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 ÖNSÖZ 

  Diyabet, Katarakt, Parkinson, Alzheimer gibi pek çok kronik 

hastalık yaşlanma sürecinde ortaya çıkar. Yaşlanmanın kendisi bu 

hastalıkların oluşması için bir risk faktörüdür. Yaşlanmayı açıklamada 

kullanılan teorilerin hiçbiri bu süreci açıklamada yeterli değildir. Serbest 

radikal teorisi yaşlanma sürecinde; radikal artışı ve antioksidan 

savunmanın azalması şeklinde açıklanır. Yaşlanma sürecinde çalışılan 

maddelerden Melatonin ve Curcumin, radikal hasarı azaltırlar ve 

antioksidan savunmayı artırırlar. 

Son çalışmalar yaşlanma sürecini kontrol etmeye yönelik 

genler ve yolaklar üzerinedir. Yaşlanmada hücre döngüsü üzerine etkili 

moleküllerden deasetilasyon üzerinden etki gösteren Sirtuin proteini 

çalışılmaktadır. SİRT2’nin yaşlanmayla korteks dokusu üzerine olan 

etkisini Malondialdehid, Glutatyon ve Nitrik Oksit parametreleri ile 

araştırmayı amaçladık 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

        Yaşlanma sürecinin nasıl gerçekleştiği, insanlık tarihi 

boyunca merak konusu olmuştur. Bu nedenle bu konuya ilişkin birçok teori 

ortaya atılmıştır; bu teoriler arasında serbest radikal teorisi hala 

popüleritesini korumaktadır. Yapılarında eşleşmemiş elektron içeren atom 

veya bileşikler serbest radikaller olarak tanımlanmaktadır.1,2 Aerobik 

organizmalarda oksijen kullanımının doğal sonucu olarak reaktif oksijen 

ürünleri (ROS) meydana gelmektedir. Başta mitokondriyal elektron 

transportu olmak üzere ksenobiyotik metabolizması, fagositik aktivasyon, 

çeşitli sentez ve degradasyon reaksiyonlarında ROS oluşmakta ve 

prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine kayması sonucunda 

gelişen oksidatif stres, çeşitli mekanizmalar ile biyomoleküllere hasar 

vermektedir.3,4 Serbest radikallerin; DNA, protein ve lipitler üzerinde 

oluşturduğu hasar ve birikim sonucunda yaşlanmaya yol açtığı 

belirtilmiştir.4,5 

İnspire edilen oksijenin %20 sini tüketen beynin metabolik 

süreci, önemli miktarda serbest radikal oluşturur. Beynin bol miktarda 

poliansatüre yağ asidi ve yüksek miktarda Demir (Fe) ve askorbat içermesi 

onu, ROS için önemli bir hedef yapar.6 Ayrıca beyin antioksidan 

savunmadan zengin değildir. Bu durum beynin oksidatif hasarlanması için 

bir potansiyel oluşturur.7 

Melatonin (MLT) organizmanın antioksidatif savunma 

sisteminde yer almaktadır.8 MLT hem lipofilik hem de hidrofiliktir bundan 

dolayı da hücresel kompartmanlara (nukleus, sitozol ve membranlar) 
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diffüze olur, kan beyin bariyerini geçebilir, ve bu şekilde antioksidan 

etkinliğini gösterir.9 Ayrıca MLT, orta yaştan sonra dereceli olarak azaldığı 

bilinen bir hormondur ve bu azalma yaşla insan serumundaki antioksidan 

kapasitesindeki azalmayla korelasyon gösterir.10 

Sirtüin aktivatör bileşiklerinden (STACs) biri olan Curcumin’in 

(CUR) antioksidan, anti-enflamatuar, anti-kanser aktivitesi yanı sıra hücre 

döngüsü üzerinde de etkisi bulunur.11 Curcumin kalori kısıtlamasını taklit 

ederek etkili olur. Diğer bileşiklerle karşılaştırıldığında peroksidasyona 

karşı beyin lipitlerini korumada etkilidir.12 

Salermid (SLM) sirtuin1 (sirt1) ve sirtuin2 (sirt2) üzerine  

potansiyel inhibitör etkiye sahip yeni bir moleküldür.13 

Yaşlanmanın nedenleri birçok teori ile açıklanmaya çalışırken 

moleküler teorilerde transkripsiyon faktörlerinin aktivitesinin yaşam 

süresini etkilediğinin bulunması14   ve transkripsiyonal suskunluğu 

sağlayan protein komplekslerinden biri olan Sir2 (Slient Information 

Regulator) dikkat çekmiştir. Son çalışmalarda sirtüin ailesinin, oksidatif 

stres ya da DNA hasarı ile oluşan streslerle uyarılan hücrelerin yaşamının 

uzaması arasında bağlantı kurulması15 ayrıca bu proteinin bazı 

moleküllerle (CUR ve SLM) aktivasyonunun değiştirilebilmesi çalışma 

hipotezimizi belirledi. Sirtuin ailesinden en çok çalışma yapılan sirt1dir 

fakat son yıllarda diğer sirtüin izoformları hakkındaki çalışmalar hızla 

artmaktadır. Oksidatif strese karşı en hassas dokulardan biri olan beyinde 

yaşlanmayla sirt2 değişimlerinin nasıl olduğu, aktivasyonundaki 

değişimlerin MDA, GSH ve NOx’yu nasıl değiştireceği ve güçlü bir 

antioksidan olan melatonin uygulanmasının bu parametrelere etkisini 
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araştırmayı hedefledik. Amacımız yaşlanmanın moleküler temelindeki 

birçok bilinmeyenin içinde yaşlanma ile sirtüin 2 ve melatonin ilişkisini 

ortaya koymaktır.  
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1.Yaşlanma 

2.1.1Yaşlanma Nedir ? 

