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GIRIS

Saglik bilimleri ile ilgili olarak son yuzyllda géralen hizli gelismeler insanin
saglikli bir sekilde yagamasina ve insan émrundn uzatiimasina yonelik cabalar

da beraberinde getirmistir.

Saglikli organizmalarda yaglanma olgusu, tek basina, hicresel ve fizyolojik ayni
zamanda da ture 6zgl bazi intrensek degisikliklerin bir karigimidir; gevresel
faktorier de bu intrensek igleyis ile etkilesim halindedir. Hlcre duzeyinde bunun
sonucu olarak da organizma diuzeyinde gértlen yaglanma evrensel bir olgudur.
Drosophilia dizeyinden baslayarak daha gelismis canlilarda bu evrensel
olgunun nedenleri (zerinde yogunlastirilan galismalar yaglanma ile ilgili cesitli
teorileri ve bunlara dayanan ¢6zUm &nerilerini ortaya koymustur. BOtin bu
cabalara ragmen insan “yapisinda gézlenen fizyolojik yaslanma tam olarak
aydinlatiiabilmis degdilse de bugin biyojen amin metabolizmasi gibi organizma
dizeyinde genis etkileri olan bazi metabolizma olaylarinin yaslanmaya olan

katkilari kesin olarak ortaya konmustur.

Yine gunUumizde yaslanma olusumunu agiklamaya ydnelik saglam verilere
dayali gesitli savlar 6ne strtimastur. Yaslanmanin tlrlere 6zglu spesifik genlerle
dizenleme sonucu olustugunu ortaya koyan bir savin yanf sira,organizmada
bircok fizyolojik olayla baglantili olusan serbest radikallerinde yaslanmadan
sorumiu olduklarini vurgulayan apayri bir sav da mevcuttur. Dogal olarak
organizmada serbest radikalleri olusturan mekanizmalar aydinlatildikca mevcut
fizyolojiyi bozmaksizin bu Granlerin invivo azaltiimasina yénelik ¢alismalar da

yakin bir gelecekte gergeklesebilecektir.

Bu calismada yaslanmada sigcan karacider ve bdbrek dokularinda oksidan stres
ve antioksidan savunma sistemleriyle,biyojen amin metabolizmasinda anahtar
enzim olan monoamino oksidaz (MAO) enzimi arasindaki olasi iliskinin
belirlenmesi ve ardindan da bir MAO inhibitéri olan deprenil kullanilarak olasi

degisikliklerin incelenmesi amaglanmistir.



GENEL BILGILER

Yaslanma

Bilim ve teknolojinin hizla  gelistigi cagimizda bu gelismelerin gogu
hastaliklarl azaltmaya ve insan yasaminin sUresini ve kalitesini arttirmaya
yonelmistir. Yasam stresinin artmasi ve dogum hizinin azalmasi ile 65 yag ve
Ustll yas grubu gittikge artmaktadir. Gunumizde saglik problemi olan
olgularin 1/3'Unt yaslhlar teskil etmekte ve gelecek ylzyilda bu sayinin %
50'yi gegecedi dusunlimektedir (1). Toplumdaki yash insanlarin ve saglik
problemierinin artisi, 6zellikle bu yas grubuna ydnelik koruyucu énlemierin ve

yeni tedavi olanaklarinin aragtiriimasina neden olmustur.

Organizmanin mental géli§im ve metabolik islemlerinin bir sonucu olarak
gorilen yaslanma; hem ilerleyen yasa eslik eden bir seri degisimden, hem de
hastalanma ve olum olasiiginin giderek artan bir sekilde ilerlemesinden
sorumlu olan degisikliklerin toplamidir. Bu degigikliklerin olusumunda
dogussal ve cevresel yaslanma suregleri etkilidir. Diger bir deyisle yaslanma,
ilerleyen yasa eslik eden bir dizi degisimin birikiminden sorumiu olan
degisikliklerin toplami ve hastalik ve 6lime yakalanmada gittikge artan bir

egilimin sonudur (27).

Organizmada yaslanma ile beraber iki fenomen gelismektedir: Fizyolojik
igslemlerde bir gerileme ve hastalik sayisinda artma... Bu her iki proses
birbirini etkilese de fizyolojik gerileme hastaliktan badimsiz olarak da

gerceklesmektedir (1).

Yaslanma surecinin tim canlilarda varolmasi yaglanma ve 6limun evrensel
bir olgu oldugunu gésterir. Intrensek yaslanma sireci ve cevrenin yaslanma

degisiklikleri olusumundaki roll tek bir hticrede incelenecek olursa hicrenin



yasamsal faaliyetlerinden bir ya da birkaginin sona ermesi ya da kritik

diizeyin altina inmesi sonucunda hucre 8lumuntn yer aldig gérulebilir.

Benzer sekilde g¢ok htcreli duzeyde; yaslanmanin; tim hicreleri etkileyen
dogussal yaslanma strecinin, cevresel faktdrlerin, yaglanan hicrelerin
birbirini etkilemesinin ve hastaliklarla olusan degisikliklerin sonucunda
meydana geldigi kabul edilebilir. Cok hucreli yasamin 6limd, solunum
merkezi hicreleri ya da kalp hucreleri gibi yasamsal iglevlerle iligkili

htcrelerin bir bittin olarak disfonksiyonu ya da élumuyle ortaya ¢ikar (27).
Yaglanma Teorileri

Yaslanma Gzerine gelistirilen teoriler genelde 2 temel degisiklige dayanirlar:

Moilekullere olan hasarlamanin artmasi ya da spesifik genlerin diizenlenimi..

Organizmada DNA hem ekzojen ajanlara, hem de intrinsik  iglemlere -karsi
yanit olarak devamli bir degisime ugramaktadir. Stabilitesi, s'pesiﬁk tamir
enzimlerinin bu degisimieri onarmasina olanak veren gift iplikli yapisiyla
idame ettirilir. Biyolojik yaslanmanin somatik mutageneze dayandigi, ve
sonugta mutageneze yatkiniigin artmasindan ya da tamir mekanizmalarindaki
eksikiiklerden kaynaklandigi éne strtimuastar. Gergekten de degisik tlrierin
yasam uzuniugu DNA tamir enzimleri ile koreledir. Ancak insanda spontan
mutagenez hizi, olusan degisikliklerin derecésini aciklayabilecek dlzeyde
olmadi§i gibi tamir mekanizmalarindaki bir yetmezligin yaslanmaya neden

olduguna dair bir veri de yoktur (1).

Yaslanma surecinin nedenleri Gzerinde ¢ok sayida teori gelistirilmistir;
Bjorksten tarafindan 1968'de ileri strllen bir teoriye gére yaslanma prosesi
molekller ¢apraz baglanmalarla agiklanmaya calisiimistir. Bu teoriye gére
capraz bagli kollajen ve elastinin birikimi konnektif dokuda ve deride
meydana gelen yasa bagli katilasmayr ve yash hicrelerde aitlst olan
membran permiabilitesini kismen agiklamaktadir (26). Walford 1969'da

immunolojik fonksiyondaki degisimler nedeniyle yaslanmanin ortaya ¢iktigini
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6ne surmustir (26). 1986'da Harman serbest radikal reaksiyonlarin
yaslanma prosesinin nedeni olarak géstermis Harman ve Hayflick de 1987'de
DNA'daki yaslanma genlerinin yaglanmadan sorumlu oldudunu bildirmistir
(60). Her hucrenin dokular ya§landlk§a sirall bir sekilde kendini iglev disgi
birakan spesifik programli 6lum genlerinin varlifina dayanan programli
slum@, hticresel DNA ve RNA genetikleri Uzerinde temellenir. Bugin igin
yaglanmaya dair en genis bigcimde kabul géren anlayis, yaglanmanin spesifik
genlerle ortaya c¢tkan bir stre¢ olduguna iliskin olandir. Bu hipotezi
destekleyen bulgularin ¢ogu invitro kosullarda elde edilmistir (74). Tam
memeli tirlerinde o tlrin hayat uzunlugundan badimsiz olarak ortak bir
yasam uzuniugu belirleyici genler toplulugu bulunur. Bu belirleyici genler
ekspresyon igeriklerini ve zamarﬂamalarlm degistirerek yaslanma hizina etki
ederler (11). Herhangi bir tarin yaslanma hizi; bu belirleyici genler
toplulugunun yani sira normal ve gerekli biyolojik islemlerin yan etkilerine

karsi gelisen savunma ve korunma islemieri ile de kontrol edilir (10,11).

Yaslanmanin nedeninin énemi fonksiyonel 6mur uzunlugu agisindan pratik bir
anlam getirmesiyle birlikte dUstnulmelidir. Bu ylzden yaslanmanin serbest
radikal teorisi daha Umit vericidir. Yaslanma olgusunu batin canlilarda,
yaslanma ve 8lUmun sorumlusu olarak tek bir ortak nedene baglayan bu teori
serbest radikal reaksiyoniarinin kimyasal dogasi ve buniarin tim canli

sistemlerde gértlmesi temeline dayanmaktadir (26,27).

Enzim ve protein sentezinin artan bir sekilde hataya egilimli hale gelmesi ve
hucresel metabolizmay! devam ettiremeyecek molekullerin olusmasi, DNA
transkripsiyonundaki hatalarin tamir igleminin durmasi ya .da pituiter bezin
arettigi katil hormonun normal hicre fonksiyonunu haraplamasi da yaglanma
prosesini agiklamaya yénelik diger teoriler arasinda yeralmaktadir
(1,26,27,63,82,84)



Yaglanma Teorilerinin Tarihgesi

Kaliforniya Universitesi'nden Michael R.Rose, yaptigdi calismalarda bir takim
genetik degigsmeler sonucu uzun o6muarli meyve sinekleri (Drosophila
melanogaster)'ni Uretmeyi basarmistir. Bu "stUper sinekler" her yasgta son
derece gucli ve disanidan gelecek etkilere kargi direngliydiler.
Yaslandiklarinda bile pek ¢ogu normal sineklerin genclerinden bile daha
glcluyduler. Rose ve grubu, bu degisikliJe neden olan genleri tanimaya
calismis ve sineklerle yurittikleri bu c¢alismanin, insanlarin nigin
yaslandiklarini agiklamak icin yapilan galismalarin bir pargasi oldugunu ileri
sUrmuslerdir. Yapilmaya gahgllah; kaza, savag ve enfeksiyon diginda élime
neden olabilecek yaglanma streglerini kontrol altina almaktir. Bu amacin
gerceklesmesi kanser, kalp hastaligi ve benzeri gibi ilerleyen yaslarda énemi
artan hastaliklarin  énlenmesi sonucunu da beraberinde getirecektir
(26,33,43).

Jawzinski, bir maya tard olan "S.cerevisia" (ekmek mayasi) lzerinde ¢alismis
ve mayanin émrind uzatan birgcok gen tanimlamigtir. Bu genler arasinda en
iyi taninmig olam "LAG 1" (longevity assurance gene 1) olup, gencg
hicrelerde yaslilarinkinden daha aktiftir. Yasl hicrelere ekstra LAG 1 ilave
edildiginde émurleri 1/3 kadar uzamaktadir. En 6nemlisi ekstra aktif geni
tasiyan yasli maya hicrelerinin élimsizlestiriimemeleri, ancak daha uzun

stre geng kaimalaridir (33,43).

1956 yilinda Harman yaslanmada "serbest radikal tepkimelerinin” énemini
vurgulayan teoriyi ortaya atmistir. Harman'a gére yaslanma normal yasam
sUresince Uretilen "serbest oksijen radikallerini” iceren molekullerin neden

oldugu yikimiarin sonucudur (26,27).
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Yaslanmada Serbest Radikal Teorisi

Harman'in ileri strdigl yaslanmanin serbest radikal teorisi, yaslanma
olayinin serbest radikal reaksiyoniari ile meydana geldigini postuie
etmektedir. Bu reaksiyonlar yaslanma sirasinda gézlenen c¢evresel ve
hastaliklara bagl degisiklikler ile intrensek yaslanma silrecini kapsar.
Yaslanmanin serbest radikal hipotezinin temel varsayimi, aerobik hicrelerin
endojen antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersizligi ve normal
fizyolojik kosullarda bile rezidUel prooksidaniarin belirli derecede oksidatif
stres olusturabilecegdidir (26,27). Teorinin 6éngdrasi bir organizmanin émar
uzunlugunun, rastgele serbest radikal reaksiyonlarinin baglama hizinin
yavaglatiimasi ve/veya bu reaksiyonlarin zincir uzunluklarinin azaltiimasi
yoluyla arttirilabilecegidir. Rastgele serbest radikal reaksiyonlarinin
olugmasinin énienmesi, besinlerde kolayca okside olabilen komponentierin
kisitlanmasi, kalori allrﬁlnm azaltilmasi ve Isimin dustrtlmesi yoluyla
basarilabilir.  Zincir reaksiyonlarinin  uzunluklarinin  azaitiimasi = ise
organizmada serbest radikal inhibitérierinin konsantrasyonlarinm arttiriimasi
ile (6rnegin kimyasal kompozisyoniarindaki degisikliklerie) mumkin hale
getirilebilir (26).

Serbest radikal reaksiyonlari, iyonizan radyasyona maruz kalmakla, non
enzimatik reaksiyonlarla ve 6zellikle enerji kazandiran sirecgler olarak

canlilarda var olan 2 major yol, yani fotosentez ve 02'in suya indirgenmesi

sirasindaki enzimatik reaksiyonlarla ortaya gikar (27). Yaslanmada serbest
radikal teorisi ginimuzde genel kabule en yakin clandir ve tUm canlilarda tek
bir genel slrecin yaslanma ve 6limden sorumiu oldugunu 6ne strmektedir.

1956'da Harman'in "yaslanma ve oksidatif hasar" ile ilgili teorisini
aciklamasiyla bu alana ydénelen iigi, oksijen radikallerini saptayan uygun bir

yontem olmamasi nedeni ile bir siire teoriden 6teye gidememistir.

Bu tarihten 13 yil sonra McCord ve Fridovich SOD'un varligint ve biyolojik

fonksiyonunu ortaya koyarak yeni bir arastirma alani baslatmislardir (45).



Ardindan Britton Chance'in grubu hicresel solunumun bir yan Grund olarak
hidrojen peroksidin biyolojik Gretimini gostermis ve ayni calismada
mitokondrial oksijen aktivasyonunun yasla artan bir sekilde uyariimasinin
prooksidaniar ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasina yol agtigini

bildirmistir.

Bir canli organizmanin yasamsal faaliyetleri sirasinda- bir gok biyolojik
tepkime gergekiesir ve bu tepkimelerin pek gogunda serbest radikaller Uretilir.
Ksantin oksidaz, siklooksijenaz ve lipooksijenaz gibi oksidan enzimier,
noétrofil, makrofaj ve eosinofil gibi immun yanitta yer alan hlcrelerin yan
Grtnleri, mitokondrial ve mikrozomal elektron transport zinciri gibi normal
fizyolojik olaylar ya da asetaminofen gibi ilaglar, karbon tetrakloriir ve
parakuat gibi toksik ajanlér, sigara icimi gibi birgok eksojen olay serbest
radikal kaynagi olarak rol oynarlar (63). Serbest radikaller ortaklanmamis
elektronlar igerdiklerindeﬁ son derece aktifdirler. DNA, proteinler, lipidler ve

vUcut igerisindeki diger molekuileri oksidleyerek onlara zarar verirler.

