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OZET
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BAL ARILARINDA (Apis mellifera) BESLENME FARKLILIKLARININ SIRTUIN
ENZIMLERI VE NORODEJENERATIF VE NOROTRANSMITTER SALINIMINI
DUZENLEYEN GENLER UZERINDE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sevda CELIK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Aydin TURKEC

Norodejeneratif hastaliklarin - kesin  tedavisi  heniiz bulunmamaktadir. Birgok
norodejeneratif bozukluklarin arastirilmasinda model organizma olarak bal arilar
kullanilmaktadir. Histon deasetilaz olan Sirtuinlerin norodejeneratif hastaliklara katki
sundugu bilinmektedir fakat hangi gen ve yolaklar tizerinden oldugu bilinmediginden bu
tez ¢alismasinda bal arilarinda, SIRT1, SIRT6 ve SIRT7 aktivitesi ve bununla iliskili
norotransmitter salinimin1 kontrol eden BRP geni, ndrodejeneratif hastaliklarda rolii
oldugu bilinen BECN1, ATG5, mTOR geni ile yagsam uzunlugunu etkileyen Vg ve AmILP-
2 gen ifade farkliliklar1 arastirilmis, istatistiksel olarak anlamliliklar1 tespit edilmistir.
Deney iinitelerinin beslenmesinde kullanilan suruplar %50 sukroz ve steril su ile
hazirlanmistir ayrica aktivator gruplar igin 3 mg/1 kurkumin, inhibitér gruplar i¢in 1,1 g/l
sodyum biitirat eklenmistir. Kontrol grubuna yalnizca sekerli su verilmistir. Kralice
larvalar, isci larvalar ve ergin arilardan olusan 36 numunede RNA izolasyonu, cDNA
sentezi ve qPZR ile gen ekspresyonlarina bakilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri AACPp,
ANOVA test, Tukey Kramer post hoc testi ve Pearson korelasyon katsayisi istatistik
yontemleri ile hesaplanmistir ve ifade anlamliligi degerlendirilmistir. Uygulanan besin
diyeti ana ar1 larvalarinda mTOR ve SIRT1, is¢i ar1 larvalarinda ATGD, ergin is¢i arilarda
mTOR ve BRP genlerinde istatistiki fark 6nemli bulunmustur. Besin diyetinden bagimsiz
olarak ¢alismamizda larva grubunda, SIRT1 ve SIRT6 genleri ATG5 geni ile SIRT7 geni
ise mMTOR ve ILP2 genleri ile ergin is¢i ar1 grubunda ise SIRT1 geni mTOR, ILP2, ATG5
ve Vg genleri ile SIRT6 ve SIRT7 genleri ise mTOR, BECN1, ILP2, ATG5 ve Vg genleri
ile anlaml1 bir korelasyon gostermistir. Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda kurkumin ve
sodyum biitirat igeren besin diyetlerinin dogrudan ya da dolayli olarak sirtuin genleri ve
norodejeneratif hastaliklarla iliski gen tizerindeki etkileri gosterilmistir. Daha fazla
orneklem grubu ve parametreler iceren gen ve etkilerinin protein diizeylerinde de
arastirildigi calismalarin yapilmasinin yararli olacag: diistiniilmekledir.

Anahtar Kelimeler: Bal arisi, Sirtuin, BECN1, ATG5, mTOR, BRP, Vg ve AmILP-2,
HDAC inhibitér, HDAC aktivator, nérodejeneratif hastaliklar

2024, vii +83 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DIETARY DIFFERENCES ON SIRTUIN
ENZYMES AND GENES REGULATING NEURODEGENERATIVE AND
NEUROTRANSMITTER RELEASE IN HONEYBEES (Apis mellifera)

Sevda CELIK

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Aydin TURKEC

There is currently no cure for neurodegenerative diseases. Honey bees are used as a model
organism in the research of many neurodegenerative disorders. The sirtuins, which are
histone deacetylases, are known to contribute to neurodegenerative diseases but it is not
known in which genes and pathways they are involved. Therefore, in this thesis study,
the activities of SIRT1, SIRT6, and SIRT7 were investigated in honeybees, and expression
of related genes including the BRP gene that controls neurotransmitter release, BECN1,
ATG5, and mTOR genes, which are known for their roles in neurodegenerative diseases,
Vg and AmILP2 genes, which affect life span, were investigated and their statistical
significance was determined. The syrups used in the feeding of the test units were
prepared with 50% sucrose and sterile water, to which were added 3 mg/l curcumin for
activator groups, and 1,1 g/l sodium butyrate for inhibitor groups. The control group was
given only sugar water without additives. In 36 samples of queen larvae, worker larvae
and adult bees, gene expression levels were examined by RNA isolation, cDNA synthesis
and qPCR. Gene expression levels were calculated using AACp, and the significance of
the expression levels assessed using ANOVA test, Tukey Kramer post hoc test and
Pearson correlation coefficient statistical methods. Statistically significant differences
were found between nutrient diet applications in mTOR and SIRT1 in the queen bee
larvae, ATG5 in worker bee larvae, mTOR and BRP in adult worker bees. In our study,
regardless of the nutrient diet, the SIRT1 and SIRT6 genes showed a significant correlation
with the ATGS5 gene and the SIRT7 gene showed a significant correlation with the mTOR
and ILP2 genes in the larval group, the SIRT1 gene was significantly correlated with the
mTOR, ILP2, ATG5, and Vg genes, and the SIRT6 and SIRT7 genes, such as mTOR,
BECNL1, ILP2, ATG5, and Vg genes in the adult worker bee group. Our result, this thesis
has shown the effects of food diets containing curcumin and sodium butyrate directly or
indirectly on the expression of sirtuin genes and genes associated with neurodegenerative
diseases. It is thought that it would be useful to carry out studies including more sample
groups and parameters and in which genes and their effects are also investigated at the
protein level.

Key words: Honey bee, Sirtuin, BECN1, ATG5, mTOR, BRP, Vg and AmILP2, HDAC
inhibitor, HDAC activator, neurodegenerative diseases
2024, vii +83 pages.
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Aciklama
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1 dakika icerisinde gerceklestirilen devir sayisi
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Protein kinaz B

Apis mellifera Insiilin Benzeri Peptit 2
Apis mellifera insiilin reseptorii
Adenozin monofosfat-aktif protein kinaz
Otofaji ile iliskili gen 5

Otofaji ile iligkili gen 7

Otofaji ile iliskili gen 8

Otofaji ile iligkili gen 12

Amiloid beta plaklarinin

Beclin-1

Bruchpilot
Aktif bolgeyle iliskili yapisal proteindeki sitomatriks
Sitomatris ile iligkili aktif bolge
p300/CREB baglayici protein
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Merkezi sinir sistemi
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IIS Insiilin/insiilin benzeri sinyalizasyon
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JH Juvenil hormon

MS Multipl Skleroz

mTOR Memeli rapamisin hedefi
Munc-13  Memeli Unc-13
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NF-Kb Niikleer faktor kappa B

PD Parkinson hastaligi

PGC-1a  Peroksizom proliferatoriiyle aktiflestirilen reseptor-gama koaktivatorii 1 alfa
POL1 Polimeraz 1

p53 Tiimor protein 53
PI3K Fosfatidilinositol 3-kinaz
PI3P Fosfatidilinositol 3 fosfat

RIM1 Rab3 etkilesimli molekiil
SIRT1 Sirtuinl
SIRT?2 Sirtuin2
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Sir2 Sessiz bilgi diizenleyicisi 2
STACs Sirtuin aktive edici bilesikler
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gRT-PCR quantitive Real Time-PCR
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Cizelge 4.23.

Isci arilarda SIRT7 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans
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1.GIRIS

Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklar giiniimiizde milyonlarca insani
etkileyen kompleks hastaliklardir. Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde farkli
yaklasimlar bulunsa da kesin bir tedavi yontemi hala bulunmamaktadir (Hanoglu et al.,
2015). Bu hastaliklarin tanis1 bazi néropsikiyatrik testler, kan veya beyin omurilik
stvisinda (BOS) analiz edilen bazi biyobelirtegler ile konabilmektedir. Fakat yinede post-
mortem beyin otopsisinde amiloid plaklar ve norofibriler yumaklar gibi patolojik
olusumlarin tespit edilmesiyle kesin taniya varilir. Bu hastaliklarin kesin tedavisi ise
heniiz bulunmamaktadir. Hastalara kismen yardimeci olabilen tedaviler bulunmaktadir.
Bu anlamda Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi’nin (Food and Drug Administration; FDA)
onayladig1 sadece dort ilag bulunmaktadir: bunlardan ii¢ tanesi (donepezil, rivastigmin,
galantamin) kolinesteraz inhibitorii grubunda olup hafif-orta siddetli hastalikta ise
yaramaktadir, bir tanesi ise (memantin) N-metil-D-aspartat reseptor antagonisti olup
orta-agir siddetli Alzheimer’da kullanilir (Gezici & Kogum, 2021). Bu ilaglar viicuda
yabanci kimyasallar oldugu i¢in uzun vadeli kullanimda ciddi yan etkilere neden olurlar
(Toman et al., 2018). Bu nedenle norodejeneratif hastaliklara karsi bilissel bozulmay1
onleyebilecek, geciktirecek, uygun maliyetli, giivenli ve kolay uygulanabilir, alternatif
miidahale stratejileri gelistirmek olduk¢ca Onemlidir. Arastirmacilar ¢ogunlukla
norodejeneratif hastaliklarla iligkili genomik degisikliklere odaklanmaktadir ancak
noroepigenetik ile ilgili degisiklikler gogunlukla ihmal edilmektedir. Norodejeneratif
hastaliklarin yeni terapotik tedavisi, epigenetik degisiklikler ile miimkiin olabilmektedir.
Noronallerin islevi ve farklilagmasi, genom ve epigenoma yoluyla biiyiik oranda
diizenlenmektedir. Normal kosullar sirasinda, histon asetilazlarin (HAT) ve histon
deasetilazlarin (HDAC) dengeli protein konsantrasyonu néronal homeostazi
saglamaktadir. Bu denge uzun vadeli noronal giiglenme, 6grenme ve hafiza gibi normal
norofizyolojik siireglere yol agan gen ekspresyonundan sorumludur (Boutillier et al.,
2003). Histon asetilazlar ile gerceklesen histon asetilasyonu, epigenom olarak
adlandirilan kromatini modiile eden histonlardan ve DNA modifikasyonlarindan
biridir. Kromatindeki bu degisikliklere HAT'ler ve HDAC'ler aracilik etmede 6nemli rol

oynamaktadir.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/therapeutic-procedure
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/filgrastim

HDAC inhibitdrleri (HDACH) epigenetik mekanizmalar ile norodejeneratif hastaliklarda
iyilesme sunmaktadir (Biirli et al., 2013; Didonna et al., 2015). Kurkumin gibi HDAC
aktivatorleri (HDACa), depresyon Parkinson, Alzheimer, demans gibi hastaliklarda
koruyucu etkileri bilinmektedir (Kulkarni et al., 2008; Bhutani et al., 2009; Qualls et al.,
2014; singla et al., 2010; Hamaguchi et al., 2010; Yang et al., 2013).

Insanlarda goriilen yaslanma, kanser, ndrodejeneratif bozukluklar ve enflamasyon gibi
epigenetik temelli hastaliklarin anlasilmasina yonelik calismalarda bal arilan
kullanilmaktadir (Bergman vd., 2016; Mukherjee vd., 2015). Isci ve ana arlar (kralige
ar1) ayni genoma sahiptir fakat ana arilarin dmrii epigenetik faktorlerin etkisiyle 10-20
kat daha uzundur. Geligme siiresi boyunca sadece ari siitii ile beslenen bal aris1 larvalar
epigenetik diizenlemeler yoluyla ana ar1 olmaktadir (Maori vd., 2019). Bu durum Sirtuin
genleri ile de iliskilendirilmistir (Hsu et al., 2014). Ozellikle Sirtuin'lerin SIRT1, SIRT6
ve SIRT7 gibi formlari, gen ekspresyonunu baskilayan transkripsiyonel diizenleyiciler
olarak goérev yapar. Yasam uzunluklarini etkiler ve yaslanmayla iliskili gen
ekspresyonunu degistirebilir (Toiber et al., 2011; Rimmele et al., 2014; Chen et al.,
2012). Aynmi1 zamanda Vitellogenin (Vg)’in bal arilarinin yasam uzunluklarini artiran
fonksiyonlar1 vardir (Corona vd., 2007). Sirtuinler noronal sagkalimi otofaji yoluyla
saglayabilir. SIRTL, otofaji ile iligkili gen 5 (ATG5)’i deasetilleyerek bazal otofajiyi
artirir (Lee vd., 2008) ve Beclin-1 (BECNL1) genini inhibe ederek otofajiyi diizenleyebilir
(Nopparat et al., 2017). SIRT1 aktivasyonu otofajiyi pozitif olarak diizenlerken, memeli
rapamisin hedefi (MTOR)'nin aktivasyonu otofajiyi negatif olarak diizenler (Parmar vd.,
2022). Ayrica bal arilari ile ayn1 sinifa ait olan Drosophila da Insiilin Benzeri Peptit 2
(ILP2) ekspresyonunda azalma, daha fazla Sirtuin aktivitesi gosterir (Stefanatos vd.,
2012). HDACG6 Bruchpilot (BRP) dahil olmak iizere birden fazla hedefi deasetiller
(Miskiewicz vd., 2014, Hubbert vd., 2002).

Bu tez kapsaminda uygulanacak olan farkli beslenme diyetlerinin, Sirtuinler ve
sirtuinlerin belirledigimiz genlerle birlikte ifadesinin artip artmadigina dair verecegi
sonuglar; hastaligin 6nlenmesini saglayan, ilerleme siirecini yavaslatan veya hastanin
yasam Kalitesini artirabilen, sirtuinleri hedef alan yeni tedavi yaklasimlari i¢in 151k

tutacaktir.



Tiim bunlardan dolay1 norodejeneratif hastaliklar icin model organizma olarak tercih
edilen bal arilarinda, norodejeneratif hastaliklara katkisi oldugu diisiiniilen genlerin
ifadesinin incelenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez ¢alismasinda geng ergin is¢i bal
arilari, is¢i ve kralige bal ar1 larvalar1 HDACi ve HDACa igeren diyet rejimleri ile
beslenmistir. Bal arilarinda sirtuin aktivitesi ve bununla iligkili nérotransmitter salinimini
kontrol eden BRP geni ile norodejeneratif hastaliklarda rolii oldugu bilinen BECN1,
ATG5 ve mTOR genlerinin ifade seviyeleri belirlenmistir. Ayrica proje kapsaminda
yasam uzunlugunu ve gelismeyi etkileyen Vg, AmILP-2 gen ifade farkliliklar1 da
quantitive Real Time-PCR (qRT-PCR) yontemi kullanilarak arastirilmistir. Tez
kapsaminda sirtuinlerin  ndrodejeneratif hastaliklarla  iligkisinin  belirlenmesi
amaclanmaktadir. Farkli diyet igeriklerinin sirtuin yolagindaki etkileri dogrudan ve
biitiinciil bir sekilde arastirilmasi ve ndrotransmitter salinimi ve nérodejeneratif

hastaliklarla rolii olan genlerle iligkisinin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

Apis cinsine ait zar kanatli (hymenopteran) olan bal aris1 (A. mellifera L.); karsilastirmali
genomik, tarimsal ve biyomedikal caligsmalarda oldukca yaygin olarak kullanilan, sosyal
bdcek olarak tanimlanan bir model organizmadir (Viuda-Martos et al., 2008). Bal arilari,
insanlarda goriilen yaslanma, kanser, norodejeneratif bozukluklar ve enflamasyon gibi
epigenetik temelli hastaliklarin anlasilmasina yonelik calismalarda kullanilmaktadir
(Bergman et al., 2016; Mukherjee et al., 2015). Isci ve ana arilar ayn1 genoma sahiptir
fakat ana arilarin 6mrii epigenetik faktorlerin etkisiyle 10-20 kat daha uzundur. Déllenen
tiim bal aris1 yumurtalar1 ana ar1 olma potansiyeline sahiptir. Bununla birlikte gelisme
sliresi boyunca sadece art siitii ile beslenen bal aris1 larvalart epigenetik diizenlemeler
yoluyla ana ar1 olmaktadir (Maori et al., 2019). Bu epigenetik diizenlemeler DNA
metilasyon, histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA’lar olmak {izere ii¢ temel
mekanizma ile gergeklesir ve geri dontisiimlii olabilmektedir. Bu mekanizmalar birbirleri
ile sik1 bir etkilesim halindedir. Histon modifikasyonlari, kromatin yapisini degistirerek
kromatin yeniden yapilanmasini etkilemektedir. Kodlamayan RNA’lar ise diger iki

mekanizmanin {izerine etki gdstermektedir (Federoft, 2012).

