuar hastaliklarda yapist bozulabilmektedir (28). Enflamatuar yanit; T
hiicreleri, nétrofiller, makrofajlar, mikroglia ve mast hiicreleri dahil olmak {izere gesitli
immiin ve enflamatuar hiicreler tarafindan gergeklestirilmektedir. Noroinflamasyon
beyinde yer alan makrofaj, astrositler, néronlar, T hiicreleri, notrofiller, mast hiicreleri ve
noroenflamatuar aracilari salgilayan bu hiicrelerle yani mikroglialarla yonetilmektedir
(29). Diger hiicrelerin aksine ndronlar hasar gordiiklerinde yeniden iiretilemedigi ve
onarilamadig: bildirilmektedir (30). Noroinflamasyon baslangigta beyinde koruyucu bir
cevaptir ancak asir1 inflamatuar cevaplar ndronal iyilesmeyi engellemekte ve zararli
olabilmektedir (31). Kronik noroinflamasyon, AH, PH ve MS gibi norodejeneratif
hastaliklarin baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (32). MSS
noronlarinin neden hasardan sonra yenilenemedikleri heniiz net olarak bilinmemektedir.
Su ana kadar, beyindeki hasar gormiis veya etkilenmis bolgelerde ndronal onarimi
uyaracak higbir terapdtik ajan tam olarak one siiriillmemistir. Bu nedenle, norodejeneratif
hastaliklar1 etkin bir sekilde tedavi edecek bir ila¢ yoktur, ancak ilaglarin nanoteknolojik
gelisimleri, birkac yeni tani, ilag verme prosediirii ve genetik yaklagimlar son on yilda
yogun bir sekilde denenmistir (33-35). Tedavide, ¢ok hedefli terapi ve eksitotoksisitenin
durdurulmasi, Ca* agir1 yiiklenmesi, oksidatif stres, apoptoz ve endoplazmik retikulum
stresi gibi diger secenekler onerilmis bu sayede ilaglarin etkinligi arttirilip nérodejeneratif
hastaliklarin tedavi edilmesi amaglanmistir (36-38). Ayrica Adeno-iliskili virtisler
aracilif1 ile yapilan gen terapisi tedavileri ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
basarisiz olmuslardir (38). Norodejeneratif hastalik kosullar1 beyindeki néronlar1 ve glial
hiicreleri etkilemekte ve onlarin yapisim1 bozmaktadir. Bu durum hastaligin spesifik
bulgularimi gostermektedir (39). Parkinson Hastalari bradikinezi, kas sertligi ve istirahat
tremoru gibi motor semptomlar gostermektedir. Bu hastalarda motor dig1 semptomlar
arasinda koku disfonksiyonlari, biligsel bozukluklar, psikiyatrik semptomlar ve otonomik
disfonksiyon bulunmaktadir. Histolojik olarak, Parkinson Hastalarinda substantia nigra
daki dopaminerjik noronlar tahrip olmaktadir (30). Alzheimer Hastalarinda 6nce temporal
loblarda (kisa siireli hafizayr saklamaktadir) ve sonra parietal loblarda (uzun siireli
hafizay1 saklamaktadir) noérodejenerasyon olugmaktadir. Alzheimer hastalar1 biligsel ve

psikiyatrik bozukluklar iceren semptomlar gostermektedir. Protein agregasyonlari



(norofibril olusumlar) néronlarda gelismektedir. AH, PH ve MS hastalarinda halen hasar
gormiis noronlar1 onarmak ya da daha fazla ndrodejenerasyonu 6nlemek igin spesifik bir
ilag siirilmemistir. Mevcut ilaglar bu hastalarda sadece neuroinflamasyonun derecesini
sinirlamada ve semptomlarin siddetini azaltmada etkili olmuslardir. Bu ilaglar zarar
gormiis noronlart onaramaz veya yenileyemeseler de, azalmig semptomlarla ve bu

hastalarin yasam siireleriyle yasam kalitesini arttirmada ¢ok faydali olmaktadirlar (26).

2.1.1. Noroinflamasyona Neden Olan Faktorler

Normal yaslanma siireci, demans, travma, inme, hipertansiyon, depresyon,
diyabet, tiimorler, enfeksiyonlar, toksinler ve ilaglar gibi faktorler MSS'de
noroinflamasyonu baslatabilmektedir (40). Bu faktorler olusturduklari inflamasyon ile
azalan norojenez, sinaptik hasarlar, yiiksek metabolik stres, biligsel gerileme ve noro-
davramgsal eksikliklere de neden olmaktadir. Ozellikle normal yaslanma siireci;
bozulmus glial hiicre sinyallesmesi, MSS hiicrelerinde kronik proinflamatuar
reaksiyonlar, artmis sistemik inflamasyon ve KBB gegirgenligine neden olabilmektedir
(41). Mikroglial hiicreler, MSS ve immiin hiicreler arasindaki iletisime aracilik
etmektedirler. Bu iletisim kronik inflamasyona yatkin yaslilarda ve ndrodejeneratif

hastalik baglangicinda bozulabilmektedir (42).

Noroinflamasyon ve sistemik inflamasyon, MS hastalarinda oligodendrosit
Olimiine ve miyelinli noronlarin dejenerasyonuna yol agmaktadir. Yaglanma ve kronik
hastaliklarin varligi insan viicudunda depresyona neden olabilmektedir. Depresif durum,
inflamatuar hiicrelerden salinan proinflamatuar aracilari artirarak noroinflamasyonu
baslatabilmektedir (43). Obezite de noroinflamasyonun baslamasi i¢in bir risk faktorii
olarak goriilmektedir. Obez bir kisinin adipoz dokusunda enflamatuar reaksiyonlar
stirekli olarak mevcut olabilmektedir. Adipositlerden salgilanan adipokinler bir¢ok
proinflamatuar araci salgilamaktadirlar. Bu nedenle, obezitenin noroinflamasyon ve
norodejeneratif hastaliklara yatkinlik olabilecegi one siiriilmistiir (44). Virlsler ve
bakteriler gibi enfektif ajanlar beyine, yapisi bozulmus kan beyi bariyer (KBB) hattindan
girebilmekte ve noronal, glial fonksiyon bozukluklari nedeni ile o6lime sebep
olabilmektedirler. Bunlara ek olarak demansin olusmasina ve MSS de fonksiyonel
anomalilere de neden olmaktadirlar. LPS, viral enfektifler ve toksinler gibi ajanlar
beyindeki glial hiicreleri, immiin ve inflamatuar hiicreleri aktive edebilirler. Bundan
dolay1 proinflamatuar aracilarin salinimi artabilmete ve MSS de ndrodejenerasyon ve

noronal Oliim olusabilmektedir. Noroprotektif mekanizmalar glial hiicreleri bu
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hasarlardan korumaya ¢aligir ancak asirt ndroimmiin tepkiler ndroinflamasyona, ndronal
fonksiyon bozukluguna, noéronal yaralanmaya ve hatta noronal Oliime bile yol

acabilmektedir (45).

2.1.2. Noroinflamasyon Aracili Norodejenerasyon

Beyin 6nceden siirli bagisiklik yanitlar1 olan immiinolojik olarak ayricaliklt bir
bolge olarak kabul edilmistir (45). Dahasi periferik immiin mekanizmalar ve beyin
arasinda iki yonli iletisim olmadigr da diisiiniilmiistiir. Ancak giiniimiizde agikca
bilinmektedir ki periferal immiin sistem ve beyin iki yonlii olarak fizyo-patolojik sartlarda
birbirilerini etkilemektedir (46-48). Akut diisiik seviyedeki enflamatuar yanitlar; enfektif
ajanlardan, toksinlerden ve dokudaki hasarlardan korunmak igin 6nem arz etmektedir (31,
49). Viicudun normal fizyolojik islevlerini ger¢eklestirebilmesi i¢in TNF-a ve kemokin
(C-C motif) ligand 2 gibi sitokinlerin ve kemokinlerin bazal salinimin gerekli oldugu
belirtilmistir (50-52). Proteazlar, sitokinler ve kemokinler ve biiylime faktorleri gibi mast
hiicre aracilar1; doku iyilesmesi, anjiyogenez, dogal bagisiklik ve normal néronal biiylime
fonksiyonlar1 i¢in gerekli olmaktadir (53). TNF-a astrositlerde BDNF ifadesini
diizenlemekte ve beyindeki ndrotropik/noroprotektif aktiviteye aracilik etmektedir (54).
Bununla birlikte uzun sireli ve artan enflamatuar reaksiyonlar ndrodejeneratif
hastaliklarin baslamasina 6n ayak olmaktadirlar (55). Artan periferik immiin ve
enflamatuar aktiviteler; KBB’de fonksiyon bozukluklarina ve immiin ve enflamatuar
hiicrelerin beyine sizmasina neden olmaktadir. T-hiicreleri, mast hiicreleri ve periferdeki
enflamatuar aracilar hasarli KBB’yi gecerek beyine niifus ederler ve bu durum
norodejenerasyonun artmasina neden olmaktadir (45, 49). TNF-a {iretimi ile sistemik
inflamasyonun varligt artmis biligsel gerileme, glial hiicre aktivasyonu ve
noroinflamasyon ile iligkilendirilmektedir (56). Noroinflamasyonun artis ve
aktivasyonuyla norodejenerasyona sebep olan birgok mediator, reseptor protein ve yolak
oldugu belirtilmektedir. Proteazla-aktive olan reseptdr (PAR-2), enflamatuar hiicrelerden
proteazlarin G-protein esli reseptorii olarak belirtilmektedir (57). Mast hiicreleri, glial
hiicreler ve ndronlardan ifade edilen PAR-2 noroinflamasyonda onemli bir rol
oynamaktadir (58, 59). Calismalar mast hiicrelerinin; T hiicreleri, glial hiicreler, ndronlar
ile iletisim halinde olup néroinflamasyon mediatorleri veya dogrudan hiicreden hiicreye
temas ile aracilik yaptigini gostermistir (53, 60-63). Glial hiicrelerin aktivasyonu sadece
proinflamatuar mediatorler liretmekle kalmaz, ayni zamanda BDNF gibi birkac anti-

enflamatuar ve noroprotektif faktoriinde salinmasimi saglayabilmektedir. Ancak,



noroinflamatuar mediatorlerin aktivitesi, noroprotektif mediatorlerin aktivitelerinden

daha yiiksek ise enflamasyon, koruma yerine dokulara zarar vermektedir (64).

Noroinflamasyonun uyardigi hastaliklarda, nérodejenerasyon ve noronal 6liim
temel olarak; TNF-a IL-1p, IL-6, IL-8, IL-33, CCL2, CCL5, matriks metalloproteinaz-3
(MMP-3), sinir biiylime faktorii (NGF), P maddesi (substance P), siklooksijenaz-2 (COX-
2), prostaglandin E2 (PGE2), ROT, PAR-2, CD40, CD40L, CDS88, hiicreler arasi
adezyon molekiilii 1 (ICAM-1) ve mast hiicrelerinden meydana gelen histamin ile triptaz
gibi proinflamatuar ve norotoksik mediatdr seviyelerinin artmasindan kaynaklanmaktadir
(29, 65-68). Bu aracilar dogrudan veya dolayli olarak glia hiicrelere ve enflamatuar
hiicrelere etki etmektedirler. Neticesinde ndronal sag kalim etkilenmis ve

norodejenerasyon uyarilmig olmaktadir (69) (Sekil2.1).
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Sekil 2.1. Beyindeki ndroinflamasyon aracili nérodejenerasyonu gosteren sematik
diyagram (69).



2.2. Lipopolisakkarit (LPS)

LPS, gram negatif bakterilerde dis zarda temel bilesen olup, hidrofilik polisakkarit
ve hidrofobik lipit kisimlar1 nedeniyle amfifilik (iki 6zelligide tasiyan kimyasal bilesik)
Ozellikleri tagimaktadir. Temel yapisi li¢ boliimden olusmaktadir; (I) Lipit A, (II)
Cekirdek yapisindaki seker, (I11) O antijeni (O-polisakkarit). Lipid A iki glukozamine
bagli 4 ile 7 yag asidi zincirinden ve 8 karbon seker parcasindan olusan bir ¢ekirdekten
meydana gelmistir. Lipid A, membranin adeta bir ¢apasi gibidir ve endotoksin etkisinde

rol almaktadir (70) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. LPS temel yapisi1 (70).

LPS hem in vivo hem de in vitro olarak noroinflamasyon modellerinde
kullanilmaktadir (71). LPS kaynakli sistemik inflamasyon AH, PH, ve MS gibi birgok
hastalikta rol oynamaktadir (72-76). LPS gii¢lii bir endotoksin olup memeli enzimleri
tarafindan bozunmaya kars1 direncglidir bu sayede proinflamatuar sitokinlerin salinimini
uyaran kalici bir enflamasyona neden olmaktadir (77). Bu proinflamatuar sitokinler hem
néroimmiin hem de noroendokrin sistemleri aktive etmektedirler (78). LPS, ‘hastalik
davraniglarr’ adi verilen davranigsal bir etki meydana getirmektedir. Bu davranislar;

aktivite azalmasi, kesif azalmasi, sosyal etkilesimin azalmasi, yiyecek ve icecek



tilketiminde azalma, ates, hipersomnia, hipotalamik-pitiiiter-adrenal (HPA) ekseninin

aktivasyonu ve sempatik aktivasyonun artmasina neden olmaktadir (79-81).

