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Bu c¢aligmada yasli tavsanlara 90 giin boyunca 48 saatte bir verilen resveratrol ve stobadin
maddelerinin beyin dokusunda olusmus hasara kars: etkisi incelendi. Tavsanlar geng kontrol, yasl
kontrol, yasli + resveratrol, ve yasli + stobadin olmak iizere 4 gruba ayrildi. Yash + resveratrol
grubuna DMSO’da ¢oziilmiis resveratrol, yasli + stobadin grubuna ise zeytinyaginda ¢4ziilmiis
stobadin 25 mg/ml/kg olmak {izere verildi. Uygulama bitiminde tavsanlarin beyin dokusu alindi ve
rediikte glutatyon (GSH), protein karbonil, nitrik oksit (NO'), protein miktari ve protein karbonil
(PCO) diizeyleri tespit edildi. Ayrica yine beyin dokusunda apoptozis ve immiino blot analizleri
yapildi. Calisma sonunda deney gruplarinda GSH seviyelerinin daha yiiksek olmasi istatistiki olarak
anlamli bulunmustur. NO" seviyesinin deney gruplarinda kontrol grubuna gore daha diisiikk olmasi
istatistiki olarak anlamli bulunmustur. PCO diizeylerinin deney gruplarinda kontrol grubuna gore daha

diisiik olmas istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Resveratrol, Stobadin, Yaslanma.
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In this study, the effect of resveratrol and stobadine was investigated in old female rabbits brain
damage. Rabbits split into four groups. Groups which include young control, old control, old control +
resveratrol and old control + stobadine. Y oung control, old control and old control + stobadine groups
which include 3 rabbits; old control + resveratrol group which include 5 rabbits. In this study on old
rabbit brain tissues, it has been measured that levels of reducted glutathione (GSH), nitric oxide (NO),
protein carbonyl (PCO) and amount of protein. Moreover apoptosis was examined in brain tissue.
According to the results, it has been determined that amount of increase in GSH on young control, old
kontrol+resveratrol and old control+stobadine were statistically significant as compared to the old
control group. It has also been determined that amount of decrase in NO' on young control, old
control+resveratrol and old control+stobadine were statistically significant as compared to the old
control group. It has also been determined that amount of decrase in PCO on young control, old
control+resveratrol and old control+stobadine were statisticaly significant as compared to the old
control group.

KEY WORDS: Resveratrol, Stobadine and Aging
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1. GiRisS AsLI YURUKOGLU

1. GIRiS

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron iceren atom
veya molekiillerdir. Bu tip maddeler ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukga
reaktiftirler (Akkus, 1996). Oksidanlar aerobik organizma tarafindan stirekli ve
yuksek oranda fdretilirler (Giilbahar, 2006). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari 6nlemek i¢in bircok savunma
mekanizmalart vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri" veya
kisaca '"antioksidanlar" olarak bilinirler. Viicutta serbest radikaller meydana
geldiginde organizmayi1 oksidatif stresten korumak icin antioksidan sistem devreye
girer. Birinci defans hattini, peroksidaz ve metal baglayan proteinlerin siipresyonu ile
serbest radikallerin meydana gelmesini 6nleyen antioksidanlar olusturur. Ikinci
defans hattini, vitamin C ve vitamin E gibi radikal temizleyici antioksidanlarin zincir
oksidasyonunun baslamasini inhibe etmesi ve zincirleme reaksiyonlarin yayilimin
onlemesi olusturmaktadir. Ugiincii olarak da hasar1 onarma ve eski haline getirmeye
calisan onarici ve yeniden yapilandirict enzimler (lipazlar, proteazlar, DNA onarici

enzimler ve transferazlar gibi) defansta rol alirlar (Willcox ve ark., 2004).

Organizmada serbest radikallerin olusma hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hizi arasinda bir denge s6z konusudur. Bu durum ‘oksidatif denge’ olarak
adlandirilir. Oksidatif dengenin serbest radiklaller lehine bozulmasi ile hiicrelerdeki
protein, yag, karbonhidrat, niikleik asit gibi makromolekiillerin kompozisyonunda
degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklikler sonucunda da hastaliklar olusur.
Kanser, diyabet, ateroskleroz, Parkinson hastaligi, kistik fibrozis bu hastaliklardan

bazilaridir (Giilbahar, 2006).

Oksidanlar DNA, lipit ve protein makromolekiillerinde olusturduklar
hasarlarin artmasi sonucunda yaslanmaya ve yasa bagli dejeneratif hastalikliklarin

olugmasina da katkida bulunabilirler (Giilbahar, 2006).

Kagimilmaz bir siire¢ olan yaslanma, fizyolojik fonksiyonlarda genel bir azalma

ile karakterizedir (Shigenaga, 1994; Giilbahar, 2006). Yaslanma, bir¢ok enzimin
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1stya daha duyarli formlarinin olusmasi, aktivitelerinde azalma veya tamamen
inaktive olmasi gibi enzim fonksiyonlarinda bozulmalarin artisi ile iligkilidir. Yash
hiicrelerde bazi proteinlerin inaktif formlarinin biriktigi de gosterilmistir. Lipofusin
gibi protein iceren ‘yas pigmentleri’ bazi dokularda birikir. Yaslanma ile gerbil
dokularinda protein karbonil diizeylerinin arttig1 da gosterilmistir. Muhtemelen yasa
baglh bu degisikliklerin c¢esitli nedenlerle indiiklenen oksidatif modifikasyonlar
nedeniyle ortaya ¢iktigi yapilan g¢aligmalarla kanitlanmistir: Enzimlerin in-vitro
olarak ROS’a maruz kalmasi, yaslanmada goriilen degisikliklere benzer sekilde,
enzimlerin katalitik aktivitesinde, 1s1 stabilitesinde ve proteolitik duyarliliklarinda
bozulmalara yol agmaktadir. Hayvanlarin oksidatif strese kisa siireli maruz kalmalar1
da, enzimlerde, yaslanmada go6zlenen degisikliklere benzer degisikliklere yol
acmaktadir. Yagh hayvanlar oksidatif stresin neden oldugu protein hasarna geng

hayvanlardan daha duyarlidir (Berlett, 1997; Giilbahar, 2006).

Protein karbonil igeriginde yasa bagli bir artis oldugu insan beyni, gerbil beyni,
g0z lensi, sican hepatositleri, sineklerin tiim viicut proteinleri ve insan eritrositlerinde
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. Protein karbonil igeriginde artisa yol agan
rejimlerle yasam siiresini arttiran rejimler arasinda ters bir iliski s6z konusudur.
Ornegin kalori kisitlamasinin protein karbonil diizeylerinde bir azalmaya ve yasam
stirelerinde bir artisa neden oldugu sigan ve fareler iizerinde yapilan caligmalar
gostermistir. Ayni1 kronolojik yasta kiyaslama yapildigi zaman kisa yasam siiresine
sahip ev sineklerinin uzun yasayanlardan daha yiiksek diizeylerde okside proteinlere

sahip oldugu goézlenmistir (Berlett, 1997; Giilbahar, 2006).

Calismamizda tavsan beyin dokusunda yasliliga bagl protein hasari arastirilmig

ve resveratrol ve stobadinin etkisi incelenmistir.

Fitoaleksinler, bitkilerde mikrobiyal enfeksiyon, yaralanma ve ultraviyole
1sinlara tepki olarak sentezlenen diisilk molekiil agirligindaki ikincil metabolik
maddelerdir. Resveratrol de bir fitoaleksin olup iiziim ve iiziim iiriinleri ile yer fistig1,
yer fistig1 yagi, sam fistig1, siyah cikolata ve kakao likorii gibi diger bitkisel

tirtinlerde dogal olarak bulunan bir antioksidandir. Resveratroliin piht1 Onleyici,
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cesitli fungus ile viriis gelisimini durdurucu ve kansere karsi engelleyici etkisi vardir

(Giilbahar, 2006).

Stobadin ise heterosiklik indol tlirevlerinden bir pridoindoldiir (Steenka, 1992).
Elektron redoks potansiyeli olmasi sebebiyle biyolojik sistemlerde iyi bir

antioksidandir (Stasko, 1990).

(Calismada asagidaki sonuglara ulagilmasi amaglanmustir:

Yasli tavsan beyin dokusunda resveratrol ve stobadin maddelerinin verildigi
deney gruplariyla, gen¢ kontrol ve yash kontrol gruplari arasindaki nitrik oksit,
protein karbonil ve GSH diizeylerinin karsilastirilarak incelenmesi ve yine beyin

dokusunda apoptozise bakilmasi amaglanmistir.

Calismamizda, yasl tavsanlara 90 giin boyunca 48 saatte bir, DMSO’da
¢oOziilmiis resveratrol ve zeytinyaginda ¢oziilmiis stobadin oral yoldan verilmistir.
Deney sonucunda beyin dokusundaki nitrik oksit, protein karbonil ve GSH diizeyleri

incelenmistir. Ayrica yine beyin dokusunda apoptozis analizi de yapilmistir.



2. ONCEKi CALISMALAR AsLI YURUKOGLU

2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Yaslanma

2.1.1. Yaslanma nedir?

Yaslanma insanlarda her seye ragmen asla durmayan, devam eden biyolojik bir siirectir.
Fizyolojik kapasitede azalma ve g¢evresel stresler hastaliklara olan hassasiyeti de arttirir.
Sonugta biitiin bu etkenler yasla birlikte 6liim riskinin de artmasina neden olur. Diger taraftan,
yaslihiga ait degisiklikler molekiiler seviyeden organizma seviyesine kadar her asamada
gerceklesir. Biitlin bu asamalardaki ¢evresel, genetik ve benzeri etkenleri tespit etmemizin
yaninda yaslanmay1 objektif olarak gosterebilecek biyokimyasal belirteclere de bu giin i¢in

sahip degiliz.

Buraya kadar bahsi gecen yaslilik zaman iliskili olarak kullanilan yaglhiliktir. Biyolojik
olarak yasliligin tanimin1 yapmak ise olduk¢a zordur. Cilinkii yashlik ve yaglanma kelimeleri
zaman ic¢inde farkli anlamlar icerir. Ancak, genel olarak olgunluk sonrasi anlasilan ‘yashlik
(aging)’ azalmis homeostazis ve artmis hassasiyet anlamina gelir. Gelisen bu siirecte bazi
dogal degisiklikler geligir ki bunlar ¢ocukluk-puberte-geng eriskin (matiirasyon) ve orta-ileri
yaslar (geri doniis) seklindedir. Bunun disinda ‘normal yaslanma’ siradan, herkeste goriilen
fizyolojik azalmayi (menopoz, kreatin klirensinde azalma vs.) ve ‘alisilmis (usual aging)’
siklikla goriilen patolojik olaylar biitiiniinii (koroner damar hastaliklar1) ifade eder

(Armandola, 2005).

Biyolojik yasliligin tam karsiligin1 verebilecek kelime ise ‘senescence’ dir. Latince olan
bu kelime olgunlasmadan Oliime kadar gecen biitiin silireyi ifade eder. ‘Yashlik bilimi’
acisindan ise, sadece Oliimle sona eren hiicresel diizeydeki biiylime kapasitesinin ifadesidir.
Dolayisiyla biyolojik yaslanmanin genel 6zellikleri;

e Olgunluk déneminden sonra yaslandik¢a artmis mortalite,
¢ Yagsh doku biyokimyasinda meydana gelen degisiklikler,
e Yagsla azalmis fizyolojik degisiklikler,
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e Hastaliklara artmis duyarlilik ve hassasiyettir (Nalbant, 2006).
2.1.2. Yaslanma Ile ilgili Teoriler

Yaslanmanin temel prensip ve 6zelliklerini agiklamaya ¢alisan biyolojik mekanizmalar
genellikle teori seviyesindedir ve hi¢ biri yaslanmay1 agiklamak icin tek basina yeterli
degildir. Bunlar:

Dis Etkenler (Stochastik):

Somatik mutasyon ve DNA tamir teorileri,

R

Oliimciil hata (Error-catastrope) teorisi,

e

Proteinlerin degisiklige ugrama teorisi,

Serbest radikal (oksidatif stres ) / mitokondriyal DNA,

=

i¢ Etkenler (Gelisimsel-Kaltsal):

a. Uzun yasam (longevity) genleri,
b. Artan yashilik sendromlari,
c. Noroendokrin teori,
d. Immiinolojik teori,
Hiicresel yaslilik (Senescence) teorisi,
f. Hiicre 6liim teorisi (Nalbant, 2006).

2.1.2.1. D1s Etkenler (Stochastik):

Bu tip, rastlantisal olarak canli molekiillerde olusan hatalarin toplaminin yasliligin
gelisimine neden oldugunu savunur. Olusan bu hatalarin yaratti1 hasarlar sonucu birikim

olusur ve fizyolojik aktivite azalir. “Somatik mutasyon teorisi”’ bunun en bilinenidir.

2.1.2.1.1. Somatik Mutasyon ve DNA Tamiri:

Bir rodent populasyonuna iyonize radyasyon verildiginde:

e lyonize radyasyon, populasyonun ortalama yasam siiresini kisaltmstir.
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e Yasam siiresinde gelisen kisalma yaslanma olmadan glomeruloskleroz ve artmis
kanser gelisimine bagl olarak gelismistir. Diger bir deyisle bir dis etken organ seviyesinde

farklilagma yaratarak yasam siiresini etkilemistir (Walburg, 1975).

DNA tamiri somatik mutasyon teorisinin daha 6zel bir seklidir. Bu teoriye dayandirilan
bir ¢aligmada, degisik tiirlerden elde edilen hiicre kiiltiirlerinde ultraviyole ile yaratilan DNA
hasarmin tamir edilebilirligi dogrudan ortalama yasam siiresi ile iligkili bulunmustur. Daha
sonra bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda yeterli kanit elde edilememis olmasina ragmen
yasla DNA tamir yeteneginin degismedigi sonucuna varilmistir. Ancak, ortalama tamir
yetenegi ve tamir hizindan ¢ok ‘site-specific’ tamir gibi DNA'min 6zel bolgelerinin tamir

yeteneginde gelisen azalmanin daha 6nemli oldugu diisiintilmektedir (Orgel, 1963).

2.1.2.1.2. Oliimciil Hata (Error-Katastrophe) Teorisi:

DNA veya diger ara molekiillerin iiretiminde yer alan protein sentezinde hata gelisimini
esas alir. Hatali molekiil sentezi normal protein iiretimi esnasinda da olur ve temizlenir.
llgingtir ki, degisiklige ugramus proteinler yaslanan hiicrelerde gelismez. Hatali ya da
degisiklige ugramis bu proteinler yaslt hiicrelerde azalmis klirense bagli olarak birikir ve
organizmanin Oliimiine neden olur. Yaslanma ile ilgili sayisiz degisiklie ugramis protein

bildirilmesine ragmen yasliliga 6zgiin bir protein bildirilmemistir (Levine, 1966).

2.1.2.1.3. Proteinlerin Degisiklige Ugramasa:

Proteinlerde meydana gelen degisiklikler yapisal degisikliklerin yaninda fonksiyonel
degisiklikler seklinde de olabilir. Bu degisiklikler 6zellikle protein yapisindaki enzimlerde
gerceklesir. Bu enzimlerin spesifik fonksiyonlar1 azalirken, 1s1ya cevaplar1 da degisir (Gracy
ve ark.1985). Diger taraftan yapisal proteinlerde de bazi degisiklikler olur ve karbon igerikleri
artar. Bu degisikliklerin mekanizmalart:

e Dogrudan oksidasyon,
e Metal-katalizorlii oksidasyon,
¢ Lipid oksidasyonu,

¢ Glikolizasyondur.
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Bu mekanizmalarla ilgili bilgilerimizin son yillarda artmasiyla birlikte bunlara kars1 hem
koruyucu hem de tedavi edici tibbi yaklagimlarda da 6nemli gelismelerin giindeme gelmesi
beklenmektedir. Ozellikle enzimatik olmayan yoldan gelisen karbohidrat-proteinlerin amino
gruplar ile etkilesimi “Ileri Glikozillenme Son Uriinleri” (Advanced Glycosylation end-

products, AGE) ve amyloid birikimi bunlardan en iyi bilinenleridir.

