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“ASTROSIT HUCRELERINDE INDUKLENEN SENESENS UZERINE
METFORMININ ETKIiSi”

Elif IMRAL DEMIR
Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Genom ve Kok Hiicre Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Subat 2022

Damisman: Dog¢. Dr. Giilay SEZER

OZET

Birgok norodejencratif hastalikta beyindeki astrosit hiicrelerinin senesense ugramis
olduklar bildirilmistir. Bu ¢alismada iki farkli ajan ile senesensi indiikledigimiz astrosit
hiicrelerinde, yaygin olarak kullanilan bir antidiyabetik ilag olan metforminin etkisini in
vitro kosullarda arastirmay1 amagladik.

Bu amagla primer kiiltiirden ¢ogalttigimiz astrosit hiicrelerine hidrojen peroksit (H,0,)
ve D-galaktoz (D-gal) uygulamalari ile senesens indiiklenerek [p-galaktozidazi
goriintelemek icin X-gal, lipofussinler i¢in Sudan Black B ile boyama yapildi.
Metforminin beyin ve plazmadaki konsantrasyonlar1 (0.75, 7.5, 75 uM) varliginda
senesens ile ilgili belirtecler incelendi. Astrosit hiicrelerinde p53, p21 ve p16 mRNA
ifadeleri gRT-PCR yontemi ile, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) diizeyindeki degisim
DCFH-DA yontemi ile ve DNA ¢ift sarmal kirigi tayini histon H2A.X immiinofloresan
boyamasi yapilarak analiz edildi.

Senesens olusumu hiicrelerdeki morfolojik degisim ve histokimyasal boyamalar ile
anlasilmistir. H,O, uygulanan grupta p53 ve p21 mRNA ifadeleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artarken metformin uygulanmasi ile anlamli sekilde
azalmistir. D-gal uygulanan grupta meydana gelen p21 ve pl6 mRNA ifadelerindeki
anlamli artis iizerine metforminin etkisi olmamistir. H,O, uygulamast ROS
diizeylerinde anlamli bir artisa neden olurken, metformin varliginda belirgin sekilde
azalmistir. D-gal uygulamasi ile ROS diizeyinde kontrol grubuna gére anlamli bir artis
meydana gelmemistir. H,O, uygulamasi ile DNA ¢ift sarmal kiriklarinda kontrol
grubuna kiyasla artis istatistiksel olarak anlamli degildir. D-gal uygulamasi ile DNA ¢ift
sarmal kiriklarinda anlamli artis meydana gelmis ancak metformin odak sayisini

azaltmada etkili olamamustir.
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Astrosit hiicrelerinde H;O, ile indiiklenen senesenste metformin ROS diizeylerini
diistirerek senesens gelisimini engellemis ancak D-gal lizerinde etkili olmamistir.
Metforminin norodejeneratif hastaliklardaki olasi faydali etkisinde astrosit hiicrelerinde
senesens gelisimini engelleyici roliniin in vivo c¢alismalar ile desteklenerek

aragtirtlmasinda fayda vardir.

Anahtar Kelimeler:  Astrosit; D-galaktoz; Hidrojen peroksit; Hiicre kiiltiiri,
Metformin; Senesens
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EFFECT OF METFORMIN ON SENESCENCE IN ASTROCYTE CELLS
Elif IMRAL DEMIR
Erciyes University Gevher Nesibe Genome and Stem Cell Institute
Master Thesis, February 2022

Advisor: Dog. Dr. Giillay SEZER

ABSTRACT

It has been reported that brain cells undergo senescence in many neurodegenerative
diseases. In this study, we aimed to induce senescence with two different agents in
astrocyte cells and to investigate how senescence is affected in the presence of

metformin.

For this purpose, hydrogen peroxide (H.O,) and D-galactose (D-gal) were used to
induce senescence in astrocytes and metformin pretreatment was performed to
investigate its effect. X-gal was used to stain B-galactosidase and Sudan Black B
staining to detect lipofuscins in senescent cells. We analyzed the changes in the p53,
p21 and p16 mMRNA levels of astrocytes by qRT-PCR and the change in reactive oxygen
species (ROS) were by DCFH-DA method. DNA double-strand break determination
was analyzed by counting foci per cell by performing histone H2A.X

immunofluorescence staining.

Senescence formation was determined by morphological changes in cells and
histochemical stainings. While p53 and p21 mRNA expressions increased statistically in
the H,O, administered group compared to the control group, decreased significantly
with metformin administration. Metformin had no significant effect on the D-gal
increased p21 and pl6 mRNA expressions. While H;O, administration caused a
significant increase in ROS levels, decreased significantly in the presence of metformin.
There was no significant increase in ROS level with D-gal administration. There was an
increase in DNA double strand breaks (H2A.X foci) with H,O, compared to the control
group, but was not significant. Metfromin induced decrease in H2A.X foci number was

not statistically significant compared to the H,O, group. There was a significant



increase in the H2A.X foci number with D-gal however no significant decrease with

metformin pretreatments.

As a result, metformin prevented senescence development by decreasing ROS levels in
H.O,-induced senescence in astrocyte cells, but had no effect on D-gal’s. The possible
beneficial effects of metformin in neurodegenerative diseases and its role in senesscence

of astrocytes need to be investigated by supporting in vivo studies.

Keywords: Astrocyte; Cell culture; D-galactose; Hydrogen peroxide; Metformin;

Senescence
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1. GIRIS ve AMAC

Alzheimer hastaligi (AH) diinyada goriilme sikligi gittik¢e artan norodejeneratif bir
hastaliktir. Ozellikle ndronlara destek gorevi ile bilenen astrositlerin AH’da 6nemli
rollere sahip olduklar1 bilinmektedir. Astrositler beyinde olusan tahribatlarda hizla
cogalarak bolgenin iyilesmesi ve fagositoz benzeri islev yaparak temizlenmesinde gorev
alirlar (Hennessy ve ark., 2015). Hicresel yaslanma, yaslanmanin Onemli bir
mekanizmas1 olarak yasa bagli norodejeneratif bozukluklarin birincil indiikleyici
faktori olarak kabul edilmistir. Senesense ugramis astrositlerin normal fizyolojik
fonksiyonlarmin  azaldigt ve AH’da  amiloid-p  (AP) birikimine, tau
hiperfosforilasyonuna ve norofibriler yumaklarin birikmesine katkida bulunan senesens

ile iligkili salgi fenotipi (SASP) faktorlerinin salgilanmasinin arttii gosterilmistir.

Alzheimer hastaliginda baska bir risk faktorii diyabet hastaligidir (Takeda ve ark.,
2010). Diyabet hastaliginda kanda glukoz miktariin artmasi kan-beyin bariyerlerinde
AP birikime neden olmaktadir. Tip-2 diyabet hastaligi tedavisinde yaygin olarak
kullanilan ve ilk tercih ilag olan metforminin kandaki glukoz seviyesini diigiirmesinin
yansira hafiza, 6grenme ve dikkat iyilestirme gibi etkinlikleri de bildirilmistir. Mevcut
caligmalar metforminin noérodejeneratif hastaliklarla ilgili modellerde faydali
olabilecegini, beyin dokusunda noroprotektif etkisinin oldugunu ve diyabetle beraber
gelisen néron hasarini azaltmaya yardimei olabilecegini gostermektedir (Tanbek, 2015;
Hsu ve ark., 2011). Bu bilgiler 1s18inda bu ¢alismada astrosit hiicrelerinde senesensi
farkli yontemlerle indiikleyerek beraberinde metformin uyguladiginda hiicrelerdeki
senesens ile ilgili belirteglerin degisip degismedigini ¢esitli yontemlerle analiz edilmesi

amaclanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Astrosit Hiicreleri Nelerdir?

Astrositler (astroglia hiicreleri) noronlar1 destekleyen ve tiim Santral Sinir Sistemi’ni
(SSS) diizenli bir sekilde orten baslica glia hiicreleridir (Sekil 2.1) (Sofroniew ve
Vinters, 2010). Virchow glialart ilk olarak sinir tutkali anlamima gelen nervenkitt
ismiyle pasif homojen bir destek hiicresi seklinde tanimlamistir (Molofsk ve ark., 2012).
SSS’nde en yogun bulunan hiicre grubu olup uzun yillar boyunca beyinde ndronlari bir
arada tutmaya yarayan destek elemanlar1 olduklari diisiiniilmiistiir. Astrosit terimi ilk
olarak 1895 yilinda Michael von Lenhossék tarafindan kullanilmistir. Parankimal
noroglia anlamina gelen astrosit terimi, Santiago Cajal tarafindan glial fibriller asidik
proteini (GFAP) olarak etiketlenerek astrogliaya 6zgii altin ve civa kloriir siiblimat
boyama teknigini astrositlerin radyal glia kokeninden oldugunu dogrulamasini
saglamistir. 19. ve 20. yiizyillarda bilim insanlar1 glia hiicrelerinin sadece noéronlarin
arasindaki boslugu doldurmakla gorevli olduklarimi diistinmiislerdir (Verkhratsky ve
Nedergaard, 2018). Oysa son yillarda, bu hiicrelerin SSS’nde bir¢ok yeni islevlerinin
oldugu kabul edilmektedir (Hennessy ve ark., 2015).

Dendrit Astrosit

Oligodendrosit

Cekirdek

Hiicre
Govdesi Akson

Terminalleri

Sekil 2.1. Sinir Hiicresi (Cohen ve Torres, 2019)



2.1.1. Astrositlerin Morfolojileri

Astrositler morfolojilerine gore uzun dallanmamis uzantilara sahip protoplazmik
astrositler ve kisa oldukga dallanmis uzantilar1 olan lifli ya da fibréz astrositler olarak
ayrilirlar (Sekil 2.2). Protoplazmik astrositler beyinde gri madde i¢inde bulunurken
fibroz astrositler beyaz madde iginde bulunur. Protoplazmik astrositler, yalnizca bir
veya iki kan damarlar1 veya SSS sinirlart ile temas halinde olan binlerce ince uzantilar
ile sinapslara baglanir (Molofsk ve ark., 2012). Protoplazmik astrositler subpial ug
ayaklar olusturarak pial yiizeye islemler gonderir. Kemirgen korteksindeki tek bir
protoplazmik astrosit, 4—8 noronla temas eder, 300-600 noronal dendritleri ¢evreler ve
kendi alaninda bulunan 20.000-120.000'¢ kadar sinapsi korur. Dolagimdan gelen
aminoasit, glukoz, su, oksijen ve iyon gibi maddeler noronlara astrosit araciligiyla geger
ve atik maddelerin ndronlardan kapillere gegmesi de ayn1 yoldan gerceklesir. Glutamat
ve GABA gibi ndrotransmitter maddeleri sentezlerler. Fibroz astrositler beynin ve
omuriligin beyaz maddesini doldurmanin yani sira optik sinir ve retinanin sinir lifli

kisimlarini da doldurmaktadir (Verkhratsky ve Nedergaard, 2018).

2.2. Astrositlerin Gérevleri

Yapilan caligmalarda astrositlerin iyon homeostazisinde onemli rol oynadigi, bir¢cok
noroaktif bilesik sentezledigi ve salgiladigi, noronlara metabolik ve trofik destek
sagladig1 ve toksisiteye karsi koruyucu rol oynadigi gosterilmistir. Astrositler hiicre igi
potasyum ve sodyum gibi iyonlarin diizenlenmesini saglar (Sofroniew ve Vinters,
2010). Astrositler noronlarin biiyiimesinde gorev alirlar, damarlarin dis ceperlerine
gonderdikleri uzantilar yoluyla damarsal gecirgenligi diizenleyerek kan-beyin bariyerini

Olustururlar (Hennessy ve ark., 2015). Astrositler, kan damarlarina yakin ve endotel



hiicreleri ile etkilesimleri nedeniyle, kan-beyin bariyerinin korunmasina ve
gecirgenligine de katilir (Fakhoury, 2018). Noronlarda ¢ogalma olduk¢a sinirli iken
astrositler d6miir boyunca hizli bir sekilde c¢ogalabilirler. Beyinde eger ki bir tahribat
meydana gelirse, astrositler o bolgede hizla ¢cogalarak bu tahribat sonucu olusan boslugu
doldururlar (Hennessy ve ark., 2015). Bunlara ek olarak astrositlerin beyin pH'sinin
kontrolii, antioksidan iiretimi ve 6zel tasiyict proteinleri ile glutamat alimi gibi ¢esitli
beyin fonksiyonlarinda temel bir rolii bulunmaktadir (Assefa ve ark., 2018). Canlilar
i¢cin 6nemli besin kaynagi olan glikojen astrositlerde depolanir ve glikojenin sentezi ve

fosforilasyonu astrositlerde gerceklesir (Stobart ve Anderson, 2013).

