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ONSOz

Yaslanma oOzellikle kognitif fonksiyonlarda ve motor
aktivitelerdeki gerilemeler ile kendini gdstermektedir. Yaslanma slreci
progresif ve kiimUlatif olarak gergeklesmektedir. Ozellikle oksidatif stresin
neden oldugu hucresel hasarlarin zaman igerisinde birikerek hucrelerin
fizyolojik fonksiyonlarinda kayiplara neden oldugu dusuncesi yaygin olarak

bilim dlnyasinda kabul gérmektedir.

Yaslanmayla beraber antioksidan sistemlerin etkinligi de
azalmaktadir. Dolayisyla radikal hasari azalttigi bilinen melatonin ve
curcumin gibi antioksidan tedavi yontemleri yaslanmayla ilgili calismalarda
yer almaktadir. Calismamizda melatonin ve curcumin uygulamalarinin,
yasli sicanlarin hipokampus dokusunda MDA, GSH ve bcl-2 duzeylerini

nasil etkiledigini arastirmayi hedefledik.

Xl



1. GIRIS ve AMAGC

Organizmalarin temel canlilik birimi olan hucrelerin metabolik
ve fizyolojik gereksinimleri karsilanmadiginda ya da yetersiz kaldiginda
yasam dongusu yaslanma ve oOlumle sonuglanir. Yaglanma surecini
aciklamaya calisan ¢ok sayida teori bulunmasina karsin, mekanizmasi
halen tam olarak acgiklanamamistir. Bu konuda kabul goren en popduler
teorilerden serbest radikal teorisi yaslanmanin esas olarak radikallerin
DNA, protein ve lipit yapisi Uzerine yaptigi hasarlarin birikimi sonucu
ortaya ciktigini sdyler.>* Molekiler teoriler ise yaslanmanin bircok gen
ekpresyonundaki degisikler sonucunda olustugunu belirtir.> Programli ve
fizyolojik bir 6lim sekli olan apopitozis ise hticre sayisinin kontroll, hicre
¢ogalmasi ve Olumu arasindaki dengeyi saglayan Onemli bir
mekanizmadir. Dolayisiyla apopitotik dizenlemedeki bozukluklarin da

yaslanmada rol oynayabilecegi anlasilmistir.*®

Yaslanma ile birlikte sinir sistemindeki gerileme fizyolojik
yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarla iligkili olup en iyi gosterge hafiza
ve kognitif fonksiyonlardaki kayiplardir. Yaslanmayla beraber,
nérogenezisin en aktif oldugu yerlerden biri olan hipokampusta var olan
noron sayisi ve NSC (neural stem/progenitor cells) hucrelerinin

57 Bu durum

proliferasyonu ve sagkalim oranlari da azalmaktadir.
yaslanmayla beraber hipokampusta ROS Uretiminin artigi, antioksidan
savuma sistemlerinin (GSH enzim sistemi, SOD, katalaz vb) azalmasi, lipit
peroksidasyon (riini MDA diizeylerinin artisi ile iliskilendirilmistir.®°
Hipokampusta ndronal hasarin blyumesi, antioksidan ve antiapoptotik
Ozellige sahip bcl-2 up-regulasyonunun bozulmasina ve sonugta azalmis

bcl-2 diizeyine paralel néronal apoptozda artisa neden olmaktadir.*%**



Pineal bezin esas olarak salgiladigi melatonin hormonu
organizmanin antioksidan savunma sisteminde yer alan ve serbest radikal
supurucusu olarak bilinen onemli bir hormondur. Melatonini ustin kilan
lipofilik ve hidrofilik 6zelligi ile butin hicre ve hicre igi kompartmanlardan,
kan-beyin bariyerinden kolaylikla gecebilmesi ayrica; serbest radikal
supurucu etkisi igcin herhangi bir baglanma bodlgesine ve reseptore de
ihtiyag duymamasidir.***®* Ancak ilerleyen yasla beraber melatonin

diizeyinde azalma gérilir.*

Lipofilik 6zellikli bir polifenol olan Curcuminin olduk¢a gucli
antinflamatuar, antiproliferatif, antioksidan ve antitimor etkilerinin oldugu
bilinmektedir.™>®*" Curcuminin yapisinda azid, halopiroksil, Br2 radikalleri
ile birlikte bir¢cok reaktif oksidanla reaksiyona giren fenolik OH grubu yer
alir. Antioksidan etkisi, fenolik yapisindan ve B diketon tlrevinden ileri

gelir.

18,19 20,21

Melatonin ve Curcuminin antioksidan ve antiapoptotik
karakterleri ile hipokampusta noéroprotektif etkilerinin gosterilmis olmasi
arastirmamizin  sekillenmesini saglamistir. Calismamizda orta yasl
sigcanlarda melatonin ve curcumin uygulamasinin hipokampus dokusunda
oksidatif stresin gostergesi MDA, antioksidan fonksiyon gostergesi olarak
GSH ve hucresel redoks duzenleyici bcl-2 duzeylerini nasil etkiledigini

arastirmayi hedefledik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yaslanma

2.1.1. Yaslanma Fizyolojisi

Yaslanma, organizmada molekuler, hdcresel, organ ve
sistemik dlzeyde ortaya ¢ikan kompleks bir suregtir. Zamana bagl olarak
organizmanin stres olusturan kosullara adaptasyonlarinin ortadan
kalkmasi ve genetik stabilitesinin bozulmasi yaslanmanin en o6nemli
karakteristikleridir. Yaglanma surecinde genetik olarak programlanmig
yaslanma mekanizmalari ve hasar/hata kabul edilebilecek mekanizmalar
rol oynar ornegin; noroendokrin ve immun sistem koordinasyonlarinin
bozulmasi, genetik bilgi kaybi, yapisal hasarlar ve yerine koyma/tamir

mekanizmalarinin bozulmasi gibi. %23

Makromolekillerde ortaya c¢ilkan hasarlar hicrede geri
donusumsuz bir sekilde yigildiklarinda mitotik hicreler replikasyondan
kacinirlar ve kalici bir sekilde hucre siklusunu durdururlar yada hucrede
olim programlarini tetiklerler. Bu slrecte yaslanma ve yaslanmayla ilgili

patolojilerde rol oynar.?*

2.1.2. Yaslanma Teorileri

Birgok arastirmaciya gore yaslanma, yasamin
baslangicindan Ureme (reproduktif) olgunluguna kadar devam eden,
biyolojik slreclerin timuinde yurutilen amacli genetik programla ilgilidir.
Ancak; ureme olgunluguna bir kez erisildikten sonra yaglanma sureglerinin
genetik programin bir devami mi yoksa molekuler butlnlikte rastgele
olusan ve telafisi imkansiz kayiplarin bir sonucu mu oldugu konusu halen

tartismalidir.?#%°



Yaslanma teorilerinin rasyonel bir siniflamasi ilk kez 1990
yihinda Medvedev tarafindan yapimis ve 300 den fazla teoriden
bahsedilmistir. Ancak bahsedilen teorilerin ¢ogu ‘hipotez’ yada ‘teorimsi’
olarak kalmistir.?® Giinimiizde de yaslanma siirecini aciklamaya calisan
cok sayida teori mevcuttur ancak en yaygin kullanimi olan siniflama sekli
yaslanmanin ‘programl’ ve ‘raslantisal (hata/hasar)’ teorileridir.?*?’
Temelde bu iki baslik altinda toplanabilecek teori/hipotezler her ne kadar
ortak paydalara sahip olsalar da ¢ok sayida farkli kavram tUremesine

neden olmustur.

Yaslanma teorileri bahsedilen bu iki ana baslikla iliskili olarak
evrimsel, molekller, hicresel ve sistemik duzeyde acgiklanmaya
calisiimaktadir.?”?8%° Ornek bir siniflama sekli Tablo 1’de aciklamalari ve

referanslariyla birlikte verilmigtir.



Tablo 1: Yaslanma teorilerinin siniflamasi

Biyolojik diizey | Teori Aciklama Ref.
Organizmaya zarar veren ve etkisi ge¢ donemde agiga ¢ikan mutasyonlarin birikimi, ilerde
Mutasyon birikimi patolojik hastaliklar ve yaslanmayla sonuglanir. Bu teoriyi kanitlayacak yeterli deneysel 27,29,30,31
calisma yoktur.
Somatik htcreler sahip olduklari sinirli enerjiyi blylime ve gelismenin yanisira asil hedefleri
e olan Gireme (reproduction) igin kullanirlar. Ureme evresinden sonra somatik hiicreler iglevsiz
Disposable soma hale gelir. Bu teori neden belli bir yasam stremiz oldugunu soyler ancak; yaslanmanin 27,29,32,33
spesifik nedenini séylemez. Ureme ve yasam siiresi arasinda antagonistik bir iligki oldugunu
gOsteren calismalar mevcuttur.
Antagonistik pleitropi Erken ya§!arQa .ye!.rarll' gtlel olan genlerin sonraki ddnemde yaslanmaya neden olabilecek 27.29,34
zararl etkileri gérulebilir.
Gen regulasyon Yasam siresinin behrlgnrng& ve yaslanma siirecinin ggr(;eklesmea bazi gen 35,36,37
ekspresyonlarinda degisiklikler ile meydana gelmektedir.
Kodon restriksiyonu Kodon hatalari/eksikligi uygun olmayan mRNA translasyonuna neden olur. 27,29
Molekiiler Hata katastrofu Ya$lanmay!a blrllkte uygun olmayan gen ekspresyonlarindaki artis beraberinde anormal 27.29
yaplli proteinlerin artigsina neden olur.
Somatik mutasyon llerleyen yasla beraber 6zellikle DNA(gen.e'tlk.mat.e.ryalvqe molekuler hasar ve birikimi artar. 27.29
Ancak bu durum her zaman yagam siresi ile iligkili degildir.
Disdiferensiasyon Rastlantisal molekuler hasarlardaki kademeli artis gen ekspresyon regulasyonunu bozar. 27,29
Hiicresel yaglanma-telomer TeIoTner. kisalmasina bagll_ ola!rak, hugre _m!totlkyyaranlara karsi yanit veremez halfa gelir 27 29.38.39
I (replikatif yaslanma). Replikatif kapasitesini hentiz tamamlamamis olan bir hiicre eger strese
teorisi R o ) . ,40
maruz kalirsa benzer yaslanma suirecini baslatabilir.(SIS;stres-induced senescense)
Hiicresel Serbest radikal Oksidatif metabollzma sonucu Uretilen reaktif serbest radikaller lipid, protein ve DNA 27.29.41
yapilarina zarar verir.
:(elgrr)anma U PILOM (EEae Yasam siresince olusabilecek dogal zedelenmeler yaslanmayla sonuglanir. 27,29
Apopitozis Genetik kontrol altinda gergeklesen programli hiicre 6limi 4,27
Néroendokrin gtokirﬁ;rrwdoknn sistemin fonksiyonel kapasitesindeki azalma yasla iliskili fizyolojik olgularda 27.29.42.43
Sistemik immiinolojik immiin yetersizlikler kanser, enfeksiydz ve otoimmiim hastaliklarin artisina neden olur. 27,44,45,46
Yasam hizi (rate-of-living) Her canli organizmanin énceden belirli ve sinirli dizeyde metabolik potansiyeli oldugu 27.29.47

varsayllir. Bu potansiyelin tiketim hizi yagam stresinin belirler (hizli yasa, geng 6l.)




Organizmay! yaslanma surecine sokan rastlantisal yada

rastlantisal olmayan hasar/hata teorilerine iliskin c¢alismalar halen

popularitesini korumaktadir. Hucre icinde hasara neden olabilecek

kaynaklar baslica u¢ kategoriye ayrilabilir:

1. Reaktif oksijen turleri (ROS) ve serbest radikaller

2. Besinlerle alinan glukoz ve metabolitleri ve bunlarin

ROS’larla reaksiyonu

Biyokimyasal sureclerde gelisen spontan hatalar
(DNA  duplikasyonlar, DNA’da transkripsiyon,
transkripsiyon sonrasi sureglerde, translasyon ve

translasyon sonrasi streglerde modifikasyonlar)

Farkli organ, doku ve hucrelerde, makromolekuler duzeyde

yasla ilintili hasarlarin baslicalari Tablo 2’de gdsterilmistir.?*

Tablo 2: Makromolekiil hasar ornekleri

Makromolekaiil

Hasar ornekleri

DNA (nukleer ve
mitokondriyal)

Mutasyonlar, epimutasyonlar, baz modifikasyonlari, dizilerin
kopmasi yada yer degistirmesi

RNA

Baz modifikasyonlari, hatali kodlama, hatali ekleme

Protein

Aminoasit modifikasyonlari, hatali inkorporasyon, hatali katlanma,
agregasyon

Karbonbhidrat, lipidler ve
molekdler konjugatlar

ileri glikasyon son Uriinleri (AGEs: advanced glycation end-
products), lipofussin olusumu, agrezomlarin olugmasi




Yasam suresince Ozellikle serbest radikallerin ve reaktif
turlerin makromolekuller tGzerindeki etkisi antioksidan savunma sistemleri
ile giderilmeye calisilir. Hicreler, stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimleriyle ve digaridan aldigi C vitamini, E vitamini ve
karetenoid gibi diger antioksidanlarla oksidatif stresin yarattigi yikici
etkileri 6nlemeye caligirlar. Ancak; antioksidan savunma ve DNA tamir
sistemlerinin azalmasiyla beraber makromolekiler dliizeyde maruz kalinan
hasarlar ve iligkili genetik programlamalar organizmayi yaslanma ve

sonugcta 6lum surecine sokar.

2.1.3. Yaslanma ve Oksijen

Max Rubnerin 1908 yilinda yayimlanan literatlri
memelilerde oksijen tuketim hizi ile omdr uzunlugu arasindaki ters
orantiya isaret eden ilk bilimsel kayittir.*® Bunun ardindan Pearl ve
arkadaslan tarafindan ‘rate of living’ adiyla genisletilen hipoteze gore
yasam suresince enerji tuketimi sinirlidir ve oksijen tuketimi yada
metabolizma hizi ne kadar yuksekse yasam suresi de o kadar kisa
olacaktir.*” Bu hipotez uzun siire kabul gérmese de aslinda ‘rate of living’
teorisi atmosferde % 21’lik oranin Gzerindeki oksijen konsantrasyonunun
hemen hemen tum hayvanlar icin toksik ve % 100 oksijenin ise tim
memeliler igin fatal olmasi gdzlemiyle uyumludur.***® Bununla beraber
1938'de sigcanlarda hiperoksi ile ylUksek metabolizma hizinin 6lumu
¢cabuklastirdigi, dusuk metabolizma hizinin ise oOluma geciktirdigi
bildirilmistir. >*

Gomberg’ in 1900’Iu yillarda trifenilmetil(Ph3C’) serbest
radikalinin varligini ispatlamasi® ve ardindan 1954 yilinda serbest oksijen
radikallerinin biyolojik sistemlerde oldukg¢a reaktif olduklari, radyasyon
varliginda ve oksijen zehirlenmesinde ciddi toksik etkilere sahip oldugunun
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gosterilmesiyle beraber®  serbest oksijen radikalleri (izerine yapilan

calismalar hiz kazanmistir.

1956 ve sonrasinda yaptigi galismalarla Denham Harman ilk
kez serbest oksijen radikallerinin (6zellikle de hidroksil ve hidroperoksil
radikalleri), oksijen kullanan organizmalarda biyokimyasal ve metabolik
suregler sonucunda olustugunu ve bu radikallerin hucresel bilesenlerle
reaksiyona girerek yaglanmaya eslik eden degdisimleri baslattigini, hatta

yasam siiresinin asil belirleyicisi olduklarini belirtmistir. 4>*

llerleyen yillarda serbest oksijen radikalleri ile ilgili yapilan
diger calismalar, siiperoksit dismutazin kesfi®> ve in vivo olarak H.0,
(hidrojen peroksit)’ in varliginin gosterilmesi®® Harman tarafindan tanitiimis
olan yaslanmanin ‘serbest radikal teorisi’ ni ¢ok daha gecerli kilmistir.
Yaslanma surecinde hasara neden olan s6z konusu molekullerin hepsinin
radikal olmamakla birlikte olduk¢a ‘reaktif oksijen turleri (ROS)
olduklarinin anlasiimasi, serbest radikal teorisinin yaslanmanin ‘oksidatif

stres teorisi’ olarak adlandiriimasina neden olmustur.

Serbest radikal teorisiyle iligkili olarak mitokondriye merkezi
bir rol atfeden de yine Harman olmustur®’. Mitokondriyal solunum zincirinin
hicredeki oksijen radikalleri icin esas kaynak olusturdugu ve tuketilen
oksijenin yaklasik %1-4’'luk kisminin serbest radikallere dénustigu ise

ancak 1988 yilinda kesinlik kazanmistir®,

Harman’ in ¢alismalarina paralel olarak ROS’larin dolayisiyla

hicrenin maruz kaldigi oksidatif stresin, yaslanma sureciyle olan iligkisi
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ginimiiz de arastinimaya devam edilmektedir.>**® Oksidatif stres ve

yaslanma iligkisine daha sonra tekrar deginilecektir.

2.2. Serbest Radikaller
2.2.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Bir orbitalde bir veya birden fazla ortaklanmamig elektron

iceren atom, atom grubu veya molekuller serbest radikal olarak tanimlanir.
Fe¥*, cu®, Mn* ve Mo> gibi gecis metalleri de ortaklanmamis
elektronlara sahip olduklari halde serbest radikal olarak kabul edilmezler
ancak; serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest radikaller

elektriksel olarak anyonik, katyonik veya notral olabilirler.

Molekuler oksijen (0O,), paralel spin  durumlu ki
ortaklanmamis elektrona sahiptir bu nedenle biradikal (diradikal) olarak
deg@erlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas

reaksiyona girdigi halde diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer.

Molekuler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak
kendi spininin ters yoninde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle
singlet oksijen (*O,) olusur. 'O, ‘nin ortaklanmamis elektronu olmadigi icin
radikal olmamakla beraber reaktif haldeki bir oksijen molekultdur.
Dolayisiyla molekuler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak

yuksek derecede reaktif oksijen turleri (ROS) olusturma egilimindedir.

Organizmada normal oksijen metabolizmasi sirasinda az
miktarda olusan ROS’lar antioksidan savunma sistemleri tarafindan etkisiz

hale getirilirken bu dengenin saglanamadigi durumlarda ‘oksidatif stres’
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durumu ortaya cikar. Tablo 3 ve Tablo 4 ‘ te gosterilen reaktif oksijen

turleri (ROS) ve reaktif azot turleri (RNS) oksidatif strese neden olan

onemli faktorlerdendir.