Harman, oksidatif hasarin hicre ve dokularda birikimi sonucu yaslanmanin
meydana geldigini ileri surmektedir. Bu gérus, canlilarin hicresel faaliyetleri
arasindaki farkhligin yasam surelerini etkiledigi sonucunu ortaya
koymaktadir. Bu nedenle ylksek metabolik hiza sahip olan hayvaniar,
oksijeni daha yavas olarak tiikketen hayvanlardan daha kisa bir yasama sahip

olacaklardir.

Cutler da insanin uzun émarl canli dokularinin toplam olarak daha fazla
antioksidan urettigini ve bdylelikle oksidasyona karsi daha direngli oldugunu,
sonugta da memeli turh icinde insanin en uzun yagsam suresine sahip
oldugunu ileri strmektedir. Cutler insan émrinin bir yerde sonlandigini,
clnkl oksidasyona karsi koruyucu elemanlarin zamanla etkinligini
kaybettigini ve ebediyen korunma igin yetersiz oldugunu dtsunmektedir (11).
Bu konuda yapilan c¢alismalar yaslanma hizinin metabolik hizla ya da
dokularin birim agirlik basina kullandi§i oksijen miktari ile iligkili oldugunu
gbstermektedir (26,84).



Oksijen metabolizmasinin hiz! oksijen radikali Gretim hizi ile pozitif iligkili
oldugundan bu veriler aktif oksijen turlerinin yaslanmada bir nedensel faktor
olarak 6nemli olabilecedi gorasunu destekiemektedir. Eder bu gorUs
dogruysa, aktif oksijen turlerinin toksik etkilerini azaltan stratejiler yagam

stresi Uzerine arttirici etki gdsterebilirler.

Antioksidan mekanizmalarin yagsam suresi Uzerine olan etkilerini incelemek
Gzere farklh memeli turlerindeki endojen antioksidaniarin miktarlari
incelenmistir. Oncelikle sUperoksit dismutaz (SOD) enzimi Uzerindeki
calismalarda maksimum yasam suresi ile SOD miktarlar arasinda pozitif bir
korelasyon saptanmistir. Memeliler iginde en yiksek SOD aktivitesi insanda

olmakla beraber yasam suresi en az olan farede en dusuk miktarlardadir.

Maksimum yasam suresi ile benzer sekilde pozitif korelasyon gésteren diger
antioksidanlar §unlardlr:JTokoferol, karotenoidler, Urat ve dokuya &zgun
olarak askorbik asid... Bu bulgularla paradoks olusturan bir veri katalaz,
glutatyon, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin maksimum yasam
sUresi ile negatif bir korelasyon icinde olmasidir. Bir diger ilging nokta oksijen
radikallerinin énemli bir kaynagdi oian sitokrom P450 miktarinin, memeli

tirinUn yasam suresi arttikga azalmasidir (11).

Yaslanmada serbest radikal teorisini destekieyen yukaridaki bulgularin
ardindan yaslanmanin prooksidan olusumu ve antioksidan savunma
sistemleri arasinda gittikge artan bir denge bozuklugu sonucu gelistigini

destekleyen bir dizi calisma yayinlanmistir (3,16,47,52).

Glnumuzde yaslanmanin tek bir hipotezden ¢ok muitifaktoriyel bir sireg
oldugu yolundaki gérasler agiriik kazanmistir. Tek basina bir olay ya da

islemin yaslanmayi kontrol etmesi ¢ok olasi gériinmemektedir (81).



Yaslanmada gdzienen degisimler -

Yaslanma ile beraber birgok organ ve sistemlerde olugan degisiklikler son
yillarda oldukga ilgi c¢ekmektedir. 65 yasin ardindan hemoglobin ve
hematokrit degerleri ile eritrosit sayisi hafif olarak dusme gdsterir.
Lékdsitlerde lobllasyonda bir artis ve grantlasyonda bir azalis gézienir, bu
da sonugta fagositik aktivitede bozukluga yol agar. Fibrinojen ve diger plazma
proteinlerindeki artiga bagli olarak eritrosit sedimentasyon hizi hafifge
yukselir. Batun bu degisimlerin sonunda kirmizi hicre rezerv agirliginda

gelisen azalma ile beraber fizyolojik anemi gézlenir (84).

Yaslanma ile olusan konnektif doku degisiklikleri ise konnektif doku
densitesindeki artis ve konnektif doku su iceriginde azaima ile kendini
g6sterir. Bu degisiklikler deri esnekliginde azalmaya ve artmis fibréz doku
nedeni ile eklem katiligina yol acar. Konnektif dokuda ayrica kalsifikasyon
meydana gelir ve bu olay da aterosklerotik degisikliklere ve dejeneratif eklem
hastaliklarina neden olur. Azalmis mineral icerigine bagli olérak_ osteoboroz
gibi kemik degisiklikleri meydana gelir. Kas fibrillerinin sayi ve genisliginde

olusan azalmaya bagli olarak kas hucre agirliginda dasis gérular.

Derinin tonus ve elastisitesinde meydana gelen degisiklikler sonucu subkutan
yag dokusunda azalma meydana gelir ve bu da isi izolasyonunda kayba yol

acar.

Solunum sisteminde ise alveolar blytklUkte azalma ile pulmoner fonksiyoniar

etkilenir. Vital kapasite azalir, respiratuvar sili sayisinda dusas gézlenir.

Damar diz kas htcrelerinde artan kollgjen ve azalmig elastik doku
sonucunda vaskller kompliansta azalma meydana gelir. Ayrica periferik
direngte olusan artis ve vaskuler kompliansta gérulen azalma sonucu sistolik

kan basincinda artis izlenir.



Nefron sayilarinda meydana gelen azalma ile bébrek agirliginda dusus
olusur. Bazal membranda ve renal kan damarlarinda olugan kalinlagma, renal

konsantrasyonda ve renal perflizyonda azalma ile birlikte seyreder.

Erkek genital sisteminde testislerde intertubtler bosluklarda fibréz doku artigi

gézlenir. Ayrica sperm Uretiminde ve transportunda bozulma izlenir.

Santral sinir sisteminde ise néral transmiterlerde azalma goéralr.
Monosinaptik refleks arkinda olusan gecikme sonucu reflekslerde yavaglama
saptanir. iletim hizindaki yavaglamaya ve dejeneratif hastaliklarda artiga

bagh olarak aktivite yavaslamasi izlenir.

Ayrica vyaslanma ile ilgili olarak gézde katarakt olugumu, makuler
dejenerasyon ve gérsel reseptérlerde azalma meydana gelir; duyma

komponentlerinde azalmaJ, vestibller fonksiyonda dusts de gérular.

Butun bu degisimler yaslanma fizyopatolojisini olugturmaktadir, bu prosesteki
bozukiukiari engellemeye yénelik aragtirmalar ve tedavi olanakiarinin

sunulmasi tibbin en ilgi gekici alanlarindan biri haline gelmistir.

Biyojen aminler ve yaslanma

Yaglanma fizyopatolojisinde mental kapasite, sinir sistemi ve ruhsal yapida
meydana gelen tiUm bu degisimlerin temelinde yer alan énemii bir faktér
biyojen aminlerin bu sistemierde oynadigi role dayanmaktadir. Konunun daha
iyi anlasiimas! icin hem fizyolojik hem de patolojik yaslanmadan kisaca

bahsetmek uygun olacakitir.
Fizyolojik yaslanmada nérotransmitterler ve bunlarin  sentezini yapan

enzimler azaimaktadir. Ozellikle katesolaminerjik néroniar yaslanmadan daha

cok etkilenmektedir. Oksijen kullanimi yastan pek az etkilenmektedir (14,21).
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Mental ve entellektiiel kapasite, dramatik bir dusls géstermez, bazi
yeteneklerin azalmasi daha gok kullanilmamalarina baghdir. Bu kullanmama
herhangi bir atrofiye yol agmamakta, egsersiz ve stimUlasyonia yeniden
kazanilabilmektedir (14).

Fizyolojik olarak gérulen bazi dedisikler, yakin ge¢cmis hafizasinda azalma,
karar verme slUresinde artma, algilama hizinda azalma, hiza bagli biligsel

fonksiyonlarda bozulma, uyku stresinde azalma olarak siralanabilir (14 ).

Patolojik yasianmada ise oksijen kuflanimi ve glikoz metabolizmasi azalmistir.
Heksokinaz ve fruktokinaz aktivitelerinde dusts s6z konusudur.
Nérotransmitterlerde ise kombine azalma s6z konusudur. Asetin kolin ve
dopamin bellekte, noradrenalin ve GABA uyanikiik ve dikkatte, yine dopamin,
noradrenalin ve asetil kolin 6grenmede, asetilkolin dopamin, noradrenalin ve
seretonin hep birlikte ruh halinde rol oynamaktadirlar (14,20,21). Tim bu
nérotransmitterierin konsantrasyoniarinda meydana gelen azalma patolopk

yaslanmada gértlen mental ve ruhsal bozukluklari agxklamaktadlr
Biyojen Amin Metabolizmasi ve Monoamin oksidaz (MAQ) Etkinligi

Monoamin oksidaz (MAO) (EC 1.4.3.4) psikiyatri biyolojisindeki &nemi nedeni
ile Uzerinde yogun olarak ¢alisilan bir enzimdir. Yapisinda FAD igeren bu

enzim mitokondri dis membraninda lokalizedir.

MAO enziminin substrati olan dopamin, noradrenalin, adrenalin ve serotonin
santral sinir sisteminde rol oynayan biyocjen aminlerdir. Demansla birlikte
giden pek ¢ok hastalikta ve fizyolojik yashlikta duzeylerinin azaldigi
g6sterilmistir (9,14,21).

Bu biyojen aminlerden dopamin, santral sinir sisteminde genellikle inhibitér

olarak yaygin olarak bulunur. Beyinde Do daha fazla olmak Gzere D4 ve Do
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adr verilen iki tip reseptéri vardir. Bellek ve duygularimizdan sorumiu olan

mezolimbik sistem de dopamin agisindan zengindir ( 14,32).

Adrenal medullanin temel Gran( adrenalindir. Medulladaki biyojen aminlerin
%80'ini olugturan adrenalin burada 1-3 mg/gr doku konsantrasyonlarinda
bulunur ve medulla disi dokularda yapilmaz. Medullada sentezlenerek
depolanan adrenalin, kan dolasim yolu ile uzak organlar (zerinde etkisini
gosterir. Soguk, yorgunluk ve sok gibi akut durumlar kargisinda organiarin

sempatik yanitini saglamak icin gereklidir ( 38,46).

Sempatik sinir uglarinda bulunan biyojen aminlerin en o6nemiisi ise
noradrenalindir. Postsinaptik hiicrede lokal olarak bir nérotrasmitter seklinde
etki gésteren noradrenalin iken, sinir hlcrelerinde az miktarda adrenalin
bulunur (38,46).

Serotonin hem néromediatér, hem néromodilatér 6zellikte olup, normal
davranig kalibini strdirmede, uyku siklusunun, beslenme davranisinin,

endokrin fonksiyonunun dizenlenmesinde rol oynamaktadir (8,17,32).

Dopamin, adrenalin ve noradrenalinin sentezi tirozin aminoasidi ile
baglamaktadir. Serotoninin éncil maddesi ise triptofandir. Hicre icindeki
biyojen aminler MAO ile oksidatif olarak deaminasyonla, salgilanan biyojen

aminier ise COMT ile O-metilasyona ugratilarak yikilirlar (17,32).

Biyojen amin metabolizmasinda 6énemli rol oyanayan monoamin oksidaz

enzimi asagidaki tepkimeyi kataliziemektedir.

MAO
RCHoNR'R" + HpO + Oo > RCHO + NHR'R" + H205

(R' ve R" H ya da CHg3 olabilir)
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Katekolaminlerin metabolizmasi

Sekil 1. Katesolaminlerin sentez ve yikilimlan.

3

Yukaridaki tepkimeyi katalizieyen MAO monoamin nérotransmitterleri ya da
putatif nérotransmitterleri, 5-hidroksitriptamin, noradrenalin, dopamin,

telemetil histamin triptamin ve tiramini inhibe eder (19).

Enzim hem santral sinir sisteminde, hem de periferal dokularda lokalizedir.
Dopamin, noradrenalin ve serotonin gibi monoaminerjik nérotransmitter ya da
néromodulatérlerin yani sira diet yoluyla absorbe olan ya da bakteriyel
transformasyon sonucu olusan tiramin gibi aminleri de metabolize eder.
invitro enzim calismalarinda elde edilen degisik substrat spesifikligine ve
inhibisyon d&zelliklerine gére MAO enzimi iki formda bulunur: 5-HT ve
noradrenaline karg: aktivitesi olan ve klorgilin tarafindan inhibe edilen A
formu ve benzilamin ile B-feniletilenamine karsi aktivitesi olan ve kiorgilin
tarafindan inhibisyona géreceli olarak direngli iken deprenil tarafindan inhibe
edilen B formu... Bu formiar monkional antikorlar kullanilarak immuno

histokimyasal ¢alismalarla ve molekuler genetik ¢alismalaria da gésterilmistir.



MAO Inhibitérieri

Bir sire 6nce izoniazid ve iproniazidle tedavi edilen tuberkilozlu hastalarin
ruhen kendilerini daha iyi hissettiklerinin gézlenmesi bu ilaglarin ayni

zamanda depresyon tedavisinde de kullaniimasini beraberinde getirmistir.

Birinci jenerasyon MAO inhibitérleri bu enzimi irreversibl ve non selektif
olarak inhibe etmekte, buna bagdli olarak hepatotoksik etkilerinden hipersantif
krizlere kadar gidebilen olaylar olusmaktadir.Bunun sonucunda kanda tiramin
dlzeyini arttirarak 6luimlere yol agmaktadir. Bu yan etkilerinden &turQ
kullanimlar kisitlanmistir (19,30,32,58,62,70,71).

MAO inhibitérlerine olan ilginin yeniden artmasi, enzimin A ve B formu olmak
Gzere iki ayri tipinin bulunmasiyla baglamistir. MAO-A clorgylin'e, MAO-B ise
deprenyl ve pargylin'e duyarlidir (4,7,51,80).

Deprenil

Selektif bir monamin oksidaz B inhibitérii olan Deprenil ilk olarak D, L-
rasemik karisim olarak elde edilmigtir. Anti-Parkinson ve antidepresif etkisi
olan bir ilagtir. Kimyasal ismi izopropifenilmetilpropargilamin, fenilizopropi-N-
metilpropinilamin, N-2-dimetil-N-propinil-2-feniletiienamin, R-{-)-N-metil-N-(1-
fenil-2-propil)-2-propinil-amin  hidroklorid ya da N-propinil-metamfetamin

olarak geger.

L-deprenil éncelikle enzim ile reversibl, nonkovalan bir kompleks olusturur. L-
deprenilin bu kompleks iginde MAO iie tepkimeye girmesi enzim-bagli FAD'in
reduksiyona ugramasina ve inhibitérin okside olmasina yol agar. L-deprenilin
oksidasyona ugramasi ile inhibitér bu kompleks icinde FAD ile N-5
pozisyonunda kovalan bag olusturur. Ortaya ¢ikan inhibisyon dializ, jel
filtrasyonu ya da dilisyon ile geri dénmez. In vivo olarak da L-deprenilin

etkilerinden kurtulus yeni enzim sentezine gereksinim gésterir. Enzimin MAO
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olmasi durumunda enzim dénisUmU organdan organa degisir, enzim yari
émr sican karacigerinde ve beyninde sirasiyla 2.5-3.5 gtn ve 8-13 gundur
(72).