2.1.2.1.4. Oksidatif Stres:

Ik olarak “Harman” yashliga bagh degisikliklerin biiyiik ¢ogunlugunun elektron yiikii
bulunan molekiil ve atomlardan kaynaklanan ve yiiksek oranda reaktif olan serbest radikallere
bagli oldugu teorisini ortaya atti (Harman, 1956). Bu teoride aslinda hem dis etkenler hem de
gelisimsel ve kalitimsal ozellikler gecerlidir. Aerobik metabolizma sonucunda superoksid
radikaller (O*") gelisir. Bu radikaller superoksid dismutaz enzim tarafindan hidrojen peroksid

(H,0,) ve oksijene doniistiirtiliir.

0O, + € -> O,

20, + 2H' > H,0, + 0O,

[lk zamanlar hidrojen peroksid gelistikten sonra serbest oksijen radikallerinin doku
hasarinin son buldugu sanilirdi. Ancak, bugiin i¢in bu molekiillerin daha reaktif olan hidroksil
radikallere (OHe) doniisebildigini ve serbest radikallerin doku hasari etkisinin daha da
arttigmm biliyoruz. Ornegin siiperoksid dismutaz enziminin hayvanlarda asir1 iiretimi onlarmn
yasam siirelerini uzatmazken, sliperoksid dismutaz enzimine ilave olarak ortamdan H,O, de
uzaklastirildiginda yagsam siiresi uzamistir. Buna karsin anti-oksidan uygulamalaria ait
caligmalarin higbirinde yasam siirelerinde anlamli bir uzama saptanamamustir. Reaktif oksijen
radikalleri gen expresyonunun diizenlenmesinde, hiicre ¢ogalmasinda ve apopitotik hiicre

Olimiinde de rol alirlar (Linnane ve ark.1992; Wallace, 1992).

Serbest oksijen radikallerine ait metabolizma mitokondriyal olarak yiiriitiliir. Yasla
birlikte ¢izgili kas, kalp kasi, diyafram ve beyinde de mitokondriyal DNA'da progresif serbest
oksijen radikali hasar1 (mitokondriyal stres teorisi) gelisir. Meydana gelen bu hasarin kalp

kasinda 129 yastan daha fazla yasamla bagdasmayacagi hesaplanmistir. Bu tip mitokondriyal
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solunum hasarlar1 sadece normal dokularda degil Parkinson, Alzheimer, Huntington Chorea
ve diger yasla artan hareket bozukluklarinda da artmaktadir. Ancak, kalori kisitlamasiyla bu
hasarin azaldig1 gosterilmistir. Serbest oksijen radikallerine bagli yaslanma ile ilgili teoriler
bilimsel olarak kanitlanamasa da ticari olarak ¢ok ilgi gormiis, pek ¢ok calisma yapilmistir.
Yaslanmayr yavaglattigina dair en giiglii veriler asagidaki mekanizmalara aittir
(Wallace,1992; Zanial ve ark.2000):

* Ko-enzim Q10

* Tokoferol

* Nikotinamid

* Askorbik asid

« Kalori kisitlamasi

* Diyetsel anti-oksidanlar

2.1.2.2. i¢ Etkenler (Gelisimsel-Kaltsal):

Yaglanmanin kalitsal olarak programlanmis gelisimsel mekanizmalarla kontrol edilen
boliimiinii olusturur. Tek ve cift yumurta ikizleri ile yapilan ¢aligmalarla 6nemli bilgilere

ulagilmis olmasina ragmen hala pek ¢ok bilgiye ihtiya¢ vardir.

2.1.2.2.1. Uzun Yasam (Longevity) Genleri:

Uzun yasam genleri ile ilgili calismalarda son 30 yilda ¢ok uzun mesafeler alinmistir.
Ozellikle “hasara kars1 gelisen cevap” teorisinin gelistirilmesi ile bu ¢alismalar farkli bir
boyut kazanmistir. Bu teoriye gore organizmada meydana gelen hasarlar birikime neden
olmaktadir. Olusan bu hasara karsi genetik kontrol mekanizmalar ile yanit olusturulmazsa
yashilik gergeklesmektedir. Bu mekanizmada genetik kontrolii olusturan genlere “Longevity
Genleri” ya da “Uzun Yasam Genleri” denilmektedir. Bu teoride hasar yaratabilecek

olusumlardan en 6nemlisi metabolik olaylardir (Jazwinski, 1996; Murakami ve ark. 1996).

Yaghlik ile ilgili gen ¢alismalar1 daha ¢ok nematodlarda calisilmistir (Nalbant, 2006).

2.1.2.2.2. Artan Yashhk Sendromlari:
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Bu tiir hastaliklar yasliligin incelenmesi i¢in uzun siiredir model olusturmus ancak, bazi
modeller hayal kiriklig1 yaratmislardir. Bu sendromlarin en ¢ok incelenenleri Werner
Sendromu, Down Sendromu ve Hutchinson-Gilford Sendromu'dur. Bu hastaliklar 6zellikle
yaslanmanin biitiin fenotipik Ozelliklerini kisa silirede gosterdikleri i¢in arastiricilar igin

onemlidir (Mobbs, 1996).

2.1.2.2.3. Noroendokrin Teori:

Bu teoride yaslanmanin sadece néronal ve néronlarla ilgili hormonal mekanizmalarda
fonksiyonel azalmaya bagli olarak gelistigi savunulur. Bu teorinin en 6nemli dayanagi
hipotaloma-hipofizer ~aksin biiylimenin diizenlenmesinde ve yaslanmanin temel
mekanizmalarinda yer aliyor olmasidir. Ozellikle kadinlarda iiretkenlik sona erince bu aksin
fonksiyonlarinda da hizli bir azalma olur. Bu teori hipofizektomi yapilmis farelerde de test
edilmis ve dogrulanmistir. Diger taraftan yasam siireleri kisa olan farelerde beyin
dopaminerjik iletinin azaldig1 da gosterilmistir. Bu konu ile yapilmis pek ¢ok calisma
olmasina ragmen en 6énemli konu bulgulardan hangisinin patolojik, hangisinin yagliliga bagl

degisiklik oldugunun ¢éziimlenememis olmasidir (Mobbs, 1996).

2.1.2.2.4. immiinolojik Teori:

Immunolojik teori iki temele dayanur:
I. Bagisiklik sisteminin fonksiyonel kapasitesi yasla azalir. T hiicrelerinde mitojenlere

cevap ve enfeksiyoz hastaliklara direng azalir.

II. Otoimmiin hastaliklar ve otoimmiin fenomen yasla artar. Her iki teori de kuramsal
olarak dogru olmasina ragmen bu teorilerin ispatlanamayan yonii ikincil mekanizmalarin

aciklanmamasidir (Walford, 1975).

2.1.2.2.5. Hiicresel Yaslanma (Senescence) Teorisi:

Hiicresel yaslanmanin ve senescence'nin agiklanmasinda hiicre kiiltiirleri en 6nemli
aragtirma materyalleridir. Ancak, olaymn c¢ok kompleks olmasi buna her zaman olanak

tanimamaktadir. Hayfick ve Moorhead “replikatif senescence” olanak taninan bir hiicre
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kiiltiiri modeli gelistirdi. Bu modele gore yaslanma sadece hiicresel degil ayni zamanda
organizmik bir mekanizmadir. Diger bir degisle olayr tek bir hiicre bazinda degil ama
fonksiyonlarda ortalama bir azalma olarak degerlendirmek gerekir. Halen gecerli olan bu
model sayesinde Ozellikle fibroblastlarin yaslanmasi konusunda Onemli gelismeler

saglanmistir (Hayflick ve ark. 1965).

Yasla birlikte gelisen telomer kisalma fenomeni hiicrelerin biiylime potansiyelleri
(senescence) i¢in kurulu bir saat gibidir. Telomerler kromozomlarin sonunda degredasyon ya
da diger kromozomlarla fiizyonunu engelleyen yapilardir. Yagla birlikte telomerlerin boyu
ozelikle lenfositlerde kisalirken, kok hiicrelerde bir degisiklik olmamaktadir (Hemann ve ark.

2001).

p53 geni de hiicre yasam siklusunu, apoptozisi, DNA tamirini ve transkripsiyonunu
kontrol ederek hiicresel senescence devaminda yer alir. Telomeraz aktivitesi olmayan
farelerde p5S3 gen expresyonu asiri sekilde artmaktadir. Aksine p53 delesyonunda ise,
baslangicta telomeraz aktivitesi azalmakta daha sonra biiyiikk bir malign transformasyon

olusmaktadir (Ferbeyre, 2002).

Goriildiigii gibi  hiicresel senescence oldukca karisik ve tek bir mekanizmaya
dayanmamaktadir. Bu nedenle basta molekiiler biyoloji konusunda baz1 teknik gelismelere
ihtiya¢ bulunmaktadir. Bugiin gelinen noktada esas ihtiyag¢ duyulan sey bazi yasal

diizenlemelerdir (Nalbant, 2006).

2.1.2.2.6. Hiicre Oliimii:

Hiicre 6liimii nekroz ve apoptozis olmak iizere iki sekide goriilebilir. Nekroz rastlantisal
bir son olmasina karsin apoptozis genetik kontrol dahilinde (programli olarak) ortaya ¢ikan
hiicre 6liimiidiir. Apoptozis, organ gelisimi, immiin sistemin olusumu, tiimdr ve normal doku
olusumu sirasinda istenmeyen hiicrelerin yok edilmesidir (Dilsiz, 2009). Apoptozis
homeostazin devami acisindan gereklidir. Engellendiginde, malign transformasyon artarken
kontrolsiiz olarak arttiginda total fonksiyon kaybi gelismektedir. Programlanmis hiicre 6liimii
ile apoptozis birbirinin yerine kullanilmasina ragmen ayni seyi ifade etmemektedir.

Programlanmis hiicre o6limi gelisimsel bir olayken apoptozis hiicre 6liim modellerinden
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biridir. Apoptoziste inflamatuar olay 6nemli bir yer tutarken programlanmis hiicre 6liimiinde

buna gerek yoktur (Ferbeyre ve ark. 2002; Grasl-Kraupp ve ark. 1994; Troen, 2003).

Mitokondriler serbest radikallerin ve apoptotik regiilasyonda onem arzeden sinyal

faktorlerinin kaynagini olusturmaktadir (Dilsiz, 2009).

Bir¢ok enzimatik reaksiyonda yan iirlin olarak siirekli olusan serbest radikaller (reaktif
oksijen tiirleri (ROT), hidroksil radikali (HO"), siiperoksit anyonu (205), nitrik oksit (NO’)
gibi) hiicre icerisinde DNA, protein ve lipit gibi makromolekiillerin yapisina baglanarak
onlarin oksidasyonuna ve sonucgta apoptozise neden olmaktadir. Antioksidan adi verilen
molekiiller ise kendi elektronlarin1 serbest radikallere vererek onlar etkisiz hale getirir ve

boylece apoptozis olusumunu engellerler (Dilsiz, 2009).

Bu konuda yapilmis en 6nemli ¢alismalardan biri olan kalori kisitlamasi ve apoptozisin
iliskisinin incelendigi Grasl ve James'in 1994'teki calismalaridir. Her iki ¢calismada da kalori

kisitlamasinin  T-lenfosit apopitozunu arttirdigi ve yasam sliresini uzattigi gosterilmistir

(Grasl-Kraupp ve ark. 1994).

2.2. Oksidatif Denge ve Oksidatif Stres:

Organizmada serbest radikallerin olusum miktari ile bunlarin etkisizlesmesini saglayan
antioksidan miktarlar1 arasinda genelde bir denge s6z konusudur ve bu durum ‘oksidatif
denge’ olarak adlandirilir (Dilsiz, 2009). Serbest radikallerin olusum hizinda artma ya da
ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’
olarak adlandirilan bu durum 6zetle serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup sonucta bir dizi metabolik bozukluk ve
hastaliga yol agmaktadir. Oksidatif denge devam ettigi siirece organizma oksidatif stresten

etkilenmemektedir. (Akkus, 1995).
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ANTIOKSIDANLAR SERBESTRADIKALLER

Sekil 2.1. Antioksidan-serbest radikal dengesi

2.2.1. Serbest radikal nedir?

Serbest radikaller bir veya daha fazla ciftlesmemis elektron iceren ve bu nedenle
serbest olarak hareket edebilen, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig: diisiik ve ¢ok etkin
atom veya molekiillerdir (Abdollahi ve ark., 2003; Abdollahi ve ark., 2004; Dilsiz, 2009). Bu
tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukga reaktiftirler. Ortaklanmamis

elektron, genel olarak iist kisma yazilan bir nokta ile gosterilir (Akkus, 1995).

2.2.2. Serbest Radikaller Nasil Olusur?

Serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak, hem de toksik
maddelerin etkisiyle olusabilmektedir (Cross, 1987). Serbest radikal yaratan kaynaklar
radyasyon, viriisler, giines 1sinlarinin bir kismi olan ultraviyole 1sinlari, hava kirliligini
yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma sonundaki iiriinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres,
yag metabolizmasi sonunda ¢ikan {irtinler gibi hiicre metabolizmasinin toksik iirlinleri, bazi
tahrip edici kimyasallar, hasere kontrol ilaglar1 ve bir¢ok baska etkenlerdir. Yani i¢inde
bulundugumuz ¢evrede cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar nedeniyle devamli bir radikal
yapimi vardir, hiicresel kosullarda da ciddi bir miktar ve ¢esitlilikte radikal tiretilmektedir

(Hurst ve ark, 1997; Jornot ve ark, 1998; Mills ve ark, 1998).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler:
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1. Homolitik béliinme: Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir par¢casinda ortak

elektronlarin birisinin kalmasi seklindeki boliinme.
XY —»X'+Y'

2. Heterolitik Boliinme: Normal bir molekiilden bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin
heterolitik boliinmesidir. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki elektronlar

atomlardan birisinde kalir. Boylece serbest radikaller degil iyonlar meydana gelir.

XY —¥:+Y

3. Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi: Biyolojik sistemlerde serbest
radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana gelirler. Serbest radikaller elektriksel
olarak pozitif yiikli, negatif yiiklii veya notral, organik veya inorganik molekiiller seklinde
olabilirler. Fe%, Fe3+, Cu2+, Mn*" metallerinde ortaklanmamis elektronlar1 oldugu halde
serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat iyonlar reaksiyonlar1 katalize ettiklerinden

dolay1 serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (Halliwell, 1991; Akkus, 1995).

A+e A

Serbest radikal reaksiyonlari, normal metabolik yollarin isleyislerinin dogal bir
sonucudur. Oksidan molekiiller organizmada baslica glikozun oksidasyonu olmak iizere tiim
anabolik ve katabolik reaksiyonlar siras1 ve sonrasinda siirekli bir olusum halindedir. Endojen
antioksidanlar ad1 verilen molekiiller tarafindan siirekli etkisizlestirme siireci i¢erisindedir. Bu
olusum ve etkisizlestirme olaylar1 organizmalarda bir denge halindedir (Sekil 2.1.) (Halliwell,

1996; Akkus, 1995).

Serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklar1 siirece, organizmanin yabanci
maddelere ve enfeksiydz ajanlara karsi savunmasindaki dnemli molekiilleridir. Ancak, serbest
radikaller belirli diizeyin {lizerinde olusur ve antioksidanlar yetersiz kalirsa sz konusu serbest
radikaller hiicrenin yap1 elemanlar1 olan protein, lipit, karbohidrat, niikleik asitler ve yararl
enzimlerin yapilarin1 bozarak zararli etkilere yol agarlar (Tamer ve ark. 2000). Bunlardan

ozellikle lipitler, serbest radikal hasarina karsi en hassas yapilardir. Serbest radikaller yag
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asitlerindeki doymamis baglarla kolayca reaksiyona girerek lipitlerin peroksidasyonuna neden

olurlar (Bruckdorfer, 1987; Salim, 1993).

Radikal molekiiller, antioksidan savunma giicii ile dinamik bir denge i¢inde bulundugu
siirece organizma icin yararhidir. Ornegin; fagositik hiicreler tarafindan mikroorganizmalarin
Oldiirtilmesinin ana mekanizmas1 serbest radikal iiretimidir. Serbest radikaller apoptozisin
tetikleyicisi, habercisi ve efektorii olarak gorev yaparlar. Bu sekilde; asir1 hiicre
poliferasyonunu onleyerek homeostaziste yer alirlar. Serbest radikaller ikinci haberci olup,
transkripsiyon faktorlerini aktive ederler. Hiicreler arasi haberlesmede gorev alirlar. Hiicrenin
biliyiimesini saglayan olaylar1 diizenlerler. Sitozolde ve mitokondride liretilen serbest oksijen
radikali, protein sistein kalintilarinin redoksunu diizenleyerek proteinlerin yap1 ve islevinin
diizenlenmesinde rol oynarlar. Serbest oksijen radikalleri iiretimi ve antioksidatif savunma
mekanizmas1 arasindaki denge bozuldugunda, serbest oksijen radikalleri diizeyi artar.
Radyasyon, oksijen toksisitesi, postiskemik reperfiizyon hasari, enfeksiyonlar, enflamasyonlar
yani sira yaslanma ile ilgili hastaliklardan katarakt, ateroskleroz, karsinogenez, diyabet ve
norolojik hastaliklar serbest oksijen radikallerinin iiretimini arttirir (Halliwell, 1989;

Halliwell, 1991; Erden, 1992; Uysal, 1998).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir. Serbest oksijen metabolizmasindaki anahtar maddeler sunlardir:
a. Oksijenin kendisi (O)
b. Siiperoksit radikali (O75)

c. Hidrojen peroksit (H,0,)
d. Hidroksil radikali (OH")
e. Gegis metallerinin iyonlar1 (Cu™ Fe™, Mn™ vb.)

a. Singlet Oksijen (‘0,): Oksijenin elektronlarindan birinin kendi spininin ters yoniinde olan

baska bir orbitalle yer degistirmesi ile olusur.
Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadig i¢in radikal olmayan reaktif oksijen

tiiridiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal

reaksiyonlarinin baslamasina da neden olabilir (Akkus, 1995).
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b. Siiperoksit Radikali: Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesi sonucu siiperoksit radikal anyonu (O,") meydana gelir (Akkus, 1995).

0, + e =2 0y

Stiperoksit bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar vermez.
Asil 6nemi, hidrojen peroksit (H,O;) kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmasidir. Stiperoksit diisiik pH degerinde daha reaktiftir (Akkus, 1995)

c. Hidrojen peroksit (H,0;): Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 € almas1
ve ya siliperoksidin bir € almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki H atomuyla
birleserek hidrojen peroksidi meydana getirir. H,O, membranlardan kolayca gegebilen, uzun

omiirlii bir oksidandir (Akkus, 1995).

0, + e + 2H > H)0,

0, + 2 + 2H > H0,

Hidrojen peroksit bir radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri ig¢ine girer. Ciinkii
sliperoksit ile reaksiyona girerek, kolaylikla en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen

radikali olan hidroksil radikaline (OH) yikilabilir (Akkus, 1995).

d. Hidroksil Radikali (OH): Hidroksil radikali, ya H,O,’ nin ge¢is metallerinin varliginda
indirgenmesi (Fenton Reaksiyonu) ile ya da suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz kalmast sonucu meydana gelir. Son derece reaktif bir radikaldir. Yarilanma 6mrii ¢ok
kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Tiyoller ve yag asitleri gibi c¢esitli

molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olugsmasina sebep olur (Akkus, 1995).

e. Gecis metallerinin iyonlari: Serbest radikaller elektriksel olarak pozitif yiikli, negatif
yiiklii veya ndtral, organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Fe*", Fe**, Cu®",
Mn®" metallerinde ortaklanmamus elektronlari oldugu halde serbest radikal olarak kabul
edilmezler. Fakat iyonlar reaksiyonlar1 katalize ettiklerinden dolayr serbest radikal

olusumunda 6nemli rol oynarlar (Halliwell, 1991; Akkus, 1995).
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2.2.3. Serbest Radikallerin Etkileri Nelerdir?

Serbest radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini agsacak oranlarda olustuklar
zaman organizmada ¢esitli bozukluklara yol acarlar. Mitokondrial, endoplazmik ve niikleer
elektron transport sistemlerinde (sitokrom p450), peroksizomlarda, monosit ve nétrofillerin
fagositozu gibi normal metabolik olaylar sirasinda bol miktarda serbest radikal iiretilir. Bir
anlamda serbest radikaller, solunum ve sindirim gibi normal viicut faaliyetlerinin zehirli
atiklar1 durumundadir. Arastirmacilar, insan viicudundaki her hiicrenin giinde ortalama 10.000
serbest radikalin hiicumuna ugradigini belirtmektedirler. Eger serbest radikaller nétralize
edilmezse; hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri oldiirebilir, membran lipit ve
proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu engelleyebilir,
niikleustaki DNA’ya etki edip, DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirebilir,
bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini zorlayabilir, yaslanma ve

kanser gibi olaylara neden olabilirler (Akkus, 1995; Diindar ve Aslan, 2000).

[rJIII
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o‘am?ge PGPS % a Vo
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5 ] damage
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ONA Nucleus e
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Sekil 2.2: Serbest radikallerin etkileri.

2.2.3.1. Serbest Radikallerin Yaglara Etkileri (Lipit Peroksidasyonu)
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Biyomolekiillerin tiim biiylik sinirlar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat
lipitler en hassas olanlaridir. Hiicre membrani, bol miktarda doymamis yag asidi i¢erdiginden
serbest radikal hasarina olduk¢a duyarlidir (Halliwell, 1989). Membrandaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
driinlerini olustururlar (Akkus, 1995). Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit
peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlhidir. Ciinkii olay, kendi kendini devam ettiren

zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen hasar geri

dontistimstizdiir (Akkus, 1995).

Lipit peroksidasyonu, bir serbest radikal etkisi sonucu membran yapisinda bulunan
poliansatiire yag asidi zincirinden bir H™ uzaklastirilmasi ile baslar. Bunun sonucu yag asiti
zinciri bir lipit radikali niteligi kazanir. Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir
dizi degisiklige ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien konjugatlart
ve daha sonra lipit radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikali
meydana gelir. Lipit peroksil radikalleri membran yapisindaki diper poliansatiire yag asitlerini
de etkileyerek yeni lipit radikallerin olusumuna yol agarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen
atomlarin1 alarak lipit hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece olay kendi kendine

katalizlenerek devam eder (Akkus, 1995).

Lipit peroksidasyonu cok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir.

Bdylece bir¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep olur (Akkus, 1995).

Lipid peroksidasyonu sonucu agiga c¢ikan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag
asitleri gibi maddeler hiicrenin bircok komponentiyle reaksiyona girerek hiicresel ve

metabolik fonksiyonlar iizerine toksik etki gosterirler (Kose ve Dogan, 1992).

Plazma membran1 ve organel lipit peroksidasyonu, serbest radikal kaynaklarinin
hepsiyle stimiile edilebilir ve metallerin varliginda artar (Akkus, 1995). Bu bilesikler ya hiicre
diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangictaki etki alanlarindan difiize olup hiicrenin
diger boliimlerine hasar1 yayar. Uc¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonundan  malondialdehit (MDA) meydana gelirr MDA  membran

komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol agarak iyon transportu, enzim
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aktivitesi ve hiicre yiizey determinantlarinin bazi Ozelliklerini degistirmektedir (Kdse ve

Dogan, 1992).

Lipit peroksidasyonu ya toplayict etki ile sonlandirilir, ya da otokatalitik yayilma
reaksiyonlar1 ile devam eder (Akkus, 1995).

2.2.3.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Protein oksidasyonu, hidroksil radikali (OH") ve hdrojen peroksid (H,O ;) gibi reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ile direkt olarak veya oksidatif stresin sekonder {irlinleri ile reaksiyonu
sonucu indirekt olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak

tanimlanmaktadir.

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine neden olan tiim reaksiyonlar ve ajanlar protein
oksidasyonuna yol acabilmektedir. Proteinlerin radikal aracili hasari; elektron kaybi, metal-
iyon katalizli reaksiyonlar, lipit ve sekerlerin otooksidasyonu ile baslatilabilmektedir. Bu
iiriinlerin olusum hizinin artmasi veya temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmasi, proteinler
de dahil olmak {iizere diger hiicresel molekiillerdeki oksidatif modifikasyonlarin artisina yol

agar.

Proteinler serbest radikal etkilerine karsi, yaglardan daha az hassastirlar ve baslayan
zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha azdir. Proteinlerin serbest
radikallerden etkilenme dereceleri aminoasit kompozisyonuna baghdir (Akkus,1995). Protein
fonksiyonu icin kritik pozisyonda olan aminoasitler (6rnegin enzimin aktif bolgesindeki
amino asitler), dzellikle radikal hasarina duyarlidirlar. Metionin, sistein gibi terminal stilfidril
(-SH) grubu bulunduran amino asitler ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik
amino asitler, oksidasyona en fazla maruz kalanlardir (Islekel ve ark., 2000) Ozellikle siilfiir
radikali ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucu immiinoglobin
G ve albiimin gibi ¢ok sayida disiilfid bag1 bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapist bozulur.

Boylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler (Akkus,1995).

Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler

fonksiyonlarini etkilemektedir. Enzim veya reseptdr fonksiyonuna sahip membran proteinleri,
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ozellikle serbest radikallerin modifikasyonlarina duyarli olduklar i¢in protein oksidasyonu ile

onemli hiicresel ve membran fonksiyonlar1 bozulmaktadir. (Islekel ve ark. 2000).

2.2.3.2.1. Protein Oksidasyonu Tiirleri:

Proteinler bir¢cok farkli mekanizma ile okside olabildiklerinden birden fazla protein
oksidasyon tiirli vardir. Proteinlerin oksidatif modifikasyonlari i¢in genel kabul goren bir
simiflandirma semasi yoktur. Ancak proteinlerin oksidatif modifikasyonu oksitlenen amino

asidin ve olusan iiriiniin 6zelligine gore iki gruba ayrilabilmektedir:

a) Global Modifikasyon:

Birden ¢ok amino asidin degistigi ve birden ¢ok iirliniin olustugu modifikasyonlardir.
Pro, Arg, Lys, Thr, amino asitlerinin yan zincirlerinin, 4-hidroksi-2-nonenal ile reaksiyonu

sonucunda olusan karbonil gruplar1 (PCO) 6rnek olarak gosterilebilir.

b)Spesifik Modifikasyon:

Hem oksitlenen amino asidin hem de olusan f{iriiniin oldukca spesifik oldugu
modifikasyonlardir. Tirozinin ditirozine donilisimii bu tip modifikasyonun bir Ornegidir.
Spesifik modifikasyonlar risk agisindan degerlendirildiginde; global modifikasyonlara gore
protein molekiiliiniin daha kii¢iik bir kisminda etkili olmas1 nedeniyle protein fonksiyonlari

i¢in daha az risk tasir.

2.2.3.2.2. Protein Oksidasyonunun Mekanizmalar:

Pek cok sayida mekanizmanin protein oksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir.
Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan baglica molekiiler mekanizmalar; protein karbonil

(PCO) olugumu ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiyol (P-SH)

gruplarinin kaybi, 3- nitrotirozin (3-NT), ditirozin (diTyr), olusumu olarak siralanabilir.
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a) Protein Karbonil Tiirevlerinin (PCO) Olusumu:

PCO tiirevlerinin olusumuna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlar1 amino asitlerin
a-karbon atomlarinin veya R yan zincirlerinin oksidatif modifikasyonlarindan ve bu
modifikasyonlar1 takiben meydana gelen reaktif oksijen aracili peptit ayrilmasi
reaksiyonundan olugmaktadir. Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda,
histidin, prolin arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida amino asit bakiyesinde ve/veya proteinlerin
peptid omurgasinda olusan oksidatif hasara baglh olarak PCO diizeyleri meydana gelir. PCO
diizeylerinin saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede duyarli ve genel olarak kabul

gbormiis bir yontemdir.

GAPRAZ BAGLI PROTEIN

R R o R
1 1 |
-NH-CHCO- —~— -NH-C-CO- LGN -NH-(|3-CO-
¥ ve gama 1ginlan
] . ! :HZO O
O.

OH Fé", OH’
_’>la/] \Q Fe HO, r e it
HO H,0, 6’
Fé”

R 02 H02 R HZO +0, Hc)2 R

! i I h I
-NH-C-CO- <—‘¥'/ -NH-C-CO- # -NH-C-CO-

i m I . m O

OH 2. 2+ + o 34 - 2+ O

Fé Fe +H Fe + OH Fe H

PEPTID BAGLARININ AYRILMASI

Sekil 2.3: Protein karbonil olusumuna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlari

ROS ile protein ana yapisinin reaksiyonu amino asit o karbonundan bir H atomunun
OH ’a baganarak ayrilmasi ve H,O olusturmasi ile baslar. Polipeptit omurgasindaki a-karbon
atomundan OH' radikali ile a-hidrojen atomunun ¢ikarilmasi sonucunda amino asit bakiyesi
karbon merkezli radikal haline doniisiir (Sekil 2.3., Reaksiyon c). Bu reaksiyona yol acan OH'

radikali suyun radyolizinden (x ve 7y 1sinlartyla) veya H,O,’nin metal katalizli yikimindan
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aciga cikar (reaksiyon a ve b). Olusan karbon merkezli radikal molekiiler oksijen ile hizli bir
sekilde reaksiyonlasarak (reaksiyon d) daha sonra alkilperoksidi verecek olan alkilperoksil
radikal ara iirlinlinii olusturur. Alkilperoksit, alkoksil radikali (reaksiyon h) {izerinden hidroksi
protein tiirevini verir (reaksiyon j). Reaksiyon basamaklarinin pek ¢ogunda Fe++ ve Cut
varliginda HO;' ile etkilesim 6nem tasir (reaksiyon e,g,i ). Bu metabolik yolda olusan alkil,
alkilperoksil ve alkoksil radikal ara {iriinleri ayn1 veya farkli protein molekiiliindeki R yan
zincirleri ile yan reaksiyonlar ile etkileserek yeni karbon merkezli radikallerin olusumuna yol
acar. Olusan bu yeni karbon merkezli radikaller ile yukaridaki reaksiyonlar tekrarlanir.
Oksijen yoklugunda (reaksiyon d) gerceklesmez. Olusan karbon merkezli radikal diger bir
karbon merkezli radikal ile etkileserek protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna yol acgar

(Sekil 2.3) (Evans ve ark., 1999).