Tablo 3: Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif Oksijen Turleri

Radikaller Non-Radikaller
Siuperoksit O, Hidrojen peroksit | H,O,
Hidroksi OH- Hipoklorik asit HOCI
Peroksi ROO- Hipobromik asit HOBr
Alkoksi RO- Ozon O3
Hidroperoksi HOO- Singlet oksijen 'o,

Tablo 4: Reaktif azot tirleri

Reaktif Azot Turleri
Radikaller Non-Radikaller

Nitrikoksit NO- Nitroz asit HNO2

Nitrojendioksit NOO- Nitrozil katyonu NO*
Nitroksi anyonu NO
Dinitrojen tetraoksit N,O,
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitroz asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,"
Alkilperoksi nitritlrer ROONO

10



ROS olusumuna sebep olan ekzojen kaynaklar; sigara,

radyasyon, organik ¢ozuculer, UV isinlar pestisitler ve gevre Kirliligidir. En

onemli endojen kaynaklar ise;

Mitokondriyal elektron transportundaki sizinti (%50’den fazla)

Peroksimal yag asit metabolizmasi

3. Endoplazmik retikulumda p450 reaksiyonu iceren NAD(P)H-bagimli

elektron transportu
Fagositik aktivite

5. Enzimlerin katalitik dénglisu (ksantin oksidaz, aldehit oksidaz,

dihidroororat dehidrojenaz, flavoprotein dehidrojenaz, aa oksidaz,
triptofan dioksijenaz vb enzimler)

Bazi bilesiklerin otooksidasyonu (askorbik asit, tiyoller, adrenalin,
flavin koenzimleri vb.)

Ozellikle Fe®*, Cu®" gibi gecis metalleri ile gergeklesen

oksidoreduksiyon reaksiyonlari.

ROS’larin olusum basamaklari ise asagidaki gibidir. Hemen

tum aerobik hlcrelerde molekuler oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesi sonucu superoksit radikali olusur, bu radikalin asil énemi

H,O, kaynagi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.

O,

o}

+ € —— 0O, (siiperoksit radikali)

+ e + 2H"—— H,0, (hidrojen peroksit)

+ H)0, —— OH +O0H*+0, (Haber-Weiss reaksiyonu)

H,O0, + Fe'* ——+ OH +OH-+, Fe™™" (Fenton reaksiyonu)
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H,O, bir nonradikal-ROS olmakla beraber Fe** veya diger
gecis metallerinin varlhiginda Fenton reaksiyonu sonucu, superoksit
radikalinin varhiginda ise Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve

zarar verici serbest radikal olan hidroksil (OHe) radikalini olugturur.

Reaktif azot tlrlerinden olan NO- ise L-arginin’den, nitrik
oksit sentaz (NOS) enzim aktivitesi ile dretilir. NO+ ndral sinyalizasyon,
kan basinci ve platelet fonksiyonlarinin regulasyonunda rol almakla

beraber fazla tretiminde ise doku hasarina neden olmaktadir. 6263

2.2.2. Serbest Radikallerin Hiicresel Komponentlere Etkileri

Serbest radikaller, antioksidan sistemlerle dengelenmedigi
zaman basta lipidler olmak Uzere, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim
gibi tim 6nemli hicresel bilesenler hasar gormeye baslar. Superoksit ve
hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, endoplazmik retikulum ve nukleus
membranlarinda lipid peroksidasyonunu basglatarak  membran

permeabilitelerini arttirir.

Biyomembranlar ve hicre ici organeller (mitokondri,
endoplazmik retikulum), membran fosfolipitlerindeki doymamis yag
asitlerinin varligi nedeniyle oksidatif ataklara duyarlidirlar. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon urunleri olustururlar. Poliansature yag
asitlerinin oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukca
zaralhdir. CUnklU kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerler. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri
donusumsuzdur. Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve

diger karbonil bilegiklere (keton, alkol, eter vb) donusmesi ile sona
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ermektedir.** Bu bilesiklerden biri olan malondialdehit (MDA) miktari,
tiyobarbitirik asit testi ile o&lgilmekte ve bu yontem lipit peroksit

diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. ®

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein sulfhidril
gruplari ve diger amino asit kalintilari okside olarak yikilir, nukleer ve
mitokondriyal DNA’ da okside olur. NUkleer DNA’ya kiyasla mitokondriyal
DNA’nin histon icermeyen yapisi oksidatif strese karsi mitokondriyi daha
savunmasiz hale getirir. Ozellikle OHe radikali DNA ayrilmasi, DNA-protein
garpraz baglanimi ve purinlerin oksidasyonuna sebep oldugunda DNA
tamir sistemi hemen devreye giremez ve DNA rejenerasyonu
saglanamazsa replikasyon sirasinda yanlig baz ¢ifti mutasyonlari
gerceklesir. Bu mekanizma oksidatif strese maruz kalan kisilerde artmig
kanser prevelansini agiklamakla beraber oksidatif strese bagli olusan
apoptozda, yaslanmayla iliski diger sistemik ve norodejeneratif

hastaliklarda da benzer DNA hasar/mutasyonlarina sebep olmaktadir.®®’

OHe- radikali disindaki diger oksijen radikalleri ve ylUksek
oksidasyon potansiyeline sahip olup kolayca radikallere donusebilen H,0»,
HOCI, O3, ONOO" gibi non-radikallerde DNA hasar ve mutasyonlarinda rol

oynamaktadir.®’

Biyomolekdullerin oksidatif hasari; DNA, lipit veya proteinlerin
oksidatif hasara ugramasi sonucu olusan Urunlerinden hesaplanabilir. Bu
amacla DNA’larin oksidasyonu sonucu olusan 8-hidroksideoksiguanizin
(8-OH-dG), lipitlerin oksidasyonu sonucu olusan izoprostanlar ve
tiyobarbiturik asitle reaksiyona giren maddeler (TBARS), proteinlerin
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oksidasyonu sonucu ise yaplilari degismis aa’lerin (protein karbonillerinin)

konsantrasyon olgimleri en sik kullanilan yontemlerdir.

2.2.3. Antioksidanlar

Biyolojik sistemlerde antioksidan aktiviteye sahip bilegiklerin

bulunmasi yasam igin temel bir ihtiyagtir. Biyomolekullerin istenmeyen
oksidasyonlarini engelleyen antioksidalar, oksidasyonu bagslangi¢c veya
gelisme basamaginda yada her iki basamakta onleyen veya geciktiren
maddelerdir. Anti-mutajenik, anti-karsinojenik ve anti-aging gibi bir ¢ok
biyolojik fonksiyon antioksidanlar kaynakli savunma sistemleri sayesinde

gerceklesir.®

Antioksidanlar yapilari, etki mekanizmalarn yada edinim
kaynaklarina gore cesitli sekillerde siniflandirimaktadir. Ornek bir

siniflama Tablo 5 ve Tablo 6 ‘da gosterilmistir.

Endojen kaynakli ve enzimatik 6zellik gosteren katalaz ve
glutatyon peroksidaz, H>O, f‘in uzaklastirnlmasinda goérev alirken,
superoksit dismutaz (SOD) ise dismutasyon reaksiyonunu katalizler ve

superoksidin uzaklastiriimasini saglar.

2H,0, —== 5 2H,0 + O,

GSH + H,0, —SuwwePerosids 5 GSSG + 2H,0

02g~ + Ozg- 4 2H+ Siiperoksit Dismutaz 5 H202 17 02
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Tablo 5: Antioksidanlarin enzimatik 6zelliklerine gore siniflandiriimasi

Siiperoksit dismutaz

Primer Katalaz

Enzimatik
Glutatyon peroksidaz

Glutatyon rediiktaz

Sekonder -
Glukoz 6-fosfat-dehidrogenaz

A (retinol)

Vitaminler C (askorbik asit)

E (tokoferoller, tokotrienoller)

K

B-karoten

Likopen

Karotenoidler -
Lutein

Zeksantin
Non- santt

enzimatik Ginko

Mineraller
Selenyum

Glutatyon

Organosulfir bilesikler indol

Alil slfit

Hidroksisinnamik asitler

Fenolik asitler - - - -
Hidroksibenzoik asitler

Kofaktorler Koenzim Q10

Nitrojen non-protein bilesikler Urik asit

Tablo 6: Endojen ve ekzojen kaynakli antioksidanlar

ANTIOKSIDANLAR

Endojen kaynakh Ekzojen kaynakh
Enzimler Kugiik molekiiller Dogal Sentetik
Katalaz Glutatyon Tokoferoller BHA
Peroksidaz Askorbik asit Fenoller BHT
Siiperoksit dismutaz Urik asit Karotenler TBHQ
Glutatyon peroksidaz Metal baglayicilar Flavonlar Propilgallat
Glutatyon rediiktaz (hb, myg vb.) Katekinler NDGA
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Besin kaynakl antioksidanlar ise genellikle fenolik ve non-
enzimatik yapidaki bilegiklerdir. Bir ¢ok bitkinin yaprak, govde ve
tohumlarinda bulunan en onemli dogal kaynakli antioksidanlar
karetenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoidler, glutatyon ve endojen
metabolitleridir. Maaliyet nedeniyle yirminci ylzyilin baslarindan itibaren
kullanilmaya baglayan sentetik antioksidanlar da degisik derecelerde
substitue olmus alkil gruplarina sahip fenolik yapidaki bilesiklerdir. Sentetik
antioksidanlarin faydalarina iliskin farkli gorusler olsa da iglerinde en

yaygin olarak kullanilanlari BHA ve BHT dir.

Antioksidan kapasiteye sahip olan molekuller; elektron alim
yada verim yolu ile, serbest radikalik zincir reaksiyonlarini durdurarak,
metalleri selatlayarak yada singlet oksijeni gidermek suretiyle etkilerini

gOsterebilirler.

Antioksidan savunma sistemi tlrler arasinda farklilik
gOsterebilir ¢unkli her canlinin sahip oldugu endojen ve ekzojen
antioksidan kaynaklari farkhdir ayrica maruz kaldiklari oksidatif stres
dizeyinin de degiskenligi turler arasinda savunma sistemi ve yasam
suresi farkiliklari gibi  farklar dogurur. Ancak ortamdaki antioksidan
miktarinin artmasi ile oksidasyonun da ayni dodgrultuda azalacagini
dusiinmek her kosulda dogru degildir. Ornegin fenolik antioksidanlar,
antioksidan oOzelliklerini ylksek konsantrasyonlarda kaybedip akabinde
oksidasyonu hizlandirici etki gosterebilirler. Ortamdaki O, duzeyi, gecis
metallerinin varligi  vb kosullar ROS ve fenolik radikallerin de olusumuna
neden olarak prooksidant etkilerin agiga c¢ikmasina neden olabilir.
Dolayisiyla uygun kosullar saglanamadiginda antioksidan karakterli

molekiillerde prooksidant etkiler yaratabilir.®®
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2.2.4 Glutatyon

Canlilarin yasami igin glutatyonun redukte formunun (GSH)

yuksek, okside olmus (GSSG) formunun ise daha az konsantrasyonda
olmasi gerekir. Intraselliler konsantrasyonu daha c¢ok olan GSH,
selenyum igeren glutatyon peroksidaz enzimi ile GSSG’ye donusturular.
Bu reaksiyonunun tersini ise glutatyon reduktaz katalizler. Onemli bir
indirgeyici ajan ve antioksidan olan GSH hucrenin oksido-reduksiyon
dengesini surdurup, hicreleri endojen ve ekzojen kaynakli oksidanlarin
zararl etkilerinden korur.”® (OHe, lipid peroksil, peroksinitrit, H.O, ile
gerceklestirdigi enzimatik reaksiyonlar ile) Ayrica proteinlerin sulfhidril
(SH) gruplarinin korunmasi ve bazi reaksiyonlarda koenzim olarak gorev
yapmasinin yani sira amino asit transportunda, protein ve DNA sentezinde

de onemli rol oynar.

2.2.5 Antioksidan Yaslanma ve Norodejenerasyon

Biyomolekullerin istenmeyen oksidasyonlarini engelleyen
antioksidanlar, oksidasyonu baslangic veya gelisme basamaginda yada
her iki basamakta onleyen veya geciktiren maddelerdir. Yagsam suresince
Ozellikle serbest radikallerin ve reaktif tlrlerin makro molekuller Gzerindeki
yikici etkisi antioksidan savunma sistemleri ile gideriimeye calisilir.2>"*
Hucreler, superoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
enzimleriyle ve disaridan aldig1 C vitamini, E vitamini ve karetenoid gibi
diger antioksidanlarla oksidatif stresin yarattigi yikici etkileri 6nlemeye

caligirlar.

Beyin dokusu yuksek miktarda oksijen tuketimi ile beraber
metabolik aktivitesi sonucu dnemli miktarda da serbest radikal olusturur.
Ayrica poliansature yag asidi, demir ve askorbat igeriginin de ylksek olusu

bu organi reaktif oksijen tiirleri (ROS) icin dnemli bir hedef haline getirir.”
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Bununla  beraber, beyin dokusunun antioksidan savunma
mekanizmalarindan gdrece fakir olusu oksidatif hasarin gelisme

potansiyelini arttirir.”

Alzheimer, Parkinson, Huntington koresi ve Amyotrofik
Lateral Skleroz gibi bazi noérodejeneratif hastaliklarda hatali protein
uretimi, oksijen radikali yapiminda artig, hucre i¢ci Ca artisi gibi
mekanizmalarla néron kayiplarinin meydana geldigi gosterilmistir.”®
Yaslanmayla iligkili gelisen, kognitif bozukluklar ve demansla karakterize
Alzheimer hastaliginda beyin atrofisi, hipokampus, frontal korteks ve
limbik bolglerde de kademeli néron kaybi gériilir.”* Bunun yanisira bu
bolgelerde GSH, GSH reduktaz, GSH-Stranferaz, SOD, katalaz,
tiyoredoksin reduktaz gibi antioksidan enzimlerin azaldigi, lipit
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve nitrasyonunun ise arttigi

gosterilmistir.”>

Antioksidan savunma ve iligkili DNA tamir sistemlerinin
yetersiz kalmasi, makromolekiler dizeyde maruz kalinan hasarlarin
zamanla birikimine, iligkili genetik programlamalarin devreye girmesine ve
sonugta organizmanin yaslanma ve 06lUm siurecine girmesine neden

olacaktir.

2.2.6. Oksidatif Stres ve Yaslanma

Telomer kisalmasi, DNA hasari ve oksidatif stres en lyi

tanimlanmis senesens (yaslanma) uyaricilandir. Hucre  siklusu
regulasyonunda rol oynayan ve tumor supresor genler olarak bilinen p53
ve Rb (pRb) proteinleri  hiucresel yaglanmanin  molekuler

mekanizmalarinda anahtar rol oynarlar. Normalde inaktif durumda bulunan
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p53 geni, oksidatif stres gibi DNA hasari olusumuna neden olan herhangi
bir hlcresel stres kosulunda aktiflesir. Akabinde ise p21(siklin bagimi
kinaz inhibitdér) genini harekete gecirir. p21 geni, cyclin- CDK1/2
komplekslerini inhibe ederek hucre siklusunu ge¢ G; fazinda (DNA hasar
tamiri ve RNA, protein sentezi safhasi) durdurur ve hicrenin S fazina(DNA
replikasyon safhasi) gegisini engeller. Normalde S fazina geciste CDK
kinazlar ve siklinler, Rb proteinlerini inhibe ederek hicre doéngusinin
devamlihdini saglarlar. Ancak p21 araciligiyla inhibisyondan kurtulan Rb
proteinleri G;° den S fazina gegis igin gerekli diger bir transkripsiyon
faktori olan E2F’ yi inhibe ederler ve bu durum; hicre déngisutnin G;
fazinda durmasi (hlcresel yagslanma) yada DNA hasar tamiri yapilamadigi

takdirde hiicrenin éliimiyle (apoptoz, otofaji) sonuglanir.””"® (Sekil 1)

Oksidatif stres, yaslanmayla iligkili sinyal yolaklarinin pek ¢ok
basamaginda olaya katilir. ROS’larin DNA hasarina neden olusu ve
yuksek seviyelerdeki oksidatif stresin yine p53 yolagi Uzerinden
gerceklesen telomer kisalmasini kolaylastirmasi oksidatif stres ve
yaslanma iliskisini giiclendirmektedir.””"®’® Hiicresel yaslanma, replikatif
yaslanma yada prematur vyaslanma farkh stresorler tarafindan
indUklenseler de altta yatan ortak etyoloji DNA hasaridir. Dolayisiyla ROS
olusumunu arttiracak herhangi bir olgu eninde sonunda yaglanmayi
indiikleyecektir. ilerleyen yasla beraber DNA hasarlari da birikerek yigilir.
Bu hasar birikimi yine yasla beraber artan ROS Uuretimi ve DNA tamir
mekanizmalarindaki  yetersizlikle iligkilendiriimektedir.  Baslangigta
hicresel duzeyde gerceklesen DNA hasari, hlcresel yaglanma yada
apoptozla sonuglanirken zaman icinde artarak doku duzeyindeki
homeostazisi de bozar. Dolayisiyla yaslanmanin fenotipik 6zelligi eninde

sonunda sistemik/organizmal duzeye ulasir.
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Akbulut ve arkadaslari yasli siganlarda, beyin karaciger,
mide ve akciger gibi farkli dokularda lipit peroksidasyon UrGnlerinin
artarken, antioksidan olarak goérev yapan GSH dizeylerinde ise azalma
oldugunu gdstermislerdir.”*®%%! Yaslanmayla iliskili olarak Alzheimer ve
Parkinson gibi bir ¢ok norodejeneratif  hastalik, kanser ve bazi
kardiyovaskuler, metabolik (diyabet) hastalikta da ROS’lara bagl oksidatif
hasar artisi gosterilmistir.?> Noérodejeneratif hastaliklarda hipokampus,
frontal korteks ve limbik vb bdlgelerde kademeli néron kaybi,’* GSH,
GSH reduktaz, GSH-S tranferaz, SOD, katalaz, tiyoredoksin reduktaz gibi
antioksidan enzimlerin azaldigi, lipit peroksidayon urunleri, protein

oksidasyonu ve nitrasyonunun ise artti§i gdsterilmistir.”>"®

Gen ekspresyonlari degistiriimis farkli hayvan modellerinde
major antioksidan enzimlerin yasam suresine etkisi incelenmis; ancak
celiskili sonuclar elde edilmistir. Sohal ve Orr, Cu/Zn-SOD ve katalazin
birlikte asir ekspresyonlarinin Drosophila’da yasam sdresini %34
uzattigini ancak; ilerleyen calismalarinda SOD ve katalazin ayri ayri asiri
ekspresyonlarinin ayni etkiyi agiga cikarmadigini belirtmistir.23 SOD ve
katalaz dizeyi artmis olan Age-1 mutant Caenorhabditis elegans’larda da
yasam siresi iki katina gikmaktadir.®* Ayrica EC-SOD (ekstraseliiler SOD:
SOD3) wun insan fibroblastlarinda telomer kisalmasini yavaslattigi
dolayisiyla yasam siresinin uzamasina etki edebilecedi de ifade

edilmektedir.®

Daha yakin donem calismalara bakildiginda Mn-SOD,
glutatyon peroksidaz-1 knockout farelerde kanser insidansinda ve oksidatif
hasar dizeyinde belirgin bir artis gorllirken yasam siresini kisaltmaya
yonelik belirgin bir etkinin ortaya ¢ikmadigi belirtiimektedir®®. Ayrica SOD,

katalaz, glutatyon peroksidaz gibi g¢esitli major antioksidanlarin farelerde
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asirl ekspresyonlarinin yasam suresini uzatmadigini belirten galismalar
mevcuttur.8”% Enzimatik antioksidanlarin yani sira insanlarda antioksidan
vitaminlerin kullaniminin oksidatif stresle basa ¢ikmadaki roli de heniz

net degildir.