Yaşlanma genellikle, ölüme ve hastalık oluşumuna neden 

olan ilerleyen yaşın, doku ve hücrelerde meydana getirdiği zararlı etkilerin 

birikimi olarak tanımlanır16. 

Srehler, yaşlanma sürecini,  birikerek devam etmeli, evrensel 

ve ilerleyici olmalı, iç etkenlerle oluşmalı ve sağlık için zararlı olmalı şeklin 

de dört kriterle açıklıyor. 17 

Yaşlanma, zamanla organizmanın normal fonksiyonundaki 

değişimleri artıran olayların sonrasında oluşan karmaşık bir süreçtir.18 Bu 

değişimler, hücresel protein oluşumundan başlayan ve hücresel makro 

özelliklerin (sinyal reseptörlerin varlığı ve yayılımı gibi) konfigürasyonu 

değişen tüm organizma fonksiyonlarında görülür. Yaşlanma daha büyük 

ölçeklerde de meydana gelebilir. İç organ ya da sistemlerin 

fonksiyonlarının etkinliğinde yaygın bir azalma oluşturarak hastalık 

gelişimine neden olabilir ya da belli dokularda bulunan hücrelerin 

fizyokimyasal çevrelerindeki değişimler hastalıkların başlamasına neden 

olabilir.19 

Yaşlanmayla tüm fizyolojik fonksiyonlar etkinliklerini ve 

hemeostazisi sağlama kapasitesitelerini kaybederler.  Yaşlanma aşırı 

derecede karmaşık ve çok faktörlü bir süreçtir. Son yıllarda yaşlanmanın 

tek nedeni üzerinde durulmuş ve 300 ün üzerinde teori ortaya atılmış.20 
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2.1.2.Yaşlanma Teorileri 

Bu teoriler yaşlanma sürecini açıklayabilmek için birçok 

kategori içinde sınıflandırılmışlardır. Bu sınıflandırmalar içerisinde en çok 

kabul görenleri,  programlanmış ve hata teorileri altında yer alırlar. 

Programlanmış teoriler, yaşlanmanın; gelişme, olgunlaşma ve ileri yaş 

olan büyüme aşamaları boyunca yaşam süresinin zamanlamasını 

düzenleyen bir biyolojik saate bağlı olduğunu ve bu düzenlemede 

savunma cevabını oluşturma ve homeostazisi sağlamada gerekli olan 

sinir, endokrin ve immün sistemlerin sinyallerini açıp kapayan genlere 

bağlı olduğunu savunur. 

Hata teorileri ise yaşayan organizmaya farklı seviyelerde 

ilerleyici zararlar veren çevresel yaralanmaları tanımlar (mitokondrial DNA 

hasarı, oksijen radikallerinin birikimi) 

Yaşlanma teorilerini evrimsel, moleküler, hücresel ve 

sistemik olarak da sınıflandırabiliriz.21 

2.1.3.Evrimsel Teoriler 

Evrim teorisi ilk 1940’ların başlarında ortaya kondu. Bu 

teoriye göre yaşlanma, doğal seçimin etkinliğini yitirmesi olarak açıklanır.  

Evrimsel teoriler iki temel görüş etrafında şekillenmektedir. Bunlardan birisi 

mutasyon birikim teorisidir. Hastalık doğal seçimin gücüne karşı koyar.  

Yaşlanmanın Mutasyon Birikim teorisi zararlıların ve geç etki eden 

mutasyonların toplumda birikebildiğini ve daha sonra patolojilere ve 
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yaşlanmaya yol açtığını açıklamaktadır. Bu teori hakkında kanıtlar 

yetersizdir.22 

Yaşam süresi türler için özeldir çünkü üreme ve hayatta 

kalmak için yarışmak zorundadır. Birincil olarak predasyon ve çevresel 

zararlılardan dolayı ölen organizmalar kendi yaşam çevreleri için optimize 

bir yaşam süresi evrimleştirecektir. Üreme yeteneği yaşam süresini 

belirler. Bu teori neden belli bir periyot da yaşadığımızı açıklar 

yaşlanmanın spesifik nedenini bize göstermez. 

Antagonistik Pleiotropik teoriyle, genler genç yaşta yararlıdır 

yaşlandıkça zararlı hale gelirler.21 deneysel olarak üreme ile yaşam süresi 

arasında zıt bir ilişki,  germ line hücrelerinin yıkılmasıyla üremenin 

kısıtlandığı,   Drosophila ve Caenorhabditis elegans (C. Elegans) 

deneylerinde   gösterilmiştir.23 

2.1.4.Moleküler Teoriler 

Gen Düzenleme teorileri, yaşlanmanın gen 

ekspresyonundaki değişiklikler sonucunda oluştuğunu önerir.  Yaşlanma 

bir çok genin ekspresyonu değiştirmekle birlikte, direkt  yaşlanmayı artırıcı 

genler üzerine seçici etkileri olup olmadığı belirsizdir.21 Son dönemlerde 

araştırmacıların yaşlı model organizmalarda yaptıkları genom-geniş 

transkripsiyonel değişiklikleri incelemeleriyle belki yaşlanmayı hızlandıran 

yada yavaşlatan gen altyapısını oluşturabilirler.24 

En ilginç gelişmelerden birisi İnsulin-like sinyallemenin 

azaltılmasıyla korunan transkripsiyon faktör aktivitesinin yaşam süresini 
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düzenlendiği  kurtçuklarda, sineklerde ve farelerde gösterilmiştir.14 Bu da 