Alkoksil radikalinin olusumu (S$ekil 2.3., Reaksiyon h ve g) peptit baginin diamit veya a-

amidasyon metabolik yollari ile ayrilmasina neden olur (Evans ve ark., 1999).

Diamit metabolik yoluyla ayrilma sonucunda, diamid ve izosiyanat yapisi, a-amidasyon
metabolik yolunda ise amid ve N-a-ketoagil yapisina sahip peptid fragmentleri olusur (Evans

ve ark., 1999).

Diamit ve a-amidasyon metabolik yollar1 disinda polipeptid zincirinin serbest radikal
aracilt ayrilmasi; prolil, glutamil ve aspartil bakiyelerinin oksidasyonu ile de

gerceklesebilmektedir (Evans ve ark., 1999).

PCO olusumuna yol acan sekonder modifikasyon reaksiyonlar1 ise; proteinlerin
karbonhidrat ve lipit {iriinleri ile reaksiyonlarini icermektedir. Lipit peroksidasyonu sirasinda
olusan aldehitler, indirgen sekerler veya bu sekerlerin oksidasyon iiriinlerinin proteinlerdeki
lizin bakiyeleri ile reaksiyonu sonucu olusan reaktif karbonil tiirevleri protein yapisina

karbonil gruplarinin katilmasina yol acar (Evans ve ark., 1999).
Proteinlerin PCO igerigi oksidatif stresin rol aldig1 cesitli patolojik durumlarda onemli

Olclide artmaktadir. Cesitli patolojik beyin dokusu 6rneklerinde PCO diizeyleri 8 nmol/mg
protein diizeyine kadar ¢iktig1 bildirilmistir (Evans ve ark., 1999).
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b) Tiyol (-SH) Gruplarinin Oksidasyonu:

Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol gruplarmmin oksidasyonuna yol agtigi bircok
arastirmaci tarafindan belirtilmistir. Sistein amino asitinin —SH grubu oksidatif ataga oldukca
yatkindir. Bu nedenle —SH gruplarindan degisik mekanizmalarla olusan tiyol radikali (-S)
proteinlerdeki disiilfid baglarinin olusumuna oOnciiliik eder. —SH gruplarinin distilfitlere ve
oksiasit gibi diger oksitlenmis tiirevlere doniisiimii, radikal aracili protein oksidasyonunun en
erken gozlenen belirtisidir (Dean ve ark.). Bir¢ok arastirmaci elektron paramanyetik rezonans
(EPR) teknigini kullanarak peroksinitritin tiyol gruplari ile reaksiyonu sonucu tiyol
radikallerinin olustugunu gostermistir. Tiyol gruplarinin bir baska oksidasyon sekli ise 4-
hidroksinonenal’in, proteinlerdeki —SH gruplarina geri doniistimlii bir reaksiyon olan Michael
reaksiyonu sonucunda tioeter bagi ile baglanmasiyla gerceklesmektedir (Dean ve ark., 1998;

Berlett, 1997; Cakatay, 2004).

¢) Nitrotirozin (NT) Olusumu:

NT olusumu protein oksidasyonuna yol acan bir bagka molekiiller mekanizmadir
(reaksiyon 1 ve 2). Peroksinitrit (ONOO-), nitrik oksidin (NO), O27 ile in vivo reaksiyonu
sonucunda olusan sitotoksik bir tiirevdir. Siiperoksit ve nitrik oksit radikallerinin
peroksinitrite gore nispeten daha dayanikli olmalaria karsilik, peroksinitrit daha reaktif bir
tirevdir. Normal kosullarda, siiperoksit dismutaz, olusan tim siiperoksit radikallerini
dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir, fakat, sliperoksit diizeyleri ¢ok artmissa ya da
fazla miktarda NO radikali meydana gelmisse peroksinitrit olusur. Peroksinitrit olusumu
oksidatif protein hasarinin hem ortaya ¢ikisina, hem de ilerlemesine sebep olmaktadir.
ONOQO’in proteinler lizerine ataginin ana {iriinii tirozinin 0rto pozisyonunda nitrolanmasidir,

bu da NT olusumuna yol acar (Cakatay, 2004).
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(1) 0,  +NO —> ONOO~

(2) ONOO '+ HO @CHE-CH-ICDDH — HD-@CHTCF-CDDH
NH

2 NH .
NC,

Sekil 2.3: NT reaksiyonlar1

NT, ONOO' ’'nun in vivo spesifik bir marker’idir. ONOO’; DNA’y1, enzimleri, proteinleri,
lipitleri ve tiyol gruplarin1 okside edebilmesinden dolayi yiiksek toksisiteye sahiptir (Cakatay,
2004).

d) lleri Oksidasyon Uriinlerinin (AOPP) Olusumu:

AOPP (Advanced Oxidation Protein Products), ditirozin igeren g¢apraz bagli protein
iirlinleri olarak tanimlanmaktadir. Diger taraftan AOPP’nin yapisal olarak ileri glikasyon son
tirtinlerine benzedigi bildirilmektedir. AOPP protein oksidasyonunun derecesini belirlemede
duyarli bir referans (marker)’dir. Witko-Sarsat ve arkadaslar tarafindan yapilan c¢aligmada,
AOPP diizeylerinin, protein oksidasyonunun gostergesi olan plazma ditirozin ve ileri
glikasyon son iriinli olan pentozidin diizeyleri ile korelasyon gosterdigi, fakat lipit
peroksidasyon marker’1 olan tiyobarbiitirik asit ile reaksiyonlasan maddelerle korelasyon

gostermedigi bildirilmistir (Cakatay, 2004).
e) Protein Karbonillenmesi

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres iiriinleri
ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir (Shacter, 2000). Reaktif oksijen tiirevleri
(ROS), direkt olarak proteinler lizerine etki ederek oksidize aminoasitlerin olusumuna yol
actiklar1 gibi, indirekt yolla karbonhidrat ve lipidlerin otooksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan
reaktif karbonil bilesiklerinin etkisi ile de ileri glikasyon son iiriinlerine ve ileri lipoksidasyon
son Tlriinlere doniigiirler (Miyata ve ark.,, 1999). Karbonhidratlarin ve askorbatin

otooksidasyonu sonucu glioksal, arabinoz, glikolaldehid, 3-deoksiglukozon ve
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dehidroaskorbat gibi karbonil grubu igeren ara bilesikler meydana gelir (Inagi ve Miyara,
1999). Reaktif karbonil bilesikleri non enzimatik olarak proteinlerin amino gruplarina
baglanarak schiff-base iiriinleri olusturur. Bu geri doniisiimlii form daha sonra daha stabil olan

ve Amadori tirlinleri adi verilen forma doniisiir (Cakatay, 2004).

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglar1 enzim aktivitesindeki azalma, protein
fonksiyonlarin kaybi, proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize
artmig/azalmig yatkinlik, reseptdr aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki
degisimler, immiinojen aktivitesindeki artis olarak siralanabilir (Davies ve ark., 1999; Shacter,
2000). Protein oksidasyonuna yol agan ana mekanizmanin polipeptid omurgasindaki cesitli
amino asitlerin a-karbon atomlarindan OH' (hidroksil) radikalinin etkisiyle hidrojen atomunun
¢ikarilmasi sonucunda basladigini saptamislardir (Swallow, 1960; Garrison ve ark., 1962;
Schuessler ve Schilling, 1984). Protein oksidasyonunun protein karbonil (PCO) gibi
markerlarinin in vivo protein oksidasyonunun derecesini gosterecek bir arag olarak
kullanilmasi ise nispeten daha uzun bir gegmise dayanmaktadir (Stadtman, 1988; Stadtman ve

Levine, 2003,).

2.2.3.2.3. Protein Oksidayonu ile Ilgili HastahKlar:

Son yillarda yapilan caligmalarda hastaliklarin ilerlemesi ile protein oksidasyonu
arasinda kuvvetli bir iligki oldugu belirtilmekte fakat pek cok hastalikta, oksidatif stresin bir
sebep mi yoksa primer hastalik siirecinin bir sonucu mu oldugu agik degildir. Diger yandan,
protein oksidasyonu, protein fonksiyon bozuklugu ve hastaliklar arasindaki iliskiler de biiytik
Olciide aciga kavusmamistir. Bununla birlikte enzimlerin ve yapisal proteinlerin oksidatif
modifikasyonlarinin hastaliklarin etyolojisinde onemli rol oynadigi/oynayabilecegi kesinlik

kazanmustir.

Protein oksidasyonu ile iliskili hastaliklar ve ilgili modifikasyonlar 6zet olarak ¢izelge

2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1: Protein oksidayonu ile iliskili hastaliklar ve oksidatif modifkasyonlari

Hastalik Oksidatif modifikasyon tipi
Alzheimer hastalgi PCO, 3-NT, diTyr
Amiyotrofik lateral skleroz PCO, 3-NT, diTyr
Diyabet PCO, P-SH
Katarakt olusumu PCO
Koroner kalp hastaligi PCO
Kronik akciger hastaligi PCO
Kronik bobrek yetmezligi/tiremi PCO, P-SH, Klorotirozin
Kronik hepatit C PCO
Kistik fibroz PCO
Mesane kanseri PCO
Parkinson hastaligi PCO, 3-NT
Polikistik over hastaligi PCO

-Alzheimer:

Alzheimer hastaliginin patolojisinde protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu ve
ROS’un olusumu ile etkili olan oksidatif stresin varlig1 kesin bir sekilde gosterilmistir (Dalle-
Done ve ark., 2003). Osidatif stresin, Alzheimer hastaliginda primer mi yoksa sekonder bir
olay oldugu kesin olmasa da, noral kayba yol acan 6dnemli bir nérodejeneratif faktoér oldugu
acikca gosterilmstir (Buterfield ve ark., 2002). Dalle-Done ve arkadaslari, yaglanmig beyinde
oldukga sik goriilen oksidatif hasarin, Alzheimer hastalarinda daha siddetli goriildiigiinii

bildirmislerdir.

Alzheimer hastalifinda PCO diizeylerinin hipokampus ve inferidr parietal lobulde
arttigi, az dejeneratif 6zellik gosteren serebellumda ise degismedigi Hansley ve arkadaslari

tarafindan bildirilmistir.

-Diyabet:

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk olmakla birlikte ayni zamanda artmis bir

oksidatif stres durumudur. Diyabette oksidan/antioksidan arasindaki dengesizlige bagli olarak
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goriilen sistemik oksidatif stres PCO diizeyinde artiga yol agar. PCO diizeyindeki artisin hem
Tip 1 hem de Tip 2 diyabette goriildiigii bildirilmektedir (Akkus, 1995).

Yapilan ¢aligmalarda komplikasyonsuz diyabetik c¢ocuklar ve adolesanlarda kontrol
gruplart karsilagtirildiginda plazma PCO diizeylerinin anlamli derecede yiiksek oldugu
bildirilmektedir. Bu durum oksidatif protein hasarinin diyabetin erken donemlerinde

basladigini ve ileriki evrelerde arttigini gostermektedir (Cakatay, 2004).

-Parkinson Hastalhig::

Alzheimer’den sonra ikinci en sik rastlanilan ndérodejeneratif hastalik olan Parkinson
hastaliginda; substantia nigra’daki dopaminerjik noéronlarin kaybina bagl olarak ilerleyici

ozellikte hareket bozuklugu goriiliir.

Parkinson hastaliginda tiim beyin bélgelerinde PCO diizeylerinde artis gorildiigi
bildirilmistir (Alam ve ark., 1997).

-Yaslanma:

Yaslanmayla ilgili olarak one siiriilen teorilerden biri de serbest radikaller teorisidir.
Arastirmacilar, canlinin yasami boyunca etkilendigi ROS’un oksidatif hasara neden
olabilecegini ileri siirmektedir. Kiimiilatif ve potansiyel olarak artan miktardaki hasar,

yaslanmadaki fonksiyonel ve patolojik bozukluklara yol agar (Butterfield ve ark., 2001)

Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol aldig1
cesitli hiicresel fonksiyonlari etkiler. Reseptorlerin sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal
proteinlerin, transport sistemlerinin ve enzimlerin rol aldig1 hiicresel olaylar oksidatif protein

hasarindan etkilenir.

Garcia-Arumi ve arkadaglarimin (1998) lenfositlerle yaptig1 bir c¢aligmada; yash
bireylerin antioksidan savunma mekanizmalarinda yasla azalma goriilmedigini, buna karsilik
PCO diizeylerindeki artisa bagli olarak oksidatif protein hasarinda artig gorildiigi
bildirilmistir.
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Cakatay ve arkadaslar1 (2000); yasli, geng eriskin ve eriskin gruplari iizerinde plazma
proteinleriyle yaptig1 bir ¢alismada; yasli grubun plazma PCO diizeylerinin geng eriskin ve
eriskinlere gore anlamli derecede yiiksek; P-SH diizeylerinin anlamli derecede diisiik
bulduklarmi bildirmekte ve bu durumu yaslanmayla plazma proteinlerinde ortaya ¢ikan

oksidatif protein hasariyla iligkili oldugunu ileri siirmektedirler.

2.2.3.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaloaldehitler meydana gelir. Okzoaloaldehitler, DNA, RNA, ve proteinlere baglanabilme
ve aralarinda capraz baglar olusturabilme Ozelliginden dolayr antimitotik etki gdsterirler.
Boylece, kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Akkus, 1995). Karbohidratlarin
proteinlere baglanmasi, proteinleri serbest radikal hasarina daha duyarli kilmaktadir. Boylece
hormonal ve nérotransmitter yanitlarda rol oynayan hiicre reseptor islevleri degismektedir

(Winrow, ve ark. 1993; Aybey, ve ark. 1996).

2.2.3.4. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere Etkileri

Reaktif oksijen radikallerinin, hiicrede saldirdigi bir diger 6nemli makro molekiil
niikleik asitlerdir. Kalitsal bilgiyi tasiyan deoksiriboniikleik asidin (DNA) temel tasi olan
niikleotidin yapisi i¢inde yer alan piirin ve pirimidin bazlar1 oksijen radikallerinin etkilerini
gosterdigi bolgelerdir. Hidroksil radikali, niikleotidin yapisini olusturan deoksiriboz ve baz
molekiilleri ile reaksiyona girerek yapisal degisikliklere yol acar. Aktive olmus nétrofillerden
kaynaklanan hidrojen peroksit membrandan kolaylikla gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak
DNA hasarina, hiicre difonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir. Bu ylizden DNA,
serbest radikallerden kolay zarar gérebilen dnemli bir hedeftir. Ozellikle guanin bazmin
radikaller araciligi ile hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin yapist degismekte ve

mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Ozekin ve Deger, 2001).
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2.3. Antioksidanlar

2.3.1. Antioksidan nedir?

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in
viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar ‘antioksidan savunma sistemleri’
veya kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinen; serbest radikalleri notralize eden, serbest radikal
hasarlarin1 tamir etmeye yardimci olan ve viicudun onlardan etkilenmesini minimize eden

veya kendini yenilemesini saglayan molekiillerdir (Ames ve ark. 1993; Miiftiioglu, 2003).

2.3.2. Antioksidanlar Nasil Etki Ederler?

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler.

-Toplayic1 (scavenging) Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma
veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayict etki denir. Antioksidan

enzimler, trakeo-brongial mukus ve kii¢iik molekiiller bu tip bir etki gosterirler (Akkus,1995).

-Bastiric1 (quencher) Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastirict etki adi verilir.
Vitaminler, flavanoidler, trimetazidin ve antosiyanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler (Akkus,

1995).