L-deprenil, in vitro ve in vivo ortamlarda 0.2-2.0 mg/kg'lik tek doz ile MAO-
B'nin relatif olarak selektif inhibitdritgine yol acar. Yapilan calismalarda L-
deprenilin artan dozlarda uygulanmasi ve uygulama sayisinin artmasi ile
MAOQ-B'e olan inhibitéritguni kaybettigi gézlenir. L-Deprenil MAO-B'nin yani
sira néronal amin alinimini da inhibe eder. GUnltk deprenil enjeksiyonlarinin
(2.0 mg/kg) 3 haftalik bir sire ile verilmesi sigan beyin striatum bdlgesinde 10
kata kadar varan bir sUperoksid dismitaz aktivite artigina yol acar. Ayni

sekilde katalaz enziminde de kontrollere gére 1.7 kez bir artis izlenir (18).

Serbest radikaller ve oksidan stres

Normal kosullar aitinda biyolojik sistemlerde varolan molektier oksijenin gogu
sitokrom sisteminde yer alan aerobik giikolizis sirasinda ATP dretmek igin
tetravalan bir reduksiyona ugrayarak suya redikte olur, ancak bu sistemden
kacan % 1-2 univalan reduksiyona ugrar. Bu yol yUksek miktarda reaktif olan
drtnleri olusturur: hidrojen peroksid, sUperoksid radikal ve hidroksil
radikali.gibi... (6).

Anaerobik canlilar da dahil olmak Uzere her canlida toksik etkili olan
dogrudan molekuler oksijen degil, oksijenin tam olmayan indirgenmesi ile
olusturulan oksijen radikalleridir. "Serbest radikal", "oksidan molekdl" ya da
"reaktif oksijen partiktileri” atomik ya da molekUler yapida esienmemis tek
elektron iceren ve dolayisiyla reaktif &zellik tasiyan molekallerdir. Bu
radikaller biyolojik sistemler icin en reaktif ve toksik maddeler olup oksijenin

toksik etkisinin gergek nedenini olustururlar. Bunlardan superoksid anyon
radikali (02™®*) hem cevresel etkenler hem de organizmalardaki enzimatik ve
enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikalidir.

Bu radikaller tek elektronunu bir bagka molekiile verebilir (rediksiyon) ya da
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bir bagka molekulden elekiron alarak elektron cifti olusturabilir (oksidasyon).

iki serbest radikalin tepkimesi sonucunda radikal 6zellik ortadan kalkar,
ancak bir radikal radikal olmayan bir molektlie tepkimeye girerse bagka bir

radikal olugur. Biradikal dig orbitalinde eslenmemis iki elektron igerir (6rnegin
molekuler oksijen [O2]). Radikal iyon ise pozitif (6rnegin H3N"') ya da negatif
(6rnegin 02") bir yik tasiyan serbest radikaldir. Radikal 6zellik tasiyan

molekUlierin  bu karakteristikieri radikalierin  zincir tepkimeierde rol
oynamasina neden olur. Her iki olayin sonunda nonradikal yap! radikal

sekline dénusur (26,54).
Canlilarda diger radikallerin olusumu coguniukla sUperoksid radikallerinin
birikmesine baglidir. Bu radikaller biriktikten sonra bir seri zincirleme tepkime

eger radikaller de olusur.

1) Radikaller

-SUperoksid radikali (02%)
Hidroksil radikali (*OH)
Peroksil radikali (ROO®)
Alkoksil radikali (RO*)
Semikinon radikali : (HO®)

Hemoproteine bagli serbest radikaller
2) Non radikaller

Hidrojen peroksit (H2O2)
Lipid hidroperoksit (LOOH)
Hipohal6z asid (HOX)

N halojenli aminler (R-NH-X)
Singlet oksijen (109)
Ozon (O3)
Azot dioksit (NO»)
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Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Kaynaklari

Bir dizi biyolojik islevin normal vyUrituiebiimesi igin serbest radikal
reaksiyonlari gereklidir. Bir ¢ok hicresel enzimin katalitik aktivitesi ve
elektron transport iglemleri, ortama serbest radikal Grtnleri Ureten elektron
transferlerini icerir. Aerobik organizmalarda elektronlari her an kabul etmeye
hazir molekller oksijenin bol miktarda bulunmasi, oksijenden turev alan
serbest radikallerin hlicresel serbest radikal tepkimelerinin aracisi oimasina

yol agmaktadir (15).

1) Enzimatik tepkimeler; Vocutta endojen olarak olugabilen oksijen

metabolitlerinin enzimatik kaynaklari sunlardir (23,59):

Ksantin oksidaz

Hipoksantin + O > Ksantin + O™ *+ H209

NADPH Oksidaz

NADPH + 2 Og + H* — NADP* +2 O ® + 2H*

NADPH oksidaz polimorf nlkleer I6kositler, makrofajlar ve monositler gibi

inflamatuvar hicrelerin ylizeyinde bulunur ve uygun uyaran (bakteri, mantar)

ile kargilagtiginda Oo'yi O-5 ®'e gevirir.

Amin oksidaz

R-CH2-NH2 + H2 O + O9 >R-CHO + NH3 + H209

Aldehid Oksidaz

R-CHO + Oy — RCOOH + 07

Dihidroorotat dehidrogenaz

Dihidroorotat + NAD* + O5 —Orotik asid + NADH + 0o
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Peroksidazlar

Hp Og + X + H¥ » HOX + HoO

NADH Oksidaz Tepkimesi

E-Fet3 + ROOH > Bilesik 1 + ROH
Bilesik 1 + NADH > Bilesik 2 + NAD.

Bilesik 2 + NADH > NAD. + E-Fe*3

2 NAD +2 Op 2 NAD* +2 O™

Metilamin dehidrogenaz

CH3NHo + HoO > HCO + NH3 + 2e + 2H*

Galaktoz oksidaz

R-CH20H + 09 > R-CHO + H202

Ribontikleotid rediiktaz

NDP + 2e + 2H* > dNDP + H2O

Prostaglandin H sentaz

Aragidonik asid + 202 -——> Prostaglandin Gp

Prostaglandin Go + 2e + 2 H* > Prostoglandin Ho + HoO

Piravat format liyaz

PirGvat + PFL > Format + PFL-asetil

PFL-asetil + CoA > PFL + Asetil-CoA

2) Nonenzimatik tepkimeler;

Otooksidasyon tepkimeleri sonucu olusan reaktif oksijen metabolitierinin

nonenzimatik kaynaklari asagida ézetlenmistir (23,26,59).
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R O] P— ,Fe*3+ OH*® + OH-
Hb-Fet2 +09 v — Hb-Fe*3 + Op-*
Mb-Fet2 +0p —mmmmmmeme > Hb-Fet3 + Oo-*
Katesolaminier+ O —-—-—-——-- — Melanin+ O~ *

Reduklenmis flavin + Op -——-—— Flavin semikinon + O~ *
Koenzim Q (Hidrokinon)+ Op -———mmmmmeemn — Koenzim Q (Ubikinon) + Oo~ ®

Tetrahidrobiopterin + 209 -——--m-m-mm- -— Dihidrobiopterin + 2 Oy~ ¢

3)Dis etkenler:

+Radyasyon (Butun yuksek enerjili elektromanyetik isinlar her ortamda
sUperoksid anyon radikali olustururlar. B, v ve X 1sinlari sulu ortamdan

gecince suyun radyolitik pargalanmasina neden olmaktadir (34).

SO J— — e ag, H, OH, Hp, HpO9, H30%*

Sulu ortam oksijen iceriyorsa asagidki tepkimelerle sUperoksid radikali

kolaylikla olugmaktadir.

H+0p e -——> H+ 02™ (yada HOp)

Organik molekullerin bulundugu sulu ve oksijenli ortamda radikal olugsumu iki
kat artmaktadir. Canli bir sistemde yUksek enerjili 1sinlarin ayni etkiyi daha

kolay gésterecegi agiktir.
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Yani sira ;

meydana gelir.

+Hava kirliligi

¢ Toksik kimyasallar

¢ Sitostatikler (Adriamisin, Daunorubisin, Doksorubisin)

¢ Pestisitler

¢ Sigara

+Yang: (Nétrofil, eozinofil ve makrofajlar fagositoz sirasinda énemli élgiide

O2~ Uretmektedirler).

Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Biyolojik Aktiviteleri ve Hiicre Hasari

Hacrede koruyucu mekanizmalart asacak kadar serbest radikal olustugunda,
farkl -sekillerde metabolik ve selliler bozukiuklar meydana gelmektedir.
Reaktif oksijen parcaciklari ile olugan hiicre hasarini agiklamak igin baslica

iki mekanizma 6ne surtlmustar (54):

1) Serbest oksijen radikalleri gok sayida hiucresel hedefle tepkimeye girerek

hticre 6lumine kadar giden olaylari baslatmaktadir.
2) Olusumu artan hidrojen peroksidin glutatyon peroksidaz tarafindan
detoksifikasyonu sirasinda ¢ézUnebilen ve proteine bagl tiyollerin

oksidasyonu, hicre igi serbest kalsiyumun artmasina neden olmaktadir.

Serbest radikallerin hlicresel hedefleri Tablo 1'de 6zetlenmistir (15,66).
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Bu etkiler sonucunda hiicrede su degisiklikler gézlenir:

1) Ekstraselller bosluk: Serbest radikaller hlcresel etkilerinin yani sira

ekstraselliler etkilere de yol acgarlar. Hucrenin gosterecegi yangisal yanit ve
takip eden doku hasarinin boyutunu belirlemede serbest radikaller énemii rol
oynarlar. Superoksid anyonu ve hidroksil radikali ekstraselller matrikste
"Oksidatif indirgeme depolarizasyon tepkimeleri" olarak tanimianan bir dizi
tepkime ile hyaltronik asidi ve kollajeni pargalamaktadiriar. Hyallronik asid
ve kollajenin yikilimi yasayan dokularin yaptsal &zellikleri ile membran
gecirgenliklerini belirgin olarak degisitirmektedir (66). Bu durum hyaltronik
asid gibi glikozaminoglikanlarin bol miktarda bulundugu ekstraseiller

sivilarda (6rnedin; gbz vitreusu ya da sinoviyal sivi) izlenir (6).

Protein denatlrasyonu ve gapraz baglarin olusumu,
enzim inhibisyonu ve hiicre membran gecirgeniiginde
degisiklik

Baz hidroksilasyonu, hicre doéngusinde degisiklik,
mutasyon

Hucre membrani reseptér duyarlihdinda degisiklik
Kolesterol ve yag asidi oksidasyonu, lipid ¢apraz bag
olusumu, organel ve hicre membran gegirgenliginde
degisiklik

Nikotinamid ve flavin iceren kofaktérierin miktarinda ve
aktivitesinde azalma

Serotonin ve epinefrin gibi noérotransmitterlerin
miktarinda ve aktivitesinde azalma

E vitamini ve B karoten ile katalaz ve SOD enzimlerinin
inhibisyonu, GSH Px aktivitesinde degisiklik olmamasi
Peptid zincirde kopma, denatUrasyon

Zincir kopmasi, baz degisikligi

Sinoviyal sivi akigkanlhginda degisiklik

Tablo 1. Serbest radikallerin hiicresel etkileri
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2) Bivomembranlar: Memeli hlicre membranlari peroksidatif hasara karsi ¢ok

duyarh olan gok doymamis yag asidlerini (PUFA) bol miktarda icermektedir .
Bu yag asidlerinin peroksidasyonu agagidaki sekilde gerceklesir (66):

R* + PUFA > RH + PUFA®
PUFA®* + 02 > PUFAO>*
PUFAO2® + PUFAH (ya da XH) — PUFAO2H + PUFA® ya da X*®
PUFAO2* PUFAO2H, metal iyonu > alkanlar, alkanallar,

alkenaller, 4 hidroksi alkenaller

Radikal, yad asidi ile birleserek tepkimeieri serisini baslatir. Radikal yag
asidinin oksijenle birlesmesi sonucu lipid peroksid radikal (ROO') olusur.
Lipid peroksid radikalleri baska yag asidi yan zincirleriyle tepkimeye girerek

lipid hidroperoksitleri olustururlar.

Uc ya da daha fazla ¢ifte bad igeren yag asidlerinin peroksidasyonu
malondialdehid Uretimine yol agar. Bu peroksid UrGnieri metal iyonlari
varliginda bazi enzimatik tepkimeler ile etan, pentan, malondialdehid benzeri
yikim GrGnlerinin yanisira yaslanma pigmentleri ya da lipofusin olarak

adlandirilan, kemiluminesans ve floresans veren bilesikler de olustururlar.

Lipid peroksidasyonu ve kukurt igeren proteinlerin oksidasyonu sonucu
membran gegirgenligi ve kirilganligi artar. Peroksidasyon sonucu olusan
malondialdehid membran bilesiklerinde c¢apraz baglanmaya ya da
polimerizasyona neden olarak iyon transportu, enzim aktivitesi gibi membran
6zelliklerinde degisikliklere neden olur. Ayrica diffizibl bir Grin olan

malondialdehid DNA'nin nitrojen bazlari ile de tepkimeye girer. Bunun

sonucunda membran enzimlerinin aktivitesi azalirken hicreye cat? girisi

artar.
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Hlcre ici serbest Ca*2 artisi bir dizi hasar yapici olayi baglatir (50,66,67). Bu
olaylar fosfolipaz aktivitesi ile fosfolipid kaybinda artis, membran
gecirgenliginde degisikiik, akiskanhgin azalmasi, negatif ylzey geriliminde
artma, potansiyel kaybina bagli toksik etkide artig, proteaz aktivasyonu ile
proteolitik etkinin siddetlenmesi, katabolik enzimlerinin aktivitesinde artis ve

endonUkleaz aktivitesi ile DNA kirilmalarinin olugumudur.

Membran hasari htcre zarfini etkilemesinin disinda 6nemli organelieri
cevreleyen membranlan da etkilediginden lizozom ve mitokondri gibi
organeller de etkilenir. Ortama salinan lizozomal enzimler serbest radikallerin

yol acgtigi hiicresel hasari arttirir (6).

3) Proteinler: Oksijen metabolitierinin saldirdigi bir bélum de iyonlarin
transportunda ve hicre igi iyonik homeostazinda énemli rolleri olan membran
proteinleridir. Serbest radikallerin sUlfur iceren molekuller ve doymamis
bilesiklerie reaktivitesine bagli olarak triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metionin ve sistein gibi amino asidleri iceren proteinler amino asid
modifikasyonuna ugrayabilirler (13). Bunlarin yani sira sitoplazma ve
membrandaki proteinler ozon ve protoporfirin IX gibi okside edici ajanlarla

karsilastiklarinda ¢apraz baglar ya da buytk aggregatlar olustururlar.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan aldehid UrUnleri kovalan olarak
proteinlere ve 6zellikle lizin artiklarindaki epéilon amino gruplara baglaniriar
(12).