Su an igin yasam suresini uzattigi bilinen tek manipulasyon
kalori kisittamasidir. Uzun suireli kalori kisitlamasi, esansiyel besinler
yeterli olmak kaydi ile, mayalardan memelilere kadar bir¢ok canlida yasam
suresini uzatir, yaslanma surecini yavaglatir ve yasa bagh olarak gortulme
sikligi artan hastaliklari azaltir. Son c¢alismalarda kalori kisitlamasinin
yaslanmayi geciktirici etkisini, nérogenezisi stimule edip, inflamasyonla
iligkili gen ekspresyonunu ve strese kargli cevabi azaltarak sagladigi
belirtiimistir. Ayrica kalori kisittamasinin ROS’larin Uretimini azalttigi ve bu

sayede olusabilecek oksidatif hasari da minimize ettigi bildirilmektedir.®
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Sekil 1: DNA hasarinin normal hiicre siklusu lizerine etkisi
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2.3. Apoptoz

Apoptoz programli ve fizyolojik olum gekli olup, hucre
sayisinin kontrolu, hicre ¢ogalmasi ve 6lumu arasindaki dengeyi saglar.
Apoptoz kavrami ilk kez 1972'de Kerr Wyllie tarafindan* nekrozdan farkli
% olarak gercgeklesen diger bir 6lum sekli igcin tanimlanmistir. Bu ginde bu
terimin kullanimi uygundur ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hucre

oluminu ifade eder.

Apoptoz normal gelisim sirasinda ve olgun organizmadaki
cesitli hucre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hicrelerin kaybindan
sorumludur. Apoptozun baslica amaci yetigkinde hasarli, infekte yada
potansiyel neoplastik hucreleri yok ederek homeostazin devamliligini
saglamaktir. Apoptotik hucre sayisi kisinin yada organizmanin saglikli
yada hasta olusunu belirlediginden apoptozun fonksiyonel mekanizmalari
hiicrede denge unsurudur.’* Apoptozun normalden ok olusu Alzheimer,
ALS, Parkinson ve muskiler atrofiler gibi nérodejeneratif hastaliklara,
hematolojik, otoimmun bozukluklara, iskemik hasarlara, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara ve toksinlere bagli hastaliklara yol acar. Diger taraftan
yetersiz apoptoz ise kanser, premaling hastaliklar, otoimmin ve metabolik

bozukluklar, viral enfeksiyonlar ve ateroskleroza neden olur.

2.3.1. Apoptozun Organizmada Rol Oynadigi Stirecler

Apopitotik yol cok sayida fizyolojik, adaptif ve patalojik
olayda kullanilir. Apoptoz tek hicreli organizmalarda hicre olumandn tek
yoludur, ¢ok hlcreli organizmalarda ise genetik olugsumlu hlcre hasarinin
bloke edilmesi yada hicrenin tamamen yok edilmesi apoptoz vasitasiyla

gerceklesir. insan organizmasinda apoptozun izlendigi durumlar:
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1. Intrauterin yagsamda organogenez, sinaptogenez

2. Farklilasmis dokularda olgunlagsma

w

Vicut bitinlinde hicre sayisinin sabit tutulmasi(dokuda
hlcre homeostazisi)

Immiin sistem reaksiyonlarinda defansif olarak

Hucrelerin herhangi bir nedenle hasarlanmasi durumunda
Hormon azalmasina bagl involusyonlarda

Tamoral hiucre gelisimin baskilanmasinda

Yaslanmada

© © N o 0 &

Ayrica hucrelerde hasar olusturan cesitli etkenler normalde
nekroza neden olurken dusuk dozlarda apoptoz da

olusturabilir. (1s1, radyasyon, antikanser ilaglar, hipoksi vb.)

2.3.2. Apoptozun indiiklenmesi

Apoptozun molekiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte hlcrelerin genetik belleklerinde var olan intihar programinin
fizyolojik ve patofizyolojik sinyallerle ve oksidatif stres® gibi stres kosullari
altinda aktiflestigi bilinmektedir. Sinyalizasyonu takiben gerceklesen
apoptoz mekanizmasi uyarana ve hucre tipine goére fakhliklar
gOstermektedir. Saglikli bir hicrede de basit hicresel ve molekuler bir
olayda herhangi bir anda apoptoza neden olabilir. Ancak her kosulda
apoptoz gelisip gelismeyecegdi hicrenin sahip oldugu anti-apoptotik

/inhibitérik molekul potansiyeline baghdir.

Apoptoz indukleyicileri genel olarak; buyume faktorleri,
onkojenler ve tUumor supresor genler olarak U¢ ana bagslk altinda
toplanabilir. Apoptozun induklenmesini saglayan baslica uyaranlar;

1. BayUme faktorlerinin geri gekilmesi
2. Sitokinler
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Hucre icindeki kalsiyum miktarindaki artis
TNF-alfa (timoér nekroz faktor)

TGF-beta (transforming growth factor)
Fas/FasL sisteminin aktivasyonu

DNA hasari sonucu p53 aktivasyonu

Viral/ bakteriyal enfeksiyonlar

© 0o N o gk~ w

Glukokortikoidler ve onkojenler (c-myc vb.)
10. Oksidatif stres

Ayrica UV, radyasyon, hipertermi, sitotoksik antikanser

ilaglar ve seramid tedavisi de apoptozun indiiklenmesinde rol oynar.**

2.3.3. Apopitotik Hiicre Oliimiiniin Asamalari

Apoptoz sureci genel olarak 4 asamada gerceklesir;
Apoptozun baslatilmasi (sinyal Uretici yollar)
Hucre ici protezlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

Hucrede c¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi

0N

Fagositoz

Apoptoz sureci; hucre digindan ve hucre iginden
kaynaklanan sinyaller ile baslatilir. Hucre disi sinyaller;
e Cevresel yasam sinyalleri ve buylime faktorlerinin yetersizligi
e Hilcre yluzeyindeki 6lum reseptorlerinin aktivasyonu (TNF-R
ailesinden TNF-R1 ve Fas en bilinenleridir)
e Hucrenin maruz kaldigi dis etkenler (hipoksi, hipertermi, UV,

radyasyon, anti-kanser ilaglar vb)

25



Hucre iginden kaynaklanan sinyaller ise;
e DNA hasari

Hicre ici Ca™ miktarindaki artis

Hucre ici pH'da disme

Metabolik ve/veya hicre siklus bozukluklari hicreyi

apoptozise goturen 6lum sinyallerini baslatabilmektedir.

Sinyalizasyon surecini takiben hicre icinde bulunan ve
kaspaz adi verilen bir grup proteaz aktive olur. (caspase: cysteine-
containing aspartate spesific proteases). Olim reseptérleri adaptor
proteinler araciligiyla, i¢ sinyaller ise mitokondriden serbestlesen Sit-c,
Smac ve Omi gibi apoptotik modulatorler araciligiyla ve fakli zincirleme
reaksiyonlar ile sitoplazmadaki efektor kaspazlari aktive ederler ve
sonugta hlcreyi apoptoza goturarler. Ayrica mitokondriden serbestlesen
Endonlkleaz G ve AIF gibi modulatérlerde non-kaspaz yoldan hicreyi

apoptotik slirece sokabilir.

Ca'" artisinda oldugu gibi hicre i¢i metabolik degisiklikler de
hiicrenin apoptoz stirecinde rol oynar. Hiicre ici artan Ca*" diizeyi, inaktif
durumdaki endonukleaz, proteaz, transglutamaz, fosfolipaz gibi latent
enzimleri aktive ederek apoptozise neden olur.®* Ca™ bagimli proteaziar
ve endonukleazlarin aktiflesmesi sitoplazmik proteinlerin pargalanmasina
ve apoptozise 6zgli internukleozomal DNA kiriklarina neden olur.** Ca™
badimli endontikleazlar DNA zincirini, H1 histon bolgesinden 180-200 baz
Gifti ve katlari uzunlugunda parcalara ayirmaktadir.®> Kalsiyum bagimli
notral bir proteaz olan ‘'kalpin' ise hucrenin iskelet yapisini bozar.®
Lizozomal bir proteaz olan katepsin-D apoptozisin gec evresinde ortaya
cikan bir endopeptidazdir ve lizozomlarin proteolitik aktivitesinin

olusumunda énemlidir.?” Hiicre icinde bazi kinazlarda apoptotik siirecte
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yer alir; érnegin protein kinaz-A apoptozisi uyarirken®®, protein kinaz-C'nin

cogu izoformu apoptozisi engeller.*

Hucrede i¢ veya dis sinyaller ile DNA hasari olustugunda
aktive olan bazi genler de hucreyi apoptoza goturebilir. Bu genler iginde
en iyi tanimlanan p53 geni DNA hasari ile aktiflesir, ardindan oksidatif
stres ve yaglanma konusunda anlatildigi gibi DNA hasar tamiri i¢in hucre
siklusunu durdurur; ancak tamir mumkun olmaz ise bcl-2 ailesinden pro-
apoptotik bax proteinini aktive eder ve yine mitokondri araciligiyla hicrenin

apoptozuna neden olur.*® (Sekil 2)

Hucre igi/digi sinyallerle olusan apoptotik uyari hicre ici farkli
sinyal yolaklari Gzerinden kromatin kondensasyonu ve DNA kiriklarinin
olusumuna neden olarak hicreyi geri donisumsuz bir yola sokar. Hucrede
membran, sitoplazma ve nukleus dizeyinde meydana gelen biyokimyasal
ve morfolojik degisimler sonugta hlicrenin apoptotik cisimlere ayriimasina
neden olur. Apoptozisin erken evresinde hcreler birlesme bdlgelerinden
ayrilir, 6zellesmis yuzey organellerini kaybederler ve belirgin bir sekilde
buzulerek total hacimlerinin neredeyse yarisini kaybederler. Hucresel
bizlismenin nedeni Na, K, Cl tasiyici sistemlerin bozulmasi nedeniyle
hlcre ici ve digi arasindaki sivi hareketinin durmasidir. Dolayisiyla plazma
membraninin sekli bozulur, kabarciklanmalar olugur ve pargalara ayrilarak
apoptotik cisimlerin olusumu saglanir. Bu evrede transglutaminaz enzimi

etkili olmaktadir.

Apoptozun son asamasl ise apoptotik cisimlerin
fagositozudur. Normalde hdcre memranindaki ATP badimh translokaz

enzimi ile aktif olarak korunan fosfolipit asimetrisi apoptozun
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indUksiyonunda bozulur. ATP-translokaz enzim aktivitesinin yitiriimesi
normalde membran i¢ yuzeyinde bulunan fosfatidilserinin (PS) membran
dis yuzeyine yerlesmesine ve apoptotik cisimlerin c¢evre hucrelerce
taninarak fagosite edilmesine neden olur. Apoptotik cisimler nekrozdan
farkli olarak sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu
uyarmaksizin makrofajlar ya da komsu hicreler tarafindan fagosite

edilirler.%

DNA DAMAGE
RADIOTHERAPY
CHEMOTHERAPY

% T L
ED —o» &

@ = Strutation
CELL CYCLE @ = inhibition

Mat = Mitochondrion

Sekil 2: p53 geninin apoptotik kontrolii
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2.3.4. Apoptozun Molekuler Mekanizmalari

Apoptozun molekiler ve genetik detaylari ilk kez C.elegans
nematodunda cahlsiimigtir.  C.elegans’ ta programli hicre olUmunu
gerceklestiren genler Ced-3 ve Ced-4 olarak tanimlanmistir. Ced-3 geni
bir sistein proteazi sifrelemektedir ve memelilerdeki sistein proteazlardan
ICE (interleukin 1b converting enzyme)’ye benzemektedir. Ced-4 ise Ca™"
ma bagh bir proteini sifrelemekte ve memelilerdeki Apaf-1(Apoptosis
protease-activating factor-1) ile homoloji gdstermektedir. Insandaki

homologu Bcl-2 olan Ced-9 ise apoptozu durdurmaktadir. (Sekil 3)

Vertebralilarda apoptotik yollar kaspaz bagimli (kaspaz yolu)
ve kaspaz bagimsiz (non-kaspaz yolu) yollar olarak; kaspaz bagdimili yollar
ise intrinsik ve ekstrinsik yollar olarak ikiye ayrilabilir. (Sekil 4) intrinsik
yollar bcl-2 ailesi tarafindan duzenlenirken, ekstrinsik yollar ise diger

hiicrelerden kaynakli sinyaller ile sekillenir.***

Kaspaz bagimli intrinsik(intrasellller) yollar, mitokondriyal yol
yada stres yollari olarak ta bilinir. Hicrenin maruz kaldigi stres kosullari
(genomik, metabolik, oksidatif vb) mitokondriyal dis membranin
gegirgenligini degistirir. Mitokondriyal dis zar potansiyeli Bcl-2 ailesi
tarafindan duzenlenir. Bcl-2 ailesinin hem pro-apoptotik hem de anti-
apoptotik Gyeleri vardir. Ailenin pro-apoptotik Uyeleri normalde inaktiftir;
ancak gesitli uyaranlar (blylime faktérinin uzaklastirimasi Bad'in, Ca*™
artisi Bim’im, UV 1sin Bmfnin vb) pro-apoptotik grubun aktiflesmesine ve
sonugta anti-apoptotik Bcl-2’nin baskilanmasina neden olur. Bu sayede
Bcl-2’nin inhibisyonundan kurtulan pro-apoptotik Bak ve Bax proteinleri
indirek yoldan etkinlesmis olur ve sonugta mitokondri dig zarinda
permiabiliteyi degistiren gecgis porlarinin (bak-bax)  olusumuna, zar
potansiyelinin degisimine yol acarlar'®’. Bak ve Bax proteinleri, aktivator
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proteinler olarak ta bilinen pro-apoptotik Bid, Bim, Puma ve p53 tarafindan
direk olarak ta aktiflestirilebilir.’®> Aktiflesen Bak ve Bax’in hetero/homo
oligomerizasyonun mitokondriyal dis memranda yarattigi degisimler
mitokondrial intermembrandan  sitokrom-c  (sit-c), Smac/DIABLO,
Omi/HtrA2, endonuklez G (endo G) ve AIF gibi apoptotik proteinlerin
sitoplazmaya salinmasina neden olur. Bu proteinlerden en 6nemlisi sit-
c’nin , sitoplazmada Apaf-1(Apoptosis protease-activating factor-1) ve
dATP (deoksi ATP)ye baglanmasiyla ‘apoptozom’ adi verilen aktif bir
kompleks olusur.'® Apoptozom 6ncelikle apoptoz baslatici kaspazlari
(kaspaz 9) ardindan da efektor kaspazlari (kaspaz 3,7) aktiflestirir.
Sonugta proteolitik kaspaz aktivitesi DNAzI aktive ederek hicrenin

olimiine neden olur.%+10?

Sit-c ‘nin yani sira yine mitokondriyal intermembrandan
salinan Smac (Second mitochondrial activator of caspase) ve Omi
(Mammalian serine protease) ise apoptozom Uzerinden apoptoz surecini
engelleyen IAP (Inhibitor of apoptosis protein)’ 1 inhibe ederek apoptozun

devamhligini saglar.