2.1. Sirtuinler (Sessiz ciftlesme tipi bilgi diizenleyiciler)

Transkripsiyon asamasinin kontroliinde, asetilasyon/deasetilasyon araciligiyla histon ve
transkripsiyon faktorlerinin (6rnegin p53, niikleer faktér kappa B (NF-kB), p65 ve
peroksizom proliferatoriiyle aktiflestirilen reseptor-gama koaktivatorii 1 alfa (PGC-1a))
modifikasyonu merkezi bir rol oynamaktadir. Histon asetilasyonu, histon asetil
transferaz enzimleriyle (HAT) katalize edilirken bu reaksiyonun tersi ise histon
deasetilaz enzimleri (HDAC) tarafindan gerceklestirilmektedir. Mayalardan insana kadar
farkli canli tiirlerin korunmus olarak bulunan HAT ve HDAC’lar ¢esitli simiflarda
gruplandirilir. HDAC'ler filogenetik korumaya dayali olarak dort sinifa ayrilir. Sinif I
(HDACI, 2, 3, 8), Smif Il (HDACA4, 5, 6, 7, 9, 10) ve Sinif IV (HDACI11) HDAC'ler
¢inkoya bagimlidir.



Sirtuinler olarak da bilinen Smf III (SIRTI, 2, 3, 4, 5, 6, 7) HDAC'ler, Nikotinamid
Adenil Diniikleotid (NAD *) bagimhidir, hiicresel NAD/NADH oranini  kontrol
etmektedir (Gregoretti et al., 2004; Milazzo et al., 2020).

SIRT1, SIRT6 ve SIRT7 cekirdek; SIRT2 sitoplazmik; SIRT3, SIRT4 ve SIRT5
mitokontriyal lokalizasyona sahiptir. Deasetilaz aktivitesine ek olarak bu proteinlerin;
adenozin difosfat (ADP) ribozilasyonu (SIRT1, SIRT4 ve SIRT6), desuksinilasyon ve
demalonilasyonu (SIRT5), delipolilasyonu (SIRT4), demristolasyon ve depalmitolasyonu
(SIRT6) gibi alternatif enzimatik islevlere sahiptir (Budayeva et al., 2016). Sirtuinler
HDACI ve HDACII’lerden farklidirlar ve maya sessiz bilgi diizenleyicisi 2 (Sir2)’nin
homologlaridir (Blander ve Guarente, 2004). Sirtuinlerin histon proteinlerinin
deasetilasyonunun yani sira histon olmayan (timor protein 53 (p53), p300/CREB
baglayici protein (CBP)) sirtuin bilesiklerin deasetilasyonun yapildiginin gosterilmis
olmasi, sirtuinlerin biyolojik 6nemini artirmaktadir. Sirtuin hedefleri olan bu proteinlerin
aktivitesi, hiicresel lokalizasyonlar1 veya diger proteinlerle olan iligkileri adenilasyon ile
modifiye edilmektedir (Dai et al., 2016). Sirtuin protein aktivitesi, birgok amino asit
tizerindeki fosforilasyonu ile degismektedir (Yang et al., 2022). Sirtuin iglevlerindeki bu
cesitlilik, farkli hiicre i¢i yerlesimlerinden kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla bu durum
sirtuinlerin  6nemlerini artirmaktadir (Budayeva et al., 2016). Sirtuinlerin lizin
kalintilarinin aminlerinin propionile veya biitirile edilebilecegine dair artan kanitlar
vardir. Histon lizin kalintilarinin yani sira histon olmayan proteinlerin, propionile edilmis
ve biitirillenmis oldugunu ortaya koyan ¢aligmalar vardir (Chen et al., 2008; Cheng et al.,
2008).

Agirlikl olarak bir ¢ekirdek proteini olan SIRT1, histon 1 (H1), histon 3 (H3) ve histon
4 (H4) histonlarinin deasetilasyonunu yapmaktadir (Toiber et al., 2011). Ayrica SIRT1
transkripsiyon faktorleri ve DNA onarim proteinlerini (Bonkowski & Sinclair, 2016)
igeren 50’den fazla histonun hedefini degistirmektedir (Gertz & Steegborn, 2016). SIRT1
bir transkripsiyon regiilatoriidiir (Bonkowski & Sinclair, 2016, Inoue et al., 2014).
SIRTL’in ifadesi ¢esitli kiigiik aktivator ve inhibitor molekiiller tarafindan
degistirilmektedir. Bu nedenle SIRT1 6nemli bir terapotik hedef olarak bilinmektedir
(Dai et al., 2018).



SIRT1 stres tepkilerinin diizenleyicisi olan Forkhead box (FOX) transkripsiyon
faktorleri, O sinift FOX proteinleri (FOXO) deasetilasyonunu kontrol etmektedir. SIRT1
deasetilasyonun yalnizca FOXQO'yu aktive veya inhibe etmedigi ayn1 zamanda SIRT1’in
FOXO'yu segici olarak belirli hedeflere yonlendirdigi, boylece fosforilasyon ile

diizenlemeye de yardimci oldugu diistiniilmektedir (Inoue et al., 2014).

SIRT1 ayn1 zamanda adenozin monofosfat-aktif protein kinaz (AMPK) aktivitesini de
artirmaktadir. Bu otofaji aktivasyonunu uzatmak veya giiglendirmek igin pozitif bir geri
besleme dongiisii olusturmaktadir (Canto et al., 2019; Park et al., 2016). SIRT1, NF-xB
faaliyetini muhtemelen baskilayarak yangida da rol oynamaktadir (Yeung et al., 2004).
SIRT1, oksidatif fosforilasyonu ve mitokondriyal biyogeneze neden olan metabolik
homeostasisiyi de diizenlemektedir (lagouge et al., 2006). SIRT1 posttranskripsiyonel
olarak siklinB/siklin bagimli kinaz 1 (CDKI1) aracili fosforilasyonu, deasetilaz
aktivitesini modiile etmektedir ve hiicre proliferasyonunu etkilemektedir (Miteva et al.,
2014). Fosforilasyon ve sumolasyon SIRT1’in aktivitesini artirmaktadir (Moore vd.,
2012). Ayrica SIRT1 fosforilasyonunun SIRT6 konformasyon degisikliklerini
diizenleyebilecegi diisiiniilmektedir. Bu konformasyonel degisiklik SIRT6 substratlarin
hedeflenmesini de modiile etmektedir (Miteva et al., 2014). SIRT1 aym1 zamanda
SIRT6’nin ifadesini artirmaktadir ve birlikte metabolik ara {irtinlerin tiretimini etkileyen

mitokondriyal aktivitenin diizenlenmesinde rol oynadiklar1 diigiiniilmektedir (Kugel et
al., 2016).

SIRT2, tiibiilini deasetilasyona ugrattigi sitoplazmadaki mikrotiibiillerle iligkilidir (North
etal., 2003). SIRT2 protein hiicre dongiisii diizenlemesinde bir rol oynamaktadir (Dryden
et al., 2003). SIRT2, mitozdan sonra hizla par¢alanmaktadir ve SIRT2'nin mutant
formlarini asir1 eksprese eden hiicreler mitozdan ge¢ ¢ikmaktadir (North et al., 2004).
SIRT2'nin kanser patogenezindeki rolii oldugu bilinmektedir. SIRT2 protein
ekspresyonunun seviyeleri, insan glioma hiicre hatlarinin biiyiik bir kisminda ciddi

sekilde azalma gostermektedir (Hiratsuka et al., 2003).



SIRTS3, ¢ekirdekte bir histon deasetilaz olarak islev gormektedir ve stresle iligkili genlerin
ifadesini baskilamaktadir (Iwahara et al., 2012). SIRT3, oksidatif fosforilasyon, yag asidi
oksidasyonu, iire dongiisii ve antioksidan tepki sisteminde yer alan ¢esitli mitokondriyal
proteinlerin fonksiyonunu diizenlemektedir (Hallows et al., 2011; Hirschey 2010; Qiu et
al., 2010; Shimazu et al., 2010; Schlicker et al., 2008; Yu et al., 2012). SIRT3,
mitokondriyal ROS seviyelerini azaltmak i¢in antioksidan enzim manganez siiperoksit

dismutazi deasetile ederek aktiflestirmektedir (Luo et al., 2017).

SIRT4, NAD *’ya bagimli mono ADP ribosiltransferaz aktivitesi géstermektedir. Ayrica
3-hidroksi-3-metil-glutarillenmis  lizin  kalintilarina  karst  deagilaz  aktivitesi
gostermektedir (Pannek et al., 2017). SIRT4 in ekspresyon seviyeleri karaciger, kalp,
bobrek ve beyinde yiiksek oldugu bilinmektedir (Sidorova et al., 2014). SIRT4,

mitokondride ROS iiretiminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Luo et al., 2017).

SIRT5, metabolik ve enerji yollarindaki proteinleri deasetile etmektedir (Huang et al.,
2010). SIRT5 ayrica protein lizin demalonilaz ve desiiksinilaz olarak tanimlanmaktadir
(Duetal., 2011). SIRTS5, kalp, kas, beyin, karaciger ve bobrekte nispeten yiiksek diizeyde
olmak tizere ¢esitli dokularda eksprese edilmektedir (Kumar et al., 2018). SIRTS'in insan
hastaliklarinin patogenezindeki rolii su anda tartisilmaktadir ¢linki SIRT5'in gen
yapisindaki tekrarlayan unsurlar kismen genomik kararsizliga ve dolayisiyla malign
(kotl huylu tiimor) transformasyona neden olabilmektedir (Gertz et al., 2010). SIRT5'in
apoptozun diizenlenmesinde ek bir islevi olup olmadigi hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir ancak SIRTS'in hiicresel metabolizma ve hiicresel yaslanmanin
diizenlenmesinde fizyolojik bir rolii oldugu bilinmektedir (Gertz et al., 2010; Michishita
et al., 2005).

SIRT6, oksidatif stres kosullarinda memeli hiicrelerinde DNA tamiri ve genomik
stabilitenin korunmasinda anahtar rol oynamaktadir. SIRT6 kromatinle iligkilidir. SIRT6,
histonlar, transkripsiyon faktorleri ve stres tepki proteinlerinin islevlerini degistirerek
gen ifadesinin diizenlenmesini, telomerlerin korunmasi ve DNA tamirini saglamaktadir
(Kugel et al., 2016). SIRT6 geni susturulmus farelerin, erken yaslanma ve kansere
yatkinlik olusturdugu bilinmektedir (Mostoslavsky et al., 2006). Ayrica SIRT6



yaslanmaya bagli goriilen ndrodejeneratif hastaliklara kars1 korumada rol oynamaktadir

(You et al., 2019).

SIRT7, proliferatif dokularda; dalak, over, tiroit, karaciger ve testis de bulunur.
Nonproliferatif dokuda ifadesi yoktur ya da zayiftir (Guarente et al., 2011). SIRT7 'nin
RNA polimeraz | transkripsiyonunu aktive ettigi bilinmekle birlikte protein substrati
heniiz tanimlanamamustir. SIRT7 islevsel olarak transkripsiyonel diizenlemede rol

almaktadir.

SIRT7, ribozomal genlerin promotdrlerinde ve kodlama bdlgelerinde tespit bulunur;
Polimeraz 1 (poll) ile dogrudan etkilesim yoluyla ribozom {iiretimini pozitif olarak
kontrol etmektedir (Ford et al., 2006; Grob et al., 2009; Chen et al., 2013). Tersine,
SIRT7, histon H3K18 deasetilasyonu yoluyla rDNA tekrarlar1 disindaki genlerin
transkripsiyonunu negatif olarak diizenlemektedir. SIRT7 kromatin yeniden
modellenmesinde gorev almaktadir. SIRT7 geni susturulmus farelerin 6mrii kisadir
(Barber et al., 2012; Tsai et al., 2012). SIRT7 p53°e de etki etmektedir (Vakhrusheva et
al., 2008). SIRT7 ayrica siklinB/CDK1 tarafindan fosforile edilmektedir (Grob et al.,
2009; North et al., 2007). Norodejeneratif bir rahatsizlik olan Multiple Skleroz da SIRT7
gen ifadesi diisiik oldugu bilinmektedir (Bayram, 2013).

Bu nedenle sirtuinlerin aktivitesinin diizenlenmesi, yasa bagl pek ¢ok hastaliga karsi
yeni tedavi uygulamalarinin gelistirilmesinde biiyiik 6neme sahiptir (Villabla & Alcain,
2012). Bununla birlikte bal arisinda sirtuin ifadesi ve yaglanma-stres yolaklar tizerindeki
etkileri ile ilgili caligmalar oldukga sinirli oldugu bilinmektedir (Bonkowski & Sinclair,
2016).

2.2. Sirtuin aktive/inhibe edici molekiiller

Son 20 yilda basit ve karmasik model organizmalar iizerine yapilan ¢aligmalar, kalori
kisitlamasinin uzun 6miirliiliigii etkileyen yolaklari etkiledigi bilinmektedir ve bu sayede
yasam siiresi iizerindeki etkileri goriilmektedir. Basit ve model organizmalar {izerinde

yapilan caligmalar, uzun yasam ile iligkili yolaklarin evrimsel olarak korundugunu



gostermektedir. Mayalardan kemirgenlere kadar model organizmalarin hastalik siiresini
kisaltan ve 6mriinii uzatan diizinelerce gen ve yolak bulunmaktadir. Bu yolaklarin baglica
sinyal hedefleri; insiilin/insiilin benzeri biiyiime faktérii 1 (IGF1), TOR, AMPK ve
sirtuin deasetilazlar1 (SIRT1-7) kapsamaktadir (Kenyon, 2010). Bu yolaklarin, digsal
zorluklarla kars1 hiicresel savunma mekanizmalarinin harekete gecirilmesi ve besinsel
cevreye gore tepkinin olusturulmasi amaciyla zaman icinde evrimlestigine
inanilmaktadir.  Dogal  olarak  bulunan  birkag¢  molekiil, bu yolaklari

etkinlestirebilmektedir ve kemirgenlerde yasam siiresini uzatmaktadir.

Diger yandan, sirtuinleri aktive eden daha giiclii bilesikler tasarlayarak hem hayvanlarda
hem de insanlarda kalori kisitlamasinin bazi fizyolojik etkilerini farmakolojik olarak

taklit etmenin miimkiin oldugu bilinmektedir (Bankowski & Sinclair, 2016).

Sirtuin aktive edici bilesikler (STACs) ile yapilan tedavi bazi hayvan modellerinde
hastaliklara kars1 dayanikliligi ve yasam siiresini artirmaktadir. Bu nedenle, insan sirtuin
izoformlar1 (SIRT1-7), tip2 diyabetler, yangi hastaliklar1 ve norodejeneratif bozukluklar
gibi yaglanmaya bagli hastaliklarin tedavisinde terapotik hedefler olarak dikkate
alinmaktadir. Sirtuin inhibasyonu ve aktivasyonu saglayan; HDACi ve HDACa geng
ergin is¢i arilarda ve ana arilarindaki epigenetik diizenlemeleri etkiledigi bilinmektedir

(Huang, 2012).

Sodyum biitirat (NaB), kisa zincirli yag asidi biitirik asidin sodyum tuzudur. Sodyum
biitirat histon deasetilazlarin bilinen bir inhibitériidiir (Davie, 2003). NaB ayrica ATG5
aracili otofanin ekspresyonunu artirmaktadir. Ayrica fosfatidilinositol 3-kinaz
(PIBK)/AKT/mTOR yolunu inhibe eder ve hiicre apoptozu NaB tarafindan aktive
edilmektedir (Qiao et al., 2020).