Glutamat1 astrositlerde bulunan eksitatér amino asit tasiyicilart (EAAT) ile tasirlar.
Astrositlerde glutamin sentetaz enzimi ile glutamat glutamine doniistiiriiliir ve bu daha
sonra presinaptik terminallere geri gonderilir, orada ndrotransmiter glutamatin sentezi
icin kullanilir. Bu dongiiye glutamat-glutamin mekigi denilmektedir ve beyinde
glutamat hemostazinin diizenlenmesini saglamaktadir (Assefa ve ark., 2018). Yapilan
calisgmada bu glutamat-glutamin mekiginin AH’nda degisim gosterdigi bildirilmistir.
Hem transgenik farelerde hem de demans hastalarinda astrosit glutamat tastyici
proteinlerin ekspresyonu azalmis oldugu ve bunun sonucu olarak astrositlerin
AH’larinda daha az sinaptik glutamat aldigin1 gostermistir. Bunlara ek olarak glutamat
sentetaz ve omurilikteki glutamat miktar1 da hastalarda azalmistir. Bu durumlar beyinde
glutamat hemostazini bozarak astrositlerden néronlara tasinan glutamat miktarmi da

diistiriir (Stobart ve Anderson, 2013).

Memeliler i¢in O6nemli besin kaynagi olan glikojen ihtiyaca gore astrositlerde
sentezlenmektedir. Glikojenin fazlas1 olgun astrosit hiicrelerinde depolanmakta ve acil
ihtiyag aninda fosforilasyonu yapilarak kullanilmaktadir. Yani astrositler glukozun
sentezinden ve fosforilasyonundan sorumlu hiicrelerdir. Depolama genellikle beyinin
gri madde bolgesinde bulunan astrositlerde yapilmaktadir. Artan beyin aktivitesi veya
glukozun yetersizligi durumunda bu astrositler glikojeni fosforile ederek kullanilmasini
saglar. Astrositler glukoz tasiyict GLUTI ile glukozu alarak hiicre digina ¢ikmasini
engellemek i¢in glukozu glukoz-6-fosfata fosforiller. Daha sonra glukoz-6-fosfat

glukojene doniistiiriiliir (Stobart ve Anderson, 2013).



Astrositler kan damarlar1 ile ¢ift yonlii etkilesime sahiptir. Yapilan c¢aligmalar
astrositlerin SSS kan damarlarinin gapini degistirebildigini bu sayede kan akisini
hizlandirp yavaslatabildigini gostermektedir (Sofroniew ve Vinters, 2010; Gordon ve
ark., 2007).

Astrositler bir yandan kan damarlari ile diger yandan néronlar, aksonlar ve sinapslarla
baglantili oldugu i¢in kan damarlarindan aldigr glukozu baglantili oldugu diger
hiicrelere enerji metabolizmalarini saglamalari igin gonderir. Astrositler glikojenin depo
yeri oldugundan dolay: artan noron aktivitesinde ya da hipoglisemi durumunda astrosit
bu glikojeni noronal elementlerin kullanacagi form olan laktata doniistiirerek hiicrelerin
ihtiyaci olan besini saglayarak metabolizmay1 diizenlenmektedir (Sofroniew veVinters,
2010).

Ayrica astrositler, fibroblast biiylime faktorii tip 2 (FGF), epidermal biiylime faktorii
(EGF), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF) ve sinir biiyiime faktorii (NGF) gibi
norotrofinler dahil olmak iizere ¢esitli biiyiime faktorlerini ve bdlgeye 6zgi bir sekilde

birkag noropeptidi sentezler ve salgilar (Verkhratsky ve Nedergaard, 2018).

2.3. Astrogliozis

Astrositlerin SSS'ndeki hasarda molekiiler ve morfolojik degisikliklere ugrayarak cevap
olusturmasina astrogliozis denilmektedir. Yaralanmaya yanit olarak mikroglia, néronlar,
oligodendrositler, endotelyal hiicreler, 16kositler ve diger astrositler tarafindan salinan
enflamatuar aracilar, astrositin reaktif hale gelmesiyle iliskili degisiklikleri baglatir.
Reaktif astrogliozis sirasinda birincil morfolojik degisiklik glial fibriler asit proteini
(GFAP) ve ara filaman ekspresyonunun artmasiyla baglantili olan siireclerin
hipertrofisidir (Frost ve Li, 2017). Beyin hasarinin bir sonucu olarak astrositlerin
fonksiyonel ve morfolojik degisimi ve bunun sonucu GFAP ve vimentin gibi yapisal
astrosit proteinlerinin artan gen ekspresyonu ile karakterize edilmesi astrogliosiz ya da

reaktif astrogliozis olarak adlandirilmaktadir (Assefa ve ark., 2018).

Reaktif astrogliozis hasarli bolge icin bazen faydali bazen de =zararli etkiler
olusturabilirler. Hasarl1 bolgede onarim yapmak icin reaktif oksijen tiirleri veya bazi
inflamatuvar sitokinler iiretirken noérotoksik olabilir (Sekil 2.3) (Frost ve Li, 2017).
Reaktif astrogliozun siddetlerine gore hafif, orta ve siddetli astroglioz seklinde



simiflandirmast ve hepsinde fizyolojik degisimlerin farkli oldugu bazi ¢alismalarla

gosterilmistir (Sofroniew ve Vinters, 2010).

proinflammatory cytokine release

nonreactive astrocyte

)

reactive astrocyte

Sekil 2.3. Normal ve reaktif astrosit hiicrelerinin morfolojisi (Frost ve Li, 2017).

2.4. Astrositlerin Molekiiler Belirtecleri

Immiinohistokimyasal teknikler, molekiiler belirteclerin saptanmasini saglayan, saglikli
ve patolojik dokudaki hiicreleri tamimlamak icin gerekli araglardir (Sofroniew ve
Vinters, 2010). Hasara ugrayan astrosit hiicresi aktif hale gecerek bir¢ok proinflamatuar
sitokin salgilamak siireti ile hasarli bolgenin onarimi igin harekete gecer (Frost ve Li,
2017). GFAP ve vimentin gibi astrosit ara filamentleri hiicre sinyallesmesinde ve hiicre
gogiinde oldukc¢a 6nemli role sahiptir. Astrositlerin tanimlanmasinda ¢ok 6nemli olan
GFAP ekspresyonu bir belirteg haline gelmistir (Khakh ve ark., 2017; Sofroniew ve
Vinters, 2010). GFAP ekspresyonu, SSS yaralanmalarina cevap olarak reaktif
astrositlerin giivenilir bir belirteci olarak kabul edilebilir (Sofroniew ve Vinters, 2010).
Fakat bulundugu bolgeye gore farkli gorev ve yapilarda olan astrositlerde GFAP miktari
ve ekspresyonu degisiklik gostermektedir (Khakh ve ark., 2017).

Astrositlerin alt popiilasyonlarinin belirlenmesinde glutamat tasiyicist olan GLAST ve
GLT-1 dogum sonrasi astrosit onciillerinin olusumunda ifade edilmekte ve astrositler
icin belirteg olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Yapilan bir calismada GLAST
serebellum, hipokampus ve omurilikte eksprese edilirken, GLT-1 Kkorteks,
hipokampusun gri maddesinde ve omurilikte eksprese edildigi saptanmustir.
Astrositlerin ve bunlarin onciillerinin saptanmasinda diger belirtegleri arasinda FGFR3,

FABP7 / BLBP ve Sox9 bulunmaktadir (Chaboub ve Deneen, 2012).



2.5. Alzheimer Hastalhig1 ve Astrositlerin Rolii

Norodejeneratif bir hastalik olan AH beynin belirli bolgelerinde ndron kayiplarina yol
acmaktadir. Hafiza ve diger kognitif fonksiyonlarda ilerleyen bozulma ile karakterize
olan bir hastaliktir. Bu hastalik 65 yas tstii kisilerde % 8 siklikla goriilmektedir ve hasta
sayis1 giderek artmaktadir. AH'da noronal kayip ve demansa yol agan olay beyinde [3-
amiloid (AB) olusumu ve sonugcta hiicre dis1 amiloid plaklarinin birikmesine yol agtig1
distintilmektedir (Fakhoury, 2018). AP iiretimi, amiloid 6ncili proteinin (APP), Beta-
sekretaz 1 (BACELl) ve sekretaz enzimleri tarafindan proteolitik boliinmesi ile
olusmaktadir. Bir diger patolojik bulgu ise tau proteinlerinin néronlarda birikmesi ile
olusan norofibriler yumaklarin olugmasidir (Stobart ve Anderson, 2013). Tau proteinleri
agirliklt olarak aksonlarda ifade edilirken, oligodendrositler ve astrositlerde diisiik

seviyelerde ifade edilir (Maragakis ve Rothstein, 2006).

Beyindeki AP miktar1 dogustan gelen bir bagisiklik ile diizenlenmektedir. Fakat
yaglanma ile glial ekspresyonu artar ve bunun sonucu AP birikmesi AH'min
ilerlemesinde 6nemli rol oynar (Frost ve Li, 2017). A birikmesi veya bir hasar sonucu
aktiflesen astrositler ayrica IL-1, IL-6 ve TNF-a dahil inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonuna katilarak AH'daki norodejeneratif siiregleri tesvik eder. Bu inflamatuar
sitokinlerin ¢ogu insan AH beyin drneklerinde ve AH'nin transgenik fare modellerinde
artan sekilde eksprese edilir (Fakhoury, 2018; Frost ve Li, 2017). IL-6, yaslanan
hiicrelerin temizlenmesi ve lokal inflamatuar yanitlar1 indiiklemek igin diger
proinflamatuar sitokinlerle birlikte hareket edebilir. Yaslanma AH ig¢in birinci risk
faktoriidiir. Yaslanma siireci, hiicresel stresin artmasi ve strese cevap yollarinin
uyarilmasi ile iligkilidir ve bu siire¢ telomer disfonksiyonu, DNA hasari, oksidatif stres
ve onkogen aktivasyonu gibi cesitli olaylar tarafindan tetiklenebilen geri doniisii
olmayan bir biiyiime durmasidir (Bhat ve ark., 2012). Yasl hiicreler, senesens ile iliskili
salgi fenotipi (SASP) olarak adlandirilan degistirilmis bir salgi1 profili gosterir (Haigis,
Marcia C. and Yankner, 2010). Hiicresel yaslanmanin protein salgilanmasindaki artisla
baglantili oldugu gosterildiginden SASP olarak adlandirilmustir.  Interldkinler,
kemokinler ve diger inflamatuar mediatorler, Ornegin matriks metaloproteinazlar
(MMP) ve nitrik oksit gibi proinflamatuar faktorlerin SASP'de salgilanan ana bilesenler
oldugu gosterilmistir (Campisi, 2005). Stres kaynakli hiicresel yaslanmanin biyolojik
belirtegleri, pl6INK4a ve yaslanmayla iliskili p-galaktosidazin (SA-B-Gal)



ekspresyonunun artmasidir (Sekil 2.4). SA-B-Gal ve siklin bagimli kinazlarin bir
inhibitor proteini olan pl16INK4a, yaslanmanin biyobelirteglerini temsil ettigi kabul
edilir (Salminen ve ark., 2011). Yaslanan hiicreler, geri doniisii olmayan bir hiicre
dongiisii durmasina ve dolayisiyla mitojenik uyaranlara yanit veremez hale gelirler.
Yagh hiicreler ayrica SA-B-Gal aktivitesi, yaslilikla iligkili heterokromatin odaklari,
hiicre dongiisii inhibitérlerinin stirekli ekspresyonu, p21 / CDKN1A ve p16 / CDKN2A
gibi geng¢ ve saglikli hiicrelerde bulunmayan gesitli 6zellikler gosterir (Maclel-Baron ve
ark., 2018).
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Sekil 2.4. Astrosit hiicrelerinde senesens ve astrogliozis (Cohen ve Torres, 2019).

