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OZET
RATLARDA HIPOKAMPUS VE SUBVENTRIKULER ZONDA HUCRESEL
SENESENS UZERINE KURKUMININ ETKISI
Dr. Saadet KOC OKUDUR . .
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal, Izmir
DEUTF I¢ Hastaliklar1 A.D, 35340 Inciralti/Izmir, saadetkoc7 @hotmail.com

Diinya niifusunun hizla yaslanmasi ve norodejeneratif hastaliklarin sikliginin artmasi
arastiricilart senesens lizerine yogunlastirmistir. Hiicresel senesens yaslanan hiicrelerde
meydana gelen biyolojik ve genetik degisikliklerin biitiiniinii ifade eder. Insanoglu
yiizyillardir Sliimsiizliikk arayisi i¢inde olmus, yaslanmayr ve oliimii geciktirme gayretiyle
arastirmalar yapmistir. Son yillarda bu konudaki arastirmalardan bir kismi1 kurkumin (CUR)
tizerine yogunlasmistir. CUR giiclii antioksidan ve noroprotektif oOzellikleri olan bir
molekiildiir. Caligmamiz, CUR tedavisinin hipokampal ve subventrikiiler zondaki hiicrelerin
senesense gidisi tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla planlanmistir.

Calismaya alian 48 adet Wistar tiirli erkek sican ii¢ gruba ayrildi. Gruplar 6 ve 12
aylik sigan igeren iki alt gruba ayrildi. Grup 1’e 300 mg/kg CUR, Grup 2’ye ¢oziicii madde,
Grup 3’e serum fizyolojik intraperitoneal olarak giinde tek doz 6 hafta uygulandi. Deney sonu
ratlar eter anestezisi altinda sakrifiye edilerek kan ornekleri alindi, beyin dokular1 tam olarak
cikarildi. Her ratin beyin dokusu immunhistokimyasal boyamalarla 151k mikroskop altinda
degerlendirildi. Alinan kan ve beyin drneklerinde superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz
enzim aktivitesi ile malondialdehit (MDA) seviyesi analiz edildi.

CUR verilen gruplarda (Grup 1A-B) hipokampal néron yogunlugunda ve
subventrikiiler zonda (SVZ) noral kok hiicrelerde (NKH) anlamli artig gosterdigi (p<0,05) ve
beyin MDA seviyelerinin anlamli sekilde diisiis gosterdigi (p<0,05) ortaya kondu. CUR
verilen 12 aylik deneklerde (Grup 1B) ayni yastaki diger gruplara (Grup 2B-3B) gore SVZ’de
senesens hiicrelerinde anlamli azalma oldugu saptandi (p<0,05).

Sonug olarak CUR tedavisinin yaghlik siirecinde beyin MDA seviyelerini azaltarak
hipokampal noronlarin senesense gidisini yavaslatma ve SVZ’de NKH senesensini
yavaglatarak NKH sayisint artirma konusunda etkili olabilicegi gosterilmistir. Bu veriler
1s181inda CUR, ilerleyen yasla ortaya ¢ikan kognitif yaglanma ve iliskili olarak nérodejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesi i¢in umut verici bir yaklasim olabilir.

Anahtar Sozciikler: hipokampus, hiicresel senesens, hiicresel yaslanma, kurkumin,

noral kok hiicre, subventrikiiler zon
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SUMMARY
THE EFFECT OF CURCUMIN ON CELLULAR SENESCENCE IN RATS’
HIPPOCAMPUS AND SUBVENTRICULAR ZONE

Saadet KOC OKUDUR M.D.
Dokuz Eylul University School of Medicine, Department of Internal Medicine, 35340
Inciralti/Izmir, saadetkoc7 @hotmail.com

Since the aging of the world population increased incidence of neurodegenerative
diseases and dementia, researchers focused on this issue. Cellular senescence means the
whole biological and genetic changes occurring in aging cells. For centuries mankind has
been in search of immortality and has carried out researches effort to delay aging and death.
Recently, investigations have been focused on curcumin (CUR) that has strong antioxidant
and neuroprotective properties. This study was designed to investigate the effect of CUR
treatment on cellular senescence of the cells in hippocampus and subventricular zone.

In the study forty-eight male Wistar rats were divided into three groups. Each group
were divided into two subgroups consisting of 6 and 12 months old rats. Rats in groups 1, 2
and 3 were administered 300 mg/kg CUR, vehicle and saline respectively intraperitoneally
once daily for 6 weeks. At the end of the study the rats were sacrificed under ether anesthesia,
blood samples were taken and the whole brain were removed. The brain samples were
evaluated histologically with immunohistochemical staining by light microscopy. Superoxide
dismutase, glutathione peroxidase activity and malondialdehyde (MDA) levels from the
blood and brain samples were analyzed.

In CUR-treated groups (Group 1A-B) hippocampal neuronal density and neural
stem cells (NSC) in subventricular zone (SVZ) increased significantly (p <0.05)
and MDA levels in brain had a statistically significant decrease (p<0.05). In the 12-month
CUR subjects’ group (Group 1B) compared with other groups in the same age (Group 2B-
3B), the senescent cells in SVZ reduced significantly (p<0.05).

As a result, during the aging process CUR treatment might slow down the
hippocampal neuronal senescence and might be effective of increasing the number of NSC by
slowing down NCS’ senescence in SVZ by reducing brain MDA levels. Based on these data,
CUR might be a promising agent for preventing cognitive aging and associated
neurodegenerative diseases that emerging with advanced age.

Keywords: hippocampus, cellular senescence, cellular aging, curcumin, neural stem

cell, subventricular zone
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GIRIS VE AMAC

Yaslilik, insan yasaminin geri doniisiimsiiz bir siireci olarak kabul edilmektedir. Insan
Omriinii uzatmayr hedef almis c¢alismalar ve ileri siiriilen teoriler, yaslanmanin sadece
biyolojik bir siire¢ degil, psikolojik, kiiltiirel, ¢evresel ve ekonomik etmenlerin birlikte
hazirladig1 bir sonu¢ oldugunu ortaya koymaktadir (1, 2).Yaslanma genel olarak spesifik bir
disfonksiyon olmaksizin bir zaman periyodu olarak tanimlanirken, senesens ise ilerleyen yagla
birlikte gegmiste elde edilen yeteneklerin kaybi olarak tanimlanmaktadir (3). Senesensteki
yasa bagl degisikliklerden 6zellikle beyin etkilenmektedir (4).

Yirminci yiizyilda, bilim ve teknoloji alanindaki gelismelere paralel olarak diinya
niifusundaki artis hizlanmig, 1900 yilinda 1,6 milyar olan diinya niifusu, 1950’de 2,5 milyara
ulagmistir. Birlesmis Milletler’in istatistiklerine gore 2050 yilinda Tiirkiye niifusu yaklasik
100 milyon olacaktir (5, 6). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) diinya niifus verileri yasl niifusun
son ylizyillda tim iilkelerde artmis oldugunu, Oniimiizdeki yillarda dogurganlik hizinin
azalacagini, dogumda beklenen yasam siiresinin 80 yila ¢ikacagini, niifus projeksiyonlarina
gore yasli niifus oraninin daha belirgin bir artig gosterecegini bildirmektedir (1, 5).

Yasam siiresinin uzamasi ile geriatrik olgulardaki 6liim sebepleri arasinda on siralarda
yer alan norodejeneratif hastaliklar ve demans insidans1 artmistir. Yapilan ¢calismalar kognitif
bozukluklarin mortalite ve morbiditeyi arttirmakla kalmayip ekonomik olarak da hem aileye
hem de devlet biit¢cesine agir bir yiik getirdigini géstermistir (7).

Demanstaki problemin ilerleyen yas ile beyindeki noéron hasar1 oldugu gergegi dikkate
alindiginda bu ndronal hasarin yavaglatilmasi ile hastalik progresyonunun azaltilabilmesi
diisiincesi biitiin diinya bilim adamlarinda oldugu gibi bizi de bu konuda yeni arayislara
yoneltmistir. Aragtirmamiz ilerleyen yas ile beyinde meydana gelen degisimlerin yol agtigi
kognitif gerilemeyle karakterize durumlarin Onlenmesine yonelik yeni bir yaklasim
gelistirmek diisiincesiyle planlanmistir. Calismamizin literatiirde kurkuminin normal yaslilik
siiresince beyin hiicrelerinde senesense giden hiicreler ile subventrikiiler zon noéral kok
hiicrelerinin senesense gidisi tizerindeki etkinligini degerlendiren ilk ¢alismalardan biri olmasi

da ayrica 6zellik arzetmektedir



GENEL BIiLGILER

2.1. HIPOKAMPUSUN YAPISI

2.1.1. Hipokampus Anatomisi

Hipokampusun beyindeki yerlesimi temporal lobun derinlerinde (Resim 1), lateral
ventrikiil ile bazal ganglionun komsulugundadir. Hipokampus koronal kesitlerinde denizatina
benzemesi nedeni ile, 1500’1l yillarin sonuna dogru anatomist Arantius tarafindan Latincede
bu anlama gelen ‘Hippocampus’ (hippos=at, kampos =deniz canavari) olarak adlandirilmstir.
Bundan iki yiizyill sonra Misirli anatomistler tarafindan ‘Ammon’s horn’ ya da ‘Cornu

Ammonis’ olarak tekrar isimlendirme yapilmistir (8) (Resim 1).

Resim 1: Hipokampus (9, 10) ve isimlendirmede esinlenilen denizati ve Ammon

2.1.2. insan Hipokampusunun Histolojik Ozellikleri

Hipokampus; prefrontal korteks, septum amigdala, hipotalamusun paraventrikiiler
cekirdegi, gyrus cinguli gibi yapilarla limbik halkay1 olusturur. Histolojik olarak hipokampus
tic bollime ayrilmaktadir ve bu {i¢ bolimiin tamamina hipokampal formasyon adi
verilmektedir. {lk bdliim cornu ammonis - esas hipokampus (hippocampus proper) diger
bolimler ise gyrus dentatus ve subikulumdur. Cornu ammonis (CA) ve gyrus dentatus
fonksiyonel bakimdan en 6nemli bolgeleridir. Cornu ammonis igerdigi hiicre farkliliklarindan
dolay1 CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak iizere dort alt bolgeye ayrilir. Bu adlandirma ilk defa
1934 yilinda Lorente de No tarafindan yapilmistir (11). Bu alanlardan subikuluma en yakin
olanm1 CA1, gyrus dentatus’a en yakin olanmi ise CA3’tiir. Gyrus dentatus’un bir parcasi veya
hilusu olarak adlandirilan CA4 alan1 ise, CA3 alani ile gyrus dentatus arasinda bulunmaktadir.

Fakat bu alan, igerdigi hiicre yapist ve baglanti lifleri agisindan CA3’ten farkli olmadigi i¢in



modern siniflamadan ¢ikarilmistir (12, 13). CA3 alaninda bulunan hiicrelerin en Onemli
ozelligi, gyrus dentatus’un graniiler hiicrelerinden gelen mossy liflerini almasidir. Buradaki
piramidal hiicrelerin boyutu diger alanlardaki hiicrelere gore daha fazladir. Piramidal
hiicrelerin en yogun oldugu alan ise CA2 alanidir ve bu alanda mossy liflerinin kayboldugu
goriiliir. Supramamillar bolge ve hipotalamustan CA2 alanina yogun lifler gelir (13, 14).
Hipokampusun en karmagik bolgesi CA1 alanidir. Biiyiikliikleri birbirinden farkli piramidal
hiicrelerin bulundugu bu alandaki néronlarin %10’unu internéronlar olusturur. Hipokampusta
piramidal hiicreler tim cornu ammonis boyunca yayilmisken, graniiler hiicreler daha cok
gyrus dentatus’ta lokalize olmustur (15).

Insan hipokampusu, primat hipokampusu ve sican hipokampusu noéronal organizasyon
ve fonksiyonlar1 agisindan benzerlik gosterselerde morfolojik olarak aralarinda bazi
farkliliklar bulunmaktadir. Insan ve primat hipokampal formasyonlar1 serebral korteksin
baskisiyla temporal lob i¢ine gomiilii, lineer ve transvers bir pozisyona sahipken, siganlardaki
hipokampal formasyon orta hatta yakin cekirdeklerden baglayip talamusun iizerinden
temporal loba kadar uzanmakta ve C seklinde vertikal bir durus sergilemektedir (16).

2.1.3. Sican Hipokampusunun Histolojik Ozellikleri

Sican hipokampusunda esas olarak graniil ve piramidal hiicreler bulunur (17).
Sicanlarda, hipokampal piramidal hiicrelerin ¢ogu prenatal donemde ortaya ¢ikar ve postnatal
birinci ayda hipokampus tam anlamiyla fonksiyonel haldedir (18, 19). Siganlar da dahil olmak
tizere memeli hipokampusunun subiculum, gyrus dentatus ve entorinal korteks'den meydana
geldigi tanimlanmistir (20-22). Sicanlarda da hipokampus CA1l, CA2, CA3 ve GD olmak
tizere dort ayr1 bolgeye ayrilmistir (23) (Resim 2).

Resim 2: Sican hipokampusunun 151k mikroskobik goriintiisii (Cresil violet x4 biiyiitme), CA:
Cornu Ammonis, GD: Gyrus Dentatus (Arastirma deneklerinden alinan beyin dokusu

goriintiisiidiir.)



2.1.4. Noroplastisite ve Norogenez

Hipokampusun fonksiyonlarina ge¢gmeden once kisaca bu fonksiyonlarda oldukca
etkili olan noroplastisite teriminden séz etmek uygun olacaktir. insanda néronlarin biiyiik
cogunlugu prenatal yagsamda ikinci trimesterin sonunda olusur. Noronal migrasyon gebeligin
ilk haftalarinda baslar ve dogum sirasinda biiyiik dlgiide tamamlanir. Insan beyninin gelisimi
dogum oncesi donem ile ilk alti yas dolayinda olduk¢a hizlidir. ilerleyen yaslarda sinaps
sayisinda azalma gozlenir. Ancak Onceki bilgilerin tersine giinlimiizde noronlarin kendini
yenileme veya onarma yetenegi ile yeni noronlarin olusmasi olarak tanimlanabilecek
norogenezisin erigkin donemde de devam ettigi bilinmektedir. Norogenezle iliskili 6nemli
beyin bolgeleri hipokampus ve bulbus olfactorius’dur (24, 25).

Merkezi sinir sistemi gerek i¢ ¢cevreden gerekse dis ¢evreden gelen uyaranlara yanit
verme ve uyum saglayabilme yetenegine sahiptir. Noroplastisite, i¢ ve dis uyaranlara bagl
olarak noéronlarin ve olusturduklari sinapslarin  yapisal Ozellikleri ve islevlerindeki
degisiklikler olarak tanimlanabilir. Noroplastisite ile gerceklesen degisikliklere 6rnek olarak;
dendritlerde dallanmanin azalmasi veya artmasi, dendritlerde kirilma, dendrit boylarinda
uzama, yeni sinaps olusumu veya mevcut sinapslarin ortadan kalkmasi, sinapslarin
etkinliginin degismesi, ndrogenezis, norotrofik faktorlerin etkinliginde degismeler sayilabilir
(26).

Hipokampus ndroplastisite acisindan en Onemli beyin bolgesidir. Kortikal ve
subkortikal bolgelere giden ve bu bolgelerden gelen yolaklar olduk¢a yogundur.
Hipokampusun limbik sistemin amigdala basta olmak iizere duygudurum diizenlenmesinde
rol oynayan diger bolgeleri ile siki bir iletisim halinde olmasi1 da noéroplastisite yoniinden ¢cok
onemlidir (26).

2.1.5. Hipokampus Fonksiyonlari

Hipokampus 6zellikle 6grenme ve bellek ile iliskili fizyolojik olaylarin olusmasinda
onemli bir role sahiptir. Hipokampusun amigdala, orbitofrontal korteks ve ©On singulat
korteksle beraber olusturdugu sistem bilgi isleme siirecinde ve emosyonel bellek ile deklaratif
bellek olusumunda rol oynar.

Septumdan koken alarak hipokampusa projeksiyon yapan kolinerjik noronlarin
olusturdugu ‘septohipokampal yolak’ o6grenme ve kisa siireli bellek islevlerinin
diizenlenmesi ve yiiriitiilmesi ile iliskilidir. Ogrenmede ve bellekte etkin olan ndronal islev

‘Uzun Doénemli Potansiyalizasyon’dur (LTP-Long Term Potentialization). Hipokampus ayni



zamanda neokortekste kisa siireli bellegi uzun siireli bellege doniistiirmede dnemli rol oynar.
Bu siirecte hipokampus uzun siireli bellek i¢in gerekli olan ilk girdilerin saglanmasi, ardindan
bunlarin uzun siireli bellege dontlisebilmesi, uzun siireli bellegin siirdiirebilmesi icin gerekli
olan sinaptik baglantilarin olusturulmas1 ve giiglendirilmesi gibi kritik bir gdrev yapar.
Hipokampus digsaridan gelen uyarinin islenmesi, herhangi bir tehlike igerip igermedigi, eger
tehlike igeriyorsa gerekli Onlemlerin alinmasi, eger icermiyorsa goz ardi edilmesi gibi
siireclerde de etkin rol oynar (15).