Kurkumin, zencefilgiller (Zingiberaceae) ailesine ait zerdecal (Curcuma Longa)
bitkisinden elde edilen polifenolik bir bilesik oldugu bilinmektedir. Zerdecalin en aktif
bileseni olan kurkumin zerdegalin %2-5 kadarini olusturmaktadir (Sharma et al., 2005).
Kurkumin, AMPK sinyal yolunu aktive etmektedir. Kurkumin sinyal molekiilleri ve

AMPK araciligiyla antioksidan, antiinflamatuar ve anti-timor aktiviteleri



uygulamaktadir (Ferguson & Philpott, 2007; Menon & Sudheer, 2007). Kurkumin, gen
ekspresyonu ile dogrudan etkilesim ve/veya epigenetik modiilasyon yoluyla uygulanan
aktiviteye sahip ¢ok sayida biyokimyasal ve molekiiler basamakla iligkili ¢esitli
molekiiler hedeflere sahip oldugu bilinmektedir. Bugiine kadar kurkuminin, tioredoksin
rediiktaz, protein kinaz C, 5-lipoksijenaz ve tiibiilin dahil olmak {izere 33 kadar farkl
proteine fiziksel olarak baglandigi bilinmektedir (Anand et al., 2008) Kurkumin SIRT1’i
uyarmaktadir (Yang et al., 2013; Xiao et al., 2016).

2.3. Vitellogenin ve Juvenil hormon

Hem uzun 6miirlii hem de iireme yetenegine sahip olan kralige bal arilarinda Vitellogenin
(Vg) ile juvenil hormon (JH) arasindaki benzersiz iliski dikkat ¢gekmektedir (Flatt et al.,
2005; Tatar et al., 2001; Tu et al., 2005). Yumurta saris1 oncii proteini vitellogenin, ana
arilarda yumurta tiretimiyle iligkili olan bir protein oldugu bilinmektedir (Engels, 1974)
ve bal arilarinin yasam uzunluklarini artiran fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Corona et al.,
2007). Ana arilarin dolasimdaki Vg protein seviyesi en yiiksek, erkek arilarda ise en
diisiik oldugu bilinmektedir (Engels et al., 1990). Vitellogenin geninin ifadesi besine
duyarhidir (Amdam et al., 2012).

JH diizeyi, bir bocegin yasaminda 6nem tasimaktadir. JH metabolizmasinda yer alan
enzimler, 6zellikle juvenil hormon esterazlar (JHE'ler), metamorfoz ve iireme sirasinda
onemli rol oynamaktadir. Hymenoptera'da JH, oncelikle kralice ve isci kastlarinin
gelistirilmesinde rol oynamaktadir. Ayrica is¢i Hymenoptera’nin yasa baglh davranigsal
gelisiminde de rolii bulunmaktadir. Bal arist genomunda tahmin edilen 21
karboksilesterazdan olusan bir dizi i¢inde, bocek JHE'lerinin ana fonksiyonel motiflerini
iceren AmJHE-benzeri gen bulunmaktadir. Larva gelisimi sirasindaki AmJHE-benzeri
genin ifade seviyeleri maksimum olurken ve ergin arilarda JH seviyesi minimum
olmaktadir. Yetigkin ig¢i arilarda disaridan yiyecek aramaya geg¢isi Onlemek icin JH ifade
seviyesinin diisiik olmasi gerekmektedir ve bu durumlarda Amjhe-benzeri genin en

yiiksek ifade seviyesinde oldugu bilinmektedir (Mackert et al., 2008).
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Juvenil hormon (JH), yumurta olgunlagsmasi i¢in gerekli bir hormondur (Wigglesworth,
1936). Ug ve bes giinliik larvalara lokal olarak JH uygulandiginda ana ar1 olusmasi
saglanmaktadir (Rembold et al., 1974). JH, insiilin/insiilin benzeri sinyalizasyon (IIS) ve
TOR beslenme alg1 yolaklar1 tizerinden kast farklilasmasini kontrol etmektedir
(Wolschin et al., 2011).

Vitellogenin ve JH yakindan baglantilidir. JH, boceklerin beyin gelisiminde ve sirkadiyen
dongiisiinde rolii oldugu bilinmektedir (Stay & Zera, 2010). Bocek model sistemlerinde,
IIS inhibisyonu (besin algilamasini azaltir), JH'yi diisiiriir ve hayatta kalma kapasitesini

artirmaktadir (Flatt et al., 2008).

Ote yandan bal arilarinda, artan besin durumu diisiik JH seviyesi saglar ve hayatta kalma
kapasitesini artirmaktadir (Amdam & Omholt, 2003). Bu durumun Vg@’nin, IIS’i
baskilama yeteneginden kaynaklandigi ongoriilmektedir. Bununla birlikte, bu baskilama
islevi heniiz deneysel olarak tespit edilememektedir. (Amdam, 2011). Bal arilarinda, bu
tiir baglantilar kralice ve is¢i arilar arasindaki omiir uzunlugu ve iireme farkliliklar:
baglaminda arastirilmaktadir (Grozinger et al., 2007). Ozellikle bal arilarinda insiilin
sinyallemesinin atipik diizenlenmesine iligkin sonuclar, mevsime ve beslenme
durumlarina gore insiilin peptidi ve reseptor ekspresyonu iizerine qPZR ¢alismalarindan

ortaya ¢ikmaktadir (Ament et al., 2008).

2.4. Insiilin/Insiilin Benzeri Sinyalizasyon (IIS) ve ILP genleri

IIS yolu, insiilin ve insiilin benzeri peptidleri, bunlarin ayni kokenli hiicre yiizeyi
transmembran reseptorlerini, bu reseptdrlerin substratlarini ve transkripsiyon yoniiyle
ayn1 yonde olan efektorleri iceren, hormonal olarak diizenlenen bir hiicre sinyal yoludur.
Bu yolu genis bir tiir yelpazesinde yaslanmaya baglayan énemli genetik ve biyokimyasal
kanitlar bulunmaktadir (Kimura et al., 1997; Morris et al., 1996; Kenyon et al., 1993;
Friedman et al., 1988). Ote yandan IIS yolundaki degisiklikler mTOR sinyalini
etkilemektedir (Bartke et al., 2016). Sirtuinler, mTOR ve IIS yolunu ayri ayri

diizenlemektedir. Fakat baglantida olduguna dair istisnalar bulunmaktadir. Bu baglanti
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AMPK ilizerinden gergeklesmektedir. Aktive olan AMPK NAD" seviyeleri artirmaktadir
ve beraberinde SIRT1 seviyelerinde artis saglanmaktadir (Igarashi et al., 2016).

Aktive olan sirtuinler dogrudan deasetilasyon yapabilmektedir ve bdylece FOXO
transkripsiyonel aktivitesini diizenlemektedir (Brunet et al., 2004; Canto, et al., 2009).
Boylece SIRT1'i IIS yolunun 6nemli transkripsiyon yoniiyle ayni yonde efektore
baglamaktadir (Pan et al.,, 2017). Ayrica AMPK, mTOR aktivitesini dogrudan
diizenlemektedir (Inoki et al., 2006). Dolayisiyla sirtuinler, mTOR ve 1IS sinyalleri
arasinda karmagik etkilesimlerden olusan bir ag oldugunu gostermektedir (Pan et al.,

2017).

I1S, yaslanmayi, dogurganligi ve diger dnemli biyolojik siire¢leri diizenlemektedir (Finch
& Ruvkun, 2001). IIS, TOR yolagin1 (Edgar, 2006) ve juvenil hormonu transkripsiyon
yoniiyle ters yonde diizenlemektedir (Tu et al., 2005; Corona et al., 2007).

118, isci bal arilarinin sinir ve periferal dokularinda eksprese edilen Insiilin Benzeri Peptit
1 (ILP-1) ve Insiilin Benzeri Peptit 2 (ILP-2) genlerini icermektedir (Corona et al., 2007;
Ament et al., 2008). Besin stoklarinin yiiksek diizeyde olmasi (Schwartz et al., 1997)
boceklerde bulunan ILP’lerin sentezlenmesine yol agmaktadir (lkeya et al., 2002) ve
adipokinetik hormonun sentezini baskilamaktadir (Kim & Rulifson, 2004).
Omurgasizlardaki ILP, memelilerdeki IGF1 ligandlarina homologtur (Flatt et al., 2005).
Bircok bocek, noronlarda (Broughton & Partridge, 2009) veya noronlarin alt
kiimelerinde ILP'ler tiretmektedir (Li et al., 2003). Birkag¢ ILP uzun omiirliligi ve
gelisimi diizenlemektedir (Murphy & Hu, 2018).

Kralice larvalarinda, Apis mellifera /nsiilin Benzeri Peptit 1 (AmILP-1) ve Apis mellifera
instilin reseptorii 2 (AmInR-2) ilk 40 saatte daha yiiksek bir seviyede eksprese
edilmektedir (Wheeler et al., 2006). ILP diizeyleri, JH etkisiyle artmaktadir ve besin
yoklugunda olan arilarin beyinlerinde daha yiiksek seviyelerde ifade edilebilmektedir.
Bal arisinda, beyin AmILP mRNA seviyeleri ile karmasik davraniglar sergileme durumu
arasindaki  baginti incelenmistir, ancak bocek davranisimi  nasil  etkiledigi

bilinmemektedir (Ament et al., 2008). Larva besleme rejimlerindeki degisiklikler, larva
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gelisiminin ilk larva doneminin sonundan dordiincii larva doneminin sonuna kadar
AmILP-1, AmILP-2 ve AmInR-2 ifadesinde belirgin degisiklikler olusturmaktadir. Bu da
onlarin beslenme durumlarmi kralige hiicrelerden 1is¢i hiicrelere kaydirarak
degistirmektedir (Hartfelder, 2005). Drosophila da ILP2 ifadesi azaldiginda, artan sirtuin
aktvitesi goriilmektedir (Stefanatos et al., 2012). FOXO nun asir1 ekspresyon ILP2
azalmasina yol agmaktadir (Clancy et al., 2002). AMPK bagimli p53 aktivasyonu, ILP2
seviyelerinin modiilasyonuna, sistemik insiilin/TOR sinyallemesine ve otofaji
indiiksiyonuna yol a¢maktadir (Ingaramo et al., 2020). Lokal glial ILP’ler,
IIS/PI3K/TOR yolu araciligiyla komsu noroblastlara sinyal vermektedir ve bunlarin
yeniden aktivasyonunu kontrol etmektedir (Chell et al., 2010; Sausa-Nunes et al., 2011).

2.5. Mantarsi yap1 ve Bruchpilot proteini

Bal arilarinin beyninde duyusal bilginin islenmesinde yer alan ve belirgin beyin
noropilleri olan bdlgeye mantarst yapt (MB) denmektedir. Ayrica MB 6grenme ve
bellekten sorumludur (Durst et al., 1994). Mantarsi yapida bulunan dopamin, serotonin
ve oktopamin seviyeleri, yasli arilarda geng arilara gore daha yiiksek ¢ikmaktadir (Schulz
& Robinson, 1999). MB, yasa bagl olarak sekil degisikligi gostermektedir (Withers et
al., 1993). Bunun sebebi, mikrograniillerdeki presinapslarin norotransmitter saliminda,

presinaptik proteinlerinde artis olmasidir (Leitinger et al., 2012).

Fagot (420 kD) (Dieck et al., 1998) ve Piccolo (530 kDa) (Fenster et al., 2000) genel
hiicre iskeleti proteinleridir. Piccolo protein-protein etkilesim alani igerir. Piccolo Fagot
ile Rab3 etkilesimli molekiilii (RIM1) ve memeli Unc-13 (Munc-13) aktif bolgenin
bilesenlerini diizenlemektedir. Ayrica sitomatris ile iligkili aktif bolge (CAZ) ile iliskili
yapisal protein (ELKS/aktif bolgeyle iliskili yapisal proteindeki —sitomatriks
(CAST)/ERC) dahil olmak tizere aktif bolgenin Dbilesenlerini  diizenledigi
varsayilmaktadir. ELKSa/CAST1'in Fagot'a baglanmasi, ndrotransmiter saliniminda rol

oynuyor gibi goriinmektedir (Takao-Rikitsu et al., 2004).

Drosophila'da, omurgalilarin ELKS/CAST/ERC protein ailesine homolojiye sahip BRP

proteinin, noronal terminallerin presinaptik aktif bdlgelerinde lokalize oldugu
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bilinmektedir. BRP'nin, Drosophila'nin tim sinapslarinin olmasa da c¢ogunun aktif

bolgelerinde bulunmaktadir.

Insan ELKSa, C. elegans CAST ve BRP arasindaki yiiksek homolojiler, proteinlerin ii¢
bolgesinde bulunmaktadir. Memelilerde ELKS/CAST/ERC izoformlart hem noronal
hem de nodronal olmayan rollere sahip oldugu bilinmektedir (Wagh et al., 2006).
Drosophila BRP, néronal CAST izoformlarina karsilik gelmektedir, néronal olmayan

fonksiyonlar omurgalilara 6zgii olabilmektedir (Kawasaki et al., 2004).

Bruchpilot bir¢ok bocegin presinapslarinin aktif bolgedeki sitomatriksinde bulunur. BRP
norotransmitter salimini kontrol eden bir proteindir (Leitinger et al., 2012). Bal aris1
beyninde bulunan AmBRP seviyesinin yasa bagl degisimi incelenmistir ve iki haftalik
bal arilarinin beyninde AMBRP miktar1 artarken, diger bir ndrotransmitter saliniminda
rol oynayan Synapsin proteinin ise ilk iki hafta boyunca artis gdsterdikten sonra diisiise
gectigi goriilmiistiir. Buna ek olarak; mantars: yapidaki AmMBRP’nin yasla iligkili bir
modiilasyonu oldugu tespit edilmistir (Gehring et al., 2017).

Alzheimer hastaligi ile iligkili olarak bir meyve sinegi modelinde, BRP miktarinda bir
azalma ve sinaptik vezikiil salinim1 gézlemlenmistir (Huang et al., 2013). BRP protein
seviyeleri ¢ok azaldiginda, larval motor ndronlarin ve yetiskin fotoreseptorlerin
terminallerindeki sinaptik aktif bolgelerin iist yapisi bozulmaktadir. Larval motor
noronlarin ve yetiskin fotoreseptorlerin terminallerindeki sinaptik aktif bolgelerin {ist
yapisinin RNAI ile yikimi sonucunda, BRP protein seviyeleri ciddi sekilde azalmaktadir

ve uyarilmis transmiter saliniminda bir azalma gostermektedir (Wagh et al., 2006).

Drosophila FOXO larva gelisimi sirasinda noromiskiiler kavsakta hiicre iskeleti
dinamiklerini desteklemektedir ve burada hizli yapisal yeniden diizenlemeye izin vermek
icin uyarima yanit vermektedir. Ek olarak FOXO kaybi1 hem larva hem de yetiskin
drosophila noromiiskiiler kavsaklarinda norotransmitter salinimini azaltarak sinaptik
fonksiyonu etkilemektedir (Howlett et al., 2008; Mahoney et al., 2016). FOXO mutant
larvalarinin ana aksonda BRP birikimi vardir fakat bu yetigkin larvalarda

goriillmemektedir (Birnbaum et al. 2021; McLaughlin et al., 2016). HDAC6 BRP dahil
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olmak {izere birden fazla hedefi deasetillemektedir (Miskiewicz et al., 2014; Hubbert et
al., 2002).

2.6. mTOR geni

Memeli rapamisin hedefi, hiicresel enerji kullanilabilirligini algilayan ve hiicresel
proliferasyonu diizenleyen bir protein kinazdir. mTOR, protein homeostazin1 kontrol
etmede kilit bir rol oynamaktadir (Caccamo et al., 2010). mTOR sinyal yolu, yaslanma
sirasinda biiylimeyi ve metabolizmay1 diizenlemek i¢in hiicre dist biiyiime faktorlerini ve
hiicresel besin durumunu biitiinlestirmektedir. mTOR, hiicrenin besin algilama yollarinda
islev goren iki protein kompleksine; MTORC1 ve mTORC2'ye karsilik gelmektedir
(Saxton ve Sabatini, 2017). mTORC1, 6grenme ve uzun siireli hafizanin altinda yatan
biyolojik siirecleri diizenlemektedir (Swiech et al., 2008). mTOR 'un ayrica otofajinin
onemli bir negatif diizenleyicisi oldugu bilinmektedir (An et al., 2003). mTOR,
norotrofinlerin ve biiyiime faktorlerinin reseptorleri tarafindan aktive edilen PI3K ve
AKT yolunun transkripsiyon yoniiyle ayn1 yonde oldugu bilinmektedir. PI3K ve AKT,
apoptotik sinyalleri asagi regiile ederken hiicre biiylimesini, farklilagsmasin1 ve hayatta
kalmasini desteklemektedir (Manning & Cantley, 2007). Bu nedenle, PI3K/AKT/mTOR
yolunun aktivasyonu, hayatta kalmayi, ndronal korumayi ve otofajinin inhibisyonunu
tesvik etmektedir (Heras-Sandoval, 2014). PISBK/AKT/mTOR yolu, beyin gelisiminde
noritlerin (dendritler ve aksonlar) genislemesini desteklemektedir (Jin et al., 2012).
Ayrica hipokampusta sinaptik plastisiteyi diizenlemektedir (Takei et al., 2004).
Calismalar, SIRT1'in PISBK/AKT/mTOR sinyal yolunu inhibe ederek mitokondriyal
fagositozu artirabildigini gostermektedir (Takeda et al., 2012). Ayrica SIRT1 aktivitesi,
MTOR'un inhibisyonu ile besin sinirlama kosullar1 sirasinda norit biiylimesi ve artan

noronal hayatta kalma ile sonuglanmaktadir (Guo et al., 2011).