-Onaria (repair) Etki: Oksidatif hasar goérmiis biyomolekiilii onarirlar (Benzer ve

Ozan, 2003).
-Zincir Kirier (Chain Breaking) Etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine

baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirici etki denir.

Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki gosterirler ( Akkus, 1995).
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2.3.3. Antioksidan Cesitleri

Antioksidanlar, endojen (dogal kaynakli) ve eksojen antioksidanlar olmak iizere iki ana

gruba ayrilir (Akkus, 1995):

a) Endojen (Dogal Kaynakli) Antioksidanlar:
-Enzimler: Katalaz, Stiperoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz
-Enzim olmayanlar: Rediikte Glutatyon (GSH), B-karoten, E vitamini, Askorbik

asit, sistein, albumin,bilurubin, hemoglobin v.s.

b) Eksojen antioksidanlar:
-Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri (Akkus, 1995; Diindar
ve Aslan, 2000).

-Katalaz: Katalaz; dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Hidrojen
peroksidi oksijen ve suya parcalar. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak bu enzim,
bir molekiil hidrojen peroksidi elektron verici bir substrat olarak digerini de oksidan veya
elektron alicis1 olarak kullanabilir (Akkus, 1995). Esas olarak peroksizomlarda, daha az

sitozolde ve mikrozomal fraksiyonlarda bulunur (Altinisik, 2000).

KATALAZ

H,0, > 2H,0 + 0))

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksid ve metil-etil hidroperoksitleri gibi
kiigiik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksidlere etki etmez (Akkus,
1995).

-Siiperoksid Dismutaz (SOD): Ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich
tarafindan tanimlanan siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi, siiperoksidin hidrojen peroksid ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler.

20, + 2H > H,0, + 0O,

Insanda SOD’un iki tipi bulunmaktadir:
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e Sitozolde bulunan Bakir (Cu) ve Cinko (Zn) i¢eren: (Cu-Zn SOD)
e Mitokondride bulunan Tetramerik Manganez (Mn) igeren: (MnSOD)

SOD aktivitesi oksijen kullanim1 olan dokularda fazladir. Normal kosullarda
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksid iiretimi olmasina ragmen
bu enzim sayesinde intraseliiler siiperoksid diizeyi sabit tutulur. SOD’un ekstraseliiler

aktivitesi ¢ok diistiiktiir (Akkus, 1995).

-Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Dort selenyum atomu igeren tetramerik bir enzimdir.

Sitozolde bulunur. GSH-Px, asagidaki reaksiyonlar1 katalizler (Akkus, 1995;Altinisik, 2000):

GSH-Px
H0, + 2GSH > GSSG + 2H)O

GSH-PX

ROOH + 2GSH > GSSG + ROH + HO

-Rediikte Glutatyon (GSH): Viicutta enzimatik olmayan 6nemli bir antioksidan olan
rediikte glutatyon (GSH), serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif hasara karsi korur (Beutler ve Duron, 1963; Akkus, 1996; Firat, 1997; Dikici, 1999;
Yanbeyi, 1999). En 6nemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarinin (-SH) indirgenmesi
ile rediikte formlariin yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubuna sahip bir¢cok

enzim digiik hizda fakat okside olarak ya da 02’nin direkt etkisiyle hizla aktivitelerini

yitirirler. Iste GSH kendisi okside olup tiyol gruplarmi tekrar indirgeyerek bunlarin
aktivasyonunu saglar (Calberg ve Mannervik, 1985; Akkus, 1996; Yanbeyi, 1999).

GSH; glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit olup, aktif bir siilfidril (-SH)
grubuna sahiptir. GSH nin biiyiik boliimii karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan iki
asamada sentezlenebilir (Beutler ve Duron, 1963; Akkus, 1996; Firat, 1997; Champe, 1997;
Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).
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vy -glutamil sistein sentetaz

L-glutamat + L-sistein +ATP » v-glutamil sistein + ADP + Pi ...(I)

Glutatyon sentetaz

y-glutamil sistein + Glisin + ATP » GSH+ADP +Pi.............. (IT)
SH
@) O O
H
AN
HO N OH
NH, o)

Sekil:2.5. Glutatyon’un Molekiil Yapisi (hawaiimana.com/products/glutathione.shtml).

2.4. Apoptozis

Apoptoz, eski Yunanca “APO” (ayr1) ve “PTOZIS” (diismek) kelimelerinin
birlesmesiyle olusan ve Homeros tarafindan ‘sonbaharda yaprak dokiimiinii’ tanimlamak i¢in
kullanilmig bir sozciiktiir. Bu nedenle bazi hiicrelerin sonbahar yapraklari gibi adeta
kuruyarak viicudu terk etmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer agmasiyla gerceklesen hiicre
Olim tipi, Klasik Yunan tarih¢isi James Cormack’in Onerisiyle “apoptoz” olarak

adlandirilmistir (Cummings ve ark., 1997).

Her hiicre, dogar, blyur, cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve olir
(apoptozis). Bitlin bu olaylar dogal bir denge halinde sirer. Doku homeostazisi yani yeniden
yapim ve yikimin bir diizen iginde olusu, apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir
sekilde sidrdiriulmesine baglhdir (Erdogan, 2003; Hikim ve ark. 1995). Son vyillarda, bu
dengenin bozulmasinin birgok 6nemli hastaligin patogenezinde rol aldigi gosterilmistir
(Mcphie ve ark. 2003). Ornegin; artmis proliferasyon ve azalmis apoptozisin

karsinogenezisde rol oynadigi distinilmektedir (Kerr, 1994).
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Apoptozis, programlanmis hiicre 6liimii, organizmada fizyolojik siireclerin yani sira
cesitli patolojilerin ortaya ¢ikisindaki mekanizmalarda da rol oynamaktadir. Tek bir hiicre,
cogalarak cok hiicreli organizmaya doniisiirken organizma i¢in zararl olabilecek bir takim
mutasyonlu hiicreler ve yanlis yere yerlesen hiicrelerin yok edilmesi gerekir. Bu islem i¢in bir
program dahilinde sinyaller devreye girer. Kanser, diyabet, AIDS, iskemi gibi hastaliklarin
baslangicinda apoptozis sonucu asir1 vezikiil artist1 oldugundan immiin sistem bunlar1 yok
etmede yetersiz kalabilir ve sonugta apoptozis mekanizmasi belli bir asamadan sonra

isleyemez hale gelir. Boylece patolojik durumlar ortaya ¢ikar (Dilsiz, 2009).

Apoptozisin diizenli olmadig1r durumlarda tiimorogenezis ve sonucta kanser olusur.
Ayrica enfeksiyon ajani bir kisin viriisler apoptozisi engelleyerek etkili olurlar. Deneysel
caligmalarda nitrik oksitin (NO) ilave edildigi ortamlarda hiicrede apoptozisin engellendigi

goriilmiistiir (Dilsiz, 2009).

2.5. Beyin, Apoptozis ve Yaslanma:

Beyin dokusu nekroz ve apoptosis yolu ile dejenerasyona ugrar. Nekroz bir yaralanmay1
takip eder ve hiicre lizisi, sismesini icerir; bu yolla hiicre igerikleri ekstraselliiler bolgeye
dokiiliir. Glial proliferasyonu igeren bir inflamatuar yanit olusur. Apoptosis boyunca ise
niikleus ve sitoplazma yogunlasir ve parcalara ayrilir. Bu pargalar hizli bir sekilde komsu
hiicreler ve makrofajlarca fagosite edilir. Inflamatuar bir siire¢ ya da gliosis ortaya ¢ikmaz

(Ceylan ve ark., 1999).

Merkezi sinir sisteminin embriyolojik gelisiminde apoptosis, hangi hiicre ve noropillerin
(Aksonlarin ve dendritlerin) yasayacagini belirlemede ©Onemli rol oynar. Uygun hedef
hiicrelerine yonlenen ve hedef hiicrelerden norotrofinleri alan hiicreler giiglenir. Gerekli
norotrofik faktorleri almayan hiicrelere uygunsuz yonlenmeler programli bir eliminasyon ile
sonlandirilir (Cowan ve ark.1984). Noronlar ve projeksiyonlarinin %50’sinin erken yetigkinlik
doneminde apoptosis yolu ile kayboldugu tahmin edilmektedir (Raff ve ark.1993). Apoptosis
organizmanin tiim yasami boyunca devam eder (Barde 1994). Hiicreler ve noropiller
apoptosis ile elimine edilir ve noéropil rejenerasyonu ile yeniden olusurlar. Rejenerasyon ve
apoptosis dengede oldugu zaman dokular stabildir. Apoptosis arttifinda veya rejenerasyin

azaldiginda doku kayb1 ortaya ¢ikar (ceylan ve ark., 1999).
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2.6. Resveratrol:

Bitkilerde cesitli dis etkenlere karst savunma maddeleri olarak sentezlenen ikincil
metabolit maddelere ‘fitoaleksin’ (bitki antibiyotigi) adi1 verilir. Resveratrol bir fitoaleksindir

(Evren, 2008; Alkan, 2006).

Resveratrol ilk kez 1940 yilinda Veratum grandiflorum (Copleme bitkisi) un
recinelerinde kesfedilmistir (Takoako, 1940; Alkan, 2006). Daha sonra Langcake ve ark.
(1977) resveratroliin Vitis vinifera (Asma)’nin yapraklarinda fungal enfeksiyon veya UV

1s1inlara tepki olarak sentezlenen bir bilesik oldugunu 6ne stirmiistiir.

Uziimlerde resveratrol miktar1 asmanin yetistirildigi toprak, hava gibi kosullara, Botrytis
cinerea adi verilen kiifle enfekte olmasina ve sarapgilikta kullanilan yontemlere bagl olarak
degisebilmektedir. Uziimlerde resveratrol sentezi stres, zedelenme, enfeksiyon ve UV 1sinlar

gibi dis faktorlere bagl olarak degisim gostermektedir (Cantos ve ark., 2003).

Resveratrol liziim kabuklarinda 5-7 ppm, ¢ekirdeklerinde 1 ppm, etli kisimlarinda 0.1
ppm’den azdir (Douillet ve ark., 1999). Kirmiz1 saraplarda iiziimiin kabuklari ile birlikte cibre
fermentasyonu yapildig1 i¢in kabuklardan gecen resveratrol miktar1 ortalama 1-11 ppm

kadardir (Soleas, 1997).

2.6.1. Resveratroliin Kimyasal Yapisi:

Resveratrol cis ve trans izomer sekillerde bulunur. Ayrica cis ve trans seklinde glukosid
olarak trans ve cispiceid seklinde glukoz molekiiliine baglanarak da olusur (Sekil:2.6).
Resveratrol yag, di metil siilfoksit (DMSO) ve alkolde ¢oziinen bilesiktir. Molekiil agirlig
228 g/mol, erime sicakligr 253-255 °C dir. Kapali formiilii C14H ;205 diir. Saraplarda trans
resveratrol, cis resveratrole gore daha fazladir. Sarap 151k ve oksijen aldig1 zaman trans
izomerlerin cis izomerlere doniistiigii belirlenmistir (Chen ve ark., 2002). Trans-resveratroliin
ve piceidlerinin iizlimsuyu ekstratlarinda stabilitesi gerek 2 yil siire ile % 60 nem ve oda
sicakliginda ve gerekse %75 nem ve 40 °C de 4 sene siire ile hizlandirilmis stabilite testleri
sonucunda elde edilen veriler resveratroliin stabilitesini korudugu yoniindedir (Prokop ve ark.,

2006).
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HO xj/\\\
\Q/ s
[

OH

cis-Resveratrol

OH OH

trans-Resveratrol-3-O-glucoside cis-Resveratrol-3-O-glucoside
(trans-Piceid) (cis-Piceid)

Sekil 2.6:Resveratroliin yapisi

2.6.2. Resveratrol Sentezi:

Resveratrol bitkilerde fenil alaninden birka¢ basamakta sentezlenir. Fenil alaninden
fenilalanin amonia liyaz enzimi ile deaminasyonla cinnamic asit olusur. Bu bilesik cinnamate
4-hidroksilaz ile 4-coumaric asite doniisiir. 4-coumarat ile Co-A esteri olusur. Bu ester CoA
ligaz’ dir. 4-coumaryl Co-A ile 3 malonyl Co -A stilben sentaz enzimi ile resveratrole dontisiir

(Wu, 2001).

2.6.3. Eksraksiyon ve Analizi:

Dogal kaynaklardan resveratroliin ekstraksiyonu diisiik miktarlarda olmasi nedeniyle
zaman alicidir. Resveratroliin ekstraksiyonunun kisa bir siirede denatiire olmadan yapilmasi
gerekir. Son senelerde HPLC GC ile bir¢ok metod gelistirilmistir. Genellikle HPLC de UV
modunda C18 reverse faz kolonu kullanilarak dlgiilmektedir. Trans- resveratrol 307 nm, cis-
resveratrol ise 280 nm de Olgiilmektedir. Bitkilerden resveratrol ekstraksiyonunda genellikle

etil veya metil alkol kullanilmaktadir. Yerfistig1 ve iirlinlerinde genellikle alkol ekstraksiyonu
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sonrasinda, elde edilen resveratrol ekstrakti Al,Ojs:Silikajel 60 R18 kolonundan gecirilip
HPLC de olgiilmektedir (Sobolev ve ark., 1995). Cikolata ve kakao likoriinde ise 6nce yag
alinip, elde edilen ekstrakt etanolde ¢oziildiikten sonra kurutulup alkolde ¢oziiliip HPLC de
Ol¢iilmiistiir (Christine, 2006).

2.6.4. Resveratroliin Ticari Uretimi:

Resveratrol ticari olarak asmaya aliiminyum kloriir veya aliiminyum siilfat ve UV 151k
uygulamasi ile iiretilmektedir (Cantos, 2000). Genellikle ticari olarak resveratrol igeren
haplarin eldesinde Polygonum cuspidatum’un kurutulmus kokleri kullanilmistir. Daha ¢ok
Cin, Hindistan ve Japonya’da resveratrol haplar1 c¢esitli firmalar tarafindan satilmaktadir

(alkan, 2006).

2.6.5. Resveratroliin Biyolojik Etkileri:

Sadece son birka¢ yilda resveratrol iizerinde yaymlanmig 200 makale vardir. Bu
makalelerin ¢ogunda resveratroliin antioksidan, kalp damar hastaliklari, kanserin ilerlemesi
iizerinde Onleyici etkileri incelenmistir. Resveratroliin etkilerinin tibbi yonden aragtirilmasi
Fransizlarin kolestrolii yiiksek gidalar almasina karsilik, kalp-damar hastaliklar1 ytlizdesinin

diisiik olmasin1 kirmizi sarap tliketimine baglanmistir. Buna “Fransiz paradoksu” adi

verilmektedir (Alkan, 2006).

Bundan sonraki ¢alismalar, kirmizi sarabin bilesiminde bulunan maddelerin incelenmesi
yoniinde olmustur. Mikroorganizmalara olan etkilerinin arastirilmasi konusunda yapilan
calismalara Botyrtis cinerae enfeksiyonlarini durdurmasi nedeniyle baslanmistir. Insanlarda
deri enfeksiyonlarinda etkili olan bakteri patojenleri iizerinde etkisi incelenmis
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ve Pseudomonas aeruginosa nin 171-342
pg/ml resveratrolle inhibe oldugu belirtilmistir. Trichophyton gibi bazi fungus tiirlerinin de
25-50 pg/ml resveratrolle inhibe oldugu belirtilmistir (Marion Man, 2002).Ayrica klinik
onemi olan Neisseria gnorrhoeae ve Neisseria meningitidis (Docherty, 2001) ile Helicobacter
pylori (Mahadi, 2000) gibi Dbakterilerin biiyiime ve gelisimlerini engelledigi de
belirtilmektedir ve ayrica Herpes simplex replikasyonunu (Docherty, 1999) da
engellemektedir. Cesitli caligmalar resveratroliin pthtilagmay1 engelledigini ortaya ¢ikarmistir.