2.1.6. Yashhkta Hipokampal Degisiklikler

Yapilan birgok calisma yasin ilerlemesiyle beyin agirliginin azaldigini ortaya
koymustur. Yagla 6zellikle 55 yasindan sonra beyin agirliginda %7 ile %8 oraninda kayip
gelismektedir (27). Hipokampustaki hiicre kaybi olciildiigiinde, 45-95 yaslar1 arasinda %
27°1ik lineer bir diisme oldugunu kaydedilmistir (28).

Beyin esit oranda beyaz ve gri cevherden olusmasina ragmen beyin agirligindaki
azalma her iki kompartmani esit olarak etkilemez. 20 ila 50 yaglar arasinda beyin
voliimiindeki kayip gri cevherde daha belirgindir. Bundan sonra ise beyaz cevherdeki kayiplar
belirginlesir. 60’11 yaslara kadar intrakranial ve serebral voliim arasindaki oran sabit olmasina

ragmen 7. dekattan itibaren bu oranin %20’lere kadar indigi goriliir (29).

Yapilan hayvan caligmalarina gore yash hipokampusta ndron kayiplarmin onemli
boliimiiniin CAl ve CA3 piramidal hiicre alanlarinda oldugu gozlenmis, néron dliimiiniin
Ozellikle yashh Long-Evans ratlarda ¢ogunda agir uzaysal 6grenme bozukluklari ile birlikte

gelistigi ileri siirtilmiistiir (30, 31).

2.2. ERISKiN NOROGENEZ

Eriskin ndrogenez; fetal ve erken postnatal gelisim sona erdikten sonraki donemde
yeni ndronlarin olugsmasi ve mevcut sinir aglarina entegre olma siirecidir. Erigkin memeli
beyninde ndrogenezin (yeni ndron olusumunun) pek c¢ok bilimsel ¢alisma ile yadsinamaz
bicimde gosterilmesi ile sinir sisteminin tiim yasam boyunca yapisal olarak duragan oldugu ve
yeni néron olusumunun miimkiin olmadig1 yoniindeki yerlesik kan1 degismis, 6zellikle son on

yilda sinir bilimlerinde en heyecan verici ve hizla gelisen arastirma alanlarindan biri haline



gelmistir. Cogu memeli tiiriinde, eriskin nérogenez iki temel beyin bolgesinde meydana gelir:
Hipokampusun gyrus dentatus’u (GD) ve subventrikiiler zon (SVZ) (Sekil-1). Bununla
birlikte, primatlarda prefrontal, inferior temporal, posterior parietal neokorteks boliimlerinde
(32, 33) siganlarda anterior neokortekste yeni néron olusumunun gergeklestigini gosteren

calismalar da bulunmaktadir (34).
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Sekil 1: Insanda hipokampusun gyrus dentatus’u ve zona subventricularis [Sanai ve ark.’in

(32) calismasindan alintilanmastir].

Norogenez birbirinden bagimsiz iki farkli siirecten olusur. Birinci siire¢ hiicre
cogalmasini kapsarken ikinci siire¢ ise noronal 6zelliklerin kazanilmasini saglayan farklilasma
asamasi ile gen¢ noronlarin bir boliimiiniin elimine oldugu, digerlerinin ise olgunlagmasini
tamamlayarak islevsel hale geldigi asamalar1 icerir. Biribirini takip eden bu siireclerin
baslatilmas1 ve diizenlenmesini saglayan mekanizmalar heniiz tam olarak acikliga
kavugmamustir. Erigkin santral sinir sisteminde yeni olusan ndronlar, glial hiicre populasyonu
icindeki ‘kok hiicre’ ve ‘progenitor hiicre’ olarak isimlendirilen iki tip hiicreden meydana
gelirler. Kok hiicreler farklilagsmamis, ¢ogalabilen, kendi kendini yenileme yetenegine sahip,
cok sayida degisik hiicre tipine farklilagma 6zelligi olan hiicrelerdir ve bu hiicreler santral
sinir sisteminde iki bolge haricinde sessiz, sakin bir durumda bulunurlar. Noral kok hiicreler
CD133, GFAP (glial fibriler asidik protein) ve nestin eksprese ederler (35).

SVZ ve hippocampus’un GD bolgesinde ise noronlar ¢ok yavas olarak birkac haftada
bir boliiniirler. Progenitor hiicreler ise ¢gogalma yetenegine sahip mitotik hiicrelerdir ve hizl
boliiniirler. Sinir sisteminin {i¢ ana hiicre tipine (noronlar, astrositler ve oligodendrositler)

farklilanabildiklerinden multipotansiyel olarak siniflandirilmiglardir. Her iki hiicre tipi de



(kok hiicreler ve progenitor hiicreler) noronal prekiirsor hiicreler olarak kabul edilirler (36,
37). Noronal prekiirsor hiicrelerinden yeni nodron olusumu fizyolojik ndrogenezin
gergeklestigi SVZ ve GD ile simirli olmadigi, Ozellikle hasarlanma ve beyin fonksiyon
bozukluklar1 gibi durumlarda daha belirgin olmak {izere pek c¢ok farkli sinir sistemi
bolgesinde de ¢ogabildigi ve noéronal aga katilarak beynin hafiza ve Ogrenme gibi
fonksiyonlarina katk: saglayabildigi de gosterilmistir (38-40).
2.2.1. Subventrikiiler Zon ve Norogenez

Subventrikiiler zon, lateral ventrikiilin dis duvari boyunca uzanan ve yetiskin memeli
beyinlerinde yeni noron iretiminin gergeklestirildigi germinal bir merkez olarak kabul
edilmektedir (41). Lateral ventrikiiliin septuma bakan i¢ duvarinda ve korpus kallosuma

komsu olan tavan kisminda SVZ’nin yer almadigi goriilmektedir (42, 43) (Sekil-2).
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Sekil 2: Subventrikiiler zon (SVZ): Lateral ventrikiile yerlestirilmis siyah noktalarin sayisi
lateral ventrikiiliin o boliimiiniin nérogeneze katkisini, kirmiz1 ¢izgiler lateral ventrikiiliin dig
duvarinda norogenezin gerceklestigi boliimleri gostermektedir [Vescovi AL ve ark’in (42)

calismasindan alintilanmistir].

Tim yetiskin memelilerde SVZ’de iiretilen yeni noéronlar rostral yonde bulbus
olfactorius’a dogru goc etmekte ve bulbus olfactorius’taki interndronlarin olusumuna katkida
bulunmaktadir (44-46). Lois ve Alvarez-Buylla (44) fare beyinlerinde yaptiklari ¢aligmalarda
SVZ’de bilateral olarak her giin 30.000 yeni hiicrenin {iretildigini bildirmistir. SVZ’de hiicre
cogalmasi en fazla lateral ventrikiiliin rostralinde yer alan dorsolateral kosede gerceklesmekte,

dis duvarda kaudale dogru inildiginde gérece olarak ¢cogalma azalmaktadir (44). Ozetle, SVZ



yetiskin beyninde progenitor hiicreler agisindan 6nemli bir depo gorevi gérmekte, SVZ’den
izole edilen kok hiicrelerin, epidermal growth factor (EGF) veya fibroblast growth factor
(FGF) eklenen kiiltlir ortamlarinda ¢ogalabildigini gosteren calismalar, bu hiicrelerin cesitli
santral sinir sistemi hastaliklarinin  tedavisinde yeni acilimlar saglayabilecegini

distindiirmektedir (47-49).

Giintimiizde SVZ-bulbus olfactorius sistemi noronal kok hiicre, ndrogenezis, geng
noronlarin gocii ve farklilasmasi gibi konularin aydinlatilabilmesi agisindan yogun olarak
calisilan deneysel bir model haline gelmektedir. Subventrikiiler zonda molekiiler, morfolojik
ve ince yapisal ozellikleri ile farkliliklar gésteren dort hiicre tipi bulundugu gosterilmistir (43,
48). SVZ boyunca goc¢ edebilen ve zincirler olusturan noéroblastlar (tip A hiicreleri),
noroblastlarin olusturdugu zinciri distan adeta kilif gibi saran astrositler (tip B hiicreleri),
noroblastlarin olusturdugu zincirin hemen bitisiginde yer alan ve yiiksek derecede
cogalabilme oOzelligi gosteren prekiirsor hiicreler (tip C hiicreleri) ve matiirasyonunu
tamamlayan noronlar 6nde gelen hiicre tipleri arasinda yer almaktadir (Sekil-3). Bunlara ek
olarak SVZ’nin ventrikiiler bosluktan ayrilmasini saglayan ependimal hiicre (tip E hiicresi)

tabakas1 da bulunmaktadir (50) (Sekil-3)

TipB (1,2) TipC TipA Matiir hiicre
Astrosit Prekirstr hiicre Migratuvar nGroblast Né&ron
a Y
<= O, O = & >0
& . @
GFAP pozitif Nestin Wzi_ﬁ‘f PSA-NCAM pozitif Néroflament pozitif
Vimentin pozitif Mitotik aktivite  Tip Ill B-Tubulin MAP2 pezitif
Nestin pozitif RMS baglangig HSA pozitif  Tirozin hidroksilaz pozitif
Mitotik aktivite (B2) GABA pozitif

Tona Subventricularis
Erigkin subventrikdler zon

Ependimal hiicreler
(Tip E)

Sekil 3: Subventrikiiler zonda prekiirsor hiicrelerin yerlesimi. GFAP: glial fibriler asidik
protein, HSA: 1s1 stabil antijen, GABA: y-aminobiitirik asit, RMS: rostral go¢ akimi, PSA:
polisialik asit, MAP-2: mikrotiibiil baglantili protein, NCAMI1: noronal hiicre adezyon
molekiilii [Vescovi ve ark. (42) ile Alvarez-Buylla ve ark.’in (51) ¢alismalarindan
uyarlanmistir].

10



2.2.2. Subventrikiiler Zon ve Yashhk

Yagsla iliskili degisiklikler subventrikiiler zon (SVZ) ve subgraniiler zon (SGZ)
bolgelerinin her ikisinde de goézlenmistir, bu durum yaglanma sirasinda noérogenezde
azalmayla iliskilidir (52, 53). Bu degisiklikler nérogenezi farkli noktalarda etkilemektedir, bu
noktalar: 1) yeni hiicre proliferasyonu 2) bu hiicrelerin hayatta kalis1 3) bu hiicrelerin hedef
alana migrasyonu 4) matiir fonksiyonel hiicrelere farklilasmasidir (54).

Lateral ganliyonik eminenste (55) ve yetiskin ve yasli SVZ’de bulunan noral kok
hiicre ve progenitdr hiicreler embriyonik gelisim sirasinda ve yetigkin yasami boyunca
ndrogenezi saglar. Ancak, SVZ’de NKH proliferasyonunun ve ndroblast formasyonunun yash
hayvanlarda azaldigi gosterilmistir (56). Yaslanma siirecinde NKH’ler subventrikiiler zon
mikrogevresindeki molekiiller ve fizyolojik degisikliklerden etkilenmektedir (35).
Norogenezde yasa bagli diislis proliferasyon ve biiyiime faktér sinyallerinin azalmasina (56-
58), kortikosteroid seviyelerindeki artisa (59-61) ve noral kok hiicre senesensine (62)
baglanmaistir.

Yas ile oksidatif stresin rat hipokampusunda arttig1 bilinmektedir (63). Oksidatif stres
noral ve noroprogenitor hiicre yasam silirecinde onemli role sahiptir. Antioksidan ve
antiinflamatuar bir ajan olan kurkuminin (CUR) hiicre kiiltiiriinde bifazik etki ile embriyonik
noroprogenitdr hiicre proliferasyonunu diizenledigi gosterilmistir. CUR uygulamasinin fare
beyninde hipokampusta SGZ bolgesinde noroprogenitdr hiicre artigina sebep oldugu
saptanmistir  (64). Oksidatif stres oligodentrosit prokiirsorlerinin  ve ndéroprogenitor
hiicrelerinin matiir oligodentrosit ve nérona farklilagsmasin1 bozmaktadir (65, 66). Antioksidan
aktivite artis1 in vitro ortamda ndroprogenitdr hiicreleri korumakta ve in vivo ortamda

ndroproteksiyon saglayan hiicresel ag olusumunu giiglendirmektedir (66, 67).

SVZ’de yasa bagli ndrogenezdeki azalmanin in vivo ve in vitro senesens belirteci gen
ekspiresyonu artist ve in vitro replikatif senesens artist araciligiyla gelistigini
diistiniilmektedir, yashh NKH’nin senesense gidisine bagl olarak ilerleyen yas ile hipokampal

norogenez azalmaktadir (68).
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2.3. YASLANMA VE YASLANMA TEORILERI

2.3.1. Yaslanmanin Tanimi

Her canlida goriilen son derece kompleks, ¢ok faktorlii ve evrensel bir siire¢ olan
yaglanma, organizmanin molekiil, hiicre, doku, organ ve sistemler diizeyinde, zamanin
ilerlemesi ile ortaya ¢ikan, geriye doniisii olmayan yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin tiimii
olarak tanimlanabilir (69). Canlilarda yaslanma ilerleyici ve geri doniistimsilizdiir. Anne
karnindan baglayarak yasamin sonlanmasina kadar devam eden; zamana bagh olarak, hastalik
s0z konusu olmaksizin ortaya ¢ikan anatomik yap1 ve fizyolojik islev degisiklikleridir (70).

Yaslanmanin temel prensip ve Ozelliklerini agiklamaya calisan fizyolojik
mekanizmalar genellikle teori seviyesindedir ve hicbiri tek basina yaglanmay1 agiklamak i¢in
yeterli degildir. Bu teoriler asagida oldugu gibi siralanabilir (71, 72).

2.3.2. Yaslanma Teorileri

Yaslanma teorileri i¢ etkenler ve dis etkenler olmak iizere iki asamada incelenebilir.

2.1.2.1. i¢ Etkenler (Gelisimsel-Kalitsal Etkenler)

Yaglanmanin kalitsal olarak programlanmis gelisimsel mekanizmalarla kontrol edilen
boliimiinii olusturur. Tek ve ¢ift yumurta ikizleri ile yapilan caligmalarla 6nemli bilgilere
ulasilmis olmasina ragmen; hala pek ¢ok bilgiye ihtiya¢ vardir (71). I¢ etkenler teorilerinin
baslicalar asagida siralanmistir:

e Uzun Yasam Genleri Teorisi

e Noroendokrin Teori

e Immunolojik Teori

e Hiicresel Senesens Teorisi

e Hiicre Oliimii Teorisi

2.3.2.1.1. Uzun Yasam Genleri Teorisi

Bu teoriye gore organizmada meydana gelen hasarlar birikime neden olmaktadir.
Olusan bu hasara karsi genetik kontrol mekanizmalari ile yanit olusturulmazsa; yaslilik
gerceklesmektedir. Bu mekanizmada genetik kontrolii olusturan genlere ‘Uzun Yagsam
Genleri’ denilmektedir. Bu teoride hasar yaratabilecek olusumlardan en 6nemlisi metabolik
olaylardir (71).

2.3.2.1.2. Noroendokrin teori

Yaslanmanin sadece noronal ve noéronlarla ilgili hormonal mekanizmalarda

fonksiyonel azalmaya bagli olarak gelistigi savunulur. Bu teorinin en 6nemli dayanagi;
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hipotalamo-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. Bu teoride en onemli konu; ortaya ¢ikan bulgulardan hangisinin

patolojik, hangisinin yasliliga bagl degisiklik oldugunun ¢éziimlenmemis olmasidir (71).
2.3.2.1.3. Immiinolojik Teori

Immiinolojik teori iki temele dayanir;

a) Bagisiklik sisteminin fonksiyonel kapasitesi yasla azalir. T hiicrelerinde mitojenlere cevap
ve enfeksiyoz hastaliklara direng azalir.
b) Otoimmiin hastaliklar ve otoimmiin fenomen yasla artar.

Yaglanma ile birlikte goriilen timus bezinin involusyonu ve T hiicre aracili
cevabindaki kademeli azalma yaslanma siirecinin olusmasinda etkili olabilecegi
distiniilmektedir (73).

2.3.2.1.4. Hiicresel Senesens Teorisi

Senesens yasliligin karsilig1 olarak; senescere’den (biliylime) kdken alan kelimedir.
Latince olan bu kelime olgunlagsma ile 6liim arasindaki tiim siireyi ifade eder. “Yaghlik
Bilimi’ agindan ise, sadece Oliimle sona eren hiicresel diizeydeki biiyiime kapasitesinin
ifadesidir (74).