LPS’nin beyine dogrudan periferik sinir transdiiksiyonu, c¢evresel organlar,
postrema bolgesi ve hatta hipotalamus seviyesinde ulasmasi miimkiin olmaktadir (82-86).
LPS mikroglia membran {iizerindeki CD14’¢ baglanarak LPS-CD14 kompleksini
olusturmaktadir (87, 88). Bu kompleks daha sonra TLR-4 ile etkilesime girmektedir.
TLR-4 sirasiyla, hizli transkripsiyona yol agan sinyal transdiiksiyon kaskatlarin1 uyaran
mikrogliay1 aktive etmekte ve IL-1, IL-6, IL-12, IL-17A, IL-18, p40 dahil indiiklenebilen
nitrik oksit sentaz (iNOS) ve tiimor nekrozis faktorii alfanin; CCL2, CCL5 ve CXCLS8
gibi kemokinlerin; C3, C3A ve C5A reseptorleri gibi tamamlayici sistem proteinlerinin
ve IL-10 gibi anti-enflamatuar sitokinler ile doniistiiriicii biiyiime faktorii-beta’nin (TGF-
B) salinimini gergeklestirmektedir (14, 89-92). Ug giinliik LPS uygulamasidan sonra bile
Hipokampiiste TNF-a, IL-1 ve IL-6’nin ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna kiyasla
arttigr gosterilmistir (93). NF-xB oOnemli bir transkripsiyon faktori olup, NF-xB
ifadesinde meydana gelen diizensizlikler inflamatuar hastaliklarda O6nemli rol
oynayabilmektedir (94). NF-kB; TNF-a, interlokin-1 (IL-1p), lipopolisakkarit ve serbest
oksijen radikalleri gibi ¢esitli uyaranlar ile indiiklenebilmektedir (95).

2.3. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4-trihidroksistilben) tiziim, ¢am ve fistik gibi baklagillerde
tiretilen bir polifenolik fitoaleksindir (96, 97). Resveratrol zayif emilir ve arttirilmis
absorbsiyonu sadece metillenmis analoglar ve karabiber oOziitii takviyeleri ile
saglanmaktadir. Resveratrol 25mg’lik bir dozda uygulandiginda, serbest durumdaki
plazma konsantrasyonunda 1-5 ng/mL arasinda degismekte iken daha yiiksek dozlarda (5
gr kadar) uygulanmasi 530 ng/mL’ye kadar serbest resveratrol degerine yol agmaktadir.
Azami doz konsantrasyonuna diisiik doz alimindan sonraki ilk 30 dakikada ulagilmistir
(98). Resveratoliin MSS’deki noroprotektif etkileri KBB’yi gectigini gdstermektedir
(99). Insanlarda kronik aliniminda higbir toksisite bildirilmemis ve ¢ok giivenli oldugu
kabul edilmistir. Ayrica siganlarda da giinliik uygulanan 700-1000 mg/kg dozajlarda bile
herhangi bir toksikolojik etki gdzlemlenmemistir (100). Bununla birlikte daha yiiksek
dozlar (giinde 2.5 gr veya 5 gr) gastrointestinal rahatsizlik/diyare olusturabilmektedir
(101, 102). Resveratrol, ilk ve en ¢ok galisilan SIRT1 aktivatorii olarak belirtilmistir.
Uyarict etkisi bir¢ok caligma tarafindan giiclii bir sekilde desteklenirken, altta yatan

mekanizmalar tam olarak anlasilmamustir. Resveratroliin, SIRT1'i aktive etmekten baska
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baz1 biyolojik fonksiyonlara (anti-oksaditif, anti-inflamatuar, biligsel gelistirici gibi)
sahip oldugu belirtilmektedir (103).

Resveratrol iki izoformda bulunmaktadir; trans-Resveratrol (daha stabil) ve cis-
izomer formu. Her ikisi de fenilpropanoid yoldan iiretilmektedir (104). Uziim kabugunda
ya da suyunda cis-resveratrol tespit edilmediginden, trans resveratroliin izomerizasyonu
ya da kabuk fermatasyonu boyunca trans-resveratrol polimerlerinin (viniferin)
kirilmasiyla olustugu disiiniilmektedir (105). Trans-resveratrol sentezini stilben sentaz
enzimi basarmaktadir. Trans-resveratrol bitkiler tarafindan zorlu kosullara yanit olarak
az miktarda tiretilmektedir. Trans-resveratroliin; p-kumarol-CoA’nin p-kumarol kismi ile
malonil-CoA’dan 3 adet C-2 alt iinitesinin dekarboksilasyonunun kondensasyonu sonucu
olusmaktadir. 1leri reaksiyonlarda trans-resveratroliin bifenolik halkasinmn 3.

pozisyonunda glikozil ya da siilfat kalintilar1 konjuge olmaktadir (106) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Resveratroliin olusumu ve kimyasal yapisi (105).
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Resveratroliin, antioksidan aktivitesinden kaynaklanan noroprotektif etkileri
yaygin olarak bildirilmistir. Ornegin, resveratrol tedavisi, in vivo ve in vitro hipoksi
iskemi modellerinde yiiksek diizeyde serbest radikal olusumuna sahip oksidatif hasar
belirteglerini azaltmistir. Resveratrol, kiltiire edilmis néronlar1 oksidatif hasara karsi
savunmasizliklarina ve amiloid beta oksidatif hasarina karsi korumustur (107, 108).
Resveratrol siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve hem-oksijenaz-1 gibi
antioksidan enzimlerin  aktivitelerine de etki ederek antioksidan 06zellik
gosterebilmektedir (109, 110). Resveratroliin redoks yolaklariyla ilgili genleri modiile
ettigine dair ¢aligmalarda mevcuttur. Resveratrol Parkinson hastaligi fare modelinde
oksidatif stres ve mitokondriyal metabolizmanin ana diizenleyicisi olan PGC-la'yi
indiikklemis, yapilan bir sican iskemi modelinde ise niikleer faktor eritroit 2 (Nrf2)
ifadesini diizenlemistir (111, 112). Nrf2-sinyallesme yolu, oksidatif strese karsi koruma
icin ¢ok Onemli olan bir¢ok genin transkripsiyonunu aktive etmektedir. Resveratrol
uygulamasi, dopaminerjik hiicrelerde, transkripsiyon faktorlerinin (FOXO3a) ifadesini ve
niikleer translokasyonunu arttirmistir (113). FOXO genleri oksidatif strese karsi ilk
savunma hattinin olusmasina aracilik etmektedirler. Resveratrol oksidatif strese karsi
noroproteksiyonda, kismende olsa SIRT1 yolaginin aktivasyonuyla saglamaktadir.
Mitokondriyal bozukluklardan kaynaklanan hiicresel oksidatif stresin, nérodejeneratif
hastaliklarin merkezinde oldugu gézlenmistir. Oksidatif stres ayrica, ilerleyen yasta daha
sik goriilen ve demans riskini artiran felglerde ve serebrovaskiiler durumlarda da ortaya
cikmaktadir. Resveratrol, norodejenerasyona yol agan oksidatif stresi hafifletmektedir

(114).

Otofaji, protein ve organellerin lizozomal yolla yikimui ile ilgili hiicre i¢i katabolik
bir siire¢ olarak tanimlanmistir (115). Hayvanlarda otofaji; asir1 miktarda olusan protein
ve organellerin hiicresel kontrolde ortadan kaldirilmasiyla gergceklesmektedir. Cesitli
nedenler ile meydana gelen otofajik bozukluklar nérodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi
ortaya ¢ikan bircok hastaligin patogenezini arttirmaktadir. Otofajik lizozomal sistemin
islevsel etkinligi, yaslandikca ciddi sekilde azalmaktadir bu nedenle, yaslanmaya 6zgii

bazi proteinopatiler ve ndrodejenerasyon ortaya ¢ikmaktadir (116).

Yapilan calismalarda SIRT1 proteininde otofajinin diizenlenmesinde rol aldigi
ortaya konmustur (117, 118). Caligmalar, resveratrol uygulamasinin otofajide bazi
yararlari olabilecegini gostermektedir. Bu, SIRT1'in mTOR'daki negatif regiilasyonu ile
iliskili olarak gosterilmistir (119). Resveratrol, mTOR'un aktivitesini SIRT1'e bagl bir
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sekilde azaltmaktadir (120). SIRT1, pro-otofajik proteinler Atg5, Atg7 ve Atg8 ile
etkilesime girip deasetile etmektedir (118). Ayrica, SIRT1'in, LKB1'i deasetile ettigini,
boylece AMPK 'nin aktivitesini ve kapasitesini arttirdigi gosterilmistir (120). Bu nedenle,
SIRT1/LKB1/AMPK yolu otofajinin diizenlenmesinde rol oynayabilmektedir. SIRT1'in
aktiflestirilmesine ek olarak, resveratroliin p70 S6 kinazi inhibe ettigi ve boylece otofajiyi

baskiladig1 gosterilmistir (121).

Resveratroliin TNF-a, siklooksijenaz-2 (COX-2), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) ve interlokinler gibi ¢esitli inflamatuar biyobelirteglerin asagi regiilasyonuna
aracilik ettigi gosterilmistir (122-125). Bu aktivite, resveratroliin hidroksil gruplarinin
sayis1 ve konumuna, ayrica SIRT1 {izerindeki etkisine bagli gibi goriinmektedir.
Resveratroliin, bir aril hidrokarbon reseptorii antogonisti ve dogrudan inhibitér olarak
gorev yapan COX-2 iizerinde inhibe edici bir etkisi gosterilmistir. Resveratrol ayrica NO
olusumunu, sitozolik iNOS protein seviyelerini ve LPS ile aktiflestirilen makrofajlar

inhibe etmektedir (126).

Resveratroliin etkileri hem in vitro hem de in vivo bircok ndroinflamasyon
modelde ¢alisilmistir. Ornegin resveratrol, ndronlarin toksik ajanlara maruz kaldig: cesitli
hayvan modellerinde néronal kaybi 6nlemektedir. Streptozotosinin (STZ) neden oldugu
biligsel kayb1 olan sicanlar, resveratrol verildikten sonra hafizay1 ve 6grenmeyi (labirent
bulma ve ayak soklarindan kaginma yoluyla test edilmistir) gelistirmistir (127). Kolsisin
(mikrotiibiilleri parcalar, aksonal ve dendritik taginmaya miidahale eder) verilen
sicanlarda resveratroliin bilissel islev gerilemesini hafiflettigi tespit edilmistir (128).
Resveratrol uygulamasi travmatik beyin hasari sonrasi néronal kaybi azaltmaktadir (129).
Polifenollerin ndroprotektif rolii, mikroglial fonksiyonun inhibisyonu ile de saglanmaistir.
Ornegin resveratrol, NFKB ve Aktivator Protein-1 (AP-1) gibi farkli proinflamatuar
sitokinleri ve anahtar sinyal molekiillerini inhibe ederek, mikroglia ve astrositlerde anti-

enflamatuar etkiler sergilemistir (130, 131).

Resveratrol veya tiirevlerinin ndroinflamasyon ve noérodenejaratif hastaliklara
kars1 tek basina yada diger maddelerle kombinasyon halinde kullanimi birgok klinik

calismada halen devam etmektedir (132).
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2.4. Sirtuinler ve SIRT1

Sirtuinlerin, protein deasetilaz ve adenozin difosfat (ADP)-ribozil transferaz
protein ailelerinden oldugu bilinmektedir (133). Klar ve ark. Saccharomyces
cerevisiae’da ilk olarak bu geni tanimlamiglardir (134). Roy Frye ise 1999 yilinda Sirtuin
admi kullanmustir. Sirtuin genleri bakteriler, solucanlar, sinekler, bitkiler ve memelilerde

gozlemlenmistir (135).

Memelilerde yedi tane Sirtuin ¢esidi tanimlanmustir (SIRT 1-7). SIRTL, SIRT6 ve
SIRT7 agirlikli olarak ¢ekirdek, SIRT2 sitoplazma, SIRT3, SIRT4 ve SIRTS5 ise
cogunlukla mitokondride olmaktadir. Cekirdek icerisinde, SIRT1 Okromatin ile
baglantiliyken, SIRT6 heterokromatin ile baglantili bulunmaktadir. SIRT1-7 arasinda
SIRTI1 en dayanikli deasetilaz faaliyetini gostermektedir. SIRTS5'in zayif bir deasetilaz
faaliyeti bulunmakta olup, SIRT 2 ve SIRT 3 mono-ADP-ribosiltransferaz faaliyeti ile
birlikte deasetilaza 6zelligi gosterektedirler (136). SIRT4 ve 6; mono-ADP ribosil
transferaz olarak karsimiza ¢ikmaktadir. SIRT7'nin yap1 ve islevi hakkinda kisith bilgiler
bulunmaktadir (Sekil 2.4). Metabolizma, yaslanma, kanser, inflamasyon gibi bir¢cok

fizyolojik olayda memeli sirtuinleri etkilenebilmektedir (137, 138).

N-uc bélgesi Katalitik cekirdek  C-uc bélgesi [ gkaliza syon Alctivite
SIRT1 _ 266 aa _ Niikleus, Sitozol Deasetilaz
1 233 499 747
SIRT2 . 275 aa . Sitozol Deasetilaz
1 65 340 389
1 126 382 399
SIRT4 . 269 aa Mitokondri ADP-Ribozil
Transferaz
145 314 314
SIRT5S l S8 aa Mitokondri Deasetilaz
141 309 310
- Deasetilaz
Niils .
SIRTS B 2= ey ADP-Ribozil
135 247 355 Ssamaleras
SIRT7 - 241 aa - Niikleus Deasetilaz
1 90 331 400

Sekil 2.4. Sirtuin ailesinin molekiiler karsilastirmasi (103).
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2.4.1. SIRTI’in Ozellikleri

Yedi memeli sirtuininden en kapsamli calisilani SIRT1 olmustur. SIRT1’in
kodlayici geni, 10g21.3 kromozomu {iizerinde bulunmakta ve genomik sekansi, tek bir
genom lokusu ile 33.660 bp'lik bir bolgeye yayilmaktadir. 9 ekzon tarafindan kodlanan
SIRT1, 747 amino asit igermekte ve 81.7 kDa bir molekiil agirligina sahip oldugu tahmin
edilmektedir. Bu enzim beynin yani sira; bobrek, kalp, karaciger, iskelet kasi, dalak,

pankreas ve beyaz yag dokusunda yiiksek oranda ifade edilmektedir (139, 140).