2.5.1. Alzheimer Hastaligi ve Diyabet

AH birinci risk faktorii yaslanma iken bunu takip eden ikinci risk faktorii ise diyabettir.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalar diyabet hastalarinin Alzheimer olma riskinin daha
fazla oldugunu gostermektedir. Diyabet modeli olusturulan transgenik farelerde beyinde
A birikiminin artis gésterdigi ve insiilin tedavisi uygulandiginda bu birikimin normale
dondiigi bildirilmistir (Devi ve ark., 2012). Epidemiyolojik ¢alismalar, Tip II Diabetes
Mellitus (T2DM) ile Alzheimer hastaligi arasinda giiglii bir iliski oldugunu ve
norobiyolojik caligmalar AH bireylerin SSS’nde insiilin direncinin varligini 6ne
stirmiigtiir. Bu iligki géz Oniine alindiginda, kan-beyin engelini gegebilen insiilin
duyarlilastirict bir ilag olan metforminin, Alzheimer hastalig1 i¢in bir hastalik modifiye

edici veya semptomatik tedavi olarak faydali olacagini 6ne siirmiislerdir. Metformin



kullanimina bagl hafiza, 6grenme ve dikkat iyilesmeleri gozlemlenmistir (Koenig ve

ark., 2017).

2.6. Metformin

Biguanid tiirevi olan metforminin kimyasal yapisi 1,1-dimetilbiguanid ve formulii
C4H11N'dir. Galega officinalis (Kegi sedefiotu, Fransiz leylagi) bitkisinin 1772 yilinda
Avrupa’da diyabetin semptomlarini iyilestirdigi fark edilmistir. Bitkinin guanidin
bakimindan zengin olusu ve guanidinin kan glikoz seviyesini diisiirdiigii 1918’de
bulunmus ancak klinik kullanim igin toksik oldugu tespit edilmitir. 1920'i yillarda,
biguanidler diyabet tedavinde kullanim igin arastirllmig ancak insiilinin kesfinin
golgesinde kalmistir. Metformin 1950’lerde Avrupa’da, 1995 yilinda ise ABD’de
kullanim igin onaylanmistir (Bailey, 2017; Goodman ve Gilman, 2009; Lv ve Guo,
2020).

Insiilin duyarhligini artirici bir ajan olan metformin Tip 1l DM hastaliginda
antihiperglisemik olarak yaygm bir sekilde kullanilmakta ve ilk sira tedavi olarak
goriilmektedir. Glukoz diizeylerini esas olarak karacigerde glukoz yapimini azaltarak,
kas ile yaglarda insiilinin etkilerini artirarak ve ince barsaklardan glukoz emilimini
azaltarak distiriir (Goodman ve Gilman, 2009). Metforminin elektron tagima zincirinde
kompleks 1 ekspresyonunu yavaglatip buna bagli olarak ATP sentezini azalttig
belirtilmistir. Bu durumda artan adenozin monofosfatin (AMP) kaslarin kandan glukozu
almasin1 saglayan AMP-ile aktive edilmis protein kinaza (AMPK) baglanmakta ve
enzimin yapisal olarak degismesini saglayarak AMPK’nin katalitik etkisini
arttirmaktadir (Goodman ve Gilman, 2009; Barzilai ve ark., 2016). Metformin ince
bagirsaklardan emilir, plazma proteinleri ile baglanmaz, 2 saatlik yarilanma 6mriine
sahiptir ve idrar ile atilir. Tip Il DM’de tavsiye edilen giinliikk maksimum dozu 2.5 g’dir
(Goodman ve Gilman, 2009).

Metformin hipoglisemi yapici etkisinin olmamasi, kilo aldirmamasi, bazi vaskiiler
komplikasyonlar1 6nleyebilmesi, ciddi yan etkilere sahip olmamasi ve ucuz olmasi gibi
avantajlara sahip bir ilagtir. ilave olarak metforminin yaslanmaya karsi koruyucu
etkisinin oldugu da 6ne siiriilmektedir (Barzilai ve ark., 2016). En iyi bilinen etki
mekanizmalari; kompleksl'i ve mTORC'u inhibe etmesi, IGF-1 sinyalini azaltmasi,

hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminin azalmasina, DNA hasarimi
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engellemesi gibi birgok etkisinden dolay1 yaslanmay1 geciktirerek dmriin uzayabilecegi
savunulmaktadir (Liu ve ark., 2011; Batandier ve ark., 2006; Duca ve ark., 2018; Algire
ve ark., 2012).

2.6.1. Alzheimer Hastahiginda Metforminin Rolii

Metformin AMPK aktivasyonu ve mTORC inhibisyonu yapmaktadir; kompleks 1'i
inhibe ederek AMP / ATP oramimi artirir ve bu mTor sinyallemesini engelleyen
AMPK'nin aktivasyonuna yol acar. Ayrica metformin, protein fosfatez 2A (PP2A)'y1
aktive ederek noroinflamatuar siiregleri baskilayabilir. Bu olaylarin sonuglari, pro-
inflamatuar sitokinlerin ve ROS iiretiminin azalmasi, oksidatif stresin azalmasi, protein
sentezinin inhibisyonu ve toksik oligomerlerin artan otofajisidir (Sekil 2.5). Mevcut
calismalar metforminin ndrodejeneratif hastaliklarla ilgili modellerde faydali
olabilecegini gostermektedir (Hsu ve ark., 2011). Tanbek metformin'in beyin dokusunda
noroprotektif etkisinin oldugunu ve diyabetle beraber gelisen néron hasarini azaltmaya
yardimer oldugunu gostermistir. Hipokampiis bolgesinde yapilan histolojik incelemeler
ile metforminin néron dejenerasyonunu azaltarak ndroprotektif etki gosterdigini
gozlemlemislerdir. Metformin antioksidan ve ndroprotektif etkisi ile ndropati gelisimini
ve biligsel fonksiyon bozukluklarinin gelisimini engellemeye yardimci olabildiginden
de bahsedilmistir (Tanbek, 2015). Smieszek ve arkadaslari tarafindan yapilan ex-vivo
calismada metformin uygulanan hayvanlardan elde edilen, astrosit ve schwan
hiicrelerine benzer 6zellik gosteren hiicrelerde senesens ile ilgili hiicresel belirteglerin

ve ROS’larin azalmis oldugu ve canhiligin artmis oldugu bildirilmistir (Smieszek ve
ark., 2017).
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Sekil 2.5. Metformin'in noéronlara etkisi (Rotermund ve ark., 2018)

2.7. Senesens

Hiicresel senesens bir hiicrenin belli sayida bdliindiikten sonra bdliinme yetenegini
kaybetmesi yani hiicre boliinmesinin kalici olarak durmasidir. In vitro hiicresel
yaslanma, organizmasal yaslanmanin altinda yatan molekiiler mekanizmalari
aydinlatmak icin kullanighh bir modeldir. In vitro olarak hiicre yaslanmasini
hizlandirmak ve kisa siirede gerceklestirmek i¢in hiicreler bir takim maddeler ile
indiiklenir. Hiicrelerin strese kars1 geri doniistimsiiz olarak hiicre dongiisiinii durdurmasi
bu hiicrelerde bir takim biyobelirte¢ler olusturur (Sekil 2.6) (Wang ve ark., 2013;
Sreekumar ve ark., 2020) .
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Sekil 2.6. Senesens indiiklenen hiicrede bulunan biyobelirtegler (Maclel-Barén ve ark.,
2018).

Somatik hiicrelerin ortak bir 6zelligi olan replikatif senesens, hiicre proliferasyonunun
geri donisiimsiiz  olarak durmast ve hiicre fonksiyonlarimin degismesi ile
gerceklesmektedir. Replikatif senesens telomer kisalmasi ile indiikklenmektedir. Kisa
stirede senesensi indiiklemek igin serbest radikallere (H,O, -hidrojen peroksit veya tert-
butil hidroperoksit) ya da kemoterapéotiklere (doksorubisin, sisplatin gibi) maruziyet
yontemi kullanilmaktadir. Bu sekilde ajanlar kullanilarak yapilan yaslanmaya Strese
Bagli Erken Yaglanma (SIPS) denilmektedir. DNA'yr hasara ugratarak hiicreyi
senesense gotiiremeye DNA Hasarina Bagli Yaslanma (DDR) denilmektedir ve
bleomisin veya doksorubisin gibi ajanlar kullanilmaktadir. Bagka bir yaslanma tiirii olan
Onkojene Bagli Yaslanma (OIS) onkojen aktivasyonuyla gerceklesmektedir (Sreekumar
ve ark., 2020).

2.7.1. Astrositlerde Senesens

Strese bagli senesensin hiicrelerde SA-B-gal aktivitesinin, p53 ve siklin bagimli kinaz
inhibitorleri olan p21 ve p16 INK4a'nin ekspresyonlarinin artis1 ile karakterize oldugu
gosterilmektedir (Sekil 2.7) (Crowe ve ark., 2016). Ayrica interlokin-6 (IL-6)
sekresyonunda p38MAPK'ya bagl bir artig goriilmiistiir. Yaslanan astrosit hiicrelerinde
stresle iliskili olan p38MAPK aktivesinin artig1 ayn1 zamanda IL-6'nin da artisina sebep
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olmaktadir. Ciinkii IL-6, yaslanan hiicrelerin temizlenmesinde yardimeci olmak igin
diger sitokinlerle birlikte hareket etmektedir (Bhat ve ark., 2012). Ayrica P38MAPK,
hem p53 hem de p21CDKN1'in aktive edilmesiyle dogrudan veya pl6INK4A'nin
aktivasyonu ile dolayli olarak hiicre donglisi durmasina aracilik edebilir. p38
aktivasyonuyla p53'i aktiflestiren bir stresor oldugu i¢in, iki yol birlik olarak hareket
edebilir. Telomer disfonksiyonu ayrica p38 ve p38 aktivasyonuyla p53'i aktiflestiren bir
stresor oldugu icin, iki yol sinerjik olarak hareket edebilir. Bu, p38'1 hiicresel
yaslanmanin indiiklenmesinde ¢ok énemli bir yere yerlestirir (Alimbetov ve ark., 2016).
Senesent hiicrelerde biyobelirte¢ haline gelen lipofussin; oksitlenmis protein, bozulmus
lipid kalintilar1 ve lizozomal enzimlerin parcalayamadigi metal katyonlardan olusan
salgidir. Yagsla birlikte biriken lipofussine spesifik olarak baglanabilen Sudan Black B
kimyasal bir bilesiktir ve yaslanmis hiicrelerde lipofussinler ile baglanarak tespit

edilmelerinde kullanilmaktadir (Kritsilis ve ark., 2018).
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Sekil 2.7. Normal hiicre ile senesense ugramis hiicrenin karsilastiriimasi (Sreekumar ve
ark., 2020)

Astrositlerin ¢esitli streslere karsi biitiin hiicreler gibi benzer yaslanma programi
baslatmasima ‘'astrosenesence' denilmektedir (Cohen ve Torres, 2019). Yaslanan
astrositler, hiicre dongiislinlin kalici olarak durmasi, hiicre morfolojisini degismesi,
GFAP ve vimentin ekspresyonunun artmas: senesens ile iligkili heterokromatik
odaklarin (SAHF'ler) olusumu, yiliksek mobilite grubu B (HMGB) proteinlerinin yukari
ekspresyonu, Niikleer lamina protein lamin B1'in ekspresyonunun azalmasi, norotrofik

biiyiime faktorlerinin asag1 regiilasyonu ve SA-B-Gal'in yan1 sira SASP faktorlerinin
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yukari regiilasyonu ve kromatin degisiklikleri gibi temel 6zellikler sergilemektedir (Han
ve ark., 2020). Yapilan bazi ¢alismalarda astrositlerin; iyonlastirici radyasyon, H,0, ve
D-galaktoz gibi kimyasallar ile indiiklenerek ve proteozom inhibisyonu gibi ¢esitli
yontemlerle senesense stiriiklendigi gosterilmistir (Turnquist ve ark., 2019; Bhat ve ark.,
2012; Kim ve Kim, 2020; Bi ve ark., 2008). Astrositler oksidatif strese kars1 hassastir ve
diisiik dozlarda H,0,, diger hiicre tiplerine kiyasla yaslanma programini baglatmak i¢in
yeterlidir (Crowe ve ark., 2016). Yaslanmis astrositler diger hiicrelerden farkli olarak
kalic1 hiicre dongiisti tutuklanmasi sergiler. Hiicre dongiisii tutuklanmasina ugramis ve
genislemis yasl astrositler de GFAP ekspresyonu artarken, glutamat tasiyicilarinin
(GLAST) ve SR-B1 ve LRPI1 ekspresyonu azalmistir. Lizozomal igerik artmistir ve
lizozomlar yiiksek [B-galaktosidaz aktivitesine ve yiikksek ROS seviyeleri lireten ve
mitokondriyal DNA salan disfonksiyonel mitokondriye sahiptir. DNA hasarinda,
SAHF'leri ve laminB1'in kaybi nedeniyle hiicrenin niikleer biitiinliikleri bozulur (Sekil
2.8). Artmis ROS, NF-kB yolunu aktif hale getirir ve buda SASP iretimini

destekleyerek norotrofik faktorlerin salgilanmasi azaltir (Han ve ark., 2020).
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Sekil 2.8. Astrosit senesens mekanizmasi. GFAP, glial fibriler asidik protein; GLAST,
glutamat aspartat tasiyici; GLT-1, glutamat tasiyici-1; GS, glutamin sentetaz; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; LRP1, lipoprotein reseptorii ile iligkili protein 1;
NOX, NADPH oksidaz; ROS, reaktif oksijen tiirleri; SAHF'ler, senesens ile iliskili
heterokromatik odaklar; SASP, senesens ile iliskili salgi fenotipi; SR-BI1, siipiiriicii
reseptor (Han ve ark., 2020)
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2.7.1.1. Hidrojen peroksit’in Senesens Olusturma Mekanizmasi