Hiicresel senesens ilk kez 1961 yilinda Leonard Hayflick ve Paul Moorhead tarafindan
tanimlanmistir. Hayflick ve Moorhead insan embriyonundan elde ettikleri in vitro fibroblast
kiiltiirlerinde 3 faz tanimlamiglardir. Faz I’ 1 ‘primer kiiltiir faz1’ olarak tanimlamis ve bu fazda
hiicrelerin kiiltiir ortaminin yiizeyinde kiimelendiklerini gézlemlemislerdir. Faz II hiicrelerin
kiiltiir ortaminda bdoliinerek ¢ogaldiklart donem olarak ifade edilmis ve bu fazda hizli bir
cogalma siirecini takiben bu siirecin sonunda hiicrelerin béliinme hizinda belirgin bir azalma
tespit etmislerdir. Yaklasik olarak 50 boliinme sonunda hiicrelerin mitotik aktivitelerinin
durdugu, metabolik aktivitelerinin ise belirgin olarak yavasladigi gozlemlenmistir. Faz III
olarak tanimlanan bu faz1 Hayflick ve Moorhead ‘Replikatif senesens’ olarak
isimlendirmislerdir. Yaslanmis olan bu hiicreler metabolik olarak aktif kalir ancak ¢ogalamaz
(75).

Ortalama 50 kez boliinme sonrast hiicre boliinmesinin durmasina Hayflick limiti ya da

baska bir deyisle replikatif ya da hiicresel senesens adi verilir. Bu durum, fibroblastlar ve
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diger hiicre serileriyle birlikte (keratinositler, endotel hiicreler, lenfositler gibi) embriyonik
dokulardan elde edilen hiicrelerde de gosterilmistir (75, 76).

Hiicresel senesens, devamli olarak boliinen hiicrelerde, strese yanit olarak, malign
transformasyonlarin olusumunu engellemek i¢in hiicre siklusunun G1 fazinda durmasi
seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Senesense ugramis hiicreler (senesent hiicreler) yassilagmis,
genislemis bir morfolojiye yonelirler. Bu fenotip sonrasi senesens iligkili-beta galoktazidaz
(SA-b-Gal) ve lipofuskin graniillerinde birikme seklinde oldugu  spesifik molekiiler
belirtecler ortaya ¢ikarir (77, 78).

SA-b-Gal yaygin olarak kullanilan senesens biyobelirteclerinden biridir (79, 80).
Senesent hiicrelerdeki artmis SA-b-Gal aktivitesi GLB1 geni tarafindan kodlanan lizozomal
b-D-galaktozidazdan kaynaklanir (80). Senesent olmayan hiicrelerde lizozomlarda b-
galaktozidaz aktivitesi optimal pH 4’te fonksiyon gosterir (81). Senesent hiicrelerde ise SA-b-
Gal aktivite artisi lizozomal kompartman genislemesine baghdir, optimal pH 6’da da
Olciilebilen b-galaktozidaz aktivite artisina sebep olur ve bu nedenle SA-b-Gal olarak
isimlendirilir (81-83). Hiicresel senesens yanitinda bu enzimin ger¢ek yerine dair heniiz
herhangi bir kanit bulunmamaktadir (81).

Hiicresel senesens bircok kategoride incelenebilir, bunlardan 6nemli ikisi; replikatif
senesens ve strese bagli prematiir senesens (SIPS). Replikatif senesens hiicrenin tamamlamig
oldugu bolinme sayisina bagimlidir ve somatik hiicrelerde kendiliginden meydana gelir.
Hiicre boliinme sayisi genom ¢ogalmasiin kacinilmaz bir sonucu olarak telomer kisalmasi
tarafindan kontrol edilmektedir (84-88).

Senesens onkogen aktivasyonu, DNA hasari, sitotoksik ilaglar ve oksidatif stres gibi
bir ¢ok stres uyarani ile tetiklenebilir (89-93). Senesensin bu tiiriine strese bagli prematiir
senesens (SIPS) adi verilir. SIPS telomer durumundan bagimsizdir ancak replikatif senesens
ile benzer bircok molekiiler ve fonksiyonel ozelliklere sahiptir. Reaktif oksijen molekiilleri
strese bagli prematiir senesensi tetikler, organizmanin yaslanmasina katkida bulunur ve yasla
iligkili hastaliklarda rol oynar (94).

Hiicresel senesens ¢ok karmasik bir siire¢ olup yalniz hiicre biiylimesinin durmasi ile
iliskili degildir. Hiicrelerin genislemesi, vakuolizasyonu, gen diziliminin baskilanmasi, ¢esitli
sinyal molekiillerinin salgilanmasi ve 1s1 sok proteinlerinin inhibisyonu da hiicre yaglanmasina

etki eder (95).
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Yasla birlikte gelisen telomer kisalma fenomeni hiicrelerin biiylime potansiyellerini
belirleyen kurulu bir saat gibidir. Telomerler kromozomlarin ug¢larinda yer alan; degredasyon
ya da diger kromozomlarla flizyonunu engelleyen yapilardir. Hiicrenin her bdliinmesinde
telomer dizilerinin boyunda kisalma meydana gelir, her hiicre i¢in bdylece boliinme
yapabilecegi sayr belirlenmistir. Yasla birlikte telomerlerin boyu 6zelikle lenfositlerde

kisalirken, kok hiicrelerde bir degisiklik olmamaktadir (96).

Telomer kisalmasi primer insan hiicrelerinde replikatif senesense Onciiliikk eder.
Kontrol noktalar1 da p5S3 ve Rb proteinlerine baglidir. P53/Rb inhibisyonu, hiicreye bdliinmesi
icin izin verir fakat daha sonra hiicre ‘telomer krizine’ girer. Bu periyotta kromozomlarin
yapist bozulur ve hiicre o6liimii gerceklesir. p53 kaybi nedeniyle hiicre biiyiikliigii kontrol
edilemez. Telomer fonksiyonu aksar ve hiicre mikro diizeyde bir kaosa siiriikklenir. Bu
asamada hiicrede meydana gelebilecek ikinci bir genetik degisiklik, hiicreyi ya 6liime gotiiriir
ya da hiicresel degisime yol acar. Genetik kaos, insanda bir¢ok kanser ¢esidinin gelisimindeki
en onemli adimdir. Telomer krizi, replikatif senesensi baslatir. Telomeraz ekspresyonu ile
replikatif senesens ya da telomer krizi atlatilir ve 6liimsiizliik gergeklesir (97).

Hiicre siklusu regiilasyonunda rol oynayan iki timor supresor protein, pS3 ve Rb
proteini, hiicresel senesensin molekiiler mekanizmalarinda anahtar rol oynar; bu proteinler,
hiicre senesens durumundayken aktive olurlar, bunlarin inaktivasyonu senesensi onler ve
senesent hiicrelerin proliferasyonu yeniden baslatmalarina izin verir. p53, p21°i aktive eder,
bu durum hiicre siklusu progresyonunu kontrol eden siklin bagimli bir seri kinazin
inhibisyonuna yol acar. pRB ise, hiicre siklusu progresyonunda G1 faz/S faz ge¢isi icin
gerekli bir transkripsiyon faktérii olan E2F’i inhibe eder. Gl fazda gecisin durmasi,
bilinmeyen mekanizmalar ile hiicre siklusunun durmasi (hiicresel senesens), ya da

programlanmis hiicre 6liimiiyle (apoptoz, otofaji) sonuclanir (78, 98).

Gilinlimiizde telomer kisalmasinin yaninda DNA hasar1 ve oksidatif stresin de en iyi
tanimlanmis senesens uyaricilarindan oldugu ortaya konmustur. Telomer kisalmasi p53 yolagi
tizerinden etkilidir ve hiicresel senesensin en iyi bilinen, en iyi dokiimante edilmis
tetikleyicilerinden biridir. pS3, hiicre proliferasyonunu gegici ya da kalic1 olarak durdurur ya
da apoptozise yonlendirir. Telomer kisalmasi, p53-p21 yolaginin uyarilmasi senesense yol

acar (97).
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Bir bagka 6nemli senesens tetikleyicisi ise oksidatif stres, senesens sinyal yolaklariin
pek ¢ok basamaginda olaya katilir; p53 aktivasyonunda fonksiyon sahibidir. Ornegin reaktif
oksijen tiriinleri, DNA hasarina neden olur ve ayni1 zamanda telomer kisalmasini kolaylastirir.
Superoksit dismutaz inhibisyonu ise prematiir senesensi indiikler (78, 98, 99). Yiiksek
seviyelerdeki oksidatif stresin telomer boylarmi kisalttigt ve senesensi tetikledigi
gosterilmistir. Hiicresel senesens, replikatif senesens ya da prematiir senesens farkli stresorler
tarafindan indiiklenseler de altta yatan ortak etyoloji DNA hasaridir. Bu nedenle biyolojik
sistemlerde reaktif oksijen iirlinii (ROS) olusumunu arttiracak herhangi bir durum sonug
olarak senesensi indiikleyecektir. DNA hasari, hiicresel senesens ya da apoptoza eslik

etmektedir, bu durum doku homeostazini bozmaktadir (78, 98, 100, 101).

Programlanmis hiicre 6limi olarak bilinen apoptoz, bir organizmanin gelisiminin
biitiin evrelerinde dnemli rol oynar. Yaslanmada apoptozun roliine iliskin ¢eliskiler olsa da,
yagla iligkili olarak apoptozun arttig1 immiin sistem de dahil pek cok fizyolojik sistemde
gosterilmistir. Hiicresel senesens i¢in gecerli oldugu gibi, apoptoz da hiicresel strese karsi
verilen bir yanittir ve ¢ok dnemli bir tiimor supresdr mekanizmadir. Stres altindaki hiicrenin
senesense mi yoksa apoptoza mi ydnlenecegini neyin belirledigi ¢ok acik olmasa da,
hiicrelerin biiyiik bir cogunlugu her iki siirece de kolaylikla girebilir. Hiicre tipi bu konuda
onemli bir belirleyicidir. Hasarlanmig epitel hiicreleri ve fibroblastlar senesense, hasarlanmig
lenfositler ise apoptoza yonelirler. Apoptoz ve hiicresel senesens arasinda karsilikli

haberlesme seklinde iletisim s6z konusudur (77, 98, 102, 103).

Dogumda insan T-hiicreleri %100 oraninda CD28 eksprese eder ancak yaglilarda bu
oran %50’ye diiser. CD28 (-) hiicreler, CD28 (+) hiicrelerden koken aldiklar1 bildirilmistir ve
CD28 (-) hiicrelerde telomer kisadir. CD28 T-hiicre aktivasyonunda kritik bir rol oynar (IL-2,
apoptoz, sitokin stabilizasyonu ve hiicre adezyonu gibi). Yash kisilerden elde edilen T-
hiicrelerde Hsp 60, 70 ve 90 olmak iizere 1s1 soku proteinlerinde azalma saptanmigtir (104).
Replikatif senesense giren T-hiicrelerinde TNF ve IL-6 sitokinlerinde artis saptanmustir.
Hiicreler, IL-2 varliginda cogalamazlar. Bunlara bagli olarak oksidatif stres ve viral
enfeksiyona karsi cevap bozulur. Sonug olarak, hiicresel senesens, normal fonksiyonlarda
azalma disinda selektif olarak genetik ve fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasidir (105).

Replikatif ya da hiicresel senesens hiicre oliimii degildir. Bu hiicreler, apoptoza

direnclidir ve in vitro olarak ii¢ yil sliresince metabolik olarak aktif oldugu bildirilmistir.
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p53’ilin senesense giren hiicrelerde degisime ugradig1 ve senesense giren fibroblastlarin p53
bagimli apoptoza giremedigi ve bunun yerine DNA hasaria bagl olarak nekroza gittikleri
gosterilmistir (106).

Oksidatif stres hiicrede ¢ok sayida fonksiyonu etkiler. Ornegin, lipid peroksidasyon
olusunca membran permeabilitesi degisir; niikleer ve mtDNA’daki oksidatif hasarlar kontrol
edilemeyen diizeyde proliferasyona ya da kolaylagmis hiicre 6liimiine neden olur; oksidatif
stres aracili protein agregasyonu, yaslanmayla iliskili nérodejeneratif hastaliklarda saptanan
noronal 6liimlerin baslica sebebidir (99, 107-109).

Lipid peroksidasyon {iriinlerinin bazilar1 strese duyarli sinyal iletimi yolaklarinin
aktivasyonunda oOnemlidir, ayrica oksidasyonla hasarlanmis DNA, p53 aktivasyonu
araciligiyla, hiicrede apoptozu ve senesens kaskadini tetikler (77, 98).

Hiicresel senesens strese karsi verilen ve bir organizmanin Omriiniin uzamasina
katkida bulunan adaptif bir yanit olarak bilinse de, bu fenomen organizmanin sagkaliminda
negatif bir 6neme sahip olabilir (98). Senesent hiicreler sitokinler, biiyiime faktorleri,
inflamatuar mediatorler ve gesitli proteazlari i¢eren biyoaktif molekiiller sekrete ederler. Bu
molekiillerin sekresyonu hiicre ve doku mikrogevresini yaslanma ve dejeneratif hastaliklara
yol agmak iizere degisime ugratirlar (110). Doku yaslanmasi senesent hiicre birikimi ve
sekresyonlari ile kok hiicre yenilenme kapasitesindeki kayiplardan kaynaklanir (111, 112).

2.3.2.1.5. Hiicre Oliimii Teorisi

Nekroz inflamatuar olaylarin sorumlu oldugu hiicre dliimiidiir. Apoptoz ise genetik
kontrollii hiicre oliimiidiir. Apoptoz homeostazin devami agisindan gerekli gelisimsel bir
olaydir. Apoptoz engellendiginde, malign transformasyon artarken kontrolsiiz olarak
arttiginda total fonksiyon kayb1 gelismektedir (113, 114).

2.3.2.1.5.1. Apoptoptotik hiicre 6liimii

Iskogyali patolog Kerr tarafindan, ilk defa 1972 yilinda nekrozdan farkli bir hiicre
Oliimiinii anlatmak i¢in kullanilan apoptoz terimi, fizyolojik ve patolojik olaylarda meydana
gelmekle birlikte kelime olarak eski Yunanca’da ‘yaprak dokiimii’ anlamina gelir (115).
Apoptoz siireci bizzat hiicrenin kendisi tarafindan programlanmakla birlikte bu hiicresel
programlanma travmalar, lezyonlar veya genetik faktorlerle aktive edilmektedir ve hiicrenin
intihart olarak Ozetlenebilen bir siirectir. Hormon azalmasina bagli olarak meydana gelen
involusyonlarda ve immun reaksiyonlarda embriyonal ve fotal gelisim siirecinde, yaslilikta,

fizyolojik olarak 6zel hiicrelerin kaybindan apoptoz sorumludur (116).
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Organizmada apoptoz oraninin artmasit dokuda hiicre sayisindaki azalmaya, apoptoz
oraninin azalmast ise dokuda hiicre sayisinda artmaya yol agacagindan apoptoz
mekanizmalar1 canlida denge unsurudur denilebilir. Apoptoz viicudun biitiiniindeki hiicre
sayisinin sabit kalmasma da yardimci olmaktadir (117). Hiicresel replikasyon islemi yani
DNA onarimi apoptoz siirecinden 6nce durur. Apoptoz siirecine girilip girilmeyecegi hiicrenin
timor gelistirme riskine, patolojinin bilyiikliigline veya hiicrenin tipine gore degisir (118).

2.3.2.1.5.2. Otofajik hiicre oliimii

Otofaji, hiicrenin kendi komponentlerini toptan degredasyon i¢in lizozomlara biraktigi
bir siirectir. Bu siire¢, hasarlanmis organellerin, hiicre i¢i patojenlerin ve sitoplazmadaki
gereksiz, uzun yasamis, anormal ya da ¢6kmiis proteinlerin eliminasyonu i¢in baslica turnover
mekanizmasidir. Kisa omiirlii proteinler ise tercihen proteozom yolagindan elimine edilirler.
Bir ¢ok kosulda otofaji, hiicreleri stres kosullarina adapte ederek hiicre canliligini tesvik eder.
Bu durumda paradoks gibi goriinse de otofaji hiicre 6liimiiniin nonapoptotik bir programi gibi
degerlendirilebilir. Senesent ve postmitotik hiicrelerde, otofaji strese adaptor bir mekanizma
olarak isler. Kalori kisitlamasi halinde otofajinin indiiklenmesi yasla iliskili hastaliklarin
gelisiminin azaltilmast i¢in gelistirilmis bir strateji olarak bildirilmektedir (98, 119).
Mitokondride ROS agir1 birikimi hiicredeki oksidatif stresi arttirir. Sinir sisteminde oksidatif
stres dopamin oksidasyonuna neden olarak otofajik hiicre 6liimiine yol acar (120).

2.3.2.2. D1s Etkenler (Stokastik etkenler)

Rastlantisal olarak canli molekiillerde olusan hatalarin toplaminin yashihigin gelisimine
neden oldugunu savunur. Olusan bu hatalarin yarattigi hasarlar birikir ve fizyolojik aktivite
azalir. Baslicalar su sekilde siralanmaistir:

= Somatik Mutasyon ve DNA Tamir Teorileri

= Oliimciil Hata Teorisi

» Proteinlerin Degisiklige Ugramasi Teorisi

= Serbest radikal Teorisi

2.3.2.2.1. Somatik Mutasyon ve DNA Tamiri Teorisi

Radyasyon gibi organ diizeyinde farklilasma (kanser, glomeruloskleroz gibi) yaratan
dis etkenler, yaglanma olmaksizin yasam siiresini kisaltir (121). DNA tamiri teorisi ise hiicre
kiiltiirlerinde ultraviyole ile yaratilan DNA hasarimin tamir edilebilirligi oraninda yasam

stiresinin belirlendigi esasina dayanir. Ancak, yasam siiresinin belirlenmesinde ortalama tamir
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yetenegi ve tamir hizindan ¢ok DNA'nin 6zel bolgelerinin tamir yeteneginde gelisen
azalmanin daha dnemli oldugu diistiniilmektedir (122).