1999'da Kaeberlein ve ark. ilk olarak Sir2'nin maya Omriinii arttirdigi, ¢linkii
Sir2'nin ikinci bir kopyasinin yabani tipteki tiiriine entegrasyonunun yasam omriinii %30
oraninda uzattigini gozlemlemislerdir. Buna karsilik, Sir2 mutant farelerin 6mrii ise %50
azalmistir ve bu diistis, rDNA rekombinasyonu ve replikasyonundaki bir blok ile
iligkilendirilmistir (141). SIRT1 homologunun o zamandan beri hiicresel yasam uzatma,
enerji ve metabolik diizenleme, epigenetik susturma ve homolog rekombinasyon yoluyla

DNA onariminda rol oynadigi bildirilmistir (142-144).

Her ne kadar SIRT1 en ¢ok beyin bélgesinde ifade edilsede, esas olarak
hipokampus, talamus ve soliter sistemin, néronlarinin ¢ekirdeginde daha ¢ok belirgin
oldugu gozlemlenmistir (143, 145). Noronal yaslanma, yiiksek yagli beslenme ve ¢esitli
noropatolojik durumlar beyindeki SIRT1 seviyelerini azaltabilmekte ve bu etki kalorik
kisitlama, terapotik ajanlar ve fiziksel egzersiz ile tersine ¢evrilebilmektedir. SIRT1 ayni
zamanda birbirine bagli, cok yonlii diizenleyici aglarin ¢ok onemli bir bilesenidir ve bu
nedenle noronal plastisite ve biligsel gelisim i¢in 6nemli olan dendrit ve aksonlarin
biiylimesini diizenlemekte ve onlar1 strese karsi korumaktadir. SIRT1 knockout fareler
¢ok normal sekilde beyin anatomisi sergilerken dendritik gelisim ve sinaptik plastisitede
kusurlar gostermislerdir (143). SIRT1’in asir1 ekspresyonu, muhtemelen NF-kB sinyal
inhibisyonu yoluyla mikroglia bagimli amiloid-p toksisitesini bloke edebilmektedir
(146).

Resveratrol en etkili sirtuin aktivite edici bilesiklerden biri olarak belirtilmistir ve
asetillenmis substrat i¢in Km degerini azaltmasi yoluyla SIRT1’in aktivitesini sekiz kat
kadar arttirabilmektedir (147, 148). Asetil peptid sekansi, SIRT1 aktivasyonu igin gerekli
olmamasina ragmen, SIRT1'i aktive eden resveratrol i¢in kovalent olarak eklenmis bir
florofor gerekli olmustur. Resveratrol varligi, bir p53-AMC peptidinin (florofor 7-amino-

4-metilkumarine bagli p53) SIRTI ile etkilesime girip girmeyecegini belirlemektedir
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(147). Bununla birlikte, SIRT1'in dogrudan bir aktivatori olarak resveratroliin etkinligi,
in vitro deneylerde florojenik substratlarin kullanimiyla ilgili potansiyel sorunlar géz

Ontine alindiginda sorgulanmaya devam etmektedir (149).

2015 yilinda Cao ve ark. Resveratrol ve bir 7-amino-4 metilkumarin (AMC) igeren
peptid ile kompleks halinde SIRT1 yapilarinin kapsamli bir analizini yapmis ve tam
uzunluktaki SIRT1 enziminin ii¢ 6nemli fonksiyonel alan igerdigini bulmustur: N
terminal alan1 (NTD), C-terminal alan1 (CTD) ve korunmus katalitik alan (CD). iki
fonksiyonel resveratrol molekiili, AMC-peptidi ve SIRT1l'in NTD'si arasindaki
etkilesime aracilik ederek, SIRT1 aktivasyonunu tesvik etmektedir (19). Daha 6nceki bir
calismayla uyumlu olarak, resveratroliin aktif hale getirdigi SIRT1'in fliiorofor bagimli

oldugu ve resveratroliin SIRTI'in dogrudan bir aktivatorii olarak tanimlanmistir (20).

2.4.2. Resveratrol ve SIRT1

Cesitli hayvan modellerinde yapilan arastirmalar, resveratrolin SIRT1
ekspresyonunu tesvik ederek bilissel diistise karsi korudugunu gostermektedir (150-152).
Hayvan modellerinde hem diabetes mellitus hem de AH'y1 indiiklemek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir molekiil olan STZ, insiilin direncini tetiklemekte ve beyindeki glikoz
metabolizmasini bozmaktadir. Du ve ark. intraserebroventrikiiler enjeksiyon yoluyla
sicanlara STZ uygulamislardir ve fosforlu tau ve fosforile edilmis hiicre dis1 sinyal
diizenlenmis kinazlar 1 ve 2'nin hipokampal seviyelerinin (ERK 1/2) 6nemli 6lgiide
arttigini, mekansal hafiza kapasitesinin ve SIRT1 aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azaldigini
bulmuslardir. Bu etkiler resveratrol tedavisi ile tersine ¢evrilmistir (30 mg/kg, 8 hafta
boyunca giinde bir kez, i.p.). Morris su labirentinde, resveratrol uygulanmis si¢anlar,
SIRT1 aktivasyonunun biligsel bozulmay1 6nleyebilecegini belirten daha kisa bir gecikme
siiresi ve daha fazla platform kadran gecis zamanlar1 sergilemistir (150). Izofluran
kaynakli biligsel bozulmanin baska bir hayvan modelinde, resveratrol ile 6n muamele
(100 mg/kg, art arda 7 giin boyunca giinde bir kez, i.p.), anti-enflamatuar ve anti-
apoptotik etkilerin aracilik ettigi bir siiregte, hipokampal SIRT1 ekspresyonunu arttirmis
ve korku kosullandirma testinde donma siiresini de uzatmistir (153). Cocukluk ¢aginda
kursuna maruz kalma beyinde asir1 “Pb” birikimine ve bilissel diisiislere neden
olmaktadir. Son arastirmalar, kronik resveratrol tedavisinin (48 hafta boyunca her giin 50
mg/kg) Pb'ye maruz birakilmis farelerde uzamsal 6grenme ve hafiza eksikliklerini
iyilestirdigini gostermistir. Pb grubunda fosforillenmis SIRT1’in asagi dogru regiilasyonu

belirtilirken, resveratroliin varligi SIRT1’in yukar1 regiilasyonunu uyarabilmektedir.
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Ilging bir sekilde, cekirdekteki SIRT1 seviyesi Pb grubunda anlamli derecede azalmustir.
Resveratrol bu etkileri 6nlemis ve hipokampal SIRT1'in niikleer lokalizasyonu ve
fosforilasyonunun, resveratroliin Pb maruziyetinde bilissel performansi siirdiirmesi igin
onemli oldugunu belirtilmistir (151). Zhao ve ark. intraserebroventrikiiler resveratroliin
(her bir lateral ventrikiil’e 2.5u) yasl farelerde (8-9 aylik fareler) 1 hafta boyunca enjekte
edilmesinin SIRT1 aktivasyonunu arttirdigini ve hipokampal iizerinde uzun stireli hafiza
ve uzun siireli gliclenme (LTP) olusumunu belirgin sekilde iyilestirdigini bildirmislerdir.
Bu etkilere, mikro RNA (miR-134 ve miR-124) ifadelerindeki diisiisler aracilik
etmektedir, bu da cAMP yanit elemani baglayici proteinin (CREB) ekspresyonunu ve
beyinden tiiretilmis norotrofik faktor (BDNF) sentezini diizenlemektedir. Bu

gelistirmeler SIRT1 mutant farelerde belirgin sekilde bloke edilmistir (152).

Oksidatif stresin, ROT birikmesinden kaynaklandigi ve norodejeneratif
degisikliklere neden oldugu diisiiniilmektedir. Insan viicudunda mitokondriyal elektron
tasima zincirinden eslestirilmemis elektronlar kagtiklarinda ve molekiiler oksijen ile
reaksiyona girdiklerinde iretilen siiperoksitler ana ROT kaynaklar1 olarak
belirtilmektedir. Siiperoksitler; DNA, proteinler ve lipitler ile reaksiyona girebilmekte ve
birgok fizyolojik ve patofizyolojik siiregte Onemli rol oynamaktadirlar. Siiperoksit
tiretiminde uzun stireli bir artis; DNA ve biyolojik membran hasarina yol agabilmekte,
enflamatuar tepkilere ve zararh etkilere neden olabilmektedir (154). Beynin viicuttaki
herhangi bir organa gore daha fazla O tiiketmesi ve ROT olusturmasina ragmen, anti-
oksidan savunma kapasitesinin daha diisiik oldugu belirtilmistir (155). Buna gore,
yaslanmaya ve noroinflamasyona bagli olarak antioksidan savunma yeteneginin azalmasi
biligsel islev kaybma neden olabilmektedir (109). Peroksizom proliferator ile
aktiflestirilen reseptor gama koaktivatorii 1 alfa (PPAR-y koaktivatori 1a, PGC-1a), bir
transkripsiyonel koaktivator ve mitokondriyal biyogenezin ana regiilatorii olarak
bilinmektedir. PGC-1a, mitokondriyal biyogenez ve solunum sistemini uyarir ve niikleer
reseptor PPAR-y ile etkilesime girerek, bu proteinin ¢oklu transkripsiyon faktorleri ile
etkilesimine izin vermektedir. PGC-la'nin, mitokondriyal ROT'un hiicresel
detoksifikasyonunu pozitif olarak diizenledigi, bdylece oksidatif strese yanit olarak
endotel disfonksiyonu ve apoptotik hiicre 6liimiinii 6nledigi gosterilmistir (156). PGC-1
a’st RNAi araciligiyla yikilmis veya olmayan fareler; hem oksidatif strese hemde 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP) ve kainik asit indiiklii nérodejenerasyonun

etkilerine karsi ¢cok daha hassas olmustur. Bunun aksine PGC-1a seviyesinin artmast,
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ROT-detoksifiye edici enzimlerin indiiksiyonu yoluyla oksidatif stres kaynakli 6liime
kars1 kiiltiir edilmis sinir hiicreleri igin olaganiistii koruma saglamistir (154). PGC-1a,
SIRT1'in bir hedefi oldugu i¢in resveratrol, SIRT1 aracili deasetilasyon yoluyla dolayli
olarak PGC-1a 'ya etki edebilir ve boylece oksidatif strese direng gostererek bilissel
bozulmayr ve noroinflamasyonu iyilestirebilmektedir (7) (Sekil 2.5). Yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada, resveratroliin orta serebral arter tikanikligi ile olusturulan, iskemi-
reperfiizyon hayvan modeli tizerindeki etkileri arastirilmistir. Sonuglar resveratroliin
sigan hipokampiisiinde; ROT iiretimini ve apoptotik hiicrelerin sayisim1 azalttigini,
SIRTIin ise ekspresyonunu arttirdigini boylelikle beyin iskemisine karsi noroprotektif
ve antioksidan etkilerine potansiyel yararlar sagladigini gostermistir (157). Baska bir
caligmada, radyasyona mazruz kalmanin sican hipokampiisinde ROT {iretiminin
artmasina yol agtigini, 21 giinliik bir resveratrol tedavisinin (oral olarak 5 veya 10 mg/kg
icme suyunda) SIRT1'in ekspresyonunu ve aktivitesini arttirdigini ve hipokampiiste

apoptozun inhibe edildigini gostermistir (158).

RES

‘deasetilaz .

|

ROS-det E

Oksidatif Stres

@ + (O, —— Stiperoksit u

Sekil 2.5. Resveratroliin, SIRT1 aktivasyonu ile oksidatif stresi inhibe edebildigini
gosteren diyagram (20).
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SIRT1, histonlar1 ve bazi anahtar transkripsiyon faktorlerini etkisiz hale
getirmekte ve enflamasyonla iligkili gesitli genlerin transkripsiyonel inhibisyonunu
indiiklemektedir. Bundan dolay1 enflamatuar yanitin diizenlenmesinde hayati bir rol
oynamaktadir (159). Izofluran anestezisine tabi tutulan yash farelerde noroinflamasyon,
apoptoz ve bilissel bozukluk, resveratrol uygulamasiyla SIRT1 seviyesini arttirmis ve
TNF-0, IL-1B, NLRP3, Kaspaz-3, Bax, Bcl-2, IkBa gibi ¢esitli enflamatuar mediatorlerin
ekspresyonunu  diizenlemistir  (160). Mikroglial aktivasyonun aracilik ettigi
noroinflamasyonun, dogrudan biligsel islev bozuklugu ile iliskili oldugu agikca
anlasilmaktadir. Bir mutant insan amiloid dncii proteini (APP) ve mutant insan presenilin-
1 (PS1) eksprese eden cift-transgenik farelerin olusturdugu hayvan modelinde, mikroglial
aktivasyon ve enflamatuar sitokin salgilanmasini inhibe etmek icin minosiklin
kullanilmigtir. Bu tedavi, hipokampusa bagli 6grenme gorevinde hipokampal

norojenezde ve davranis performansinda iyilesme saglamistir (161, 162).