4) Mitokondria: Normal kosullarda mitokondria, oksijeni sitokrom oksidaz
sistemi ile suya indirgeyerek detoksifiye etmektedir. Elektron transport

zincirinde yer alan pek ¢ok bilesik (NAD, FAD, Koenzim Q gibi) oksijen ile
tepkimeye girerek O5~ salinimina neden olur. "Tek dederli oksijen kacag:"

olarak bilinen bu olay normal kosullarda hicrenin savunma sistemleri ile yok
edilebilmektedir. Oksidan stres durumunda savunma sistemleri yetersiz

kalmakta ve mitokondriada hasar olugmaktadir. Bu hasar sonucu hicrenin
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enerji sisteminin etkilenmesi ile ATP kullaniminda artma ve ATP sentezinde
azalma ile baglantili olarak hlicrede ATP duzeyi hizla duger. Gliseraldehid 3
fosfat dehidrogenazin aktivitesinin azalmasi iki SH grubunu kaybetmesine
baghdir. Béyle bir molektle NAD baglanamayacag igin ATP sentezi ve ATP

sentetaz aktivitesi inhibe olmaktadir.

Enerji Uretiminden sorumlu organel olan mitokondrinin kendi DNA's! vardir.
mtDNA'nin bir 6zelligi mtDNA'da nikleer DNA'ya gére gok daha ylksek
oranda mutasyon oimasi ve mtDNA mutasyonunun bireylerin yasam suresi
boyunca birikmesidir. Ayrica mtDNA nlUkleer DNA'ylr koruyan histonlari
icermediginden oksidatif hasara kargi daha hassastir. Gen teknolojisindeki
son gelismeler mtDNA mutasyonlari arasindaki iliskileri arastirmaktadir. Bu
mutasyonlar hicresel enerji metabolizmasinin  yikilimina (respiratuvar
zincirde defektler) ve yasla ilgili dejeneratif hastaliklarin gelisimine yol acar
(28).

5) Cekirdek: Herhangi bir nedenle olusmus olan serbest radikaller ve ¢zellikle
malondialdehid hicre cekirdeginde DNA ile tepkimeye girmektedir. NUkleik
asid yapisindaki baz degisimieri ya da DNA zincir kopmasi sonucu
kromozomal yapida olusan degisiklikler sitotoksisiteye neden oimaktadir.

(Mutajenik ve karsinojenik etkiler) .

6) Sitozol: Sitoplazmada bulunan proteinlérin ¢cogu ile oksihemoglobin,
katalaz gibi hemoproetinler serbest radikallere karsi &zellikle duyarhdiriar.
Antioksidan bir enzim olan sUperoksid dismutazin da katalitik aktivitesi igin
gerekli olan histidin kalintisi radikallerie bloke edilerek aktivitesi inhibe

edilmektedir.
Biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonu

Sitoplazmik yapinin ve biyolojik membraniarin temel elemani, organik
dinyanin belki de en stabil molekulleri olan fosfolipidierin igerdigi ansatire

yag asidi zincirleridir. Biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonu baylk énem
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tagir;, baz kimyasal ajanlar ile olusan karaciger ve pulmoner hasarin
patogenezinde membran poliansature yag asidlerinin peroksidatif yikimi yer
almaktadir (24).

Radikallerin yol actidi lipid peroksidasyonu patolojik ya da fizyolojik iglemlere

(prostaglandin sentezi ya da yaslanma) eslik edebilir

Lipid peroksidasyonu yaglarin ézellikie poliansatire yag asidlerinin oksidatif
oksijen bagimh yikihmi olarak tarif edilir ve dallanan bir zincir reaksiyonudur
(81,76).

Teorik olarak Ug tip radikal, peroksidasyonun baglatilmasinda yer aimaktadir:

1) Mitokondri solunum zincirindeki elektron transportunda ve endoplazmik
retikulumdaki hidroksilasyon sisteminde yer alan semikinonlar

2) Molekuler oksijen ile baz) maddelerin otooksidasyonu esnasinda ya da
biyolojik sistemlerin iyonlastirict veya UV radyasyonuyla baglatilan
tepkimelerde olusan organik serbest radikaller

3) Oksijen molekuiune ard arda elektron ilavesi ile olusan serbest radikaller

(05-*: OHe, 109)

Lipid peroksidasyonunu basglatan serbest radikalierin meydana gelisinde bazi
metallerin esas roll oynadigi kabul edilmektedir. Eksperimental sistemierde
genellikie demir veya bakir tuzlari kullaniimaktadir. Cesitli vacut sivilarindan
elde edilen, proteine bagli olmayan demirin lipid peroksidasyonunu

baslatabilecegi go&sterilmistir.  Ferritin de askorbat varhginda lipid
peroksidasyonunu stimiile eder. Fe*3't Fe*t2'ye indirgeyecek redikleyici bir

ajan bulundugunda, Fe*t3 veya ferrik selatlar lipid peroksidasyon
tepkimelerini baslatabilirler. Cogu kez ksantin oksidazin ksantin ya da

hipoksantine etkisi ile olusan sUperoksid radikali redikleyici etki

gdstermektedir. Askorbat da bagimsiz bir mekanizma ile Fet3'y

indirgemektedir.



Fet3 ; 0o — Fet2+ 0p

Os~* +HO2 > Ho092 + 09

Ho05 +Fet2 — OH® + OH- + Fe*3

Fe*2i bir oksidanin Fe*3'e oksidlemesiyle de lipid peroksidasyonu

baglayabilir. Cogu kez oksidan molekdlier oksijen ve hidrojen peroksiddir.

Fet2 + 0y > Fe*3 +0p*

Ho0o +Fet2 —» OH® + OH- + Fe+3

Ho0o ve Fe*2 kombinasyonuna Fenton reaktifi denilmektedir.

Lipid peroksidasyonu bir ansatire yag asidinin cis iki ¢ift bagi arasindaki
metilenden hidrojen atomu ¢ikmasi ile baslamaktadir. Ansattre yag asidi cis-
cis pentadien merkezinden hidrojen ayriimasi oto oksidasyonda hiz sinirlayici
basamak olarak kabul edilmektedir. Bu tepkimeler yalnizca lipid radikalleri ve
oksijen igerdiginden otooksidasyon terimi kullaniimaktadir. Ansatiure yag
asidlerinin termodinamik olarak en stabil Grund allik radikallerdir.
Poliansatlre yag asidlerinde ayrilmaya uygun birgok metilenik hidrojen vardir.
Ornegin aragidonik asid 7, 10 ve 13. karbonlarda bulunan Gg adet ikili allik
kisma sahiptir. Lipooksijenaz gibi enzim katalizi etkisi ile ansature yag asidi
peroksidasyonunda selektif olarak spesifik metilenik karbondan aktive olmus
hidrojen ¢ikanlir. Olusan lipid pentadienil radikali arasidonik asidde oldugdu

gibi 5, 8, 9, 12 ve 15. karbonlardaki oksijen ile reaksiyona girmektedir (61).

Singlet oksijen ve hidroksil radikalinin her ikisi de lipid peroksidasyonunu
baglatabilmekte fakat peroksidasyon mekanizmalari farkli olmaktadir. Lipid
radikal (lipid peroksid) zincir tepkimesinin uzunlugu ve bdylece lipid
peroksidasyonunun siddeti lipid ansatlrasyonunun derecesine gore
artmaktadir. Hidroksil radikali ile olusan lipid peroksidasyonunda ansattre

yag asidinin iki allik karbonundan hidrojen atomu gikmaktadir. Singlet oksijen
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ile olanda oksijen direkt olarak olefine ilave olmaktadir. Bu farklihk sonucta
olusan peroksidasyon Urlinlerinde kendini géstermektedir. Buna 6rnek olarak
oleik asidden hidrojen atomu c¢ikmasi ile 8 ve 11 hidroperoksid izomerleri 9
ve 11 izomerleri olusurken, singlet oksijen etkisi ile 9 ve 10 hidroperoksidlerin

olugmasi verilebilir. Lipid peroksidasyonunu baslatan diger bir ajan NO>'dir.
Hidrojen atomu ¢ikmasi ya da oleine NO» ilavesi ile peroksidasyon

olusmaktadir.

Peroksid zincir tepkimesi hidroperoksidlerin metallerce katalizlenen yapi

degisikligi ile devam etmektedir.

ROOH + Fet3 > ROO® + H* + Fet2

ROOH + Fe*2 » RO® + OH- + Fe*3

Ansatlre yag asidinden serbest radikallerin etkisi sonucu hidrojen gikmasi ile
konjuge dienler olusmakta, konjuge dienlerin oksijen ile tepkimeye girmesi ile
lipid peroksid meydana gelmekte, bu da son olarak lipid endoperokside
cevriimektedir. Endoperoksid hidrokarbonlar gibi bilegiklerie tepkimeye
girerek alkali radikal ve lipid hidroperoksid olugmaktadir. Endoperoksidden
malonaidehid ya da malondiaidehid de olusabilmektedir. Malonaldehid
proteinierin € - amino gruplar: ile tepkimeye girerek fluorokromiar: (konjuge
schiff bazlarl)) meydana getirmektedir. Malonaldehid ve malondialdehid
aromatik aminlerin ve fosfolipidierin amino gruplar ile tepkimeye

girebilmektedir. Boylece amino-imino- propen bilesigi olugsmaktadir (77).

Peroksidasyona ugramis olan poliansatire yag asidlerinin, 6zellikle
aragidonik asidin B ayrilmasi ile olugan 3 karbonlu bilesik malondialdehiddir.
Bircok biyoiojik makromolekulie reaktivitesi olan. malondialdehid yogun olarak
calisilagelmistir. Malondialdehid aragidonik asidin  yani sira birgok
lipoksidden, hidroperoksidlerden, endoperoksidierden, prostoglandinlerden
ve tromboksanlardan olusur. Reaktivitesinden 6ttri MDA biyolojik érneklerde

serbest olarak kaimaz (34).

27



MDA serbest olarak ya da degisik doku bilesenieri ile kompleks sekilde
bulunabilir. in vivo iyonize radyasyon ile serbest radikal tretimi sonucu bazi
makromolekillerin oksidatif yikilimi sonucu olusur. Prostaglandin biyosentezi
de MDA olusumuna yol acar, ancak ansatlre yag asidierinin peroksidasyonu
ana kaynaktir. Doku lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA sellier
duzeyde metabolize edilir. Karacier aldehid dehidrogenazi tarafindan

enzimatik olarak yikilima ugrar, CO2'e metabolize olur, mitokondrial yolda

yikilabilir, idrarda asid ile hidrolize edilebilen formda kiclUk miktarlarda
eksrete edilir. MDA hiicre hasarinda yol aldidi gibi yaslanma pigmentleri olan
lipofisinlerin olusumunda da etkilidir. MDA'nin mutajenik ézellikleri oldugu ve

kimyasal karsinojen gibi davrandigi da bilinmektedir (74).

Plazma lipid peroksid dlzeylerine yas ve cinsiyetin etkili oldugu
bildiriimektedir. Yas arttikga lipid peroksidieri yukselmektedir (24,35). Bu
yukselme VLDL ve LDL fraksiyonlarindaki lipid peroksitierinin artisina
baghdir. HDL lipid peroksidleri ise yasia degismemektedir.

Antioksidan Savunma

Hucreler oksidatif ‘hasari o6nleyen, yok eden ya da kismen azaltan bazi
mekanizmalara sahiptir. Oksidanlaria micadelede birinci asama risk
faktorlerinin belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasidir. Ikinci yol ise doku
hasarina yol agan olayin etkisi ile tetiklenen biyokimyasal tepkimeleri bir ya
da birkag basamakta engellemektir. Bu amacla yapilabilecek girisimier sunlar
olabilir: Nat aktif girisinin engellenmesi, K* giriginin aktive edilmesi, hicre igi
laktik asidozun inhibisyonu, sitotoksik ve vazojenik antiédem girisimler,
yeniden fosfolipid sentezi hizlandiricilar, kalsiyum kanal blokerleri, lipid
peroksidasyonu ve siklooksijenaz inhibitorieri, |6kotrienlerin inhibisyonu, opiat
antagonistleri, PAF inhibitérleri, H2 reseptor antagonistleri, atrial natridretik
peptid, hipotermi...(26,50). Uglncu asama aktive olmus nétrofillerin lezyon

bélgesine hicumunu ve birikimini inhibe etmek icin antienflamatuvarlarin
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kullaniimasidir. Dérdinci ve en etkin yol artmis oksidanlara dogrudan etki
ederek onlari yoketmektir. Direk etki ile oksidanlari inaktif hale getiren
maddelere "antioksidanlar" denir. Tum antioksidanlar baglica dért yol ile

etkilerini gerceklestirmektedir. Bu etkiler;

1)_Scavenging etki; oksidanlari tutma ve zayif bir moleklle dénigtirme

etkisidir. Enzimier bu sekilde etki eder.

2)_Quencher etki; oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme

tepkimesidir. Vitaminler, flavanoidler bu sekilde etki eder.

3) Onarma etkisi

4) Zincir koparma_etkisi; Oksidanlari baglayarak fonksiyonlarinin énlenmesi

etkisidir. Agir mineralier, hemoglobin, seruloplazmin bu yolla etki eder.

Dogal Antioksidanlar

1) Enzimler
Superoksid dismitaz; Oze~'nin hidrojen perokside dismutasyonunu katalizler.

Katalaz; hidrojen peroksidin dismutasyonunu katalizler.

Glutatyon peroksidaz; Hidrojen peroksid ve lipid peroksidlerinin
reduksiyonunu katalizler.

Glutatyon rediktaz; GSSG'nin GSH'ye dénlsimunt saglayarak indirekt yolla
antioksidan etki gdsterir.

Hidroperoksidaz

Sitokrom ¢ oksidaz; Hucredeki oksijenin % 95'ini detoksifiye eder.

2) Ekstraselller sivinin nonenzimatik antioksidaniari

Seruloplazmin; demiri okside eder.
Transferrin; dolasimdaki demiri baglar.
Hemoglobin oksidaniari baglar.

E vitamini ve analoglari; lipid peroksidayon zincirini Kirarlar.

C vitamini O2*- ve OH*'i direkt olarak tutar, E vitaminini rejenere eder.
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Tiyol igerenler (glutatyon, N asetil sistein, metiyonin, kaptopril); serbest
radikal ve HOCI tutucusudur.

A vitamini; direkt olarak peroksillere etki eder.

Urik asid; O2®-» OH® ve peroksil tutucusudur.

Sistein O2*~ ve OH* tutucusudur.

Ubikinon; serbest radikal tutucusudur.

Glikoz; hidroksil radikal tutucusudur.
Bilirubin; O2*- ve OH* tutucusudur.

Albumin; bakirt baglar, LOOH ve HOCI tutucusudur.

PirGvat;, Hidrojen peroksid tutucusudur.

Haptoglobulin; hemoglobini badlar.

Hemopeksin; serbest hemi baglar.

Ayrica hicre igi bélukieri en etkin endojen antioksidan mekanizmay:i
sadlariar. Mitokondri, lizozom, peroksizom ve sitoplazma serbest radikal
Ureten sistemlerine karsi savasan antioksidan savunma mekanizmailar ile

eslesmistir (27).
Antioksidan aktiviteyi arttiran ilaglar

Ebselen; endojen glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirirlar.

Demir selatérleri; deferoksamin, dimetil tiolre, sertiloplazmin; serbest Fet3y
baglarlar. '

Sitokinler; TNF ve interiékin-1

Ksantin oksidaz inhibitérleri; allopurinol, oksiplrinol; ksantin oksidaz
tarafindan sUperoksid tretimini inhibe ederler.

Proteaz inhibitorleri; serin proteaz inhibitdrieri, fenilmetilstlfonil florid; ksantin

oksidazin ksantin dehidrogenaza dénusimuini bloke ederler.