Sinir hiicreleri genellikle yenilenemez. Bu durum periferik/merkezi sinir sisteminde
fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir. Bu prosediir; yaslanma, Alzheimer hastalig:
(AD), Parkinson hastaligi (PD), merkezi sinir sistemi (CNS) (beyin/omurilik)
yaralanmalar1, depresyon, Huntington hastaligi (HD), Multipl Skleroz (MS), Amyotrofik
Lateral Skleroz (ALS) ve otizm gibi ¢esitli akut veya kronik norolojik hastaliklara neden
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olmaktadir (Ahmed et al., 2018; Gitler et al., 2017; Menzies et al., 2015). mTOR sinyali,
AD’li hastalarin beyinlerinin segilmis bolgelerinde hiperaktiftir (An et al., 2003). Bir

calismada farelerin beyinlerinde mTOR sinyallemesi azaltilmistir.

Bu calisma sonucunda otofaji indiiksiyonunun artip hipokampus gen ekspresyon
imzasinin geri yiiklendigi goriilmektedir. Bu etki, AD patolojisinde yer alan amiloid beta
plaklarinin (AP) birikimlerini azaltmaktadir, ayrica hafizayi iyilestirmektedir. Tim bu
sonuglar, MTOR hiperaktivitesinin AP birikimine neden olabilecegini gostermektedir
(Caccamo et al., 2014). Ayrica mTOR 6grenme ve hafiza ile dogrudan baglantili oldugu
bilinmektedir (Caccamo et al., 2010).

Metabolik diizenleme, cevresel veya hiicre i¢i dalgalanmalara yanit olarak PI3K/AKT
yolu, mTOR, AMPK ve sirtuinler dahil sinyal aglarinin koordinasyonunu gerektirdigi
bilinmektedir. Hiicreler ayrica homeostaziyi siirdiirmek igin hiicresel metabolitlerin
seviyelerini izlemek ve kontrol etmek icin c¢ok sayida baska enerji sensori
kullanmaktadir. Buna karsilik, metabolit mevcudiyetindeki degisiklikler transkripsiyonel
veya epigenetik modiilasyonlar yoluyla gen ekspresyonunu etkilemektedir (Rev et al.,
2017). SIRT1 ve AMPK'nin aktivasyonu otofajiyi pozitif olarak diizenlerken, mTOR'un
aktivasyonu otofajiyi negatif olarak diizenlemektedir (Parmar et al., 2022). AMPK,
MTOR'u inhibe ettiginden ve otofajiyi artirdigindan, AMPK'yi hedeflemek, arizali
proteinleri ortadan kaldirarak hiicresel temizlik kapasitesini dolayli olarak

artirabilmektedir (Ng et al., 2012).

2.7. ATG5 geni

Noronal otofaji; sinaptik plastisitenin saglanmasi, glial hiicrelerde anti-inflamatuar
fonksiyonun olusmasi, oligodendrosit gelisimi ve miyelinasyon siireci i¢in esas oldugu
bilinmektedir (Kesidou et al., 2013). ATG5 ve otofaji ile iligkili gen 12 (ATG12) 6nemli
otofaji genleridir. Alzehimer hastalarinin (AD) noéronlari ve endotel hiicreleri ATG12 ve
ATG5 immiinreaktivitesi gostermektedir. ATG5-ATG12'nin konjugasyonu, otofagozom
olusumu i¢in gereklidir. Bu konjugasyon AD patolojisinde yer alan amiloid beta (Ap)
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tarafindan indiiklenmektedir (Cho et al., 2019). ATG5 gibi 6nemli otofajik genlerin

silinmesi nérodejenerasyon olusumunu indiiklemektedir (Plaza-Zabala et al., 2017).

Kortekste ATG5 kaybi, multipotent noral progenitor hiicrelerin farklilagsmasinin
azalmasina, noronal proliferasyonun artmasma ve kortikal ndronlarin morfolojisinin
bozulmasina neden olmaktadir. Bu da ATG5 'in, kortikal gelisimin, néronal farklilasma

ve proliferasyonun yeni bir diizenleyicisi oldugunu gostermektedir (Lv et al., 2014).

Otofajinin 6nemli bir diizenleyicisi olan SIRT1 ise otofajiyi artirmaktadir. Ayni1 zamanda
hiicresel homeostazin korunmasinda rol oynayan bir¢ok genin ana diizenleyicisidir (He
et al., 2013; Fang et al., 2014). Ayrica SIRT1 otofajiyle iliskili genlerin deasetilasyonu
yoluyla otofaji-lizozom yolunu diizenledigi bilinmektedir (Lee et al., 2008). Calismalar,
hiicrelerin deasetilaz inhibitorleri ile tedavi edilmesinin, otofajiyi indiikleyebilecegini
gostermektedir (Robert et al., 2011). Ayrica otofaji de sorumlu olan proteinlerin
asetilasyonunun otofajiyi engelledigi goriilmektedir. Ornegin, asetiltransferaz p300
tarafindan ATG5, ATG7, ATG8 ve ATG12'nin asetillenmesi otofajiyi inhibe etmektedir
(Lee & Finkel, 2009). Ek olarak SIRT1, ATG5, ATG7 ve AT8G’i deasetilleyerek bazal
otofajiyi artirmaktadir (Lee et al.,, 2008). SIRT'ler FOXO ve P53 ile de otofajiyi
diizenlemektedir (Liang et al., 2012; Lee et al., 2008). Diisiik AMPK aktivitesi otofajiyi
olumsuz yonde etkilemektedir (Meley et al., 2006). Sodyum biitirat, otofajiyi ve
endoplazmik retikulum stresini indiiklemektedir (Hamer et al., 2008). Sodyum biitirat,
murin  noroendokrin STC-1 hiicrelerinde a-Sinliklein mRNA ekspresyonunu
artirmaktadir ve ATG5 aracili otofaji ekspresyonunu artirmaktadir (Qiao et al., 2020).
Otofaji ag1 igerisinde MTOR, PI3K ve AKT tarafindan aktive edilmektedir ve bu da
otofajinin inhibisyonu ile sonu¢lanmaktadir (Kim et al., 2019; Chandra et al., 2017).

2.8. BECNL1 geni
Beclin-1, otofagozom biyogenezi i¢in fosfatidilinositol 3 fosfat (PI3P) iiretimi yoluyla

otofajide kritik rol oynamaktadir (Axe et al., 2008). BECN-1 ekspresyon seviyesi, lizin

kalintilarinin asetilasyonu ile ilgili oldugu bilinmektedir.
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BECN-1 asetilasyonu, otofagozomlarin olusumunu engellemektedir (Sun et al., 2015).
Tersine BECN-1 lizin tortusunun SIRT1 tarafindan deasetilasyonu, otofagozomlarin

olusumunu saglamaktadir (Gao et al., 2020).

BECN-1 ve ATG-7 dahil olmak {izere otofajinin bircok bileseni, demiyelinizasyondan
sonra transkripsiyonel olarak transkripsiyon yoniiyle ters yonde edilmektedir (Jang et al.,
2016). Yash insan beyninde, ATG-5, ATG-7 ve BECN-1 dahil olmak iizere otofaji
genlerinin asag1 regiilasyonu gézlenmektedir. Yasl kemirgenlerin beyinleri, ATG protein
seviyelerinin diismesiyle birlikte artan mMTORCL1 aktivitesi sergilemektedir (Yang et al.,
2014). AD’den alinan beyin 6rneklerinde anormal bir otofajik vakuol birikimi ve BECN1
seviyesinde bir azalma goriilmektedir. Amiloid Oncii protein transgenik farelerinde
BECNL1 eksikligi, ndronal otofajiyi azaltmaktadir, lizozomlari bozar, A birikimine neden
olmaktadir ve bu olay norodejenerasyonla sonuglanmaktadir (Pickford et al., 2008).
Mikroglia AP gibi proteinlerin temizlenmesini saglamaktadir (Sierra et al., 2013). Son
calismalar BECN-1'in mikroglia tarafindan AP fagositozundaki roliinti vurgulamaktadir.
BECN-1'in heterozigot delesyonu olan farelerin frontal korteksinde AP miktari
artmaktadir (Yue et al., 2003). Aym sekilde HD'li baz1 vakalar da ¢ok diisiik BECN1
seviyeleri goriilmektedir (Ravikumar et al., 2004).

Asir1 eksprese edilen miR-519d, AMPK ve mTOR ekspresyonunun fosforilasyonunu
inhibe etmek i¢in Rabl10 ekspresyonunu baskilamaktadir, boylece hiicre apoptoziyle
iligkili genleri (Bax, Bcl-2 ve p53) ve otofajiyle iliskili genleri (BECN1 ve ATG5)
aktiflestirmektedir (Zhang et al., 2022)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deneme materyallerin elde edilmesi

Calismada, 1227317 nolu TUBITAK ARDEB 1001 projesi kapsaminda Ordu Aricilik
Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigii biinyesinde gerceklestirilen beslenme programindan elde
edilmis olan bal aris1 ergin ve larva Ornekleri kullanilmistir. Deney {initelerinin
beslenmesinde kullanilan suruplar %50 sukroz ve steril su ile hazirlanmistir (Winston-
ML 1991 & Genger et al., 2011) ve 3 mg/l kurkumin (HDACa) ve 1,1 g/l sodyum biitirat

(HDAC:) eklenmistir. Kontrol grubuna yalnizca sekerli su verilmistir.

30 giin siire ile devam eden beslenme sonrasinda her deney grubundan 10’ar adet larva
igeren numunelerin hasati yapilarak hemen RNALater (Invitrogen) igerisinde batarak
saklanmigtir. Molekiiler analizlerde organizmanin fizyolojisindeki biiyiikk c¢apl
degisiklerin degerlendirilmesine olanak saglamasindan dolay1 bal aris1 6rneklerinin tiim
viicut dokusu kullanilmistir (Lund et al., 2002; McCarroll et al., 2004; Grotewiel et al.,
2005).

Molekiiler analizlerde kullanilacak olan isgi, krali¢e larvalari ve ergin arilardan olusan
36 numune, BUU Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Biyoteknoloji ve Genetik Miihendisligi (BIYOGEM) ve Sabanci Universitesi
Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (SUNUM) laboratuvarlarina transfer
edilmistir. Beslenme programinda kullanilan gruplarin isimlendirmeleri asagida

belirtilmistir.

Kurkumin besin diyeti uygulananlar: Cur

Sodyum biitirat ile besin diyeti uygulananlar: Na
Kontrol grubu olanlar: Kont

Cozgen kontrol grubu olanlar: Dmso (dimetil siilfoksit)
Isci ar1 larvalar: IL

Ana ari larvalar: AL

Isci arilar: IL
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*Kontrol grubu istatistik hesaplamalar i¢in kullanilirken, ¢6zgen kontrol grubu beslenme

diyetlerine karsilik kontrol olarak kullanilmstir.

3.2. Bal aris1 doku érneklerinin hazirlanmasi, RNA izolasyonu ve cDNA

kiitiiphanesi sentezi

SUNUM laboratuvarlarinda  gergeklestirilen molekiiler analizlerde bal arisi
orneklerinden RNA izolasyonu EcoPure izolasyon kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.
S1v1 azot igerisinde dondurularak buz lizerine aktarilan numuneler daha sonra havan ve
tokmak araciligiyla karistirip ezilmis ve bu numunelerden 30’ar mg RNA izolasyonu
icin kullanilmistir. Larva numuneleri hazirlanmasinda, larva dokusunun yumusak
olmasindan dolay1 yaklagik 5 adet bireysel larva bir mikro santrifiij tiipii i¢inde buz
tizerinde pipet ucuyla karigtirip ezilmis ve bu numunelerden 20 pl (yaklasik 15 mg)
numune kullanilarak RNA izolasyonu basarili tamamlanmistir. Homojenizasyon

asamasindan sonra ergin arilar i¢in izlenen protokol asagida verilmistir.

Protokol temel basamaklari: Her bir ependorf tiipiin icerisine 300 ul Lysis/Binding Buffer
eklenmistir. Ardindan 3 pl f-mercaptoethanol ilave edilmistir. 10 saniye vortekslenmistir.
Tim tiipler 10 dakika santrifiijlenip siipernatant Olciilerek baska bir ependorf tiipe
aktarilmistir (yaklasik 250-270 ul). Aktarilan esit hacimde ethanol (96-100%) eklenerek
10 saniye vortekslenmistir. Tiiplerdeki tiim s1v1 spin kolonlara aktarilarak (yaklasik 500
ul) 10.000 rpm 30 saniyede santrifiijlenmistir. Daha sonra her bir 6rnek basina 1 pl
DNase, 1 pl 10x Bufferl, 8 pl niikleazsiz su eklenmistir. 37°C’de 15 dakika inkiibasyon
yapilmigtir. Ardindan her tiipe 300 ul Wash Buffer 1 eklenerek maksimum rpm’de 30
saniye spinlenmistir Daha sonra 500 ul Wash Buffer 2 eklenerek maksimum rpm’de 2
dakika spinlenmistir. Tiipiin alt kismi atilirken filtre kismi yeni bir 1.5 mL’lik ependorf
tiipe aktarilmistir. Uzerine 50 ul EcoPURE Elution Buffer eklenmistir. Oda sicakliginda

5 dakika inkiibe edilerek ve maksimum rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir.
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Homojenizasyon agamasindan sonra larvalar i¢in izlenen protokol asagida verilmistir.

Her bir ependorf tiipiin i¢ine 400 ul Lysis/Binding Buffer eklenerek pipetaj yapilmistir.
Ardindan 10 saniye boyunca vortekslenmistir. Uzerine 4 pl B-mercaptoethanol ilave
edilmistir. Tekrar 10 saniye boyunca vortekslenmistir ve 2 dakika 14000 rpm de santrifiij
yapilmistir. Olusan siipernatant yeni ependorf tiipe Olglim yapilarak aktarilmistir.
Olgiilen siipernatant miktar1 kadar ethanol (96-100%) eklenmistir. 10 saniye boyunca
vortekslenmistir. Numune ependorf tiipten filtreli tiipe aktarilmistir. 14000 rpm de 30
saniye boyunca oda sicakliginda vortekslenmistir. Filtreden gegip tiipte kalan sivi
dokiilmiistiir. Daha sonra kolon membranina 1 pul DNase, 1 pl 10x Bufferl, 8 pl
niikleazsiz su eklenmistir. 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Orneklere 400 pl Wash
Buffer 1 eklenmistir. 30 saniyede 14000 rpm de santrifiij yapilmistir. Filtreden gegip
tiipte kalan s1v1 dokiilmiistiir. Uzerine 500 pul Wash Buffer 2 eklenmistir. 30 saniyede
14000 rpm de santrifiij yapilmistir. Filtreden gecip tiipte kalan sivi dokiilmiistiir.
Orneklere 200 pl Wash Buffer 2 eklenmistir. 2 dakika 14000 rpm de santrifiij yapilmustir.
Tiipiin alt kismu atilirken filtre kismu1 yeni bir 1.5 mL’lik ependorf tiipe aktarilmistir.
Uzerine 50 pl Elution Buffer eklenmistir. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. 2
dakika 14000 rpm de santrifiij edilmistir. Filtre kismi atilan ependorf tiipteki ornekler
cDNA sentezi yapilana kadar -20 °C’de saklanmaistir.