Kaspaza bagl intrinsik yollarda apoptuzu baslatabilen diger
bir organel ise endoplazmik retikulumdur (ER). Protein katlanmasinda
temel bir islev yapan ER’nin bu islevi bozuldugunda katlanmamig
proteinlerin yol actigi bir stres ortaya ¢ikar. (ER stresi) Bu stresin asiri
olmasi/uzamasi durumunda proteaz ve kinazlarin dogrudan aktivasyonu

++y

ve hicre ici Ca
4

mun artigiyla mitokondriyal yolu aktive eden bir etki
olusturur.’® Hiicrede o6liim/sagkalim kararinin  verilmesinde ER’nin
mitokondri-badimli ve mitokondri-bagimsiz (kaspaz 12) yollar Uzerinden

etkinligini gésterdigi diistiniilmektedir.**® (Sekil 3)
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Kaspaza bagh ekstrinsik apoptotik yol ise, 6lum reseptor yolu
olarak bilinir. Bu yolun sinyalizasyonu olim reseptoérleri adi verilen
transmembran reseptorleri ve reseptorun ilgili ekstraselliler ligandi ile
etkilesimi ile gergeklesir. Apopitozda rol alan membran resptorleri i¢inde
en onemli grup TNFR ailesidir. Bu reseptarlerin biyolojik etkileri gesitlidir
ve apoptozla sinirl degildir. TNFR ailesi iginde apoptozla iligkili en iyi
tanimlanmis reseptorler Fas (CD95, APO-1) ve TNFR1 dir. Fas
ligandin(FasL), Fas reseptdriine baglanmasi ile Fas reseptorunin hicre
icinde bulunan pargasi Fas adaptor proteinle (FADD: Fas-associated
death domain protein) birleserek o6lim baslatan sinyal kompleksini
olusturur (DISC: Death-inducing signaling complex). Adaptér proteinlerin
olum efektdr pargalari baslatici kaspazlari (kaspaz 8,10), baslatici
kaspazlarda efektor kaspazlari (kaspaz 3, 7) aktiflestirerek apoptoza
neden olur. TNFR1 reseptort icinse DISC kompleksi TNF + TNFR1 +
TRADD seklinde olusur. Ancak Fas reseptorinin aksine, TNFR1’in
TRADD’la etkilesimi her zaman apoptozla sonuglanmaz. TRADD
sonrasinda FADD ile birlesirse baslatici kaspazlari aktive ederek hicreyi
apoptoza goturar; ancak FADD vyerine bagka adaptor proteinlere
baglanirsa NF¢B transkripsiyon faktorl etkinligi ile hiicre canliigini devam

ettirebilir. 1

Ekstrinsik yolda DISC kompleksi araciliiyla aktiflesen
baslatici kaspazlar (kaspaz 8,10) efektor kaspazlarin yani sira bcl-2
ailesinden Bid'i aktif forma (tBid) donusturerek mitokondriyal memranda
bax/bak oligomerizasyonunu saglar. Bu sayede ekstrinsik kaspaz yolu Bid

araciligiyla intrinsik kaspaz yolunu da aktive edebilir.*%*

CTL (Sitotoksik T lenfositler) ve NK (natural killer) hacreleri

araciliiyla gerceklesen perforin/granzim sistemi de ekstrinsik yolda yer
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alir. Bu sitotoksik htcreler hedef hicrelerin membranlarinda perforin ile
porlar olusturarak, stoplazmalarina Granzim B salgilarlar. Granzim B
hedef hlcrede kaspaz aktivasyonu (kaspaz 3,7) yaparak hicrenin
apoptozuna neden olur. Ayrica Granzim B’nin Bid'i aktif tBid formuna
donusturerek yine mitokondriyal yoldan hucre oOlumdne yol acgtigi da

gosterilmistir. ™%’
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Sekil 3: C.elegans, mitokondri, ER ve oliim reseptorleri diizeyinde gergeklesen

kaspaza bagl apoptotik yollarin homolojileri

UPR: Unfolded Protein Response
Apaf-1: Apoptosis protease-activating factor-1
FADD: Fas-associated death domain protein

IAP: Inhibitor of apoptosis protein
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2.3.5. Bcl-2 Ailesi

Apoptotik surecin kontrolunde rolu en iyi tanimlanmig olan

Bcl-2 (B cell lymphoma/leukemia-2) 24-26 kDa’luk protein kodlayan bir
proto-onkogendir. Bcl-2 gen ailesi uUyeleri yapisal ve fonksiyonel
karakteristikleri acisindan pro-apoptotik ve anti-apoptotik Uyeleri olmak

lizere iki ana sinifa ayrilabilir'®*. (Tablo 7)

Tablo 7: Bcl-2 ailesinin siniflamasi

Bcl-2 AILESI BH bolgeleri | Aile iiyeleri
BH 1-4 Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w, A1, Boo...
Anti - Apoptotik
BH 1-3 Mcl-1 (myleoid cell leukemia factor 1)
BH 1-3 Bax, Bak, Box....
Pro - Apoptotik | gagece BH 3 Hrk, Bid, Bim, Bmf, Puma, Noxa, Bad, Bik. ..
BH 3 ve BH 4 Bcl-xs

Bcl-2 aile uyeleri birkagc a-heliks yumagini iceren benzer
protein yapisi igerirler. Bunlar 4’e kadar numaranmis BH bdolgeleri (Bcl-2
homology domains) olarak adlandirilir. Bcl-2 ailesinin apoptotik veya anti
apoptotik etkileri yapilarinda bulunan iki bélge; hidrofobik cep ve amfipatik
a-helikse baghdir. BH1-3 bolgeleri hidrofobik cebi olusturur. Amfipatik a-
heliks ise BH3 bdlgesinde yer alir. Bcl-2 aile Uyeleri genelde BH 3
bdlgelerinden birbirlerine baglanip homo- yada heterodimer yapilar
olusturarak etkinliklerini gdsterirler.*®®1%° Hiicredeki pro- ve anti-apoptotik
proteinlerin orani hucrenin sagkalimi yada olumunun belirleyicisi olur. Anti-
apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL, sitoplazmik Bax ve mitokondrial dig

membrandaki Bak ile heterodimer yapida kalarak Bak/Bax'in mitokondrial
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membranda oligomer olusturmalarini engeller, dolayisiyla mitokondrial
membran  permiabilizasyonunu kontrol ederler. Bak ve Baxin
aktivasyonuna iligkin direk ve indirek model olmak Uzere iki model
onerilmistir.’®**% Direk modele gére yapisinda sadece BH3 iceren
proapoptotik bcl-2 aile Gyeleri (Bid, Bim, Puma vb) direk olarak Bax ve
Bak’in oligomerizasyonunu, pore formasyon dedisimini uyarmaktadir;
indirek modele gore ise BH3 igeren proapoptotik Gyeler Bcl-2’ yi inhibe
ederek indirek yoldan Bax ve Bak'i aktiflestirmektedir. Sonugta her iki
modele gbére de mitokondrial membranda Bak/Bax oligomerizasyonunun
gerceklesmesi membranda porlarin olusumu, permiabilite artisi ve
mitokondrial membrandan sit-c gibi apoptotik proteinlerin salinmasina

neden olacak ve hicreyi 6lume goturecektir.

Anti-apoptotik ve ayni zamanda anti-oksidan olarak ta bilinen

Bcl-2, dagihmi hicre tipine gore degiskenlik gosteren bir hicre ici
membran proteinidir. Bcl-2, reaktif oksijen turlerinin en fazla yapildigi yer
olan mitokondrial dis membran ve onun yanisira ER ve nikleus zarinda
da yer alir. Mitokondrial yerleske gosteren Bcl-2’'nin yarattigi etkilere
paralel olarak nukleer membrana yerlesik Bcl-2; p53, NFkB, AP1, CRE,
NFAT gibi transkripsiyon faktorlerinin nukleustaki etkinliklerini kontrol eder,
ER’de yerlegske gosteren Bcl-2 ise hucrenin hem apoptotik hem de normal
fizyolojik sureclerinde intraselliler Ca duzeyinin duzenlenmesinde rol
oynar.*! Bcl-2’ nin

e Hematopoetik, lenfoid ve fibroblastik hicrelerde blyime kaybi

e Noronlarda norotrofik faktorlerin olmamasi

e UV, y-radyasyon

e Isi soku (heat shock)

e Baz sitotoksik lenfokin tipleri (TNF)

e Kalsiyum iyonoforlari

e Baz virUs tipleri
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e L- glutamat gibi uyarici nérotransmitterler
e Serbest radikal yapimini uyaran ajanlar ile olusan hicre élumudnin

engelledigi gosterilmigtir.

Bcl-2’ nin bu ve benzeri koruyucu fonksiyonlart;
e Anti-apoptotik fonksiyonu i¢in gerekli eslesme proteinlerinin yoklugu
e Bcl-2'nin inhibisyonuna neden olan proteinlerin ylksek dizeyde
bulunmasi
e Bcl-2'nin iglevini bozan c¢eviri sonrasi (post-translational)

degisikliklerin uyarilmasi durumunda yetersizlesir.

Bcl-2’nin antioksidan ozelliklerine iligkin lipit peroksidasyonu
azalttigi, glutatyon tikenmesi ve H,O;’ yikici etkilerinin neden oldugu
apoptotik 6lime karsi direnc sagladi§i bilinmektedir.**? Bcl-2’'nin bu
Ozelligini direk bir anti-oksidan gibi davranarak, redoks-aktif metalleri
selatlayarak yada ROS uretiminin azaltiimasini saglayarak gosterdidi
disundlmektedir. Bunlarin iginde en kabul goéreni ise Bcl-2’nin ROS
{iretimini azaltan bir antioksidan oldugu yéniindedir.*®* Cinki Bcl-2
Ozellikle ROS’larin en 6nemli kaynadi mitokondrinin membranina yerlesik

bir proteindir ve hucrenin redoks durumundaki degisikliklere de duyarhdir.

Bcl-2 geninin fazla eksprese edilmesi noral dokularda oldugu
gibi apoptozu énleyerek koruyucu etkilerini gdsterirken™**: lenfoma, I6semi,
prostat, kolon ve mide adenokanserleri, noroblastoma, renal hucreli
kanserler ve melenoma gibi c¢esitli insan kanserlerinde de bcl-2

ekspresyonunda asiri artig gorular.
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Dogal yaslanmada, Hipokampus da dahil beynin farkl
bdlgelerinde ve farkli organ dokularinda bcl-2 ekspresyonu ve miktarinin
arastirlmasina iligkin c¢alisma bulgular ¢eligkili goérUnmektedir. Bu
durumun, bcl-2'nin hicre (mitotik/postmitotik hicre) spesifik aktivitesi ve
hiacrenin  sagkalim  kosullarinin  farkhihgiyla  iligkili  olabilecegi

muhtemeldir,11>116:117

Kaufmann ve arkadaslari yasli siganlarin
hipokampus ve serebellumunda bcl-2 dizeyinin up-regule oldugunu ve bu
up-regulasyonun yasglanmayla artan oksidatif stres duzeyi ve bcl-2’ nin
antioksidan karakteri ile iliskili olabilecegini gdstermislerdir.**’ Ayrica
baska bir antioksidan suplementasyonunda bcl-2 up-regulasyonun tersi
yonde bozuldugunu da belirtmiglerdir. Bagka bir c¢alismada ise
hipokampusta oksidatif stres kaynakli hdcre olumande bcl-2 ve bcl-2
MRNA ekspresyonlarinin down-regule oldugu, NAC (N-acetyl cysteine)
gibi antioksidan suplemantasyonunun ise bu azalisi engelledigi

gosterilmistir.*°

2.3.6. Apoptoz ve Oksidatif Stres

Yaslanmada c¢esitli dokularda radikal yapimi artar ve

ROS’larin en 6nemli kaynaklarindan biri mitokondridir. Yuksek oksidasyon
seviyeleri indirekt olarak hicresel redoks potansiyelini degistirip GSH, ATP
seviyesini ve redikte NAD ve NADPH gibi esitlikleri azaltir. ROS’lar,
antioksidan sistemlerin yetersiz kaldigi durumlarda basta lipidler olmak
uzere, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim O6nemli hlcresel
bilesenlerde hasara neden olur. Stuperoksit ve hidroksil radikali mitokondri,
ER ve nukleus membranlarinda lipid peroksidasyonunu baglatarak
membran permiabiletisini arttirir.  Ozellikle mitokondriyal membran
permiabilitesindeki artis sit-c gibi apoptotik proteinlerin serbestlesmesine
neden olarak intrinsik apoptotik yolagi uyarmis olur®™. Oksidatif strese
bagl olarak lizozom, ER gibi diger organellerde meydana gelen hasarlar,

bu organeller ve mitokondri arasinda sinyal iletimine ve yine intrinsik yolla
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apoptozun uyariimasina neden olur. Oksidatif strese bagli olarak geligen
DNA hasari da p53 geni ve Bax etkilesimi ile intrinsik yolak Uzerinden

apoptozu uyaracaktir.!%

Radyasyon, proinflamatuar sitokinlerle tedavi, Is1 soku,
blylme faktorlerinin yoksunlugu gibi ROS olusturan ekzojen stresorlerin
de apoptozu stimule ettigi bilinmektedir. ROS’larin modifiye ettigi proteinler
ve ROS’larin kendisi de intrinsik yolaklarin yani sira, ekstrinsik apoptotik
sinyal yolaklarina da istirak ederler. MAPK kaskadinin oksidatif stres
altinda aktive olmasi*®, oksidatif strese yanit olarak biyiime faktori
reseptor stimulasyonu ile sinyal yolaginin azaltilmasi ekstrinsik apoptotik
sinyal yolaklarinin uyarimina ornektir.'*® Genellikle oksidatif stresin rol

oynadi§i apoptoz uyaranlari Tablo 8’ de dzetlenmistir.**°

Tablo 8: Oksidatif stresin rol oynadigi apoptoz uyaranlari

Prooksidanlar

H,0O,, diamit,etoposit

iyonize radyasyon

Gama UV radyasyon

Protein sentez
inhibitorleri

Sikloheksimid

Apopitotik sinyal

Fas, TNFa, seramid, glutamat

Fizyolojik uyaranlar

Glikokortikostreoidler, Ca, glutamat, Growth faktér azalmasi
(IL-2, IL-3, nerve growth factor, serum vb)

Patofizyolojik durumlar

IL-2, IL-3, aclik, hiperglisemi, iskemi ve reperfizyon

Pro-apoptotik genler

p53, Bax, c-myc

Organik solvent ve

Benzen ve metabolitleri

metabolitler
Pestisitler DDT, endosulfan, dieldrin
ilaglar Aktinomisin D, sisplatin, taxol
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ROS’lar yaglanmayla iligkili olarak birgok kronik hastaligin
yani sira noronal hucre kaybina ve norodejenerasyona da sebep olur.
ROS’larin hipokampusta LTP (long term potentiation) mekanizmasini
bloklayarak néronal plastisitenin devamlihgina engel oldugu'® ve
hipokampal noronlarda bcl-2 proteini ve buna paralel bcl-2 mRNA
seviyelerinde ciddi azalmaya neden oldugu gdsterilmistir.’® Dolayisiyla
ROS artisi/uzun suireli oksidatif strese maruz kalinmasi hipokampal
formasyonla iligkili olarak 6drenme ve bellek olusumunun bozulmasina
hatta noronal hucre 6limune neden olarak bu fonksiyonlarin ilerleyen

yasla beraber yitimine sebep olabilir.***

122,123 ve bu

113,124

Antioksidanlar ise bcl-2 yapimini arttirirlar

molekul serbest radikal temizleyicisi gibi fonksiyon goérur

125

Yaslanmayla beraber azalan antioksidan kapasite hasarl hucrelerin

artisina neden olurken, bcl-2 dizeyindeki azalmaya paralel hucre

10,11

olimuande artis gézlenir—~~. ClUnkud bcl-2 direk bir anti-apoptotik molekiil

olma karakterinin yani sira, reaktif oksijen dizeylerinin apoptoz Gzerindeki

etkilerini pro-oksidan gibi davranarak ta kontrol eder.**#*2*

2.3.7. Apoptoz ve Yaslanma

Yaslanmayla iligkili olarak apoptozun arttigi pek ¢ok fizyolojik
sistemde gosterilmistir. Apoptoz, hicresel strese karsi verilen ekstrem bir
yanittir ve ¢ok 6nemli bir timor supresér mekanizmadir. Stres altindaki
hdcrenin yaslanmaya mi yoksa apoptoza mi yonlenecedini neyin
belirledigi cok acik olmasa da, hucrelerin blyuk bir ¢ogunlugu her iki
surece de kolaylikla girebilir. Hlcre tipi bu konuda énemli bir belirleyicidir.
Ornegin, hasarlanmis epitel hicreleri ve fibroblastlar yaslanma surecine

girme egilimi gosterirken, hasarlanmis lenfositler ise apoptoza ydnelirler.
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Apoptoz ve hulcresel yagslanma arasinda karsilikli bir sinyal/haberlesme

ag1 oldugu disiiniilmektedir.”®

Asiri oksidatif stres hicrelerin nekroz yada apoptoz yolu ile
olumune neden olur. Pek ¢ok apoptoz modelinde hucrenin redoks
durumunun degdisimi kaspaz aktivasyonu ile gevreyi daha okside hale
getirir. Cesitli antioksidanlarin kullanimi (N asetilsistein gibi) yada kaspaz
inhibitorleri apoptozu bloke eder. Bcl-2'nin antioksidan 6zelligi de apoptoz

icin potent bir inhibitdr olma 6zelligine katkida bulunur.**°

Alzheimer, Parkinson, Huntington koresi ve Amyotrofik
Lateral Skleroz gibi bazi noérodejeneratif hastaliklarda hatali protein
uretimi, oksijen radikali yapiminda artig, htcre i¢ci Ca artisi gibi
mekanizmalarla néron kaybina apoptozun yol agti§l gdsterilmistir.”®
Ayrica, Fas reseptoru ifadesinin yukarida sayilan hastaliklarin timinde de
artmis oldugu bildirilmektedir.**® Yaslanmayla iliskili gelisen, kognitif
bozukluklar ve demansla karakterize Alzheimer hastaliginda beyin atrofisi,
hipokampus, frontal korteks ve limbik bolglerde de kademeli néron kaybi
gorilir.”* Bunun yanisira GSH, GSH reduktaz, GSH-Stranferaz, SOD,
katalaz, tiyoredoksin reduktaz gibi antioksidan enzimlerin azaldigi, lipit
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve nitrasyonunun ise arttigi
gosterilmistir.”” Hipokampusta artan oksidatif stresin antioksidan ve
antiapoptotik Bcl-2'nin up-regulasyonunu da uyardigi yash siganlarda
gOsterilmistir. Bu durumun oksidatif strese kargi savunma mekanizmasi
oldugu diisiilmektedir.'*” Ancak; hipokampal néronlarda oksidatif strese
maruz kalinan slrenin uzamasiyla, stresin yarattigi noéronal hasarin
blayudugu, bcl-2 up-regulasyonunun bozuldugu ve sonugta azalmis bcl-2

diizeyiyle beraber néronal apoptozun da arttigi gosterilmistir.**
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2.4. Melatonin

2.4.1. Melatonin Fizyolojisi

Melatonin (N-asetil-5-metoksitripta-min), immunomodulator,
anti-stres ve anti-aging 6zellikleriyle taninan ve majér olarak pineal bez
hiicreleri tarafindan salgilanan bir hormondur.**’ Pineal bez, korpus
kallosumun arka kisminin altinda, 3. ventrikilin tavanindan kdken alir ve
bir sapla posterior habenuler komissurlara baglanir. Sapin iginde sinir lifleri

bulunmakla birlikte bunlar beze kadar ulagsamaz.