NADPH oksidaz inhibitorleri; adenozin, lokal anestezikler, Ca*2 kanal
blokerleri, nonsteroidal antiinflamatuar ajanlar; nétrofil ve makrofajlardaki

NADPH oksidaz tretimini inhibe ederler.

Mannitol; OH® radikalini tutar.
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Barbituratlar
Flavanoidler
Trimetazidin
Indepamid

H» reseptor blokerleri

Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri

® Siiperoksid dismiitaz (siiperoksid oksidorediiktaz-SOD, EC 1.15.1.1.)

Fridovich ve arkadaslari 1968 yilinda daha once alyuvarlardan saflastirilan
fakat herhangi bir enzimatik aktivitesi saptanamayan bakir igeren bir proteinin
(eritrokUprein) ksantin oksidaz deney sistemine eklendiginde sitokrom C'nin
indirgenmesini inhibe ettigini bulmuslardir. Ksantin oksidaz tepkimesinde 05~
olustugu ve bu radikalin sitokrom c'yi indirgedigi daha 6nce bilindiginden

asagidaki tepkime ifade edilmistir:

ksantin oksidaz ksantin oksidaz

Hipoksantin — Ksantin oksidaz — Urik asid

Boylece daha 6nce cesitli dokularda saflastirilan, fonksiyonu bilinmeyen ve
elde edildigi dokuya gére hemokuprein, eritrokuprein, serebrokuprein,
hepatokuprein vb. diye adlandirilan proteinleﬁn birer enzim olduklari ve O3~

'nin dismutasyonunu katalizledikleri gdsterilmis ve enzim slperoksid dismutaz

olarak adlandiriimistir.

Oksijeni metabolize eden battin hlicrelerde bulunan ve stperoksidin hidrojen
perokside dismutasyonunu Kkatalizieyen bir metaloenzim olan SOD su

tepkimeyi gerceklestirir (53)

0o~ + Op™ + 2H* — Ho02 + O3



Bugline kadar doért farki sekli bulunmustur. Bunlardan biri 6karyotik htcrelerin
sitozolinde ve mitokondrianin intermembran arahdinda bulunur. Molek{l
kitlesi 31 200 Da olan bu enzim her bir dimerik protein igin birer molekudl
bakir ve cinko igerir. Cinkonun stabiliteyi sagladigi, bakinn ise aktiviteden
sorumiu oldugu dusuntimektedir. Cinkonun ayriimasi irreversibl iken bakir
reversibl ayrilir ve tekrar baglanbilir, ancak baglanma yeri ayni reseptor
olmayabiimektedir. Bu enzimin énemli bir 6rnegi sigir ve insan eritrositlerinde
bulunan eritrokupreindir. SOD'un iki tipi her bir molekdl bagina iki adet
manganez icermektedir. Bu enzimlerden biri mitokondria matriksinde
bulunurken digeri E.Coli gibi bakterilerin sitozolinde bulunur. CuZn-SOD
siyanlr ile inhibe olurken Mn-SOD siyanur ile inhibe edilemez (78). Dérduncl
tip SOD demir igerir ve E.Coli'nin periplazmik araliginda bulunur. Molekul
kutlesi 40 000 Da olan bu enzim yapisal olarak Mn-SOD'a buytk benzerlikler

gbstermektedir.
¢ Katalaz (EC:1.11.1.16)

Katalaz yapisal olarak bir hemoproteindir. Sigir karacigerinde yurttilen
calismalarda katalazin molekul kitlesinin 248 000 Da oldugu ve non kovalan
bagli protoporfirin IX Fe (hem) grubu igerdigi ortaya konmustur (49,68).
Eritrosit disinda 6zellikle peroksizomlarda yogun olarak bulunur (79). Kan,
kemik iligi, karacier mukéz membran ve bébrekte ylksek miktarlarda
bulunmaktadir. DUsUk hizlarda hidrojen perokéidin olustugu durumlarda ya da
yUksek elektron alicisi konsantrasyonlarda peroksidatif tepkimeyle (tepkime
1), hidrojen peroksid olugum hizinin yUksek oldugu durumlarda ise katalitik

tepkimeyle (tepkime 2) hidrojen peroksidi suya dénistlrerek ortamdan

uzaklastirir.
HoOo + AH —2H20 + A Tepkime 1
H205 + Ho 09 —2H20 + 09 Tepkime 2
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I-KiIMYASAL MADDELER

1) Reaktifler

- Sakkaroz,( Merck)

- EDTA, (Sigma)

- KinGramin HBr,(Sigma)

- Dipotasyum hidrojen fosfat, (Merck)
- Potasyum dihidrojen fosfat, (Merck)
- 4 Hidroksikinolin (HQ), (Merck)

- Sodyum hidroksit, (Merck)

- Disodyum hidrojen fosfat, (Merck)

- Trikior asetik asit, (Merck)

- Tiobarbiturik asit, (Sigma)

- Kloroform, (Merck)

- Metanol, (Fluka)

- Siklohekzan, (Riedel-de Haen)

- Hidrojen peroksit, (Merck)

- Epinefrin, (Sigma)

- Sodyum - Potasyum tartarat, 4 H>0 , (Merck)
- Bakir stlfat, 5 H20, (Merck)

- Sodyum karbonat, (Merck)

- Folin chiocalteu

- Sodyum molibdat 2H20, (Merck)
- Fosforik asit (% 85), (Merck)

- HCI (% 38), (Merck)

- Lityum stlfat, (Merck)

- Brom, (Merck)

- Sodyum kiorr, (Riedel-de Haen)

2) Tamponlar ve solUusyonlar
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MAO aktivitesini 6lcmede yararlanilaniar:

- Homojenizat gézeltisi, 0.4 M Sakkaroz ve 0.0001 M EDTA
13.629 gr sakkaroz ve 0.0372 gr EDTA 100 ml. distile suda ¢ozuldr.

- MAO substrat ¢ozeltisi

Kindramin-dihidrobromar (kintramin-2 HBr) 1 x 10° M konsantrasyonda
kullanilir. 31.4 mg Kinramin-2 HBr 100 ml. distile suda ¢ézulGr. pH = 8.6 olacak
sekilde 0.1 N HCI ya da 0.1 N NaOH ile titre ediiir.

- Fosfat tampon, 0.5 M, pH=7.4
KHoPO4 17.01 g tartihp 250 ml. distile suda ¢ozUldr.
KoHPQO4 21.7725 g tartilip 250 ml. distile suda ¢ézaldr.

1. cozeltiden 24 ml, Il. ¢ézeltiden 132 ml alinir ve pH = 7.4’e ayarlanir.

- 4-Hidroksikinolin trihidrat (4 HQ) ¢dzeltisi
1 x 10® M konsantrasyonda kullanilir. 19.921 mg 4 HQ tartilarak 100 ml. distile
suda ¢dzulur. Bu ¢ézeltiden kullanilacagr zaman 1 ml alinarak 100 ml'ye distile

su ile tamamlanir ve 10° M konsantrasyonda galisma ¢bzeltisi hazirlanir.

- 4N NaOH
160 g NaOH tartilarak 1000 ml. distile suda cézular.

Malondialdehid éicmede yararlanilanlar:

-% 0.9 Serum fizyolojik 9 gr.NaCl tartilip 1000 cc suda ¢ézular.

-% 5 Triklor asetik asit (TCA) 5 cc. TCA alinip 100 cc suda ¢ézuldr.

-% 0.67 Tiobarbiturik asit (TBA) 6.7 mg.tiobarbiturik asit 100 cc distile suda

¢cozular.
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Dien konjugatiari 6lcmede kullanilanlar:

-Fosfat tampon ( 0.5M )
17.01 gr. KH, PO 4 distile su ile 250 ml'ye tamamlanur.
21.7725 gr.K;H PO ,distile su ile 250 ml'ye tamamlanir
KH, PO 4 (12 ml) ile KzH PO 4 (66 ml) oraninda karistiniir, pH 7.4’e ayartanir.

-Kloroform
-Metanol
-Sikiochekzan

SOD aktivitesini 6lcmede yararianilaniar:

- Fosfat tampon, 50 mM, pH=7.0
KH2PO4 6.81 g tartiip 1 It distile suda ¢6zGlUr.

NaosHPO4.2H20 8.9 g tartilip 1 It distile suda ¢ézlr.

-Karbonat tampon, 50mM, pH=10.2
Na>COg3 anhidr 5.3 g tartihp 1 It distile suda ¢6zUlUr.

NaHCO3 4.2 g tartilip 1 It distile suda ¢ézular.

- Epinefrin ¢ézeltisi

1mM HCI icinde % 0.55'lik epinefrin ¢ézeltisi hazirlanir.

Katalaz aktivitesini 6lcmede yararlanilaniar:

- 30 mM H202 .
Taze olarak hazirlanir. 0.34 ml %30'luk H2O2, fosfat tampon ile 100 mlye

tamamlanir.
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Protein 6lcmede yararlanilaniar:

- % 2 Sodyum karbonat ¢ézeltisi

0,1 N sodyum hidroksit iginde hazirlanir.

- Taze hazirlanmig alkali bakir gbzelfisi
100 ml sodyum karbonat ¢ézeltisine 1 ml. bakir siGlifat ve 1 ml. sodyum potasyum

tartarat ¢cozeltisi konarak hazirlanir.

- Folin-Chiocalteu cozeltisi:

Bir balon igerisine 100 gr. sodyum tungstat, 25 gr. sodyum molibdat.2H>0O'lu,
700 ml. distile su, 50 ml. % 85'lik fosforik asit ve 100 ml. konsantre HCI
konularak geri sogutucu altinda 10 saat kaynatihr. 150 gr. lityum sulfat, 150 mi.
distile su ve 1-2 damla brom eklendikten sonra geri sogutucusuz 15 dk. daha
kaynatilir. SoJutulduktan sonra 1 litreye tamamlanir. Belirli bir hacim ahlinarak
fenolfitaleine kargi 0.1 N. Sodyum hidroksit ile titre edilerek normalitesi belirlenir.

Normalitesi 1 olacak sekilde 1 N. HCI ile seyreltilir.

3) Standartlar

- MAO standarti, 4 HQ 10°M

-Sliperoksid dismiitaz standardi, bovin eritrosit SOD, 3000 U, Sigma
-Protein standardi, Bovin Serum AlbUmin

200 mg/100 ml. konsantrasyonda Bovin serum albimin ¢ézeltisi hazirtanarak 25-

200 mg/dl'lik standartlar i¢in gerekli seyreltmeler bidistile su ile yaptlir.
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lll. CALISMA MATERYALLERI

Bu calismada Swiss-Albino turl erkek siganlar kullanilarak 6 calisma grubu

olusturulmustur.

1. Grup: GENC SICAN GRUBU
(n=10)
2-3 aylik Swiss-Albino turli erkek sicanlardan olusturuimustur. Siganlar, standard

kosullarda standard diet (pelet yem) ile beslenmigierdir.

2. Grup: YASLI SICAN GRUBU
(n=10)
16-18 aylik Swiss-Albino turl erkek siganlardan olusturuimustur. Sicanlar,

standard kosullarda standard diet (pelet yem) ile beslenmislerdir.

3. Grup: GENGC KONTROL GRUBU

(n=10)

2-3 ayllk Swiss-Albino tlrl erkek siganlardan olusturulmustur. Standard
kosullarda standard diet (pelet yem) ile beslenen siganlara 5 cc serum fizyolojik
bir defada intraperitoneal olarak verildikten 1.5 saat sonra hayvanlar dekapite

edilmiglerdir.

4. Grup: YASLI KONTROL GRUBU

(n=10)

16-18 aylik Swiss-Albino turG erkek siganlardan olusturulmustur. Sicanlar,
standard kosullarda standard diet (pelet yem) ile beslenmiglerdir. Siganlara 5 cc
serum fizyolojik bir defada intraperitoneal olarak verilmis ve dekapitasyon

uygulanmistir.
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5. Grup: DEPRENIL UYGULANAN GENG SICAN GRUBU

(n=10)

2-3 ayhk Swiss-Albino turt erkek siganlardan olugturulmugtur. Siganalar,
standard kosullarda standard diet (pelet yem) ile beslenmiglerdir. Siganlara bir
kez 25 mg/kg Deprenil 2.5 cc serum fizyolojik iginde gdzllerek intraperitoneal

olarak verilmis ve 1.5 saat sonra dekapitasyon uygulanmigtir.

6. Grup: DEPRENIL UYGULANAN YASLI SICAN GRUBU

(n=10)

16-18 aylik Swiss-Albino turl erkek sicanlardan olugturulmustur. Sicanlar,
standard kosullarda standard diet (pelet yem) ile beslenmiglerdir. Siganlara bir
kez 25 mg/kg Deprenil 2.5 cc serum fizyolojik icinde ¢dzllerek intraperitoneal

olarak verilmis ve 1.5 saat sonra dekapitasyon uygulanmistir.

IV. CALISMADA KULLANILAN YONTEMLER

Calismadaki tum sican gruplarindan dekapitasyon sonucu elde edilen karaciger

ve bébrek dokularina sirasi ile asagidaki isiemler ve analizier uygulanmistir:

1. Karaciger ve bébrek dokularinin disseksiyonu ve homojenizasyonu

2. Karaciger ve bébrek dokularinin MAO diizeylerinin belirlenmesi

3. Karacier ve bobrek dokularinin lipid peroksidasyon {rtnlerinin
(malondialdehid, dien konjugatlari) belirlenmesi

4. Karaciger ve bébrek dokularinda antioksidan enzim (katalaz, sUperoksid
dismltaz) aktivitelerinin belirlenmesi

5. Karaciger ve bébrek dokularinda protein dlzeylerinin belirlenmesi
~-Dokularin disseksiyonu ve homojenizasyonu

Sicanlar dekapite edildikten sonra karaciger ve bdbrek doku érnekleri ¢ikarilarak

serum fizyolojik ile yikanmis ve buz Uzerine alinarak laboratuvara
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ulastirimistir. Laboratuvara ulagtiriian  6rnekler Watman kurutma kagidmin
zerine alinmis daha sonra doku 6rnekleri hassas terazide tartilmig ve her bir

doku ¢ kisma bélunmugtir. Bir kisim MAO tayini icin EDTA-Sakkaroz ¢ézeltisi
ile (1/10, wiv), ikinci kisim dien, SOD ve katalaz tayini igin fosfat tampon
(KHoPO4 NapHPO4.2HpO, 50 mM, pH=7.0) ile (1/10, wlv), son kisim ise
malondialdehid tayini igin distile su (2/1, wiv) ve % 5 TCA ile homojenizator
tuplerinde 1000 devirde (ortalama 10 vuru) buz Uzerinde homojenize edilmigtir.
Her bir homojenatiar 600 g x 10 dakika santrifUj edildikten sonra eide edilen Ust
fazlardan MAO, malondialdehid,dien konjugatliari, SOD ve katalaz tayinleri sirasi
ile belirtiimiglerdir. Tum santrif(j iglemieri +4 C'de gergeklestiriimistir.Analizier

ayni giin icinde uygulanmisgtir.

- Monoamin oksidaz tayini
Kraml'in doku MAO yoénteminin bir modifikasyonu olup fluorometrik dlgiime
dayanmaktadir (37).