Yaslanma ve ¢esitli norolojik hastaliklarda oksidatif stresin 6nemli bir rolii vardir.
Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikten dolay1r olusan strese oksidatif
stres denilmektedir (Sing ve ark., 2019). Oksijen ¢ogu organizmanin yasami igin
onemlidir fakat bu tamamen zararsiz oldugunu gostermemektedir. Serbest radikaller son
yoriingelerinde ¢iftlesmemis elektron bulunduran ve bu yilizden kararsiz yapilarindan
dolay1 hiicre yapisini bozarak bag kurmaya ¢alisan atom gruplaridir. Serbest radikaller
organizmanin metabolik aktivitelerini meydana getirirken kendiliginden olusurlar
(endojen) ve organizmanin yine kendi iirettigi antioksidanlar sayesinde yok edilirler. Bu
denge saglanamadiginda oksidatif stres meydana gelmektedir. Serbest radikaller oksijen
ve nitrojen kaynakli olmalarma gore reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen
tirleri (RNS) olarak adlandirilmaktadir (Chiurchiu ve ark., 2016).Hem hiicre i¢i hem de
hiicre dist ROS'un yaslanmay1 indiikledigi bilinmektedir. Mitokondri de elektron tagima
sirasinda olusan atik elektronlar ROS'un olusumuna sebep olmaktadir. Endojen bir ROS
tiirli olan Hy05, hiicresel yaslanmanin giiclii bir indiikleyicisidir ve oksidatif strese bagl
erken yaslanmay1 kisa bir siirede elde etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir maddedir

(Sreekumar ve ark., 2020; Wang ve ark., 2013).

ROS, hiicre dongiisii sirasinda sinyal molekiilleri gibi hareket ederek hiicre dongiistiniin
durmasina, dogrudan Mitokondriyal DNA'ya (mtDNA) zarar vererek ya da telomeraz
ters transkriptaz enziminin modifikasyonlar1 ile etkileserek hiicresel yaslanmay1
baslatmaktadir. Ayrica p53, p21 ve pl6 gibi yaslanma yolaklarin1 diizenleyen ve
belirte¢ haline gelen genlerin artan ROS'a bagl olarak ekspresyonlarmin arttig
bilinmektedir (Sreekumar ve ark., 2020). CNS yiiksek oksijen tiikketiminden dolay1 bu
tiir oksidatif strese karsi ¢ok hassastir ve hizli bir sekilde yaslanma indiiklenerek

norodejeneratif hastaliklar i¢in in vitro bir model olusturmaktadir.

2.7.1.2. D-galaktoz'un Senesens Olusturma Mekanizmasi

D-galaktoz (D-gal) indirgenmis bir sekerdir. Yiiksek dozlarda galaktoz oksidaz
varliginda aldoza ve hidroperoksite doniisebilir ki bunlarda siiperoksit anyonu ve
oksijen kaynakli serbest radikal olusumuna neden olurlar (Hua ve ark., 2007). Ayrica D-
gal’in indirgenmis bir seker olarak amin gruplarina affinitesi ileri glikasyon son

iriinlerinin birikimine ve ilgili reseptorlerin aktivasyonuna neden olarak oksidatif strese
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ve hiicresel hasara neden olur (Srikanth ve ark., 2011). Yapilan ¢aligmalarda D-gal uzun
siireli alimlarinda hayvanlarda dogal yaslanma benzeri degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir. D-gal hayvanlarda D-galaktokinaz ya da galaktoz-1-fosfat uridil
transferaz tarafindan metabolize edilmektedir. Fakat D-gal viicutta asir1 sekilde birikirse
metabolize edilemez ve galaktitole doniisiir (Sekil 2.9). Galaktitol ise ozmotik basinci
artirarak hiicrelerin sismesine ve islev bozukluguna yol agarak yaslanmaya neden
olmaktadir (Xu ve ark., 2020). Asir1 D-gal galaktitol iireten aldoz rediiktaz aktivitesini
de tetiklemekte ve azalan NADPH glutatyon rediiktaz aktivitesinde azalmaya yol
acmaktadir. Bunun sonucunda da, hidrojen peroksit gibi farkli serbest radikal tiirleri
ciddi oksidatif hasara neden olarak hiicre icerisinde birikmektedirler (Lai K ve ark.,
2010). Galaktitol ROS’lar1 iiretebilen ve osmotik stresi uyarabilen ayni zamanda
hiicrede birikebilen bir bilesiktir. Bu sekilde hiicrede biriken galaktitol oksidatif strese
ve hasara sebebiyet vermektedir (Serdaroglu Kasik¢1 ve Gokalp, 2018; Umbayev ve
ark., 2020 ).
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Sekil 2.9. D-galaktoz metabolizmasi (Umbayev ve ark., 2020)



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hiicre Izolasyonu ve Kiiltiir Cahismalari

Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 09.10.2019 tarih ve
19/178 karar no'lu izni ile galisma gerceklestirildi. Erciyes Unv. DEKAM’dan temin
edilen yeni dogmus 1-2 giinliik 4 adet Sprague Dawley siganlarin kafalar1 kesilerek kafa
derisinde arkadan 6ne bir orta hat kesigi yapildi. Daha sonra kafatasindan beyni ayirmak
icin olfaktor ampullerinden ve serebellum altindan iki kesik daha yapilarak ¢ikarilan
beyin buz iizerinde tutulan soguk Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture
F-12 (DMEM-F12) i¢ine alindi (Sekil 3.1). Biiyiite¢ altinda ince uglu forseps
kullanilarak beynin etrafini saran miyelin kilifi dikkatlice beyinden soyularak ayrildi.

Sekil 3.1. Yeni dogmus si¢an beyni

Frontal korteks kisimlar1 ¢ikarilarak kii¢iik parcalara ayrildiktan sonra besiyeri igine
alindi ve 168 g'de 10 dakika santrifiijlendi. Bundan sonraki islemler hiicre kiiltiiri
kabini igerisinde gergeklestirildi. Siipernatant dokiilerek taze besiyeri eklenip pipetaj
yapildi, homojen hale gelen hiicre karigimi1 37 °C'ye 1sitilmis % 10 fetal sigir serumu

(FBS), % 10 at serumu, % 1 penisilin-streptomisin, % 1 glutamax ve amfoterisin B
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iceren DMEM-F12 besiyeri i¢inde flasklara uygulanarak 37° C sicaklikta, % 5 CO;
nemli inkiibatorde kiiltiire birakildi (Skaper ve ark., 2012).

Astrositlerin izolasyonu igin hiicrelerin ekim yapilacag: flasklar poli-D-lizin (PDL, 1
mg/10 ml) ile 2 saat 37 °C etiivde bekletilerek kaplama yapildi. Daha sonra flasklar
steril su ile yikanarak kurutuldu. Flasklara hiicre siispansiyonu ve besiyeri eklenerek 37
°C sicaklikta ve % 5 CO, igeren nemli ortamda inkiibasyon yapildi. Flasklar her giin
kontrol edildi ve 2. giinlin sonrasinda tutunmalar gbzlendi, besiyeri degisimi yapildi.
Flasklar 7. giiniin sonunda astrositleri saf olarak elde etmek igin ayristirma islemine
gecildi.

Astrosit hiicrelerini saf olarak elde etmek i¢in Oncelikle mikroglialar ayrigtirma islemi
yapildi. Flasklarin agz1 parafinle kapatilarak calkalayiciya yerlestirildi. 230 rpm de 3
saat calkalama yapildi. Bu islem sonrasinda besiyerine gecen mikroglialar besiyeri
uzaklastirilarak astrositlerden ayrilmis oldu. Daha sonra oligodentrositlerin de kalkmasi
icin taze besiyeri eklenerek bir gece boyunca 260 rpm de ¢alkalamaya devam edildi.
Flasklardaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra DPBS ile 2-3 kez yikandi, dipte tutunan
astrosit oldugunu diistindiiglimiiz hiicreler tripsin-EDTA araciligi ile kaldirarak besiyeri
eklendi, hiicre siispansiyonu 168 g de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiilerek dipte
toplanan hiicreler besiyeri eklenerek pipetaj yapildi. Hiicre sayimi tripan mavisi
kullanarak thoma laminda yapildi, hiicreler PDL kaplama yaptigimiz flasklara ekilerek

kiltire devam edildi.

3.2. Astrositlerin Karakterizasyonu

Izole edilen astrositlerin karakterizasyonu GFAP immiinfloresan boyama yapilarak
gergeklestirildi. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina cam lameller yerlestirilerek
kuyucuk basma 5x10* hiicre ekildi. Hiicreler % 60 doluluga ulasinca kuyucuklardaki
besiyerleri uzaklastirilarak fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Ardindan % 3.7
formaldehit ile oda sicakliginda 10 dakika bekletilerek fiksasyon yapildi. Formaldehit
uzaklastirilarak kuyucuklar 3 kez PBS ile yikandi. % 0.3'lik Triton X c¢ozelitisi
eklenerek permeabilizasyon yapildi. Sonrasinda % 10'luk sigir serum albumini (BSA)
ile bloklama islemi yapildi. Bu sekilde oda sicakliginda 2 saat bekledikten sonra GFAP
poliklonal antikoru-FITC konjuge (Bioss, bs-0199R-FITC, 1:200 ul) cam lameller

tizerine eklenerek +4 °C de karanlikta bir gece bekletildi. Ertesi giin yikama yapilarak
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lameller Dapi igeren kapaciti medium araciligi ile lamlarla birlestirildi, floresan

mikroskobunda fotograflari ¢ekildi.

3.3. Hiicre Proliferasyon Deneyi

48 kuyucuklu hiicre kiiltlirii plakalarina kuyucuk basina 3x10* astrosit hiicresi ekimi
yapilarak ertesi giin ¢esitli konsantrasyonlardaki metformin, H,O; ve D-gal uygulamasi
yapilarak 72 saat inkiibe edilmistir. Sonra kuyucuklara MTT soliisyonu eklenerek
kolorimetrik olarak absorbans 6l¢timii yapilmistir.

Metforminin suda ¢oziiniirliigli yiiksek oldugu igin her deney oncesi kiiltiir besiyerinde
uygun konsantrasyonda ¢ozerek taze olarak hazirlanmis ve 0.22 um siringa filtresi ile
filtrelenmistir. 0.75, 7.5 ve 75 uM konsantrasyonlarda metformin hazirlanarak hiicrelere
uygulanmistir. Uygulamadan 72 saat sonra her kuyucuga 20 pl 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-
il]-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) soliisyonu eklenerek 3 saat 37 °C sicaklikta ve %
5 CO; igeren etiivde inkiibe edilmistir. Canli hiicrelerde bulunan hiicresel
oksidorediiktaz enzimleri difenil tetrazolyum bromiir hiicre mitokondrisinde mor renge
sahip formazan kristallerine doniiserek mikroskopta goriinmektedir. Bu kristaller 3
saatin sonunda 200 ul DMSO ile ¢oziindiiriilerek spektrofotometrede (Multiplate
Reader Promega Glomax) 560 nm de absorbans dl¢tilmiistiir.

H,O, 50, 100 ve 200 pM konsantrasyonlarda uygulama yapilmistir. Uygulama
yapildiktan 2 saat sonra H,O.'li besiyeri uzaklastirilarak taze besiyeri eklendi ve 72 saat
etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibe siiresi bitince yukarida belirtilen MTT soliisyonu
uygulamasi yapilarak kuyucuklarin absorbans 6l¢timii yapilmistir.