Melatonin iki enzim etkisi ile serotoninden sentezlenir.
Enzimlerden biri hiz sinirlayici olarak ta kabul edilen N-asetil transferaz
(NAT), digeri ise hidroksiindol-o-metiltransferaz (HIOMT) olup, indol
halkasinin metile edilmesi ile gorevlidir. Pineal bezde serotonin miktari
gunduz yuksek gece dusuktur, 1sik siddeti ve suresi bezdeki serotonin
miktarini degistirir. Bezdeki melatonin miktari ise serotonin ritminin tersi
yondedir; yani melatonin sentezi glindiz az, gece ¢oktur. Gece serotonin
miktarinin azalmasi da melatonin sentezinin artmasindan ileri gelir.
Geceleri pineal bezde, kanda, serebrospinal sivida ve idrarda melatonin
miktari artar. Gece 20.00-23.00 arasi yukselen melatonin duzeyi 01.00-
05.00 arasi doruk degerlere ulasir ve sabah 07.00-09.00 arasinda ise
azalmaya basglar. Saglikli kisilerde plazma melatonin dizeyi gundiz 0-20
pg/ml, gece 20-200 pg/ml (ortalama 60-70 pg/ml) dir. Bir ginde yaklagik

30 mg (%80 i gece) melatonin dretilir. 1212°

Memelilerde melatonin biyosentezi retinada lokalize olmus
fotoreseptorler tarafindan dizenlenir. Pineal organ memelilerde endojen
dalgalanmanin surdurdlmesi igin yeterli dedgildir. Baglica osilator
hipotalamusta suprakiazmatik nukleustadir (SCN). SCN’ dan uyarilar

pineal organa kompleks ndronal zincir yoluyla gecer. Bu zincirin son
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halkasi superior servikal gangliondan koken alan sempatik inervasyondur.
Pineal bezde ise Norepinefrin, B adrenerjik reseptor araciligi ile hicre igi
cAMP’ yi arttirir. cAMP, NAT aktivitesini ve dolayisiyla melatonin sentez ve
sekresyonunu arttirir. (Sekil 5)

hipotalamus k
Triptofan

triptofan
S-hid.'oksilazg

5- hidroksitriptofan

S-HTP-
dekarboksilaz Pinealosit
Serotonin

serotonin-
N-asetijtransferaz

N-asetilserotonin

Hidroksiindol-o-
Metiltransferaz

Melatonin

Sekil 5. Karanlik/ aydinlik uyari ile melatonin sentezinin diizenlenmesi

Melatonin, Gastrointestinal kanal, retina, lens, deri, immun
ve hematopoetik hicreler, bazi reproduktif organlar ve endokrin bezler gibi
ekstrapineal organ ve dokular tarafindan da sentezlenir.*?"*3° Ancak
melatoninin kanda gun icinde gorulen ritmi pineal bezde sentezlenip
salinan melatonine baglidir. Melatonin beyin, retina, hipofizer bez gibi
daha birgcok dokuda etkilerini MT1, MT2 gibi hucre membraninda yada
ROR (tirozin kinaz benzeri orphan reseptér), RZR(retinoid Z reseptdr) gibi

nukleusta yerleske gosteren spesifik reseptorler araciligiyla yada reseptor

43



araciligindan bagimsiz olarak gosterir. Noral sistemde bulunan melatonin

reseptorlerinin(MT1, MT2) de sirkadiyen ritimle calistigi gosterilmistir.*3!

Melatoninin ana fizyolojik fonksiyonu, sirkadyen ve
mevsimsel dongulerin duzenlenmesi oldugu dusunulse bile melatoninin
etkisi yUksek reseptor yogunluklari olan bdlgelerle sinirli  dedgildir.
Sirkadyen duzenlemenin butunlegtirici etkisi vardir. SCN, memelilerin tim

organlari Uzerinde, direkt ve indirekt kontrolle sayisiz fonksiyonu ritimler.

MT1 reseptorleri hipokampus, serebellum dahil olmak Uzere
noronal yerlesim gostermektedir. Ayrica SCN, hipotalamus, talamus
preoptik alan, retinanin pleksiform tabakasi ve serebral korteksin pek ¢ok
bdlgesinde MT1 reseptorlerinin varligi gdsterilmistir.**?> Noéronal olmayan
MT1 reseptorleri, serebral ve caudal arterlerde, hipofizyal pars tuberaliste,
ovaryum, bdbrek ve ince barsaklarda bulunmustur. MT2 reseptorlerinin

memeli hiicrelerinde spesifik dagilimi heniiz iyi agiklanmamistir.*3

2.4.2. Melatoninin Antioksidan Etkileri

Melatonin, lipofilik ve hidrofilik 6zelligi ile bGtin hicre ve
hicre ici kompartmanlardan kolayca diffize olabilir, kan-beyin
bariyerinden kolaylikla gecgebilir. Ayrica serbest radikal stpuricu etkisi i¢in
herhangi bir baglanma bélgesine ve reseptére de ihtiyag duymaz.t#*3133
Bu ozellikleri ile de Ustiin bir antioksidan olarak kabul edilir.”*****> Ancak
ilerleyen yasgla beraber melatonin dlzeyi ve buna korele olarak insan
serumundaki antioksidan kapasitede de azalma goriilir.* Melatonin,
yapisinda bulunan pirol halkasi nedeniyle <O, ve OHe radikallerini
yakalamada yuksek bir kapasiteye sahiptir. Melatoninin, endojen bir

radikal supurucu olan glutatyondan yaklagik 5 kat , ekzojen antioksidan
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olan mannitolden ise 15 kat daha etkili oldugu gdsterilmistir. Bu bulgu
melatoninin OH radikaline karsi diger iki dnemli antioksidana gore ¢ok
daha gucli oldugunu goéstermektedir. Melatoninin  OH radikali ile
reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline donustugu,
bununda ortamdaki sUperoksit radikalini tutarak antioksidan aktivite

gosterdigi kaydedilmistir.**

Glutatyon ve mannitol gibi iyi bilinen serbest radikal
tuketicileri ile melatonin karsilastirildiginda, melatoninin 6zellikle DNA gibi
makromolekdlleri oksidatif hasardan korumada daha gugcli oldugu ortaya
cikmistir.™®’ Yiiksek toksik giice sahip hidroksil radikallerinin tiiketiciliginin
yani sira melatonin, guglu bir antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz
aktivitesini de stimule eder. Glutatyon peroksidazin metabolik goérevi ise
hidroksil radikalinin prekirséra olan hidrojen peroksidi suya metabolize
etmektir. Bu nedenle melatonin hicreleri oksidatif hasardan en az iki yolla

korumaktadir.**®

in vivo ve in vitro calismalarda melatoninin reseptdr bagimli
ve bagimsiz mekanizmalarla detoksifikasyonu ve strese cevaben olugsan
gen ifadelerini (Nf-kB, AP-1, Nrf2) de kontrol etigi, bu sayede
antioksidanlarin (GSH, GSH-Px vb) ve detoksifikasyon genlerinin

ekspresyonlarini stimiile ettigi gosterilmigtir.>%

Melatonin fizyolojik
kosullarda calmodulin araciligi ile az miktarda ROS Uretimini sitimule
eder.’®% By sekilde artan ROS hiicre ici ikincil haberci/sinyal molekiilii
gibi gorev yapar ve gen transkripsiyonlarini degistirerek melatoninin
anabolik ve koruyucu etkilerinin agiga ¢ikmasini saglar. Yasglanma,
metabolizma artisi yada artmis c¢evresel stres kosullari altinda goértlen
asirt ROS varliginda ise melatonin hem kendisi direk ROS’lar1 supurucu

etkisini gosterir hem de antioksidan kompansatuar mekanizmalari (GSH
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sistemi, metabolik enzimler vb) devreye sokar, mitokondrial membran

potansiyelini, ATP Uretimini kontrol altinda tutar. Bu sayede hicreyi

mitokondriyal hasara karsi da korur.*® (Sekil 6)
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Sekil 6: Fizyolojik ve stres kosullari altinda melatonin ve ROS iligkisi
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2.4.3. Melatonin ve Yaslanma

Melatonin yaslanma ile birlikte hem pineal, hem de plazma
duzeylerinde gittikge azalan guglu bir antioksidandir. Melatoninin salinimi
insanlarda 15 yas civarinda maksimum seviyeye ulasmakta, bu yastan
sonra giderek azalmakta ve 50 yasin Uzerinde ise minimum seviyeye
inmektedir. Bu azalmanin da yaslanma olayinin énemli bir sebebini teskil
edebilecedi kaydedilmistir.**! Melatonin diizeyinin azalmasi ile birgok
dokuda guanilat siklaz aktivitesinin azalmasi*** sonucu hiicre zar kalinligi
ve rijiditesi artar, hilcrelere besin girisi ve metabolik artiklarin atilimi
zorlasir. Dolayisiyla da bu kosullarda dejeneratif hasar olusumu
hizlanir.*® Biitiin bunlar aterosklerotik degisiklikleri de igeren yaslilikla ilgili

birgok surecin olusmasina yol acgar.

Melatonin, antioksidan 6zelligi ile serbest radikalleri ortadan
kaldirarak oksidatif stresi onler. Yaglanma ile birlikte melatonin dizeyleri
azalirken, oksidatif stres artmaktadir, dolayisiyla yagslanma ve yaglanmaya

badli hastaliklarin patogenezinde de melatoninin énemli roli olabilecegi

141,143

dusundlmektedir. Sicanlarda, uzun sureli ekzojen melatonin

144

kullaniminin  yasam suresini uzattigi gosterilmigtir™ Ayrica yasa bagl

hastaliklarin  gelisiminde de melatoninin  geciktirici roli  oldugu

belirtimektedir. >4

Suan ic¢in yasam suresini uzattigi bilinen tek manipulasyon
kalori kisittamasidir. Melatonin ve kalori kisitlamasinin yaslanmayi
engelleyici etkileri arastirilmis ve kalori kisittamasi yapilan siganlarda gece

salgilanan melatonin miktari iki kat fazla bulunmug*®**’

ayrica; pineal
bezdeki melatonin salinimi yapan adrenerjik reseptorlerin sayisi da kalori

kisittamasi yapilan sicanlarda iki kat fazla oldugu gdsterilmistir.*4®
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2.4.4. Melatonin ve Apoptoz

Melatoninin  apoptozun regulasyonundaki ilk bulgusu
Maestroni ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir.**® Bunu takiben pek cok
deneysel calismada apoptoz Uzerine melatoninin etkileri incelenmigtir ve

sonuglar 3 ana baslik altinda toplanabilir;

1. Immdin hicrelerdeki apoptozun inhibisyonu (antiapoptotik etki)
2. Noronal hicrelerdeki hiicre dlumunin 6nlenmesi (antiapoptotik etki)

3. Kanser hicrelerinde apoptozun hizlandirilmasi (proapoptotik etki)

Bu basliklar altinda yapilan tim c¢alismalar melatoninin
apoptozdaki etkilerinin mekanizmasini, apoptozda oksidatif stresin
onemini ve melatoninin antioksidan etkilerinin apoptozdaki roliunu de
ortaya c¢ikarmistir. Akbulut ve arkadaslari da yaslanmada melatonin
uygulamasinin gastrik mukoza hucrelerinde kaspaz bagimh apoptozu

azalttigini géstermislerdir.*°

Melatonin ve apoptoz arasindaki iliskiyi agiklayan olasi
mekanizma 6zetle sdyledir (Sekil 7)**'. Yaslanma, metabolizma artisi yada
artmis cevresel stres kosullari altinda gorilen asinni ROS varliginda
melatonin, reseptér bagimli ve bagimsiz yollardan ERK1/2 sinyal yolagini
uyarir, Nf-kB, AP-1, Nrf2 gibi transkripsiyon faktorlerini stimulasyonunu
saglayarak antioksidanlarin ve detoksifikasyon genlerinin ekspresyonlarini
arttirir. Bu sayede GSH/GSSG orani, GSH-Px, GSH-Rd, SOD, CAT vb
antioksidan enzimler ve beraberinde anti-apoptotik ve anti-oksidan ozellik
gOsteren redoks duyarli Bcl-2 duzeyi yada Bcl-2/Bax orani da arttirilir.
Melatoninin, mitokondriyal hasari ve mitokondrinin sinyalizasyon
fonksiyonlarini kontrol ederek ROS Uretimini azalttigi ve anti-apoptotik Bcl-

2’nin aktivasyonunu arttirdigi cesitli calismalarda gdsterilmistir.123%* 152
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(irreversible events)

Nuclear and cytoplasmic events

Sekil 7: Melatonin ve apoptoz iligkisinin molekiiler mekanizmasi
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2.4.5. Melatoninin SSS’ deki Yaslanma ve Norodejeneratif Olaylara
Etkileri

Beyin dokusunun oksidatif hasara oldukga duyarli

olmasi’t"?

, Yaslanma ile birlikte makromolekillerde oksidatif hasar birikimi
ve inflamasyon gelisimi melatonin tedavisinin yasa bagl SSS
fonksiyonlarindaki dedisime karsi koruyucu olabilecegini disindirmustur.
Sicanlarda melatoninin noroprotektif 6zelligini; beyinde GSH sistemini
aktive ederek gelistirdigi antiperoksidatif etkileri ile ortaya ¢ikardigi Akbulut
ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir.”*®* Benzer sekilde;

e Spinal kord yaralanmalarinda®*®

e Substantia nigra pars kompakta’nin dopaminerjik htcrelerinin
MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) ile oksidatif strese
maruz birakilmasinda oldugu gibi gesitli Parkinson modellerinde!>**>°

e Orta serebral arter hasarina bagli iskemi-reperfuzyon
modellerinde >’

e Neonatal serebellumda gelistirilen fenilketonuri kaynakli
oksidatif stres kosullarinda oldugu gibi**®
cesitli in vivo ve in vitro ¢galismalarda melatoninin beynin bir¢cok bdlgesinde

noroprotektif etki gosterdigi bildiriimistir.

Melatonin sekresyonu vyasla baglantih olarak azalma
goOsterdiginden yaglanma ile birlikte noronal apoptozda artis muhtemel

goziikmektedir. 131159

Cesitli hicre modelleri olusturularak yapilan ¢ok
sayida in vitro ¢alisma, melatoninin néroprotektif etkisini; apoptotik sinyal
yolaklarinda anti-apoptotik bir faktdor gibi davranarak gosterdigini
vurgulamaktadir. Bu modellere;

e Methamphetamin®, H,0,ve MPP (methyl-phenylpyridinium)

‘ye'®* maruz birakilan insan néroblastoma SH-SY5Y hiicreleri
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e MPP’ye maruz birakilan dopaminerjik néronlar'®
 Pro-apoptotik aktiviteye sahip, protein sentez inhibitorii

puromisin verilen astrositoma glial hiicreleri'®® érnek gdsterilebilir.

Yaslanma ile birlikte sinir sistemindeki gerileme fizyolojik
yaslanma ve nérodejeneratif hastaliklarla iligkili olup en iyi gosterge hafiza
ve kognitif fonksiyonlardaki kayiplardir. Yaslanma, iliskili nérodejeneratif
hastaliklar ve gesitli nérodejeneratif modellemelerde Hipokampus ta dabhil
beynin bircok bolgesinde antioksidan kapasitede azalma (GSH sistemi,
SOD, katalaz vb) buna karsin MDA gibi lipid peroksidasyon Urlnlerinde ise

8,9,76,164

artis  gosterilmigtir. Melatonin ise antioksidan oOzellikleri ile

hipokampus ve beynin diger bodlgelerinde noéroprotektif fonksiyon

gostermektedir. 19162166

Yaslanmayla beraber, nérogezisin en aktif oldugu yerlerden
biri olan hipokampusun dentat gyrusundaki NSC (neural stem/progenitor
cells) hiicrelerinin proliferasyonu ve sagkalim oranlari azalmaktadir.®”’
Yaslanma, hipokampal dentat gyrustaki azalan néron sayisi ve
norogenezle iliskilendirilirken'®”*%® farelerde yapilan in vitro ve in vivo
calismalarda melatoninin hipokampal dentat gyrusta ndérogenezi uyardigi,
projenitor/prekursor hicrelerin proliferasyonuna direk etki etmedidi ancak;
sagkalimlarini  uyararak yeni dogan hucre sayisini arttirdigi

9

gosterilmistir.®®  Ayrica melatonin, postmitotik hiicrelerde de koruyucu

etkisini gostererek var olan hlcre sayisini muhafaza etmeye katkida

bulunur. 6170

Melatonin, hem eksitatorik ve inhibitorik norotransmitter

sistemlerini etkileyerek hem de hipokampal noéronlarda LTP (long term
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potentiation) mekanizmasi ile iligkili NMDA reseptor aktivitelerini
degistirirerek plastisiste (izerine de olumlu etkiler yaratir'’*"213 ROS’larin
hipokampusta LTP (long term potentiation) mekanizmasini bloklayarak
néronal plastisitenin devamliigina engel oldugu'®® ve hipokampal
noronlarda bcl-2 proteini ve buna paralel bcl-2 mRNA seviyelerinde ciddi
azalmaya neden oldugu gésterilmistir.’° Dolayisiyla ROS artisi/uzun sireli
oksidatif strese maruz kalinmasi hipokampal formasyonla iligkili olarak
ogrenme ve bellek olusumunun bozulmasina hatta néronal hiicre 6limune
neden olarak bu fonksiyonlarin ilerleyen yasla beraber yitimine sebep
olabilir.*?* Buna karsin; melatoninin, hipokampusta mitokondriyal hasari ve
mitokondrinin sinyalizasyon fonksiyonlarini kontrol ederek ROS Uretimini

azalttigit’#"

ve homosistein kaynakl hipokampal hicre 6liminde bcl-2
up-regulasyonu, bax down-regulasyonu ile ndral kaybi 6nledigi

gosterilmistir.*®

Tdm bunlar géz 6nune alindiginda orta yaslardan itibaren
melatonin gibi antioksidan destedinin ndronal kayip hizini azaltmasi
olumlu bir yaklasim olacaktir. Diger taraftan melatoninin lipofilik yapisi
sayesinde kan-beyin bariyerini kolayca gecebilmesi ve ayrica farmakolojik
dozlarinin hayvanlarda tim yasam suresince yada insanlarda uzun
periyodlarla uygulaniminin herhangi bir toksisiteye yada pro-oksidan
etkiye neden olmadiginin gdsterilmis olmasi bu indolin guvenle

kullanilabilirligini desteklemektedir.**°

2.5. Curcumin

Curcumin (1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- 1,6
heptadiene -3,5-dione) turmeric'in(curcuma longa) ana komponentidir.
Ozellikle Gliney Dogu Asya’da curcuma longa bitkisinin yumrusundan elde

edilir. Yapisindaki diferuloylmethene, kori baharatina sari rengini veren
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maddedir. Curcumin peynirlerde, tereyagdi, kozmetiklerde ve daha c¢ok

baharatlarda kullanilir.