MAO enzim aktivitesinin saptanmasi icin hazirlanan homojenat 0.1 ml alinarak
Uzerine 2.3 ml distile su konulur. Daha sonra sirasiyla 0.3 ml fosfat tampon, 0.3
ml kintramin 2HBr  ¢b6zeltisi eklenerek 30 dk su banyosunda (37°C)
inkGbasyona birakilir. Son hacmi 3 ml olan inkibasyon ¢bézeltisinin iginde 50
mM fosfat tampon, 1 x 10-4 M kinUramin 2 HBr substrati, 50-100 ug enzim ve

distile su vardir.

Reaksiyon substratin eklenmesi ile baslatilir. Yarim saat inklbasyondan sonra
tipler su banyosundan gikarilarak buz Gzerine alinir. Uzerlerine 1 ml NaOH
ekienerek reaksiyon durdurulur. Enzim akfivitesi ile orantili olarak olusan 4 HQ
dlizeyi 385 nm eksitasyon ve 318 nm emisyon dalga boyunda Aminco Bowman
spektrofluorometrede okunur. Standart seri ile her denemede hazirlanan
standart grafikten 4 HQ miktari nanomol -olarak hesaplanir. Bulunan miktar mg

protein miktarina bélunerek spesifik aktivite saptanir.
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-Malondialdehid tayini
MDA tayini icin kullanilan yéntemin prensibi, triklor asetik asitie deproteinize
edilip MDA'nin TBA ile olusturdugu kirmizi rengin spektrofotometrik Slgimune

dayanir ( 65).

MDA tayini icin distile su ile 2/1 oraninda hazirlanan homojenata 2 misli %5’lik
TCA'dan eklenir. 2000 g'de 15 dk. santrif(j edilir. Stpernatantin 1.5 mi ‘sine 1.5
ml % 0.67'lik TBA eklenir. Karisim 100°C’lik su banyosunda 30 dk.isitildiktan
sonra buz Uzerine alinarak 5 dk. sogutulur.Ornekler spektrofotometrede 532
nm’de okunur.

Hesaplama:

MDA (umol/kg ke dokusu )

Ekstinsiyon koeffisiyenti 153 000/Mol/cm

-Dien Konjugatlarn tayini

Dien konjugatlarinin tayininde kloroform ve metanol ile lipidlerin ekstraksiyonu
ardindan azot gazi altinda ugurulan kuru Kkalintinin siklohekzan fazinda
¢ézlnmesi ve 233 nm'de absorbansin okunmasi esas alinmistir (5). Dien
konjugatlarinin tayini i¢in fosfat tampon ile dokunun % 10’luk homojenati
hazirlanir( igr. doku 10 ml.fosfat tampon ile homojenize edilir). Elde edilen
homojenattan 0.5 mi alinip 7.5 ml. kloroform/metanol karigimt (2/1) eklenir. lyice
karigtinlip Whatman filtre kagidindan suztidikten sonra sGzUntUnin 2 mi.si
alinip azot gaz altinda ugurulur. Kuru kalmtlya 3 ml. siklohekzan eklenerek 233

nm’'de siklohekzan kértne kargi okunur.

Hesaplama: nmol hidroperoksit/mg.protein
Ekstinsiyon koeffisiyenti: 2.52x10™* M

-Siiperoksid dismiitaz tayini

Enzim tayini icin hazirlanmis homojenat karbonat tamponu ile 1/100 dilte

edildikten sonra g¢alisiimis ve sonuglar doku proteinine gére degerlendirilmistir.
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SOD duzeyleri Optimum pH=10.2'de epinefrinin adrenokroma otooksidayonu

esasina dayali kolorimetrik yéntem ile tayin edilmistir (48).

2 ml. tampon Gzerine 7 saniye iginde 0.2 ml. érnek ve 0.025 ml. epinefrinin %
0.55'lik (1mM HCI icinde hazirlanmis) ¢ozeltisinden eklenerek absorbans artig!
15 sn. aralarla 3 dk. boyunca 480 nm'de okunur. Enzimin epinefrinin
adrenokroma otooksidasyonunu inhibe etme yuzdesinin hesaplanmasindan
sonra standart grafikten elde edilen veriler U olarak degerlendirilir. 2,2 ml.
tampon sollsyon ve epinefrin kullanilarak hazirlanan koér iginde ayni iglemler

uygulanir.

-Katalaz tayini
Enzim tayini igin homojenat fosfat tampon ile 1/100 dilie ediidikten sonra
hidrojen peroksidin katalaz tarafindan pargcalanmasi temeline dayali UV

spektrofotometrik yontem ile katalaz aktiviteleri tayin edilmistir (2,42).

Taze hazirlanan ve 30 mM H202 iceren fosfat tampon ¢dzeltisinden 3 ml Gzerine

0.2 m! 6rnek eklenerek 240 nm'de absorbansin azalmas! 15 sn araliklarla, 3 dk
boyunca okunur ve lineer regresyonlara gére her bir analiz igin en uygun
absorbanslar bulunarak, k degeri asagidaki sekilde hesaplanir:

k=2.3/At xlog A1/A2

Uniteye cevirmek igin; ‘

10=23xlog A1/A2/tx 6.93 x 10-3 = (0.1 ml. x 10 = U/ml x 1000 (dilasyon)
= U/ml

-Protein tayini

Proteinlerin alkali ortamda bakir iyonlari ile bilret tepkimesin vermesiden
yararlanilan Lowry yéntemi ile yapilmigtir (41). llk 6nce alkali solisyonda peptid
baglari bakir tuzlari ile mor renkli bir kompleks olustururlar. Daha sonra folin |
ilavesi ile protein yapisindaki tirozin ve triptofan aminoasidleride indirgenerek

renk olusumuna istirak ederler.
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Analiz tiptune 0.1 mi doku homojenati (1/1000) konularak 0.8 mi distile su ile
dilie edilir. Uzerine taze hazirlanmis alkali bakir gozeltisinden 5 ml konarak
karistirthir ve oda istsinda 10 dk bekletilir. Karigimlara 1:1 oraninda 1 N HCl ile
dille edilmis folin ¢oézeltisinden 0.5 ml eklenerek hizla karigtirilir ve oda
sicakliinda 30 dk bekletilir. Olusan renkli bilesik 7560 nm dalga boyunda
spektrofotometrede reakiif kére karsi okunur. Her deney gruplar igin ayr

standart serileri hazirlanarak bulunan degerler ¢izilen grafikten hesaplanir.

V- ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu ¢alismada bulgularin istatistiksel degerlendiriimesinde MICROSTA istatistik
programindan yararlanilmistir. Coklu karsilastirmalar igin tek yoénli varyans
analizi ve ikili karsilagtirmalar icin Student t testi kullaniimigtir. Ayrica tim
degerler arasindaki korelasyonlar ciftlestirilmis dlzenli korelasyon testi ile

arastinimigtir.
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BULGULAR

Normal genc ve yash sigan gruplarina, ayrica serum fizyolojik verilen geng ve
yasl kontrol grupliarina ve yani sira bir MAO inhibitéru olan deprenil uygulanan
gruplara ait karacier dokularinin MAO, malondialdehid (MDA), dien
konjugati,stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz dlzey ortalamalari Tablo 2,3,4'

de veriimistir. Ayni parametrelerin bébrek dokusuna ait ortalamalari ise sirasi ile

Tablo 5,6,7’de verilmistir.

110.81 £ 33.67

68.34 £31.31

2.55+0.9 16.38+£2.3
39.74 £ 14.32 111.14 £ 18.23
788+ 1.52 5.22+£1.40
13.25£4.5 9.24 £ 2.99

Tablo-2. Normal geng ve yasli siganlarda karaciger MAO, MDA, Dien konjugatian,
SOD ve Katalaz degerleri

69.38 + 28.67 106.72 £ 23.09
2.67 £1.25 15.97 £2.43
38.69+ 12.46 109.37+£16.35
6.83£1.43 489 £1.45

12.74 £ 4.39 8.57 + 3.45

Tablo-3. Serum fizyolojik uygulanan geng ve yasl siganiara ait karaciger
MAO,MDA, Konjuge dienler, SOD ve Katalaz degerleri.

44



17.24 + 5,45 19.34 +5.75

1.88 £ 0.49 84628
31.35+6.52 41.19+7.19
6.85+0.73 6.21+1.39
14.35 + 2.44 8.60+1.74

Tablo-4. Deprenil uygulanan geng ve yasii siganlara ait karaciger MAO, MDA,
Konjuge dienler, SOD ve Katalaz degerleri.

26.07+£6.19

32.13+5.48

3.1410.49 18.67+4.18
49.75+£18.15 73.39+34.87
8.31£2.16 6.51+1.68
7.87+£2.07 4.5542.12

Tablo-5.Normal geng¢ ve yagh siganlarin bébrek MAO, MDA, Konjuge
dienler, SOD ve Katalaz degerleri.

27.6518.56 34.28+£7.05

4.17+1.65 18.83+5.23
50.96+15.46 73.76+26.53

7.89+1.45 6.751£1.93

7.7412.43 5.57+2.34

Tablo-6.Serum fizyolojik verildikten sonra geng ve yash siganlara ait
bébrek MAO, MDA, Konjuge dienler, SOD ve Katalaz degerleri.
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156.01£3.50 14.18+3.38

2.45+0.97 10.75+2.66
31.89+3.89 32.5146.68
7.56+1.38 6.78+2.05
6.73£1.59 5.63x£1.24

Tablo-7. Deprenil uygulandiktan sonra geng ve yasl sicanlara ait
bébrek MAO, MDA, Konjuge dienler, SOD ve Katalaz degerleri.

Bir MAO inhibitérii olan deprenilin uygulanisinin ardindan sigan karaciger ve
bobrek dokusu MAO aktivitelerinde neden oldugu inhibisyonun ylUzdesi ve bu

inhibisyonun olustugu zaman dilimlerinin sonuglar sirasi ile Tablo 8de

gdsterilmistir.

% 15 dusus % 40 dusus % 72 daglus
% 10 dusts % 35 dusis % 68 dusus

Tablo 8- Deprenil uygulamasinin karaciger ve bébrek MAO aktivitesindeki

zamanla baglantili olusturdugu inhibisyon yiizdeleri.

Geng ve yasll siganlarin karacier MAO enzim aktiviteleri agisindan
karsilastirnildiginda yasl grupta anlamli bir yukseklik gértulmektedir (p<0.001).
Buna karsin deprenil uygulanan her iki grubta ise bu dlzeylerde anlamli bir
dusls izlenmektedir (p<0.001) Ayni sekilde yasl grupta da bu dists daha
anlamli derecede belirgindir (p<0.0001) Ancak Sekil 2'de gdrilecegdi gibi bu
dusus yaglitarda daha da belirgindir.

Geng ve yasli siganlar karacier MDA duzeyleri agisindan karsilastiriidiginda
 yash grupta yine anlamli bir yikseklik belirlenmistir (p<0.001). Deprenil
uygulanan geng siganlarda ilag uygulanmamis normal gruba ve plasebo grubuna
Kiyasla anlamli bir dusus izienmektedir (p<0.01) Bu anlamii dusts ayni sekilde

deprenil uygulanmis yash grupta normal yash gruba ve yash plasebo grubuna
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gére daha belirgindir (p<0.001) Ancak Sekil 3'de goralduga gibi deprenil MDA
degerlerini yasl grupta daha da belirgin bir sekilde dusturdigu gérilmustur Yagli
karaciger MAO aktivitesi ve karaciger MDA dlzeyleri arasindaki korelasyon r =
0.735 ( p < 0.05 ) dir. Deprenil uygulaniginin ardindan yasl grupta azalan
karacier MAOQO aktivitesi ve azalan karacier MDA duzeyleri arasindaki
korelasyon r = 0.9499 (p<0.01)dir.Yine deprenil uygulaniginin ardindan geng
gupta azalan MAO aktivitesi azalan MDA dizeyleri arasindaki korelasyon r =
0.8954 (p<0.05)dir.

Diger bir lipid peroksidasyon trunl olan dien konjugatlan ele alindiginda ise
yasli grupta geng gruba kiyasla yine anlami bir yuksekiik géralmektedir
(p<0.001). Deprenil uygulanan geng ve yasli gruplarda bu dlzeylerde yine sirasi
ile anlaml dsusler izlenmektedir (p<0.01), (p<0.001). Sekil 4'de bu dustsin
yash sicanlarda daha carpici oldugu gézlenmektedir. Karaciger MAO ve
karaciger dien dluzeyleri arasindaki korelasyon r =0,894 (p < 0.05)'dir Deprenil
uygulanisinin ardindan yasllarda azalan karaciger MAO aktivitesi ile azalan
karaciger dien duzeyieri arasindaki korelasyon r = 0.9459 (p<0.01)'dir. Genglere
uygulanan deprenilden sonra azalan karaciger MAO ve azalan karaciger dien

arasindaki korelasyon r = 0.8707 (p<0.05) olarak bulunmustur.

Antioksidan enzimlerden SOD’un aktivitesi yasli kontrol grubunda gen¢ gruba
gbre bir dlusus gdzlenmektedir (p<0.001). Deprenil uygulanisinin ardindan ise
gen¢ ve yasgl gruplarin SOD aktivitelerindé anlamli bir farkiilik izlenmemistir
(Sekil 5). Karaciger SOD aktiviteleri ile deprenil verilmesinin énce ve sonrasinda

diger paremetrelerle arasinda hig bir korelasyona rastlaniimamistir.

Karaciger katalaz aktiviteleri ele alinacak olursa yasli si¢anlarda geng siganlara
gbre bir dusus izlenmektedir (p<0.05). Deprenil uygulamasinin ardindan ise
genc ve yasii gruplarin katalaz aktivitelerinde bir degisiklik bulunamamistir (Sekil
6). Karaciger katalaz aktiviteleri ile deprenil verilmesinin 6nce ve sonrasinda

diger paremetrelerle arasinda hig bir korelasyona rastlaniimamistir.
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Geng ve yasl sigcanlarin bobrek MAO enzim aktivitelerinde kiyaslandiginda
anlamli bir fark izlenememistir. Deprenil uygulanan gen¢ grupta ise bu
dizeylerde anlamli bir dists izlenmektedir (p<0.001). Yash grupta ise bu dusus
daha az anlamli olmakia beraber yine de belirgindir (p<0.05) (Sekil 7).

Geng ve yasl sicanlarin bébrek MDA dizeyleri agisindan Kkarsilastirildiginda
yasii grupta anlamli bir yUkseklik gértlmektedir (p<0.001). Deprenil uygulamasi
geng grupta MDA duzeyini etkilememis, ancak yasii grupta bir digise yol
acmistir. (p<0.001) (Sekil 8). Yash bobrek MAO aktivitesi ve MDA duzeyi
arasindaki korelasyon r =0.8732 ( p < 0.05 )'dir. Deprenil uygulanisinin ardindan
yaslilarda azalan bébrek MAOQO aktiviteleri ile azalan bdbrek MDA dlzeyleri
arasindaki korelasyon r = 0.9813 (p<0.01)'dir. Yine deprenil verilisinden sonra
genglerde azalan bébrek MAO aktiviteleri ile azalan bdbrek MDA dizeyleri

arasindaki korelasyon r = 0.9075 (p<0.05) olarak bulunmustur.