Suda ¢oziinen D-gal her deneyde taze olarak besiyerinde ¢oziindiiriilerek ve sonrasinda
0.22 pm filtreden gegirilmistir. Literatiir taramas1 sonucu 10-60 g/L konsantrasyonlarda
calisilmistir. D-Gal uygulandiktan sonra 72 saat inkiibe sonrasinda MTT soliisyonu
ilave edilerek absorbanst 560 nm de Ol¢ililmiistiir. Biitiin degerler ii¢ tekrarli ¢alisilip
ortalamasi alinarak kontrole gore oranlanmistir. Kontrol grubuna ait absorbans degeri %
100 olarak hesaplanip diger gruplara ait absorbanslar kontrol grubuna gore

oranlanmuistir.

3.4. Senesens Indiiksiyonu

24 kuyucuklu plakalara 2.5x10* astrosit hiicresi ekilerek hiicreler tutunduktan sonra
ertesi gilin farkli kuyucuklara ti¢ farkli konsantrasyonda (0.75, 7.5 ve 75 uM) metformin
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uygulanarak hiicreler 37 °C sicaklikta ve % 5 CO; igeren etiivde inkiibe edilmistir. 1
saat sonra H,O, (50 uM) kuyucuklara uygulanarak 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. 2
saat sonra H,0,’yi uzaklastirmak igin kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilip taze
besiyeri eklenmis ve metformin ilgili gruplara uygulanarak 72 saat inkiibe edildikten
sonrasinda kuyucuklar yine bosaltilarak ikinci kez H,O, (50 uM) eklenip 2 saat
boyunca inkiibe edilmistir. 2 saatin sonunda besiyeri bosaltilip taze besiyeri ile
metformin uygulanarak 72 saat daha inkiibe edilmistir. Tekrar besiyeri uzaklastirilarak
sadece metformin eklenip 72 saat inkiibe edilen hiicreler toplamda 10. giin sonunda
deney sonlandirilmistir (Sekil 3.2).

D-Gal grubunda ise metformin uygulanan gruba 1 saat sonra D-gal (40 g/L)
uygulanarak 72 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda kuyucuklardaki besiyerleri
bosaltilarak tekrar ayn1 uygulama yapilmig ve 72 saat daha inkiibe edilmistir. Siirenin
sonunda kuyucuklardaki besiyerleri bosaltilip bu sefer sadece metformin uygulanarak
72 saat daha inkiibe edilmis, 10. giinde deneyler sonlandirilmistir (Sekil 3.2).

3.5. p-galaktozidaz ve Sudan B Black Boyama

24 kuyucuklu plakalardaki hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilarak % 3.7’lik formaldehit
soliisyonu ile fikse edilmis ve sonrasinda kuyucuklar 3 kez PBS ile yikanmustir. -
galaktozidaz boyama i¢in kiti iireten firmanin talimatnamesine gore hazirlanan X-gal
soliisyonu ve boyama soliisyonu kuyucuklara eklenerek COj'siz ortamda 37 °C
sicaklikta gece boyunca bekletildi. Ertesi giin weller yikanarak invert mikroskop altinda
goriintiiler alinmigtir.

Filtreden gecirilen Sudan B Black soliisyonu kuyucuklara damlatilarak 10 dakika
bekletilmistir. Kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra g¢ekirdeklerin boyanmasi igin
niikleer fast red boyasi eklenerek 5 dakika beklenmistir. PBS ile yikama yapildiktan

sonra invert mikroskop altinda goriintiiler alinmistir.
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A- Metformin ve H,O; uygulama protokalii
Metformin H,0, H:0, Metformin

1 saat 2 saat
_> _—
72 saat
Metformin ~ H,0, H,O,
Metformin

2 saat 1 saat

— —

72 saat
SENESENS
Metformin

‘ > ‘

B- Metformin ve D-galaktoz uygulama protokolii
D-gal Metformin

Metformin

1 saat 72 saat
1 saat l
SENESENS Metformin
D-gal
«— -—

Sekil 3.2. Astrosit hiicrelerine metformin ile A: H,O,, B: D-galaktoz uygulama
protokolii.
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3.6. ROS Olciimii

2,7-Diklorodihidrofloresein diasetat (DCFH-DA) floresan 6zelligi bulunmayan fakat
ROS ile reaksiyona girerek oksitlenince floresan 1s1ma yayan bir maddedir. Ortamda
bulunan ROS miktarina bagl olarak floresan 1s1ma vermektedir. Astrosit hiicreleri 96
kuyucuklu siyah, tabam seffaf hiicre kiiltiirii plakalarma kuyucuk basma 5x10° sayida
ekilerek hiicreler % 60 doluluga ulasinca ilgili kuyucuklara 0.75, 7.5, 75 uM metformin
uygulanarak 37 °C sicaklikta ve % 5 CO; iceren etiivde inkiibe edilmistir. 1 saat sonra
H,0; ve D-gal ilgili kuyucuklara eklenmistir. 2 saat 37° C sicaklikta ve % 5 CO; igeren
etlivde inkiibe edildikten sonra ilagli besiyeri ortamdan uzaklastirilip kuyucuklara 10
uM DCFH-DA (Cayman Chemicals, Fransa) eklenerek 30 dakika etiivde bekletilmistir.
Daha sonra kuyucuklar PBS ile yikanarak kuyucuklara 100 pl DPBS eklenmistir.
Spektrofotometrede eksitasyon 490 nm ve emisyon 510-570 nm dalga boyunda
florometrik 6l¢iim degerleri alimmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 3 kuyucuktan elde
edilen degerlerin ortalamalari alinarak kontrol grubu % 100 kabul edilmis ve kontrol

grubuna gore % oran olarak hesaplanmustir.

3.7. Antifosfo-histon H2A. X Immiinofloresan Boyama

Astrosit hiicrelerinde DNA hasari ile olusan kiriklarin tespiti igin 12 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii plakalarina lamel yerlestirilerek kuyucuk basma 5x10* hiicre ekilmistir.
Hiicreler tutunduktan sonra deney protokolii uygulanarak senesense ugratilan
hiicrelerden kiiltiir ortami uzaklastirilarak PBS ile yikanmistir. Daha sonra % 3.7°lik
formaldehit soliisyonu eklenerek 10 dakika bekletilmis, kuyucuklar tekrar PBS ile
yikanarak formaldehitin etkisi sonlandirilmistir. Hiicre duvarinin gegirgenligini
saglamak i¢in % 0.3 'liikk Triton X-100 ¢ozeltisi ile 5 dakika inkiibe edilmis, tekrar PBS
ile ytkanmugtir. Sonrasinda % 10'luk BSA ¢ozeltisi eklenerek bloklama yapilmistir. Bu
sekilde oda sicakliginda 2 saat bekledikten sonra % 1 BSA iginde iiretici firmanin
talimatnamesine gére hazirlanan antifosfo-histon H2A.X (Ser140) antikoru (bs-3185R,
Bioss-ABD, 1:240 ul) lamellere eklenerek +4 °C’de karanlik ortamda bir gece
bekletilmistir. Ertesi giin PBS ile yikanan lamellere % 1 BSA ¢ozeltisi ile seyreltilmis
sekonder antikor olan Alexa Fluor 488-Goat Anti-Rabbit 1gG (ab150077, Abcam, 1:400
ul) eklenerek 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. PBS ile yikanan lameller dapi igeren
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kapatict medium damlatilan lam iizerine kapatilarak floresan mikroskobunda goriintiiler

alinmustir.

3.8. Gen ifade Calismalar

Hiicrelerde senesens ile ilgili genlerin ekspresyonlarinin yapilan uygulamalar ile nasil
degistiginin belirlenmesi i¢in 6 kuyucuklu hiicre kiiltirii plakalarma 1x10° astrosit
hiicresi ekilip ertesi giin H,O,, D-gal ve metformin uygulamalrindan sonra total RNA
izolasyonu, elde edilen RNA'dan sentezi ve daha sonra p53, p21 ve pl6 genlerine ait
relatif mRNA ekspresyonunlarinin ifadesi kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (gRT-PCR) ile yapilmistir.

3.8.1. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu igin 10. giinde kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilip DPBS ile
yikandiktan sonra trizol (Transgenbiotech, Cin) kullanarak tretici firmanin
talimatnamesinde belirttigi sekilde yapilmistir.
» Her kuyucuga 1 ml trizol eklenerek hiicreler mikrosantrifiij tiiptine alinmis, 5 dk
bekletilmistir.
» 200 pl kloroform eklenerek 30 sn vorteklenip 3 dk bekletilmistir.
10.000 g'de 4 °C'de 15 dk santrifiij edilmistir.

A\

» Faz ayrimi gergeklesen tiipte RNA igeren ist seffaf kisim dikkatli bir sekilde
alinarak mikrosantrifiij tiiptine aktarilmisgtir.

» Tiplere 500 pl izopropanol eklenerek hafif bir sekilde ¢alkalanip, 10 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

» Tekrar 10.000 g'de 4 °C'de 15 dk santrifiij edilmistir.

> Ustteki siipernatant dokiiliip dipteki pellet 1 ml % 75'lik etanol eklenerek 30 sn
vorteklenmis, 7500 g'de 4 °C'de 5 dk santrifiij edilmistir.

» Siipernatant dokiilerek kalan alkol ugurulmustur.

» Tiplere kit icinde bulunan soliisyondan 30 pl eklenerek pipetaj yapilmis, buz
icine alinarak nanodrop cihazinda RNA miktari, 260/280 nm ve 260/230
nm'deki safliklar1 6l¢tilmiistiir.

» Elde edilen RNA'lar -80° C'de saklanmustir.
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3.8.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

OneScript Plus cDNA Synthesis Kiti (ABM, Kanada) kullanarak iiretici firmanin
talimatnamesinde belirttigi sekilde her gruba ait total RNA'lardan alinarak cDNA'ya
dontstiirilmiistiir. Calismanin agsamalar1 asagida belirtildigi sekilde buz iizerinde
gerceklestirilmistir.

» Kit igerisinde bulunan soliisyonlar ile 'karisim 1' ve 'karisim 2' isimli iki farkli
karigim talimatnameye gore hazirlanmistir. 'Karigim 1'; Oligo(dt), Random
primer ve dNTP eklenerek, 'karisim 2'; Reverse Transcriptase, RT buffer ve
Niiclease-Free H,0O eklenerek hazirlanmistir.

» Her tiipe karisim 1'den 2 pul, 1 pg RNA ve niikleaz igermeyen su tiiplere
eklenerek pipetaj yapilmistir.

65° C'de kuru 1s1 cihazinda 5 dk inkiibe edilmistir.

Tekrar buza konularak 4 dk bekletilmistir.

Her tiipe 5.5 ul karisim 2' eklenerek son hacim 20 pl'ye tamamlanmustir.
Tiipler thermocycler (Biomac C1000 touch) cihazina yerlestirilerek;
Aktivasyon basamagi: 25 °C'de 10 dk

Denatiirasyon basamagi: 50 °C'de15 dk

YV V V VY V

Birlesme basamagi: 85 °C'de 5 dk sonrasinda tiipler hemen buza konulmustur.

» Elde edilen cDNA'lar -20 °C'de saklanmustir.

3.8.3. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Senesens ile ilgili genler olan p53, p21 ve p16 nispi MRNA ifadelerini analiz etmek igin
housekeeping gen olarak GAPDH kullanilarak Roche Ligthcycler 480 cihazinda
calisgtlmigtir. Son hacim 20 ul olacak sekilde 10 kat seyreltilen cDNA'lardan 4 pl,
forward ve reverse primerlerden 1’er pl, 4 ul su ve 10 pl Brightgreen master mix
(ABM, Kanada) ile hazirlanan karisimdan 96 kuyucuklu PCR plakasinin kuyucuklarina
ikili olarak uygulama yapilmistir. Aktivasyon basamagi 95 °C'de 10 dakika 1 dongii,
birlesme basamagi 94 °C'de 20 saniye, 56 °C'de 20 saniye ve 72 °C'de 45 saniye
toplamda 40 dongii ve soguma 67 °C'de 1 saniye kosullarinda ¢alisilmistir. Cihazdan
elde edilen dongii sayis1 (Cycle threshold; Ct) degerlerinin ortalamalar1 alinarak ACt,
AACt ve 222" degerleri hesaplanmistir. Bu hesaplamalar yapilirken referans gen olan

GAPDH’e gore normalize edilmistir. Sigana ait p53, p21, p16 ve Gapdh mRNA primer
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dizilimleri NCBIgene programi araciligi ile tasarlanmistir. Primerlerin dizilimleri
asagidaki gibidir;
e pl6 (70 bp, NM_031550.2), F; 5’GTCGTACCCCGATACAGGTGA3’, R;
5’GCACCATAGGAGAGCAGGAG3’
e p21 (104 bp, NM_080782.4), F; STGGTCTTCTGCAAGAGAAAGC3’, R;
5’TGAATGAAGGCTAAGGCAGAA3Y’
e p53 (70 bp, NM_030989.3), F; S"TCCCCTGAAGACTGGATAACTG3’, R;
5’GACTCAGAGGGAGCTCGATG3’
e Gapdh (105 bp, NM_017008.4), F; 5’TACCAAGGCAACTATGGCTTC3’, R;
5’ CAGCTGGCAGAACAGCTTATT3’

Calismada 3 farkli zamanda hiicrelerden izole edilen RNA'lardan sentezlenen cDNA'lar
ile yapilan qRT-PCR ile elde edilen Ct’lerden hesaplanan 24" degerleri yani 'nispi

mRNA ifadeleri' istatistiksel olarak analiz edilmistir.