2.3.2.2.2. Oliimciil Hata Teorisi

Hiicre fonksiyonlarinda yasa bagli olarak meydana gelen degisikliklerin protein
sentezindeki hatalarin birikmesinden kaynaklandigi esasina dayanir. Hatalt molekiil sentezi
normal protein iiretimi esnasinda da olur ve temizlenir (123).

2.3.2.2.3. Proteinlerin Degisiklige Ugramasi Teorisi

Proteinlerde meydana gelen fonksiyonel degisiklikler enzimlerde de gerceklesir. Bu
enzimlerin spesifik fonksiyonlar1 azalirken, 1siya yanitlari da degisir. Proteinlerin 1s1
degisimlerine karsi toleranslar1 azalir (124). Ozellikle enzimatik olmayan yoldan gelisen;
karbonhidrat ve proteinlerin amino gruplar ile etkilesimi ‘Ileri Glukolizasyon Son Uriinleri’
ve amiloid birikimi ile sonuglanir. Kollajen ve elastin gibi hiicre dis1 matriks proteinlerinde
meydana gelen degisiklikler ile kovalent c¢apraz baglarin yapisinin bozulmasi gen
ekspresyonunun bozulmasina yol acar (125).

2.3.2.2.4. Serbest Radikal Teorisi

Ik olarak yasliliga bagli degisikliklerin biiyiik cogunlugunun elektron yiikii bulunan
molekiil ve atomlardan kaynaklanan ve yiiksek oranda reaktif olan serbest radikallere bagh
oldugu teorisini ortaya atilmigtir (126). Bu teoride aslinda hem dis etkenler hem de gelisimsel
ve kalitimsal 6zellikler gegerlidir. Serbest radikal teorisi yaglanmanin, yasam siiresince olusan
diisiik diizeylerdeki serbest radikal hasarlarinin birikmesi ile oldugunu 6ngérmektedir (127).
Serbest radikal teorisi, yaglanmay1 yas ile birlikte dokuda artan oksidatif hasar ve azalmis
antioksidan kapasite olarak agiklar (128, 129).

Kiimiilatif ve potansiyel olarak artan oksidatif hasar, yaglanma siirecinde fonksiyonel
ve patolojik bozukluklara yol agar (130, 131). Aerobik hiicreler tarafindan kullanilan
oksijenin % 90’1ndan fazlas1 mitokondri tarafindan tiiketilir ve mitokondriyal solunum zinciri
vasitasiyla devamli olarak oksijen serbest radikalleri ve hidroperoksitler iiretilir (131). Olusan
radikaller, lipidler, proteinler ve DNA’da oksidatif hasara neden olabilir (132). Yaslanma ile
birlikte oksidatif hasarin arttigi, hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan
savunma sistemlerinin zayifladig1 kan, beyin (133), kalp (134), iskelet kas1 (135) ve karaciger
(136) gibi pek ¢cok dokuda gosterilmistir.

Stiperoksid, hidroksil (OH) ve hidrojen peroksit (H,O;) radikalleri fizyolojik

metabolik reaksiyonlar sirasinda olusan reaktif oksijen triinleridir (ROS). ROS antioksidan
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savunma sistemleri tarafindan temizlenir. En Onemli antioksidan enzimler superoksid
dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) olarak bilinmektedir.
Beyin KAT aktivitesi diisiik seviyededir ve peroksizomlarla sinirlidir. Bu nedenle GSH-Px
sinir dokusunda daha 6nemlidir, gorevi ise H,O; artiklarini temizlemektir (137). Antioksidan
enzimler ROS tarafindan meydana gelen hiicresel ve histolojik hasar1 dnleme konusunda
onemli rol oynamaktadir. Antioksidan savunma ile serbest radikaller arasinda serbest
radikaller lehine dengesizlik oksidatif strese/hasara yol agmaktadir (55, 138).

Dengenin oksidan bolge lehine bozulmasi organizmadaki c¢ok sayidaki
makromolekiilde oksidatif hasara neden olur ve hasarlarin nispeten dengeli ve kararli bir
bicimde birikimi yasla artar. Makromolekiillerde oksidatif hasar, cok sayida hiicresel siirecin
fonksiyonel yeterliligini bozar ve giderek fonksiyonel kayiplar meydana gelir (139).
Makromolekiillerde ortaya ¢ikan hasarlar hiicrede geri donilisimsliz bir sekilde
y1gildiklarinda, mitotik hiicreler replikasyondan kacinirlar ve kalict olarak hiicre siklusunu
durdururlar (hiicresel senesens) ya da hiicrede 6liim programlari (apoptoz) tetiklenir (69).

Beyin diger organlara gére gram doku basina daha fazla ROS iiretir (140). Yiiksek
metabolik aktivitesi, yiiksek lipid igerigin ve antioksidan savunma mekanizmalarinin sinirh
aktivitesinden dolay1 oksidatif hasara ¢ok duyarli bir organdir (133).

Oksidan molekiiller belirli diizeyde kaldiklari siirece, organizmanin yabanci maddelere
ve enfeksiyon ajanlarina karsi 6nemli savunma molekiilleridir. Ancak belirli diizeyin {lizerinde
olustuklarinda veya antioksidan sistemin yetersizliinde ROS’yi organizmanin yap1
elemanlar1 olan protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve enzimleri bozarak zararh
etkilere yol acar (141).

ROS’yi biitiin hiicresel makromolekiillerle reaksiyona girebilirler. Hiicresel hasar
olusumunda 6zellikle {i¢ tip reaksiyon onemlidir:

a) Lipid Peroksidasyonu: ROS, plazma ve organel membranlarinda lipid peroksidasyonuna
neden olurlar. OH™ radikali membran lipidleri ile ¢ift bag yapar ve bdylece lipid-radikal
etkilesimi ile zincirleme reaksiyon sonucu pek c¢ok lipid peroksidasyon {iriinii
(malondialdehit, dien konjugatlar1 gibi) olusur. Eritrosit membranlarinin, lipozomal
membranlarin (6zellikle hiicre ve mitokondri) okside olmasi ile bu yapilarin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri degisir. Membranin iyon gegirgenligi bozulur. Eritrositlerde hemoliz olur.

Boylece yaygin membran, organel ve hiicre hasar1 ortaya cikar (142, 143).
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b) Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu: ROS’yi aminoasit yan zincirleri oksidasyonuna
neden olarak protein-protein baglarinin olugsmasina yol agarlar. Ayrica protein yapisinda, ana
zinciri okside ederek proteinlerin parcalanmasina neden olurlar. Boylece hiicrede fonksiyonel
onemi olan enzimlerde bozulmalar ortaya ¢ikar (142, 143).

¢) DNA Hasari: ROS’yi niikleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona girerek tek
zincir kirilmalar1 olusturur. Sonugta hiicrelerin enerji kaybetmeleriyle nekrotik tipte hiicre

oliimii olur (142, 143).

2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA ENZIiMLERI

Hiicrede olusan serbest radikallerin detoksifikasyonu 6zellikle daha ¢ok enzimatik
mekanizmalarla gergeklesir. Antioksidan savunmanin 6nemli bir kismini superoksit anyon
radikali (O, ™ ) ve H,O5’yi temizleyen 6zel enzimler olusturur. Bunlar SOD, KAT ve GSH-
Px enzimleridir (144).

2.4.1. Siiperoksid Dismutaz

Serbest radikallere karsi organizmada ilk savunma SOD enzimi ile gerceklesir. SOD,
0O, radikalini metabolize eder ve daha zararli olan OH radikalinin olusumunu engeller. O,~
radikalini H,O;’e ve molekiiler oksijene doniistiiriir. Tepkime, iiriinii olan H,O, tarafindan
inhibisyona ugrar (145, 146).

Enzim metalloprotein yapisindadir. Okaryotik hiicrelerde dort farkli  sekli

bulunmaktadir. O, ~ molekiilleri ile spontan olarak dismutasyona ugrayabilir. Sulu ortamda

kendiliginden ve hizli bir sekilde dismutasyona ugrayarak O, ~ ve H,O» olusturur. SOD

varligi dismutasyon hizin1 10000 kat artirir. Boylece O,~ radikalinin potansiyel substratla
reaksiyona girmesi ve OH ° gibi daha toksik iiriinlerin olusmast SOD tarafindan 6nlenir.

Organizmada oksidatif stresin ve dokuda oksijen parsiyel basincinin arttig1 durumlarda SOD
enzim aktivitesi artmaktadir.

2.4.2. Katalaz

KAT, konsantrasyonu degismekle birlikte tiim hiicrelerde bulunan yapisinda bir
hemoprotein igeren enzimdir. %20 oraninda sitoplazmada, %80 oraninda peroksizomlarda
bulunur. Tetramerik yapida ve her bir aktif merkezde bir hem grubu icerir. H,O,'nin olusum
hizinin yiikksek oldugu durumlarda Kkatalitik reaksiyonla iki molekiill H,O;’yi suya

dontstiirerek ortamdan uzaklastirir (147).
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Katalaz reaksiyon sirasinda bir molekiil H,O,’ye e vericisi, digerini de elektron alicisi
olarak kullanir. H,O; tiretim hiz1 arttikga KAT aktivitesi de artar. Boylece asirt H,O, iiretimi
sirasinda glutatyon tiikkenmesi 6nlenmis olur (148).

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan, serbest radikallerin
hiicre icinde detoksifikasyonuna neden olan ve lipit peroksidasyonunu onleyen en 6nemli
endojen mekanizmalardandir. Intraselliiler glutatyon olarak bulunan en giiclii thiol bilesigidir.

GSH-Px enzimi, selenyuma bagli sitoplazmik bir enzimdir; H,O,'yi detoksifiye
ederek su ve okside glutatyona doniistiiriir. GSH-Px'in antioksidan aktivitesini gostermesi,
hiicre icinde yeterli konsantrasyonda glutatyon rediiktaz, GSH ve nikotinamid

adenindiniikleotid bulunmasina baghdir (149).

2.5. KURKUMIN

Curcuma longa, Hindistan ve Cin'de yaygin olarak bulunan Zingiberaceae ailesine ait
bir bitkidir. Bu bitkinin kdklerinden elde edilen turmerik Hindistan'da ylizyillardir yaygin
olarak kullanilmaktadir. Turmerik, ilk kez 1842 yilinda Vogel tarafindan izole edilmistir.
Kurkuminin yapisinin diferuloylmethan oldugunu 1910 yilinda Lampe ve Milobedeska ortaya
koymustur.

Turmerigin aktif maddesi olan kurkumin [(CUR) (diferuloylmethan)] portakal sarisi
rengi ile gida boyasi olarak da kullanilmaktadir (150) (Resim 3). Cok iyi bilinen ve siklikla
kullanilan kori baharatinin da ana komponentidir.

CUR’nin antioksidan 0Ozelliginin yanisira antiinflamatuvar, immunmodiilator,

antitiimoral ve antipsoriyatik etkinligi gosterilmistir (151).

Resim 3: Curcuma longa bitkisinin kokii ve kurkuminin toz halinde goriintimii (152).
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2.5.1. Metabolizmasi

Kurkumin, suda ¢6ziinmez ve hiicre membraninin hidrofobik ceplerinde lokalize olur.
Molekiiler 6zellikleri nedeniyle hiicrelere hizlica penetre olmakta, plazma membranindan
kolayca gecerek sitozole girmektedir. Sitoplazmada biriken CUR c¢ekirdege gecemez.
Lipofilik 6zelliklerinden dolay1 plazma membrani, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek kilifi
gibi memrandz yapilarin i¢inde yogunlagsmaktadir. CUR dolasimda ¢ok diisiik diizeyde yer
almakta veya hi¢ bulunmamaktadir (153). CUR bagirsaklardan emilimi sirasinda renksiz ve
daha az polar olan tetrahidrocurcumin adli metabolitine doniismektedir. Tetrahidrocurcumin
bagirsaklardan emilerek tiim dokulara dagilmakta; karacigerde glukuronlanarak, safra yolu ile
atilmaktadir (154). Biyotransformasyona ugramis olan CUR’nin stabil formunun
tetrahidrocurcumin oldugu ve bu formun CUR’nin biyolojik etkileri iizerinde onemli role
sahip olabilecegi ayrica CUR’nin rediiksiyon ve glukuronidasyon gibi mikrozomal enzimatik
reaksiyonlarla metabolik aktivite gosterebilecegi bulunmustur (155).

CUR’nin farmakokinetik parametrelerini incelemek amaciyla yapilan g¢aligmalarda,
kurkumin 1g/kg dozda siganlara uygulanmis ve oral absorbsiyonunun c¢ok diisiik oldugu
bulunmustur (156, 157). Agizdan alinan CUR’nin yaklagik %75°1 fecesle, geri kalan kismi ise
idrarla atilmaktadir. Intraperitoneal uygulamalarda da viicuttan atilimi benzer olmakla birlikte,
%11°1 dekonjuge olarak saftra ile atilmaktadir (158).

2.5.2. Molekiiler Ozellikleri

Kurkumin genel olarak dogal ve yapay kurkumin seklinde smiflandirilmaktadir.
Kurkumin, demetoksikurkumin, bisdimetoksikurkumin dogal olarak bulunan bilesiklerdir
(159). CUR polifenolik bir bilesiktir. Kimyasal yapis1 Sekil 4'de gosterilmistir. Keto ve enol
formu bulunmaktadir. CUR pH 3-7 araliginda giiglii bir H" atom donériidiir, buna karsin pH
8’in lizerinde enol form hakimdir ve bir elektron donorii gibi hareket etmektedir ki bu fenolik
antioksidanlarin ¢opgii aktivitesi i¢in tipik bir mekanizmadir. Molekiiler agirlig1 368.37 g/mol
ve erime noktas1 183°C’dir. CUR suda ¢6ziinmeyen fakat aseton, dimetil siilfoksit (DMSO)
ve etanolde ¢oziinebilen bir molekiildiir (160).

Yapilan aragtirmalarda dogal CUR’nin kimyasal koruyucu, antioksidan ve benzeri
etkilerinin kanitlanmasi sonucu arastirmacilar benzer yapida ancak farkli icerikteki sentetik

CUR’ye yonelmistir (161).
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Sekil 4: Kurkuminin kimyasal yapis1 (162).

2.5.3. Kurkuminin Antioksidan Etkileri

Kurkuminin antioksidan 6zellikleri sonucu bobrek, kalp, beyin dokusu ile karaciger
iskemik hasarinda oksidatif stresi ve doku hasarlanmasini azalttig1r gosterilmistir. CUR nin,
Vitamin C ve E ile karsilagtirilabilir nitelikte antioksidan aktivitesi mevcuttur (163). CUR
antioksidan etkinligini, ksantin dehidrogenazin (XD) ksantin oksidaza (XO) doniisiimiinii
Onlemesi, lipit peroksidasyonunun olusumunu engelleyerek ve iskemik ortamda bulunan
serbest oksijen radikallerini (102) toplayarak gostermektedir (151). CUR, katalaz, siiperoksid
dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerini artirarak hiicre zarinda bulunan
lipitlerin peroksidasyonunu da azaltir (164). CUR’nin yapisindaki fenolik ve metoksi
gruplarinin serbest radikallerle reaksiyona girmesiyle fenoksil radikali olusmaktadir (165).
Ayrica CUR’nin primer metaboliti tetrahidrokurkumin, iki karbonil grubu arasindaki aktif
metilen karbonundaki C-C bagim yikarak antioksidan etki yapar. Bu antioksidan etkileriyle
ROS olusumunu dogrudan veya XD’nin XO’a doniisiimiinlin inhibisyonu ile dolayli olarak
etkileyerek engellemektedir. Ancak CUR'nin diger hidroksil radikalleri veya peroksinitrit
tizerindeki etkisi heniiz aydinlatilamamistir (166).

Kronik inflamasyon ve sitokinler nitrik oksit (NO) sentezini indiikleyerek DNA
hasarma ve kansere neden olan peroksinitrit ve nitrit olusumuna yol agmaktadir. Yapilan pek
cok calismada CUR’nin NO sentezini inhibe ettigi gosterilmistir (167).

2.5.4. Kurkuminin Diger Biyolojik Etkileri

Kurkumin iizerine yapilan deneysel c¢alismalarda CUR’nin antiinflamatuvar,
antioksidan, yara iyilestirici gibi ¢ok genis farmakolojik etkilerinin oldugu gdsterilmistir

(158). Asagida CUR’nin biyolojik etkileri Sekil 5’te gosterilmektedir.
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Sekil 5: Kurkuminin biyolojik etkileri

Bazi caligmalar travmatik beyin hasarina veya serebral iskemik hasarlanmaya karsi
CUR’nin noroprotektif etkilerini géstermistir (168, 169). Sng ve ark. kainik asitin indiikledigi
epileptik nobet krizinde (epileptik status) CUR tedavisinin histon modifikasyonunu azalttigini
saptamiglardir. Epileptik kriz veya beyin hasarini néronlardan ve astrositlerden kaynaklanan
glutamat konsantrasyonlarinda patolojik artislar takip eder (170).