Curcumin, bir B- diketon bilegiktir yani; f pozisyonunda
baglanmis 2 keton grubu icerir. Lipofilik 6zellikli bir polifenol olan Curcumin
barsaklardan absorbe olurken hidrojenizasyon ile tetrahidrocurcumin
(THC)" e donusur. Barsaklardan emilimi esnasinda kana karigmakta ve
tum dokulara dagilmaktadir. En sonunda THC safra yoluyla atilmaktadir.
Hindistan ve Guney Asya da inflamasyonda, cilt yaralarinda, karaciger ve
safra kesesi hastaliklarinda, oksurik ve birgok timoérde tedavi amacli

kullaniimaktadir. 1’417

Curcuminin oldukga gugcli antinflamatuar, antiproliferatif,
antioksidan ve antitimér etkilerinin oldugu bilinmektedir.*>***” Curcuminin
yapisinda azid, halopiroksil, Br2 radikalleri ile birlikte bircok reaktif
oksidanla reaksiyona giren fenolik OH grubu yer alir. Antioksidan etkisi,
fenolik yapisindan ve B diketon tirevinden ileri gelir. Curcumin bu
Ozellikleri ile oksidatif DNA hasarini inhibe eder, lipoksijenaz ve
siklooksijenaz inhibisyonu sonucunda aragidonik asit salinimi azaltir.
Ayrica NFkB aktivasyonunu inhibe edip antiinflamatuar etki olusturur,
TNFa, IL-1, granulosit koloni stimulan faktér miktarini arttirir.2>%®
Curcuminin, blayumesi inhibe edilmis hicreleri restore ederek apoptozu
engelledidi bilinmesine karsin, kemopreventif etkisiyle kanser hicrelerinde
apoptozu indukledigi dusunulmektedir. Curcuminin insan hepatoma ve
I6semi hucrelerinde apoptozu uyardigi ve insan bazal hlcre karsinom
hicrelerinde apoptoz olusturdugu bildirilmistir. Calismalarda curcuminin
kaspaza bagl apoptozu inhibe etigi, NFKB ve COX2 ekspresyonunu

azalttigi gosterilmistir.®”” Curcumin sitokrom P450 potent inhibitéridir ve
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glutatyon S transferaz aktivasyonu ile potansiyel kanser koruyucu bir

ajandir.t’®

Birgok in vivo ve in vitro calismalarda® 179180181 farky

organlardaki yaslanma, kanser ve cesitli oksidatif stres kosullari altinda
Curcuminin, lipit peroksidasyonu inhibe ettigi ve antioksidan ( SOD, GSH,
GST ve GPx) aktiviteyi artirdigi gosterilmistir. Curcuminin, antioksidan ve
noroprotektif etkileri yash siganlarin korteks, hipokampus, serebellum gibi
farkli  beyin  bdlgelerinde  gdsterilmistir.®®  Curcumin  yaslanma,
nérodejeneratif hastaliklar ve cesitli toksik kosullar altinda da
hipokampusta SOD, GSH, GST ve GPx gibi antioksidan enzim duzeylerini
arttirirken; lipit peroksidasyon riinlerini (MDA) azaltmaktadir.?0182183
Curcuminin néroprotektif etkileri ile hipokampal nérogenezi uyardigi'®
bcl-2 ekspresyonunu arttirarak hipokampal hlicre o6lumini azalttigi,

dolayisiyla da 6grenme ve bellek islevlerini gelistirdigi gosterilmistir.*

2.6. Hipokampus

Filogenetik olarak en eski beyin kisimlarindan birisi olan
hipokampus, insanda lateral ventrikul alt boynuzunun tabaninda bulunur.
Kesitlerde C harfi seklinde olan bu yapi ortalama 5 cm uzunlugundadir.
GorunUmu itibariyle denizatina benzetildiginden hipokampus adi

verilmistir, 185186

Algr ve Dbellek sistemleri arasinda badlanti kuran
hipokampus, beynin birgok bolgesinden duyu lifleri almaktadir. Aldigi bu
duyulari, forniks araciligiyla hipotalamus, talamus ve septal sahaya
iletmektedir. Bunun yani sira, hipokampus subkortikal alanlarla olan

baglantisi sayesinde, beynin birgok bolgesi ile iletisim halindedir. Bellek ve
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noral plastisitenin olusumunu saglayan LTP(long-term potentiation)
mekanizmalari da ilk kez hipokampusta calisiimistir. Ogrenme ve hafiza
fonksiyonlari Gzerinde énemli role sahip olan hipokampus, yeni elde edilen
bilgilerin depolanmasi ve anilarin kisa sureli hafizadan uzun surel
hafizaya gecirilmesinde gorev alir. Bu nedenle hipokampusta meydana
gelebilecek bir hasar, belirtilen fonksiyonlarda bozukluklara neden olabilir.
Nitekim hipokampus lezyonlarinda, anilarin kisa sureli bellekten uzun
sureli bellege alinmasinda sorun oldugu goézlenmigtir. Bunun yani sira,
verbal veya sembolik anilarin hafizada tutulmasinin da muUmkdn

olamayacagi ifade edilmistir.*88

Alzheimer gibi yagslanma ve norodejenerasyona bagl gelisen
hastaliklarda ilk once etkilenen bdlgelerden biri hipokampustur ve
dolayisiyla o6grenme-bellek bozukluklari basta olmak Uzere motor

becerilerde de oryantasyon bozukluklari sik gézlenen semptomlardir.*®®
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg¢

Bu calisma 30.06.2011 tarih ve G.U.ET-11.055 kod numarali
etik kurul karari ile Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim

Dal’'nda gergeklestirilmigtir.

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada Wistar Albino cinsi, baglangi¢ yaslari 13 aylik
(orta yasli) olan, 30 adet erkek si¢an kullanildi. Calismada kullanilan tim
denekler laboratuar ortaminda 12 saat aydinlikta ve 12 saat karanlikta
olacak sekilde normal musluk suyu ve standart sigan yemi ile beslendi. Bu

dizenleme otomatik ¢alisan bir zaman saati ile saglanmistir.

Deneklerin temini ve bakimlari G.U. Laboratuar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel arastirmalari Merkezi (GUDAM) tarafindan

saglanmistir.

Calismamiz igin her grupta 6’sar adet sican yer alacak
sekilde 5 grup olusturuldu. Tablo 9’ da gosterildigi Uzere ilk iki grup kontrol
grubu olarak belirlendi. Birinci kontrol grubuna subkutan (sc) Phosohate
Buffered Saline (PBS) (%1’lik etanollt), ikinci kontrol grubuna ise Dimethyl
Sulfoxide (DMSO) 100ul/bw olacak sekilde intraperitoneal (ip) enjeksiyon
yapildi. Deney gruplari ise su sekilde olusturuldu; 3. gruba %1lik etanolll
PBS ¢ozeltisi ile hazirlanan melatonin (MEL) 10mg/kg dozajda sc olarak,
4. gruba DMSO ile hazirlanan curcumin (CUR) 30mg/kg olacak sekilde ip
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yolla enjekte edildi. 5. gruba ise MEL (10mg/kg, sc) ve CUR (30mg/kg, ip)
birlikte verildi. Tim gruplarin enjeksiyonlari bir ay sire ile her gun saat
17:00 da yapildi.

Siganlar 30 gunlik enjeksiyon uygulamasini takiben
enjeksiyonun yapiimadigi 31. ginde intramuskuler olarak uygulanan %
10’luk ketamin-%Z2’lik ksilazin anestezisi altinda dekapite edilerek deney

sonlandirildi.

Dekapitasyon iglemini takiben buz paketleri Gzerinde beyin
dokusu cikartildi ve hipokampuslari izole edilerek sivi azot igersinde
derhal donduruldu. Elde edilen numuneler analizlerin yapilacagi sureye

kadar -80°C deki derin dondurucuda muhafaza edildi.

Deneklerin izole hipokampuslarindan hazirlanan orneklerde
calisilan parametreler MDA, GSH dizeyleri ve bcl-2 proteininin tayinidir.
Lipit peroksidasyonu ile paralel degisim gosteren ve dokudaki radikal
hasarin da gostergesi kabul edilebilecek MDA duzeyini belirlemek igin
Tiobarbitiirik asit reaktif (TBARS) madde olusumu ydntemi;®® antioksidan
kapasitenin gostergesi olarak kabul edilen GSH’in tayini icinse modifiye
Ellman ydntemi kullanildi.*®® Hipokampus dokusundan elde edilen hiicre
lizatlarindaki protein miktarinin dlgimud Bradford protein tayin metodu ile
yapildi.**® Hazirlanan lizatlardaki bcl-2 ve yiikleme kontrolii icin tercih
edilen b-actin proteininin gosteriimesinde ise proteinlerin molekuler
bayuklUklerine gore ayristirlmasi prensibine dayanan Western Blott

teknigi kullanilmigtir, 9192
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Tablo 9: Deney gruplari ve 6zellikleri

DENEK VERILIS
GRUPLAR UYGULAMA DOZAJ . BASLANGIC
SAYISI SEKLI o
AGIRLIKLARI (GR)
1
6 PBS (+ETANOL) SC 356,5+15,01
(kontrol)
2
6 DMSO 100pl/bw ip 345,5+12,82
(kontrol)
: 6 MEL (+PBS+ETANOL) 10mg/kg sC 378,0+8,86
4 6 CUR (+DMSO) 30mg/kg ip 354,57+15,14
10mg/kg sc
MEL (+PBS+ETANOL)
5 6 364,12+11,14
30mg/kg ip

CUR (+DMSO)




3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Aletler

Santriftj: MPW-350( sogutma sistemli)

Sonikator: Sonics vibrocell

Spektrofotometre: BIOKIT EL x 800 Bioelisa Reader

Elektroforez ve Blotting: Bio-Rad mini protean system

Guc¢ kaynagi: Consort E 835 Electrophoresis Power Supply

Isitici: Eppendorf Thermomixer Compact

Hassas tarti; SARTORIUS Basic

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

TBARS ve GSH tayininde kullanilan kimyasallar Sigma
Chemical Company’den, western blot uygulamasi igin kullanilan
kimyasallar ise Santa Cruz Biotechnology’den temin edilmistir. Antikor
secimleri, antikorlarin dilisyon oranlari ve diger malzemelerde Tablo 10’
da belirtildigi gibidir.
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Tablo 10: Deneyde kullanilan antikorlar ve diger malzemeler

Uriin Temin edilen firma
Melatonin Sigma M 5250-1G
Curcumin Sigma C 1385-5G

Bcl-2 primer antikoru

Santa Cruz; Bcl-2 (C21), sc-783 rabbit polyclonal, IgG,
Lot: K1511 (1:500)

Bcl-2 sekonder antikoru

Santa Cruz; sc-2030, goat anti-rabbit, IgG- HRP,
Lot: KO811 (1:5000)

b-actin primer antikoru

Santa Cruz; b-actin (R22), sc-130657, rabbit polyclonal,
19G,(1:250)

b-actin sekonder antikoru

Santa Cruz; sc-2030, goat anti-rabbit, IgG- HRP,
Lot: KO811 (1:5000)

Homojenizasyon tamponu

intron Biotechnology; Pro-Prep Protein Extraction Solution
(cat:17081)

Protein markeri

invitrogen; SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard LC5925
Lot: 943155

Nitroselliil6z membran

Bio-Rad; 162-0112

Kemiliiminesans kit

invitrogen; ECL Novex HRP chemiluminescent-substrat
reagent kit (WP 20002),

BSA (bovine serum
albumin)

Bioshop; ALB003.25

Bradford ¢ozeltisi

Bioshop; Bradford reagent cat: BRA222.500
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3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

Lipit Peroksidasyonu tayini igin kullanilan gozeltiler:
o TCA gozeltisi (% 10): 10 gr TCA tartihp, son hacim 100 ml olacak

sekilde distile suda eritildi.

o TBA ¢Ozeltisi (% 0.67): 0.67 gr TBA tartilip, son hacim 100 ml

olacak sekilde distile suda eritildi.

e BHT ¢dzelitisi (%1): 1 g BHT tartilip son hacim 100 ml olacak
sekilde %95’ lik etanolde eritildi

GSH tayini icin kullanilan ¢ozeltiler:
o TCA ¢ozeltisi (% 10): 10 gr TCA tartihp, son hacim 100 ml olacak
sekilde distile suda eritildi.

e Na,HPO, ¢ozeltisi (0,3 M): 8,5176 g Na,HPO, tartilip, son hacim

200 ml olacak sekilde distile suda eritildi.

e DTNB c¢ozeltisi: 1,3837 g sodyum sitrat tartilip, son hacim 100 ml'ye

tamamlanarak hazirlanan %1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 40 mg
DTNB eritildi.
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SDS-PAGE ve Western-Blott yontemi icin kullanilan ¢ozeltiler:

Ornek tamponu (sample buffer) x2 stok: 1,25 ml tris-HCI (0,5 M
ph:6,8), 2,5 ml gliserol, 2 ml %10luk SDS, 0,2 ml %0,5’lik
Bromofenol-blue son hacim 9,5 ml olacak sekilde distile su ile
tamamlandi. 1 ml ornek tamponu kullanimi igin 50ul b-

merkaptoetanol ve 950 pl hazirlanan ¢dzeltiden karistirildi.

Yurtutme tamponu (running buffer) x10 stok (Ph:8,3) : 30,3 g tris
base, 144 g glycine, 10 g SDS tartilip, son hacim 1 It olacak sekilde
distile suda eritildi.

Transfer tamponu (transfer buffer) x10 stok: 30,3 g tris base, 144 g
glycine, tartilip, son hacim 1 It olacak sekilde distile suda eritildi.
intiyag duyulan tampon miktari %20 metanol igerecek sekilde

x10’luk stok kullanilarak hazirlandi.

Yikama tamponu (TBS-T) x10 stok: 12,11 g tris base, 87,66 g NacCl
ve 5ml tween 20 son hacim 1It ve ph:7,5 (ph ayar icin HCI

kullanildi) olacak sekilde distile suda eritildi.

Membran bloklama tamponu (%5’lik sut tozu): 5 gr yagsiz sut tozu
tartilip, son hacim 100 ml olacak sekilde yikama tamponu ile

tamamlandi.

Antikor tamponu: kullanilacak antikora uygun dilisyonlarda yine
yikama tamponu kullanilarak hazirlandi.
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Ayirma jeli (%10’luk resolving gel): 2,5ml %40 acrilamid/bis, 2,5 ml
1,5M Tris-HCI (pH8,8), 100ul % 10’luk SDS, 4,8 ml distile su, 100l
Amonyum persulfat (APS ) ve 10pl TEMED ile son hacim 10 ml
elde edildi (2 jel dokimul igin yeterli miktar). Her bir jel igin
karisimdan 5ml kadar icin cam plaklar arasina dokuldu, Uzerleri

distile su ile kaplandi ve 30 dk polimerlesmesi igin bekletildi.

Yiginlama jeli (% 4’ lUk stacking gel): 0,5ml %40 acrilamid, 1,25 ml
0,5M Tris-HCI (pH6,8), 50 ul % 10 luk SDS, 3,2 ml distile su, 50 ul
Amonyum persulfat (APS ) ve 5 yl TEMED) ile son hacim 5 ml elde
edildi (2 jel dokimu igin yeterli miktar). Ayirma jeli polimerlestikten
sonra uzerindeki distile su uzaklagtirihp Uzerine yiginlama jeli
dokuldi ve yukleme kuyucuklarinin elde edilmesi igin tarak

yerlestirildi. Bu jelin polimerizasyonu igin de 30 dk beklendi
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3.2. Yontem

3.2.1. Hipokampus Orneklerinin Homojenizasyonu
Hipokampusler tartiip, SDS-PAGE ve Western Blot

prosedirli uygulanmak (zere ayrildi. Orneklerin homojenizasyonu igin

siraslyla asagidaki islemler yapiimigtir:

1) Hipokampus dokusundan 20 mg doku tartildi.

2) Her bir doku o6rnegi Uzerine 1,2 ml PRO-PREP Protein
Extraction Solution eklendi.

3) Sonikator vasitasiyla buzlu ortamda homojenizasyon yapildi.

4) -20°C’ de 30 dk inkiibe edildi.

5) +4°C, 13000 rpm’ de, 5 dk santrifiij yapildi.

6) Supernatanlar aliquotlandi ve -80°C’ de muhafaza edildi.

3.2.2. Bradford Protein Tayin Metodu

Metodun asil sahibinin adiyla bilinen bu yéntem™° bir

¢Ozeltideki protein igeriginin saptanmasi i¢in boya temelli, hizli ve guvenilir
bir 6lcimdur. Bradford reaktifi icersindeki Coomassie Brilliant mavisinin
maksimum absorbansi proteine baglandi§i zaman 465 nm’den 595 nm’ ye
kayar ve absorbans degeri proteinin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Bu yontem 0-2 mg/ml araligindaki protein konsantrasyonunun olgimu igin
uygundur. Bovine Serum Albumin (BSA) gibi standart bir proteinin
kullaniimasiyla elde edilen konsantrasyon-absorbans grafigi ¢ozeltideki

protein miktarinin hesaplanmasini saglar.

Bradford protein tayin metodunda sik kullanildigi Gzere standart
protein olarak BSA secildi. Standartlarin elde edilmesi icin 6ncelikle PBS
ile 20 mg/ml stok BSA hazirlandi ve bu stoktan yine PBS ile uygun

dilisyonlar yapilarak;
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Standart 1: 2 mg/ml

Standart 2: 1,5 mg/ml

Standart 3: 1 mg/ml

Standart 4: 0,5 mg/ml

Standart 5: 0,25 mg/ml

Standart 6: 0 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde 6 standart
olusturuldu. Elde edilen 1-6 standart BSA ve hipokampus dokusundan
hazirladigimiz ornekler ikiser tekrarli olacak sekilde 10 pl hacimde
kuyulara yuklenip Uzerlerine 250 ul Bradford g¢ozeltisi eklendi. Ardindan
ornekler Elisa okuyucusunda 595 nm’de okutuldu. Standartlar ve drnekler
icin okunan ikili absorbans degerlerinin aritmetik ortalamasi alindiktan
sonra 1-6 standart BSA degerleriyle  Microsoft Office Excel'de
konsantrasyon-absorbans grafigi olusturuldu. Elde edilen lineer egrinin
denkleminden o6rneklerimizdeki protein miktari mg/ml cinsinden

hesaplandi.

Western blott teknigi uygulmasinda her bir érnekten 20 ug’ lk
protein yuklemesi yapacagimiz igin her bir ornekten alinmasi gereken

hipokampus doku homojenat volumlerini agagidaki formulle hesapladik:

20 ug protein yuklemek igin gerekli volim = 20 / protein konsantrasyonu

3.2.3. SDS-PAGE (Laemmli) Yontemi

Western blott tekniginde arastinlacak hedef proteinin

Ozelliklerine goére kullanilacak tampon sistemi, jel igerigi ve elektroforez
islemi degiskenlik gosterebilir. SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate -
polyacrylamide gel electrophoresis) sisteminde b-merkaptoetanol, sds,

bromofenol mavisi, sukroz veya gliserol iceren drnek tamponlari (sample

65


http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis

buffer) kullanilir. Ornek tamponlarinin igerigi blyik 6nem arz eder;
ornegin, merkaptoetanol, proteinlerin tersiyer yapisini olusturan disulfit
baglarini indirgerken, polianyonik bir deterjan olan SDS’de ¢dzelti igindeki
proteinlerin ¢evresini sararak c¢oOzeltideki tum proteinlerin  negatif
sarjlanmasini saglar. Bu sayede elektroforezde proteinlerin ayrilma sartini
belirleyen sarj ozellikleri degil molekuler agirliklari olacaktir ve kiguk olan

molekul daha hizli go¢ edecektir.