Kalsiyum konsantrasyonunun hiicre iginde artmasi pihti birikiminde Onemli rol oynar.
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Resveratrol Ca girigini engelleyerek pihti birikimini de engeller. Lipid peroksidasyonunu
onler. Hiicre membranlarim1 koruyarak canli hiicrelerde oksidatif streslerin etkilerini azaltir

(Dobrydneva ve ark., 1999).

2.7. Stobadin:

ROS olusumunu 6nlemek veya etkilerini azaltmak amaciyla farkli mekanizmalara sahip
yapay antioksidan ajanlar gelistirilmektedir. Bunlarda biri de heterosiklik indol tiirevlerinden

pridoindol yapisindaki stobadindir (Stolc, 1983; Ayan, 2007).

Stobadinin tek elektron redoks potansiyeli bilesigin biyolojik sistemlerde etkili bir
antioksidan oldugunu diisiindiirmektedir (Satsko ve ark., 1990). Titrasyon altinda stobadin
dibazik bir asittir (Bezakova, 1993). Stobadin dipalmitat tuzu suda iyi ¢oziiniir ama kimyasal

olarak dihidroklorid tuzundan daha stabildir ve oral alim i¢in uygundur (Steenken,1992).

Bir elektron redoks potansiyeli olmasi sebebiyle biyolojik sistemlerde iyi bir
antioksidandir. Bu 6zelliginden dolay1, -SH gruplarinin oksidasyonu, aminoasit oksidasyonu
ve singlet oksijen olusumunu engelledigi gibihidroksil, peroksil, alkoksil radikallerini de etkin
bir sekilde notralize eder. Bununla birlikte siiperoksit radikaline karst anlamli diizeyde
koruyucu etkiye sahip degildir (Ayan, 2007). Harova ve arkadaslar1 (1994), stobadinin ROS
temizleyici etkisi oldugunu 6ne stirmiislerdir. Stobadin, kalp ve merkezi sinir sistemi lizerinde

koruyucu etkilere sahiptir (Ayan, 2007).

Veranda ve ark. (1998) farelerde yaptiklari ¢calismada stobadinin DNA’da tamir siirecini
hizlandirdig1 ve ayni1 zamanda hidroksil radikallerini (OH=) baglayarak gama 1s1mi1 kaynakli

kromozomal anomali gelisimini 6nledigi goriilmiistiir.

Karasu ve arkadaglar1 (2009) yaptig1 bir ¢alismada, stobadinin, gliko-oksidatif hasari
inhibe ettigini, albuminiiriyi, enzimiiriyi, lipid peroksidasyonu, matriks kollagen c¢apraz
baglanmasini, plazma kolesterol ve trigliserit diizeylerini, protein karbonilasyonunu ve
proteinlerle AGEs etkilesimini azalttigini, farkli dokularda protein tiyol, total tiyol, non-
protein tiyol gruplarinda iyilesmeye neden oldugunu ve hipergliseminin siddetini diyabetik

deney hayvanlarinda azalttigini; stobadin ile tedavi edilen diyabetik deney hayvanlarinda,
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kalpte kalsiyum birikiminin azaldigini, ortalama kan basincini diizenledigini, endotel hasarin
onledigini ve vaskiiler reaktivitedeki bozukluklari iyilestirdigini 6ne siirmektedir. Yine ayni
calismada stobadinin, kalp, aort, bobrek, beyin, karaciger, periferik sinirler, vas deferens ve
retinay1, diyabetin neden oldugu metabolik, fonksiyonel ve yapisal degisikliklere kars
korudugu diyabetik komplikasyonlarin Onlenmesi, geciktirilmesi ya da tedavi edilmesi

bakimindan stobadinin potansiyel terapotik bir ajan olabilecegi belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

3.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Gruplandirilmasi

Calismada Harran Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvarinda yetistirilen Oryctolagus

cuniculus (Yani Zelanda Tavsani) tiirii disi tavsanlar kullanildi.

Calismada sirastyla gen¢ kontrol grubu 1000+100g (n=3), yash kontrol grubu
25004150g (n=3), resveratrol grubu 2500+150g (n=5) ve stobadin grubu 2500+£150g (n=3)
olmak tizere disi tavsanlar kullanildi. Bunlar sirasiyla; 1.Grup; geng kontrol (etken madde
uygulanmayan 3 aylik gen¢ grup), 2. Grup; kontrol (etken madde uygulanmayan 2 yas
grubu), 3. Grup; kontrol + resveratrol (90 giin boyunca 48 saatte bir 25mg/ml/kg
resveratrol uygulanan yasl grup) ve 4. Grup; kontrol + stobadin (90 giin boyunca 48 saatte

bir 25mg/ml/kg stobadin uygulanan yash grup) olmak iizere diizenlendi.

Calisma oncesinde, 15 giin boyunca tavsanlarin yeni kafeslerine adapte olmalari
saglandi. Deneyde kullanilan tavsanlar taze marulla beslendi. Su ise adaptasyon siireci
boyunca deney hayvanlarinin (n=5+1) giinliik su tliketimleri temel alinarak giinlik 1000
ml olarak verildi. Havalandirma tertibati bulunan, sicakligi 24°C’de sabit tutulmaya

calisilan ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii saglanacak sekilde deney ortami olusturuldu.

3.2. Deneysel Uygulamalar

Gruplanmalar1  ve adaptasyon siireci tamamlanan tavsanlar, ebatlan

110x135x100cm olan kafeslere alindi.
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1. Grup; genc¢ kontrol grubu (n=3): Bu gruptaki tavsanlara herhangi bir madde
uygulamas1 yapilmadi. Gruplar arasinda olusabilecek farkliliklar1 kaldirmak amaciyla bu

gruba diger gruplarla esit miktarda yem ve su verildi.

2. Grup; yash kontrol grubu (n=3): 3 disi tavsandan olusan bu grup, deney
stiresince diger gruplarla ayn1 ortamda tutuldu. Gruplar arasinda olusabilecek farkliliklar

kaldirmak amactyla bu gruba diger gruplarla esit miktarda yem ve su verildi.

3. Grup; yash kontrol + resveratrol grubu (n=5): Bu gruptaki tavsanlara deney
stiresince 25 mg/ml/kg olacak sekilde DMSQO’da ¢o6ziilen resveratrol gavaj yardimai ile oral

yoldan verildi. Bu islem 90 giin boyunca 48 saatte bir tekrarlandi.

4. Grup; yash kontrol + stobadin grubu (n=3): Bu gruptaki tavsanlara deney
stiresince 25 mg/ml/kg olacak sekilde zeytinyaginda c¢oziilen stobadin gavaj yardim ile

oral yoldan verildi. Bu islem 90 giin boyunca 48 saatte bir tekrarlandi.

3.3. DNA Fragmentasyonu (Apoptozis) Analizi:

Apoptozis; Roche firmasima ait Apoptotic DNA Ladder Kit ile analiz edildi. izole

edilen genomik DNA fragmentleri yatay ve dikey jel elektroforezlerinde incelendi.

Orneklerin Hazirlanmasi:

¢ 40-50 mg beyin dokusu tartilip eppendorf tiiplere alindu.

e Tartilan dokular Tris EDTA Buffer Solution (TE)’da 1/20 oraninda seyreltildi.

e Doku Ornekleri IKA T10 Basic ULTRA-TURRAX bigakli homojenizatdrde
homojenize edildi.

e Homojenatlar 14000xg’de, +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi.

e Olusan pelet iizerindeki silipernatantlar atildiktan sonra peletler genomik DNA

analizi i¢in kullanildi.
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e Bir tiipe kitten 200 pl pozitif kontrol (marker) alindi.

e Her tiipe kitten 200 ul DNA’ya baglanma soliisyonu eklendi.

e Tiipler oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra drnekler pipet yardimu ile filtreli tiiplere aktarild.

e 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Toplama tiipiinde biriken s1v1 dokiildii.

e Tiplere 500 pl yikama soliisyonu eklendi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Toplama tiipiindeki s1v1 dokiildii. islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra tiipler
santrifiijden ¢ikartilmadan 13000 rpm’de 10 saniye daha santrifiij edildi.

e Filtreler yeni eppendorf tiiplere aktarildi.

e Her tiipe 70 °C sicak su banyosunda isitilmis eliisyon soliisyonundan 200 pl ilave
edildi.

e Tiipler 8000 rpm’de santrifiij edildi.

o Filtreli tiipler atildi. Analiz i¢in toplama tiiptinde biriken 6rnekler kullanildi.

% 1.2 Agaroz Jelin Hazirlanmasi:

e 1,8 gagarose tartild.

e 150 ml Tris-Acetate-EDTA (TAE) eklendi.

e Mikrodalga firinda 360 °C’de ¢ozdiirtildiikten sonra 10 pl ethidium bromide
eklendi. Jel soliisyonunun sicakligi 50-60 °C’ye geldiginde jel tankina dokiildii.

Tris/Borate/EDTA (TBE) Soliisyonunun Hazirlanmasi:

e 54 gTris,
e 27.5 g Borik asit,
e 29 g EDTA 1 litre distile suda ¢oziilerek SXTBE hazirlandi. Calismada 1XTBE

kullanilacagi i¢in 1/5 oraninda seyreltilerek kullanildi.
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Analiz:

e Eppendorf tiiplere her 6rnekten 20 pl alindi.

e Her tiipe 5 ul boya (5X) eklendi.

e Her yuvasina 10 pl 6rnek yiiklenerek yatay elektroforezde 1XTBE’de 150 V’de
yaklasik 40 dakika yiizdiiriilen jel KODAK Image Station 4000MM Pro cihazinda

goriintiilendi.

3.4. Nitrik Oksit Analizi

Assay Designs firmasma ait Nitric Oxide (NO*/NO*) Assay Kit kullanildi.

Okumalar; BMG Labtect FLUOStar Omega cihazinda yapildu.

Doku Homojenizasyonu:

14000xg’de +4°C’de 13 dk santrifiij edildi.

Standartlarin hazirlanmasi:

Cizelge 3.1: NO Standartlarmin hazirlanmasi

40-50 mg beyin dokusu tartilarak eppendorf tiiplere alindi.
Dokular Phosphat Buffered Saline (PBS)’de 1/20 oraninda seyreltildi.
IKA T10 Basic ULTRA-TURRAX bigakli homojenizatdrde homojenize edilerek

Stipernatantlar kullanilmak iizere eppendorf tiiplere aktarildi.

Standart No | Reaksiyon Soltsyonu (ul) | Nitrat standart (pl) | Konsantrasyon (uIM)
1 900 100 100

2 500 Standart 1'den 500 | 50

3 500 Standart 2'den 500 | 25

4 500 Standart 3'ten 500 | 12.5

5 500 Standart 4'ten 500 | 6.2

6 500 Standart 5'ten 500 | 3.125
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Calisma Soliisyonlarimin Hazirlanmasi:

NADH Hazirlanmasi:

e 450 ul NADH ayiraci

e 900 ul dH,0

Final Enzim Soliisyonu:

e 460 pl Nitrat Rediiktaz
e 690 pul Reaksiyon soliisyonu

Orneklerin Hazirlanmasa:

Cizelge 3.2: NO orneklerinin hazirlanmast.

Ornek/Standart | NADH (ul) | Final Enzym Solution (ul) | Griesl (ayirag) (ul) Griesll (ayira) ()
Ornek 25 25 50 50
Standart 1 25 25 50 50
Standart 2 25 25 50 50
Standart 3 25 25 50 50
Standart 4 25 25 50 50
Standart 5 25 25 50 50
Standart 6 25 25 50 50

Kit protokolii uygulanarak standartlar ve 6rnekler mikroplakaya yerlestirildi. BMG

FluoStar Omega cihazinda 550 nm’de okundu. Orneklerden elde edilen absorbans

degerleri standart kurveden olusan formiil yardimai ile hesaplandi.
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3.5. GSH Analizi:

Orneklerin hazirlanmasi esnasinda Assay Designs firmasina ait Toplam Glutatyon

Analiz Kiti kullanildi. Homojenizasyon i¢in MP Fast Prep 24 cihazi kullanildu.

3.5.1. Okside Glutatyon:

Metafosforik asit hazirlanmasi (%0.5):

e 5 g metafosforik asit 100 ml distile suda ¢oziildii.

Doku Homojenizasyonu:

e 50-60 mg beyin dokusu tartilarak eppendorf tiiplere alindu.

e Dokular hazirlanan metafosforik asit i¢erisinde 1/20 oraninda seyreltildi.
e MP Fast Prep 24 cihazinda 6m/s hizinda 1 dakika homojenize edildi.

e Dokular 14000 x g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatantlar alinarak yeni tiiplere aktarildu.

Standartlarin hazirlanmasi:

Cizelge 3.3: GSH standartlariin hazirlanmasi.

Standart No | Calisma Sollisyonu (pl) | GSSG  (ul) Konsantrasyon (uM)
4 50 50 100
3 50 Standart 4’ten 50 50
2 50 Standart 3’ten 50 25
1 50 Standart 2'den 50 12.5

Kit protokolii uygulanarak standartlar ve 6rnekler mikroplakaya yerlestirildi. BMG
FluoStar Omega cihazinda 410 nm’de 2’ser dakika ara ile 5 okuma yapildi.
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3.5.2. Toplam Glutatyon:

Metafosforik asit hazirlanmasi (%0.5):

5 g metafosforik asit 100 ml distile suda ¢oziildii.

Doku Homojenizasyonu:

e 50-60 mg beyin dokusu tartilarak eppendorf tiiplere alindu.

¢ Dokular hazirlanan metafosforik asit igerisinde 1/20 oraninda seyreltildi.

e MP Fast Prep 24 cihazinda 6m/s hizinda 1 dakika homojenize edildi.

e Dokular 14000 x g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

¢ Siipernatantlar alinarak yeni tiiplere aktarildi.

Standartlarin hazirlanmasi:

Cizelge 3.4: Toplam glutatyon standartlarinin hazirlanmasi.

Standart No | Calisma Sollsyonu (ul) | GSSG (ul) Konsantrasyon (uM)
4 50 50 100

3 50 Standart 4'ten 50 | 50

2 50 Standart 3'ten 50 | 25

1 50 Standart 2’'den 50 | 12.5

Kit protokolii uygulanarak standartlar ve ornekler mikroplateye yerlestirildi. BMG
Labtect FLUOStar Omega cihazinda 410 nm’de 2 da’ser dakika araliklarla ile 5 okuma

yapild.
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3.6. Protein Miktar Tayini

Doku Homojenizasyonu:

e 100-120 gr beyin dokusu tartilarak eppendorf tiiplere alindi.

e Dokular Protein Extraction igerisinde 1/10 oraninda seyreltildi.

e MP Fast Prep 24 cihazinda 6m/s hizinda 60 saniye homojenize edildi.
e Dokular 14000xg’de +4°C’de 8 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatantlar alinarak yeni tiiplere aktarildu.

Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi:

e Kitten 25 pl ayirag, calisma soliisyonu ile 5000 pl’ye tamamlandi.

Standartlarin Hazirlanmasi:

Cizelge 3.5: Protein miktar tayini standartlarinin hazirlanmasi.