Mikroglia, gelismekte olan ve saglikli olgun beyindeki sinaptik budama, yeniden
sekillenme ve plastisite i¢in ¢ok 6nemli goriilmektedir. Bu hiicreler, mikroglia spesifik
kompleman reseptorii 3 (CR3) ve kemokin reseptorii Cx3crl'in (fraktalkinin)
ekspresyonuna gore sinapslari ¢ekmekte ve ortadan kaldirmaktadir (162, 163).
Enflamatuar néropatolojiler uzun siireli sinaptik depresyonu tetikleyebilmekte ve bilissel

diisiise neden olabilmektedir (164).

Resveratroliin, miRNA'lar araciligiyla farelerin mikroglial hiicre hatlart N9 ve
BV-2'deki SIRTI ve néroinflamasyonu diizenledigi bulunmustur. (159). AH’nin
isaretlerinden biri olan B-amiloid (AP) plaklarinin birikmesi, mikroglial aktivasyona,
artan iNOS ekspresyonuna, nodronal apoptoza ve noronal dejenerasyona yol
acabilmektedir. AP, niikleer faktor kappa B'nin (NF-«xB) aktivasyonunu igeren bir islem
vasitastyla mikroglial aktivasyonu uyarmaktadir. RelA / p65 alt {nitesinin geri
doniistimlii asetilasyonu veya deasetilasyonu, Lys310'un asetilasyonunun aracilik ettigi
islem yoluyla NF-kB sinyal yolagina post-translasyonel modifikasyonlara katilmaktadir.
SIRT1'in asirt ekspresyonu, Lys310'un deasetilasyonuna ve NF-kB sinyal yolunun
inhibisyonuna yol acabilmektedir. Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar ayni zamanda

bilissel diislisiin gelismesine de katkida bulunabilmektedir (146).

Resveratrole cevap olarak SIRT1, eNOS'un kalmodulin baglanma alanindaki

lizinleri olan 496 ve 506'y1 deasetile edebilmektedir. Bunun sonucunda NO {iretimi
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artmaktadir. Artan NO; kan damar1 genislemesi, 16kosit adhezyonu, trombosit yigin1 ve
apoptoz inhibisyonuna neden olmaktadir. Sonug¢ olarak resveratrol, biligssel ve
enflamatuar iliskili SIRT1/eNOS/NO eksenini aktive ederek serebral kan akisini
artirmaktadir (165, 166).

Biligsel gerileme; odaklanma, problem ¢dzme, 6grenme ve hafiza ile igili
yeteneklerin azalmasi ve unutkanlik olarak tanimlanmaktadir. Sinaptik plastisitenin hem
yapisal hem de fonksiyonel islevleri, 6grenme ve hafiza olusumunun molekiiler temeli
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. (167). Bir biligsel kapasite eksikligi, sinaptik fonksiyonun
bozulmasiyla iligkili olmaktadir. Bununla birlikte, ¢aligmalar resveratroliin SIRT1
aktivitesiyle bilisi gelistirebilecek potansiyel bir hipokampal plastisite arttirici olarak
gostermistir. (168). SIRTL, bir mikroRNA-aracili mekanizma yoluyla BDNF ifadesini
diizenlemektedir. SIRT1, CREB-BDNF eksenini etkileyen ve BDNF transkripsiyonunu
destekleyen miR-134 ekspresyonunu smirlandirmak i¢in YY1 kompleksi transkripsiyon
faktoriine baglanmaktadir. Sirali olarak, BDNF salinimi rapamisin (mTOR) sinyal
yolunun memeli/mekanistik hedefini aktive edebilir ve protein kinaz 1 (Limk1)
translasyonunu igeren ve dendritik gelismeyi tesvik ederken Lim-domeni’ni baskilayarak
miR-134 aktivitesini negatif olarak diizenleyebilmektedir. Hipokampal nd&ronda
SIRTL’in asir1 ekspresyonu ayrica metil-CpG baglayici protein 2'yi (MeCP2) deasetile
etmekte ve boylece BDNF transkripsiyonunu tesvik edebilmektedir. Tiim bu yollar
resveratrol aktivitesinde SIRT1 iizerinden BDNF seviyelerini yiikseltmektedir. Birlikte
ele alindiginda, bu bulgular resveratroliin SIRT1 araciligiyla, BDNF ekspresyonunu
etkileyebilecegini, sinaptik plastisiteyi modiile edebilecegini ve bilissel performansi

iyilestirebilecegini gostermektedir (143, 167, 169) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Resveratroliin, SIRT1 ve BDNF ile sinaptik plastisite ve bilisi gelistirdigini
gosteren diyagram (20).

Kapsamli ¢alismalar, otofajinin akut beyin hasarinda, néroinflamasyonda ve bazi
norodejeneratif hastaliklarda ndroprotektif rol oynadigini gostermistir. Resveratrol
SIRT1 aracihigiyla otofajik yolaklar1 diizenleyerek noroprotektif etkilere sahip
olabilmektedir. Ancak bu konudaki sonuglarin ¢eliskili oldugu goriilmektedir. Yapilan
bir galismada travmatik beyin hasar1 (TBI) ile indiiklenen sican modelinde, resveratrol
uygulamasi (100 mg/Kkg, i.p), beyin 6demini azaltip, bilissel fonksiyonlar1 gelistirirken,
hipokampiisteki noronal otofajiyi basklamistir (170). Bu calismaya benzer sekilde bir
bagka caligmada resveratrol uygulmasi; glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3f) kaynakli
otofaji ve apoptozis inhibe edilerek, glutamat muamele edilmis astrositlerin canliligini
artirmistir (171). Ancak, farkli sonuglarin elde edildigi ¢alismalarda mevcuttur.
resveratrol, NOD benzeri reseptor ailesini, pirin domeni igeren 3 (NLRP3) inflamatuar
aktivasyonunu otofaji arttirmasi yoluyla baskilayarak serebral iskem /reperfiizyon (I/R)
hasarma karsi korumaktadir (172). Bir rotenon kaynakli PD hiicresel modelinde,
resveratrol, AMPK/SIRTL1 yolagmin aktivasyonuyla otofaji baslamasini diizenleyerek

apoptoza karsi korumustur (173).
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2.5. 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-karboksamid (EX-527)

EX-527, bircok fizyolojik calismada kullanilan yiiksek potansiyeli onemli
izoform segiciligi ile birlestiren ve molekiiler mekanizmasi aydinlatilmis bir SIRT1
inhibitori olarak belirtilmistir (174, 175) (Sekil 2.7). EX-527’nin SIRT1 iizerine olan
inhibisyonu SIRT2 ve SIRT3 e gore yaklasik 100 kat daha fazla olup SIRTS5’in ise
deasetilasyonu tizerine bir etkisi olmadigi belirtilmistir. Kinetik veriler, EX-527'nin,
katalizi bloke etmeden once alkilimidat olusumuna ve nikotinamid salimina izin verdigini
gostermektedir (176, 177). EX-527, in vivo ve in vitro deneysel ¢alismalarda
kullanilabilmektedir. Yapilan kristal yap1 analizinde bu inhibitoriin, SIRTI
inhibisyonunu nikotinamid bdlgesiyle etkilesime girerek yaptigini gostermektedir (178).
Hiicre analizlerinde, EX-527, SIRT1’in substratlarindan biri olan p53’iin asetilasyonunu
indiiklemesine ragmen, DNA hasarindan sonra hiicrenin hayatta kalmasina etkisi

olmamistir (179).

Cl
Sekil 2.7. EX-527'nin kimyasal yapis1 (175).

21



3. MATERYAL VE METOT

Calisma Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi’nde
(INUTF-DEHUM) gergeklestirildi. Arastirma Indnii Universitesi T1ip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanan 18.01.2018 tarihli ve 2018/A-05 protokol
no’lu karar ile etik kurul protokoliine uygun sekilde yapildi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

EX-527 (MedChem Express), lipopolisakkarit (Sigma-Aldrich), resveratrol (Carl
Roth), dimetil siilfoksit (Sigma-Aldrich), sodyum karboksil metil seluloz (CMC- Sigma),
Tween-80 (Merck),Nitroblue tetrazolium (Sigma), Glutatyon (GSH, Sigma-Aldrich),
5,5’-ditiyobis-2 nitrobenzoik asit (DTNB, Sigma-Aldrich), 2-tiyobarbutiirik asit (TBA,
Sigma-Aldrich), Sigir serum alblimin, sodyum kloriir (NaCl, Merck), potasyum kloriir
(KCI, Merck), kalsiyum kloriir (CaClz, 2H20, Sigma-Aldrich), sodyum dihidrojen fosfat
(NaH2PO4. H20, Riedel-de-Haen), disodyum hidrojen fosfat (Na2HPOs. 7H20, Riedel-
de-Haen), (1,1,3,3, tetramethoksipropan, Sigma-Aldrich), magnezyum Kkloriir
(MgCl2.6H20, Sigma-Aldrich), n-butanol (Fluka), triklor asetik asit (TCA, Sigma-
Aldrich), sodyum hidroksit (NaOH, Sigma-Aldrich), tri sodyum sitrat (Sigma-Aldrich),
fosforik asit (HsPOas, %85°lik, Riedel-de-Haen), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POg,
Sigma-Aldrich), etilen diamin tetra asetik asit (EDTA, Sigma-Aldrich), hidrojen peroksit
(H202, Sigma-Aldrich) Na-K-tartarat (Sigma-Aldrich), bakir siilfat (CuSOs, Sigma-
Aldrich), dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4, Sigma-Aldrich), Etidyum bromid (EtBr,
Fisher Scientific), Sodyum sitrat tri bazik dihidrat (Sigma-Aldrich), Sodyum asetat
(Sigma-Aldrich), Agaroz (Sigma-Aldrich), Guanidin Tiyosiyanat(Sigma-Aldrich),
Hidroklorik asit (HCI, Sigma-Aldrich), arastima mikroskobu (Leica DFC-280), analiz
sistemi (Leica Q Win Image), PZR i¢in primerler, RNA saflastirma kiti, Ger¢gek zamanli
PZT reaksiyonu i¢in master mix, cDNA sentez kiti Roche firmasindan, Hayvanlarin
anestezisinde kullanilan ksilazin ve ketamin HCI ise Alfasan firmasindan tedarigi

saglanmistir.

22



3.2. Kullanilan Alet ve Gerecler

Calismada; millipore marka saf su iinitesi, Biorad-MyCycler marka PZT cihazi,
Roche marka LC96 model ger¢ek zamanli PZT cihazi, Denver marka terazi, Ohaus marka
hassas terazi, Biorad marka elektroforez gii¢ kaynagi, Retsch marka MM400 model
bilyeli pargalama sistemi, Mettler Toledo marka EL20 model pH metre, Hettich-
zetrifugen marka 200 model masaiistii santrifiij cihazi, Hermle marka Z216MK model
mikro santrifiij, EpochBiotek marka spektrofotometre cihazi, Heidolph marka vorteks,
Heidolph marka manyetik karistirici, bazi kimyasal reaksiyonlar i¢in Memmert marka su

banyosu kullanildi.

3.3. Kullanmilan Cozelti ve Tamponlar

3.3.1. LPS Hazirlanis1

Sigma-Aldrich firmasinin “086M4159V” lot numarali Escherichia Coli (O55:B5
susundan) elde edilmis kimyasalinin prospektiisiine uygun bir sekilde %10’luk DMSO
stispansiyonunda giinliik ¢oziilerek LPS, LPS+Res ve EX-527+LPS gruplarina enjekte

edilecek ¢ozelti hazirlandi.

3.3.2. Resveratrol Hazirlanisi
Carl Roth firmasmmin “N811.2” CAS No. (501-36-0) numarali kimyasali
kullanildi. Prospektiisiine uygun bir sekilde %10’luk DMSO siispansiyonunda giinliik

coziilerek Res, Res+LPS gruplarina enjekte edilecek ¢ozelti hazirlandi.

3.3.3. EX-527 Hazirlamisi

MedChem firmasinin “HY-1545221CS-0960 katalog nolu kimyasali kullanildi.
Prospektiisiine uygun bir sekilde %10’luk DMSO siispansiyonunda giinliik ¢oziilerek
EX-527+LPS grubuna enjekte edilecek ¢ozelti hazirlandi.

3.3.4. RNA Saklama Cozeltisi

100 ml dietilpirokarbonat (DEPC)’l1 suda 70 gr Amonyum Siilfat ¢oziildii. 10 mM
EDTA (pH=8) ve 25 mM Sodyum Sitrat (pH=5.2) eklenerek saf su ile (DEPC’li) 150
ml’ye tamamlandi (pH 5.2).

3.3.5. 10X TBE (Tris-Borat-EDTA) Cozeltisinin Hazirlanis1

900 ml saf su igerisine 55 gr Borik Asit, 108 gr TRIS base ve 40 ml 0.5 M EDTA
cozeltisi eklendi (pH=8). Toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi, otoklavda 121 °C’ de
20 dakika otoklavlandi.
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3.3.6. Lizis Soliisyonu Hazirlanisi
Lizis karisim1 4 M Guanidin izotiyosiyanat, 25 mM sodyum sitrat (pH:7) ve % 0.5
sarkosil (N-Lauroylsarcosine) eklenerek hazirlandi. %1'i B-Merkaptoetanol eklenerek

homojenizasyonda kullanildi.

3.4. Sicanlarin Temini ve Bakimi

Arastirmada 200-250 gram Wistar Albino cinsi toplam 55 adet erkek sigan
kullanildi. Deney siiresince hayvanlar sicakligin 21 °C ve nemin %55-60 oldugu, 12 saat
151k ve 12 saat karanlik dongiisii uygulanan odalarda tutuldular. Standart sican yemiyle
beslendiler.