SDS-PAGE isleminde kullanilacak olan poliakrilamid jeller
ustte yiginlama jeli (stacking gel), onun altinda ise ayirma jeli (resolving
gel) denilen iki kisimdan olusur. Yiginlama jelinin konsantrasyonu (%4 vb.)
ayirma jeline (%6-14) gore daha dusuk konsantrasyonda hazirlanir.
Dolayisiyla yiginlama jeli orneklerin yuklendigi buyuk porlu; ayirma jeli ise

orneklerin yuratuldugu daha kuguk porlu poliakrilamid jellerdir.

Ozellikle ayrict  jel kisminin konsanstrasyonunun
belirlenmesinde arastirilacak olan hedef proteinin molekuler agirhgr énem
arz eder. DUsuk konsantrasyonlu yani buyuk porlar ihtiva eden jeller bayuk
molekul agirlikh proteinleri; ylksek konsantrasyonlu yani kuaguk porlar

ihtiva eden jeller ise kiigiik molekul agdirlikli proteinleri ayirmak icin idealdir.

Arastirmamizdaki hedef proteinimiz olan bcl-2 ve yukleme
kontrolU olarak tercih ettigimiz b-actin igin yiginlama jelini % 4; ayirma

jelini ise %10’luk konsantrasyonda hazirladik.

Hazirlanan jellere kuyucuk basina son konsantrasyon 20 ug

protein icerecek sekilde, doku homojenati yukleme tamponuyla 1/1
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oraninda karigtirilarak uygulandi. Elde edilen son yukleme volumu
kuyulara yluklenmeden énce vortekslenip ardindan protein denaturasyonu
icin 95°C’ de 5 dk kaynatildi. Ornekler sogutulduktan hemen sonra
dikkatlice jeldeki kuyucuklara yuklendi. Jeldeki ilk kuyucuk referans amacli
renkli markerimiz (invitrogen SeeBlue Plus2 Pre-Stained, 5 pl) igin

kullanildi.

3.2.4. Western Blott Yontemi

1979 yilinda bulunan bu teknik ‘western blott’, ‘protein

immunoblott’ yada sadece ‘immunoblott’ isimleriyle bilinmektedir. Bu teknik
antikor tespitinin 6zgullugu ile jel elektroforezinin rezolisyonunu bir araya
getiren bir ydontemdir. Geleneksel olarak kompleks bir 6rnek (doku yada
hicre lizati vb.) icersinde dusik miktardaki proteinlerin bulunmasi yada
protein sentezi ve temizlenmesinin izlenmesi icin kullanilir. Blotlama
teknigi bir antijenin varhgi ve miktari, molekuler agirhdg ve antijen
izolasyonunun etkinligi gibi protein antijenlerinin 6nemli o6zelliklerini
belirlemede kullanilabilir. Bu teknik ile 6zel bir proteinin molekuler agirligi
bilgisinin  yanisira islenmis  Urlnlerden izoformlarin ayrimi da

mumkindr, 19192

Calismamizda yonteme bagl islem basamaklarimiz séyledir:
e Yurutme (running): Jel kasetleri elektroforez tankina yerlestirilip,
tank yeteri kadar yiritme tamponu ile dolduruldu. Ornekler
yiginlama jeli boyunca 100 V; ayirma jeli boyuncada 160 V’ ta

yaklasik 1 saat boyunca yuratalda.

e Transfer: Kasetten c¢ikarilan jeller cam plaklarindan ayrilip transfer

sandvigi hazirlandi. Jelde yUritilmuas olan proteinlerin nitroselllloz
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membrana transferi, transfer tamponu icersinde 350 mA'de ve 30

dk sure zarfinda tamamlanmistir.

e Bloklama: Transfer islemi yapilan membranlar yikama tamponu ile
yikandiktan sonra membran bloklama tamponu igersinde 2 saat
sure ile, oda sicakliginda karistirici Uzerinde bekletildi. Boylece
hedef proteinin membran Uzerinde 0zgin olmayan baglanma

noktalari engellenmis oldu.

e immunoblott: Bloklama isleminin ardindan membranlar 5’er dk siire
ile 3 kez yikandi. Membranlar, kullanilacak primer antikora uygun
dilisyonda hazirlanan 15 ml’lik antikor tamponu igersinde oda
sicakhginda, 1,5 saat boyunca, karistirici Uzerinde inkibe edildi.
5er dk’ lik sure ile 3 kez yilkama igleminin ardindan benzer sekilde
sekonder antikor inkibasyonu oda sicakhiginda 1,5 saat stre
zarfinda gerceklestirildi. inkiibasyon sonrasi ayni yikama islemi
tekrar edildi.

e Goruntuleme: Membran Uzerindeki bantlar kemiliminesans ¢alisma
kiti kullanilarak medikal X-Ray filme aktarildi. Membran film
kasetinde 4dk bekletildi ve ardindan filmin karanlik oda yikamalari

yapildi. Filmlerin gorunta taramasi 1200dpi de yapildi.

e Analiz. Bant yogunluklarinin hesaplanmasinda Image J programi

kullanildi.

3.2.5. Dokuda TBARS Tayin Yontemi

Hipokampus dokusunda lipit peroksidasyon derecesini

belirlemek icin tiobarbitiirik asit reaktif madde olusumu yéntemi kullanildi.®
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Bu yontemde Oncelikle doku orneklerini hazirlamak igin sirasiyla su

islemler yapildi:

1)

2)
3)
4)

0,04 gr doku, (x18 kat) 0,72 ml %10’luk Trikloaraasetik
Asit (TCA) icersinde buzlu ortamda sonicator cihazi
vasitasiyla homojenize edildi.

+4 °C ‘de 4000rpm’de 15 dk siire ile santrifiij edildi.
Orneklerin stipernatanlari alind..

+4 °C ‘de 4000rpm’de 8 dk siire ile ikinci kez santrifij
edildi.

Bu sekilde hazirlanan drneklerde lipit peroksidasyon duzeyini

saptamak i¢in ardindan sirasiyla asagidaki islemler yapilmigtir:

1)

2)

3)

4)
5)

Cam tupe alinan 250 pl dérnek uzerine 3,3 pl %71’lik
Butillenmis Hidroksitoluen (BHT) ve 250 ul Tiobarbitlrik
Asit (TBA) eklendi.

Cam tipteki érnekler 100°C’deki kaynar su banyosunda
15 dk bekletildi.

Ornekler sogutulduktan sonra 4000 rpm’ de 8 dk santrif{j
edildi.

Her bir 6rnegin absorbansi 532 nm’ de tayin edildi.

Elde edilen absorbanslardan 1,56 x 10°> M™* cm™ katsayisi
kullanilarak hipokampus dokusu i¢in lipid peroksidasyon

duzeyi MDA esdegeri olarak ifade edildi.

3.2.6. Dokuda Glutatyon Tayin Yontemi

Hipokampus dokusunda glutatyon (GSH) tayini icin modifiye

Ellman ydntemi kullanildi.*®® Doku érneklerinin hazirlanisi TBARS tayin

yontemindeki gibidir. Ardindan yapilan islemler sirasiyla goyledir:
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1) 100 pl 6rnek, 400 pl 0,3 M Disodyum Hidrojen Fosfat
(NaHPO,4) ve 50 ul ditiyobisnitrobenzoat (DTNB, Elman
Reaktifi) birlikte vortekslendi.

2) Oda sicakhginda 5-10 dk beklendi.

3) 412 nm’ de absorbanslari dlguldu.

4) Elde edilen absorbanslardan 13 600 M™* cm™ katsayisi
kullanilarak hipokampus dokusu i¢cin GSH duzeyleri

belirlendi.

3.2.7. istatiksel Analiz

Calismamizdaki verilerin degerlendiriimesinde “SPSS 11.4

for Windows” Programinda ANOVA analizi yapilmis, gruplar arasindaki
farklar LSD testi ile incelenmistir. Son olarak ta degiskenler arasindaki

iliskiler Pearson koreleasyon katsayisi hesaplanarak analiz edilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Hipokampus Doku MDA Duzeyleri

Melatonin (MEL), Curcumin (CUR) ve Melatonin+Curcumin
(MEL+CUR) g¢alisma gruplarinda hipokampus doku MDA dizeylerinin PBS
kontrol grubuna gére anlamli olarak azaldigi bulundu (sirasiyla; 3,62+0,22
nmol/g doku, 3,62+0,34 nmol/g doku, 3,36+0,56 nmol/g doku, 5,50£1,17
nmol/g doku, p<0,05). (Grafik 1) (Tablo11)
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3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00

DMSO MEL+CUR

Hipokampus MDA (nmol/g doku)

1

Grafik 1: Hipokampus MDA diizeylerinin gruplara gore degisimi

(Ayni harfleri igermeyen gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde anlaml farklilagma
vardir)

MEL, CUR, MEL+CUR gruplarinda PBS kontrol grubuna gére MDA diizeyi anlaml
olarak azalmigtir.
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4.2. Hipokampus Doku Glutatyon Duzeyleri

CUR ve MEL+CUR gruplarindaki hipokampus doku GSH
dizeyleri PBS ve DMSO kontrol gruplan ile karsilastinidiginda GSH
dizeylerinin anlaml olarak arttigi bulundu. (sirasiyla; 2,43+0,13 pmol/g,
2,43+0,13 pmol/g, 1,85+0,09 umol/g, 1,80+0,08 pmol/g, p<0,05). Ancak;
MEL grubu diger gruplara gore anlamli olarak farklilagmadi ve benzer
sekilde c¢alisma gruplari arasinda da istatiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. (Grafik 2) (Tablo11)
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2,50 A
2,00 - a
1,50 -

1,00 -

Hipokampus GSH (umol/g doku)

0,50 -

0,00 T
PBS DMSO MEL CUR MEL+CUR

Grafik 2: Hipokampus GSH diizeylerinin gruplara gore degisimi

(Ayni harfleri igermeyen gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde anlamli farklilagma
vardir)

CUR ve MEL+CUR gruplarinda PBS ve DMSO kontrol grubuna goére GSH diizeyi

anlaml olarak artmistir.
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4.3. Hipokampus Doku Bcl-2 Duzeyleri

CUR, MEL+CUR ve DMSO uygulamasi yapilan gruplar, PBS
kontrol grubu ve MEL wuygulamasi vyapilan c¢alisma grubuyla
kargilastirildiginda hipokampal bcl2/beta aktin oraninin anlamli olarak
azaldigr bulundu. (sirasiyla; 75,55£3,59 bcl2/beta aktin, 81,84+4,62
bcl2/beta aktin, 64,99+3,90 bcl2/beta aktin, 100,03+£3,75 bcl2/beta aktin,
102,641+3,01 bcl2/beta aktin p<0,05). Ayrica; DMSO uygulamasinin
MEL+CUR uygulamasi yapilan ¢alisma grubuna kiyasla bcl2/beta aktin
oranini anlamli olarak azalttig1 bulundu (p<0,05 ). (Grafik 3) (Tablo11)
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Grafik 3: Hipokampus Bcl-2/beta aktin diizeylerinin gruplara gére degisimi

(Ayni harfleri igermeyen gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde anlaml farklilagma
vardir)

DMSO, CUR, MEL+CUR gruplarinda PBS kontrol ve MEL galisma grubuna gore

bcl2/beta aktin orani anlamh olarak azalmigtir. DMSO grubunda MEL+CUR grubuna

gore bcl2/beta aktin orani anlaml olarak azalmistir.
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4.4. MDA, GSH, Bcl-2 Diizeyleri Arasindaki iligki

CUR (r(6)= - 0,74; p=0,05) ve MEL+CUR (r(6)= - 0,78;
p<0,05) uygulamasi yapilan her iki grupta da MDA ve GSH duzeyleri
arasinda negatif koreleasyon bulundu ancak; bcl-2 dizeyiyle iligkili
koreleasyon bulunmadi. MEL c¢alisma grubunda ise MDA, GSH ve bcl-2

diuzeyleri arasinda koreleasyon bulunmadi.
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Tablo 11: Gruplarin istatiksel degisimleri (ortalamatSH)

KONTROL DENEY

Parametreler PBS DMSO Melatonin Curcumin Melatonin+Curcumin
Agirlik (g) 358,16+17,78 336,50+11,85 345,50+12,82 340,57+18,63 348,75+8,29
MDA(nmol/g) 5,50+1,172 3,96+0,40%° 3,62+0,22" 3,62+0,34" 3,36+0,56"

GSH (umol/g) 1,85+0,09° 1,80+0,08° 2,130,13*" 2,43+0,13° 2,43%0,13°
Bcl-2/beta aktin 100,03+3,75% 64,99+3,90° 102,64+3,01° 75,55+3,59"° 81,84+4,62°

(Her bir satirda ayni harfleri igermeyen gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde anlamli farkhlagma vardir)

MEL, CUR, MEL+CUR gruplarinda PBS kontrol grubuna gére MDA diizeyi anlamli olarak azalmistir.

CUR ve MEL+CUR gruplarinda PBS ve DMSO kontrol gruplarina gére GSH diizeyi anlaml olarak artmigtir.

DMSO, CUR, MEL+CUR gruplarinda PBS kontrol ve MEL c¢alisma grubuna goére bcl2/beta aktin orani anlamli olarak azalmistir.
DMSO grubunda MEL+CUR grubuna gore bcl2/beta aktin orani anlamli olarak azalmigtir.
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5. TARTISMA

Birgok fizyolojik suregte sinirh miktarda dretilen endojen
kaynakli reaktif oksijen tlrleri homeostazisin surdUriimesinde gereklidir.
Endojen yada ekzojen kaynakli ROS Uretimindeki artis antioksidan
sistemler tarafindan dengelenmeye caligilir. ROS dretimindeki asiri artis
ya da antioksidan sistemlerdeki azalma/yoksunluk halinde ise hucresel
redoks denge bozulur. Dolayisiyla, ROS’larin  antioksidanlarla
dengelenmedigi durumlarda hicreler oksidatif strese maruz kalir ve

hiicresel komponentlerde ROS'larin yikici etkileri gériilmeye basglar.”%

Yasam suresince Ozellikle serbest radikallerin ve reaktif
turlerin makromolekuller(DNA, RNA, protein, lipit, karbonhidrat, molekiler
konjugatlar vb) Uzerindeki yikici etkisi antioksidan savunma sistemleri ile
giderilmeye caligilir. Hucreler, superoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimleriyle ve disaridan aldigi C vitamini, E vitamini ve
karetenoid gibi diger antioksidanlarla oksidatif stresin yarattigi yikici
etkileri 6nlemeye calisirlar.®® Ancak; antioksidan savunma ve DNA tamir
sistemlerinin azalmasiyla beraber makromolekuler duzeyde maruz kalinan
hasarlar, bu hasarlarin birikimi ve iligkili genetik programlamalar

organizmayi yaslanma ve sonugta olum surecine sokar.

Yaglanmayla iligkili olarak Alzheimer ve Parkinson gibi bir
cok norodejeneratif hastalik, kanser ve bazi kardiyovaskiler, metabolik
hastallkta da ROS’lara bagli oksidatif hasar artisi gdsterilmistir®®.
Norodejeneratif hastaliklarda hipokampus, frontal korteks ve limbik vb
bolgelerde kademeli néron kaybi,”* GSH, GSH reduktaz, GSH-S

tranferaz, SOD, katalaz, tiyoredoksin reduktaz gibi antioksidan enzimlerin
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azaldigi, lipit peroksidayon urunleri, protein oksidasyonu ve nitrasyonunun

ise arttigi gdsterilmistir.”>"®

Yaslanma ile birlikte sinir sistemindeki gerileme fizyolojik
yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarla iligkili olup en iyi gosterge hafiza
ve kognitif fonksiyonlardaki kayiplardir. Yaglanmayla beraber, nérogezisin
en aktif oldugu yerlerden biri olan hipokampusta var olan ndron sayisi ve
NSC (neural stem/progenitor cells) hiicrelerinin proliferasyonu ve sagkalim
oranlari da azalmaktadir.®’ Bu durum yaslanmayla beraber hipokampusta
ROS dretiminin artigi, antioksidan savuma sistemlerinin (GSH enzim
sistemi, SOD, katalaz vb) azalmasi, lipit peroksidasyon urand MDA

diizeylerinin artisi ile iliskilendirilmistir.®°

Melatonin, birgcok biyolojik etkisinin yani sira antioksidan
Ozelligi ile serbest radikalleri ortadan kaldirarak oksidatif stresi dnleyen bir
hormondur. Yaglanma ile birlikte melatonin dizeyleri azalirken, oksidatif
stres artmaktadir, dolayisiyla yaslanma ve yaslanmaya bagl hastaliklarin
patogenezinde de melatoninin onemli rolu olabilecegi

disinilmektedir. 4143

Sigcanlarda, uzun sureli ekzojen melatonin
kullaniminin  yasam siiresini uzattigi gosterilmistir.*** Ayrica yasa bagl
hastaliklarin  gelisiminde de melatoninin  geciktirici rolu  oldugu
belirtiimektedir.X**14> Melatonin, 6zellikle hidroksil ve peroksid radikallerini
siipiirmede yiiksek bir kapasiteye sahiptir."*® Mannitol, glutatyon, vit E ve
vit C gibi bilinen c¢odu antioksidandan daha etkin oldugu kabul

edilmektedir.*®’
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Yaslanma, iligkili norodejeneratif hastaliklar ve cgesitli
nérodejeneratif modellemelerde hipokampus ta dahil beynin birgok
bdlgesinde antioksidan kapasitede azalma (GSH sistemi, SOD, katalaz
vb) buna karsin MDA gibi lipid peroksidasyon UurlUnlerinde ise artis
gosterilmistir.®?7%1%* Melatonin ise antioksidan 6zellikleri ile hipokampus
ve beynin diger bdlgelerinde noéroprotektif fonksiyon
gostermektedir.1%1%>1%  ROS’lar hipokampusta LTP (long term
potentiation) mekanizmasini bloklayarak  ndronal plastisitenin
devamliigina engel olurken?®, melatonin hem eksitatorik ve inhibitérik
norotransmitter sistemlerini etkileyerek hem de hipokampal noronlarda
LTP (long term potentiation) mekanizmasi ile iliskili NMDA reseptor
aktivitelerini  degistirirerek  plastisiste Uzerine de olumlu etkiler

yaratir,"™"17217%  Ayrica, spinal kord yaralanmalari™® Parkinson™**>,

156,157 ye oksidatif stres

Alzheimer®®, iskemi-reperfiizyon modelleri
olusturulan®® gesitli in vivo ve in vitro calismalarda melatoninin farkli néral

yapilarda noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir.