RNA’larin ¢cDNA’ya ¢evriminde ProtoScript cDNA sentez kiti kullanilmistir. Tiim
ornekler i¢in negatif kontrol gruplart da olusturmak adina 6rnek sayisinin 2 kati kadar
PCR tiipleri kullanilmistir. Negatif kontrol grubu olan tiiplere reverse transkriptaz (RT)
enzimi eklenmemistir boylelikle o tiiplerin ¢cDNA’ya ¢evrimi gerceklesmemistir.
Numune sayist kadar her bir ependorf tiipe 2 pl RT primer, 2 pl random primer
eklenmistir. Uzerine 500 ng RNA ve total hacim 16 pl olacak sekilde su eklenmistir. 70
°C’de 5 dakika inkiibasyon yapilmistir. cDNA ¢evrimi yapilacak ependorf tiiplere, 10ul
M-MuLV reaction mix (2x’lik) ve 2 ul M-MuLV enzim (10x’lik) eklenmistir. RNA’dan
cDNA ya doniisiim olmayacak tiiplere ise 12 pl su eklenmistir. Tiim tiipler pipetaj
yapilarak spinlenmistir. Ardindan 25°C’de 5 dk (primer annealing), 42°C’de 60 dk

(reverse transcription), 80°C’de 5 dk (RT) program ayarlanmasi yapilarak inkiibasyona
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birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra tiim tiiplere niikleazsiz su eklenerek sonraki

islemlerde kullanilmak tizere ¢ogaltilmig ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Kantitatif es zamanh PZR (RT-gPZR) analizi

Gen ifadesi analizleri temel basamaklar1 agagida verilmis olup tiim analizler kit {ireticisi
firmanin (Bioline) onerdigi protokole uygun olarak siirdiiriilmiistiir. Ependorf tiiplin
icinde gJPZR master mix hazirlanmistir. Tek kuyucuk i¢in hazirlanan master mix Slgiileri;
0,5 ul reverse primer, 0,5 pl forward primer, 2 pl niikleazsiz su, 5 ul hazir 2x’lik mix
seklindedir. JPZR tabakasina, hazilanan master mixler 8 pl alinarak uygun sekilde her bir
kuyucuga eklenmistir ve tlizerlerine 2 pl cDNA’lar eklenmistir. Her bir cDNA igin 3
kuyucuk se¢ilmistir ve 1 kuyucuk negatif kontrol iken diger 2 kuyucuga ise cDNA’lar
eklenmistir. Daha sonra 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmistir. Primer dizisi Cizelge
3.1’deki gibi tasarlanmistir. QPZR cihazinda iriinleri ¢ogaltmak icin gerekli reaksiyon

sartlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 qPZR amplifikasyonu i¢in tasarlanan primerlerin bilgisi

5 GCAAGTGATGTTGCTCTGCT 3°

Hedef iy Primer 1Tm
gen Primer Dizisi uzunlug (degeri |GC%
u

mTOR Forward primer 21 52,4°C 148
5’CAGCGACCGCGAAAATTATGT 3°
Reverse primer 20 51,78°C| 50
5’ TTCCCGTTACTTCCATCGCA 3’

BECNI |Forward primer 20 51,78°C| 50
S’TCCGGTTAGGCAGATTACCA 3°
Reverse primer 20 53,83°C| 55
5’ CTGGGAGCTAACCCAAGCAA 3°

ATGS Forward primer 21 52,4°C (48
5’ CATAATGGCGAATGACAGGGA 3’
Reverse primer 24 52,3°C (38
5>TGCTTCCACTACTTCTTTGTTTTG 3°

VG Forward primer 21 56,3°C |57
5’ CGCTTTTACTGTTCGCGGGGA 3’
Reverse primer 22 53,0°C |45
5’TCCTTTGATCGCAGTTGTCGAA 3’

BRP Forward primer 20 51,78°C| 50
5’ ACAACGAGAACGAGCATCTG ¥’
Reverse primer 21 54°C |48
5’ CCCTTTGTTTTGGAGCATCTC 3’

ILP2 Forward primer 21 54,4°C (52
5’ CCTAGTGCCAGTAGCAGAAGT 3’
Reverse primer 25 51,1°C (32
5’ AATCATCCATCTCCATTTCTTGATT 3°

SIRTI Forward primer 18 52,6°C |61
5’ CTGGGGCAGGTGTAAGTG 3’
Reverse primer 20 53,8°C |55
5’ ACATAGCCTGTGGATCTGGC 3’

SIRT6 Forward primer 20 53,8°C |55
5’ GGCATGCTTGGATTTCGAGG 3’
Reverse primer 20 53,8°C |55
5’ CTACGCTCTTAGTCGCGAAG 3’

SIRT7 Forward primer 20 51,8°C (50
5’ AGTTTCTGTCAAGGAGGCGT 3’
Reverse primer 20 51,8°C (50
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Cizelge 3.2. gPZR i¢in uygulanan reaksiyon sartlar

Asama Sicakhik Siire

Pre inkiibasyon 95 °C 5 dakika
Amplifikasyon melting 95°C 10 dakika
Annealing reaksiyon 60°C 30 dakika
Uzama 72°C 45 dakika
Single 78°C 5 dakika
Melting curve 95°C 15 dakika

3.4 Kantitatif es zamanh PZR (RT -gPCR) analiz sonu¢larimin degerlendirilmesi

Gen ifadelerinin analizi, li¢ bagimsiz tekrarli deneyin sonucunda elde edilen Cp
degerlerinin ortalamasi alinarak yapilmistir. Bu ¢alismada RPS5 geni referans gen olarak
kullanilmistir. Oncelikle arastirilmak istenen ilgili genin Cp degeri, referans genin Cp
degerinden cikartilarak normalize edilmis ve delta Cp (ACp) degeri hesaplanmuistir.
Sonrasinda deney grubunun ACp degerinden kontrol grubuna ait ACp ¢ikartilir ve AACp
degeri bulunmustur. Gen ifadelerinin kat cinsinden artan ya da azalan degerleri (fold
change) 2"24€P olarak hesaplanmistir (Livak & Schmittgen, 2001). Bu anlatim asagida

formiilize edilmistir.

ACp = Cp (arastirilan gen) - Cp (referans gen)
AACp = ACp (hedef) - ACp (kontrol)

Kat degisimi = 2"44CP

24



3.5 Sonuglarn istatistiksel degerlendirilmesi

Ornek gruplar arasinda dl¢iimle belirtilen parametrelerin istatistiksel karsilastiriimasinda
ANOVA testi uygulanmistir. Tek yonli ANOVA testlerde P <0.05’in altinda olan

karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Diger yandan istatistiksel olarak anlamli kabul edilen parametrelerin birbirleri ile
iligkisini test etmek amaciyla Tukey-Kramer post hoc testi uygulanmistir. Tukey-Kramer
testi i¢in grup sayist ve serbestlik derecesi (df) ANOVA test sonucundaki tabloya
bakilarak belirlenmistir ve Tukey-Kramer Q kritik deger tablosundan, grup sayisi ve
serbestlik derecesinin kesistigi noktadaki deger Q degeri olarak alinmistir. Diger yandan
tiim grubun varyans degerlerinin ortalamasi alinmistir. Bulunan deger grup sayisina (3’e)
boliinmiistiir. Cikan sonug karekok i¢ine alinarak Q deger ile carpilmistir ve boylelikle Q
kritik deger bulunmustur. Segilen iki grup arasinda anlamli farkin olup olmadiginm
gormek i¢cin ANOVA tablosunda bulunan ortalama degerlerinin farki mutlak deger olarak
alimmustir ve bulunan Q kritik deger ile karsilastirilmistir.

Mutlak degerin Q kritik degerden biiyiik oldugu durumlar istatistiki olarak anlamlilik
gostermistir (Kramer, 1956, Tukey, 1949). Bu anlatim asagida formiilize edilmistir.

Gruplarin varyans ortalamasi/grup sayisi = x
Q deger * \ x = Q kritik deger

Grupl-Grup2 = |a|

la] > Q kritik deger

Istatistikte Pearson korelasyon katsayisi iki degisken arasindaki iliskinin giicii ve
birbirleriyle olan dogrusal iligkilerinin 6l¢iimii olarak tanimlanmaktadir. Calismada
Sirtuin genleri ile norodejeneratif ve ndorotransmitter salinimi diizenleyen genler
arasindaki iliskiler excel tizerinden Pearson korelasyon katsayisi ile hesaplanarak
belirlenmistir (Millar, 2001). Genler arasindaki iligki anlamlilik sinirina esit veya
tizerinde ise anlamli bir iligki tespit edilmektedir. Anlamlilik sinir1 grup sayisina gore
degismektedir. Anlamlilik smir1 asagidaki formiil {izerinden hesaplanmistir. Bu sinir

degerinin pozitif olmasi, bir degiskendeki her pozitif artisa karsilik digerinde sabit oranda
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pozitif bir artis oldugu anlamina gelir. Bu sinir degerinin negatif olmasi ise bir
degiskendeki her pozitif artisa karsilik digerinde sabit oranda negatif bir azalma oldugu
anlamina gelmektedir. Bu anlamli pozitif sinir degeri ile ve negatif sinir degeri arasinda
kalmasi her artisa karsilik olumlu ya da olumsuz bir artis olmadig1 anlamina gelmektedir.
Yani aralarinda bir korelasyon bulunmadigin1 gostermektedir (Pearson, 1931, Obilor &
Amadi, 2018).

Ir| > 2/n

r = hesapladigin korelasyon degeri, n = grup sayisi
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4. BULGULAR

4.1 Bal arillarinda farkh besin diyetlerinin nérodejeneratif ve norotransmitter

salimim diizenleyen genler iizerindeki etkileri

Calismada farkli sirtuin aktivator ve inhibitorleri igeren besin diyetleri ile beslenen ana
ve is¢i ar1 larvalarinin ve ergin is¢i arilarinin nérodejeneatif ve nérotransmitter salinimini
kontrol eden genler ile Sirtuin genlerinin ifade diizeyleri Cizelge 4.1’de verilmistir.
Yapilan qRT-RCR analizlerinin sonuglarina gore sirtuin aktivatorii olan kurkumin ile
beslenmis ana ar1 larvalarinda kontrol grubuna gére yalnizca mTOR gen ifadesinde artis
ve SIRT1 gen ifadesinde ise azalma gorlilmiistiir. Bununla birlikte diger genlerin
ifadelerinde istatistiki olarak dnemli bir fark gézlemlenmemistir. Sirtuin inhibit6rii olan
sodyum biitirat (NaB) ile beslenen ana ar1 larvalarinda ise yalnizca mTOR ve SIRT1 gen
ifadesinde azalma tespit edilmis olmakla birlikte diger gen ifadelerinde istatistiki olarak
onemli bir fark gozlemlenmemistir. Diger yandan hem kurkumin hem sodyum biitirat ile
beslenmis is¢i ar1 larvalarinda kontrol grubuna gore yalnizca ATG5 gen ifadesinde artis
goriilmiistiir. Benzer sekilde bu gen digindaki gen ifadelerinde istatistiki olarak 6nemli
bir fark gozlemlenmemistir. Ergin is¢i arilarda ise kurkumin besin diyetinin, genlerin
ifadelerinde istatistiki olarak 6nemli bir fark yaratmadigi gozlemlenmistir. Diger yandan
sodyum biitirat ile beslenmis ergin is¢i arilarda mTOR ve BRP gen ifadesinde artis elde
edilmis olmakla birlikte diger genlerin ifadelerinde istatistiki olarak onemli bir fark

gozlemlenmemistir.
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Cizelge 4.1. Farkli besin diyeti ile beslenen ana ve is¢i ar1 larvalari ile ergin is¢i arilarin
gen ifade diizeyleri

Ana Ar1 Larvada Isci Ar1 Larvada Ergin Isci Anida

Ifadesi ifadesi ifadesi

.| Sodyum .| Sodyum . Sodyum
Gen Kurkumin Biit)i/rat Kurkumin Bﬁgilrat Kurkumin Biit)i/rat
mTOR 1 1 - - - 0
BECN1 - - - - - -
ILP2 - - - - - -
ATG5 - - 1 1 - -
BRP - - - - - 1
Vg X X X X -
SIRT1 | | - - - -
SIRT6 - - - - - -
SIRT7 - - - - - -

- = DMSO kontrole gore anlamli fark goriilmeyenler, x = qPZR’de esik degerini
gecemeyenler, 1 = ifade de artis gosterenler, | = ifade de azalma gosterenler

4.1.1 Bal aris1 doku érneklerin mTOR gen ifade diizeyleri

Arastirmada, kurkumin ya da sodyum biitirat igeren besin diyeti ile beslenen bal arisi
dokularindan elde edilen, uzun siireli hafiza olusumunda ve otofajide 6nemli rol oynadig:
bilinen, mMTOR gen ifadesi diizeylerine ait farkliliklar Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3’te

verilmistir.

Ana ar1 (kralige ar1) larvalarinin mTOR gen ifade diizeyi (kat degisim degeri) kurkumin
ile beslenen grupta (CurlAL) 4,632, sodyum biitirat grubunda (NalAL) 1,233 ve kontrol
grubunda (DmsolAL) ise 3,175 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1). Kontrol grubuna gore
kurkumin ile beslenme mTOR gen ifadesini artirirken sodyum biitirat ile beslenmenin gen

ifade diizeyini azalttig1 gézlemlenmistir.
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FDI;D CHANGE (mTOR)

6,000 I I

5,000

4,000

3,000

2,000

1,000

0,000
CURLAL MNALAL DMSO1AL

Sekil 4.1. Farkli besin diyetleri ile beslenmis ana ar1 larvalarinda mTOR gen ifade
diizeyleri
*p<0,05

Ana ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi (ANOVA testi) sonuglari dikkate alindiginda
sodyum biitirat ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gére mTOR gen ifade
diizeylerindeki farkin istatistiki olarak (p<0,05) 6nemli oldugu gézlemlenmistir (p=0,03)
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Ana ar1 larvarinda mTOR gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz
sonuglari

lAnova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama  Varyans
CurAL 3 -6,635 -2,2116667 0,51063
NaAL 3 -0,905 -0,3016667  0,0823
DmsoAL 3 -5 -1,6666667 0,74972
JANOVA
Varyans Kaynadi 55 df M5 F P-degeri F dlgiitii
Gruplar Arasinda 5,80835 2 2,904175 6,48905 0,031600602 5,14325
Gruplar iginde 2,6853 6 0,44755
[Toplam 8,49365 8
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Elde edilen varyans analiz sonuglar1 dikkate alinarak Tukey-Kramer post hoc testi
uygulanmistir. Ana ar1 larvalart i¢in Q kritik deger 1,676 bulunmustur. CurAL ve
DmsoAL arasindaki mutlak fark 0,545, NaAL ve DmsoAL arasindaki mutlak fark 1,365
bulunmustur ve Q kritik degerden kiiciik oldugu i¢in kurkumin ve sodyum biitirat besin
diyetinin anlamli bir fark yaratmadigi gozlemlenmistir. CurAL ve NaAL gruplar
arasindaki mutlak fark 1,91 bulunmustur ve Q kritik degerden biiyiik oldugu icin
istatistiki olarak anlamli bir fark yarattigi gézlemlenmistir. Fakat besin diyetlerinin kendi
aralarinda olusturdugu bu fark, kontrol grubuna gore olusan bir fark olmadigindan

anlamlilik ifade etmemektedir.

Isci ar1 larvalarinin mTOR gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllL) 4,337,
sodyum biitirat grubunda (NallL) 2,885 ve kontrol grubunda (DmsolIL) ise 4,282
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2). Kurkumin ile beslenme mTOR gen ifade diizeyini

artirirken sodyum biitirat ile beslenmenin gen ifadesini azalttigi gézlemlenmistir.

FOLD CHANGE (mTOR)

6,000
5,000
4,000
3,000
2,000
1,000

0,000
CUR1IL NA1IL DMSO1IL

Sekil 4.2. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i ar1 larvalarinda mTOR geni ifade
diizeyleri
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Isci ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglari dikkate alindiginda mTOR gen ifade

diizeylerindeki artig/azaligin istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadigi

gbzlemlenmistir (p=0,8) (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Isci larvarinda mTOR gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz sonuglari

Anova: Tek Etken

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
CurlL 3 -6,35 -2,116666667 0,31086
NalL 3 -4,585 -1,528333333 6,86356
DmsolL 3 -6,295 -2,098333333 0,06236
ANOVA
aryans Kaynadi 55 df MS F P-dederi F dlgiitii
Gruplar Arasind 0,671372222 2 0,335686111 0,13916 0,87282 5,14325
Gruplar iginde 14,47355 6 2412258333
Toplam 15,14492222 8

Isci arllarda MTOR gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllA) 4,098,
sodyum biitirat grubunda (NallA) 9,680 ve kontrol grubunda (DmsollA) ise 5,370

olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3). Kurkumin ile beslenme mTOR gen ifadesini

azaltmistir. Diger yandan sodyum biitirat ile beslenmenin gen ifade diizeyini artirdigi

gbzlemlenmistir.