göstermiştir ki gen ekspresyonu yaşam süresini etkileyebilir. Nüklear 

Faktör Kappa B (NF-KB),  insan ve farelerin değişik dokuların da  

yaşlanma ile ilgili transkripsiyonel değişikliklerin aktivatörü olarak 

tanımlanmıştır. Genler arasında Sir 2 (Slient Information Regulator  ailesi 

ve ortologlarının farklı türlerde yaşlanmayı düzenlediği gösterilmiştir.25 

Hayvan modellerinde yapılan çalışmalarda yaşlanmaya 

neden olan genlerin yaşlanmanın moleküler hastalıklarının kalıcı 

ekspresyonlarını değiştiremedikleri gösterilmiştir.26 

2.1.5.Hücresel Teoriler 

             Hücre replikasyonuna bağlı oluşan hücresel yaşlanma ile strese 

bağlı oluşan yaşlanma arasında fark vardır. Replikatif yaşlanma telomer 

kaybına bağlı meydana gelir. İmmortal hücrelerde sabit telomer uzunluğu 

varken mortal hücrelerde hücre bölündükçe telomerin boyu kısalmaktadır. 

Telomerazın varlığı, kromosomal stabilite ve hücrenin mortalitesi arasında 

ilişki oluşturur.27 

Normal somatik hücrelerde telomer kısalması ve telomerazın 

kaybı, yaşla ilgili patolojileri ve proliferatif kapasitenin azalmasını hücresel 

yaşlanmayı tetikleyen moleküler bir saat olarak gösterilmiştir. 

Stresle bağlı oluşan yaşlanmada, farklı stres yapıcılara karşı 

DNA hasarı, heterokromatin yapıdaki değişiklikler ve onkogen 

ekspresyonu sonucunda,  güçlü mitojenik sinyaller gelişir, fakat sınırlı 

değildir. 
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Strese bağlı yaşlanmanın yaşla ilgili moleküler değişiklilere 

karşı bir cevap olduğu da tartışılır. Bu bakışla farklı hasar birikim teorileri 

ile uyumludur. 

2.1.6.Yaşlanmanın Sistem Bazlı Teorileri; Nöroendokrin ve Nöroimmün 

Teoriler 

Bu teorilerde, yaşlanma süreci organizmadaki sistemlerin 

kontrolü ve organizmanın yaşadığı çevreye adapte olabilmesi için gerekli 

olan temel organ sistemleri ile ilgilidir. 

Nöroendokrin  teoriler,  yaşlanmanın;   

1)Dış çevreyle tüm vücut sistemlerini iletişiminin sağlayan 

 2) Çevresel uyarılara karşı fizyolojik cevapları programlayan  

3) Çevresel talepleri karşılarken hayatı devam ettirebilmek ve 

üreyebilmek için en uygun koşulların sağlayan nöronal ve endokrin 

cevaplardaki,  değişikliklere bağlı olduğunu gösterir.21 Bu teorinin en 

önemli dayanağı; hipotalomo-hipofizier aksın büyümenin 

düzenlenmesinde ve yaşlanmanın temel mekanizmasında yer alıyor 

olmasıdır. Özellikle kadınlarda üretkenlik sona erdikçe bu aksın 

fonksiyonlarında azalma görülür. Bu teori hipofizektomi yapılmış farelerde,  

test edilmiş ve doğrulanmıştır. Bu teoride en önemli konu; ortaya çıkan 

bulgulardan hangisinin patolojik, hangisinin yaşlılığa bağlı değişiklik 

olduğunun çözümlenememiş olduğudur.28 
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Nöroendokrin ve immun teorilerde,  iki sistem arasındaki 

uyum ve etkileşimin önemli bir rolü vardır. İki sistem arasındaki etkileşim 

nöropeptitler, hormonlar ve sitokinler aracığıyla sağlanır. Her iki sistemde 

yüksek derecede plastisite yeteneğine sahiptir. 

İmmunolojik yaşlanma; enfeksiyöz hastalıklara direncin 

azalması, kansere karşı korumanın azalması ve kendini tanımanın 

bozulmasıdır (otoimmünite). Farklı immün cevaplar yaşla farklı bir şekilde 

etkilenir. Timus bezi, puberte sırasında hem fonksiyon hem de  büyüklükte  

en aktif dönemdedir  ve  kısa bir süre sonra atrofi olur ve ilerleyici olarak 

olgun T hücreleri ve hormon üretimi azalır.29 

2.1.7Yaşlanmanın Serbest Radikal Teorisi 

 Denham Harman, aerobik solunum sırasında oluşan serbest 

radikallerin rastlantısal ve birikimsel, hücre hasarı oluşturarak doku ve 

organ yaşlanmasına yol açtığını bildirmiş, radikallerin büyük çaplı hücresel 

hasar, mutagenez, kanser ve yaşlanmanın dejeneratif sürecinden sorumlu 

olabileceği görüşünü öne sürmüştür.16   Yaşlanma ve iyonize radyasyonun 

etkileri arasındaki paralelliğe dikkat çekmiş. Suyun radyolizisinin hidroksil 

radikalini ( ∙OH ) ürettiğini keşfetmiştir. 