Standart No | Solilisyon (ul) | Protein Standarti (ng/ul) | Konsantrasyon (uM)

1 190 0 0
2 190 200 50
3 190 400 100

Orneklerin Hazirlanmasa:

Cizelge 3.6: Protein miktar tayini 6rneklerinin hazirlanmasi

Ornekler (ul) PBS (ul)

10 990

Ornekler Invitrogen firmasina ait QBit cihazinda fluorimetrik olarak okundu.
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3.7. Protein Karbonil Analizi

Protein Karbonil analizi OxiSelect™ Protein Carbonyl ELISA Kit ile hazirlandu.

Standartlarin Hazirlanmasi:

1. Kitten 20 pl Okside BSA Standart, PBS ile 2000 pl’ye tamamlandi.
2. Kitten 20 ul Rediikte BSA Standart, PBS ile 2000 pl’ye tamamland.

Cizelge 3.7: Protein karbonil standartlarinin hazirlanmasi.

Standart No | Okside BSA (ul) | Redikte BCA (ul) | Protein Karbonil (nmol/mg)
1 400 0 7.5

2 320 80 6.0

3 240 160 45

4 160 240 3.0

5 80 320 1.5

6 40 360 0.75

7 20 380 0.375

8 0 400 0

Kit protokolii uygulanarak standartlar ve 6rnekler mikroplakaya yerlestirildi. BMG
Labtect FLUOStar Omega cihazinda kolorimetrik okuma yapildi.

3.8. Proteinlerin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile incelenmesi:

Dokularin Homojenizasyonu:

e 20-25 mg doku tartilarak eppendorf tiiplere alindi.
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¢ Protein ekstraksiyon soliisyonu i¢inde 1/20 oraninda seyreltildi.
e MP Fast Prep 24 cihazinda 6m/sn hizda 1 dakika homojenize edildi.
e Homojenize edilen dokular 10000 x g’de santrifiij edildi.

e Siipernatant peletten ayrildi. Analiz i¢in siipernatantlar kullanildi.

Analiz:
e Tiiplere 6rneklerden 30 pl alindi.
e Her tiipe Invitrogen firmasina ait NuPAGE LSD Sample Buffer (4X)
eklendi.
e SDS-PAGE’nin her yuvasina 10 pl 6rnek yiiklenerek (1X) Tris EDTA
soliisyonunda 85 V’de yaklasik 75 dakika yiizdiiriilen jel Coomassie Blue ile
boyandiktan sonra KODAK Image Station 4000MM Pro cihazinda goriintiilendi.

3.9. Proteinlerin Immiino Blot Analizi (Western Blot):

Immiino blot analizi i¢in Western Blot teknigi kullanildi.

Dokularin Homojenizasyonu:

e 20-25 mg doku tartilarak eppendorf tiiplere alindi.

Protein ekstraksiyon soliisyonu iginde 1/20 oraninda seyreltildi.

MP Fast Prep 24 cihazinda 6m/sn hizda 1 dakika homojenize edildi.

e Homojenize edilen dokular 10000 x g’de santrifiij edildi.

Siipernatant peletten ayrildi. Analiz i¢in siipernatantlar kullanildi.

Analiz:
e Tiiplere 6rneklerden 30 pl alindi.
e Her tiipe Invitrogen firmasma ait NuPAGE LSD Sample Buffer (4X)
eklendi.
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e SDS-PAGE’nin her yuvasmna 18 pl ornek yiklenerek 1X Tris EDTA
sollisyonunda 85 V’de yaklasik 75 dakika yiizdiiriildii.
e Protein transferi i¢in Invitrogen firmasma ait kuru blotlama (iBlot Dry

Blotting System) cihazi ve yine ayni1 firmaya ait kit kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular:

Calismada sirasiyla kontrol grubu 2500+150g (n=3), gen¢ kontrol grubu
1000£100g (n=3), resveratrol grubu 2500+150g (n=5) ve stobadin grubu 2500+150g
(n=3) olmak iizere disi tavsanlar kullanildi. Bunlar sirasiyla; 1.Grup; geng kontrol
(etken madde uygulanmayan 6 aylik gen¢ grup), 2. Grup; kontrol (etken madde
uygulanmayan yaklasik iki yasindaki grup), 3. Grup; kontrol + resveratrol (90 giin
boyunca 48 saatte bir 25mg/ml/kg resveratrol uygulanan yash grup) ve 4. Grup;
kontrol + stobadin (90 giin boyunca 48 saatte bir 25mg/ml/kg stobadin uygulanan

yash grup) olmak {izere diizenlendi.

Gruplarin beyin dokusunda bulunan indirgenmis glutatyon (GSH), nitrik oksit
(NO), protein miktari, protein karbonil (PCO) BMG Labtect FLUOStar Omega
cithazi1 yardimu ile 6l¢tliip kaydedildi.

Gruplarin beyin dokusunda apoptotic DNA Ladder kit ile apoptozise bakilip
agaroz jelde yiizdiiriilerek Kodak Image Station 4000MM Pro cihazi yardimi ile
goriintii elde edilmistir.

4.1.1. Klinik Sonuglar:
Higbir grupta yem ve su tiikketiminde anormal durumlar gézlenmedi.

4.1.2. GSH Analizi Sonuc¢lari:

Beyin dokusu GSH seviyeleri mikroplaka okuyucuda 550 nm dalga boyunda

okunarak absorbans degerleri kaydedildi.
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Cizelge 4.1: Beyin dokusu toplam glutatyon, GSSG ve GSH degerleri

Toplam Glutatyon Okside Glutatyon (GSSG) | GSH
ORNEKLER | ABSORBANS | pM | ABSORBANS | pM | pM
G-K1 14,31 74,78 3,55 15 |59,78
GK2 12 61,95 239 8,56 | 53,39
G-K3 15,86 83,39 4,59 20,78 | 62,61
YK 1 8,81 44,22 208 11,83 | 32,39
YK 2 11,25 57,78 3,92 17,06 | 40,72
Y-K 3 12,12 62,61 4,68 21,28 [41,33
Y/K-Res 1 11,87 61,22 3,78 16,28 | 44,94
Y/K-Res 2 18,25 96,67 2.45 145 |82.17
Y/K-Res 3 20,84 111,05 4,53 20,44 | 90,61
YIK-Res 4 12,02 62,06 32 13,06 | 49
Y/K-Res 5 12,08 62,39 3,76 16,17 | 46,22
Y/K-STB 1 14,06 76,39 6,16 295 |46,89
Y/K-STB 2 114 58,61 4,06 17,83 | 40,78
Y/K-STB 3 11,86 61,17 4,18 185 |42,67
GSH
20
18

v=01752x + 08478
R2=( 9847

Absorbans
=

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (pmol)

Sekil 4.1: GSH standartlarindan elde edilen degerler ve kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.2: Deney gruplarinin toplam glutatyon, GSSG ve GSH diizeyleri.
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Sekil 4.3: Deney Gruplarmin toplam glutatyon, GSSG ve GSH diizeyleri.

Gruplarin beyin GSH seviyelerindeki degisimler incelendiginde yasl kontrol

grubuna gore deney gruplarinda goriilen artis, istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
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4.1.3. Protein Karbonil (PCO) Analizi Sonuclar:

Beyin dokusu PCO seviyeleri mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda

okunarak absorbans degerleri kaydedildi.

Protein Karbonil (PCO)

0,3 +
0,25 +
0,2 +
0,15 + wslmsProtein Karbonil (PCO)

0,1 +

PCO nmol/mg doku

0,05 -

G-K Y-K Y/K+R Y/K+STB

Sekil 4.4: Deney gruplarinin protein karbonil (PCO) diizeyleri.

Gruplarin beyin PCO seviyelerindeki degisimler incelendiginde yash kontrol

grubuna gore deney gruplarinda goriilen azalig, istatistiki olarak anlamh

bulunmustur.

4.1.4. Nitrik Oksit Analizi Sonuglari:

Nitrik oksit (NO'); nitrik oksit sentaz (NOS) adli enzim ile arjininden endojen
olarak elde edilir. Diisiik konsantrasyonda, MSS’de biyolojik haberci molekiil gibi
davranir ve fizyolojik sartlarda sinaptik plastisite, hafiza olusumu, vazodilatasyon ile
serebral kan akimi ve ndroendokrin sekresyon gibi bir¢ok fonksiyonda rol oynar.
Noronal olarak tiretilen NO’un haflza olusumunda rol oynadigina dair bazi kanitlar
vardir. Ancak yiiksek konsantrasyonda NO, O, ile veya siiperoksit anyonu (O;") ile
reaksiyona girerek reaktif nitrojen-oksijen radikallerini (RNOS) olusturur

(Lieberman,2008).
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Seki 4.5: Deney Gruplarmim Nitrik Oksit Diizeyleri

Gruplarin beyin nitrik oksit seviyelerindeki degisimler incelendiginde yash

kontrol grubuna gore deney gruplarinda goriilen azalig, istatistiki olarak anlamli

bulunmustur.

4.1.5. DNA Fragmentasyonu (Apoptozis) Analizi Sonug¢lar::

Apoptozisin en onemli 6zglin yonii DNA’nin internukleozomal bolgelerden

yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak

sekilde par¢alanmasidir. Kiigiik molekiil yapisina sahip DNA bantlar1 agir olanlardan

daha hizli bir sekilde hareket ettiginden daha hizli bir sekilde ilerler. Bu durum

agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisiiniin ortaya ¢ikmasina neden olur.
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M GK1 GK2 GK3 YK1 Y¥YK2 YK3 YKR1YKRZ YKR2 YER4 YKRS YKS1 YKS2 ¥YKS Marker

Sekil:4.6: Beyin dokusu apoptozis goriintiileri (M: Marker, GK: Gen¢ Kontrol, YK: Yash
Kontrol, YKR: Yasli Kontrol+Resveratrol, YKS: Yasli Kontrol+Stobadin)

4.1.6 Proteinlerin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) ve immiinoblot Analizi (Western Blot) Sonugclari:

[k olarak Shapiro ve ark. Tarafindan 1967 yilinda kullanilmaya baslanan ve
glinlimiizde yaygin bir sekilde kullanilan SDS-PAGE, bir ortamdaki protein
molekiillerinin bantlarina ayrilmasi ve goriintiilenmesi i¢in kullanilmaktadir (Dilsiz,
2009). Bu uygulama ¢alismamizda dikey jel elektroforezinde yapilmis ve asagidaki

goriintii elde edilmistir.

YK-R1 YK-R 2
A___Jiak JUA d

Marker GK1 GK2

YK2

Sekil 4.7: Beyin dokusu SDS-PAGE goriintiisii

JRINen
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Jel elde edildikten sonra kuru blotlama sistemi kullanilarak jeldeki proteinler
polyvinylidene difluoride (PVDF) membranina aktarilarak apoptozis belirteci olan

kaspaz enzimi boyanmis ve asagidaki goriintii elde edilmistir.

Sekil 4.8: Western blot PVDF membran goriintiisii.

4.2. Tartisma

Oksidatif stres sonucu olusan beyin dokusunun yikimi ve fonksiyon yitimi,
yasam kalitesi ve siiresiyle baglantilidir. Yas ilerledik¢e veya organizma toksin
ve/veya serbest radikal iireten reaktiflere maruz kaldiklarinda, antioksidan savunma
elemanlar islevlerini yapamazlar. Sonugta yaslanmayla ilgili hastaliklar ve yaslanma
belirtileri ortaya ¢ikar (Le Bourg, 2001). Serbest radikaller, ateroskleroz, diabet,
kanser, katarakt ve romatoid artrit gibi yaslanma siirecinin kronik hastaliklarinin
baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli rol oynarlar (Pryor, 1982; Cross 1988).
Yaglanma siirecinde oksidan ve antioksidan sistem arasindaki denge daha cok
oksidan yoniline kaymaktadir. Bu nedenle serbest radikal baglantili hastaliklara ve
erken yaslanmaya kars1 koyabilmenin sirr1, organizmalarin yagam boyunca oksidatif
siireclerin bir sonucu olarak olusan molekiiler bozunmaya karsi koyabilme

yeteneklerine baglidir.

4.2.1. Beyin GSH:

Hiicre iginde bir tripeptit (glutamik asit, sistein, glisin) olarak sentezlenen

glutatyon, NADPH’1 kullanarak hiicrelere indirgeyici giic saglamaktadir. Hiicrede
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esas olarak indirgenmis formda (GSH) bulunur. Reaktif oksijen tiirlerinin kimyasal
veya metabolik olusumuna yol agan hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 kosullar oksidatif
stres olarak adlandirilir. Oksidatif stres ve antioksidan kapasite arasindaki denge
organ veya organ sistemlerinin oksidatif strese olan duyarliliklarini belirler. Endojen
ve cksojen stresten kaynaklanan serbest radikaller ateroskleroz, kanser,
norodejeneratif hastaliklar, ilag toksisitesi, ve viral enfeksiyon gibi belirli
hastaliklarin patojenitesinde belirgin bir rol oynamaktadir. GSH, antioksidan
vitaminler, antioksidan enzimler oksidatif hasara kars1 hiicreleri korumada énemli rol
oynamaktadir. GSH ve GSH onciilleri antioksidan kapasiteyi korumada tedavi

amach olarak kullanilmaktadir.

Gruplarin beyin GSH seviyelerindeki degisimler incelendiginde yasl kontrol

grubuna gore deney gruplarinda artig goriilmiistiir.

Yaslt insanlarin beyin, kalp ve karaciger dokularinda GSH diizeylerinde artis
oldugu saptanmistir. Diyafram kasi ve beyinde mtDNA’daki 8-OHdG’nin yasin
fonksiyonu olarak biriktigi saptanmistir. Mitokondriyel DNA da yaslanma ile olusan
8-OHdG’nin glutatyonun (GSH) oksidasyonu ile iliskili oldugu saptanmistir
(Pollardo ve ark., 199; Mecocci ve ark., 1993; Barga, 2002). Calismamiz yapilan bu
calismalar1 destekler niteliktedir. Yasl kontrol grubu ile karsilastirildiginda deney
gruplarinin  beyin GSH seviyelerinde goriilen artig istatistiki olarak anlamh

bulunmstur.

4.2.2. Beyin Nitrik Oksit (NO’):

Calismamizda beyin nitrik oksit diizeyleri incelendiginde, nitrik oksitin kontrol
grubunda deney gruplarina goére daha yiliksek seviyede olmasi istatistiki olarak

anlamli bulunmustur.
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4.2.3. Beyin Protein Karbonil (PCO):

Reaktif oksijen tiirlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin,
arjinin ve lizin gibi ¢cok sayida amino asit kalintisinda ve/veya peptid omurgasinda
meydana gelen oksidatif hasar sonucunda PCO f{iriinleri meydana gelir. PCO
diizeylerinin saptanmasinin oksidatif protein hasarini belirlemede duyarli bir yontem
oldugu bildirilmektedir (Reznick, 1994; Takenaka, 1991). Diger taraftan serbest
radikaller proteinlerideki tiol gruplarinin oksidasyonuna yol acgarak oksidatif protein

hasaria neden olur (Hu, 1994; Bourdon, 1999).

Cakatay ve ark. (2000), yasl, geng eriskin ve erigkin gruplari lizerinde plazma
proteinleriyle yaptig1 bir ¢alismada; yash grubun plazma PCO diizeylerinin Geng
eriskin ve eriskinlere gore anlamli derecede diisiik bulduklarini bildirmekte ve bu
durumu yaslanmayla plazma proteinlerinde ortaya ¢ikan oksidatif protein hasariyla

iligkili oldugunu ileri siirmektedirler.