12,000

10,000

8,000

6,000

4,000

2,000

0,000

FOLD CHANGE (mTOR)

*

*

CURILIA

NATIA

DMSO1IA

Sekil 4.3. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i arilarda mTOR gen ifade diizeyleri

*p<0,05
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Isci arilarda varyans analizi sonuglarina gére sodyum biitirat ve kurkumin besin diyetinin
kontrol grubuna gére mTOR gen ifade diizeylerindeki olusturdugu farkin istatistiki olarak

(p<0,05) 6nemli oldugu gozlemlenmistir (p=0,008) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Isci arilarda mTOR gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz sonuglari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurlA 3 -6,105 -2,035 0,03258
NalA 3 12,66 4,22 0,41927
DmsolA 3 -7,275 -2,425 0,61128
ANOVA

Varyans Kaynadi 58 df MS F P-dederi F dlgiiti
Gruplar Arasinda 8,14835 2 4,074175 11,4968 0,00886 5,14325
Gruplar iginde 2,12625 <] 0,354375
Toplam 10,2746 8

Uygulanan Tukey-Kramer post hoc testinde, is¢i arilar i¢in Q kritik deger 1,191
bulunmustur. CurlA ve NalA gruplar1 arasindaki mutlak fark 2,19 bulunarak anlamli bir
fark olusturmustur. Fakat besin diyetlerinin kendi aralarinda olusturdugu bu fark, kontrol
grubuna gore olusan bir fark olmadigindan anlamlilik ifade etmemektedir. Diger yandan
NalA ve DmsolA gruplart arasindaki mutlak fark 1,8 bulunarak uygulanan sodyum
biitirat besin diyetinin anlamli bir fark yarattig1 gézlemlenmistir. Diger yandan CurlA ve
DmsolA gruplart arasindaki mutlak fark 0,39 bulunmustur ve kurkumin besin diyetinin

anlamli bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir.

4.1.2.Bal ans1 doku érneklerin BECN1 gen ifade diizeyleri

Kurkumin ya da sodyum biitirat igeren besin diyeti ile beslenen bal aris1 dokularindan
elde edilen, otofajide 6nemli rol oynayan BECN1 gen ifadesi diizeylerine ait farkliliklar
Sekil 4.4, Sekil 4.5 Sekil 4.6°da verilmistir.

Bu grup i¢in 6rneklerin ¢ogu qPZR da ¢ogalmamustir. Veri sayisi az oldugundan ANOVA

testi yapilamamis ve anlamlilik degerlendirilememistir.
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Ana ar1 larvalarinin BECN1 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurlAL)
1,693, sodyum biitirat grubunda (NalAL) 2,621 ve kontrol grubunda (DmsolAL) ise
1,072 olarak tespit edilerek kurkumin ve sodyum biitirat ile beslenmenin BECN1 gen
ifade diizeyini artirdig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Farkli besin diyetleri ile beslenmis ana ari larvalarinda BECN1 gen ifade
diizeyleri

BECNL1 gen ifade diizeyi is¢i ar1 larva kontrol grubunda (DmsollL) 1,693, kurkumin ile
beslenen grupta (CurllL) 2,014 olarak tespit edilerek kurkumin ile beslenmenin gen
ifadesinde artis sagladigi gézlemlenmistir. Sodyum biitirat beslenme diyeti uygulanan
grup (NallL) gPZR da ¢ogalmamistir bu yiizden kat degisimi hesaplanamamistir. (Sekil
4.5).
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Sekil 4.5. Farkli besin diyetleri ile beslenmis isci ar1 larvalarinda BECN1 gen ifade

diizeyleri

Isci arilarda ise BECN1 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllA) 0,547,

sodyum biitirat grubunda (NallA) 0,708 ve kontrol grubunda (Dmsol1lA) ise 0,844 olarak

tespit edilmistir (Sekil 4.6). Gen ifade diizeyleri karsilastirildiginda kurkumin ve sodyum

biitirat ile beslenmenin BECN1 gen ifade diizeyini azalttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.6. Farkli1 besin diyetleri ile beslenmis is¢i arllarda BECN1 gen ifade diizeyleri
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4.1.3.Bal aris1 doku érneklerin ILP2 gen ifade diizeyleri

Arastirmada, kurkumin ya da sodyum biitirat iceren besin diyeti ile beslenen bal aris1
dokularindan elde edilen, uzun 6miirliiliikte ve bal aris1 gelisiminde rol oynayan ILP2 gen
ifadesi diizeylerine ait farkliliklar Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9°da verilmistir.

Ana ari larvalarinin ILP2 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurlAL) 2,417,
sodyum biitirat grubunda (NalAL) 1,241 ve kontrol grubunda (DmsolAL) ise 1,707
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7). Kurkumin ile beslenme ILP2 gen ifade diizeyini

artirirken Sodyum biitirat ile beslenmenin ifadeyi azalttigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.7. Farkli besin diyetleri ile beslenmis ana ar1 larvalarinda ILP2 gen ifade diizeyleri

Ana ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat
ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gore ILP2 gen ifade diizeylerindeki farkin
istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadigi gézlemlenmistir (p=0,4) (Cizelge
4.5).
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Cizelge 4.5. Ana an larvarinda ILP2 gen

ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz

sonuglar1
Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurAL 3 -3,82 -1,27333 0,271108
MNaAL 3 -0,935 -0,31167 0,397108
DmsoAL 3 -2,315 -0,77167 1,442258
ANOVA

Varyans Kaynadi 5S df MS F P-degeri  Fdlclitii
Gruplar Arasinda 1,388072 2 0,694036 0,986559 0426157 5,143253
Gruplar iginde 4,22095 6 0,703492
Toplam 5,609022 8

Isci ar1 larvalarinm ILP2 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllL) 0,906,
sodyum biitirat grubunda (NallL) 0,709 ve kontrol grubunda (DmsolIL) ise 0,821 olarak

tespit edilmistir (Sekil 4.8). Benzer sekilde kurkumin ile beslenme ILP2 gen ifade

diizeyini artirirken sodyum biitirat ile beslenmenin ifadeyi azalttig1 gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.8. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i ar1 larvalarinda ILP2 gen ifade diizeyleri

Isci ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglari dikkate alindiginda sodyum biitirat

ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gore ILP2 gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,35) (Cizelge

4.6).
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Cizelge 4.6. Is¢i a1 larvarinda ILP2 gen ifadesine iligkin tek y&nlii varyans analiz
sonugclari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurlL 3 0,425 0,141667 0,581658
NallL 3 1,49 0496667 0,057633
Dmsoll 3 0,855 0,285 0,166933
ANOVA

Varyans Kaynadi 55 df MSs F P-dederi  F Glgiitii
Gruplar Arasinda 0,191372 2 0,095686 0,356052 0,714295 5,143253
Gruplar iginde 1,61245 6 0,268742
Toplam 1,803822 8

Isci arilarda ILP2 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllA) 0,572, sodyum
biitirat grubunda (NallA) 1,254 ve kontrol grubunda (DmsollA) ise 0,777 olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.9). Ana ar1 ve is¢i ar1 larvalarinin aksine is¢i artlarda kurkumin besin
diyetinin ILP2 gen ifade diizeyini azalttigi sodyum biitirat besin diyetinin gen ifade

diizeyini artirdig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.9. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i arilarda ILP2 gen ifade diizeyleri

Isci arilarda yapilan varyans analizi (ANOVA testi) sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum
biitirat ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gore ILP2 gen ifade diizeylerindeki
farkin istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadigi gézlemlenmistir (p=0,2)
(Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Isci arilarda ILP2 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz sonuglari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam  Ortalama Varyans

CurlA 3 2,42 0,806667 0,024033
NalA 3 -0,98 -0,32667 0,807558
DmsolA 3 1,09 0,363333 0,568808
ANOWVA

Varyans Kaynadi 55 df (%A F P-degeri  F dlciti
Gruplar Arasinda 1,957089 2 0,978544 2,096282 0,203987 5,143253
Gruplar icinde 2,8008 6 0,4668
Toplam 4, 757889 8

4.1.4. Bal aris1 doku érneklerin ATG5 gen ifade diizeyleri

Arastirmada, kurkumin ya da sodyum biitirat iceren besin diyeti ile beslenen bal aris1
dokularindan elde edilen, néronal otofajide, sinaptik plastisitenin saglanmasinda, anti-
inflamatuar siire¢lerde oligodendrosit gelisimi ve miyelinasyon siirecinde rol oynayan
ATG5 gen ifadesi diizeylerine ait farkliliklar Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12°de

verilmistir.

Ana ar1 larvalarinin ATG5 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurlAL)
0,456, sodyum biitirat grubunda (NalAL) 0,391 ve kontrol grubunda (DmsolAL) ise
0,291 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.10). Uygulanan kurkumin ve sodyum biitirat besin
diyeti ATG5 gen ifade diizeyini artirmistir.
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Sekil 4.10. Farkli besin diyetleri ile beslenmis ana ar1 larvalarinda ATG5 gen ifade

diizeyleri

Ana ar larvalarinda varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat ve

kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gore ATG5 gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,58) (Cizelge

4.8).

Cizelge 4.8. Ana ar larvarinda ATGS5 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz

sonuglari

Anova: Tek Etken

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurAL 3 3,395 1,131667 0,162758
MaAL 3 4,06 1,353333 0,464358
DmsoAL 3 5,345 1,781667 1,032908
ANOVA

Varyans Kaynadr Ss df Ms F P-dederi  F élgiitii
Gruplar Arasinda 0,655106 2 0,327553 0,591954 0,582601 5,143253
Gruplar icinde 3,32005 6 0,553342
Toplam 3,975156 8
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Isci ar1 larvalariin ATG5 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllL) 1,366,
sodyum biitirat grubunda (NallIL) 1,517 ve kontrol grubunda (DmsolIL) ise 0,370 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.11). Ana ar1 larvalarina benzer sekilde uygulanan kurkumin ve

sodyum biitirat besin diyeti ATG5 gen ifade diizeyini artirmistir.
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Sekil 4.11. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i ar1 larvalarinda ATG5 gen ifade

diizeyleri
*p<0,05

Isci ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat
ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna goére ATGS gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak (p<0,05) 6nemli oldugu gézlemlenmistir (p=0,016) (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Isci ar1 larvarinda ATG5 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz
sonuglari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
CurlL 3 -1,35 -0,45 0,638275
MNalL 3 -1,805 -0,601666667 0,110608
Dmsoll 3 4,3 1,433333333 0,584608
ANOVA
Varyans Kaynadi 55 df MS F P-dedgeri  F dlciitii
Gruplar Arasinda  7,711172 2 3,855586111 8,674039 0,016971 5,143253
Gruplar iginde 2,666983 6 0,444497222
Toplam 10,37816 8
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Varyans analiz sonuglarina gére Tukey-Kramer post hoc testi yapilmistir. isci ar1 larvalari
icin Q kritik deger 1,671 bulunmustur. CurlL ve NalL gruplar arasindaki mutlak fark
0,15 bulunmustur ve anlaml bir fark yaratmadigi goézlemlenmistir. CurlL ve DmsolL
gruplar1 arasindaki mutlak fark 1,88 NalL ve DmsolL gruplar1 arasindaki mutlak fark
2,04, bulunarak kurkumin ve sodyum biitirat besin diyetinin anlamli bir fark olusturdugu

gozlemlenmistir.

Isci arilarda ATG5 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllA) 0,395,
sodyum biitirat grubunda (Nal1IA) 0,634 ve kontrol grubunda (Dmso1lA) ise 0,606 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.12). Kurkumin besin diyeti ATG5 gen ifade diizeyini azaltmistir.

Sodyum biitirat besin diyetinin ise gen ifade diizeyini artirdigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.12. Farkli besin diyetleri ile beslenmis isci arilarda ATG5 gen ifade diizeyleri

Isci arilarda yapilan varyans analizi sonuglari dikkate alindiginda sodyum biitirat ve
kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gére ATG5 gen ifade diizeylerindeki farkin
istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadigi gozlemlenmistir (p=0,6) (Cizelge
4.10).
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Cizelge 4.10. Isci arllarda ATG5 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz sonuglart

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
CurlA 3 4,015 1,338333 0,124658
Nalh 3 1,975 0,658333 1,268358
3 2,17 0,723333 1,317008
AMNOVA
Varyans Kaynadi 55 df Ms F P-degeri  F élgiitii
Gruplar Arasinda 0,84485 2 0422425 0467625 0,647541 5,143253
Gruplar icinde 5,42005 6 0,903342
Toplam 6,2649 8

4.1.5. Bal aris1 doku érneklerin BRP gen ifade diizeyleri

Arastirmada, kurkumin ya da sodyum biitirat iceren besin diyeti ile beslenen bal arisi
dokularindan elde edilen, noronlar arasinda veya bir noron ile bagka bir hiicre arasindan
iletisimi saglamada gorev alan norotransmiter salinimi diizenleyen BRP gen ifadesi

diizeylerine ait farkliliklar Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15°te verilmistir.

Ana ar1 larvalarmin BRP gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurlAL) 0,985,
sodyum biitirat grubunda (NalAL) 1,159 ve kontrol grubunda (DmsolAL) ise 1,283
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.13). Kurkumin ve sodyum biitirat besin diyetinin ana ar1

larvalarinda BRP gen ifade diizeyini azalttig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.13. Farkli besin diyetleri ile beslenmis ana ar1 larvalarinda BRP gen ifade

diizeyleri

Ana ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat

ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gére BRP gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,5) (Cizelge

4.11).

Cizelge 4.11. Ana a1 larvarinda BRP gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz

sonuglari

Anova: Tek Etken

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
CurAL 2 0,043333 0,021667 0,05445
MNaAL 3 -0,64 -0,21333 0,207475
DmsoAL 3 -1,08 -0,36 0,067058
ANOVA
Varyans Kaynadgi 5S df MS F P-dederi  F élciitii
Gruplar Arasinda 0,174871 2 0,087435 0,724383 0,529339 5,786135
Gruplar icinde 0,603517 5 0,120703
Toplam 0,778388 7
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Isci larvalarmin BRP gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurlIL) 0,853,
sodyum biitirat grubunda (NallL) 0,792 ve kontrol grubunda (DmsolIL) ise 1,139
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.14). Ana ar1 larvalarina benzer sekilde is¢i ar1 larvalari

i¢cin uygulanan her iki besin diyeti de BRP gen ifade diizeyini azalttig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.14. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i ar1 larvalarinda BRP gen ifade
diizeyleri

Isci larvalarinda yapilan varyans analizi sonuclar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat ve
kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gére BRP gen ifade diizeylerindeki farkin
istatistiki olarak anlamli (p<<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,5) (Cizelge
4.12).

Cizelge 4.12. Isci ar1 larvarinda BRP gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz
sonuglari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurlL 3 0,69 0,23 0,335775
NalL 3 1,01 0,336666667 0,402008
DmsolL 3 -0,565 -0,188333333 0,253008
ANOVA

Varyans Kaynagi 55 df Ms F P-degeri  F élgiitii
Gruplar Arasinda  0,462006 2 0,231002778 0,699449 0,533277 5,143253
Gruplar icinde 1,981583 6 0,330263889
Toplam 2,443589 8
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Isci ar1larin BRP gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllA) 1,130, sodyum
biitirat grubunda (NallA) 6,528 ve kontrol grubunda (Dmsol1lA) ise 1,828 olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.15). Kurkumin besin diyeti BRP gen ifadesini azaltirken sodyum

biitirat besin diyeti ise ifadeyi artirdig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.15. Farkli1 besin diyetleri ile beslenmis isci arllarda BRP gen ifade diizeyleri
*
p<0,05

Isci arilarda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat ve
kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gére BRP gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak (p<0,05) 6nemli oldugu gézlemlenmistir (p=0,01) (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Isci arilarda BRP gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz sonuglari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
CurlA 3 -0,53 -0,17667 0,173425
NalA 3 -8,12 -2,70667  1,2241
DmsolA 3 -2,61 -0,87 0,201608
ANOVA
Varyans Kaynadi 55 df MS F P-dedgeri  F dlgiitii
Gruplar Arasinda 10,25496 2 5127478 9,619231 0,013436 5,143253
Gruplar icinde 3,198267 6 0,533044
Toplam 13,45322 8

Tukey-Kramer post hoc test sonuglarina gore isci ar1 larvalar i¢in Q kritik deger 1,829
bulunmustur. CurlA ve NalA gruplar1 arasindaki mutlak fark 2,53 bulunmustur fakat
besin diyetlerinin kendi aralarinda olusturdugu bu fark, kontrol grubuna gore olusan bir
fark olmadigindan anlamlilik ifade etmemektedir. Diger yandan NalA ve DmsolA
gruplari arasindaki mutlak fark 1,84 bulunarak uygulanan sodyum biitirat besin diyetinin
anlamli bir fark yarattig1 gozlemlenmistir. CurlA ve DmsolA gruplari arasindaki mutlak
fark 0,69 bulunarak kurkumin besin diyetinin anlamli bir fark yaratmadig

gdzlemlenmistir.