3.9. istatistiksel Analizler

Hiicre proliferasyonu (MTT testi), mRNA gen ekspresyon ¢alismalari, DNA ¢ift sarmal
kirig tayini (hiicre bagina diisen odak sayisi) ve ROS miktar tayin deneylerinin farkl
zamanlarda ticer tekrarli olarak c¢alisilmasi ile elde edilen verilerin istatistiksel analizi
IBM SPSS programi (versiyon 22.0) kullanilarak yapilmigtir. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile analiz edilmistir. MTT testinde gruplarin kontrol
grubuna gore farkliligi Bagimsiz Orneklem t Testi ile analiz edilmistir. Diger verilerde
¢oklu gruplarin kiyaslanmasi tek yonlii varyans analiz (ANOVA) testi ile; varyanslarin
homojen oldugu gruplarda post hoc Tukey HSD testi, olmadig: gruplarda ise post hoc
Tamhane's T2 testi ile yapilmistir P<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Elde edilen veriler aritmetik ortalama + standart sapma (SS) olarak ifade

edilmistir. GraphPad Prism 6 programi kullanilarak grafikler ¢izilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Primer Kiiltiirde Astrosit Hiicreleri

Astrosit hiicreleri diger hiicrelerden armdirildiktan sonra primer hiicre kiiltiiriinde
cogaltilmaya devam edildi (Sekil 4.1). Astrositlerin flasklara tutundugu ve morfolojik

olarak uzun dallanmis yapida oldugu invert mikroskopta goriilmiistiir.

i‘- & .'4- G : } i .’- e x ¢ L2 6 -""~ w7
Sekil 4.1. Astrosit hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri A: Primer kiiltiir 2.
glin, B: Primer kiiltiir 4. giin C: 3. pasaj astrosit hiicreleri, (Biiyiitme: 10x, Scaler)

4.2. GFAP immiinfloresan Boyama

Astrosit hiicrelerinin karakterizasyonu ve kiiltiirdeki oranini belirlemek igin GFAP
proteini antikoru kullanilarak immiinfloresan boyama yapilmis ve goriintiiler alinmustir.
Rasgele gekilen 11 fotograftan dapi ile boyanan 200 ¢ekirdek sayildiginda 197'sinin
GFAP ile boyanmis oldugu tespit edilmistir. Kiiltiirdeki hiicrelerin ¢ok biiyiilk oranda
astrosit hiicrelerinden (% 98.7) olustugu belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Astrosit hiicrelerinin GFAP immiinofloresan boyama goriintiileri. A: GFAP
FITC ile astrosit hiicrelerinin boyanmasi B: Cekirdeklerin Dapi ile boyamasi C:
Cakistirilmig goriintii.

4.3. Hiicre Proliferasyonu

Astrosit hiicreleri 2 saat boyunca 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda H,O,'ye maruz
birakilip daha sonra taze besiyeri ile degistirilerek 72 saat sonra yapilan MTT testi
sonucuna gore H,O, 100 um ve 200 uM grubu ile kontrol grubu arasinda hiicre canliligi
acisindan anlamli bir azalma olmustur (p<0.05). H,O, 50 uM ile kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir farklilik olusmamistir (p>0.05) (Sekil 4.3- A, Tablo 4.1).

D-gal 10, 20, 30 ve 40 uM konsantrasyonlarda uygulandiginda 72 saat sonrasinda D-gal
10 ve 40 uM konsantrasyonlarinda canlilik acisindan kontrol grubuna gore anlamli
farklilik olusmustur (p<0.05). D-gal 20 ve 30 uM konsantrasyonlu gruplarda anlamli bir
farklilik olmamistir (p>0.05) (Sekil 4.3- B, Tablo 4.1).

Metformin 0.75, 7.5, 75 ve 150 uM konsantrasyonlarinda uygulandiginda hiicre
canliligin1 kontrol grubuna goére anlamli sekilde etkilemedigi gorilmiistir (p>0.05)
(Sekil 4.3- C) (Tablo 4.1).

Deneyin sonraki kisimlari ise H,O, 50 uM, D-gal 40 g/l, metformin i¢in 0.75, 7.5 ve 75

uM konsantrasyonlari ile ¢alisiimistir.
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Sekil 4.3. Astrosit hiicrelerinin A: H,0, (50, 100, 200 uM), B: D-galaktoz (10, 20, 30,
40 g/l) C: Metformin (0.75, 7.5, 75, 150 uM) ile muamele sonrast 72. saatte MTT testi
ile belirlenen % canlilik degerlerinin aritmetik ortalama + SS degerleri verilmistir. *
p<0.05,** p<0.01 .*** p<0.001 kontrol grubuna gore anlamli1 farklilig1 ifade etmektedir

(n=3).

28
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Tablo 4.1. Astrosit hiicrelerinin H,0, (50, 100, 200 uM), D-gal (10, 20, 30, 40 uM) ve
Metformin (0.75, 7.5, 75, 150 uM) ile muamele sonrasi 72. saatte MTT testi ile
belirlenen % canlilik degerlerinin aritmetik ortalama + SS degerleri ve kontrol grubuna
gore p degerleri verilmistir (n=3).

% Canhhk
GRUPLAR Aritmetik ortalama + SS (p degeri)
Kontrol 100 £ 0.00
H,0; 50 pM 60.57 +37.73 (p=0.212)
H20, 100 pM 30.35 + 20.65 (p=0.028)
H20, 200 pM 7.54 + 3.24 (p= 0.003)
D-gal 10 g/l 72.71+ 8.43 (p=0.03)
D-gal 20 g/l 63.04+ 16.23 (p=0.059)
D-gal 30 g/l 58.50+ 23.58 (p=0.093)
D-gal 40 g/l 54.46+ 11.98 (p=0.022)
Metformin 0.75 pM 92.59+ 14.27 (p=0.419)
Metformin 7.5 pM 93.41 £19.43 (p=0.617)
Metformin 75 puM 84.01+ 13.74 (p=0.182)
Metformin 150 pM 78.63 + 18.39 (p=0.155)
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4.4. Astrosit Hiicrelerindeki Morfolojik Degisim ve Senesens Analizi
Astrosit hiicrelerinin normal sekli ince ve dallanmistir. H,O, ve D-gal uygulanan

gruplarda senesens gelisimine bagli olarak hiicrelerin sitoplazmalarinda genisleme

gozlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Senesens indiiklenen astrosit hiicreleri A: Kontrol (pasaj: 9, 10x biiyiitme,
scale bar: 200 um) , B: H,0; ile senesens indiiklenen astrosit hiicresi (pasaj: 9 biiyiitme
10x, scale bar: 100 um) C: D-gal ile senesens indiiklenen astrosit hiicresi (pasaj: 9,
biiylitme 10x, scale bar: 100 uM)

Hiicreler senesense ugradiginda lipidlerin, proteinlerin ve metallerin par¢alanamayan bir
oksidasyon tirlinii olan lipofussin birikimi gergeklesir (Salmonowicz ve Passos, 2017).
H,O, ve D-Gal uygulanan hiicrelerin sitoplazmalarinda biriken lipofussin yag

damlaciklarinin histokimyasal Sudan B Black boyama yapilarak siyah renkli boyanmasi

ile astrositlerin senesense ugradigr gorillmustiir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. H,O, ve D-gal ile senesensin indiiklendigi astrosit hiicrelerinde Sudan B
Black ile histokimyasal boyama sonrasi invert mikroskop goriintiileri. A: Kontrol, B:
H,0,, C: D-gal uygulanan gruplar (20x, Biiyiitme ¢izgisi:50 puM) (siyah ok: Sudan B
Black ile siyah renge boyanan lipofussinler, ¢ekirdekler ise niikleer fast red boyasi ile
pembeye boyanmuistir).
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H,0, ve D-gal uygulanan hiicrelerde B-galaktozidaz boyama sonrasi kontrol grubuna

kiyasla mavi-yesil boyanan alanlarda belirgin artis oldugu goriilmistiir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. H,O, ve D-gal ile senesensin indiiklendigi astrosit hiicrelerinde f-
galaktozidaz boyama sonrasi invert mikroskop goriintiileri. A: Kontrol, B: H,O,, C: D-
gal uygulanan grup (Hiicre sitoplazmasindaki mavi-yesil renkler B-galaktozidaz pozitif
alanlar). 10x, Biiyiitme ¢izgisi: 100 uM

4.5. Histon H2A X Immiinofloresan Boyama

Astrosit hiicrelerinde olusan DNA ¢ift sarmal kiriklarinin tespiti i¢in histon antifosfo-
H2A.X antikoru ile immiinofloresan boyama yapilarak ¢ekirdekte olusan odaklar (foci)
floresan mikroskobunda goriintiilenmistir (Sekil 4.7 - Sekil 4.8). Odaklar sayilarak
hiicre bagina diisen odak miktarlarindaki degisim verilmistir (Tablo 4.2). H,O,
uygulamasi ile hiicre basina diisen odak miktarinda artis meydana gelmis ancak bu artis
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.465) (Sekil 4.9-A).
Metformin ile 6n muamele ise HO, nin meydana getirdigi artis1 azaltmistir ancak bu

azalma istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.797, p=0.682, p=0.763).
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FITC DAPI CAKISTIRILMIS

Sekil 4.7. Astrosit hiicrelerinde H,O, uygulamasi ile olusan odaklarin histon antifosfo-
H2A.X immiinofloresan boyamasi ile floresan mikroskobundaki goriintiileri. A:
Kontrol, B: H,0,, C: Met 0.75 uM + H;0,, D: Met 7.5 uM + H;0,, E: Met 75 uM +
H.0, uygulanan astrosit hiicreleri (40x - 100 uM biiyiitme ¢izgisi)

D-gal uygulamasi ile hiicre basina diisen odak miktarinda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir artis olmustur (p=0.012). Metforminin {i¢ konsantrasyonu

da D-gal’in meydana getirdigi odak sayisindaki artis1 engelleyememis ve kontrol
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grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcuttur (p= 0.013, p= 0.003,
p=0.012) (Sekil 4.9-B).

FITC DAPI CAKISTIRILMIS

0 ym

109 g
- 5 p

Sekil 4.8. Astrosit hiicrelerinde D-gal uygulamasi ile olusan odaklarin histon antifosfo-
H2A.X immiinofloresan boyamasi ile floresan mikroskobundaki goriintiileri. A: D-gal,
B: Met 0.75 uM + D-gal, C: Met 7.5 uM + D-gal, D: Met 75 uM + D-gal uygulanan
astrosit hiicreleri (40x - 100 uM biiylitme ¢izgisi).
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Sekil 4.9. Astrosit hiicrelerinin H,O, ve D-gal uygulanmasi ile hiicre basina diisen DNA
cift sarmal kirig1 (odak) miktari gosterilmistir. A: Kontrol, H,O, 50 uM, Met 0.75 uM
+ H0,, Met 7.5 uM + H,0,, Met 75 uM + H,0; gruplart B: Kontrol, D-gal 40 g/l, Met
0.75 + D-gal pM, Met 7.5 uyM + D-gal, Met 75 uM + D-gal gruplarinin
karsilastirilmasi. Veriler aritmetik ortalama + SS olarak verilmistir (n=3). * kontrol
grubuna, * ise H,O, veya D-gal grubuna gore anlamli farkliligi ifade etmektedir
(p<0.05). Her bir ¢alismada en az 50 hiicre sayilarak analiz yapilmistir.