Harman 1972’de serbest radikal teorisinin özgün bir devamı 

olarak, yaşlanmanın mitokondrial teorisini açıklamıştır. Harman, bu teoride 

hücredeki kusurlu mitokondrilerin artışının yaşlanmaya yol açan esas 

etken olduğu görüşünü savunmuştur. Mitokondrial solunum zincirinin, 

hücredeki oksijen radikalinin esas kaynağı olduğu ve tüketilen Oksijenin 
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(O2)  yaklaşık %1-4 lük kısmının serbest radikallere dönüştüğü ise ancak  

1988 yılında kesinlik kazanmıştır.30 

 Mitokondri endojen oksidanların kaynağıdır.  Yaşlanma 

çalışmalarında, metabolik hızları yüksek olan türlerin potansiyel 

maksimum yaşam sürelerinin kısaldığı gösterilmiş.31 Enerji tüketiminin 

yaşlanmadan sorumlu olduğu ortaya atılmıştır. Mitokondrial solunum 

hızındaki artış daha fazla oksijen radikali oluşması ile birliktedir ve 

yaşlanmayı hızlandırır. Gerçekte mitokondrinin enerji tüketimi,  serbest 

radikaller teorisiyle ve yaşam hızı teorisiyle uyumlu olarak O2  oluşumuna 

neden olur.  

2.2.Serbest Radikaller  

2.2.1.Serbest Radikallerin Oluşumu 

Bir diğer tanımlama ise serbest radikaller; yapılarında tek 

sayıda elektron içeren, açık elektron kabuğu yapısına sahip atom veya 

moleküllerdir.32 Radikal terimi, serbest radikallerin su molekülleri 

tarafından tutulmuş bağlı formunu ifade etmek için kullanılmaktadır.  

Tek hücreli organizmaların ortaya çıkışından yaklaşık bir 

milyar yıl sonra, fotosentetik aktivite sonucunda oluşan O2 hayatı başlattığı 

kabul edilmektedir. Birçok biyolojik sistem O2 ile yaşamaya uyum 

sağlamakla birlikte; O2 ve onun minor metabolik ürünleri olan süperoksit 

(•O2‾), hidrojen peroksit (H2O2, serbest radikal değildir), hidroksil radikali 

(OH-) ve single oksijen (1O2) canlı sistemler için genellikle toksiktir. Bu 

ürünler kısaca ROS olarak adlandırılır.  
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2.2.2.Oksidanların Kaynağı 

En önemli ROS kaynakları mitokondriyal elektron transportu, 

peroksimal yağ asit metabolizması, sitokrom p450 reaksiyonu ve fagositik 

hücrelerdir.  ROS, DNA, protein ya da lipit gibi temel kimyasal yapıların 

çoğunu hedef molekülden bir ya da daha çok elektron transferi yaparak 

okside eder. Bu reaktif oksijen türleri organizmada genellikle normal 

fizyolojik olaylar esnasında oluşur ve birçok önemli fonksiyona aracılık 

eder.33  Mitokondrial solunum sırasında oksijen molekülü sitokrom oksidaz 

enzimi ile doğrudan suya indirgenir. Bu sırada oksijenin çok az bir kısmı 

elektron transport zincirindeki elektron kaçakları nedeniyle süperoksit 

anyonunu oluşturur. Ayrıca hücrelerde çeşitli enzimler (ksantin oksidaz, 

sitokrom p450, NADPH oksidaz vb) aracılığıyla, küçük moleküllerin 

(katekolaminler, flavinler, vb.) otooksidasyonu ile veya ksenobiyotiklerin 

(parakuat, nitrofurantoin, adriamisin vb) redoks döngüsü gibi değişik 

mekanizmalarla •O2‾ ve H2O2 meydana gelir.34 Hidroksil radikali ise H2O2 

ile •O2
‾ arasındaki reaksiyon (Haber-Weiss reaksiyonu) sonucunda oluşur. 

Bu reaksiyon geçiş metalleri (başlıca demir) tarafından katalizlenir ve 

Fenton reaksiyonu olarak adlandırılır.35 

Hidroksil radikali oldukça reaktiftir ve hücresel elemanların hemen 

tamamı ile reaksiyona girer ve toksiktir. Tiyol radikali orta reaktif iken nitrik 

oksit (NO) radikali ise zayıftır.34  

 



12 

 

           Şekil 1. Yaygın reaktif O2 türlerinin elektron yapıları 
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O2  +e-  O2
‾  ( süperoksit radikali) 

O2
‾ +e- +2H+        H2O2  ( Hidrojen peroksit) 

 O2
‾ +  H2O2                  OH-+OH.+O2(Haber-Weiss reaksiyonu) 

H2O2    +   Fe++     OH‾  +   OH• +  Fe+++   (Fenton reaksiyonu) 

 

2.2.3.Nitrik Oksit 

Radikal hasarından sorumlu önemli bir molekülde nitrik 

oksittir. Küçük molekül ağırlıklı ve heterodiatomik moleküllü, zehirli bir gaz 

olan NO, daha önce endotel kaynaklı gevşeme faktörü olarak bildirilen 

maddenin NO olduğunun gösterilmesiyle bilimsel çalışmaların odağı haline 

geldi.36,37 Lipid ve suda çözünen serbest radikal bir gaz olan NO, NO2 gibi 

diğer radikaller, Nitrit (NO‾
2)  gibi orta derecede stabil anyonlar, Nitrat 

(NO3) gibi dayanıklı anyonların yanında, Nitrojen trioksit (N2O3) gibi 

dayanıksız oksitler ve Peroksinitrit (ONOO‾) gibi dayanıksız peroksitler 

oluşturur. Düşük pH’da biriken NO-
2 

  proton kazanarak nitröz aside ve 

daha sonra dismutasyonla NO’e dönüşür. NO thiollerle reaksiyona girerek 

“reaktif parçacıklı nitrik oksit” gibi depo formlar oluşturur. Bu depo 

formların bir elektron kaybetmesiyle sülfhidrifilik reaktanlar, nitrosoniyum 

(NO+) oluşur. Bu formların birçoğu biyolojik olarak bir kaç saniye gibi kısa 

bir sürede oluşmaktadır.38 
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Serbest bir radikal olan NO, nitrik oksit sentaz (NOS) denilen 

enzim ailesi tarafından, bir aminoasit olan L-arginin’in terminal guanidin 

grubunun NO’e çevrilmesiyle üretilir. 