4.1.6. Bal aris1 doku oérneklerin Vg gen ifade diizeyleri

Arastirmada, kurkumin ya da sodyum biitirat iceren besin diyeti ile beslenen bal arisi
dokularindan elde edilen, immun sistemde 6nemli rol oynayan ayni zamanda biiyiime
mekanizmasinda da yer alan Vg gen ifadesi diizeylerine ait farkliliklar Sekil 4.16°da
verilmistir. Vg geni icin bir¢ok 6rnek qPZR’da cogalmamistir sadece is¢i arilarda

cogaltim oldugu goriilmiistiir.
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Isci arilarin Vg gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllA) 0,883, sodyum
biitirat grubunda (NallA) 3,395 ve kontrol grubunda (DmsolIA) ise 1,514 olarak tespit

edilmistir (Sekil 4.16). Kurkumin ile beslenmenin Vg gen ifade diizeyini azalttigi sodyum

biitirat ile beslenmenin Vg gen ifade diizeyini artirdigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.16. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i arilarda Vg gen ifade diizeyleri

*p<0,05

Isci arilarda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat ve

kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna goére Vg gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak (p<0,05) 6nemli oldugu gézlemlenmistir (p=0,05) (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Isci arilarda Vg gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz sonuglar

Anova: Tek Etken

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurlA 3 0,54 0,18 0,0724
NalA 3 -5,29 -1,76333 1,209758
DmsolA 3 -1,795 -0,59833 0,489558
ANOVA

Varyans Kaynadr 55 df Ms F P-degeri  F oliiti
Gruplar Arasinda 5,739572 2 2,869786 4,859331 0,055617 5,143253
Gruplar icinde 3,543433 6 0,590572
Toplam 9,283006 8
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Tukey-Kramer post hoc testi sonuglarina gore isgi ar1 larvalar igin Q kritik deger 1,926
bulunmustur. NalA ve DmsolA gruplar1 arasindaki mutlak fark 1,17 ve CurlA ve
DmsolA gruplari arasindaki mutlak fark 0,78 bulunarak kurkumin ve sodyum biitirat
besin diyetinin anlaml bir fark yaratmadigi gézlemlenmistir. Diger yandan CurlA ve
NalA gruplari arasindaki mutlak fark 1,94 bulunmustur ve anlamli bir fark yaratmistir.
Fakat besin diyetlerinin kendi aralarinda olusturdugu bu fark, kontrol grubuna gére olusan

bir fark olmadigindan anlamlilik ifade etmemektedir.

4.2. Bal arillarinda farkh besin diyetlerinin sirtuin genleri iizerindeki etkileri

4.2.1. Bal aris1 doku érneklerin SIRT1 gen ifade diizeyleri

Arastirmada, kurkumin ya da sodyum biitirat iceren besin diyeti ile beslenen bal arisi
dokularindan elde edilen, otofaji aktivasyonu saglayan, DNA onarim proteinlerini
etkileyen, post transkripsiyonel aktivasyonu modiile eden SIRT1 gen ifadesi diizeylerine

ait farkliliklar Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19°da verilmistir.

Ana ar1 larvalarinin SIRT1 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurlAL)
2,296, sodyum biitirat grubunda (NalAL) 2,571 ve kontrol grubunda (DmsolAL) ise
3,773 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.17). Kurkumin ve sodyum biitirat ile beslenmenin

SIRT1 gen ifade diizeyini azalttig1 gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.17. Farkli besin diyetleri ile beslenmis ana ar1 larvalarinda SIRT1 gen ifade

diizeyleri
*p<0,05
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Ana ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat
ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gdore SIRT1 gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak (p<0,05) 6nemli oldugu gozlemlenmistir (p=0,006) (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Ana ar1 larvalarinda SIRT1 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz
sonugclari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurAL 3 -3,5975 -1,19917 0,008308
NaAL 2 2,725 -1,3625 0,045
DmsoAL 3 -5,7475 -1,91583 0,033608
ANOVA

Varyans Kaynadi 55 df MS F P-dedgeri  F dlciiti
Gruplar Arasinda 0,827454 2 0,413727 16,05668 0,006662 5,786135
Gruplar icinde 0,128833 5 0,025767
Toplam 0,956288 7

Uygulanan Tukey-Kramer post hoc testinde ana ar1 larvalar i¢in Q kritik deger 0,452
bulunmustur. CurAL ve NaAL gruplan arasindaki mutlak fark 0,16 bulunmustur ve
anlaml bir fark yaratmadigi gozlemlenmistir. NaAL ve DmsoAL gruplart arasindaki
mutlak fark 0,55 ve CurAL ve DmsoAL gruplar arasindaki mutlak fark 0,72 bulunarak
uygulanan kurkumin ve sodyum biitirat besin diyetinin anlamli bir fark olusturdugu

gdzlemlenmistir.

Isci ar1 larvalarinda sodyum biitirat ile besin diyeti uygulanan grup qPZR’da
cogalmamstir. Kurkumin besin diyeti uygulanan grupta (CurlIL) SIRT1 gen ifade diizeyi
1,776, kontrol grubunda (DmsollL) ise 2,691 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.18).

Kurkumin ile beslenmenin SIRT1 gen ifade diizeyini azalttig1 gézlemlenmistir
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Sekil 4.18. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i ar1 larvalarinda SIRT1 gen ifade

diizeyleri

Isci ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat

ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gore SIRT1 gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,3) (Cizelge

4.16),

Cizelge 4.16. Isci ar1 larvalarinda SIRT1 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz

sonuglari

Anova: Tek Etken

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurlL 2 -1,65667 -0,82833 0,00125
DmsolL 3 -4,285 -1,42833 0,487425
ANOVA

Varyans Kaynadi S5 df MSs F P-dederi  F élciitii
Gruplar Arasinda 0,432 1 0,432 1,327733 0,332698 10,12796
Gruplar icinde 0,9761 3 0,325367
Toplam 1,4081 4
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Isci arilarin SIRT1 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllA) 1,077,
sodyum biitirat grubunda 2,311 ve kontrol grubunda (DmsolIA) ise 1,807 olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.19). SIRT1 ifadesini kurkumin besin diyeti azaltirken sodyum biitirat

besin diyetinin ise artirdig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.19. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i arilarda SIRT1 gen ifade diizeyleri

Isci arilarda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat ve
kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gore SIRT1 gen ifade diizeylerindeki farkin
istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadigi gézlemlenmistir (p=0,2) (Cizelge
4.17).

Cizelge 4.17. Isci arilarda SIRT1 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz sonuglari

Anova: Tek Etken

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurlA 3 -0,32 -0,10667 0,169275
MNalA 3 -3,625 -1,20833 0,656233
DmsolA 3 -2,56 -0,85333 0,788258
ANOVA

Varyans Kaynadi ss df MS F P-degeri  F dlglitii
Gruplar Arasinda 1,897206 2 0,948603 1,763457 0,249803 5,143253
Gruplar iginde 3,227533 6 0,537922
Toplam 5,124739 8
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4.2.2. Bal aris1 doku érneklerin SIRT6 gen ifade diizeyleri

Arastirmada, kurkumin ya da sodyum biitirat iceren besin diyeti ile beslenen bal aris1
dokularindan elde edilen, DNA tamiri yapan ve genomik stabiliteyi koruyan SIRT6 gen
ifadesi diizeylerine ait farkliliklar Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.23’te verilmistir.

Ana ar1 larvalarinin SIRT6 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurlAL)
3,886, sodyum biitirat grubunda (NalAL) 3,245 ve kontrol grubunda (DmsolAL) ise
3,486 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.20). Kurkumin besin diyeti SIRT6 gen ifade
diizeyinde artis saglarken sodyum biitirat besin diyetinin gen ifadesinde azalmaya sebep

oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.20. Farkli besin diyetleri ile beslenmis ana ar1 larvalarinda SIRT6 gen ifade
diizeyleri

Ana ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat
ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gére SIRT6 gen ifade diizeylerindeki farkin
istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,8) (Cizelge
4.18).
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Cizelge 4.18. Ana ar1 larvalarinda SIRT6 gen ifadesine iligkin tek yonlii varyans analiz
sonugclari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
CurAlL 3 -5,875 -1,95833 0,09923
MNaAL 3 -5,095 -1,69833 0,42766
DmsoAlL 3 -5, 405 -1,80167 0,60503
ANOVA
Varyans Kaynadi 55 df Ms F P-dedgeri F dlgiitii
Gruplar Arasinda 0,10282 2 0,05141 0,13626 0,87524 5,1432}
Gruplar icinde 2,26385 6 0,37731
Toplam 2,36667 8

Isci ar1 larvalarinin SIRT6 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllL) 4,079,
sodyum biitirat grubunda (NalIL) 2,935 ve kontrol grubunda (Dmso1IL) ise 2,526 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.21). Isci ar1 larvalarinda kurkumin ve sodyum biitirat ile

beslenmenin SIRT6 gen ifade diizeyini artirdig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.21. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i ar1 larvalarinda SIRT6 gen ifade
diizeyleri
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Isci ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat
ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gdore SIRT6 gen ifade diizeylerindeki farkin
istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,3) (Cizelge
4.19).

Cizelge 4.19. Isci ar1 larvalarinda SIRT6 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz
sonugclari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
CurlL 3 -6,085 -2,02833 0,26261
NalL 3 -4,66 -1,55333 0,31611
Dmsoll 3 -4,01 -1,33667 0,28416
ANOVA
Varyans Kaynadi 55 df MS F P-dederi F dlgiitii
Gruplar Arasind:  0,75097 2 0,37549 1,30547 0,3383 5,14325
Gruplar iginde 1,72575 6 0,28762
Toplam 2,47672 8

Isci arilarin SIRT6 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllA) 0,822,
sodyum biitirat grubunda (NallA) 1,5 ve kontrol grubunda (DmsollA) ise 1,063 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.22). SIRT6 gen ifadesi kurkumin besin diyeti ile azalirken,
sodyum biitirat besin diyetiyle artis saglamistir.
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Sekil 4.22. Farkl1 besin diyetleri ile beslenmis is¢i arilarda SIRT6 gen ifade diizeyleri
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Isci arilarda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat ve
kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna goére SIRT6 gen ifade diizeylerindeki farkin
istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,46) (Cizelge
4.20).

Cizelge 4.20. Isci arilarda SIRT6 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz sonuglari

Anova: Tek Etken
OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurlA 3 0,85 0,28333 0,10616

NalA 3 -1,755 -0,585 1,18548

DmsolA 3 -0,265 -0,08833 0,68681
ANOVA

Varyans Kaynadi 55 df MS F P-degeri F &lgiitii
Gruplar Arasinda 1,13882 2 056941 0,86342 046822 5,14325
Gruplar iginde 3,95688 6 0,65948
Toplam 5,0957 8

4.2.3. Bal aris1 doku érneklerin SIRT7 gen ifade diizeyleri

Aragtirmada, kurkumin ya da sodyum biitirat igeren besin diyeti ile beslenen bal arisi
dokularindan elde edilen, transkripsiyonel diizenlemede rol oynayan SIRT7 gen ifadesi
diizeylerine ait farkliliklar Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25’te verilmistir.

Ana ar1 larvalarinin SIRT7 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurlAL)
3,298, sodyum biitirat grubunda (NalAL) 2,095 ve kontrol grubunda (DmsolAL) ise
2,494 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.23). Uygulanan kurkumin besin diyeti SIRT7 gen

ifadesini artirirken sodyum biitirat besin diyetinin ise ifadeyi azaltti§1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.23. Farkli besin diyetleri ile beslenmis ana ar1 larvalarinda SIRT7 gen ifade

diizeyleri

Ana ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat
ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gére SIRT7 gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 goézlemlenmistir (p=0,17) (Cizelge

4.21).

Cizelge 4.21. Ana ar larvalarinda SIRT7 gen ifadesine iligkin tek yonlii varyans analiz

sonuglari

Anova: Tek Etken

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
CurAL 3 -5,165 -1,72167 0,15266
MNaAL 3 -3,2 -1,06667 0,07431
DmsoAL 3 -3,955 -1,31833 0,18656
ANOVA
Varyans Kaynadi 55 df M5 F P-degeri F dlglti
Gruplar Arasinda 0,65504 2 0,32752 2,37606 0,17377 5,14325
Gruplar iginde 0,82705 6 0,13784
Toplam 1,48209 8

Isci ar1 larvalarinin SIRT7 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllL) 3,253,
sodyum biitirat grubunda (NallIL) 4,009 ve kontrol grubunda (DmsolIL) ise 2,851 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.24). Is¢i ar1 larvalarinda kurkumin ve sodyum biitirat besin

diyetlerinin SIRT7 gen ifade diizeyini artirdig1 gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.24. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i ar1 larvalarinda SIRT7 gen ifade
diizeyleri

Isci ar1 larvalarinda yapilan varyans analizi sonuglar1 dikkate alindiginda sodyum biitirat
ve kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna gore SIRT7 gen ifade diizeylerindeki farkin
istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,49) (Cizelge
4.22).

Cizelge 4.22. isci ar1 larvalarinda SIRT7 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz
sonuglari

Anova: Tek Etken

OZET

Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

CurlL 3 -5,105 -1,70167 0,53406

NalL 3 -6,01 -2,00333 0,04931

DmsollL 3 -4,535 -1,51167 0,1039
ANOVA

Varyans Kaynadi 55 df MS F P-dederi F §lgiitii
Gruplar Arasinda 0,36884 2 0,18442 0,80494 049014 5,14325
Gruplar iginde 1,37465 6 0,22911
Toplam 1,74349 8
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Isci arilarin SIRT7 gen ifade diizeyi kurkumin ile beslenen grupta (CurllA) 0,546,
sodyum biitirat grubunda (Nal1IA) 0,991 ve kontrol grubunda (Dmsol1lA) ise 1,046 olarak

tespit edilmistir (Sekil 4.25). Isci ar1 larvalarinin aksine isci arilarda kurkumin ve sodyum

biitirat besin diyetinin SIRT7 gen ifade diizeyini azalttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.25. Farkli besin diyetleri ile beslenmis is¢i arilarda SIRT7 gen ifade diizeyleri

Isci arilarda yapilan varyans analizi sonuglari dikkate alindiginda sodyum biitirat ve

kurkumin besin diyetinin kontrol grubuna goére SIRT7 gen ifade diizeylerindeki farkin

istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bir fark yaratmadig1 gézlemlenmistir (p=0,4) (Cizelge

4.23).

Cizelge 4.23. Isci arilarda SIRT7 gen ifadesine iliskin tek yonlii varyans analiz sonuglar

Anova: Tek Etken

OZET
Gruplar Say Toplam QOrtalama Varyans

CurlA 3 2,62 0,87333 0,22443
NalA 3 0,04 0,01333 1,15531
DmsolA 3 -0,195 -0,065 0,92957
ANOVA

Varyans Kaynadi 55 df M5 F P-degeri F dlgiti
Gruplar Arasinda 1,62621 20,8131 1,05629 0,40455 5,14325
Gruplar iginde 4,61863 6 0,76977
Toplam 6,24484 8
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4.3. Sirtuin genleri ile norodejeneratif ve norotransmitter salinimi diizenleyen

genler arasindaki iliskiler

Istatistikte Pearson korelasyon katsayis1 iki degisken arasindaki iliskinin giiciiniin ve
birbirleriyle olan iliskilerinin 6l¢imii olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle ¢alismada
Sirtuin genleri ile diger genler arasindaki iligkiler Pearson dogrusal korelasyon analizi ile

degerlendirilmistir.