Tablo 4.2. Astrosit hiicrelerinde hiicre basina diisen DNA ¢ift sarmal kiriklar1 (odak)
miktart H2A.X immonofloresan boyama yapilarak belirlenmsitr. Odak/hiicre degeri
aritmetik ortalamasi = SS ve kontrol grubuna gore p degerleri verilmistir.

Odak/hiicre degeri
GRUPLAR Aritmetik ortalama £ SS (p degeri)
Kontrol 0.43 £0.00
H,0; 1.65 £ 0.38 (p=0.465)
Metformin 0.75 uM + H,0, 0.86 £1.07 (p=0.971)
Metformin 7.5 pM + H,0; 0.70 £ 0.86 (p=0.994)
Metformin 75 pM + H,0; 0.81 £1.18 (p=0.981)
D-gal 1.67 +0.32 (p=0.012)

Metformin 0.75 pM + D-gal

1.65+0.15 (p= 0.013)

Metformin 7.5 pM + D-gal

1.91 + 0.26 (p=0.003)

Metformin 75 pM + D-gal

1.67 + 0.32 (p=0.012)
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4.6. ROS Miktarindaki Degisim

Astrosit hiicrelerinde ROS miktar tayini florometrik olarak olgiilerek tayin edilmistir.
H.O, uygulanan grupta ROS miktarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis meydana gelmistir (p=0.049) (Tablo 4.3). H,O, uygulamasindan 6nce
0.75, 7.5 ve 75 uM metformin ile 6n muamele edilen gruplarda kontrol grubuna gore
anlamli bir farklilikk olusmaz iken (p>0.05) H,O, uygulanan gruba kiyasla ROS
miktarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar olmustur (p=0.015, p=0.039, p=0.007).
Metforminin konsantrasyonunun artmasi gruplar arasinda belirgin bir farklilik

olusturmamustir (Sekil 4.10-A).

D-gal uygulanan grupta ROS miktarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis meydana gelmemistir (p=1.000). D-gal uygulamasindan 6nce 0.75, 7.5
ve 75 uM metformin ile 6n muamele edilen gruplarda kontrol grubuna gére anlamli bir
farklilik olusmamustir (p>0.05) (Tablo 4.3). Kontrol, D-gal ve metformin + D-gal
gruplarinda % ROS degerinin belirgin olarak degismedigi grafikte goriilmektedir (Sekil
4.10-B).
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Sekil 4.10. Astrosit hiicrelerinde H,0,, D-gal veya metformin ile kombine uygulanmasi
sonrasinda olusan % ROS degerleri. A: Kontrol, H,O,, Met 0.75 uM + H,0,, Met 7.5
uM + H,0,, Met 75 uM + H,0; gruplari, B: Kontrol, D-gal, Met 0.75 + D-gal uM, Met
7.5 uM + D-gal, Met 75 pM + D-gal gruplarina ait aritmetik ortalama + SS degerlerini
gostermektedir (n=3). * kontrol grubuna gére, * ise H,0, veya D-gal uygulanan gruba
gore anlaml farklilig1 ifade etmektedir (p<0.05).
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Tablo 4.3. Astrosit hiicrelerinde H,O,, D-gal veya metforminin kombine uygulamalari
sonrasinda olusan % ROS degerlerinin aritmetik ortalama + SS degerleri ile kontrol
grubuna gore p degerleri verilmistir (n=3).

% ROS Miktar

GRUPLAR Aritmetik ortalama £ SS (p degeri)
Kontrol 100 + 0.00

H,0, 148.13 +13.33 (p=0.049)
Metformin 0.75 uM + H,0, 88.71 £30.80 (p=0.934)
Metformin 7.5 uM + H,0, 97.62 + 12.43 (p= 1.000)
Metformin 75 uM + H,0, 81.76 £ 17.86 (p=0.728)

D-gal 101.86 + 35.31 (p=1.000)

Metformin 0.75 pM + D-gal

93.49 £ 6.95 (p=0.997)

Metformin 7.5 uM + D-gal

108.86 + 25.86 (p=0.991)

Metformin 75 uM + D-gal

85.84 + 33.76 (p=0.954)

4.7. p53, p21 ve p16 mRNA ifadeleri

Astrosit hiicrelerinin H,O, veya D-gal ve bunlarin metformin ile 6n muameleleri
sonrasinda p53, p21 ve pl6 gen ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. p53 mMRNA
ifadesi H,0, uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli sekilde artarken (p=0.006),
metforminin her {i¢ konsantrasyonu ile muamele ise H,O, grubuna gore anlamli azalma
meydana getirmistir (p=0.010, p=0.008, p=0.011) (Sekil 4.11-A, Tablo 4.4). p21 mRNA
ifadesi H,0O, uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli sekilde artarken (p=0.017),
75 uM metformin ile kombine grupta H,O, uygulanan gruba goére anlamli azalma
meydana gelmistir (p=0.049) (Sekil 4.11-B, Tablo 4.4). H,0, uygulanmasi ile pl6
MRNA ifadesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig
meydana gelmis (p=0.983), metformin uygulanan gruplarda ise H,O, ve kontrol

grubuna gore anlamli bir degisim olmamustir (Sekil 4.11-C, Tablo 4.4).
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Sekil 4.11. Astrosit hiicrelerinde H,0; ile indiiklenen senesenste ilgili genlerin nispi
mRNA ifadelerinin metformin varhiginda degisimi; A: p53, B: p21, C: p16 nispi mMRNA
ifadelerinin aritmetik ortalama + SS degerleri verilmistir (n=3). * kontrol grubuna gore,

*ise H,0, grubuna gore anlamli farklilig: ifade etmektedir (p<0.05).
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Tablo 4.4. Astrosit hiicrelerinin H,O, veya metforminin kombine uygulanmasi
sonrasinda senesens ile ilgili genler olan p53, p21 ve p16'nin nispi mRNA ifadelerinin
aritmetik ortalama =+ standart sapma (SS) degerleri ile kontrol grubuna gére p degerleri
verilmistir (n=3). Satirlarda ayn1 harfler gruplar arasindaki benzerligi ifade etmektedir.

Gruplar
Genler Nispi MRNA ifadeleri aritmetik ortalama = SS (p degerleri)
Kontrol H,0; Met 0.75+ Met 7.5+ Met 75+
H.O; H.O; H.O;
p53 1.00+£0.00% | 5.12 £1.66 | 1.32+1.06 1.18+1.24 1.34+0.64
(p:0.006) ® | (p:0.996)° (p:0.999) @ (p:0.994) @
p21 1.00£0.00°% | 3.52 £0.51 | 3.02 £0.84 | 236 £1.15 1.43 +£0.83
(p:0.017)® | (p:0.058) " | (p:0.269) *® | (p:0.954)°
pl6 1.00£0.00% | 296 £2.70 | 2.04 £0.80 | 1.55 £0.64 | 1.43 £0.25
(p:0.983)% | (p:0.811)° (p:0.956) (p:0.632)

p53 MRNA ifadesinin D-gal uygulanan grupta kontrol grubuna gore arttigi goriilmiis
fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p=1.000) (Sekil 4.12-A). Metformin
ile muamele edilen gruplarda da D-gal grubuna gore anlaml bir farklilik olusmamistir
(p>0.05). Oysaki D-gal astrosit hiicrelerinde p21 ve pl6 gen ekspresyon seviyelerinde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artislara neden olmustur (sirasi ile
p=0.044, p=0.048). Metformin uygulamasi ile D-gal uygulanan gruba gore her iki gen
ifadesinde de istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmemistir. (Sekil 4.12-

B-C, Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Astrosit hiicrelerinde D-gal veya metforminin kombine uygulanmasi
sonrasinda senesens ile ilgili genler olan p53, p21 ve pl6'nin nispi mRNA ifadelerinin
aritmetik ortalama + SS degerleri ile kontrol grubuna gore p degerleri verilmistir (n=3).
Satirlardaki ayn1 harfler gruplar arasindaki benzerligi ifade etmektedir.

Gruplar
Genler Nispi mRNA ifadeleri aritmetik ortalama + SS (p degerleri)
Kontrol D-gal Met 0.75 + Met 7.5 + Met 75 + D-
D-gal D-gal gal
p53 1.00+£0.00% | 209 +£2.83 | 2.01+1.76 | 1.91+1.09 1.77+1.72
(p=1.000)% | (p=0.996)°% | (p=0.965)% | (p=0.999)°2
p21 1.00+£0.00% | 3.39 +£0.28 | 3.36 +1.89 | 4.27 £2.12 | 0.64 +0.76
(p=0.044)" | (p=0.833)*" | (p=0.708) *"° | (p=0.999) **
pl6 1.00£0.00% | 2.62 +0.55 | 1.51 +0.64 | 1.21 £0.83 | 1.06 +0.62
(p=0.048)° | (p=0.835)*" | (p=0.992)*" | (p=1.000) *"
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Sekil 4.12. Astrosit hiicrelerinde D-gal ile indiiklenen senesenste ilgili genlerin nisbi
mRNA ifadelerinin metformin varhiginda degisimi; A: p53, B: p21, C: p16 nisbi mMRNA
ifadelerinin aritmetik ortalama + standart sapma degerleri verilmistir (n=3). * kontrol
grubuna gore, * ise D-gal grubuna gore anlamli farklihig: ifade etmektedir (p<0.05).



5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda yeni dogan sicanlarin beyinlerini izole ederek astrosit hiicrelerini kiiltiir
ortaminda ¢ogaltip karakterize ettikten sonra bu hiicrelerde senesens olusturmak igin
H,O, ve D-gal uygulamalar1 yaptik. Senesensi indiiklerken ortamda metformin
varliginda ROS, DNA cift zincir kirigi ve senesens belirtegleri olan proteinlere ait
genlerin ekspresyonlarinin nasil degistigini molekiiler yontemler ile arastirdik.
Calismamzida metformin H,O; tarafindan indiiklenen sensenste etkili olurken, D-gal
tarafindan indiiklenen senesenste etkili olmamustir.

Astrosit hiicreleri ¢esitli tipteki oksidatif strese karsi olduke¢a hassas hiicrelerdir. Yapilan
postmortem bir ¢alismada AH hastalarinin frontal kortekslerindeki astrosit hiicrelerinde
pl6 ekspresyonunun ayni yaglardaki saglikli bireylere kiyasla artmis oldugu
gosterilmistir (Bhat ve ark., 2012).

Metformin T2DM hastalarinda kan sekerini diisiirmek igin gilinlik 1-2 gram dozunda
oldukga giivenli bir sekilde kullanilmaktadir. Bu doz ile hastalardaki plazma metformin
konsantrasyonunun 50 - 100 uM oldugu bildirilmistir (Lamoia ve Shulman, 2020).
Metformin suda ¢o6ziinen bir molekiil olmakla birlikte yapilan klinik ve hayvan
caligmalarinda beyine gecebildigi gosterilmistir (Koenig ve ark., 2017; Suchy ve ark.,
2010). Diyabetik olmayan hafif kognitif bozuklugu bulunan goniilliilere 8 hafta boyunca
metformin uygulanmasi ile plasebo uygulananlara kiyasla 6grenme, hafiza ve dikkat
artisinin - 6nemli oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismada goniillilerin  serebrospinal
stvilarinda metforminin kararli durum konsantrasyonunun ortalama 96.5 ng/ml (=0.748
uM) oldugu tespit edilmistir (Koenig ve ark., 2017). Sicanlarda yapilan ¢alismada ise
metformin tek doz olarak 150 mg/kg oral yoldan uygulandiktan 6 saat sonra beyinde en
yiiksek konsantrasyona ulastigi, bu durumda beyin-plazma oranmin 0.99 oldugu ve
serebrospinal sividaki diizeyinin ise 36.6 uM oldugu bildirilmistir. Lipopolisakkarit
uygulanmasi ile infalamasyonun indiiklendigi durumda bu diizeylerin ¢ok daha fazla
oldugu bildirilmistir (Suchy ve ark., 2010). Metforminin yiiksek konsantrasyonda (2

mM) primer kiiltiir astrosit hiicrelerinde oksijen tiikketim hizini, ATP iiretimini ve hiicre
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canliligimmi belirgin sekilde azalttigr bildirilmistir (Li ve ark., 2019). Bu nedenle
calismamizda mM diizeylerine ¢ikmadan Klinikte metformin uygulamas: ile elde
edilebilecek konsantrasyonlar ile arastirma yapmayi amagladik. Bu nedenle
calismamizda metformini beyinde ulasabilecegi konsantrasyonlar olan 0.75 ve 7.5 uM
ile plazma konsantrasyonu olan 75 pM konsantrasyonlarinda uygulayarak, 2 farkli ajan
ile indiiklenen astrosit hiicrelerindeki senesensi nasil etkiledigini arastirdik.