3.5. Gruplarin Olusturulmasi

Deneye baslamadan 6nce hayvanlar agirliklarina gore es dagilim olacak sekilde
asagidaki gibi 5 gruba ayrildi. Yapilan gii¢ analizinde o=0,05 ve 1-B (gii¢)=0,80
alindiginda, gruplar arasindaki en yiiksek GSH farki 1,94 unit/L oldugu i¢in her bir grupta
en az 11’er denek olmak iizere toplamda 55 hayvan alinmasi gerektigi hesaplanmistir

(180).

Kontrol Grubu (K, n=11): Bu gruba 13 giin boyunca ¢6ziicii olarak kullanilan
%10 DMSO, intraperitonel enjeksiyon yapildi. Son 6 giin Morris su tanki (MWM) testine
katildi.

Resveratrol Grubu (Res, n=11): Bu gruba 13 giin boyunca 10mg/kg viicut
agirhigi dozunda intraperitonel enjeksiyon yapildi. Son 6 giin MWM testine katildi (181).

Lipopolisakkarit Grubu (LPS, n=11): Bu gruba 13 giin boyunca 1mg/kg viicut
agirligi dozunda intraperitonel enjeksiyon yapildi. Son 6 giin MWM testine katildi (182).

Resveratrol + Lipopolisakkarit Grubu (Res+LPS, n=11): Bu gruba 13 giin
boyunca 6nce 10mg/kg viicut agirlig1 dozunda intraperitonel Res ve yarim saat sonrasinda
Img/kg viicut agirlig1 dozunda intraperitonel LPS enjeksiyonu yapildi. Son 6 giin MWM
testine katildi (183).

EX-527 + Lipopolisakkarit Grubu (EX-527+LPS, n=11): Bu gruba 13 giin
boyunca 6nce 1mg/kg viicut agirligr dozunda intraperitonel EX-527 ve bir saat sonrasinda
ise Img/kg viicu agirhigr dozunda intraperitonel LPS enjeksiyonu yapildi. Son 6 giin

MWM testine katildi (184, 185) (Sekil 3.1).
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EX-527

* Cozucu * Resveratrol * LPS * Resveratrol * EX-527
(%10 (10mg/kg) (Img/kg) (10mg/kg) (Img/ke)
DMSO) o LPS *LPS

(Img/kg) (Img/kg)

Sekil 3.1 Gruplar ve uygulanacak kimyasallar.

Calisma Oncesinde tiim bu uygulamalarin planlamasi i¢in bir ¢izelge hazirlandi.
13 giin boyunca gruplardaki tiim hayvanlara gerekli enjeksiyonlar1 yapildi ve son 6 giin
Morris su tanki (MWM) testine tabi tutuldu. MWM testinin yapildigi 6 giin ayrica
enjeksiyonlar testten 2 saat 6nce gergeklestirildi (183). MWM testi 5 giin alistirma ve son
giin prob (deney) giinii seklinde yapildi. Sonrasinda anesteziye maruz birakilan

hayvanlarin beyin dokular1 alind1 (Sekil 3.2, Sekil 3.3).

Deney giinii

Morris su labirenti 6grenme
A

~

S.gin | 6.gin | 7.gin | 8.gin | 9.gin | 10.gin | !1.gin | 12.gim | 13 gin

- < -

g | 2.gin | 3.gim | 4.giin

Coziicii (%10’luk DMSO), LPS, Resveratrol ve Ex-527'nin giinlik enjeksiyonu
(13 giin boyunca)

Sekil 3.2. Calismanin zaman ¢izelgesi.
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Sekil 3.3. Kullanilan kimyasallar ve sican beyninin bir biitiin elde edilmesi. a)
Deneklere uygulanan kimyasal malzemeler; EX-527, LPS, Resveratrol b) Beyni
kafatasindan ¢ikarilma islemi, ¢) Tiim beyin dokusu, d) Beyin dokusunun RNA saklama
stvisina aktarimi.

3.6. Morris Su Labirenti Testi (Morris Water Maze-MWM)

MWM kemirgenlerin uzamsal hafiza ve 6grenme becerilerini goriintiilemekte
kullanilan bir davranig deneyi sistemidir (186). 150 cm ¢apinda ve 60 cm yiiksekliginde
dairesel bir tankin su ile doldurulup tank iizerindeki kamera yardimiyla monitore aktarilan
gorlintii ve videolar araciligiyla 6l¢timler yapilmaktadir. Tank deney sisteminin yazilimi
araciligiryla (Noldus EthoVision XT10, Noldus Information Technology, ABD) dairenin
merkezi cevresinde 4 farkli kadrana (kuzeybati, kuzeydogu, giineybati, giineydogu)
ayrilmaktadir. Uygulama oncesi hayvanlarin rengine zit olarak su rengi ayarlandi (187).
Bu ¢alismada albino ratlar kullanildigindan tanktaki su gida boyasiyla siyaha boyandi.
Her kadranin ortasi gesitli renk ve sekildeki gostergelerle isaretlendi ve hayvanlarin
gorebilecegi sekilde tankin etrafina sabitlendi (Sekil 3.4). MWM su tanki deneyinde su
seviyesinin 3-4 cm altinda kalacak sekilde gizli bir platform yerlestirilerek hayvanlara

platformun yeri 6gretildi. Bu ¢alismada platform kuzeydogu kadraninin ortasinda olacak
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sekilde ayarland1 ve hayvanlar her dort kadranda da suya birakilarak yon tayini ve hafiza
durumlar izlendi. Tiim yiizdiirme seanslarinda her hayvan dort yonden de toplamda 60
saniye olacak sekilde yiizmeye birakildi. Siire sonunda platformu bulamayan hayvanlara
ilk 5 giin boyunca platformun {istiine birakilip 20 saniye gbézlem yapmasi i¢in zaman
tanindi. 5 giin yapilan 6grenme ylizme seansindan sonra altinci giin (deney giinii)
yiizdiirme seansinda platform sudan c¢ikartildi. Hayvanlarin kadrandan gegme sikligi,
hedef kadranda geg¢irdikleri toplam siire ve yiizme hiz verileri kaydedildi (183) (Sekil
3.4).

Sekil 3.4. Morris su labirenti ylizdiirme alani.
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3.7. Histopatolojik Analizler
Beyin dokulart %10’luk formaldehit igerisinde tespit edildi. Tespit sonunda
dokular parafine gomiildii. Parafin bloklardan 4 um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler

hematoksilen-eozin (H-E) boyama metodu ile boyandilar.

H-E boyama metodu uygulanan her kesit hipokampiisiin néronal dejenerasyon
varligina gore degerlendirildi. CA1 bolgesinde x40°lik biiyiitme kullanilarak rastgele
secilen 5 alandaki néronlar, normal ve dejenere olarak degerlendirildi ve sayildi (188).
Dejenere noron yogunlugu dejenere ndron sayisix100/toplam ndron sayist formiilii
kullanilarak yiizde olarak hesaplandi. Biiyiik, dkromatik niikleuslara sahip noéronlar
normal olarak degerledirilirken, piknotik niikleuslara sahip, biizlismiis noronlar ise
dejenere olarak kabul edildi.

Kesitlerin analizleri, Leica DFC-280 arastirma mikroskopu ile Leica Q Win Image
Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK) kullanilarak
degerlendirildi.

3.8. Biyokimyasal Analizler

3.8.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

MDA analizi Uchiyama ve Mihara’nin metoduna goére yapildi (189). Sigcan beyin
numunesi, %10'luk homojenat elde edilecek sekilde, 15000 devir/dakikada buz tizerinde

homojenize edildi. Bu homojenat MDA analizinde kullanildi.

Analizin yapilist:
Numune
Homojenat 250 ul
Fosforik asit (%1) 1500 pl
TBA (%0.6) 1500 pl

Cozeltiler deney tiiplerine eklendi, karistildi kaynar suda 1 saat bekletildi. Daha sonra 2
ml n-butanol eklendi, 5 dakika boyunca vortekslendi. Ornekler 3000xg’de 10 dakika
santrifiij edildi. Spektrofotometrede 535 nm numunelerin absorbanslar1 okundu. Sonuglar

nmol/gram yas doku (gr.y.d) olarak verildi.
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3.8.2. Glutatyon (GSH) Analizi

Beyin doku indirgenmis GSH seviyesi Ellman’in (190) yontemine gore 6l¢iildii.
Numuneler 1-2 dakika 15000 devir/dakikada, %10’luk homojenat elde edilecek sekilde
buz tizerinde homojenize edildi. Homojenat 3000 devir/dakikada, +4 derecede, 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta Tri klor asetik asit ¢ozeltisi ilave edildi ve bu

numuneden GSH analizi yapild:.

Analizin yapilist:
Numune Kor
Homojenat (%10) 500 pl
Na2HPO4 (0,3 M) 4ml 4ml
DTNB 500 pl 500 pl
Distilesu - 500 pl

Tiiplere alinan numuneler karistirildi ve 5 dakika sonra olusan renk spektrofotometrede

410 nm'de okundu. Sonuglar nmol /gr.y.d olarak verildi.

3.8.3. Bakir-Cinko Siiperoksit Dismutaz (CuZn-SOD) Analizi

SOD aktivitesi Sun ve ark. (191) metoduna gore analiz edildi. Doku %10'luk
homojenat olacak sekilde buz tizerinde homojenize edildi. Homojenat santrifuj edildi.
Supernatan tlizerine kloroform/etanol karigimi (3 birim kloroform/5 birim etanol) eklendi.

Ornekler 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatan CuZn-SOD analizinde kullanildu.

Analizin yapilist:
Kor Numune

Assay reaktifi (0,3 mM/L ksantin, 0,6 2,45 2,45
mM/L Na;EDTA, 150umol/L NBT,
400 mmol/L Na2COs, 1gr/L BSA)
Stipernatant --- 0,5
Bidistile su o5 -
Ksantin oksidaz (167 U/L) 0,05 0,05

Numuneler oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. 1 ml CuCl2 (0,8 mmol/L) ilave
edildi. Spektrofotometrede 560 nm de absorbanslar alindi. Enzim aktivitesi U/gr protein

olarak verildi.
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3.8.4. Protein Tayini
Protein tayini, albuminin standart olarak kullanildig1 Biiiret metodu ile yapildi
(192).

3.9. Molekiiler Genetik Analizler

3.9.1. Dokudan RNA Saflastirilmasi

S-Aktin ve SIRT1 mRNA seviyelerinin tespitinde dokulardan Roche firmasinin
“High Pure RNA Tissue Kit” (Lot n0:16529600 ve referans n0:12033674001) saflagtirma
kiti kullanilarak toplam RNA saflastirilmasi yapildi. 30 mg doku tizerine 600 ul “Lysis
Buffer” eklendi. Dokular homojenize edildi. Homojenata hacminin yaris1 kadar etanol
eklendi, 13,000xg’de 10 dakika santrifiij yapildi. Numuneler saflastirma kolonuna alindi,
kolona 100 pl DNaz enzimi eklenerek 15 dakika oda 1sisinda bekletildi. Numunelere 500
ul Wash buffer-I eklendi, 8000x g de 1 dakika santrifiij edildi. Numunelere tekrar 500 pl
Wash buffer-11 eklendi, 8000x g de 1 dakika santrifiij edildi. 300ul Wash buffer-11
eklendikten sonra 13000xg’de 2 dakika santrifiij yapildi. Kolona 100 pl “Eliisyon buffer”
eklendi, 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Saflastirilan toplam RNA % 1 agaroz jelinde
elektroforez iglemine tabi tutuldu. Ayrica RNA 6rneklerinin spektrofotometrik analizleri
260 ve 280 nm UV spektrumda 6l¢iildii. RNA miktar1 ng/pL cinsinden hesaplandi ve
260/280 oranlar1 yaklasik 2 olan saf RNA 6rnekleri cDNA sentezinde kullanildi (Tablo
4.6).

3.9.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezinde Roche firmasinin “Evoscript Universal cDNA Master Kit”i (Lot
n0:21703900, Ref n0:07912439001) kullanildi. 100 ul’lik PZR tiipiine 1000 ng toplam
RNA, 4 pl ‘5x Master Reaction Mix’ ve toplam hacim 18 pl olacak sekilde saf su eklendi.
5 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. 2 pl ‘10x Enzyme Mix’ eklendi. Karigtirilan
numuneler PZT makinesinde 42 °C’de 15 dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 65 °C’de 15
dakika 1s1tild1.
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3.9.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Tepkimesi

Analizde Roche Light Cycler 96 gergek zamanli PZT cihazi, Roche firmasinin
rettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Lot no:25106100, Ref no:
06402682001)” ve “Real Time Ready Assay B-Actin” (lot no: 0000052091, config
n0:100129896); SIRT1 (lot no:0000077813, config no:100138797), hidroliz problu
primerler kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 10 pl toplam hacimde hazirlandi. Bunun i¢in
5 plmaster mix, 0,5 pl real time ready mix, 2 ul PCR kalitesinde su ve 2,5 ul cDNA olacak
sekilde hazirlandi. Calismada her 6rnek icin 3 tekrar yapildi. PZT sartlar1 firmanin
onerdigi sekilde yapilds; ilk denaturasyon 95 °C’de 10 dakika, ikinci denaturasyon 95
OC*de 10 saniye, baglanma 60 °C’de 30 saniye ve polimerizasyon 72 °C’de 1 saniye olarak
olusturuldu ve 55 dongii tekrarlandi. Tablo 3.1°’de dizilimleri ve biiyiikliikleri verilen

primerler gen ifadelerinde analizinde kullanildi.

Tablo 3.1. Primer dizilimleri (EK-3 ve EK-4).