Korelasyon katsayisinin anlamli olmasi, orneklem biytikligiinden etkilenmektedir.
Kiigtik hacimli 6rneklerde, elde edilen korelasyon katsayisi biiylik bile olsa istatistiksel
olarak 6nemli bir deger olmayabilir. Calismada besin diyeti uygulanan her ar1 grubunda
3 adet 6rnek bulunmasindan ve bazi 6rneklerin qPZR’de esik degerini gegememesinden
dolay1, kurkumin besin diyeti ve sodyum biitirat besin diyeti uygulanan Ornekler
birlestirilerek, kralige ve is¢i ar1 larvalari tek grup olarak degerlendirilirken, is¢i arilar da
ayri bir grup olarak degerlendirilmistir. Grup sayisina gore anlamlilik smir
degismektedir. Anlamlilik smirmi belirlemek igin |r| >2/n formiili kullanilmistir

(r=hesaplanan korelasyon degeri, n = grup sayisi).

4.3.1. SIRT1 geni ile diger genler arasindaki korelasyon analizleri

Calismada ana ve is¢i ar1 larvalarini igeren larva grubunda SIRT1 ve mTOR, BECNLI,
ILP2, ATGS5, BRP genleri arasindaki korelasyon katsayisi hesaplamasinda anlamlilik
smirt sirastyla 0,555, 0,894, 0,555, 0,555, 0577 ve korelasyon katsayisi ise -0,178, 0,8,
0,03, -0,67, 0,5 olarak bulunmustur. Bu larva grubunda SIRT1 ile ATG5 gen arasinda
negatif yonde anlamli bir korelasyon gdzlemlenirken, diger genlerde korelasyon tespit
edilememistir. Ergin is¢i ar1 grubunda ise mTOR, BECNL1, ILP2, ATG5, BRP, Vg genleri
arasindaki korelasyon katsayisi hesaplamasinda anlamlilik sinirt BECN1 geninde 0,707
iken diger genler de 0,667 olarak hesaplanmistir. SIRT1 ve genler arasindaki korelasyon
katsayist sirasiyla 0,8, 0,04, 0,887, 0,77, 0,46, 0,78 olarak bulunmustur. Bu grupta
SIRT2’in mTOR, ILP2, ATGS5, Vg genleri ile pozitif yonde anlamli bir korelasyon
gosterdigi, BECN1 ve BRP genleriyle anlamli bir korelasyon gostermedigi tespit

edilmistir.
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4.3.2. SIRTG geni ile diger genler arasindaki korelasyon analizleri

Calismada larva grubunda SIRT6 ve mTOR, BECN1, ILP2, ATG5, BRP genleri arasindaki
korelasyon katsayisi hesaplamasinda anlamlilik sinir1 sirasiyla 0,516, 0,816, 0,516, 0,516,
0,535 ve korelasyon katsayisi ise -0,179, 0,125, 0,5, 0,7, -0,41 olarak bulunmustur. Bu
grupta SIRT6, ILP2 ve ATGS5 genleriyle pozitif yonde anlamli bir korelasyon gosterdigi,
diger genlerle ise anlamli bir korelasyon gostermedigi gézlemlenmistir. Ergin is¢i ari
grubunda ise mTOR, BECN1, ILP2, ATG5, BRP ve Vg genleri arasindaki korelasyon
katsayis1 hesaplamasinda anlamlilik sinir1 BECN1 geninde 0,707 iken diger genler de
0,667 olarak hesaplanmistir. SIRT6 ve genler arasindaki korelasyon katsayisi sirasiyla
0,839, 0,94, 0,94, 0,93, 0,292 0,74 olarak bulunmustur. Bu grupta ise SIRT6’nin BRP

hari¢ tiim genlerle pozitif yonde anlamli bir korelasyon gosterdigi gézlemlenmistir.

4.3.3. SIRT7 geni ile diger genler arasindaki korelasyon analizleri

Calismada larva grubunda SIRT7 ve mTOR, BECN1, ILP2, ATGS5, BRP genleri arasindaki
korelasyon katsayis1 hesaplamasinda anlamlilik sinir1 sirastyla 0,516, 0,816, 0,516, 0,516,
0,535 ve korelasyon katsayis1 0,57, -0,34, 0,55, 0,353, -0,06 olarak bulunmustur. Bu
grupta SIRT7 sadece mTOR ve ILP2 genleri ile pozitif yonde anlamli bir korelasyon
gostermistir. Ergin is¢i ar1 grubunda ise mTOR, BECN1, ILP2, ATG5, BRP ve Vg genleri
arasindaki korelasyon katsayist hesaplamasinda anlamlilik sinirt BECN1 geninde 0,707
iken diger genler de 0,667 olarak hesaplanmistir. SIRT7 ve genler arasindaki korelasyon
katsayis1 sirasiyla 0,823, 0,87, 0,776, 0,846, 0,09, 0,8 olarak bulunmustur. Bu grupta ise
SIRT7’nin BRP hari¢ tiim genlerle pozitif yonde anlamli bir korelasyon gosterdigi

gdzlemlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada farkli sirtuin aktivator ve inhibitorleri igeren besin diyetleri ile beslenen
ana ve isci ar1 larvalarinin ve ergin is¢i arilarinin ndrodejeneratif ve norotransmitter

salinimini kontrol eden genleri ile sirtuin genlerinin ifade diizeyleri belirlenmistir.

Arastirmada sirtuin aktivatorii olan kurkumin igeren besin diyeti ile beslenen ana ari
larvalariin RT-qPZR analiz sonuglarina gore SIRT1 gen ifadesindeki azalmaya karsin

MTOR gen ifadesinde artis oldugu gézlemlenmistir.

Bununla birlikte c¢alismamizdan elde edilen sonuglardan farkli olarak, farkli model
organizmalar lizerinde yapilmis olan ¢aligmalarda kurkumin igeren besin diyetinin mTOR
gen ifadesini baskiladig1 gosterilmistir (Johnson et al., 2009; Tamaddoni et al., 2020).
Diger yandan kurkumin igeren besin diyetinin SIRT1 gen ifadesini artirdigini gosteren
calismalar bulunmaktadir (Yang et al., 2013; Xiao et al., 2016). Calismamiz besin
diyetinin genler tizerindeki etkisi yoniinden daha onceki calismalardan farkli sonug

vermistir.

Ayrica SIRT1 bir transkripsiyon diizenleyicisi oldugundan (Bonkowski & Sinclair, 2016,
Inoue et al., 2014, Yang et al., 2022) ve translasyon sonras1 modifikasyon yoluyla genleri
diizenleyebildiginden (Dai et al., 2016, Chen et al., 2008; Cheng et al., 2008) genler

tizerindeki etkilerini protein diizeyinde gdstermis olabilecegi diistiniilmektedir.

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda SIRT1 aktivasyonunun mTOR’u inhibe ettigi
belirtilmektedir (Guo et al., 2011; Takeda et al., 2012). Calismamiz SIRT1 ve mTOR gen

etkilesimi yoniinden daha 6nceki ¢calismalara benzerlik gostermistir.

Diger yandan, ndorodejeneratif hastaliklarla iligkili olarak otofaji, ndronal sagkalim i¢in
olduk¢a Onemlidir (Caccamo et al., 2014; Nopparat et al., 2017). mTOR geninin
aktivasyonunun otofajiyi negatif olarak diizenlerken (Parmar vd., 2022), SIRT1 geninin
ise otofajiyi artirdig1 bilinmektedir (Lee et al., 2008; He et al., 2013; Fang et al., 2014).

Bununla birlikte ¢calismamizda yukarida belirtilen nedenlerden dolay1 kurkumin iceren
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besin diyetinin SIRT1 ve mTOR {izerine etkileri ile ilgili farkli sonuglar elde edilmis
olmasi, nérodejeneratif hastaliklara iliskili gen ifadeleri iizerindeki aragtirmalarin genis

kapsamli olarak ele alinmasi gerektigini gostermektedir.

Kurkumin igeren besin diyeti is¢i ar1 larvalarinda ise ATGS5 gen ifadesinde artis
saglamistir (p<0,05). Daha 6nce farkli model organizmalarda yapilan galismalar da
kurkumin igeren besin diyetinin ATG5 gen ifadesini artirdigi yoniinde olup bu arastirma
ile benzerlik gosterdigi sonucuna varilmistir (Maiti et al., 2019; Ke et al., 2020; Park et
al., 2022). Otofagozom olusumunu saglayan otofajiyle iliskili gen 5 (ATGS) artist ise
norodejeneratif hastaliklara katki sunabilecegi yoniinde dogal polifenolik bilesik olan
kurkuminin 6nemini ortaya koymustur. Bununla birlikte kurkumin igeren besin diyeti

diger gen ifadeleri lizerinde istatistiki olarak 6nemli bir fark yaratmamistir (p>0,05).

Sirtuin inhibit6rii sodyum biitirat igeren besin diyeti uygulanan bal arilarinin analiz
sonuglarina gore ana ar1 larvalarinda mTOR ve SIRT1 gen ifadesinde azalma
gozlemlenmistir (p<0,05). Qiao ve arkadaslar1 sodyum biitirattn mTOR gen ifadesini
azaltigimi ortaya koymustur (Qiao et al., 2020). Calismamiz Qiao ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmaya benzerlik gostermektedir. Diger yandan sodyum biitirat bir histon
deasetilaz inhibitoridiir (Spannhoff et al., 2011) ve SIRT1 gen ifadesini azalttig
bilinmektedir (Shakoori et al., 2018). Calismamizdaki sonug ise daha 6nceki ¢alismalarla
benzerlik gostermistir. Ote yandan sodyum biitiratin hafizadaki rolii bal arilarinda daha
once incelenmistir (Lockett et al., 2014) ve sodyum biitirat aracili SIRT1 ifadesindeki bu
azalisin da hafiza {lizerinde iyilestirici etkisinde rolii olup olmadig1 daha kapsamli olarak
aragtirtlmas1 gerektigi diistiniilmektedir. Ayrica SIRT1 geninin mTOR’u inhibe ettigi
bilinmektedir (Guo et al., 2011; Takeda et al., 2012; Parmar et al., 2022). Dolayisiyla
calismamizda ana ar1 larvalarinda mTOR gen ifadelerindeki azaligin sirtuinler tizerinden
degil de AMPK vb. farkli bir sinyal yolaklarindan kaynaklanmis olabilecegi
diistiniilmektedir (Ng vd., 2012). Diger yandan mTOR inhibasyonunun nérit bityiimesini
ve noronal hayatta kalmayi sagladigi ortaya koyulmustur (Guo ve digerleri, 2011).

Arastirmada ana ar1 larvalarinda sodyum biitiratin mMTOR'u inhibe ettigi dikkate
alindiginda, sodyum biitiratin ndrodejeneratif hastaliklar {izerine etkilerinin daha

kapsamli olarak arastirilmasinin uygun olacagi diisiiniilmektedir.
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Diger yandan g¢alismamizda uygulanan sodyum biitirat iceren besin diyeti is¢i art
larvalarinda ATG5 ifadesinde artis saglamistir (p<0,05). Daha o6nce farkli model
organizmalarda yapilan ¢alismalarda benzer sekilde sodyum biitiratin ATG5 gen ifadesini
yiikselterek otofajiyi artirdigi bilinmektedir (Qiao et al., 2020; Huang et al., 2019). Isci
ar1 larvalarinda SIRT1 gen ifadesi artiginin istatistiki olarak anlamli bulunmamis olmasi
ATG5 gen ifadesindeki artisin mTOR/PI3K/AKT gibi otofaji ile iliskili yolaklar ile
diizenlenmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Kim vd., 2019, Chandra vd., 2017).

Calismamizda, sodyum biitirat ergin is¢i arilarda mTOR gen ifadesini artirmistir (p<0,05).
mTOR inhibasyonu kadar mTOR aktivasyonunun da norodejeneratif hastaliklarda etkili
oldugu farkli ¢alismalarla ortaya konulmustur. mTOR sinyalizasyonunun yukari yonlii
diizenlenmesinin beyin gelisiminde ndritlerin genislemesini destekledigi (Jin et al., 2012)

ve ayrica hipokampusta sinaptik plastisiteyi diizenledigi bildirilmistir (Takei et al., 2004).

Bununla birlikte, ergin is¢i arilarda BRP gen ifadesinde de artis gozlemlenmistir (p<0,05).
Literatiirde, sodyum biitirat iceren besin diyetinin BRP geni ifadesindeki rolii ile ilgili bir
aragtirmaya rastlanmamugtir. Bu arastirmada ilk kez is¢i arilarda sodyum biitirat igeren

besin diyetinin BRP gen ifadesini artirdigi gosterilmistir.

Calismamizda, sodyum biitirat iceren besin diyeti, diger gen ifadeleri ilizerinde ise

istatistiki olarak 6nemli bir fark yaratmamistir (p>0,05).

Diger yandan, farkl: sirtuin aktivator ve inhibitorleri igeren besin diyeti uygulanmis bal
arilarinda noérodejeneratif ve ndrotransmitter salinimini kontrol eden genler ilizerinde

iligkisi incelendiginde dogrudan ya da dolayli olarak kismen iliskisi oldugu goriilmiistiir.
Larva grubunda, SIRT1 ATG5 geni ile negatif yonde korelasyon gosterirken SIRT6 geni

ATGS5 geni ile pozitif yonde korelasyon gostermistir. SIRT7 geni ise mTOR ve ILP2

genleri ile pozitif yonde bir korelasyon gostermistir.
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Ergin ig¢i ar1 grubunda ise SIRT1 geni mTOR, ILP2, ATGS5 ve Vg genleri ile SIRT6 ve
SIRT7 genleri ise mTOR, BECN1, ILP2, ATG5 ve Vg genleri pozitif yonde anlamli bir

korelasyon gostermistir.

Calismamizda elde edilen sonuglar s6z konusu korelasyonlarin besin diyetinden bagimsiz
olarak bireysel farkliliklardan ya da Olglilmemis baska bir parametrelerden etkilenmis
olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle daha sonra yapilacak ¢alismalarla sirtuinler ve
norodejeneratif hastaliklarla iliski genler arasindaki etkilesimlerin farkli parametreler

kullanilarak arastirilmasi onerilmektedir.

Diger yandan bu tez ¢alismasinda kullanilan kurkumin ve sodyum biitirat igeren besin
diyetlerinin norodejeneratif ve norotransmitter salinimini kontrol eden genler iizerinde
onemli bir etkisi oldugu goézlemlenmistir. Bununla birlikte bazi gen ifadelerinin
beklenenden diisilk olmasi Orneklem grubunun az olmasindan kaynaklanabilecegi

sonucuna varilmistir.

Ayrica MRNA diizeyleri esas alinarak yapilmis olan bu tez ¢calismasinda genlerin mMRNA
diizeyinde anlamli bir farklilik goriilmemis olmasi s6z konusu gen aktivitelerinin sirtuin
proteinleri tarafindan translasyon sonrasi modifikasyon yoluyla diizenlenmis olabilecegi
ve sirtuinlerin s6z konusu genler lizerindeki etkilerini protein diizeyinde gdstermis
olabilecegi diisliniilmektedir. Sirtuin protein aktivitesi, bircok amino asit {izerindeki
fosforilasyonu ile degismektedir. Ayrica SIRT1’in bir transkripsiyon diizenleyicisi
olmasindan dolay1 SIRT1 genindeki ifade degisiminin az olmasina ragmen etkisinin daha
fazla olmasi miimkiindir. Bu nedenle ilerleyen siiregclerde norodejeneratif ve
ndrotransmitter salinimini kontrol eden genlerin protein diizeyinde incelenmesi olduk¢a

yararli olacaktir.

Diger yandan tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen farkli sonuglar alinmig olmasinin
diger nedenlerinden birinin, saha calismalar1 kontrollii kosullarda yapilmis olmakla
birlikte kovanlarin yiizde yiiz ayrismamis olmasindan dolay: arilarin tekrar kovanlar

arasinda kovanlarmi degistirmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle denemelerde
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kullanilan ar1 6rneklerin inhibitor/aktivator igeren serbetleri tilketmemis ar1 6rnekler olma

olasilig1 vardir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda kurkumin ve sodyum biitirat igeren besin diyetlerinin
dogrudan ya da dolayl1 olarak sirtuin genleri ve nérodejeneratif hastaliklarla iliski gen
tizerindeki etkileri gosterilmistir. Bununla birlikte s6z konusu gen etkilesimlerin daha net
olarak anlasilabilmesi i¢in daha fazla 6rneklem grubu ve parametreler igeren gen ve
etkilerinin protein diizeylerinde de arastirildigi ¢alismalarin yapilmasinin yararli olacagi

distiniilmekledir.
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