 

L arginin    NO+L-sitrulin 

 

Bu oluşum esnasında moleküler oksijen ile, kofaktör olarak, 

nikotinamid adenin dinükleotid, (NADPH), flavin adenin dinükleotid (FAD), 

flavin mononükleotid (FMN) ve tetrahidrobiyopterin (BH4)’e ihtiyaç vardır. 

Bu şekilde üretilen ve işlevini yerine getiren NO, hızla hemoglobin, metilen 

mavisi ve süperoksit anyonu tarafından nötraliz’e edilir veya 10 saniye 

içinde NO3 veya NO‾
2’e  dönüştürülür. NO•  radikalinin stabil son ürünleri  

NO‾
2 ve NO3 . Plazma gibi çoğu vücut sıvısında nitritin çoğu nitrata 

dönüşmüştür.39,40 

Nitrik oksit (NO) oluştuktan sonra: Methemoglobin ile  NO2
- 

ve NO3
- dönüştürülerek inaktive olur; süperoksit anyonları (O2

-•) ile  

ONOO- dönüşür. Peroksinitrit, OH• ve tirozinle  birleşerek nitrotirozini 

oluştururlar. OH• ve ONOO- radikal hasarına sebep olurlar.41 

NOS, fizikokimyasal ve kinetik özelliklerine göre iki gruba 

(konstitutif ve indüklenebilir) ayrılır. NOS’ları sentezleyen 3 gen bulunur ve 

bu genlerden her biri bir NOS izoformunu oluşturur (NOS1, NOS2, 

NOS3).42,43  Nöronal (nNOS) ve endotelyal (eNOS) olarak ta bilinen NOS1 

ve NOS3, aktif hale gelmek için Ca++’a ihtiyaç duyar ve bu nedenle 

konstitutif NOS olarak adlandırılırlar. Nöronlardan ve endotelyal 

hücrelerden izole edilen konstitutif NOS’in sentez süresi kısa ve üretilen 
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NO miktarı çok düşüktür. Bunun sebebi, hücre içi iyonize kalsiyum 

konsantrasyonu azalmaya başladığı anda enzimin inaktif duruma 

geçmesidir.44,45 Endotoksin veya değişik sitokinlere cevap olarak 

makrofajlar ve diğer hücre tiplerinin uyarılmasıyla Ca++’dan bağımsız 

olarak salgılanan ve normal şartlarda gösterilemeyen NOS2’ye 

indüklenebilen veya uyarılabilen NOS (iNOS) adı verilir. Bu izoforma 

ayrıca immunolojik NOS de denilmektedir. Özellikle bakteri 

lipopolisakkaritleri ve interferon-γ (IFNγ) ile uyarılan makrofajlar bol 

miktarda NO üretirler. Bu şekilde iNOS’le üretilen NO sentezi saatlerce 

hatta günlerce devam edebilir.46,47 (Nitrik oksitin oluşumu Şekil 2’de 

gösterilmiştir.)  

Düşük dozda özellikle nöronlarda ve damar düz kas hücre 

membranında bulunan guanilat siklazı aktive eden NO, damar dilatasyonu, 

sinirlerden uyarı geçişi gibi fonksiyonları gerçekleştirir.41 düşük 

konsantrasyonunun aksine yüksek konsantrasyondaki NO, nörotoksik bir 

döngüyü başlatır.48 Fokal iskemi’de, İnme’de, Alzheimer ve Huntington gibi 

nörodejeneratif hastalıklarda, NO’in N-methyl-D-aspartate (NMDA) 

reseptörlerini etkileyerek ortaya çıkardığı aşırı miktarda glutamat’ın hücre 

ölümünde etkili olduğunu gösteren çalışmalar vardır. NMDA’ın aktivasyonu 

muhtemelen intrasellüler kalsiyumda artışa neden olmakta, bu da 

glutamatın nörotoksisitesini başlatmaktadır.49 NO, bu tip nörotoksisitenin 

dışında, merkezi sinir sisteminde oksijen nörotoksisitesi, AIDS 

demansındaki gibi başka tip nörotoksisitelere de kısmen aracılık 

edebilmektedir.49,50 Ayrıca, NO’in myelin kılıf üreten oligodendrositlere de 

direkt toksik etki yaparak, merkezi sinir sisteminin inflamatuar olaylarında 

rol oynadığı bildirilmiştir. NO’in bu etkilerine karşı NOS inhibitörlerinin 

koruyucu etki yaptığı gösterilmiştir.51 
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Reaktif nitrojen ürünleri (RNS; NO2
-, ONOOH, N2O3

-, HNO2) 

DNA bazları’nın nitrolanmasına veya deaminasyonuna neden olmaktadır. 