Sumanont ve ark. (171) deneysel epilepside oksidatif strese bagli néronal hasarin
tedavisinde, noroprotektif 6zellik sergileyen CUR ve diasetilcurcuminin, Mn komplekslerinin
kullanilabilecegini gostermislerdir. Shin ve ark. CUR’nin kainik asite bagli hipokampal hiicre
Olimiinii neredeyse tamamen azalttigini gostermislerdir. Bu durumun en giiglii kaniti,
CUR’nin oksidatif stresin indiikledigi néronal hiicre 6liimiinde belli diizeyde néroproteksiyon
saglayabiliyor olmasidir. CUR, kainik asite bagli upregiile olan kaspaz-3 ve GFAP
ekspresyon diizeylerini azaltir, ki bu durum CUR’nin ndronlari oksidatif strese bagl
astrogliosise karsi koruyor olabilecegini diisiindiirmektedir (172). Beyin senesensi kognitif
disfonksiyon ve norodejeneratif hastaliklarda 6nemli rol oynar. CUR’nin senesens siirecine
etkisi Sekil 6’da gosterilmistir.

CUR’nin AH da dahil ¢ok sayida noérodejeneratif hastalifa karsi yararli etkileri
bildirilmigtir (173, 174). Isik ve arkadaslar1 serebral ventrikiil icine streptozotosin (STZ)
enjeksiyonu ile gelistirilen deneysel AH modelinde CUR tedavisinin IGF-I’i (insiilin like

growth faktor) artirarak norogenez ve noroproteksiyonda etkili oldugunu, STZ ile olusturulan
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kognitif hasar ve norodejenerasyonun CUR tedavisi ile iyilestirilebildigini gostermislerdir
(174).

Beyinde fazla nitrik oksid (NO) iiretimi norotoksisite ve norodejenerasyonla iligkilidir;
noronlar1 ¢evreleyen astrositlerin NO {iiretimi bu olaylara anlaml sekilde istirak etmektedir.
Bunun i¢in NO diretiminin supresyonu Ozellikle bu hastaliklarin  progresyonunun
geciktirilmesinde fayda saglayabilir. Immiinohistokimyasal veriler, eNOS un mikrovaskiiler
yapida bulundugu kadar, beyaz ve gri cevherdeki astrositlerde de yer aldigimi ortaya
koymustur (175). Diyabetik ratlarin kalbinde CUR’nin, eNOS ve iNOS diizeylerini azalttigi;
aktivitesinin DNA ve proteinin her ikisindeki oksidatif hasarda azalmayla iliskili oldugunu
gostermektedir (176). Shin ve ark. tarafindan kainik asit uygulanan farelerin astrositlerinde ve
mikrovaskiiler yapida artmis eNOS ekspresyonu gosterilmis, bu durum CUR tedavisi ile
ekspresyonun olusmamasi ile dogrulanmistir (172).

CUR’nin kan kolestrol diizeyini diisliriicii etkisi (177), immiin sistem hiicrelerinde
bulunan c¢esitli inflamatuvar sitokinleri ve sinyal iletim yolaklarin1 regiile edici etkisi
nedeniyle multiple skleroz, psoriazis ve irritabl barsak sendromunda iyilestirici etkisi (178),
niikleer faktor-xB (NF-Kb) inhibisyonuyla inflamasyonu azaltici etkisi nedeniyle de
skleroderma, psoriasis ve cilt kanseri olmak iizere ¢esitli cilt rahatsizliklarinda 6nleyici ve
tedavi edici etkisi (160) oldugu gosterilmistir. Ayrica, CUR’nin deneysel diyabet
olusturulmus siganlarda glikoz diizeyini diisiirticii etki gosterdigi bulunmustur (179).

CUR plazma kolesterol, lipoproteinler ve trigliserit diizeylerini azaltarak ateroskleroz
gelisimini 6nledigi ileri siirtilmiistiir (180).

CUR antikanserojenik etkilidir, bu etkisinin en onemli sebeplerinden biri de kanser
hiicrelerinin proliferasyonu, invazyonu, anjiogenezi ve apoptozun baskilanmasinda rol alan
NF-«B’ nin potansiyel bir blokorii olmasidir (160, 181).

CUR radyasyon hasarinda yara iyilesmesini arttiric1 etki gostermektedir. Bu etkisini
yaradaki fibroblast aktivitesini arttirarak, kollajen depolanmasin1 ve DNA sentezini arttirarak
etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica si¢anlarda olusturulan akut gastrik iilser modelinde lipid
peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu oOnleyerek ve glutatyon azalmasinin Oniine
gecerek ve gastrik liimen reepitelizasyonunu saglayarak akut iilsere karsi koruyucu etkisi

gosterilmistir (182).
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Sekil 6: Kurkuminin senesens siirecine etkisi [Vicencio ve ark.’in (183) c¢alismasindan
uyarlanmistir].

Yiyeceklerde ve giyim iiriinlerinde renk verme amacinin disinda E.coli ve S.aureus’a
kars1 bakterisidal etkinlik gostermesi nedeniyle Onerilmis ve bu etkinligi mikrobiyolojik
olarak da ispatlanilmistir (184).

2.5.5. Giivenlik

Serum kurkumin konsantrasyonlar1 en yiiksek oral alimin ardindan 1-2 saat sonra
saptanmis ve daha sonra 12 saat icinde de kademeli olarak azaldigi gosterilmistir. CUR ile
yapilmis hayvan ¢alismalarinda 5g/kg'in lizerindeki dozlarda bile toksisite bulgularina
rastlanmamistir. Sistemik preklinik ¢alismalarda Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii kanserden
korunma boliimiinde ratlarda, kopeklerde, maymunlarda 3,5 g/kg {izerindeki dozlarda iic¢

aydan uzun kullanimda yan etki saptanmamugtir (185).
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada kullanilan gerekli histolojik ve kimyasal malzemeler Dokuz Eyliil
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan 2012.KB.SAG.068 nolu
proje ile desteklenmistir. Ayrica ¢alisma, Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Hayvan Etik
Kurulu’nun 21/2012 sayil1 onayi ile gerceklestirilmistir.

3.1. DENEY HAYVANLARI VE LABORATUAR SARTLARI

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Deneysel Arastirma

laboratuvarindan temin edilen 250-350 gr agirliginda 48 adet Wistar tiirii erkek si¢an (6 ve 12
aylik) kullanildi. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya kadar deney hayvanlari laboratuvarinda
uluslararas1 hayvan deney ve bakim kilavuzlarina gore standart laboratuvar kosullarinda
(12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 22+3°C, %62+7 nem orani1) barindirildi. Hayvanlar

dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi.

3.2. CALISMA DiZAYNI (Sekil 7) (Grafik 1)
Siganlar 6 ve 12 aylik olmak iizere 2 gruba ayrildi. 6 aylik sican grubu Grup A, 12

aylik sigan grubu Grup B olarak isimlendirildi. A ve B grubu rastgele 3 alt gruba ayrildi.

Grup 1 : Kurkumin grubu [deney grubu (n:16)]: 6 hafta siireyle 300mg/kg/giin
(163, 174) kurkumin intraperitoneal (IP) yolla verildi. Kurkumin dimetil siilfoksit (DMSO)
icerisinde ¢oziildii (A grubu i¢in 0,2 ml, B grubu i¢in 0,4 ml DMSO).

Grup 2 : DMSO grubu [(+) kontrol grubu (n:16)]: 6 hafta siireyle IP yolla DMSO
verildi (A grubu icin 0,2 ml, B grubu i¢in 0,4 ml DMSO).

Grup 3 : SF grubu [(-) kontrol grubu (n:16)]: 6 hafta siireyle IP yolla 0,4 ml serum
fizyolojik verildi.

Grup 1 Grup 2
Kurkumin D;l[lspo
(300 mghkg IF) .

Sekil 7: Calisma dizayni gosterilmistir.
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Grup 1 : Kurkumin
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Grafik 1: Calisma dizayni gosterilmistir.

Deney siganlardan eter anestezisi altinda intrakardiyak kan alinmasi ve beyin
dokusunun hizla ¢ikarilmasi (Resim 4) islemi ile sonlandirildi. Elde edilen beyin dokusu
orneklerinden histolojik incelemelerin gergeklestirilecegi sol hemisfer %10’luk formaldehit
ile tespit edildi, sag hemisfer diiz tiipe alinarak -80°C’de dolaplara alindi. Kan 6rnekleri ise
5000 rpm’de bes dakika santrifiij edildikten sonra eritrositler distile su ile diliie edilerek doku

ornekleri ile birlikte -80°C’de analiz giiniine kadar saklandi.

Resim 4: Sicanlardan intrakardiyak kan alinmasi ve beyin dokusunun ¢ikarilmasi.
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Deney ve Laboratuvar Incelemeleri Sirasinda Kullanilan Materyaller ve Cihazlar:

Isik mikroskop (Olympus BH-2 Tokyo, Japan)

Mikrotom (RM 2255, Leica)

Digital kamera (Olympus DP71) ve (JVC TK 890E, Japan)
Santrifiij (Sigmal-14 ve Rotofix 32, Hettich Zentrifugen)
Hassas Terazi (Sartorius, GC803S-0CE ve Sartorius, BP2215)
Otomatik Pipet (Eperndorf)

Mikrodalga firin (Galanz)

Etiiv (Dedeoglu)

Vorteks (Velp Scientifica)

Rodajli lam (Isotherm 76X26 mm)

Lamel (Citoglas 24X60 mm)

Doku homojenizatorii (Schiitt-Homgen plus)

Spektrofotometre (GBC Cintra 303, Avustralya, Seri no:V3772)
Buzdolabi1 (Revco, Asheville NC USA, Seri no: U130-270376-UO)

Kimyasallar

Kurkumin (C1386, Sigma Aldrich)

DMSO (Dimetil Siilfoksit) (M802912.1000, Merck)

B-galaktozidaz (ab9361, Abcam)

CD-133 (bs-0395R, BIOSS)

Nestin (sc-33677, Santa Cruz)

GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein) (18-0063, Invitrogen, CA)

Tripsin (Kat No: 00-3008 Digest All 2A, Zymed, San Francisco, California, CA)
Sekonder Kit (Invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum Cat No: 85-9043)
Diaminobenzidin (DAB) (Katolog no: 1718096, Roche)

Fosfat buffer solusyonu (PBS), SH30256.02, Thermo)

Epoxy Resin kit (R1030, AGAR)

CAPS (Amnesco, Ohio, USA)

Ksantin Na (Sigma Aldrich, St.Louis, MO)

I.N.T. (Iodonitrotetrazolium) (Sigma Aldrich, St.Louis, MO)

EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) (Sigma Aldrich, St.Louis, MO)
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*0

* Ksantin oksidaz (Sigma Aldrich, St.Louis, MO)

¢+ Standart SOD c¢ozeltileri (Sigma Aldrich, St.Louis, MO)
¢ Trikloroasetik Asit Cozeltisi (TCA) (Sigma Aldrich, St.Louis, MO)
s TBA Cozeltisi (tiyobarbiitirik asit ) (Sigma Aldrich, St.Louis, MO)

X/
L %4

Fosfat Tamponu (Sigma Aldrich, St.Louis, MO)

3.3. DEGERLENDIRMELER

3.3.1. Histolojik Degerlendirme

3.3.1.1. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii
Deney siiresi sonunda elde edilen beyin doku ornekleri %10’luk formaldehit ile tespit

edildi. Dokular fiksatiflerin uzaklagtirlmalar1 amaciyla bir gece musluk suyu altinda

yikandiktan sonra dehidratasyon amaciyla 20’ser dakika %70’den %95’e artan etil alkol

serilerinden gecirildi. Ardindan 20°ser dakika dort degisim aseton solusyonlarindan

gecirildikten sonra iki degisim 30’ar dakika ksilolde tutuldu. 60°C’lik etiiv igerisinde iki

degisim parafin uygulanip birer saat parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular
parafin bloklar igerisine gomiildi. Parafin bloklardan

subventrikiiler bolge (186) ve hipokampusten (186) mikrotom araciligi ile Sum’lik ince

kesitler alind1 (Tablo 1).

Tablo 1: Isik mikroskobik doku takip prosediirii

Islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin uzaklastirilmasi Musluk suyu bir gece
Dehidratasyon % 70 etil alkol 20 dakika
% 80 etil alkol 20 dakika
% 96 etil alkol 20 dakika
Aseton (dort degisim) 20 dakika
Seffaflastirma Ksilol 30 dakika
Ksilol 30 dakika
Emdirme 60 °C etiiv Parafin bir saat
Parafin bir saat
Gomme Parafin

inceleme yapmak amaciyla
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Cresil Violet Boyamasi: 60 °C'de deparafinize edilen kesitler ii¢ degisim ksilolden
gecirildi. Ardindan azalan alkol serilerinden gecirilen dokular distile su ile yikandi ve 30
dakika cresil violet ile boyandi. %96'lik alkolden gecirilen dokular ksilol ile

seffaflastirildiktan sonra entellan ile kapatildi ve 1s1k mikroskobu ile incelendi (Tablo 2).

Tablo 2: Cresil violet boyama prosediirii

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde Bir gece
Deparafinizasyon Ksilol (ii¢ degisim) 20 dakika

Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 96 alkol 2 dakika

% 80 alkol 2 dakika

% 70 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Cresil violet ile boyama 30 dakika
Dehidratasyon % 96 alkol Batirip ¢ikarma
Kapama Entellan

3.3.1.2. indirekt immunohistokimyasal Yéntem

Noral kok hiicreler CD133, GFAP ve nestin eksprese ederler (35). Senesens iligkili beta
galaktozidaz (SA-b-Gal) ise yaygin olarak kullanilan senesens biyobelirteglerinden biridir
(79, 80). Bu nedenle c¢aligmamizda immunohistokimyasal boyama i¢in [-galaktozidaz
(ab9361, Abcam), CD-133 (bs-0395R, BIOSS), Nestin (sc-33677, Santa Cruz) ve GFAP
(Glial Fibrillary Acid Protein, 18-0063, Invitrogen, CA) primer antikorlar1 kullanildi.
Immunohistokimyasal inceleme i¢in 60°C lik etiivde bir gece ve ksilolde ii¢ degisim 20’ser
dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten sonra 10
dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen (Dako, Glostrup,
Denmark) ile ¢evreleri sinirlandi. Tripsin (00-3008, Digest All 2A, Zymed, San Francisco,
California, CA) soliisyonu i¢inde 37°C etiivde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’liikk hidrojen peroksit uygulandi. Ug defa
5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler bir saat oda isisinda bloklama
solusyonu (Zymed Histostain-Plus Broad Spectrum Cat No:85-9043) ile inkiibe edildi ve
ardindan yikama yapilmadan fB-galaktozidaz, CD-133, Nestin ve GFAP primer antikorlari
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ile bir gece +4°C’de inkiibe edildi. Ardindan fosfatli tampon soliisyonu ile ii¢ defa yikanan
kesitler biyotinlenmis sekonder antikor (Zymed Histostain- Plus Broad Spectrum Cat No:85-
9043) ile 30 dakika inkiibe edildi. PBS solusyonu ile yikama yapildiktan sonra enzimle
isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) (Histostain-Plus Broad Spectrum
Cat No0:85-9043) 30 dakika uygulandi. Reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi ig¢in
Diaminobenzidin (DAB) (1718096, Roche) kullanildi. Zemin boyamasi Harris hematoksilen
ile yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile
seffaflagtirma isleminden sonra entellan ile kapatildi (Tablo 3).

Indirekt immunohistokimyasal boyamalar semikantitatif ydntem ile skorlandi. Bu
yonteme gore 0: Boyanma yok, 1: Az boyanma, 2: Orta boyanma, 3: Siddetli boyanma olarak
belirlendi (Resim 5) (187). Sonuglar tanimlayici istatistiksel yontemle degerlendirildi.
Degerlendirilecek olan primer antikorlar seri kesitlerde ardisik olarak boyandi. Her denege ait
preparatlardan ii¢ rastgele alanda calismadan haberi olmayan iki histolog tarafindan
degerlendirme yapildi, ortalamalar tanimlandi. Immun boyanmalar alman subventrikiiler

zondaki alanda yapildi.