Diger bir lipid peroksidasyon Urtnd olan dien konjugatlari ele alindiginda yasl
grubun bébrek dokusu dizeylerinde yine anlamli bir yukseklik gérulmektedir
(p<0.dS) . Deprenil geng grupta ise bu dizeylerde antaml bir dustse (p<0.01)
yash grupta dahada belirgin bir dususe yol agmistir (p<0.001) ( Sekil 9 ). Yash
bébrek MAO aktiviteleri ile bdbrek dienleri arasindaki korelasyon r =0.8804 ( p <
0.05 Ydir.Deprenilin uygulanisinin ardindan azalan bébrek MAO aktivitesi ile
azalan dien arasindaki korelasyon r = 0.9400 (p<0.01)dir.Yine geng grupta
deprenilin uygulanisinin ardindan boébrek azalan MAQO aktivitesi ile azalan

konjuge dien arasindaki konrelasyon r = 0.9528 (p<0.05) olarak bulunmustur.

Bobrek SOD aktiviteleri degerlendiriltecek olunursa yasii grubun SOD enzim
aktivitelerinde geng¢ gruba gb6re bir dusis izlenmektedir (p<0.05). Deprenil
uygulamasinin ardindan ise geng ve yash gruplarin SOD aktivitelerinde anlamii
bir farkhlik izlenmemistir (sekil.‘ld).Yine deprenilin uygulanindan énce ve sonra
bébrek SOD aktiviteleri ile diger paremetreler arasinda Kkorelasyon tespit

edilmemistir.
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Bébrek katalaz aktiviteleri acisindan yasii kontrol grubunda geng gruba gére bir
dusts (p<0.001) varsa da deprenil ne geng ne de yasgl gruplara katalaz
aktivitesinde anlamli  degisimlere yol acgmaktadir (Sekil.11).Deprenilin
uygulanmasindan 6nce ve sonra bébrek katalaz aktivitesi ile diger paremetreler

arasinda korelasyon bulunamamustir.
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Karaciger MAO aktiviteleri

nmol/mg
protein
120+
100+
80
| Kontrol
{
60 [D Plasebo
B Deprenyl

40+

Geng Yash

Sekil 2. Deprenilin geng ve yash siganlarda karaciger MAO aktivitesine etkisi.

Karaciger MDA diizeyleri
nmol/gr.doku

16+

14

121

10- {dKontrol |
8 .OPlasebo
6. {E Deprenit

Geng Yash

Sekil 3. Deprenilin geng ve yash siganlarda karaciger MDA diizeylerine etkisi
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Karaciger dien konjugatiar

| B Kontrol !
) Plasebo |
m Deprenyi |

Geng Yash

Sekil 4. Deprenilin geng ve yagh siganlarda karaciger dien konjugati diizeyine
etkisi.

Karaciger SOD aktiviteleri
0/mg.protein

B Kontrol
O Plasebo
B Deprenil

Geng Yash

Sekil 5. Deprenilin geng ve yash siganiarda karaciger SOD aktivitesine etkisi.




Karaciger katalaz aktiviteleri

'@ Kontrol
'0 Plasebo
B Deprenil

Geng Yash

Sekil 6. Deprenilin geng ve yash siganlarda karaciger katalaz aktivitesine etkisi.
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Sekil 7. Deprenilin geng ve yasl siganlarda bobrek MAO aktivitesine etkisi.
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Sekil 8. Deprenilin geng ve yagh siganlarda bébrek MDA diizeyine etkisi.
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Sekil 9. Deprenilin geng ve yash siganlarda bobrek dien konjugati diizeylerine
etkisi.
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Sekil 10. Deprenilin geng ve yaslh siganlarda bébrek SOD aktivitesine etkisi.
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Sekil 11. Deprenilin geng ve yash siganlarda bébrek katalaz aktivitesine etkisi
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Sekil 12. Deprenil uygulamasinin ardindan yash siganlarda karaciger MAO ve MDA
arasinda izlenen korelasyon.
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Sekil 13. Deprenil uygulamasinin ardindan yash siganlarda karaciger MAO ve dien
konjugati arasinda izlenen korelasyon.
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y = 0,7714x - 0,1879
14 1 r=0.9813 pYs
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Sekil 14. Deprenil uygulamasinin ardindan yash siganlarda bébrek MAO ve MDA
arasinda izlenen korelasyon.
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Sekil 15. Deprenil uygulamasinin ardindan yash siganlarda bébrek MAO ve dien
konjugati arasinda izlenen korelasyon.



TARTISMA

Yaslanma olgusu son yillarda yogun arastirmalara neden olmus bir alan olarak ilgi
cekmektedir. Yaglanma olgusunu meydana getiren nedenlere iliskin pek gok sav
ileri suralmistir. Bunlar arasinda, ilk defa 1986'da Harman'in ortaya atti§
serbest radikal reaksiyonlarinin yaglanma prosesinin nedeni oldugu yolundaki sav
ile 1987'de Hayflickin 6ne surdugu ve DNA'daki yaslanma genlerinin

yaslanmadan sorumiu oldugunu bildirdigi sav en ¢ok kabul gorenlerdir (26,60).

Yaglanma olgusu, her tarin kendine 6zgl intrensek bir yaglanma slrecine sahip
oldugu ve bu slrecte, gerek cevresel, gerekse hastaliklar gibi etmenlerin
organizmalarda meydana getirdigi etkilere agik ve bunlarla karigik olarak
karsimiza cikan bir olgudur. intrensek yaslanma slreci kalitsal etkenlerin etkisi
altindadir ve bugtn tarlerin sahip oldugu maksimum émur uzunlugu potansiyeli
de bu nedenie kalitsal olarak belirlenmektedir. Dolayisiyla, insanda, intrensek
maksimum 6mur uzuniugu potansiyeli” Gzerinde bir artis veya uzama meydana
getirebifmek s6z konusu degildir. Buna karsilik yaslanma prosesine karisan

ekstrensek faktorler zerinde denetim olasi goértimektedir (1,27).

Yaslanma olgusu insan organizmasinda fizyolojik oldugu kabul ediien birtakim
degisiklerle ortaya c¢ikmaktadir. Glukoz tolerans egrisinin yetersizlesmesi,
kadinlarda menapozdan sonra over fonksiyonlarinda gérulen kayiplar, erkeklerde
de yas ilerledikge gbézlenen sperm hicresi sayisindaki azalmalar bu tip
degisikliklerin érnegidir. Yaglanma ile olusan bag dokusu degisikliklerine gelince,
bunlar bad dokusu dansitesindeki artis ve bag dokusu igeriginde azalma ile
kendilerini gdsteririer (1). Bu degisikliklerin sonucu deri esnekliginde azalma ve
artmis fibréz doku nedeni ile ekiem katiig: olusmasidir. Bag dokuda ayrica
kalsifikasyonlar meydana geldigi gézlenir. Sonug ateroskierotik degisiklikier ve
dejeneratif eklem hastaliklarinin ortaya ¢ikmasidir. Derinin  tonus ve
elastisitesindeki etkilegsimler sonucu subkutan yag dokusunda azalma meydana

gelir ve bu da 1si izolasyonunda kayba yol acar (26,27,84).
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Vital kapasitenin azalmasi, respiratuvar fonksiyonlarin yetersizlesmesi, damar dtz
kas hiicrelerinde artan kollajen ve azalmis elastik doku sonucunda vaskiler
kompliansta azalma, sistolik kan basincinda artig, renal konsantrasyon ve renal
perfizyonda azalma, noral transmiterlerde azalma, reflekslerde ve iletim
hizindaki yavaglamaya, buntara kargin dejeneratif hastaliklarda artisa bagl olarak
aktivite yavaslamasi izlenen diger carpici degisikliklerdir. Batin bu degisimler
yaslanma fizyopatolojisini  olugturmaktadir, bu prosesteki  bozukluklar
engellemeye yonelik arastirmalar ve tedavi olanaklarinin sunulmast geriatri

bilimini tibbin en ilgi ¢ekici alantarindan biri haline dénustirmustar (26,27,62,84).

llerleyen yasla birlikte dejeneratif hastaliklarin da arttigi bilinen bir gergektir.
Ateroskleroz, Parkinson hastali§i, bazi kanser tlrleri, katarakt ve romatoid artrit
daha ziyade yaslilarda gézlenen dejeneratif hastaliklardan bazilaridir. Ornegdin
kardiyovaskuler hastaliklarin hi¢ degilse bir kisminin dejeneratif slreglerin

sonunda ortaya ¢iktig! ifade edilmektedir.

Serbest oksijen radikallerinin artisi, antioksidan enzimlerin inaktivasyonu,
membran peroksidasyonu ve nukleik asid degisiklikleri gibi bir dizi olay sonugta
cesitli hastaliklara ya da yaslanma ile beraber gérulen htcresel yikima neden
oluriar (27,56). Serbest radikaller.tarafindan indlkienen hasarin yaslanmada
gérulen dejeneratif etkilerin olusumunda kismen sorumiu oldugu 6ne strdlmastar.
Yasla beraber artan serbest radikal hasarina kér§| kendini savunmasini belirlemek
igin, bu hasara kargi organizmay! koruyan enzim sistemlerine yasin etkisi
arastindimistir. Yapilan caligsmalarda oksidan stresin yagla beraber artti§i artik
kanitlanmis olmakla beraber antioksidan savunma ile iigili olarak degisik bulgular
vardir. Bazi arastirmalar yasla beraber antioksidan sistemde olusan kayiplarin
oksidan/antioksidan sistemlerdeki dengeyi bozdugunu &ne sirseler de, bazi
arastirmalarda yasla beraber antioksidan sistemde bir aktivite azalmasina
rastlanmamamls hatta bazi enzimlerde yikselmeler bile saptanmigtir. Ornegin;
sitozolik SOD alétivitesinin kalp ya da iskelet kasinda yasla beraber bir degisiklige
ugramamadigi 6ne surtlmektedir. Ancak normalde kalp SOD aktivitesi devamli

eksersize badimls bir radikal Uretiminin sonucu olarak kasa gére ¢ok daha fazladir.
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Diger antioksidan enzimlerden olan katalaz isadece SOD tarafindan dretilen

HoOo'nin ortadan kaldinimasinda degil, ayni zamanda peroksizomal yag asidi

oksidasyon sisteminde de rol oynar. Bu nedenle artmis katalaz aktivitesi artan

HoOo Uretimi ile basa gikmanin yani sira artmig peroksizom icerigi ile de ilgili

olabilir (75).

Yukarida belirtilen gérisierden L.L.Ji'nin yaptigi bir galigmanin sonuglarina gére
de hepatik ve myokardial antioksidan enzimler ileri yaglarda genel bir dusus
edilimi gostermektedirler. Buna karsin karacigerdeki glutatyonla baglantil
enzimler ile kalpte mitokondriyel enzimlerin yasla birlikte belirgin derecede artis
g6sterdigi kaydedilmektedir. Benzer bulgularin egzersiz sirasinda da géruldigu ve
hem yaslanmanin, hem de egzersizin vlcuda oksidatif bir stres yukledigi

vurgulanmaktadir (1).

Serbest radikallerin ve antioksidan savunma sistemlerinin yasianma ile ilgisini
ozetledikten sonra yaslanma ve oksidatif stres etiyopatogenezinde rol oynadigina
inantlan MAO enzimi Uzerinde durmakta yarar vardir. Yasam suresinin ve
kalitesinin arttiriimasi ve yasliliktaki pek ¢ok organik ve fizyolojik degisiklikierin
éniine gecilebilmesi amaciyla, geriatri alanindaki ¢alismalar ézellikle MAO Uzerine
yoguniuk kazanmistir. MAO selektif olarak biyojen aminlerin oksidasyonunu

katalizleyen bir enzimdir:
RCH,NH, + O, + H,0> RCHO + NHs + H,0,

Géruldagu gibi H,O, katesolaminlerin normal bir metabolizma Grantdar. MAO tim
vlUcutta bulunmakla beraber beynin yani sira karaciger ve bébrek gibi dokularda
yUksek konsantrasyonlarda bulunur (19,31,57). MAO tarafindan H,0, Uretimi her
iki substratin (amin ve oksijen) da konsantrasyonuna baghdir. Ortamin oksijen

konsantrasyonu arttirildikga substrat oksidasyonu da artar (29,69,83).

Simonson ve ark., sican beyninde yaptiklari bir gcalismada MAO enziminin hidrojen

peroksid dretiminde ©&nemli bir kaynak oldugunu ve MAO inhibitérlerinin



reperflizyonda izlenen artmis hidrojen peroksid Uretimini elimine ettiklerini

gostermislerdir (65).

Bizim calismamizda ilk agamada yasla karacier ve bobrek MAO aktivitesinde bir
dedisim olup olmadi§ini incelemek amacglanmistirBu amag dogrultusunda
karacier ve bébrek dokusu MAO aktivitelerini belirlemek icin Kraml'in modifiye
MAO tayin yénteminden yararlaniimistir. Son yillarda yararlanilan HPLC gibi
modern teknikler veya klasik spektrofotometrik yéntemiere kargin Kraml'in yontemi
spektroflorometrik bir yéntemdir. Bu ydntemin ilkesi substrat olarak yararlanilan
kiniraminin MAO ile oksidasyonu sonucu olusan 4-hidroksi kinolin floresansinin
spektroflorometrik 6lcimine dayahdir.Yéntemi tercin etmemizdeki en buytk
neden yararlanitan kinGramin substratinin kolay bulunan ekonomik bir substrat
olmasi ve yéntemin tumiyle laboratuvar kosullarimiza uygun olmasindan

otaradar.

Spektroflorometrik olarak karacigerde belirledigimiz MAO aktivitesinin yasla
birlikte belirgin bir artis gosterdigini izledik. Bu bulgumuz yasla beraber karaciger
MAQ aktivitesinin arttigini belirleyen (39) arastiricilarin bulgulart ile uyumludur.Bu
aragtiricilar degisik sigan dokularinda organ spesifik ve degisik etkili MAO enzim
aktivitesine neden oldugunu saptamislardir. Biz yagla bébrek MAO aktivitesinde
anlamli bir fark izlemedik,buna karsin bizden farkli olarak bu arastirmacilar

bébrekte hafif distiguni séylemektedirler.

Calismamizin ikinci asamasinda yaslanmanin oksidan stres UGrunleri ile
antioksidan savunma sistemlerine etkisini incelemek amaglanmigtir.Biyolojik
yapllar, Ozellikle de membranlar yUksek oranlarda doymamis yagd asitleri
icermektedir. Doymamis yag asitleri bir radikal baslaticisinin ya da oksijenin
varliginda oksidasyona ugramaktadiriar. Bu olay lipid peroksidasyonu olarak

tanimlanmakta olup biyolojik olarak zarar verici bir reaksiyondur.

Malonaldehid poliansatire yag asidlerinden tureyen peroksidlerin ortak bir

dekompozisyon Uranuddr. Bu G¢ karboniu dialdehid ansatire yag asidinin
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peroksid iceren karbonla B-y konumunda yanyana bulunmasi sonucu yag asidi
hidroperoksidierinden tirer. Bu kosullarda peroksid siklizasyona ugrayarak 5 Gyel
bir perokside dénusur. Bu siklik peroksidlerin malonaldehid ve diger volatil
arinlerin 6ncll maddeleri oldugu 6ne suralmustar (40,61).Karaciger iskemisinin
lipid peroksidasyonunun bir yan Grtint olan MDA konsantrasyonunda bir artis ile
beraber oldugu gbsterilmisti. MDA konsantrasyonundaki artis serbest radikal
aracili membran lipid peroksidasyonunun sonugta hepatoseliGler negroza giden
bir zincir tepkimesinin patojenetik mekanizmasinda bir anahtar oldugunu
gostermektedir. Yapilan bir ¢calismada MDA dulzeylerinin yas ile paralel bir artig
gosterdigi saptanmistir (24).