RNS etkisi ile sitozinden urasil, guaninden ksantin ve adeninden 

hipoksantin oluşmaktadır. ONOO
- 
guaninden 8-nitroguanin ve hipoksantin 

oluşturabilir. 8-nitroguanin DNA yapısı içinde dayanıksız olduğundan 

spontan olarak depürinasyona uğrar ve abazik alanların oluşmasına 

neden olur.52 
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2.2.4.Yaşlanma ve Nitrik Oksit 

Yapılan araştırmalarda yaşlanma ile nitrik oksit düzeylerinde 

artış belirlenmiştir.53 Serbest radikal olarak işlev gören NO’nun merkezi 

sinir sisteminin yaşlanmasında etkili olduğu belirtilmiştir.54  Yaşlanma ile 

birlikte artış gösteren peroksinitrit seviyesi öncelikli olarak mitokondriyal 

oksidatif hasara neden olur.55 Yaşlanma ile paralel artış gösteren 

peroksinitrit; nitrozatif strese ve apopitoza neden olmaktadır.56  Yapılan 

çalışmalarda, genç ve yaşlı sıçanlarda yaşa bağlı olarak beyin57  NO 

düzeyinde artış saptanmıştır. Ayrıca bu NO daki artış dan iNOS ve/veya 

nNOS sorumlu tutulmakla birlikte tersine sonuçlarda bulunmaktadır.58 

Beyinde, yaşlanmayla NO değişiklikleri bölgelere göre de farklılık 

göstermektedir.59 NO nörodejeneratif süreçte de önemli rol oynar.60 

2.2.5.Oksidanların Hedefleri 

ROS en önemli hasarı lipidler üzerinde yapar. Poliansature 

yağ asitleri serbest radikallere karşı çok duyarlıdır. Yağ asitlerinin 

oksitlenmeye başlamasıyla birlikte bir dizi reaksiyon sonucunda lipit 

peroksidasyon ürünleri meydana gelir. Örneğin serbest radikalin, hücre 

membranında yer alan fosfolipid tabakasındaki doymamış yağ asitlerinin 

alfa metilen gruplarından bir hidrojen atomu uzaklaştırması ile yağ asidi 

radikal özelliği kazanır.61 Oluşan bu lipid radikali dayanıksız olup hemen 

lipid konjuge dien molekülü ve daha sonra buna oksijen molekülünün 

bağlanmasıyla lipid peroksit radikali meydana gelir. Lipid peroksit radikali 

de daha sonra lipit hidroperoksit molekülünü oluşturur veya lipid 

endoperokside dönüşür. Lipid peroksit molekülleri aynı zamanda 

membrandaki diğer yağ asidi moleküllerini de etkileyerek başlamış olan 



19 

 

peroksidasyon olaylarının zincir halinde devamını sağlar. Lipid peroksitleri 

daha sonra aldehit (en önemlisi 4-hidroksinonenal), keton, alkol ve eter 

moleküllerine ayrışır.61 

Serbest radikallere bağlı hücre hasarında başlıca 3 ana 

mekanizma rol oynar: (1) serbest radikallerin direkt olarak yaptıkları hasar, 

(2) lipid peroksidasyonu sonucu biyolojik membranlarda (hücre membranı, 

ve bunlara bağlı olarak görev yapan enzimler, ör; sinyal iletiminde rol alan 

moleküller, membran taşıma sistemleri vb. yaptıkları hasar ve (3) lipid 

peroksidasyonu sonucu radikal olmayan fakat toksik olan maddelerin 

hücre içinde kolayca yayılarak diğer bölgelerde meydana getirdikleri 

hasarlar. Günümüzde oksidatif stres esnasında hücre ölümüne yol açan 

olaylar arasında lipid peroksidasyonu başta olmak üzere serbest 

radikallerin nükleik asitlerde ve proteinlerde meydana getirdiği değişiklikler 

de sorumlu kabul edilmektedir. (Şekil 3) 
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       Şekil 3:  Oksidanların hedefleri 
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2.2.6.Oksidatif Stres ve Yaşlanma 

Yaşlılıkta sıklığı artan birçok hastalığın patogenezinde 

serbest radikallerin yer alması oksidatif stres ve yaşlanma ilişkisini 

güçlendirmiştir.62 

 Oksidatif stres, iskemi reperfüzyon, Alzheimer, Parkinson, 

Diabetes Mellitus vb. birçok hastalığın patogenezinde rol oynar.6  Oksidatif 

stres ve yaşlanma arasında doğrudan ilişki vardır.  Yapılan çalışmalarda 

genellikle yaşlanma ile birlikte dokulardaki serbest radikal düzeylerinin 

arttığı bildirilmektedir. Rodriquez ve ark. çalışmasın da   yaşlı sıçan beyin 

ve karaciğer homojenatlarında ve yaşlı insan plazmalarında da lipid 

peroksidasyon ürünlerinin arttığı gösterilmiştir.63,64 Yine yaşlılar, iskemi-

reperfüzyon hasarına daha duyarlıdır ve reperfüzyondan sonra kalp 

dokusunda oluşan oksidatif hasar yaşlılarda gençlere göre daha yüksek 

bulunmuştur.65 

Yaşlanma, serebral korteks ve beynin diğer bölümlerinde 

nöronların kaybıyla karakterizedir.66 Akbulut ve arkadaşlarının 

çalışmasında frontal, oksipital ve serebellumda yaşla birlikte MDA 

düzeylerinin de arttığı ve yaşlanma ile oluşan nörodejenerasyonda en çok 

etkilenen bölgenin serebral korteks olduğu gösterilmiştir.68 

Yaşlanma sürecinde serbest radikal artışına zıt olarak 

antioksidan enzim etkinliğinde de azalma izlenir. Yaşlanma sürecinde, 

reaktif oksijen, nitrojen, lipid peroksidasyon ve “Advanced glikolizasyon 

end product” (AGE) ürünlerine bağlı olarak gen ekspresyonunda ve 

fonksiyonlarda bozulmalar ortaya çıkar.68 
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Antioksidan kapasitenin arttırılmasının yaşlanmayı geciktirici 