Resim 5: Subventrikiiler zon, solda ‘az boyanma’, sagda ‘siddetli boyanma’ya ornek 1sik

mikroskopik goriintii verilmistir (x 40 biiyiitme).
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Tablo 3: Indirekt immunohistokimyasal yontem

Islem Madde ‘ Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde Bir gece
Deparafinizasyon Ksilol (ii¢ degisim) 20 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 96 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini ¢izme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Tripsin 37°C, 15 dk
Yikama PBS 3x5 dakika
%3’liik hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu Bir saat
Antikor ile inkiibasyon B-galaktozidaz, CD-133, Nestin ve GFAP Bir gece, 4°C
Yikama PBS 3x5 dakika
Biotinlenmis sekonder antikor 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Streptavidin sekonder antikor 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 5 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Zit Boyama Mayer’s hematoksilen 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Kapama Entellan

3.3.1.3. Hipokampuste Noron Yogunlugunun Belirlenmesi

Hipokampuse ait CA1, CA2, CA3 ve Gyrus dentatus (186) bolgelerinin her birinden

ticer alanda (Resim 6) olmak iizere néron yogunlugu sayimi yapildi. Isik mikroskobuna bagli

olan (Olympus BH-2 Tokyo, Japan) yiiksek c¢oziiniirliikli video kamera (JVC TK 890E,
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Japan) araciligi ile 15800-um®lik sayim cergevesinde x20°lik bilyiitmede noron saymmi

gerceklestirildi (188) (Resim 6).

Resim 6: Hipokampuste ndron saymminin gosterilmesidir (x 4 bilylitme). (Arastirma

deneklerinden alinan beyin dokusu goriintiisiidiir.)

3.3.2. Farmakolojik Degerlendirme

3.3.2.1. Eritrositlerde CUZN-SOD Aktivite Tayin Yontemi

Bu yontemde ksantin oksidaz (XOD) sistemiyle superoksit radikali iiretildi, olusan
superoksit radikali I.N.T. (Iodonitrotetrazolium) ile reaksiyon vererek viyole renkli formazon
boyasi olusturuldu ve bu renk siddeti 505 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Ortamdaki CuZn-SOD
aktivitesine bagli olarak bu reaksiyon 6nlendi ve yiizde (%) inhibisyon hesaplandi (189).

3.3.2.1.1. Test I¢in Gerekli Kimyasal ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

Substrat karisimi

Ksantin Na 0,05 mmol/L

IN.T. 0,025 mmol/L
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Tampon (pH 10.2)

CAPS (3-[Siklohekzilamino]-1- 50 mmol/L

propensiilfonik asit)

EDTA(Etilendiamintetraasetik asit) 0,94 mmol/L
Ksantin oksidaz 80 U/L
Standart SOD cozeltileri 0,217-5,20 U/L

3.3.2.1.2. Reaksiyon Ortaminin Hazirlanisi

100 mP’lik karigim i¢in 1107 mg CAPS ile 34,98 mg EDTA tartilarak 100 ml’ye
tamamlandi ve pH’s1t NaOH c¢ozeltisi veya fosforik asit ile 10,2’ye ayarlandi. Bu ¢ozeltiye
0.871 mg ksantin sodyum ve 1,264 mg INT eklendi.

3.3.2.1.3. Ksantin Oksidaz

80 U/l konsantrasyonda ksantin oksidazdan pH 7 fosfat tamponu icerisinde
kullanmadan hemen 6nce taze olarak hazirlandu.

3.3.2.1.4. Fosfat Tamponu (pH 7.0)

500 ml hazirlamak i¢in 0,6805 g KH,PO, tartilip 500 ml’lik balon jojeye ilave edildi,
bir miktar distile su ilave edilerek ¢oziildii. Uzerine 15 ml 0,2 M NaOH ilave edilerek
hacmine tamamlandi ve pH 7 fosforik asid veya NaOH ile ayarlandi.

3.3.2.1.5. Testin Yapihisi

CuZn-SOD o6l¢iimii icin daha 6nceden 1:5 oraninda diliie edilerek hazirlanan eritrosit
orneklerinden 0,1 ml alind1 ve iizerine 7,9 ml distile su ilave edilerek toplam 400 katlik
dilisyon saglandi ve 6l¢iim i¢in kullanildi. 1 ml’lik kuvars spektrofotometre kiivetine 850 pl
substrat karisimi ilave edildi. Uzerine 25 pl diliie eritrosit ilave edildi ve en sonda iizerine 125
ul ksantin oksidaz (80 U/L) ilave edilerek 505 nm’de havaya kars1 30’uncu (A ;) ve 210’uncu
(A,) saniyelerde absorbans olciildii. Kor olarak 25 pl eritrosit yerine pH 7’lik fosfat tamponu
kullanilip ayni islem tekrarlandi. Yine standart kalibrasyon egrisi i¢in de 0,217; 0,650; 1,30;
2,60 ve 5,20 U/ml konsantrasyonlarda CuZn-SOD igeren ¢ozeltiler hazirlandi ve ayni islem
bunlar i¢in de uygulandi. Absorbans ol¢iimlerinden sonra hem kor, hem numune, hem de

standart i¢in dakikadaki absorbans degisimi (AA) hesaplandi:
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Ar—A

= AA/ dakika (numune, standart ve kor i¢in)

Sonug olarak kore kars1 % inhibisyon degerleri hem standart hem de numune i¢in hesaplandi:
(AAstd/dakika x 100)

% inhibisyon = 100 -

AAkor/dakika
Standartlar icin elde edilen % inhibisyon, standart konsantrasyonlarinin
logaritmalarina kars1 grafige gegirilerek dogru denklemi hesaplandi. Numuneler icin elde
edilen % inhibisyon degerleri de bu grafige uygulanarak konsantrasyonlar1 U/ml olarak
hesaplandi. Sonra diliisyon faktorii olan 400 ile carpilarak eritrositlerdeki aktivite hesaplandi.
3.3.2.2. Eritrosit SE-GPX Aktivite Tayin Yontemi

Se-GPx aktivite tayin yonteminin esasi, H,O, varliginda indirgenmis glutatyonun
(GSH) Se-GPx tarafindan okside glutatyona (GSSG) oksitlenmesi ve oksitlenen GSSG’nin
glutatyon rediiktaz enzimi araciligiyla tekrar GSH’ye doniistliriilmesi esnasinda ortamda
bulunan indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfatin (NADPH) kullanilmast ve
kullanilan bu NADPH miktarindaki, dolayisiyla absorbanstaki azalmanin 340 nm dalga
boyunda izlenmesi esasina dayanmaktadir (190, 191).

3.3.2.2.1. Test I¢in Gerekli Kimyasal ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

Reaksiyon ortami; 50 mmol/l tris tamponu pH 7,6 icinde, litrede 1 mmol Na,EDTA, 2
mmol rediikte glutatyon, 0,2 mmol NADPH, 4 mmol sodyum azid ve 1000 iinite glutatyon
rediiktaz olacak sekilde hazirlandi. H,O,, distile su icerisinde 8,8 mmol/l konsantrasyonda
olacak sekilde hazirlandi.

3.3.2.2.2 Testin Yapilis1

Daha onceden 1:5 oraninda diliie edilerek hazirlanan eritrosit hemolizati oda 1sisinda
coziildii ve iic¢ kat diliie edildi. 1 mI’lik kiivete 990 ul reaksiyon ortami ilave edildi, buna 10 pl
diliie hemolizat eklendi ve oda 1sisinda bes dakika inkiibe edildi. 10 ul H,O, eklenerek
reaksiyon baglatildi ve  NADPH absorbans azalmasi 340 nm’de iki dakika izlendi.

Nonenzimatik reaksiyon i¢in ayni sartlarda hemolizat yerine 10 pl distile su kullanilarak
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kiivette NADPH azalmasi1 kaydedildi ve her bir O6l¢iimden cikarildi. Sonra dakikadaki
absorbans farki hesaplandi. Ayni sartlarda diliie 6rnekler yerine 0,1-0,5 U/ml standart GPx
¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edildi. Orneklerdeki enzim aktiviteleri bu

grafikten hesap edildi.

3.3.2.3. Eritrosit Malondialdehit Tayin Yontemi (TBARS)

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan malondialdehit (MDA) tayini, tiyobarbiitirik asit
(TBA) ile MDA’ nin reaksiyon vererek 532 nm dalga boyunda olgiilebilen renkli bir bilesik
vermesi esasina dayanmaktadir. Bu dl¢limle tiyobarbitiiriik asit ile reaksiyon veren maddeler
olciildi, literatiirde tiyobarbitiirik asit reaktif tirtinleri (TBARS) olarak yer almaktadir (192).

3.3.2.3.1. Gerekli Reaktiflerin Hazirlanmasi

Trikloroasetik Asit Cozeltisi (TCA): %15 konsantrasyonda trikloroasetik asitten
distile su icerisinde hazirlandi.

EDTA Cozeltisi: 0,1 M konsantrasyonda EDTA disodyum dihidrattan distile su
i¢erisinde hazirlandi.

TBA Cozeltisi: % 1 konsantrasyonda tiyobarbitiirik asitten 0,05 N NaOH icerisinde
hazirlandi.

Fosfat Tamponu pH 7.5 (0.33M): 11,931¢g disodyum hidrojen fosfat tartilip 100 ml’ye
distile su ile tamamland1 (A ¢ozeltisi). 0,907 g potasyum dihidrojen fosfat tartilip 20 ml’ye
distile su ile tamamland1 (B ¢0Ozeltisi). Sonra 85 ml A c¢ozeltisi ile 15 ml B ¢ozeltisi
karistirtlarak pH tespit edildi. Fosforik asit veya sodyum hidroksit ile pH 7,5’a ayarlandi.

3.3.2.3.2. Testin Yapihis1

1:5 oraninda diliie edilerek hazirlanan eritrosit 6rneklerinden 0,5 ml alinarak iizerine
0,5 ml pH 7,5’luk fosfat tamponu ilave edildi. Sonra bunlarin {izerine 0,5 ml %15’lik
trikloroasetik asit soliisyonu ilave edilerek vortekslendi ve buzdolabinda buz keseleri lizerinde
iki saat tutuldu. Ardindan tiipler 4°C’de 4400 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Sonra bir ml
supernatan alinarak baska bir polipropilen tiiplere aktarildi, tizerine 75 ul 0.1 M EDTA ve 250
pul 0,05 N NaOH igerisinde hazirlanmis %1°lik TBA soliisyonu ilave edilip 15 saniye
vortekslendi ve kaynayan su banyosunda 15 dakika tutuldu. Aym sartlarda bir ml siipernatan
yerine bir ml pH 7,5’luk fosfat tamponu kor olarak ve bir ml standart da kalibrasyon egrisi
icin kullanildi. Sonra absorbanslar 532 nm dalga boyunda kore karsi spektrofotometrede
Olgiildii. Her ornek i¢in iki Olglim yapilarak ortalamast kullanildi. Standart olarak

tetrametoksipropan (TMP) soliisyonu kullanildi, bu amacla 0,76 ile 3,04 nmol/ml’lik
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konsantrasyon arasinda bes standart stok TMP’den hazirlandi. Numunelerdeki MDA
konsantrasyonu nmol/ml olarak dogrudan kalibrasyon egrisinden hesap edildi. Soliisyonlar
her seferinde taze hazirlandi.

3.3.2.4. Beyin Dokusunda Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

Antioksidan Enzim Olciimii

Dokularin tartimlar1 alinarak (0,6173 £ 0,052 gram), Schiitt-Homgen plus marka doku
homojenizatoriinde %1,15 KCI kullanilarak homojenatlar1 hazirlandi. Bu homojenatlar
tizerinde, asagida agiklanan parametrelerin tayinleri gerceklestirildi.

Homojenatlar +4°C’de 5000xg devirde santrifiij edildi. Elde edilen seffaf
slipernatan ¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan biyokimyasal reaksiyonlar i¢in kullanildu.

3.3.2.4.1 Beyin dokusunda Siiperoksid Dismutaz (SOD) aktivite olciimii

Supernatanda CuZn-SOD aktivite Bulucu ve arkadaglarinin metodu ile olgiildi (193).
CAPS hari¢ (Amnesco, Ohio, USA) tiim ayiraclar Sigma kimyasallarindan (St.Louis, MO)
saglandi. Her bir supernatant 1:400 kat 10 mM fosfat tamponu ile diliie edildi. Diliie edilen
stipernatanin pH 7°de 25 uL’si pH 10,2’de 50mmol/L CAPS ve 0,94 mmol/L EDTA igeren
tampon soliisyonu icerisinde 0,05 mmol/L ksantin sodium ve 0,025 mmol/L INT klorid i¢eren
850 uL substrat soliisyonu ile karistirildi. Daha sonra ksantin oksidazin (80U/L) 125 pL’si
karisima eklendi ve absorbans artigi havaya karsi ii¢c dakikada 505 nm ‘de gozlendi. 25 pL
fosfat tampon 6rneginde veya cesitli standart konsantrasyonlarin 25 mcL’si standart tespitler
i¢in kullanildi. CuZn-SOD aktivitesi iinite/gram (U/g) doku proteini olarak ifade edildi.

3.3.2.4.2. Beyin dokusunda Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) aktivite dl¢iimii

Stipernatanda glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve arkadaglarinin (191) metoduna
gore ¢aligildi. Biitlin ayiraclar Sigma kimyasallarindan (St.Louis, MO) saglandi. Reaksiyon
karisgtmin pH 7,6’da Immol/L Na,EDTA, 2 mmol/L indirgenmis glutatyon (GSH), 0,2
mmol/L NADPH, 4mmol/L sodium azid ve 1000U glutatyon rediiktaz, 50 uL supernatan ve
950 uL reaksiyon karigimi igeren 50mmol/L tampon karistirildt ve 37°C’de 5 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra reaksiyon 8mmol/L H,O; ile baslatildi ve GSH-Px aktivitesi NADPH’1n
NADP+’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasmmin 340 nm’de okunmasiyla

hesaplandi. Enzim aktiviteleri iinite/gram (U/g) doku proteini seklinde belirtildi.

39



3.3.2.4.3. Beyin Malondialdehit Ol¢iimii

Deney ve kontrol gruplarindan elde edilen supernatan orneklerinden lipid
peroksidasyon Tliriinlerinin saptanmasit Buege ve Aust’un (194) TBARS olusumu metoduna
dayanilarak gergeklestirildi. Doku orneklerindeki TBARS seviyeleri nmol/g olarak ifade
edildi.

Deney Sonuclannin Analizi

-

Beyin Dokusu Kan Ornegi
/ \ Farmakolojik inceleme:

s S0D aktivitesi
Sag Hemisfer Sol Hemisfer ®  G5H-Px aktivitesi

s  NMDAdOzeyi

Farmakolojik inceleme: Histolojik inceleme:
*  S0D aktivitesi s  Isik Mikroskopikinceleme
*  G5H-Px aktivitesi Hipokampal N&ronYogunlugunun Belirlenmesi

*  MDAdOzeyi
s |HK boyanmalarla Isik Mikroskopik inceleme
#* Hipokampal senesens hiicreleri
¥  Subventrikiiler Zon
¥ Nbral kok hicreler
¥" Senesens hicreleri

Tablo 4: Analiz yontemleri 6zetlenmistir.

3.3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Gruplar aras1 farklilik Kruskal Wallis, gruplar arasindaki farkliligin hangi gruptan
kaynaklandig1 ise Mann-Whitney U testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz icin, Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) Version 15.0 for Windows (SPSS Inc, USA) adh
bilgisayar programi kullanildi. p<0,05; istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Verilerin

karsilastirilmasi icin tablo ve grafikle gosterim yapildi.
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BULGULAR

Deney siiresince GruplA’dan bir si¢an peritonit nedeniyle, Grup 1B’den ii¢ si¢an; ikisi
peritonit, biri enjeksiyon sonrasi olas1 anaflaksi reaksiyonu nedeniyle, Grup 3A’dan bir si¢an
kemik destriiksiiyonu yaratan boyun absesi nedeniyle kaybedildi. Deney sirasinda gelisen
hayvan oOliimleri en fazla CUR grubunda gozlenmistir ve en sik 6liim nedeni peritonittir.
Sakrifizasyon agsamasinda CUR grubunda bazi deneklerde periton inflamasyon bulgular1 ve

visseral peritonda CUR kalintilar1 gbzlendi (Resim 7).

Resim 7: Sakrifizasyon asamasinda kurkumin grubunda gdzlenen periton degisiklikleri ve

kurkumin kalintilar

HISTOLOJIK BULGULAR

Hipokampal Noron Yogunlugu Isik Mikroskobik Bulgular

Hipokampuse ait CAl, CA2, CA3 ve GD bolgelerinin noron yogunluklari
degerlendirildiginde; 6 ve 12 aylik ratlarda, CUR uygulanan grup olan Grup 1 ile pozitif ve
negatif kontrol gruplar1 olan Grup 2 ve Grup 3 arasinda CA1 ve CA2 bdlgelerinde istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmazken (p>0,05) CA3 ve GD boélgelerinde noron sayisinda CUR
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli artis saptandi (p<0,05) (Grafik 2-3, Tablo 5,
Resim 8).

Her iki yas grubunda Grup 2 ve Grup 3 arasinda ise CAl, CA2, CA3 ve GD
bolgelerinde istatistiksel olarak anlamli fark (p>0,05) saptanmadi (Tablo 5). CUR uygulanan
6 aylik (Grup 1A) ve 12 aylik (Grup 1B) ratlarda CAl, CA2, CA3 ve GD bdlgelerinde
istatistiksel olarak anlamli fark (p>0,05) bulunmadi (Tablo 5).
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Tablo 5: Hipokampiise ait CAl, CA2, CA3 ve GD bolgelerinin noron yogunluklari

gosterilmektedir. Degerler ortalama == standart sapma seklinde verilmistir.