Goruldagu Uzere literatirde melatonin uygulamasinin yash
sicanlarda oksidatif stresi azalttigini gosteren c¢ok sayida c¢alisma
mevcuttur. Bizim c¢alismamizda da melatonin uygulamasi yasl sican

hipokampusunda MDA duzeylerini anlamli olarak azaltmistir.

Lipofilik dzellikli bir polifenol olan Curcuminin oldukga guglu
antinflamatuar, antiproliferatif, antioksidan ve antitimor etkilerinin oldugu
bilinmektedir.*>*" Curcuminin yapisinda azid, halopiroksil, Br2 radikalleri
ile birlikte birgcok reaktif oksidanla reaksiyona giren fenolik OH grubu yer
alir. Bircok in vivo ve in vitro calismada® 1’98181 farkli organlardaki
yaslanma, kanser ve gesitli oksidatif stres kosullari altinda Curcuminin, lipit
peroksidasyonu inhibe ettigi ve antioksidan ( SOD, GSH, GST ve GPx)
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aktiviteyi artirdigi gosterilmistir. Curcuminin, antioksidan ve noéroprotektif
etkileri yash siganlarin korteks, hipokampus, serebellum gibi farkli beyin
bolgelerinde de gdsterilmistir.’® Curcumin yaslanma, nérodejeneratif
hastaliklar ve gesitli toksik kosullar altinda da hipokampusta SOD, GSH,
GST ve GPx gibi antioksidan enzim duzeylerini arttirirken; lipit

20,182,183~ rcuminin

peroksidasyon UrlUnlerini (MDA) azaltmaktadir.
noroprotektif etkileri ile hipokampal nérogenezi uyardigi*®*, dolayisiyla da

dgrenme ve bellek islevlerini gelistirdigi gdsterilmistir.?*

Calismamizda da literatirle uyumlu olarak yasli siganlarda
curcumin uygulamasi ile lipit peroksidasyon Urunu MDA dizeyi anlamh
olarak azalirken, antioksidan GSH duzeyleri anlamli olarak artmigtir.
Benzer bulgular melatonin ve curcuminin birlikte verildigi c¢alisma
grubumuzda da goérulmekle beraber; curcumin, melatonin+curcumin
calisma gruplarinda MDA ve GSH arasinda da negatif koreleasyon
bulundu. Ancak; melatonin ve curcuminin birlikte verilmesi ayri ayri

verildikleri gruplara kiyasla anlamli degisiklik yaratmamistir.

Antioksidan ve ayni zamanda antiapoptotik 6zellikleri birgok
calismada tanimlanmig olan Bcl-2, dagilimi hucre tipine gore degiskenlik
gOsteren bir hiicre ici membran proteinidir. Bcl-2, reaktif oksijen tirlerinin
en fazla yapildigi yer olan mitokondrial dis membran ve onun yanisira ER
ve nukleus zarinda da yer alir. Hucresel redoks dengenin saglanmasinda
onemli rol oynayan Bcl-2’nin bu 0zelligini direk bir anti-oksidan gibi
davranarak, redoks-aktif metalleri selatlayarak ya da ROS retiminin
azaltimasini  saglayarak  gosterdigi  distinilmektedir.**®  Bcl-2'nin
antioksidan o6zelliklerine iligkin lipit peroksidasyonu azalttigi, glutatyon
tukenmesi ve H,O;' yikici etkilerinin neden oldugu apoptotik dlime karsi

da direnc sagladigi bilinmektedir.**?

79



Fizyolojik  yaslanma ve  norodejeneratif  olgularda,
Hipokampus da dahil beynin farkh boélgelerinde ve farkli organ dokularinda
bcl-2 expresyonu, bcl-2’nin hicre (mitotik/postmitotik htcre) spesifik
aktivitesi ve huicrenin sagkalim kogullarinin farkliigi ile degiskenlik
gostermektedir.**>11%117 Bcl-2 geninin fazla eksprese edilmesi noéral
dokularda oldugu gibi apoptozu Onleyerek koruyucu etkilerini
gosterirken'*; lenfoma, 16semi, prostat, kolon ve mide adenokanserleri,
ndroblastoma, renal hucreli kanserler ve melenoma gibi c¢esitli insan

kanserlerinde de bcl-2 ekspresyonunda asiri artig goruldr.

Wu Yan ve arkadaslari farelerde 2. haftadan itibaren bcl-2
duzeylerinin azalmaya basladigini, 3-16 aylar arasinda ise giderek
arttigini gostermislerdir.’®* Kaufmann ve arkadaslari da 24 aylik yasli
sicanlarin hipokampus ve serebellumunda bcl-2 duzeyinin up-regule
oldugunu ve bu up-regulasyonun yaslanmayla artan oksidatif stresi
kompanse etmeye c¢alisan bcl-2' nin antioksidan karakteri ile iligkili
olabilecegini gdstermislerdir.” Ayrica PBN (N-tert-butyl-a-phenylnitrone)
gibi bir serbest radikal supurtcusu ile yapilan antioksidan tedavide bcl-2
up-regulasyonun tersi yénde bozuldugunu da belirtmislerdir.**” Pollack ve
arkadaslarl ise 6 ve 24 aylik siganlarda kalp, iskelet kasi ve beyin
dokusunda bcl-2, bax, sit-c ve kaspaz 3 duzeylerini incelemisler ve bu

dokularda farkli sonuglar bildirmislerdir.**

Beyin dokusunda bcl-2
duzeyinin yagh siganlarda degismedigini, bax duzeyinin azaldigini
dolayisiyla bcl2/bax oraninin arttigini ve beraberinde sitozolik sit-c ve
kaspaz3 aktivitesinde de degisiklik olmadigini bildirmislerdir.**®> Baska bir
calismada ise hipokampusta oksidatif stres kaynakli hiicre 6liminde bcl-2
ve bcl-2 mRNA ekspresyonlarinin down-regile oldugu, NAC (N-acetyl
cysteine) gibi antioksidan suplemantasyonunun ise bu azalisi engelledigi

gosterilmistir.*°
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Savory ve arkadaslari'' tavsanlarin serebral korteks ve
hipokampus CA1 bdlgesinde aliminyum kaynakli ndrodejenerasyon
gelistirmigler ve bu bdlgelerde oksidatif stres, bcl2/bax orani ve apoptoz
duzeylerini arastirmislardir. Yagl tavsanlarin hipokampal néronlarinda ilk
3 saat icersinde oksidatif stres duzeyi ve redoks-aktif demir birikimi hizli bir
sekilde artmis ve bu yanitlar 72 saatte maksimum duzeye ulagmistir. Artan
oksidatif stres dlizeyine paralel 3 saat sonrasinda bcl-2 dizeyi up-regule
olurken, bax duzeylerinde azalma kaydedilmis ve dolayisiyla bu sireg
apoptozla sonuc¢lanmamistir ancak; 72 saat gibi uzun bir sure oksidatif
strese maruz kalindiginda bcl-2 dizeyi down-regtle olurken bax duzeyleri
artmis ve apoptoz goértlmeye baslanmistir. Geng¢ grupta ise 72 saat
sonrasinda bile bcl-2 duzeyleri yuksek, bax duzeyi ise dusuk seviyelerde

kalmis ve apoptoz gozlenmemistir.

Savory*!, Kaufman®’, Wu Yan'® ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismalar g6z o6nune alindiginda yaslanma surecinde artan
oksidatif stresi kompanse etmede antioksidan 6zelliginden 6tlrli bcl-2'nin
up-regule olmasi ve oksidatif stresi azaltacak bir antioksidan tedavide ise
bcl-2 up-regulasyonun azalmasi muhtemel gézukmektedir. Nitekim bizim
calismamizda da melatonin, curcumin ve melatonin+curcumin verilen
gruplarimizda antioksidan tedavi yapmig olmamiz bu gruplarda MDA
duzeylerini azaltmis ve curcumin, melatonin+curcumin verilen gruplarda
da GSH duzeylerini arttirmistir. Dolayisiyla bu gruplarda bcl-2 dizeyinde
azalma gormemiz literatirle de uyumlu gbzukmektedir ve bu etki
curcumin, melatonin+curcumin  ve DMSO verilen gruplarimizda
gorulmustur. Yalnizca melatonin verilmig olan g¢alisma grubumuzda ise
bcl-2 dizeyi degismemistir. Calismamizi yaslh siganlar Gzerinde yapmayi
planlamig olmamiza ragmen 13 aylik orta yasli siganlarda c¢alismak
durumunda kalmamiz muhtemelen melatoninin bcl-2 Gzerindeki etkisini

gormemizi engellemistir. Melatonin hormonu yaslanmayla azalmaktadir
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ancak orta yaslardaki bu azalis heniiz kritik diizeylerde olmadig icin'® bu
etkileri daha vyaslh gruplarda gormek olasidir. Ayrica c¢alisma
gruplarimizdan curcumin igin ¢dzicu olarak kullandigimiz DMSO’nun bcl-
2’ yi azaltici etkisi melatonin+curcumin grubuna kiyasla da anlamli
dizeyde yuksek bulundu. Nitekim literatirde de DMSO uygulamasinin
hipokampus ta dahil farkli beyin bdlgelerinde ndroprotektif etkisi

gosterilmistir. %6197
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6. SONUG

Yaslanma ile birlikte sinir sistemindeki gerileme fizyolojik
yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarla iligkili olup en iyi gosterge hafiza
ve kognitif fonksiyonlardaki kayiplardir. Yaslanma ve yaslanmayla iligkili
norodejeneratif hastaliklarda korteks, hipokampus gibi beynin birgok

bdlgesinde radikal hasar artisi gézlenmektedir.

Calismamizdan elde edilen bulgular, yaslanmayi
aciklamaya calisan temel teorilerden biri olan serbest radikal teorisini
desteklemektedir. Calismamizda melatonin uygulamasi radikal hasar
duzeyini anlamli duzeyde azaltirken, curcumin, curcumin ve melatoninin
birlikte uygulanmasi radikal hasar dizeyini azaltmakla beraber GSH
duzeyini de arttirmistir. Ayrica; curcumin, curcumin ve melatoninin birlikte

uygulanmasi bcl-2 duzeylerini de azaltmistir.

Yaslanmada radikal hasar duzeylerindeki artigla beraber,
fizyolojik olarak melatonin duzeylerinin ve GSH sistemi gibi diger
antioksidan sistemlerin etkinliklerinin de azaliyor olmasi g6z onune
alindiginda, c¢alismamizda orta yasl siganlarda melatonin ve curcumin
uygulamasinin, yaslanma surecinden en ¢ok etkilenen hipokampus gibi
ndral yapilari nérodejeneratif hasarlara kargi korumada etkili olabileceqgi

gOsterilmigtir.

Elde edilen verilerimiz ve literatir incelendiginde bcl-2
dizeylerinin o6zellikle fizyolojik yaslanma surecinde nasil degistigini
aciklayan daha ayrintili calismalara ihtiya¢ oldugu gorulmektedir. Bu

arastirmamizda geng¢ kontrol gruplari ve en az 20 ay ve uUzeri yasli
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si¢canlardan olusan c¢alisma gruplarinin da arastirmaya dahil edilmesinin,
yaslanmada hem oksidatif stres hem de bcl-2 up-regilasyon
degisimlerinin daha net gOsteriimesine ve acgiklanmasina olanak
saglayacagini gorduk. Ayrica; ek olarak, bu arastirmada proapoptotik bax
protein duzeylerinin ya da aktivator kaspaz aktivitesinin arastiriimasi
yaslanmada oksidatif stres ve apoptoz iliskisinin de gosteriimesine katki

saglayacaktir.
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7. OZET

YASLI SICANLARDA HIPOKAMPUSTA OKSIDATIF STRES VE BCL-2
iLiSKisi

THE RELATIONSHIP BETWEEN OXIDATIVE STRESS AND BCL-2 IN
HIPPOCAMPUS OF OLDER RATS

Yaglanmada c¢esitli dokularda radikal yapimi artarken,
antioksidan kapasitede azalma gorulir. Bu durum hipokampusta dahil
beynin farkli bolgelerinde gézlenen ndérodejeneratif hastaliklarla birliktedir.
Guclu bir radikal supurtcu olarak bilinen melatonin yaslanmada azalr.
Curcumin ise oldukga guglu antinflamatuar, antiproliferatif ve antioksidan
Ozellikleri olan bir polifenoldir. Hicresel redoks dengenin saglanmasinda
rol oynayan bcl-2’nin de antioksidan ve antiapoptotik &zellikleri

tanimlanmistir.

Calismamizda orta yash sigcanlarda melatonin ve curcumin
uygulamasinin hipokampus dokusunda oksidatif stresin gostergesi MDA,
antioksidan sistem gostergesi olarak fonksiyon goren GSH ve hucresel
redoks duzenleyici bcl-2 duzeylerini nasil etkiledigini arastirdik. Bu
amacgla, MDA tayini icin TBARS, GSH icin modifiye Ellman, bcl-2
dizeyinin belirlenmesi i¢cin de western blot yontemi kullanildi. Etik kurul
onayini takiben Wistar sicanlardan laboratuvar sartlari altinda 12 saat
aydinlik- karanlik siklusunda kalacak sekilde 5 grup olusturuldu (13 aylik,
n=30). Kontrol grubu (%1 etanol-PBS sc, saat 17:00°'de, 30 gun),
dimetilsulfoksit grubu (DMSO 100ul/bw ip, saat 17:00’de, 30gun),
melatonin (MEL) grubu (10mg/kg+etanol-PBS sc, saat 17:00°de, 30 gun),
Curcumin (CUR) (30mg/kg+DMSO ip, saat 17:00'de, 30 gun) ve
MEL+CUR grubu.
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MEL, CUR ve MEL+CUR c¢alisma gruplarinda hipokampus
doku MDA duzeyleri PBS kontrol grubuna gére anlamli olarak azalirken
(p<0,05); CUR ve MEL+CUR gruplarindaki hipokampus doku GSH
diuzeylerinin PBS ve DMSO kontrol gruplarina kiyasla anlamli olarak arttigi
bulundu (p<0,05). Ayrica; CUR ve MEL+CUR uygulamasi yapilan her iki
grupta da MDA ve GSH duzeyleri arasinda negatif koreleasyon bulundu
(sirasiyla r(6)= - 0,74; p=0,05 ve r(6)= - 0,78; p<0,05). CUR, MEL+CUR ve
DMSO uygulamasi yapilan gruplar, PBS kontrol grubu ve MEL uygulamasi
yapilan c¢alisma grubuyla karsilastirildiginda hipokampal bcl2/beta aktin

oraninin anlamli olarak azaldigi bulundu (p<0,05).

Sonug¢ olarak, melatonin uygulamasi radikal hasar duzeyini
anlaml duzeyde azaltirken, curcumin, curcumin ve melatoninin birlikte
uygulanmasi radikal hasar dizeyini azaltmakla beraber GSH dlizeyini de
arttirmistir.  Ayrica; Curcumin, curcumin ve melatoninin birlikte
uygulanmasi bcl-2 dizeylerini de azaltmistir. Dolayisiyla melatonin ve
curcumin gibi antioksidanlarin orta yaslardan itibaren kullaniimasi,
yaglanma surecinden en c¢ok etkilenen hipokampus gibi noral yapilari

ndrodejeneratif hasarlara kargi korumada etkili olabilir.

Anahtar kelimeler: Yaslanma, oksidatif stres, melatonin,

curcumin, hipokampus, bcl-2
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8. SUMMARY

THE RELATIONSHIP BETWEEN OXIDATIVE STRESS AND BCL-2 IN
HIPPOCAMPUS OF OLDER RATS

YASLI SICANLARDA HIPOKAMPUSTA OKSIDATIF STRES VE BCL-2
iLiSKisi

In aging process, the production of radicals in several tissues
increases while antioxidant capacity reduces. This fact is observed in
neurodegenerative diseases in various brain regions including
hippocampus. Melatonin, which is known as a powerful scavenger of
radicals, significantly decreases with aging. Curcumin is a polyphenol
which has anti-inflammatory, antiproliferative and antioxidant effects. Bcl-
2, which takes a role in regulation of cellular redox state, is identified with

antioxidant and antiapoptotic features.

The aim of the present study was to investigate the impact of
melatonin and curcumin treatments on MDA which is an oxidative stress
indicator; GSH, which function as an antioxidant system indicator; and bcl-
2 which is a regulator of cellular redox status. In this respect, MDA, GSH
and bcl-2 was assessed by using TBARS, modified Ellman and Western
Blott techniques, respectively. Following the approval of the ethical
committee, Wistar rats divided 5 groups (13 month-aged, n=30) and they
were housed under laboratory conditions with 12 h-light/dark cycle. These
groups were control group (1% ethanol-PBS sc, at 17:00, for 30 days),
dimethyl sulfoxide (DMSO 100pl/bw ip, at 17:00, for 30 days), melatonin
(MEL-10mg/kg+ethanol-PBS sc, at 17:00, for 30 days), curcumin (CUR-
30mg/kg+DMSO ip, at 17:00, for 30 days) and MEL+CUR.
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Comparing to the PBS-control group, MDA levels in
hippocampus significantly decreased in treatment groups of MEL, CUR,
MEL+CUR (p<0,05). Furthermore, the level of GSH increased in CUR and
MEL+CUR groups, compared to PBS and DMSO groups (p<0,05). MDA
and GSH were negatively correlated in CUR and MEL+CUR groups (r(6)=
-0,74; p=0,05 ve r(6)= -0,78; p<0,05, respectively). Bcl2/beta actin ratio
significantly decreased in CUR, MEL+CUR and DMSO groups, compared
to PBS and MEL groups (p<0,05).

In sum, findings indicated that the treatment of melatonin
alone decreased radical damage in hippocampus. However, the treatment
of curcumin alone and of curcumin and melatonin together not only
decreased the radical damage, but they also increased GSH level in
hippocampus. Furthermore, the treatment of curcumin alone and of
curcumin and melatonin together decreased bcl-2 level. Consequently, the
treatment of the antioxidants such as melatonin and curcumin in adulthood
might be an effective protector against neurodegenerative damages in

hippocampus through the aging process.

Keywords: Aging, oxidative stress, melatonin, curcumin,

hippocampus, bcl-2
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