rol oynayabileceğinin anlaşılması büyük ilgi alanı uyandırmıştır. Ancak 

Sohol ve arkadaşlarının çalışmaları katalaz ve SOD un fazla eksprese 

edilmesinin yaşam süresini etkilemediğini göstermiştir.69 Yaşlanma süresi 

üzerine etkili tek faktör kalori kısıtlamasıdır.70 

2.2.7.Oksidatif Stres Enflamasyon ve Yaşlanma 

ROS ve RNS, sinir sisteminde oksidatif strese neden olurlar 

ve birçok patolojik şartlarda üretilirler. Özellikle NO, mikrogliaların 

aktivasyonu ile iNOS ve endotelial hücrelerden eNOS oluşur. Enflamatuar 

süreçte ROS’un ana kaynağı hasarlanmış mitokondri ve aktive olmuş 

mikroglialardır.71 

RNS, NO ve kısmen deriveleri yaşlanmada oksidatif stresle 

birliktedir. NOS içeren nöronlar merkezi sinir sisteminde birçok yerde 

bulunur (hipotalamus, hipokampüs, cerebellum ve cerebral korteks)54 NO, 

hücre ölümüne neden olan kortikosteroid ile ve stres üzerine rol oynayan 

glutamik asit ile uyarılan N-Metil D-aspartate (NMDA) reseptörü 

aracılığıyla salınır.72 

Glutamat-reseptör aracılı aşırı uyarım sonucunda oluşan 

İntrasellüler cevaplar, proteolitik enzimlerin, lipid peroksidasyonun, ROS 

ve RNS’nin73 aşırı oluşumuna neden olur buda nörodejenerasyondaki 

hücre ölümünün ana mekanizmalarından biri olan apoptozisi tetikler.74 
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2.3.Antioksidan Savunma  

ROS oluşumunu ve bunların meydana getirdiği hasarı 

önlemek için birçok savunma mekanizmaları vardır. Bu mekanizmalar 

"antioksidan savunma sistemleri" veya kısaca "antioksidanlar" olarak 

bilinirler.75 

Hücreler, diyetle alınan meyve ve sebzelerden gelen küçük 

antioksidan moleküller kadar yoğun antoksidan enzimlerlede donatılmıştır.  

Antioksidan moleküller ve enzimler aşağıdaki gibi 

sınıflandırılmıştır.31 

1) Enzimatik süpürücüler; O2•’nin H2O2 ye dönüşümünü 

engelleyen,  SOD,   H2O2 i suya çeviren glutatyon peroksit (GPX) ve 

katalaz (Şekil4). 

2) Hidrofilik radikal süpürücüler; askorbat, ürat ve glutatyon  

(GSH).    

3) Lipofilik radikal süpürücüler;  tokofenoller, flovonoidler, 

karatonoidler ve yubikuinol.   

4) Küçük moleküler antioksidanların okside formların 

reduksiyonunda bulunan enzimler (GSH reduktaz, dehidroaskorbat 

redüktaz ) ya da protein tiollerin varlığından sorumlu enzimler (tioredoksin 

redüktaz).  



24 

 

5) Ortamın indirgenmesini sağlayan hücresel enzimler (örn 

NADPH ı yeniden oluşturan glukoz 6 fosfat dehidrogenaz ). Savunma,  

organizmalar ya da dokular arasında hatta hücresel kısımlar arasında 

farklılık gösterir.  
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Şekil 4: Vücudun doğal savunma sistemi SOD,CAT, GPx 
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Antioksidan savunma türler arasında farklılık gösterse bile 

bazı antioksidanlar evrenseldir. Antioksidan savunma tek tip değildir ve 

serbest radikal teorisinin bir parçasıdır. Dolayısıyla türler arasındaki 

antioksidan savunma farklılıkları yaşam süresi farklılıklarını açıklar. 

Oksidatif hasarın onarımı, oksidanlara karşı savunmaya 

benzemez. Oksidatif hasarı onaran makinalar göreceli olarak hala 

bulunamamıştır. Yinede okside olmuş lipitler, nükleik asitler ve proteinleri 

onaran hücreler bellidir.31 (Şekil5). SOD, superoksit dismutaz; GPx, 

glutatyon peroksidaz; GRd, glutatyon  redüktaz; NOS. 

2.3.1.Glutatyon 

Glutatyon hücreyi oksidatif strese karşı koruyan en önemli 

antioksidanlardandır.76,77 Glutatyon (GSH) serbest radikaller ve 

peroksitlerle reaksiyona girerek hücreleri oksidatif hasara karşı korur. 

Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine dönüşümünün 

engellenmesinde rol alır. Ayrıca proteinlerdeki sülfhidril (-SH) gruplarını 

redükte halde tutar ve bu grupları oksidasyona karşı korur, böylece 

fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH 

yabancı bileşiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan 

taşınmasını da sağlar. GSH karaciğeri, eritrositleri, lökositleri ve göz 

lensini oksidatif strese karşı korumada hayati öneme sahiptir.78 

 Glutatyon; GSH-Px, GST gibi antioksidan enzimler için ko-faktör 

olarak işlev görür. 

 Hidroksil ve singlet oksijen radikalini direkt olarak temizler. 
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 Glutatyon peroksidazı aktive ederek; hidrojen peroksiti ve lipid 

peroksitleri temizleyici etkisini gösterir. 