CAl CA2 CA3 GD
Grup 1A 21,7 #4,10 16,8+ 6,30 17,2+ 5,99 38,7+ 7,00
Grup 1B 19,4+ 5,46 17,845,55 16,5+ 2,99 36,3+ 8,03
Grup 2A 19,0+ 5,45 17,0+ 3,71 11,7 £3,55 28,7+ 7,85
Grup 2B 19,0+ 3,98 16,7 £3,76 12,8+ 1,91 28,5+ 6,23
Grup 3A 19,05+4,28 16,3+ 4,28 11,4 +1,98 27,3+ 8,74
Grup 3B 19,5+ 2,64 17,8+ 3,92 13,1+ 1,67 28,9+ 5,18
Ikili gruplar arasindaki anlamliklar, Mann Whitney U testi
CA1l CA2 CA3 GD

Grup 1A-1B p=0,275 p=0,579 p=0,881 p=0,750
Grup 1A-2A | p=0,012 p=0,405 p=0,004 p=0,001
GruplA-2B p=0,078 p=0,510 p=0,038 p=0,007
GruplA-3A p=0,070 p=0,87 p=0,002 p=0,000
GruplA-3B p=0,060 p=0,258 p=0,032 p=0,002
GruplB-2A p=0,717 p=0,731 p=0,002 p=0,023
Grup 1B-2B p=0,776 p=0,565 p=0,004 p=0,026
Grup 1B-3A p=0,806 p=0,401 p=0,000 p=0,006
Grupl1B-3B p=0,879 p=0,949 p=0,002 p=0,016
Grup2A-2B p=0,908 p=0,709 p=0,070 p=0,985
Grup2A-3A p=0,927 p=0,601 p=0,682 p=0,636
Grup 2A-3B p=0,936 p=0,460 p=0,025 p=0,739
Grup 2B-3A p=0,985 p=0,971 p=0,052 p=0,701
Grup 2B-3B p=0,622 p=0,335 p=0,506 p=0,541
Grup 3A-3B p=0,520 p=0,313 p=0,001 p=0,542
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Grafik 2: 6 aylik gruplara ait CA3 ve Gyrus dentatus’ta (GD) noron yogunlugunun bar
diyagram goriiniimii gosterilmektedir.

* 1 Grup 1A’da CA3 bolgesinde hipokampal néron sayist Grup 2A ve Grup 3A’ya gore
anlamli olarak artmistir (p<0,05).

*%: Grup 1A’da GD’de hipokampal ndron sayist Grup 2A ve Grup 3A’ya gore anlamli olarak
artmistir (p<0,05).
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Grafik 3: 12 aylik gruplara ait CA3 ve Gyrus dentatus’ta (GD) noéron yogunlugunun bar
diyagram goriiniimii gosterilmektedir.

* 1 Grup 1B’de CA3 bolgesinde hipokampal noron sayist Grup 2B ve Grup 3B’ye gore
anlamli olarak artmistir (p<0,05).

**: Grup 1B’de GD’de hipokampal noéron sayis1 Grup 2B ve Grup 3B’ye gore anlamli olarak
artmistir (p<0,05).
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Cresil Violet
Gy LA Grup 1B

Grup 2A Grup 2B

Grup 3A Grup 3B

Resim 8: Gruplara ait CA3 ve GD boélgelerinde Cresil violet boyanmasi goriilmektedir (x10

biiyiitme).
Siyah ok: Kurkumin verilen grupta CA3 ve GD'ye ait hiicre yogunlugunda anlamli artig

Kirmizi ok: Kurkumin verilmeyen gruplarda CA3 ve GD'ye ait hiicre yogunlugunda azalma
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Immunohistokimyasal Bulgular

Subventrikiiler

zondaki

CD133

immunhistokimyasal

boyama

sonuglari

degerlendirildiginde; 6 ve 12 aylik ratlarda, Grup 1’de Grup 2 ve Grup3’e gore istatistiksel

olarak anlamli artis saptand1 (p<0,05) (Grafik 4-5, Tablo 6, Resim 9) . Her iki yas grubunda

Grup 2 ve Grup 3 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark (p>0,05) saptanmadi. Grup 1A

ve Grup 1B arasinda CDI33 pozitif boyanma acisindan istatistiksel olarak anlamli fark

(p>0,05) bulunmadi.

Tablo 6: Immunohistokimyasal semikantitatif skorlama. Degerler ortalama + standart sapma

seklinde verilmistir. SVZ: Subventrikiiler Zon, GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein

CD 133 Nestin GFAP Beta-galaktozidaz | Beta-galaktozidaz
Hipokampus SVZ
Grup 1A | 2,60+£0,51 | 1,30+ 0,48 | 2,50+ 0,52 | 0,00+ 0,00 0,20 +£0,42
Grup 1B | 2,40 £0,51 | 1,30+ 0,48 | 2,50+ 0,52 | 0,00+ 0,00 0,20+ 0,42
Grup 2A | 1,70 £0,48 | 0,70+ 0,48 | 1,70+ 0,67 | 0,00+ 0,00 0,50+ 0,52
Grup 2B | 1,50 +0,52 | 0,50+£0,52 | 1,60+0,51 | 0,30+ 0,48 0,90+ 0,87
Grup 3A | 1,50+0,52 | 0,50+ 0,52 | 1,50+0,52 | 0,00+ 0,00 0,40+ 0,51
Grup 3B | 1,50+ 0,52 | 0,30+ 0,48 | 1,40+0,52 | 0,20+ 0,00 0,30+ 0,90

Ikili gruplar arasindaki anlamliliklar, Mann Whitney U testi

CD133 | Nestin GFAP Beta-galaktozidaz | Beta-galaktozidaz
Hipokampus SVZ

Grup 1A-1B | p=0,383 | p=1,000 | p=1,000 p=1,00 p=1,00

Grup 1A-2A | p=0,002 | p=0,017 | p=0,013 p=1,00 p=0,170
Grup 1A-2B | p=0,001 | p=0,005 | p=0,003 p=0,067 p=0,047
Grup 1A-3A | p=0,001 | p=0,005 | p=0,002 p=1,00 p=0,342
Grup 1A-3B | p=0,001 | p=0,001 | p=0,001 p=0,067 p=0,022
Grup 1B-2A | p=0,010 | p=0,017 | p=0,013 p=1,00 p=0,170
Grup 1B-2B | p=0,003 | p=0,005 | p=0,003 p=0,067 p=0,047
Grup 1B-3A | p=0,003 | p=0,005 | p=0,002 p=1,00 p=0,342
Grup 1B-3B | p=0,002 | p=0,001 | p=0,001 p=0,067 p=0,022
Grup 2A-2B | p=0,374 | p=0,374 | p=0,796 p=0,067 p=0,342
Grup 2A-3A | p=0,374 | p=0,374 | p=0,522 p=1,00 p=0,661
Grup 2A-3B | p=0,374 | p=1,000 | p=0,522 p=0,067 p=0,208
Grup 2B-3A | p=1,000 | p=0,081 | p=0,661 p=0,067 p=0,185
Grup 2B-3B | p=1,000 | p=0,374 | p=0,661 p=1,00 p=0,968
Grup 3A-3B | p=1,000 | p=0,374 | p=1,000 p=0,067 p=0,112
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3.5 6 aylik gruplarda SVZ'de THK boyanmalar
*

ECD133
| GFAP

ud Mestin

ITHK Semikantitatif’ Skorlama

Grup 14 Grup 2A Grup 3A

Grafik 4: 6 aylik gruplara ait SVZ'de immunhistokimyasal olarak CD133, Nestin ve GFAP

boyanmasinin bar diyagram goriinlimii gésterilmektedir.

* : CDI133 boyanmada Grup 2A ve Grup 3A’ya gore anlamlilik (p<0,05)
** : GFAP boyanmada Grup 2A ve Grup 3A’ya gore anlamlilik (p<0,05)
# : Nestin boyanmada Grup 2A ve Grup 3A’ya gore anlamlilik (p<0,05) SVZ: Subventrikiiler

zon, IHK: Immunhistokimya

Subventrikiiler =~ zondaki ~GFAP  immunhistokimyasal = boyama  sonuglari
degerlendirildiginde; 6 ve 12 aylik ratlarda, Grup 1’de Grup2 ve Grup3’e gore istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu belirlendi (p<0,05) (Grafik 4-5, Tablo 6, Resim 10). Her iki yas
grubunda Grup 2 ve Grup 3 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark (p>0,05) saptanmadi.
Grup 1A ve Grup 1B arasinda GFAP pozitif boyanma agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark (p>0,05) saptanmadi.

Subventrikiiler =~ zondaki  nestin  immunhistokimyasal =~ boyama  sonuglari
degerlendirildiginde; 6 ve 12 aylik ratlarda, Grup 1’de Grup2 ve Grup3’e gore istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu saptandi1 (p<0,05) (Grafik 4-5, Tablo 6, Resim 11). Her iki yas
grubunda Grup 2 ve Grup 3 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark (p>0,05) saptanmadi.
Grup 1A ve Grup 1B arasinda nestin pozitif boyanma agisindan istatistiksel olarak anlamli

fark (p>0,05) bulunmadi.
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3,5 -

12 ayhk gruplarda SVZ'de ITHK bovanmalar
3 o A

EmColss
& GFAF

i Mestin

THK Semikantitatif Skorlama

Grup 1B Grup 2B Grup 3B

Grafik 5: 12 aylik gruplara ait SVZ'de immunhistokimyasal olarak CD133, Nestin ve GFAP

boyanmasinin bar diyagram goriinlimii gésterilmektedir.

* 1 CD133 boyanmada Grup 2B ve Grup 3B’ye gore anlamlilik (p<0,05)
**: GFAP boyanmada Grup 2B ve Grup 3B’ye gore anlamlilik (p<0,05)

# : Nestin boyanmada Grup 2B ve Grup 3B’ye gore anlamlilik (p<0,05)

SVZ: Subventrikiiler zon, IHK: Immunhistokimya

Hipokampusda  beta-galaktozidaz ~ immunhistokimyasal = boyama  sonuglari
degerlendirildiginde, Grup 1A-B, Grup 2A ve Grup 3A’da beta galaktozidaz pozitif hiicre
saptanmaz iken (Resim 12) hicbir grupta istatistiksel anlamlilik bulunmadi (p>0,05). SVZ’de
beta-galaktozidaz pozitif boyanmada Grup 1B’de Grup 2B ve Grup 3B’ye gore istatistiksel
olarak anlamli azalma oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 6, Resim 13). Grup 1A’da beta
galaktozidaz boyanma Grup 2A ve Grup 3A ile karsilastirildiginda daha diisiik diizeylerde
oldugu fakat farkin anlamli olmadig: belirlendi (p>0,05) (Tablo-6).
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Grup 1A Grup 1B

Resim 9: Gruplara ait subventrikiiler zonda CD133 immun boyanmasi goriilmektedir (x 40

biiyiitme). Siyah ok: Immunpozitif hiicreler
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Grup 1A GFAP Grup 1B

Resim 10: Gruplara ait subventrikiiler zonda GFAP immun boyanmasi goriilmektedir (x 40

biiylitme). Siyah ok: Immunpozitif hiicreler
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Grup 1A DNestim o 1B

Grup 2A Grup 2B

Grup 3A Grup 3B

Resim 11: Gruplara ait subventrikiiler zonda Nestin immun boyanmasi1 goriilmektedir

(x 40 biiytitme). Siyah ok: Immunpozitif hiicreler



Grup 3A Grup 3B

Resim 12: Gruplara ait hipokampusde beta-galaktozidaz immun boyanmasi goriilmektedir

(x 40 biiyiitme). Siyah ok: CA3 bolgesindeki immunpozitif hiicreler
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Resim 13: Gruplara ait subventrikiiler =~ zonda beta-galaktozidaz immun boyanmasi

gosterilmektedir (x 40 biiylitme). Siyah ok: Immunpozitif hiicreler
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FARMAKOLOJIK DEGERLENDIRME BULGULARI

Ratlarda eritrositlerde MDA seviyeleri degerlendirildiginde CUR uygulanan 12 aylik
grupta (Grup 1B) (0,76+0,10) 12 aylik pozitif ve negatif kontrol gruplarina goére [Grup 2B
(1,11+0,16), Grup 3B (1,04+0,16)] istatistiksel anlamli diisiis saptand1 (p<0,05) (Tablo 7-8).
Eritrosit GSH-Px aktivitesi degerlendirildiginde ise Grup 1B’de (50,64+9,04), Grup 2B
(39,70+2,63) ve Grup 3B’ye (39,2+2,88) gore istatistiksel anlamli artis saptandi (p<0,05)
(Tablo 7-8).

Tablo 7: Ratlarda eritrosit ve beyin (sag hemisfer) MDA, GSH-Px ve SOD enzim aktivite

Olctimleri. Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.

ERITROSIT BEYIN
MDA GSH-Px SOD MDA GSH-Px SOD
(nmol/ml) (U/ml) (U/ml) (nmol/g) (U/g) (U/g)

Grup 1A | 0.86+0,17 42,0+6,66 150,63+9,07 0,73%0,15 72,59+7,64 176,60+10,55

Grup 1B | 0762010 | 50.6429.04 | 14653£1021 | 0.75:0,12 | 67.84%8,13 | 164,02£10.92

Grup 2A | 1.00£0.16 | 3943426 | 139,14x13.68 | 097+0,14 | 6531651 166,2948,11

Grup 2B | 1112016 | 3970£2.63 | 130,90£807 | 0994007 | 6088662 | 164.67+14.44

Grup 3A | 0.97+0,16 40,92+2,33 142,36+5,97 0,96+0,12 71,83+4,41 164,71+14,29

Grup 3B 1,04+0,16 39,2+2,88 140,07+12,97 1,06+0,13 68,11+4,30 163,21+12,09

Tablo 8: Ratlarda eritrosit ve beyin (sag hemisfer) MDA, GSH-Px ve SOD enzim aktiviteleri

ERITROSIT BEYIN
MDA GSH-Px | SOD MDA GSH-Px |SOD
Grup 1A-1B p=0,414 p=0,088 p=0,465 p=0,683 p=0,222 p=0,042
Grup 1A-2A | p=0,105 p=0,563 p=0,105 p=0,017 p=0,064 p=0,049
Grup 1A-2B p=0,020 p=0,728 p=0,005 p=0,005 p=0,011 p=0,105
Grup 1A-3A p=0,201 p=0,949 p=0,142 p=0,018 p=0,848 p=0,224
Grup 1A-3B p=0,064 p=0,643 p=0,105 p=0,004 p=0,297 p=0,064
Grup 1B-2A | p=0,013 p=0,019 p=0,306 p=0,027 p=0,241 p=0,660
Grup 1B-2B | p=0,007 p=0,019 p=0,016 p=0,005 p=0,241 p=0,769
Grup 1B-3A | p=0,042 p=0,019 p=0,570 p=0,018 p=0,371 p=0,807
Grup 1B-3B | p=0,013 p=0,008 p=0,380 p=0,004 p=0,769 p=0,883
Grup 2A-2B p=0,128 p=0,958 p=0,189 p=1,000 p=0,400 p=0,752
Grup 2A-3A p=0,602 p=0,728 p=0,418 p=0,817 p=0,049 p=0,643
Grup 2A-3B p=0,635 p=0,529 p=1,000 p=0,343 p=0,247 p=0,400
Grup 2B-3A p=0,147 p=0,563 p=0,011 p=0,598 p=0,008 p=0,908
Grup 2B-3B | p=0318 p=0,713 p=0,141 p=0,365 p=0,021 p=0,916
Grup 3A-3B p=0,384 p=0,385 p=0,487 p=0,181 p=0,164 p=0,908

* Jkili gruplar arasindaki anlamliliklar; Mann Whitney U testi ile belirlendi.
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Rat beyin hiicrelerinde yapilan MDA analizleri degerlendirildiginde 6 ve 12 aylik
ratlarda Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 3 (ayn1 yas grubu birbirleri arasinda) karsilastirildiginda
Grup 1°de beyin MDA seviyelerinde diger gruplara gore istatistiksel anlamh diisiis saptandi
(p<0,05) (Tablo 7-8) (Grafik 6). Beyin MDA seviyeleri agisindan tiim gruplar i¢in A-B alt
gruplart kendi aralarinda (1A ile 1B, 2A ile 2B, 3A ile 3B) karsilastirildiginda istatistiksel
anlamlilik bulunmadi (p>0,05). Grup 2A ile Grup 3A ve Grup 2B ile Grup 3B arasinda beyin
MDA seviyelerinde istatistiksel anlamlilik bulunmadi (p>0,05) (Tablo 7-8).

(nmol'g) Bevin MDA diizeyleri
14
1,2 '[

: | ]

* * &

08 T |
0.6
0.4
a2

4]

CUR OS50 5F CUR D50 5F
A Gruplan B eruplan

Grafik 6: Tiim gruplarda beyin MDA diizeyleri gosterilmistir.