Enochsson ve arkadaslari endotoksemik siganlarda yaptiklari ¢calismalarda hepatik
malondialdehid duzeylerini 0.3 umol/g ww ve dien dizeylerinin 1.2 umol/g ww
olarak bulmuslardir (13). Omar ve arkadaslarinin karaciger hicre hasarini
saptamak icin yaptiklarn calismalarda ise kontrol grubu karaciger MDA degerleri
2.76 umol/kg doku), iskemik doku karaciger MDA degerieri 8.62 umol/kg olarak
bulunmustur (55). Biz ¢alismamizda da karaciger MDA degerlerinin geng sigcan
grubunda 2.55+0.9 nmol/mg protein, yash sigcan grubunda 2.67+1.25 nmol/mg
protein olarak bulduk. Geng siganlara kiyasla MDA duzeylerinde yasl sicanlarda
saptadigimiz anlamh artig Yagi gibi arastiricilarin MDA duzeylerinde yagla paralel
belirledigi artislar ile uyumludur (24).Yine galismamizda geng sigan guruna ( 39.74
+ 14.32 nmol/mg.protein) kiyasla dien dlzeylerinde yagli siganlarda (114.14 =+
18.24 nmol/mg.protein) belirledigimiz anlamli artis lipid peroksidasyonunun

yasianma ile artisinin temel bir géstergesidir.

Bir dizi hastalik toksik tablolar vede yaslanma ile iigili olarak lipid peroksi&asyonun
arttiginin kanitlanmasi, bu durumiarda etkin bir savunma olarak antioksidan
uygulamalarini olasi kimaktadir. Ornedin SOD'un alloksan toksisitesine karsi
koruyuculugu bilinmektedir. Vitamin E eksiklidi olan siganlarda sentstik
antioksidanlarla beslenme sonucu semptomlarin geriledigi bulunmustur (25). Buna
karsilik, diyet yoluyla alinan antioksidanlarin memelilerde maksimum hayat suresi

tzerinde ¢ok az etkili olmasi, lipid peroksidasyonunun durdurulmasinin yaglanmayi
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énlenemediginin gdstergesi olarak degeriendirilebilir. Ancak burada hastaliklarin
doku dejenerasyonuna yol actigi ve bu hasarl dokularin normal dokuya gére daha
hizli peroksidasyona ugradigi lipid peroksidasyonu sonucu olusan sitotoksik son
Uranlerin saglam dokularida hasara ugrattigl gerce§i g6z ardi edilmemelidir. Bu
noktada antioksidanlarin hastali§in primer patolojisini durduramasa da sekonder
hasari engellemede énemli oldugu sonucu ortaya gikmaktadir. Uygun dozlarda ve
dogru olarak uygulanan antioksidan tedavinin bir ¢ok dejeneratif hastalikta yararii
etkiler saglayabilecedi kesindir. Hastaliklar yani sira dokularin normale gére daha
hizli peroksidasyona ugradiklari, yaslanmada da antioksidanlar yaslanma iglemini

durduramasalar da sonugta olusan doku hasarini azaltabilirler.

Antioksidan savunma sisteminin yarari géz 6éntine ahndiginda yaslanma olayinda
savunma sistemlerinin durumunun belirlenmesi bu olayin aydinlatiimasina isik
tutacaktir.Carrillo gibi pek ¢ok arastirici yasl sicanlarda genclere gére katalaz ve
Mn-SOD aktiviteleri daha dusitk bulmuslardir (8). Bizim calismamizda da yagh
sicanlarda karaciger SOD ve katalaz aktiviteleri sirasiyla 5.22 £ 1.40, 9.24 2,99
iken bu degerler geng gruba gore ( 7.88 £ 1.52 , 13.25 £ 4.5 ) daha dusuk olarak
belirlenmistir. Ayni sekilde bébrek dokusunda da yasl gruba ait SOD ve katalaz
degerleri sirasiyla 6.51 +1.68,4.44 + 2.12 iken gen¢g grupta bu
degerler 8.31 + 2.16 , 7.87 + 2.07 seklindedir. Bu agilardan bakildiginda ilerleyen
yasla beraber hem SOD, hem de katalaz aktivitesinde karaciger ve bé&brek

dokularinda bir antioksidan savunma yetersizliginden bahsedilebilir.

Calismamizin son agamasinda bir MAO inhibitérl olan L-deprenilden yararlanilarak
MAO enzim aktivitesindeki artisi dustrmeyi, ayrica oksidan stress Urtnlerinde bir
azalma yani sira, antioksidan savunma sistemlerinde bir artis olup olamiyacagini
belirlemeyi amagladik. L deprenil (selegilin) yapisal olarak feniletilamine
benzerlikler gbésteren ve 6zgun bir farmakolojik spektruma sahip olan bir ajandir.
Tip B MAO’a kars! selektif ve etkin bir irreversibl inhibisyon gdsterir (36). Avantaji
MAO inhibitérierinin gdsterdigi tipik yan etkileri géstermeyen etkin bir antidepresan

olarak kullanilabilmesidir (44).
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Selegilin gastrointestinal béigeden hizla absorblanir (0.39 saat-+ 0.15) ve ilk iki
saatte plazma pik seviyesine ulagilir. Dokularda dagilimi hizlidir, kan beyin engelini
asar. Blylk oranda plazma proteinierine baglanir. (%95). Eliminasyonu oldukga
yavastir (eliminasyon yarilanma émru 39.47 + 23.33 saat). Baylk olglde idrarla,
cok az miktarda fegesle atilir. Selegilinin neredeyse tamami L-metamfetamin ve N-
dimetilselegiline metabolize olur. Atiimi ya bu metabolitleri ya da degigsmemis L-
selegilin seklindedir (36,72).

Bir MAO inhibitéri olan L-deprenil MAO enzimi ile reverbsibl, nonkovalan bir
kompleks olusturmaktadir. L-deprenilin bu kompleks igcinde MAO ile tepkimeye
girmesi enzim-bagli FAD"In redUksiyona ugramasina ve inhibitérun okside oimasina
yol acar. L-deprenilin oksidasyona ugramasi ile inhibitér bu kompleks i¢inde FAD
ile N-5 pozisyonunda kovalan bag olusturur. Ortaya ¢ikan inhibisyon dializ, jel
filtrasyonu ya da dilisyon ile geri dénmez. In vivo olarak L-deprenilin etkilerinden

organizmanin kurtuimasi yeni enzim sentezini zorunlu kilar (72).

Yukarida belirttigimiz amag dogrultusunda 6zellikle deney gruplarimizda MAO
inhibisyonunda etkili deprenil dozu yapilan 6n galismalar sonucu 25 mg/kg olarak
belirienmistir. Maksimum inhibisyonun hangi zaman diliminde meydana geldigini
belitmek icin, farkli zaman araliklarinda deprenil uygulamasi ardindan MAO
aktivitesindeki inhibisyonu beliriedik.Ucli sigan gruplarina deprenil uyguladiktan
sonra, bu gruplar sirasi ile bir hafta, bir glin ve uyguladiktan birbuguk saat sonra
dekapite edilerek MAO aktivitelerini belirledik. Tablo 8'den goérilecedi tzere MAO
inhibisyonundaki maksimum inhibisyon % 90 olarak belirlenmistir. Bu 6n ¢aligsmalar
sonucunda deprenil uygulamasindan sonra akut MAO inhibisyonundaki sureg
birbuguk saat olduguna gére,gruplari uygulamadan birbuguk saat sonra dekapite
ettik.

25mg/kg. deprenil uygulanisindan 1.5 saat sonra galismamizda &zellikle yagli
grupta MAO enziminde hem karaciger hem de boébrek aktivite duguslerinin lipid
peroksidasyon parametrelerindeki (MDA, dien konjugatlar) dususleriyle korele

oldugu goézlenmektedir (sekil.12,13,14,15). Bu bulgular bulgular ilacin MAO ve
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katesolamin metabolizmasinda gésterdigi etkilerin lipid peroksidasyon ve oksidan
strese de yansidigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle yasllikta MAO inhibisyonuna
yonelik adimlar dolayisiyla lipid peroksidasyonunda da olasi bir inhibisyona yol

acacaktir.

Deprenil uygulamasinin MAO aktivitesini dusurmesi ve oksidan stres GrUnlerini
azaltmasina karsin bizim c¢alismamizda bu uygulama antioksidan savunma
sistemlerindebir degisiklie neden olmamigtir. Bunun olasi nedeni ¢alismamizda
deney hayvanlarina sadece akut uygulanisina baglanabilir. Akut uygulama MAO
aktivitesinde belirli bir disGse neden olmakta ve bu etki lipid peroksidasyon
Urlnlerine yansimaktadir. Bu Urunler daha 6nce vurgulandigi gibi katogelamin
metabolizmasi sonucu devamli bir gekilde yan Grin olarak olusan antistabil
bilegiklerdir.Dolayisiyla MAO  aktivasyonundaki  degisiklikler bu  wOrtnlere

yansiyacaktir.

Ancak akut ilag uygulamasinin antioksidan savunma enzimleri (zerinde benzer bir
mekanizma ile etki edemeyecedi de bir yerde aciktir. Zira SOD ve katalaz gibi
enzimlerin indGklenmeleri zaman alici olaylardir Bu sistemde MAQ inhibisyonu ife
iligkili ortaya gikabilecek bir degisiklikier ancak kronik uygulamalar sonucu olasidir.

Bir MAO inhibitéri olan deprenilin akut uygulamasinin yaslanma olayindaki
etkilerini aragtirdigimiz bu galismada sonuglar yaslanma etiyopatogenezinde etkili
faktdrlerden korunma yéninden umut verici gézikmektedir. Bunun nedeni oksidan
stresin olugumuna katkida bulunan artmis “katesolamin metabolizmasinin bir
dereceye kadar MAO inhibitéri olan deprenil ile baskilanabilecedi ve sonucta yasla
beraber oksidan streste gérllen artisin azaltabilinece§i sonucunun ortaya
¢cikmasidir. Her ne kadar akut ilag uygulamasinda antioksidan sistemlerde anlamii
bir degisiklik izlenmemigse’de uzun dénemli ilag uygulamasinin ardindan
antioksidan sistemlerde de olumlu degisiklikler olabilecegini diistiinmekteyiz. Sonug
olarak bir monoamin oksidaz inhibitérii olan deprenilin akut uygulanmasinin
ardindan MAO ve lipid peroksidasyon duzeylerinde izlenen dususler yaslanma
fizyopatolojisinde etkili olduklari 6ne slrllen bu metabolizmalari kisitlamak

agisindan Umit vericidir.
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OZET

Yaglanma hem yasa bagh olarak gelisen bir dizi degisikliklerden hem de
hastalanma ve 6lum olasihidinin giderek artan bir sekilde ilerlemesinden sorumiu
olan degisikliklerin toplamidir. Yaglanma olayinin agiklanmasinda bir dizi teori
6ne sUrulmusttir. Serbest radikaller tarafindan meydan geien hasarlama
“yaslanmanin serbest radikal teorisi” olarak tanimlanmis ve bu olayda rol
oynayan en onemli faktorlerden biri olarak kabul edilmistir. Dogada serbest
radikaller, esiesmemis bir elekiron tasiyan atom ya da atom gruplari olarak
bulunurlar. Kisa-6murit olan bu Urtnler htcre membraniarini, DNA ve proteinleri
hasara ugratirlar. Hucreleri serbest radikallerin etkilerinden koruyan enzimatik

(SOD ve katalaz) ve nonenzimatik sistemier mevcuttur.

Calismanin amaci; gen¢ ve yash sigan karaciger ve bébrek dokularinda lipid
peroksidasyon urlUnlerinin géstergelerini ve antioksidan enzim aktivitelerini
belirleyerek fizyolojik yaslanmada serbest radikallerin etkilerini aragtirmaktir.
Serbe_st radikal kaynadi olarak monoamin oksidaz (MAQ) enzim dlzeyieri de
arastiriimistir. Ardindan bir MAO inhibitért olan deprenil verilerek bu ajanin MAO
inhibisyonunu saglayarak oksidan stresin olusum kaynaklarindan birini

engellemesi ve boéylelikle olast olumiu etkilerinin arastiriimasi planlanmigtir.

Calisma iki agamadan olugmustur: ilkinde geng (2-3 aylik, n=10) ve yasl (16-18
aylik, n=10) sicanlarda karaciger ve bdébrek dokularinda MAO, MDA, dien
konjugatlari, SOD ve katalaz aktiviteleri tayin edilmistir. Ikinci agsamada ise
deprenil uygulanarak (25 mg/kg i.p.) ayni dokularda benzer parametreler

arastiriimistir.

Sonugta yasll siganlarin karaciger ve boébrek dokularinda MAO aktivitesinde ve
lipid peroksidasyon géstergelerinde anlamli yukselmeler saptanmig, SOD ve
katalaz duzeylerinde ise hafif bir dusls izlenmisti. MAO inhibitdéri olan
deprenilin uygulaniminin ardindan MAQO aktivitesinde, MDA ve dien konjugatiari

duzeylerinde anlamh dususler saptanmistir. Bu bulgular fizyolojik yaslanmada
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artmis MAQO aktivitesinin  ve lipid peroksidasyonunun rol oynadigini
géstermektedir. Bu aktivitenin inhibisyonunun yash dokularda izlenen artmis lipid
peroksidasyonunu ve oksidan stresi azaltarak yaslanma olayinin kontroiinde

etkili olabilecedi sonucuna varilmigtir.
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SUMMARY

Aging is the accumulation of changes responsible for both the sequential
alterations that accompany advancing age and the associated progressive

increases in the chance of disease and death.

Many theories have been advanced to account for the aging process. Damage
by free radical reactions has been considered as “free radical theory of aging”
and been accepted as one of the most important theories in this process. Free
radicals exist in nature as an atom or groups of atoms that carry an unpaired
electron. These products are short-lived, but they alter and ultimately damage
cell membranes, DNA and proteins. There are several mechanisms that protect
the cell from free radical damage such as enzymatic (SOD and Catalase) and

nonenzymatic.

The aim of our study was to assess the role of free radical species in
physiological aging by determining the lipid peroxidation products and
antioxidant enzyme levels in young and old rat livers and kidneys. One of the
sources of free radicals; Monoamine oxidase (MAQO) enzyme ievels were also
determined. In the second phase, the same parameters were determined after
administration of a MAO inhibitor; Deprenyl, to search if this agent has any

beneficial effects in reducing oxidant stress via inhibition of MAO activity.

The study consisted of two phases: In the first; MAO, dien conjugates and MDA
levels, SOD and catalase acitivites in the young (2-3 months old, n=10) and old
(16-18 months old, n=10) rat livers and kidneys were studied. As the second
phase, the same parameters were determined in young and old rat livers and

kidneys after administration of the MAO inhibitor; Deprenyl (25 mg/kg i.p.).
The results showed that MAO activities and lipid peroxidation cause marked

increases in old rat liver and kidneys while slight decreases can be observed in

SOD and catalase activites in the same group. Administration of a MAO inhibitor
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decreased the MDA and diene conjugate levels as well as inhibiting MAO
activities. These results confirm the role of increased lipid peroxidation and
MAOQO activity as one of the causative factors in physiological aging. Inhibition of
this activity can reduce the increased lipid peroxidation and oxidant stress
observed in old tissues and therefore may contribute to the control of aging

process.
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