Gen ad1 lleri Dizi Geri Dizi Uriin
Boyutu(bg)

B-aktin CTGGCTCCTAGCACCATGA  TAGAGCCACCAATCCACACA 76

SIRT1 GACACTGTGGCAGATTGTTA ATTGAAGATGCTGTGAAGTT 94

Her bir 6rnekten saflastirilan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, SIRT1 ve S-aktin
genlerine Ozgli primerler kullanilarak ger¢ek zamanli PZT ile cogaltildi ve gen

ifadesindeki degisimler S-aktin genine oranla belirlendi.

3.10. Istatiksel Analizler

Verilerin istatistiki analizinde MedCalc® (11.4.2.0) ve SPSS for Windows 21
programi kullanildi. Yapilan gii¢ analizinde a=0,05 ve 1-B (gili¢)=0,80 alindiginda,
gruplar arasindaki en yiiksek GSH farki 1,94 unit/L oldugu i¢in her bir grupta en az 11’er
denek olmak iizere toplamda 55 hayvan alinmasi gerektigi hesaplanmistir. Normal
dagilima sahip olan gruplarda veriler aritmetik ortalama + standart sapma (ss) olarak
gosterilirken normal dagilima sahip olmayan gruplarda veriler ortanca (minumum-
maksimum) olarak gosterildi. Gruplarin normal dagilima sahip olup olmadiklar1 Shapiro-
Wilk testi yapilarak belirlendi. Bu teste gore hayvanlarin water maze verileri, MDA, CAT
ve GSH seviyeleri normal dagilim gosterirken (p>0.05), histopatoloji, SOD aktivitesi ve

SIRT1 gen ifade degerleri normal olmayan dagilim gosterdi (p<0.05). Biyokimyasal
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caligmalardan MDA ig¢in, varyans homojenlik testi yapildiginda varyanslarin homojen
dagilim gostermedigi tespit edildi (p<0.05). ANOVA testi sonrasi gruplar arasi
karsilastirma Tamhane T2 testi ile yapildi. Water maze verileri;, CAT ve GSH
seviyelerinin analizi ANOVA testi sonrasi gruplar arasi karsilastirma Tukey testi ile
yapildi. Histopatolojik bulgular, SOD aktivitesi ve SIRT1 gen ifadesi verileri Kruskal
Wallis H testi ile degerlendirildi ve gruplar arasindaki ¢oklu karsilagtirma Conover testi
ile yapildi. Histopatolojik bulgularin istatistiki verileri Kruskal-Wallis H testi ile yapildi
ve p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak
verildi. Karsilastirmalarda “p” degerinin 0.05 den kii¢iik bulundugu degerler istatistiki

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Morris Su Labirenti Testi Bulgular

Sicanlarin  bilissel davranislart

MWM  deneyi

test edildi.

Deney

parametlerinden; Platform bodlgesinden gecis siklig1 (adet), Hedef platformda bulunma

siiresi (sn), Ortalama hiz (cm/sn), parametreleri istatiksel olarak degerlendirildiginde

gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edildi (p>0.05) (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Gruplarda analiz edilen MWM parametreleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS)

Resveratrol+Lipopolisakkarit  (Res+LPS),

MWM Parametreleri Gruplar (n=11) Ort. 55
K 3.73£0.8
Res 450+1.3
Platform bolgesinden gecis sikhig: (adet) LPS 391+£1.3
Res+LPS 4.60+1.6
EX-527+ LPS 391+1.5
K 1594 +£53
Res 16.94 £4.8
Hedef platformda bulunma siiresi (sn) LPS 1770+ 5.3
Res+LPS 17.70 £ 7.8
EX-527+ LPS 19.01 £9.7
K 214.61 +39.5
Res 224.14 £33.7
Ortalama hiz (cm/sn) LPS 188.70 £ 61.0
Res+LPS 236.94 £39.5
EX-527+ LPS 195.82 + 58.7
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Sekil 4.1. Gruplarda analiz edilen MWM parametreleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).
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4.2. Beyin MDA Seviyesi
Resveratrol ve Resveratrol+LPS grubundaki hayvanlarin  beyin MDA

seviyelerinin K, LPS ve EX-527+LPS grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir artis
gosterdigi tespit edildi (p<0.05); (Tablo 4.2, Sekil 4.2).

Tablo 4.2. Gruplarda olgiilen MDA seviyeleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),

Resveratrol+Lipopolisakkarit

(Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-

karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).

MDA (nmol/gr yas doku)
N=11

Ort. £ss
K 35.31+3.8
Res 45.58 + 5.9*
LPS 34.67 + 3.6
Res+LPS 47.50 + 8.2*
EX-527+LPS 34.86 £ 6.5

“Kontrol, LPS ve EX-527+LPS grubuna gore istatistiki olarak anlaml1 artis (p<0.05)

100~
80
804
704
60
504
404

MDA (nmol/ gr y.d)

304
204
104

K

Res LPS Res+LPS EX527+LPS

Sekil 4.2. Gruplarda 6lgiilen MDA seviyeleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).
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4.3. Beyin GSH Seviyesi
Gruplar arasinda GSH seviyeleri bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark
tespit edilmedi (p>0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.3).

Tablo 4.3. Gruplarda olgiilen GSH seviyeleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).

N=11 GSH (nmol/gr yas doku)
Ort. £ss

K 1135.6145 + 118.46211

Res 1052.9027 + 92.69048

LPS 1057.3745 + 122.18390

Res+LPS 1040.2355 + 61.49905

EX-527+LPS 1099.8464 + 171.88944

1500+
1250 —l— T

= | | .
1000+
()]
IS
& 7504
=
T
0 500
O

250+

0]
K Res LPS Res+LPS EX527+LPS

Sekil 4.3. Gruplarda 6l¢iilen GSH seviyeleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).

36



4.4. Beyin CuZn-SOD Aktivitesi

Kontrol grubu SOD aktivitesine gore; Res, Res+LPS ve EX-527+LPS grubu
hayvanlarin beyin SOD aktivitesinin istatiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi tespit
edildi (p<0.05) Ayrica EX-527+LPS grubununda LPS grubundan istatiksel olarak
anlamli artisi tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.4, Sekil 4.4).

Tablo 4.4. Gruplarda olgiilen SOD aktiviteleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit  (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).

SOD (U/gr protein)

N=11

Ortanca (Min-Maks)
Kontrol 13121.24 (11245.5-14283.9)
Res 14280.87 (12779.4-18058.9)"
LPS 13364.44 (11802.3-15627.6)
Res+LPS 14428.04 (10946.7-19317.6)"
EX-527+ LPS 15884.72 (12562.8-17507.7)"*

K grubuna gére istatistiki olarak anlamli artig (p<0.05)

#LPS grubuna gore istatistiki olarak anlamli artis (p<0.05)

ZE000 )

20000 —

150D |

50D (Ufgr protein )

VDD

SO0

K Res LPS Res+LPS EX-SZT+HLFS

Sekil 4.4. Gruplarda 6lgiilen SOD aktiviteleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).
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4.5. Beyin Katalaz Aktivitesi
Gruplar arasinda CAT aktiviteleri bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark

tespit edilmedi (p>0.05) (Tablo 4.5, Sekil 4.5).

Tablo 4.5. Gruplarda olgiilen CAT aktiviteleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).

CAT (K/gr protein)

N=11
Ort. £ss
K 3455.4971 + 751.67203
Res 3403.1614 + 898.26690
LPS 3684.7003 + 1053.86746
Res+LPS 3324.9859 + 1152.54153
EX-527+LPS 3465.3748 + 970.45098
5000 —
4500 1 E _
4000 |
= 2500
% 3000
S’ 2500
Yt 2000+
L]
1500
1000
500
° K Res LPS Res+LPS EX527+LPS

Sekil 4.5. Gruplarda 6l¢iilen CAT seviyeleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).
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4.6. Molekiiler Genetik Bulgular
Saflastirilan RNA’larda 28S ve 18S ribozomal bantlarinin varligi ve herhangi bir
yikilim olmadig: goriildii (Sekil 4.6).

28S IRNA
18S rRNA

%]1'lik Agaroz Jel

Sekil 4.6. Her bir grupta saflastirilan toplam RNA agaroz jel goriintiisii.

Orneklerin RNA’lar1 miktar ve saflik tayini icin “Biotek” marka spektrofotometre
cihazi ile “Gen5” programlari kullanilarak 260 ve 280 nm UV spektrumda 6lgiildii. RNA
miktar1 ng/pL cinsinden hesaplandi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Gruplarda 6l¢iilen beyin dokusu RNA spektrometrik absorbans degeri ve RNA
miktarlart. Kontrol (K), Resveratrol (Res), Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-
kloro 2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).

Grup Numune Ortalama RNA (ng/pl) Ortalama Absorbans
Adi No (260/280)
1 334.21 2.0
2 311.28 2.0
3 170.79 2.0
4 223.57 2.0
5 253.99 2.0
¥ 6 337.39 2.0
7 595.84 2.0
8 424.24 2.0
9 394.88 2.0
10 72.77 2.0
11 525.46 2.0
12 388.18 2.0
13 377.84 2.0
14 256.81 2.0
5 386.28 2.0
; 16 429.38 2.0
& 17 409.60 2.0
18 409.66 2.0
19 413.00 2.0
20 346.64 2.0
21 266.46 2.0
22 434.11 2.0
23 398.92 2.0
24 345.04 2.0
25 332.41 2.0
26 228.09 2.0
o 27 404.80 2.0
o, 28 460.01 2.0
29 358.95 2.0
30 363.95 2.0
31 387.51 2.0
32 135.16 2.0
33 346.73 2.0
34 304.35 2.0
35 263.99 2.0
36 258.35 2.0
N 37 344.62 2.0
o 38 346.90 2.0
% 39 193.37 2.0
é 40 305.28 2.0
41 393.44 2.0
42 413.80 2.0
43 462.60 2.0
44 349.84 2.0
45 384.36 2.0
46 395.27 2.0
47 261.58 2.0
0 48 432.36 2.0
Tr| 49 393.62 2.0
Ny 50 409.71 2.0
2 51 411.79 20
w 52 464.47 2.0
53 425.17 2.0
54 493.84 2.0
55 594.14 2.0
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Sekil 4.7. “Hydrolysis Probe” kimyasi kullanilarak SIRT1 ve S-aktin mRNA’larindan
sentezlenen cDNA’larin ger¢ek zamanli PZT ile cogaltim egrisi.

SIRT1 ve p-aktin cDNA’lar1 kullanilarak yapilan gercek zamanli PZT sonrasi
agaroz jelinde 6rnekler kosturuldu ve primer baglanmasimnin 6zgiilligii kontrol edildi. Her

iki gen igin de tek ve istenilen boyda bir DNA bandi olustugu goriildii (Sekil 4.8).
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Boya Marker Actb(+)Actb(-) SIRT1(+) SIRT1(-) Marker Boya

%]1,5 Agaroz Jel, Bioron 50 b¢ Marker
Actb: 76 bg, SIRT1:94 bg

Sekil 4.8. SIRT1 ve p-aktin cDNA’larinim PZT’deki ¢ogaliminin agaroz jel (%1.5)
elektroforezi goriintiisii. SIRT1 ve p-aktin cDNA’larinin PZT’deki ¢ogaliminin agaroz
jel (%1.5) elektroforezi goriintiisii. Kullanilan DNA Markeri 50 bp plus DNA
Ladder’dir (Bioron, 50 bp, catalog no: 304007).

EX-527+LPS grubu sican beyinleri SIRT1/f-Actin mRNA seviyesi diger tiim
gruplarla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir disiis tespit edildi (p<0.05).
Ayrica Res+LPS grubunun si¢an beyin dokularindaki SIRT1/f-Actin mRNA seviyesinin
K grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artisi tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.7, Sekil
4.9)
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Tablo 4.7. Gruplarda olgiilen SIRT1/B-Aktin mRNA seviyelerinin orani. Kontrol (K),
Resveratrol (Res), Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-
1H-karbazol-1-karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).

N=11 SIRT1/B-Aktin mRNA seviyelerinin orani
Ortanca (Min-Maks)

K 0.00160 (0.000800-0.00270)
Res 0.00180 (0.00120-0.00210)
LPS 0.00230 (0.00110-0.00290)
Res+LPS 0.00270 (0.000900-0.00450) *
EX-527+LPS 0.00102 (0.000357-0.00161) *

“K, Res, LPS, Res+LPS gruplarina gore istatistiki olarak anlamli azalis (p<0.05)
#K grubuna gore istatistiki olarak anlamli artis (p<0.05)

0.005
0.004

0.003

SIRT1/p-Altin mRNA oran)

0.002 o

0,001

0.000

K Res LPS Res+LPS EX-527+LPS

Sekil 4.9. Gruplarda 6lgiilen SIRT1/4-Aktin mRNA seviyelerinin orani. Kontrol (K),
Resveratrol (Res), Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-
1H-karbazol-1-karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).
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4.7. Histopatolojik Bulgular

K ve Res gruplarina ait kesitlerde, piramidal tabakada yer alan ndronlarin az
sayidaki dejenere noron disinda (sirastyla, %2.67+£2.26 ve 2.92+2.36), normal morfolojik
ozelliklere sahip oldugu izlendi. Biiyiik, yuvarlagimsi ve 6kromatik niikleuslari ile dikkat
¢eken bu noronlarin, sitoplazmik sinirlart tam olarak ayirt edilemedi (Sekil 4.10 A, B;

Sekil 4.11 A, B).

Sekil 4.10. K grubunun histopatolojik goriintiileri. Normal morfolojik 6zellikleri ile
dikkat ¢eken noronlar (ok baslar1). H-E boyama, A; x4, B; x40.