Metformin olduk¢a yaygin olarak kullanilan oral antidiyabetik bir ilagtir. Metformin
AMPK aktivasyonu ile glikolizi uyararak, mitokondrial solunum zinciri kompleks I’i ve
mitokondrial gliserol fosfati inhibe ederek hiicrelerde metabolizmay1 giiglii bir sekilde
etkiler. Beyinde en fazla bulunan hiicreler olan astrositler beyindeki kapillerlerde bol
miktarda bulunmalarindan dolay1r kan-beyin engelini gegen maddelere fazlaca maruz
kalirlar. Mevcut ¢alismalar metforminin nérodejeneratif hastaliklarla ilgili modellerde
faydali olabilecegini gostermektedir (Hsu ve ark., 2011). Tanbek yaptigi calismada
streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sican modelinde metforminin diyabetik ndropati
ve biligsel fonksiyonlar tizerine etkisine bakarak metforminin beyin dokusunda
noroprotektif etkisinin oldugunu ve diyabetle olusan ndron hasarini diisiirdiigiinii
gozlemlemistir. Ayrica metforminin diyabetin olusturdugu oksidatif strese bagli olarak
gelisen B hiicre disfonksiyonunu azalttig1 da gozlemlemistir (Tanbek, 2015).

Hiicresel yaslanma, oksidatif stres dahil cesitli stres faktorleri tarafindan indiiklenebilir.
H20, oksidatif strese bagli erken yaslanmayi kisa siirede elde etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Literatiirdeki birgok ¢alismada H,O'nin oksidatif strese sebep oldugu
ve senesens olusturmak i¢in kullanildig1 goriilmiistiir (Bi ve ark., 2008; Wang, ve ark.,
2013). Caligmamizda astrosit hiicrelerinde olusan ROS miktarna bakildiginda H,0,
uygulanan grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu
gozlemlenmistir. H>O,’nin neden oldugu ROS miktarindaki artisin  metformin
varliginda anlamli sekilde azalmis olmasi da metforminin antioksidan etkisini
gostermektedir. D-gal, sicanlarda prefrontal korteks ve hipokampustaki proteinlerin
lipid peroksidasyonunu ve oksidatif hasar1 arttirarak alisma ve hafiza bozukluguna
sebep olmustur (Garcez ve ark., 2020).

Yaslanan hiicrelerin belirteclerinden biri de hiicre dongiisiinii durdurmasidir. Bu hiicre
dongiisii p53/p21 ve pl6 /Rb tiimor baskilayici yolaklarin aktivasyonu ile kontrol
edilmektedir (Herranz ve Gil, 2018). insan ve kemirgen astrositlerinde stres kaynakl

yaslanma ile ilgili calisma yapan Bitto ve arkadaslart H,O; ve proteazom inhibitorii olan
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laktasistin-2 ile astrosit hiicrelerine yaslanma benzeri model kazandirmiglardir.
Hiicrelerin bu indiiklemelerden sonra SA-B-gal eksprese ettigini ve bunlara ek olarak
yaglanma biyobelirteci olan p21, pl6 ve p53'iin artan ekspresyonlar sergiledigini
eklemislerdir (Bitto ve ark., 2010). Strese bagi DNA hasar1 sonucu erken yaslanan
hiicreler p53 ve p21'in niikleer ekspresyonunu artirirken, ge¢ yaslanmayi en iyi pl6'min
yiiksek ekspresyonu ifade etmektedir. Ayrica yaslanan hiicreler lizozomal sindirim
yoluyla olusan, histolojik olarak goriintiilenebilen veya Sudan Black B gibi
histokimyasal boyalar kullanilarak boyanabilen siyah lipid igeren bir kalinti olan
lipofussin de biriktirmektedir (Beck ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizda da literatiirde
bulunan sonuglar ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. H,O, ile senesens indiiklenen
grubumuzda kontrol grubuna gore p53 ve p21 gen ekspresyon seviyeleri istatistiksel
olarak anlamli sekilde artmistir. Metformin uygulanmasi ise H,O; uygulamasi ile artan
bu gen ekspresyonlarini anlamli sekilde azaltmistir. H,O, uygulanmasi astrositlerde
ROS diizeyini artirirken metformin uygulanan gruplarda H,O2'nin hiicrede olusturdugu
oksidatif stresi azaltma yoniinde etki gostermistir. D-gal ile hiicre senesensi indiiklenen
grubumuzda istatiksel olarak p53 gen ekspresyonunda anlaml bir farklilik olusmaz iken
p21 ve pl6 gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar
olusturmustur. Metformin uygulanmasi D-gal’in etkisinde 6nemli degisiklik meydana
getirmemigstir. Yapilan bir g¢alisjmada D-gal uygulanmasinin astrosit hiicrelerinde
senesensi indiikledigi, oksidatif strese neden oldugu ve senesens ile ilskili inflamatuar
salgi artisini sagladigi bildirilmistir (Hou ve ark., 2019). Oysaki bizim ¢alismamizda D-
gal astrosit hiicrelerinde ROS diizeyinde anlamli bir artisa neden olmamustir. iki ¢alisma
arasinda D-gal’in uygulanma sayist ve konsantrasyonu agisindan farkliliklar vardir. Hou
ve arkadaglar1 D-gal’i 50 g/l konsantrasyonda her 72 satte bir kez, 10 giin boyunca
uyguladiklarmi belirtmislerdir. Bizim ¢alimamizda ise D-gal 40 g/l olarak 72 saatte bir
uygulama olmak tizere 2 kez bu sekilde uygulanma yapilmis ve 10. giinde
sonlandirlmistir. Diger taraftan ¢alismamizda D-gal ile olusan DNA ¢ift sarmal kirigi
gostregesi olan histon H2A.X'in fosforilasyonunu griintiileyerek belirledigimiz hiicre
basina diisen odak sayist artmis, metformin ise bu etkisini geri ¢evirmede ve D-gal
tarafindan indiiklenen senesensi engellemede etkisiz olmustur.

Myung ve arkadaglart Alzheimer hastaliginda DNA hasarmin kanit1 olan astrositlerde
histon H2A.X'in fosforilasyonunu arastirmak i¢in  ¢alisma  yapmuslardir.

Immiinositokimyasal olarak yaptiklari calismada Alzheimer hastalarinda hipokampal
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bolgelerde ve serebral kortekste bulunan astrositlerde onemli dlgiide artan YH2AX
seviyeleri bulmuslardir (Myung ve ark., 2008). DNA ¢ift sarmal ipliginin kopmasiyla
olusan hasar sonrasi histon proteinlerinin fosforillenmesi ile devam eder. H2AX,
niikleozomlardaki histon oktomerinin bir bileseni olan H2A protein ailesinin bir
cesididir. Bu protein fosforillenerek y-H2AX'e doniislir ve DNA onarim proteinlerinin
alinmasi ve ilgili yerlere konulmasi i¢in ilk adimdir. Hiicrelere iyonlastiric1 radyasyon
veya sitotoksik ajanlar ile indiiklenerek hiicre hasari i¢in bir biyobelirte¢ olan y-H2AX
odaklarinin olusumu goézlemlenebilir (Kuo ve Yang, 2008). Bizim g¢alismamizda
fosforile H2A.X immiinofloresan boyamada hiicre basina diisen odak miktar1 sayilarak
analiz yapilmistir. H,O, ile senesens olusturdugumuz grupta odak miktar1 kontrol
grubuna gore artis gostermekle birlikte istatiksel olarak anlamli degildir. Metformin
uygulanan gruplarda ise H,O; uygulanan gruba gére odak miktarlar1 diismiistiir fakat
istatistiksel olarak anlamli degildir. D-gal uygulamasi ise kontrol grubuna gore odak
miktarini istatiksel olarak anlamli sekilde artirmistir. Metformin uygulanmasi D-gal’in
bu etksini geri ¢evirememistir.

Hiicre kiiltiirii sartlarinda in vitro olarak gerceklestirilen bu g¢alismada hiicrelerin
replikatif senesense girmesini engellemek igin pasaj sayist 9’u gegmeyen hiicrelerde
calismalarimiz1 gergeklestirdik. Ancak senesens ile ilgili inflamatuar sitokin ve kemokin
diizeylerini tayin etmemis olusumuz ve ayrica ¢alismada apoptoz ile iliskinin olup
olmadigini aragtirmamis olusumuz ¢alismanin eksiklikleri arasindadir.

Sonug olarak H,O, ve D-gal astrosit hiicrelerinde senesensi indiiklemistir. Metformin
H,0,’nin neden oldugu ROS artisin1 ve senesensi 6nlemede etkili olmustur. Ancak D-
gal ile olusan DNA ¢ift zincir king1 ve senesens iizerinde etki gosterememistir.

Bulgularimizin in vivo ¢aligmalar ile de desteklenmesi 6nemlidir.
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EKLER

Tablo Ek 1. Calismada kullanilan laboratuar ekipmani, makine ve techizatlarin listesi

Laboratuvar Ekipmani, Makine ve Techizat: Uretici Firma, Uretim Yeri

Sanyo Panasonic VIP/ Binder -
- 80 °C Derin dondurucular 720 Lt Japonya

- 20 °C Derin dondurucular Sanyo Biomedical Freezer - Japonya

Buzdolabi Siemens - Tiirkiye
Azot tank1 MVE 500 Series- ABD
Calkalayaci Excella E24 Incubator Shaker- BAE

CO, inkiibatéril Sanyo Panasonic - Japonya

Hiicre kultirt kabini Lamin Air Class 11 Clean Air-ABD

Spektrofotometre Multiplate Reader Promega Glomax-

USA
Kar-Buz makinasi Scotman AF 100- ABD
Otoklav ALP-Tiirkiye
Sanrifiij Hetich 380 - Almanya
Invert Microskop Leika DMI - Almanya
Vorteks VWR International - ABD
Spin Isolab- Almanya
Nanodrop Shimadzu - Japonya
Thermo cycler Biomac C1000 touch - Hollanda

RocheLigthcycler 480 - isvicre

PCR Cihazi




Tablo Ek 2. Kullanilan kimyasal ve diger sarf malzemeler

Kimyasal ve Diger Sarf Malzemeler

Marka, Uretim Yeri

Poly-D-Lysine Sigma - Almanya
DMEM-F12 Sigma - Almanya
DPBS Capricorn Scientific - Almanya

Fetal Bovin Serum

Gibco -USA

Horse Serum

Sigma - Almanya

Penisilin-streptomisin

Capricorn - Almanya

Amfoterisin B Gibco - ABD
Glutamax Gibco - ABD
Tripsin-EDTA Gibco - ABD
Histon H2AX antikor Bioss - ABD
GFAP antikor Bioss - ABD

25 ve 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklart

Sartedt - Almanya

96 kuyucuklu siyah plaka

Corning - ABD

Kapatict medium, dapili

Invitrogen Termo Fisher - ABD

H.0, Merck - Almanya
D-galaktoz Merck - Almanya
Metformin Sigma- Almanya

Tripan mavisi Bl -ABD

MTT Sigma- Almanya
DCFH-DA Cayman Chemicals-Fransa

15 ve 50 ml'lik falkon tiipler

Isolab-Almanya

1.5 ve 2 ml ependorf tiipler

Isolab-Almanya




96, 48, 12 ve 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii

plakalart

Sartedt - Almanya

Mikropipet uglari

Isolab- Almanya

Mikropipet uglari - filtreli

Isolab- Almanya

Serolojik pipetler (5 vel0 ml)

Sartedt - Almanya

Kriyovial tiip, 2 ml

Nest- ABD

Formaldehit % 37 soliisyonu

Tekim- Tiirkiye

Triton X-100

Merck- Almanya

S1g1r serum albumini

Capricorn - Almanya

Goat Serum

Capricorn - Almanya

Trizol Reagent

Transgenbiotech-Cin

Izopropil alkol Sigma- Almanya
Etanol Sigma- Almanya
Kloroform Merck- Almanya

cDNA sentez kiti

ABM - Kanada

96 kuyucuklu PCR plaka, seal

Roche Diagnostics - Isvicre

PCR tiipleri

Axygen -ABD

Brigthgreen master mix

ABM- Kanada
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