Garcia-Arumi ve arkadaslariin (1998) lenfositlerle yaptig1 bir calismada ise
yasli bireylerin antioksidan savunma sistemlerinde zamanla bir azalma
gorlilmedigini, ancak buna karsilik PCO diizeylerindeki artisa bagl olarak oksidatif

protein hasarinda artis goriildiigii bildirilmistir.

Calismamiz bu ¢alismalar1 destekler niteliktedir. Calismamizin sonucuna gore
yash tavsan beyin PCO seviyeleri deney gruplarina gore daha yiiksektir. Kontrol
grubundaki bu artig istatistiki olarak anlamli bulunmus ve yaslanmayla beyin
proteinlerinde ortaya c¢ikan oksidatif protein hasariyla iliskili oldugunu

diisiinmekteyiz.
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4.2.4. Beyin Apoptozis:

Apoptozis organizmada hastaliklarin yan1 sira fizyolojik siirecte de yer alir
(Dilsiz, 2009). Yaptigimiz analiz sonucu da bunu dogrulamaktadir. Heniiz ¢ok ileri

seviyede yaslanma gergeklesmedigi icin apoptozisin son agsamalar1 goriilmemektedir.

4.2.5. immiinoblot Analizi (Western Blot):

Yapilan calisma sonucunda elde protein jel goriintiilerinde ve western blot
calismasi sonucu apoptozise neden olan caspaz enzim aktivitesinin varlig1 gruplar
arasinda farklilik gostermemektedir. Bunun nedeninin ise yaslanma olgusunun heniiz
cok ileri seviyede olmamasindan ve apoptozisin fizyolojik silire¢ igerisinde tiim

gruplarda devam ediyor olabilecegi diisiincesini dogurmaktadir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Yaglanmanin temel prensipleri ve Ozelliklerini agiklamaya c¢alisan biyolojik
mekanizmalar genellikle teori seviyesindedir ve hi¢ biri yaglanmay1 agiklamak i¢in tek basina

yeterli degildir.

Yaglanmayla ilgili ©ne siiriilen teorilerden biri de serbest radikal teorisidir.
Arastirmacilar, canlinin yasami boyunca etkilendigi ROS’un oksidatif hasara neden
olabilecegini ileri siirmektedir. Kiimiilatif ve potansiyel olarak artan miktardaki hasar,

yaslanmadaki fonksiyonel ve patolojik bozukluklara yol acar.

Serbest radikallerin DNA, lipid, karbohidrat ve proteinlerde hasara yol actigi, fakat
oksidatif strese bagli olarak olusan in vivo DNA ve protein hasarinin lipit hasarindan daha
onemli oldugu bazi arastirmacilar tarafindan ileri siiriilmektedir. Aralarinda resveratrol ve
stobadinin de bulundugu antioksidanlar, serbest radikalleri etkisizlestirerek ya da ortamdan

uzaklastirarak, bu zararl etkilerine kars1 gelmektedir.

Bitkilerden elde edilen antioksidanlar son yillarda yogun bilimsel arastirmalara konu
olan ve buna paralel olarak da giderek artan bir kullanim potansiyeline sahip dogal
bilesiklerin basinda gelmektedir. Resveratrol 6zellikle {iziim bitkisinde c¢esitli dis etkenlere
(UV, enfeksiyon, zedelenme) karsi sentezlenen bir fitoaleksindir. Stobadin ise resveratroliin

aksine heterosiklik indol tiirevlerinden prodoindol yapisinda yapay bir antioksidandir.
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Calismamizda resveratrol ve stobadin maddelerinin yagh tavsan beyin hasarina etkisi
incelendi. Yash tavsanlara gavaj yardimi ile 25 mg/ml/kg olarak verilen resveratrol ve
stobadin maddeleri ile onlarin antioksidan savunma sistemleri gii¢lendirilmeye calisildi.
Deney bitiminde deney gruplarinin beyin dokularinda rediikte glutatyon (GSH), nitrik oksit
(NO), protein karbonil diizeyleri incelendi. Ayn1 zamanda yine beyin dokusunda apoptozis ve

immiinoblot analizi yapildi.

Yapilan analizler sonunda yasl kontrol grubunda GSH diizeylerinin geng¢ kontrol, yash
kontrol+resveratrol, yash kontrol+stobadin gruplarma gore diisiik olmasi istatistiki olarak
anlamli bulundu. Yasl kontrol+resveratrol grubunda GSH diizeyinin geng¢ kontrol grubuna
gore yiikksek olmasi, resveratrolin GSH sentez mekanizmasinda hizlandirict rol

oynayabilecegi diisiincesini dogurmaktadir.

Gruplarin PCO seviyelerindeki degisimler incelendiginde yaslh kontrol grubunda PCO
diizeylerinin gen¢ kontrol, yash kontrol+resveratrol, yasl kontrol+stobadin gruplarina gore
yliksek olmasi istatistiki olarak anlamli bulundu. Protein oksidasyonunun protein karbonil
(PCO) gibi markerlarinin yagl kontrol grubunda in vivo protein oksidasyonunun derecesini
gostermektedir. Caligmamizin sonuglarit Garcia-Arumi (1998) ile Cakatay ve arkadaslarinin

(2000) yaptig1 calisma sonugclari ile benzerlik gostermektedir.

Gruplarin nitrik oksit seviyelerindeki degisimler incelendiginde yash kontrol grubunda
nitrik oksit seviyelerinin gen¢ kontrol, yasli kontrol+resveratrol, yashi kontrol+stobadin
gruplarina gore yiiksek olmasi istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Nitrik oksit diizeyinin
belirli bir orana kadar sinyal goérevi yaptigi bulgusu c¢alismamizin sonuglar1 ile de

desteklenmektedir.

Apoptozis organizmada hastaliklarin yani sira fizyolojik siirecte de yer alir (Dilsiz, 2009).
Yaptigimiz analiz sonucu da bunu dogrulamaktadir. Heniiz ¢ok ileri seviyede yaslanma

gerceklesmedigi i¢in apoptozisin son asamalari goriilmemektedir.
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Yapilan ¢alisma sonucunda elde protein jel goriintiilerinde ve western blot ¢alismasi
sonucu apoptozise neden olan caspaz enzim aktivitesinin varlig1 gruplar arasinda farklilik
gostermemektedir. Bunun nedeninin ise yaslanma olgusunun heniiz c¢ok ileri seviyede
olmamas1 ve apoptozisin fizyolojik siire¢ icerisinde tlim gruplarda devam ediyor olabilecegi

diisiincesini dogurmaktadir.

5.2. Oneriler

Bu caligsmada siyah iiziimden elde edilen resveratrol maddesi ile kimyasal yolla elde

edilen stobadin molekiillerinin yaslanma mekanizmasi tizerindeki rollerini arastirdik.

Resveratrol ve stobadinin tavsan beyin dokusu orneklerinde yasliligin gostergesi olan
oksidatif stresi belli oranda yavaslattigini, protein ve DNA oksidasyon iirlinlerinin

incelenmesi sonucu elde edilen sonuglardan anlamaktayiz.

Sonu¢ olarak; dogal olarak sentezlenen resveratrol bakimindan zengin olan siyah

iizlimiin bu konuda 6nem arz ettigi goriilmektedir.

[leride bu maddelerin daha farkli dozlarda, beyin dokusunun farkl1 blgelerinde ve daha

uzun siireli deneysel ¢alismalarda analize tabi tutulacaktir.

Ulkemizin baglik alanlarmin fazla ve zengin olmasi nedeni ile iiziim gesitlerine yonelik
resveratrol miktarlar1 incelenebilir. Resveratrolii bol olan iiziimden veya diger iiriinlerden
ticari olarak ila¢ yapilabilir. Ayrica pekmez iiretimi sirasinda atik olarak ayrilan resveratrol

miktar1 yoniinden zengin olan iiziim kabuklar1 bu yonde degerlendirilebilir.
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OZET

Organizma hayatsal faaliyetleri sirasinda serbest radikaller olarak adlandirilan oldukca
reaktif atom veya molekiiller iiretir. Serbest radikallerin yapisinda ¢ogunlukla oksijen yer
almaktadir. Hiicrelerimiz aerobik solunumla enerji iiretirken oksijene gerek duydugu icin
serbest radikal olusumu kag¢milmaz bir sonugtur. Bu duruma organizma antioksidan olarak

adlandirilan molekiillerle cevap verir.

Organizmada serbest radikal olusum hiz1 ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir
denge s6z konusudur. Bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Normalde organizma,
olusan serbest radikallerin iistesinden gelebilir ancak antioksidanlar her zaman yeterli
miktarda alinamamakta ya da etkin kullanilabilecek durumda olmamaktadir. Veya serbest
radikal olusumu antioksidan savunma giiclinii agsmaktadir. Bu durumda oksidatif denge
serbest radikaller lehine bozulur ve hiicrede bulunan protein, lipit, niikleik asitler ve
karbonhidratlar zarar goriir. Bu makromolekiillerin hasar goérmesi hiicrede, dolayisiyla

organizmada bazi hastaliklara ya da aksakliklara yol agar. Yaslanma da bunlardan biridir.

Yaglanma, tiim organizmalarda durmadan devam eden biyolojik bir siiregtir. Biyolojik
yaslanmanin tanimi konusunda heniiz bir fikir birligi yoktur. Ancak genellikle olgunluk
sonrast olarak anlagilan biyolojik yaslanma, azalmis homeostasis ve artmis hassasiyet
anlamina gelir ve olgunlagsmadan 6liime kadar devam eden tiim siirede hiicresel diizeydeki

bliylime kapasitesi ile ifade edilir.

Yaglanmanin mekanizmasini agiklamaya calisan bir¢ok teori vardir ve bunlarin hi¢ biri

tek basina yeterli degildir.

Calismamizda yaslanma ile ilgili teorilerden serbest radikal teorisi iizerinde durduk ve
serbest radikallerin yagh tavsan beyninde proteinlerde meydana getirdigi degisiklikleri ve bir
fitoaleksin olan resveratrol antioksidaninin ve heterosiklik indol tiirevlerinden, yapay bir

antioksidan olan stobadinin etlilerini inceledik.
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Calismamizda Harran Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji laboratuarinda
yetistirilen ve ortalama agirliklar1 2.5 kg olan Oryctolagus cuniculus (Yeni Zelanda Tavsani)
tiirii disi tavsanlar kullanildi. Caligma 6ncesinde 15 gilin boyunca deney hayvanlarinin yeni
kafeslerine adapte olmalar1 saglandi. Bu sliregte ve ¢alisma esnasinda tavsanlar taze marulla
beslendi ve giinliik su tiiketimi dikkate alinarak giinliik 1000 ml su verildi. Havalandirma
tertibat1 bulunan, sicakhigi 24°C’de sabit tutulmaya caligilan ve 12 saat aydinlik/karanlik

dongiisii saglanacak sekilde deney ortami olusturuldu.

Adaptasyon asamasi biten tavsanlar gruplara ayrildi: 1. Grup; gen¢ kontrol grubu
(n=3): Bu gruptaki tavsanlara herhangi bir uygulama yapilmadi. Gruplar arasinda
olusabilecek farkliliklar1 kaldirmak amaciyla bu gruba diger gruplarla esit miktarda yem ve su
verildi. 2. Grup; kontrol grubu (n=3): 3 disi tavsandan olusan bu grup, deney siiresince diger
gruplarla ayn1 ortamda tutuldu. Gruplar arasinda olusabilecek farkliliklar1 kaldirmak amaciyla
bu gruba diger gruplarla esit miktarda yem ve su verildi. 3.Grup; kontrol + resveratrol grubu
(n=5): Bu gruptaki tavsanlara deney siiresince 25mg/ml/kg resveratrol gavaj yardimi ile oral
yoldan verildi. Resveratrol DMSO’da ¢oziildii. Bu islem 48 saatte bir tekrarlandi. 4.Grup;
kontrol + stobadin grubu (n=3): bu gruptaki tavsanlara deney siiresince 25mg/ml/kg stobadin
gavaj yardimi ile oral yoldan verildi. Stobadin zeytinyaginda ¢oziildii. Bu islem 48 saatte bir

tekrarlandi.

Deney bitiminde hayvanlar CO, ile anestezi edilerek diseksiyona alindi. Kafatasi
acilarak beyin dokusu alindi. Beyin dokusunda resveratrol ve stobadin maddelerinin verildigi
deney gruplariyla, gen¢ kontrol ve yash kontrol gruplari arasindaki nitrik oksit, protein
karbonil ve GSH diizeylerinin karsilagtirilarak incelenmesi ve yine beyin dokusunda

apoptozise bakildi.

Rediikte glutatyon (GSH) diizeyi yashi kontrol grubunun beyin dokusunda 38.14
pmol/mg olciiliirken gen¢ kontrol grubunda 58.59 pmol/mg, yash kontrol+resveratrol

grubunda 62.58 pmol/mg ve yash kontrol+stobadin grubunda ise 43.44 pmol/mg olarak
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olgiildii. Yash kontrol grubunun GSH seviyesinin deney gruplarinin GSH seviyelerinden

diisiik olmas istatistiki olarak anlamlidir.

Protein karbonil (PCO) diizeyi yasli kontrol grubunun beyin dokusunda 0.31 pmol/mg
Olciiliirken, gen¢ kontrol grubunda 0.22 pmol/mg, yash kontrol+resveratrol grubunda 0.24
pmol/mg ve yaslt kontrol+stobadin grubunda ise 0.21 pmol/mg olarak 6lg¢iildii. Yash kontrol
grubunun PCO seviyesinin deney gruplarinin PCO seviyelerinden yiiksek olmasi istatistiki

olarak anlamlidir

Nitrik oksit diizeyi yash kontrol grubunun beyin dokusunda 94.83 pmol/mg 6lgiiliirken,
geng kontrol grubunda 57,61 pmol/mg, yaslt kontrol+resveratrol grubunda 80.92 pmol/mg ve
yash kontrol+stobadin grubunda ise 59.72 pmol/mg olarak 6l¢iildii. Yash kontrol grubunun
nitrik oksit seviyesinin deney gruplarinin nitrik oksit seviyelerinden yiiksek olmasi istatistiki

olarak anlamlidir.

Yapilan apoptozis analizi sonucunda tiim gruplarda bantlasma goriilmiistiir. Bu durum
fizyolojik bir siire¢ olan apoptozis olgusunun tiim gruplarda hala devam ettigi ve yaslanmanin

heniiz ¢ok ileri safhalarda olmadigini diisiindiirmektedir.

Immiinoblot analizi sonucunda ise kaspaz3 aktvitesi tiim gruplarda goriilmiis olup

apoptozis sonuclarini destekler niteliktedir.
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SUMMARY

In this study, the effect of resveratrol and stobadine was investigated in old female rabbits brain
damage. Rabbits split into four groups. Groups which include young control, old control, old control +
resveratrol and old control + stobadine. Young control, old control and old control + stobadine groups which
include 3 rabbits; old control + resveratrol group which include 5 rabbits. In this study on old rabbit brain
tissues, it has been measured that levels of reducted glutathione (GSH), nitric oxide (NO), protein carbonyl
(PCO) and amount of protein. Moreover apoptosis was examined in brain tissue. According to the results, it has
been determined that amount of increase in GSH on young control, old kontrol+resveratrol and old
control+stobadine were statistically significant as compared to the old control group. It has also been determined
that amount of decrase in NO on young control, old control+resveratrol and old control+stobadine were
statistically significant as compared to the old control group. It has also been determined that amount of decrase
in PCO on young control, old control+resveratrol and old control+stobadine were statisticaly significant as
compared to the old control group.