Sekil 4.11 Res grubunun histopatolojik goriintiileri. Kontrol grubuna benzer sekilde
normal morfolojik 6zellikleri ile dikkat ¢eken néronlar (ok baslar1). H-E boyama, A; x4,
B; x40.
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Diger yandan, LPS grubunda, noéronlarin % 6.73+£3.36’sinin dejeneratif
degisikliklere sahip oldugu tespit edildi. Dejenere noronlar, biiziilmiis ve asidofilitesi
artmis sitoplazmalari; kiig¢lilmiis ve koyu renkli goriiniim almis piknotik niikleuslari ile
dikkat cekti (Sekil 4.12 A, B). Bu gruptaki dejenere néron yogunlugundaki artisin,
kontrol ve resveratrol gruplari ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek oldugu saptandi (p<0.05).

Sekil 4.12. LPS grubunun histopatolojik goriintiileri. Kontrol grubuna gére biiziilmiis
sitoplazma ve piknotik niikleuslar ile ayirt edilen dejenere néronlarin (oklar)
yogunlugundaki artis dikkati gekmekte. H-E boyama, A; x4, B; x40.

Res+LPS grubunda yer yer dejenere noronlara rastlandi (Sekil 4.13 A, B). Bununla
beraber, Res+LPS grubundaki dejenere néron yogunlugunun (3.97+2.97), LPS grubuna
gore belirgin sekilde azaldigi saptandi (p<0.05).

Sekil 4.13. Res+LPS grubunun histopatolojik goriintiileri. Dejenere néron
yogunlugunun LPS grubuna gore azaldigi izlenmekte (oklar). H-E boyama, A; x4, B;
x40.
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EX527+LPS grubunda izlenen néron dejenerasyonunun (4.4643.28), kontrol ve
resveratrol gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu (p<0.05);
LPS grubundan ise daha hafif diizeyde dejenere néron yogunluguna sahip oldugu tespit
edildi (p<0.05). (Sekil 4.14 A, B).

Sekil 4.14. EX527+LPS grubunun histopatolojik goriintiileri. Kontrol grubuna gore
dejenere néronlarin (oklar) yogunlugundaki artis dikkati cekmekte. H-E boyama, A; x4,
B; x40.

Gruplarin dejenere néron yogunlugu Tablo 4.8°de, gruplar arasi p degerleri ise

Tablo 4.9°de verildi.

Tablo 4.8. Tiim gruplarin dejenere néron yogunlugu. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).

Gruplar Dejenere néron yogunlugu (%)
K 2.67+2.26
Res 2.2742.23
LPS 6.73+3.36*
Res+LPS 3.97+2.97*
EX-527+LPS 4.46+3.28% %

“Kontrol ve resveratrol gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis

(p<0.05).
#LLPS grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalma (p<0.05).

46



Tablo 4.9. Tim gruplarin "p" degerleri. Kontrol (K), Resveratrol (Res),
Resveratrol+Lipopolisakkarit  (Res+LPS), 6-kloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol-1-
karboksamid+ Lipopolisakkarit (EX-527+LPS).

Gruplar Dejenere noron yogunlugu (%)
LPS-Kontrol <0.0001

LPS-Res <0.0001

LPS- Res+LPS <0.0001
LPS-EX-527+LPS <0.0001
EX-527+LPS-Kontrol 0.022
EX-527+LPS-Res 0.041
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5. TARTISMA

Aragtirmamizda; Res ve Res+LPS grubundaki hayvanlarin artan beyin MDA
seviyelerinin, K, LPS ve EX-527+LPS grubuna gore istatistiki olarak anlamli oldugu
tespit edildi (p<0.05). EX-527+LPS grubu hayvanlarin beyin SOD aktivitesindeki artis,
K ve LPS grubu beyin SOD aktivitesine gore istatiki olarak anlamli idi (p<0.05). Res ve
Res+LPS grubu SOD aktivitelerindeki azalma K grubuna gore istatistiki olarak anlaml
bulundu (p<0.05). GSH ve CAT seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p>0.05). EX-527+LPS grubu beyin SIRT1 gen ifadesindeki diisiis diger tim
gruplarla karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli idi (p<0.05). Res+LPS grubunun
SIRT1 gen ifadesi K grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir artig géstermisti (p<0.05)

Yapilan c¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikan verilerde; akut ve kronik
inflamasyonda SIRT genlerinin birgok etkisi oldugu anlasilmistir. Sinif III protein
deasetilaz olan SIRT1, oksidatif stres ve inflamasyon ile miicadelede rol oynayan 6nemli
bir hiicresel enzim olarak belirtilmistir (193). SIRT1 ¢esitli nérodejeneratif hastaliklarda
koruyucu rol oynamaktadir. SIRT1 ayrica NF«kB gibi bir¢ok transkripsiyonel regiilatoriin
lizin kalintilarinin deasetilasyonu yolu ile anti-enflamatuar etkiler uygulamaktadir (194,
195). SIRT!'in inflamasyon iizerindeki etkisi, SIRT1'in seviyelerine bagli olarak
degisebilmektedir. Inflamasyon da diisiik SIRT1 seviyeleri, NFkB RelA / p65 aktivitesini
artirarak akut inflamasyonla iliskili toksisiteyi hafifletirken SIRT1’in uzun siireli artist,
immiin basiklanmasina neden olabilmekte ve mortaliteyi arttirabilmektedir (196).
Yapilan ¢aligmalar artan ROT seviyesinin SIRT enziminin aktivitesini hem dogrudan
hem de dolayli olarak kontrol edebilecegini gostermistir. ROT, NF«kB sinyalizasyonunu
ve enflamatuar tepkileri uyandirarak SIRT1 aktivitesini inhibe edebilmektedir (194).
Ayica SIRT1’in apoptoz, otofaji, kalori kisitlamas1 gibi birgok hiicresel olaylarda rol
aldig1 gosterilmistir (103).

Tim bu veriler SIRT1 sirtuinlerinin aktivasyonunun noronlari; apoptoz,
inflamasyon ve oksidatif strese karsi koruyabilecegi ve bu enzimlerin inme, Alzheimer
ve Parkinson hastaligi gibi noérolojik rahatsizliklarin tedavisinde yeni hedefler

olabilecegini diisiindiirmektedir (197).
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LPS tarafindan indiiklenen inflamasyonun; pro-inflamatuar sitokinlerin
salinmasina ve oksijen tiirlerinin liretimine neden oldugu belirtilmistir. Hatta bu yolla

ogrenme ve hafiza bozukluguna neden oldugu da eklenmistir (198, 199).

Hichem ve ark. Tarafindan yapilan bir ¢alismada siganlar LPS ile indiiklenmis ve
resveratrol uygulamasina tabii tutulmuslardir. Beyin oksidatif stres seviyelerinde
resveratroliin beyin MDA ’sin1 6nemli dlgiide azalttigin1 ancak LPS’nin arttirdigini, SOD
ve CAT aktivitelerini resveratoliin anlamli sekilde arttirken LPS’nin anlamli sekilde
diistirdiigii rapor edilmistir (200). Bruna ve ark. Yaptigi bir ¢alismada ise resveratroliin
GSH seviyesinde anlaml1 bir artis sagladigr goriiliirken, LPS uygulanan grupta anlaml

bir azalma tespit edilmistir (201).

Kheir-Eldin ve arkadaslari, bizim aragtrmamiz ile ayn1 LPS serotipini (E. coli'den
055: B5) 2 mg/kg kullanarak, LPS uygulamasindan 2 saat sonra si¢gan beyninde SOD
aktivitesini analiz etmigler ve LPS uygulamasimin SOD aktivitesi tizerinde higbir etkisi
olmadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar LPS uygulmasi ile deney hayvanlarinin beyin
MDA seviyesinde hizli bir artis oldugunu da gostermiglerdir (202). Bunun tersine bir
bulgu olarak LPS uygulmasinin sigir makrofaj ve endotel pulmoner hiicrelerinde SOD
aktivitesini uyardigi tespit edilmistir (203, 204). Bir baska ¢alismada Hichem ve ark.
LPS’nin uygulmasinin doza bagli olarak MDA seviyesini 12 ila 24 saatte doruk noktasina
cikarip 48 saat sonra MDA seviyesinin tekrar konrol seviyesine kadar diistiiglinii
bildirmislerdir (200).

C.Alarkon ve ark. Resveratroliin hiicre i¢in redoks durumu iizerinde ilging bilgiler
saglamiglardir. Her anti-oksidan’in aslinda bir redoks (rediiksiyon-oksidasyon) oksidan
ajani, olarak tanimlayan arastirmacilar, resveratoliin hem anti-oksidan hem de pro-

oksidan aktivitelerini derlemislerdir (205).

Martins ve ark. Resveratoliin konsantrasyon ve zaman degisimlerinde farkli
biyolojik etkilerle sonuglanabilecegini belirtmislerdir. Arastirmacilar resveratroliin
hiicrelerde pro-oksidatif etki gosterebilecegi dozajlarda kullaniminin; kisa siirelerde
oksidatif stres’e yol agarken uzun siirelerde maruz kalmanin daha az sitotoksisiteye neden
oldugunu bulmuslardir. Bunun resveratroliin neden oldugu hasarlara kars1 hiicrelerin daha
direngli hale gelerek sagladiklarini belirtmislerdir (206). Bunlara ilaveten bir baska

calismada diisiik resveratrol dozlarmin (0.1-1.0 pg/mL) hiicre ¢ogalmasini arttirken,
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yiiksek dozlarinin (10.0-100.0 ug/mL) apoptozu indiikledigini ve insan tiimor ve endotel
hiicrelerinde mitotik aktiviteyi azalttig1 belirtilmektedir (207).

Arastirmamizda resveratrol uygulanan gruplarda MDA seviyeleri yiiksek
cikmistir. Gadacha ve ark. Yaptiklari ¢alismada, resveratrol uyguladiklari si¢anlarin kalp,
karaciger ve bobreklerindeki, 12 saatlik bir karanlik-aydinlik dongiisiinde lipid
peroksidasyon seviyelerinin degisimini incelemislerdir. Resveratroliin karanlik dongilide
bir anti-oksidan, aydinlik dongiide ise pro-oksidan olarak davrandigi belirtilmistir (208).
Resveratroliin arastirmamizda gozledigimiz MDA’y1 yiiseltici etkisi pro-oksidan

ozelliginden kaynaklanmis olabilir.

Aragtirmamizda EX-527+LPS grubu sigan beyin dokusu SIRT1 gen ifadesinde
diger tiim gruplarla karsilastirildiginda istatiki olarak anlamli bir diisiis tespit edildi
(p<0.05). Ayrica Resveratrol+LPS grubunun si¢an beyin dokularindaki SIRT1 gen

ifadesinde Kontrol grubuna gore istatiki olarak anlamli bir artig mevcuttu (p<0.05).

SIRT1 aktivatorii olarak tanimlandirilan resveratroliin SIRT1 {izerinde yapilan
birgok ¢alismada giiclii ve uyarici etkisi oldugu bildirilmistir (103). EX-527’nin ise
SIRTY1’i etkin bir bigimde inhibe ettigine dair bulgulara mevcuttur (209).

Ke Tao ve ark. yapmis olduklar1 in vitro bir ¢aligma bizim ¢alismamiz ile biiyiik
oranda paralellik gostermektedir. Arastirmacilar; deney diizeneklerini Kontrol,
Resveratrol, SIRT1 inhibitér, LPS, LPS+Resveratrol ve LPS+Resveratrol+SIRT1
inhibitor olmak iizere 6 grup olarak dizayn etmislerdir. Arastirmada gruplar arast SIRT1
mRNA seviyesi Kkarsilagtirildiginda SIRT1 gen ifadesinin  Resveratrol ve
LPS+Resveratrol grubunda, Kontrol, LPS ve inhibitor uygulanan gruplara gore arttigi
belirtilmistir. Ayrica arastirmacilar ¢alismanin devaminda resveratrol ile aktive edilen
SIRT1’in inflamasyon sonucu olusan hastaliklarda hayatta kalma oranin arttirabilecegini

de belirtmislerdir (210).

Bir bagka arastirmada Tongxun Li ve ark. farelere 15-30 mg/kg resveratrol ve 10
mg/kg LPS i.p olarak uygulamislardir. Hayvanlarin akcigerlerinden alinan 6rneklerde
Resveratrol15+LPS ve Resveratrol30+LPS gruplarinin Kontrol, LPS ve LPS+Saline
grubuna gore SIRT1/f-Actin mRNA seviyesinin arttirdigini saptamislardir (211).

Arastirmamizla benzerlik gésteren bir bagka ¢alismada Hualei ve ark. Resveratrol

ve oksitlenmis diisiik dansiteli lipoprotenin (ox-LDL) uygulanan grubun Resveratrol+ox-
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LDL, inhibitoriinde eklendigi Resveratrol+ox-LDL+EX-527 grubuna gore SIRT1/f-Actin
MRNA seviyesinin anlamli bir sekilde yiikselttigini bulmuslardir (212).

Haosen ve ark. Siganlarda 100 mg/kg, i.p, olarak resveratrol uyguladiklari gruptaki
SIRT1/p-Actin mRNA seviyesinin, Kontrol ve Sham gruplarina gore anlamli derecede
arttigin1 bulmuslardir (213).

Bir bagka arastirmada Cuiping Fu ve ark. EX-527 inhibitorii uygulamasinin

anlamli derecede SIRT1 gen ifadesini diisiirdiigiinii bildirmislerdir (214).

Arastirmamizin histopatolojik bulgularina gore Res+LPS grubu beyin dokularinda
yer yer dejenere ndronlara rastlandi. Res+LPS grubundaki dejenere néron yogunlugu LPS
grubuna gore belirgin sekilde azalmisti (p<0.05). EX-527+LPS grubunda izlenen néron
dejenerasyonunun, K ve Res gruplarindan istatistiki olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu (p<0.05); LPS grubunda ise daha hafif diizeyde dejenere ndron yogunlugu oldugu
tespit edildi (p<0.05).