*: A gruplarinda; CUR verilen grup ile DMSO ve SF verilen grup arasindaki istatistiksel
anlamlilik (p<0,05)

**: B gruplarinda; CUR verilen grup ile DMSO ve SF verilen grup arasindaki istatistiksel
anlamlilik (p<0,05)

Grup 3A’daki beyin GSH-Px aktiviteleri Grup 2A ile kiyaslandiginda daha yiiksek
diizeylerde oldugu ve farkin anlamli oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 7-8). Grup 3B’deki
beyin GSH-Px aktiviteleri Grup 2B ile kiyaslandiginda daha yiiksek diizeylerde oldugu ve
farkin anlamli oldugu saptand1 (p<0,05) (Tablo 7-8). Beyin GSH-Px aktiviteleri acisindan tiim
gruplar i¢in A-B alt gruplart kendi aralarinda (1A ile 1B, 2A ile 2B, 3A ile 3B)

karsilastirildiginda enzim aktivilerinde A gruplarinda B gruplarina gore yiiksekligin istatiksel
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bir anlamlilig1 bulunmadi (p>0,05). Grup 1A’da beyin GSH-Px aktiviteleri Grup 2A ve Grup
3A’ya gore yiiksekligin istatiksel bir anlamlilig1 bulunmadi (p>0,05).

Grup 1A’daki beyin SOD aktivitesinin Grup 2A’ya gore ylksekligi istatistiksel olarak
anlamhilik  gosterirken (p<0,05), Grup 3A’ya gore istatistiksel olarak farklilik
bulunmamaktaydi (Tablo 7-8). Grup 1B ile Grup 2B ve Grup 3B arasinda beyin SOD
aktivitesi acisindan herhangi bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Tablo 7-8). Grup 2 ve Grup 3
beyin SOD aktiviteleri acisindan A-B alt gruplar1 kendi aralarinda (2A ile 2B, 3A ile 3B)
karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p>0,05) (Tablo 7-8). Grup 2A ile Grup
3A ve Grup 2B ile Grup 3B arasinda beyin SOD seviyelerinde istatistiksel anlamlilik
saptanmadi (p>0,05) (Tablo 7-8).
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TARTISMA VE SONUC

Canlilarda yaslanma ilerleyici ve geri doniisiimsiiz bir siire¢ (195) olarak kabul
edilmektedir. ilerleyen yasla gelisen norodejeneratif siirecten etkilenen onemli beyin
bolgelerinden biri de hipokampustur (30). Hipokampusun noroplastisite agisindan da 6énemli
olmasi nedeniyle yaslilik siirecinden hipokampusun nasil etkilendigi ve bu degisikliklerin
yavaslatilmasi konusunda ¢abalarin artmasina neden olmaktadir.

Yas ile beyinde oksidatif stresin artmasi, oksidatif stres aracili protein agregasyonu ve
yaslanmayla iligkili nérodejeneratif hastaliklardaki noronal 6liimlerin baslica sebebidir (99,
107-109). Erigkin nérogenezin en 6nemli bolgelerinden biri olan SVZ’den izole edilen kok
hiicrelerin, epidermal growth factor (EGF) veya fibroblast growth factor (FGF) eklenen kiiltiir
ortamlarinda c¢ogalabildigini gosteren caligmalar, bu hiicrelerin ¢esitli santral sinir sistemi
hastaliklarinin tedavisinde yeni acilimlar saglayabilecegini diisiindiirmektedir (47-49).
Norogenezde yasa bagli diisiis nedenlerinden biri olarak kabul edilen ndral progenitor hiicre
senesensi (62) olmasi nedeniyle senesensin dnemli tetikleyicilerinden biri olan oksidatif
stresin engellenmesine yonelik tedavi girisimleri giiniimiizde oldukga popiilerlik kazanmastir.

Sofistike tedavilerin yanisira geleneksel iiriinlerin kullanimi iizerinde de ¢alismalar s6z
konusudur. Hindistan’da CUR igeren korinin yaygin olarak kullanilmasi ve ABD’deki AH
basta olmak tizere norodejeneratif hastaliklarin goériilme oraninin Hindistan’dakine gore 4,4
kat daha fazla (150, 196) olmas1 nedeniyle bu konudaki aragtirmalarin ilgi odagi CUR {izerine
yogunlasmistir. Antioksidan ve antiinflamatuar bir ajan olan CUR’nin hiicre kiiltiiriinde
bifazik etki ile embriyonik ndroprogenitdr hiicre proliferasyonunu diizenledigi ve CUR
uygulamasinin fare beyninde hipokampusta SGZ bolgesinde noroprogenitor hiicre artiga
sebep oldugu gosterilmistir (64). CUR’nin antioksidan ozellikleri ile yaslanmanin baslica
nedenleri arasinda yer alan oksidatif strese karst koydugu diisiiniilirse CUR’nin bu
etkilerinden dolay: seliiler senesensin yanisira yasla iligkili bir¢ok hastaligin baslangic veya
progresyonunu yavaglatma veya geciktirmede olasi bir ara¢ olarak kullanilabilecegi kabul
edilebilir.

Literatiir incelendiginde CUR ve ndroproteksiyon veya norosenesens c¢aligsmalarinin
tamaminin akselere senesens modellerinde yapilmis oldugu goriilmektedir (172, 173, 197-
199). Bu noktadan hareketle calismamiz akselere senesens modeli gelistirilmeksizin normal

yaglanma siirecinde CUR’nin hipokampal hiicrelerin ve beyindeki kok hiicrelerin senesense
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gidisi iizerindeki olas1 Onleyici etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilmistir.
Bu nedenle aragtirmamiz in vivo ortamda normal yaslanma siirecinde CUR senesens iligkisini
arastiran ilk caligsmalardan biri olmasi agisindan 6nem arzetmektedir.

Yasa bagl gelisen beyin agirlik ve hacim azalmasinin 6nemli nedeninin ndéron
sayisinin azalmasi oldugu bilinmektedir (200). Yasla birlikte dentat gyrusta da graniil hiicre
sayisinda azalma saptanmistir (201, 202). Ratlarda beynin farkli bolgelerindeki (korteks,
hipokampus, serebellum,olfaktér bulbus) total ndron ve noron dis1 hiicre sayisinda adolesan
donemde onemli artis oldugu, yaygin noron kayb1 egiliminin 3 aylik donemde baslayip 12-22
aylik doneme kadar belirgin hale geldigi bildirilmistir (203). Caligmamizda ise yasla birlikte
hipokampal néron sayisinda anlamli degisiklik saptanmadi. Bu durum yeterince yash denek
ile calisilmamis olmasindan kaynaklanabilicegini diisiindiirmektedir.

Rat beyninde hipokampal SA-beta-Gal ekspresyonu yaslanmakla artar. Yapilan bir
calismada CA3 piramidal hiicrelerinde SA-beta-Gal aktivitesi 18 ve 24 aylik ratlarda arttig1
gosterilmis, gyrus dentatus’ta ise SA-beta-Gal eksprese eden ndron saptanmadigi bildirilmistir
(204). Bu verilere paralel olarak bizim ¢alismamizda daha yash ratlarda hipokampal SA-beta-
Gal eksprese eden hiicreler sadece CA3 bolgesinde saptanmakla birlikte istatistiksel
anlamlilik saptanmadi.

Yapilan g¢alismalarda CUR tedavisinin kronik stres altindaki ratlarda hipokampal
norogenezi arttirdigr (197) ve homosistein ile indiiklenen serebral hasarlanma modelinde
hipokampal MDA ve 02  seviyelerini azaltarak GD’de hiicre yogunlugunu arttirdigi
bildirilmistir (198). CUR’nin kainik asite bagli hipokampal hiicre Oliimiinlii azaltarak
hipokampal ndron sayisini arttirdigr saptanmistir (172). D-galaktozla indiiklenen senesens rat
modelinde CUR ve piperin tedavilerinin sinerjik etki ile ndronal senesensi azalttig1 ortaya
koyulmus ve CUR monoterapisinin CA1 noron sayisinda artis sagladigr bildirilmistir (199).
Bu caligmalardan farkli olarak c¢alismamizda hizlandirilmis (akselere) senesens siirecindeki
ratlar kulanilmadi, yasamsal dongiiyle daha uyumlu olacag: diisiintilerek dogal yaslanma
stirecindeki ratlar kullanildi. Bu nedenle ¢alismamizin kurgusu bu ¢aligmalardan farklidir. Bu
caligmalara paralel olarak ¢alismamizda CUR verilen gruplarda hipokampal néron sayisinda
anlaml artis saptandi. Yapilan ¢alismalarda hipokampal néron sayisindaki artis CA1 ve GD
bolgelerinde ortaya koyulmus (198, 199) iken calismamizda CA3 ve GD’de noron sayisinda

anlamli artig saptandi.
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Literatiirde yasla iliskili degisiklikler SVZ ve SGZ bdlgelerinin her ikisinde de
gozlendigi ve yaslanma ile beyinde norogenezde azalma oldugu bildirilmistir (52, 53, 205).
Oksidatif stresin norogenezi olumsuz yonde etkilemesi nedeniyle antioksidan aktivite artisinin
in vitro ortamda noroprogenitér hiicreleri korudugu ve in vivo ortamda noéroproteksiyon
saglayan hiicresel ag olusumunu gii¢lendirdigi bildirilmistir (66, 67). Giiclii bir antioksidan
olarak CUR bu nedenle iizerinde yogun olarak calisilan bir molekiildiir. Kang ve arkadaglari
(206) CUR’nin in vitro kosullarda beyin kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre oliimiinii
indiikledigini ve beyinde eriskin noral kok hiicrelerinde norogenez, sinaptogenez ve noral
progenitor hiicre goc¢iinii  indiikledigini gostermislerdir. Deneysel ortamda yapilan
calismalarda da CUR wuygulamasinin fare beyninde hipokampusta SGZ bolgesinde
noroprogenitor hiicre artisina sebep oldugu saptanmistir (64). CUR uygulamasinin yetiskin
farelerde GD ve SVZ’de noroprogenitdr hiicre ve  hipokampal norogenezi arttirdigi
gosterilmistir (64). Bu calismalara paralel olarak bizim c¢aligmamizda da CUR uygulanan
gruplarda SVZ’de NKH sayisinda diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli  artis
saptanmistir.

Literatiirde, SVZ’de NKH’nin senesense gidisini inceleyen ¢alismalar sinirli sayidadir.
SVZ’de yasa bagli norogenezdeki azalmanin in vivo ve in vitro senesens belirte¢ gen
ekspresyon artig1 ve in vitro replikatif senesens artis1 aracilifiyla gelistigi saptanmistir (68).
Ilerleyen yas ile NKH’nin senesense gidisine bagli olarak yasa bagli hipokampal nérogenezde
azalma oldugu ileri siiriilmektedir (68). Calismamizda hipokampal ndronlarda SA-B-Gal
pozitifligi anlamh olarak ortaya koyulamaz iken SVZ’de NKH’de SA-B-Gal pozitif senesent
hiicrelerinde CUR verilen 12 aylik ratlarda diger 12 aylik gruplara gore anlamli azalma
oldugu saptandi.

SOD, GSH-Px ve glutatyon-S transferaz gibi antioksidan enzimatik sistemlerin ve
glutatyon gibi nonenzimatik sistemlerin yaslanma ile bozuldugu ve CUR takviyesi ile
antioksidan seviyelerinin ve aktivitelerinin doza bagimli bir sekilde korteks, hipokampus,
serebellum ve medulla gibi beynin farkli bolgelerinde diizeldigi bilinmektedir (207-209). Bala
ve arkadaslar1 (208) ile Belviranli ve arkadaslar1 (210) ratlarda normal yaslilik siirecinde CUR
tedavisi ile beyin MDA seviyelerinde diisiis saptamistir. Bu c¢alismalara parallel olarak
calismamizda lipid peroksidasyonunun énemli gostergelerinden biri olan MDA nin beyindeki
seviyelerinin CUR tedavisi verilen her iki yas grubunda da diger gruplara gore anlamli diisiis

gosterdigi saptandi. CUR tedavisi ile beyin MDA seviyelerindeki azalma deneysel AH
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modellerinde de (211, 212) bildirilmistir. Calismamizda CUR tedavisinin beyin GSH-Px ve
SOD seviyelerine etkisi saptanmadi. Benzer sekilde Belviranli ve arkadaslarinin (210) yaptigi
calismada da CUR tedavisi ile beyin GSH-Px seviyelerinde degisiklik saptanmamustir.
Deneysel AH modellerinde ise CUR tedavisi ile beyin GSH-Px seviyelerinde artis oldugu
bildirilmistir (211, 212). Beyin GSH-Px degisikliginin bulunmamasinin sebebi CUR’nin
dozaj, tedavi siiresi, ratlarin yaslarina bagl olabilir. Son donemde yapilan bazi ¢aligmalarda
oksidatif stresin tetiklendigi rat modellerinde (213-215) CUR tedavisi ile eritrosit MDA
seviyelerinde diisiis ve GSH-Px seviyelerinde artis bildirilmistir. Bu sonuglara paralel olarak
calismamizda CUR verilen 12 aylik grupta eritrosit MDA seviyelerinin anlamli azaldig1 ve
eritrosit GSH-Px seviyelerinin anlaml1 olarak artmis oldugu oldugunu saptadik.

Woolley ve Mc Ewen 0strojenin noronal eksitator sinaptik input giiciinii etkileyerek
hipokampal CA1 piramidal sinaps yogunluk artis1 ile iliskisini gdstermistir (216). Ostrojenin
calisma sonuglarina olas1t negatif etkileri Ongiiriilerek ¢alismamizda denekler erkek
cinsiyetinde secildi.

Gerek Frautschy’in (217) ¢alismasinda gerekse diger transgenik modellerde CUR’nin
uygulama sekli, hayvanlarin giinliik gidalarina karigtirma yoluyladir. Bu yolla hayvanlar
tarafindan alinan ilag miktarinin standardizasyonu pek miimkiin goriinmemektedir (150). Bu
nedenle calismamizda CUR, sabit dozda ve giinliik olarak intraperitoneal (IP) olarak
uygulandi. Daha once yapilan CUR-noroproteksiyon rat c¢alismalarinda (163, 174) da
CUR’nin IP yolla verildigi goriilmektedir. CUR’nin oral biyoyararlaniminin olduk¢a diisiik
olmasi, dogal olarak oral alman dozun vyiiksek olmasina neden olacaktir. Halbuki
noroproteksiyon icin gerekli CUR dozu, alinan oral dozun ¢ok ¢ok altindadir. Bu nedenle de
CUR’nin IP olarak uygulanmasi ¢aligmamizin diger 6nemli yontidiir.

CUR, 300 mg/kg ik giinliik dozlarda streptozosin uygulanan ratlarda bellek kaybinda
tyilesme sagladig1 (174) ve fokal serebral iskemi rat modelinde noroprotektif etkisi oldugu
gosterilmistir (163, 218). Bu nedenle calismamizda da CUR intraperitoneal yolla 300mg/kg
olarak giinliik dozlarda verildi.

Calismamizin baz1 yonleriyle gelistirilmesi gerekmektedir. Ozellikle senesens
hiicrelerinin hipokampusta gruplar arasinda karsilastirma yapilamayacak kadar az sayida
varliginin gosterilmesi hayvanlarin yeterince yasli olmamasindan kaynaklanabilir. Daha yagh
gruplarda (B gruplar1) hayvan yasmin 12 aylik olmasi ve hayvan sayisinin az olmasi bu

caligmadaki eksik yonlerdir. Deney sirasinda gelisen hayvan 6liimleri en fazla CUR grubunda
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gozlendi ve en sik Oliim nedeni peritonit olarak saptandi. Sakrifizasyon asamasinda CUR
grubunda baz1 deneklerde periton inflamasyon bulgular1 ve visseral peritonda CUR kalintilar:
gozlendi. Bu durum CUR i¢in ¢o6ziicii olarak kullanilan DMSO’nun CUR yiiksek
miktarlarinda in vivo ortamda molekiilii yeterince tastyamamasindan ve emilim bozukluguna
bagli periton i¢i birikimlerin ger¢eklesmesinden sorumlu olabilir. Bu durumu aydinlatmak
amacityla CUR’nin farkli c¢oziiciiler kullanilarak uygulamasimin yapilacagi ¢aligmalar
planlanmalidir.

Sonug olarak CUR tedavisinin yaghlik siirecinde beyin MDA seviyelerini azaltarak
hipokampal noronlarin senesense gidisini yavaslatabilecegi ve SVZ’de NKH senesensini
yavaglatarak NKH sayisin1 artirma konusunda etkili olabilecegi gosterilmistir. Bu veriler
1s51¢inda CUR, ilerleyen yasla ortaya ¢ikan kognitif yaglanma ve iliskili olarak nérodejeneratif
hastaliklarin onlenmesi i¢in umut verici bir yaklasim olabilir. Bundan sonra yapilacak
calismalarda, daha fazla sayida denekler iizerinde preklinik calismalarla ve randomize

kontrollii insan ¢aligmalariyla CUR’nin etkinliginin ortaya konulmasi gerekmektedir.
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