Zhenyu Peng ve ark. Melatoninin SIRT1 aktivitesine olan etkilerini inceledileri
arastirmalarinda, KOAH hastalig1 tizerinde calismislardir. Arastirmada gruplarin akciger
dokular1 hematoksilen ve eozin boyamalarla boyandiktan sonra histopatolojik olarak
incelenmistir. Akciger dokusunun histopatolojik bulgularini degerlendirdiklerinde
KOAH grubunun Kontrol grubuna gore akciger parankimal yikimin ve hava sahasinda
genisleme meydana geldigini bulmuslardir. Ancak melatonin uygulanan grupta bu
dezenformasyonlarin bastirildigini belirtilmistir. Ayrica SIRT1 inhibitorii olan EX-
527°nin  uygulandigr grubun Melatoninin bu koruyucu etkilerini kaldirdigimi
saptamiglardir. Sonuglar melatoninin SIRT1 yolu ile KOAH {izerinde koruyucu bir etkisi
olabilecegini gostermistir (215).

Bir diger arastirmada Qiaoqing Ning ve ark. farelere 10mg/kg, i.p, LPS
uygulamiglardir. Uygulamadan 8 saat sonra alinan beyin dokularindan hemotoksilen ve
eozin boyamalarla histopatolojik bulgular arastirilmistir. LPS uygulamasi yapilan grubun
serebral korteks ve hipokampiisiindeki néronlarda dejeneratif bozukluklar meydana

geldigi belirtilmistir (216).

Aluminyum klortir (AICI3) ve Sodyum Floriir (NaF) uygulamasiyla olusturulan
norodejenerasyonda modelinde Reddy Nalagoni ve ark. Resveratroliin néron koruyucu

etkisini incelemislerdir. Hemotoksilen ve eozin boyamalarla histopatolojik olarak
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incelenen beyin dokularinda; AICI3+NaF uygulanan grupta ndrodejenatif bozukluklara
rastlanirken AICI3+NaF+Resveratrol grubunda hasarli néronlarin oraninin anlamli bir
sekilde diistiigii belirtilmistir. Ayrica Kontrol ve Resveratrol gruplari arasinda da
herhangi bir anlamli fark olugsmamustir. Arastirmacilar resveratroliin néron koruyucu
etkisine dikkat ¢ekmislerdir (217). Calismamiz genel manasiyla histopatolojik bulgular

bakimindan literatiir bilgileriyle uyumluluk gostermektedir.

Jay ve Li-Huei beyindeki islevsellik ve bozukluklarda Lizin asetilasyonu ve
deasetiasyonuna dikkat ¢ektikleri calismalarinda ilging bir sekilde, Histon lizin asetilazlar
(HAT) ile katalize edilen lizin asetilasyonunun genellikle bilissel performansi arttirirken,
histon lizin deasetilazlar (HDAC) ile katalize edilen lizin deasetilasyonunun bir¢ok beyin

bolgesinde biligsel diizenlemeyi negatif olarak diizenlediklerini belirtmislerdir (218).

Bir bagka ¢alismada Karen ve Patrizia genis spektrumlu HDAC inhibit6rlerinin
tedaviye verdikleri tepkinin heterojen oldugunu, bazi durumlarda koruyucu iken bazi
durumlarda zararli oldugunu belirtmektedir. Ornegin; bu genis spektrumlu farmakolojik
inhibisyonun, ¢ekirdek veya sitozolde, farkli histon dis1 substratlar1 hedefleye bildiklerini
sOylemislerdir (219).

Literatiir taramasinda arastirmalar ¢arpici bir sekilde HDAC inhibisyonunun, LPS
uygulamalarinda, pro-inflamatuar salimimlari hem azalttigt hem de giiglendirdigi

belirtilmektedir (220, 221).

Bor Lue’nin resveratol ve SIRTI etkilesiminde néron koruyucu etkisine dair
yaptig1 bir calismada, resveratroliin néron koruyucu etkilerini gosteren cok sayida
calisma oldugunun bildirilmesine ragmen son zamanlarda yapilan ¢alismalarda SIRT1
inhibisyonunun ndronal sag kalimi sagladigini dolayisiyla bu ¢eliskili verilerin bilim

diinyasini uzlagmaz bir paradoksa siirekledigini belirtmistir (222).

Resveratrol ve SIRT1 proteini araciligr ile ilgili enflamatuar diizlemde uyugmayan
calismalara bakildiginda ise arastirmacilar, resveratroliin hiicrede SIRT1 ile iliskili
olmayan baz1 enzimatik aktiviteleri etkiledigini dolayisiyla in vivo etkilerinin

yorumlanmasinin zorlastirdigini belirtmislerdir (223).

Resveratrol ve SIRT1 aktivatorliigli konusundaki en carpict ¢alismalardan biri
Michelle ve ark.’nin biyokimyasal analizler kullanarak SIRT1 aktivatorlerini

inceledikleri ¢alismadir. Calismalarinda bilinen SIRT1 aktivatorlerinden SRT1720,
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SRT2183, SRT1460 ve resveratoliin SIRT1’in dogal peptit veya tam uzunluktaki protein
substratlar1 ile aktivasyonu saglanmaz iken SIRT1’in kovalent olarak bagli bir florofor
iceren peptit subsratlar1 ile aktivasyon sagladigini 6ne stirmiislerdir. Sonug¢ olarak
SRT1720, SRT2183, SRT1460 ve resveratrolin SIRT1'in dogrudan aktivatorleri
olmadig1 sonucuna varmislardir (224). Dirk ve ark. Yaptig1 ve biyokimyasal analizlerin
kullanildig: bir bagka ¢alismada bunu destekler nitelikte olup aragtirmacilar resveratroliin
SIRT1’in famakolojik bir arag olarak dogrudan etkisinden uzak oldugunu belirtmislerdir
(225).

LPS’nin ndroinflamasyondaki roliine dair tutarsiz bilgilere dair yapilan bir
calismada; LPS’nin zayif beyin penetrasyonuna ragmen noroinflamasyonu tetiklemede
ve norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol alma da etkili olduklar1 belirtilmistir.
Ancak ilging olan diisiik seviyelerdeki bir LPS uygulamasinin olusturdugu hafif pro-
inflamatuar yanitin, beyni olast olumsuz kosullara karsi direngli hale getirdigi
gozlemlenmistir. Dolayisiyla LPS’nin 6zellikle heniiz tam olarak kesinlesmeyen dozaj
miktar1 ve siiresinin, beyinde ve nérodejenaratif hastaliklarda faydali veya zararli rolleri

olup olmadigina dair siipheler tasimaktadir (226).

Hosein Farzei ve ark. yapmis olduklari ¢alismada resveratroliin bilissel ve bellek
tizerine etkilerinin degerlendirildigi, randomize klinik g¢alismalardan elde edilen 225
kisinin verilerini derlemislerdir. Bu meta-analiz sonuglari, isitsel sozel 6grenme testleri
(AVLT) uygulanan bireyler arasinda bellek ve bilissel performasi arasinda anlamli bir

fark bulunmadig1 yoniindedir (227).

Bizim arastirmamizda da sigan biligselligini degerlendirilmesi i¢in MWM testi

yapilmis ve sonuglari istatiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tezden elde edilen veriler 15181 altinda LPS uygulamasi ile néroinflamasyonun
tetiklendigi ve akabinde noérodejenasyonun meydana geldigi ek olarak elde edilen

bulgulara gére LPS indiiklii nérojenerasyonda,

Tim deney gruplarinda yapilan Morris su labirenti bilissellik testi sonucunda;
Platform bolgesinden gecis sikligi (adet), Hedef platformda bulunma siiresi (sn),
Ortalama hiz (cm/sn), parametreleri istatiksel olarak degerlendirildi ve anlamli bir fark
olmadigi (p>0.05), LPS ve/veya resveratrol uygulamasinin bilissel veya hafiza

fonksiyonlarinda herhangi bir degisiklige neden olmadigi,

Biyokimyasal analizler sonucunda; GSH seviyesi ve CAT aktivitesinde gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05), MDA seviyeleri incelendiginde Res ve
Res+LPS grubundaki hayvanlarin artan beyin MDA seviyelerinin, K, LPS ve EX-
527+LPS grubuna gore istatistiki olarak anlamli oldugu (p<0.05), EX-527+LPS grubu
hayvanlarin beyin SOD aktivitesindeki artisin, K ve LPS grubu beyin SOD aktivitesine
gore istatiki olarak anlamli oldugu (p<0.05), Res ve Res+LPS grubu SOD

aktivitelerindeki azalmanin K grubuna gore istatistiki olarak anlamli oldugu (p<0.05),

Molekiiler genetik bulgulara bakildiginda EX-527+LPS grubu beyin SIRT1 gen
ifadesindeki diisiis diger tiim gruplarla karsilastirildiginda istatiki olarak anlamli oldugu
(p<0.05), Res+LPS grubunun SIRT1 gen ifadesinin K grubuna gore istatiki olarak anlaml
bir artig gosterdigi (p<0.05),

Histopatolojik veriler incelendiginde; K ve Res gruplarina ait kesitlerde, piramidal
tabakada yer alan noronlarin az sayidaki dejenere néron disinda normal morfolojik
ozelliklere sahip oldugu, LPS grubunda, ndronlarin dejeneratif degisikliklere sahip
oldugu, Res+LPS grubunda yer yer dejenere ndronlara rastlandigi, bununla beraber,
Res+LPS grubundaki dejenere néron yogunlugunun, LPS grubuna gore belirgin sekilde
azaldig1, EX-527+LPS grubunda izlenen néron dejenerasyonunun, K ve Res gruplarindan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu (p<0.05); LPS grubundan ise daha
hafif diizeyde dejenere noron yogunluguna sahip oldugu (p<0.05), tespit edilmistir.

54



Calismamiz verilerinden yola c¢ikarak; resveratrol ile SIRT1 gen ifadesinin

arttirllmasinin, LPS indiiklii nérodejenerasyonu 0nleyebilecegi kanaatini tagimaktayiz.
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EK.3. p-Aktin GEN DIiZILiMi

Sigan B-Aktin geninin 1293 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmektedir. Gen Bankasi Kayit No: NM_031144.3

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

gtcgagtccgcgtccacccgcgagtacaaccttcecttgecagetectecgtecgecggtecac

acccgccaccagttcgceccatggatgacgatatcgctgegetecgtecgtcgacaacggcectcece

ggcatgtgcaaggccggcttcgcgggcgacgatgcteccececgggecgtecttececctecate

gtgggccgccctaggcaccagggtgtgatggtgggtatgggtcagaaggactcecctacgtyg

ggcgacgaggcccagagcaagagaggcatcctgaccctgaagtaccccattgaacacggce

attgtcaccaactgggacgatatggagaagatttggcaccacactttctacaatgagectg

cgtgtggcccctgaggagcaccctgtgectgectcaccgaggecccctectgaaccctaaggec

aaccgtgaaaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagccatgtacgta

gccatccaggctgtgttgtcecctgtatgectctggtecgtaccactggcattgtgatggac

tccggagacggggtcacccacactgtgcecccatctatgagggttacgecgectceccecctcatgece

atcctgcgtctggacctggctggccgggacctgacagactacctcatgaagatecctgacce

gagcgtggctacagcttcaccaccacagctgagagggaaatcgtgecgtgacattaaagag

aagctgtgctatgttgccctagacttcgagcaagagatggccactgceccgcatcectettee

tccectggagaagagctatgagctgectgacggtcaggtcatcactatcggcaatgagegyg

ttccgatgccccgaggctetetteccagecttecttectgggtatggaatectgtggecate

catgaaactacattcaattccatcatgaagtgtgacgttgacatccgtaaagacctctat

gccaacacagtgctgtctggtggcaccaccatgtacccaggcattgctgacaggatgcag

aaggagattactgccctggctcctagcaccatgaagatcaagatcattgctcectectgag
SSSSSSSSSSSSSSS>>>>
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1081 cgcaagtactctgtgtggattggtggctctatcctggcctcactgtccaccttccagecag
<LLLLLLLLLLLLLLLLL LKL
1141 atgtggatcagcaagcaggagtacgatgagtccggcccctccatcgtgcaccgcaaatge

1201 ttctaggcggactgttactgagctgcgttttacaccctttctttgacaaaacctaacttyg

1261 CgCaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> |leri primer

<<<<<< Geri primer
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EK.4. SIRT1 GEN DizZiLiMi

Sigan SIRT1 geninin 640 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki
yerleri gosterilmektedir. Gen Bankasi Kayit No: NM_001107627.1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

gacaacctcctgttggctgatgagatcatcactaatggctttcattcctgtgaaagtga

tgacgatgacagagcatcacacgcaagctctagtgactggactccaaggccacggatagg

tccatatacttttgttcagcaacacctcagattggcaccgatcctcgaacaattcttaa

agatttattaccagaaacaattcctccacctgagttggatgatatgacactgtggcagat

tgttattaatatcctttcagaaccaccaaagcggaaaaaaagaaaagatattaatacaat

SOOOOSS55555>>>

tgaagatgctgtgaagttactacaagagtgcaaaaagataatagttctgactggagctgg

<LLLLL L L LKL L L L LKL

ggtttctgtttcctgtgggatacctgacttcagatcaagagatggtatttatgctcgect

tgctgtggacttccecggatctcecccagatecctcaagecatgttecgatattgagtattttag

aaaagacccaagaccattcttcaagtttgcaaagaagaaacagcattgaagcattatttyg

gggggaaaaacacacacacaaaatccagcaactcagcattcatgagcagctctgttctat

accagtatgtgcctgtgcagtggaaggaaagcaattttgg

>>>>>> |leri primer

<<<<<< Geri primer
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