 Oksidan moleküller ile redoks dengesinin kurulmasında en önemli 

antioksidanlardandır.79 

2.3.2.Antioksidan Yaşlanma ve Nörodejenerasyon 

Yaşlanma antioksidan enzim etkinliğinin azalması ile 

birliktedir. Antioksidan kapasitenin arttırılmasının yaşlanmayı geciktirici rol 

oynaması büyük bir ilgi alanı oluşturmuştur. Yapılan çalışmada; Meyve 

sineğine SOD uygulanması yaşam süresinin değişiminde etkili 

olmamıştır.80 Sağlıklı insanlarda yapılan çalışmalar sonucunda; 

Malondialdehid (MDA), NO ve diğer radikal düzeylerinin yaşlanma ile 

birlikte artış gösterdiği ve buna karşın GSH düzeyinin ve antioksidan 

moleküllerin düzeylerinde azalış saptanmıştır.1,3,78 

   İnspire edilen oksijenin %20 sini tüketen beynin metabolik 

süreci, önemli miktarda serbest radikal oluşturur. Beynin bol miktarda 

poliansatüre yağ asidi ve yüksek miktarda Demir (Fe) ve askorbat içermesi 

onu, ROS için önemli bir hedef yapar.6 Ayrıca beyin antioksidan 

savunmadan zengin değildir. Bu durum beynin oksidatif hasarlanması için 

bir potansiyel oluşturur.7 Beyin diğer dokularla karşılaştırıldığında 

(karaciğer, böbrek ve kas) peroksidasyona daha yatkındır. Yüksek O2 

üretimi ve düşük antioksidan savunma merkezi sinir sistemindeki hasarı 

artırır. Ayrıca beynin bölgelerine göre değişen antioksidan aktivite ve 

değişen metabolik hız oksidatif hasarın belli bölgelerde birikmesine neden 
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olur.81 Serbest radikallerin artışı antioksidan sistemin up regülasyonu ile 

düzenlenir. 

Alzheimer, inme ve Parkinson hastalığı yaşa bağlı artan ve 

yaşlılar için tanımlanmış nörodejeneratif hastalıklardır. 
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2.4.Melatonin 

2.4.1.Melatonin  Biyosentezi ve Fizyolojisi 

Melatonin (MLT) 1958 de Aaron Lerner ve arkadaşları 

tarafından,  pineal bezin hormonu olarak keşfedildi.82 Bir yıl sonrada 

kimyasal yapısı N-acetil-5-metoksitriptamin olarak tanımlandı.83 (Şekil 6). 

Melatonin sentez hızını düzenleyen enzim olan aril-alkilamine N-

asetiltransferaz’ın (AANAT)  aktivitesi arttığında melotonin sentezi başlar 

ve salgılanır. Serotoninden melotonin sentezi pineal bezle sınırlı iki 

enzimle katalizlenir ( AANAT ve Hidroksindole-O-metiltrasferaz HIOMT). 

Melatonin karaciğerde 6-hidroksimelatoninin hidroksilasyonu ile 

hızlıbirşekilde metabolize olur. 6-sulfatoksimelatonin olarak idrarla atılır. 

(Şekil 7).  

Melatonin,  bir kez sentezlendikten sonra pineal bezde 

depolanmaz hızla kana verilir. Melatonin kanın dışında diğer vücut 

sıvılarında da  ( tükürük, serebrospinal sıvı, safra, semen ve amniotik sıvı) 

bulunur.84  Melatonin yalnızca pineal beze has bir hormon değildir. 

Periferik dokularda bulunan melatonin pineal bez ve dolaşımda bulunan 

melatoninden daha fazladır.85 

Melatonin reseptörleri birçok dokuda saptanmıştır. MT1 ve 

MT2 membran bağlayıcı reseptörleri merkezi sinir sisteminin farklı 

bölgelerinde ve periferal organlarda  (gastointestinal sistem, karaciğer, 

akciğer, deri, handerian bezi, adrenal bez, erkek assesory organ, meme 

dokusu, böbrek, kalp, kan damarları, adipoz doku, nötrofiller, lenfositler ve 

lenfoit doku) tanımlanmıştır.86 
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         Şekil 6: Melatoninin yapısı N-asetil-5 metoksitriptamin 
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Şekil 7: Melatonin sentezi. 
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Pineal bezde sonlanan postganglionik sempatik sinir 

liflerinden salgılanan noradrenalinin melatonin sentezinin kontrolünde 

önemli rolü vardır. Pineositlerde β-adrenerjik reseptörlere ( birkısmıda α-

adrenerjik reseptörlere) bağlanır ve adenil siklazı aktive eder ve artan 

Siklik adenozin monofosfat  (cAMP) seviyesi N-asetiltransferazın 

aktivitesini artırır ve melatonin sentezlenir.87  

Melatonin sadece pineal bezde sentezlenmez örneğin retina, 

gastrointestinal yol, kemik iliği, lökositler, membranöz koklea ve haderian 

bezinde de sentezi yapılır. Melatonin reseptörleri yoğun olarak 

suprakiazmatik  nukleus (SCN), pars tüberalis ve cerebellumda bulunur.  

Melatonin reseptörünün fazla olduğu bölgelerde daha etkilidir. Melatoninin 

ana fizyolojik fonksiyonu,  sirkadyen ve mevsimsel döngülerin 

düzenlenmesi olduğu düşünülse bile melatoninin etkisi yüksek reseptör 

yoğunlukları olan bölgelerle sınırlı değildir. Sirkadyen düzenlemenin 

bütünleştirici etkisi vardır.  SCN,   memelilerin tüm organları üzerinde,  

direkt ve indirekt kontrolle sayısız fonksiyonu ritimler. Melatoninin ikili etkisi 

var ; 

1) SCN üzerine feedback sinyalleri oluşturur.  

2) SCN ye bağlı output sinyalleri beynin diğer bölgeleri kadar 

perifer organlarıda etkiler.8 
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2.4.2.Melatoninin Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem 

Melatonin hücre koruyucu özelliği araştırmaların önemli 

kısmını oluşturur. Bu özellik antioksidatif koruma,   antioksidan enzimlerin 

upregülasyonu ve radikal oluşum durumundaki koruyucu etkisini kapsar.8 

Başta kalp hastalıkları ve kanser olmak üzere birçok dejeneratif 

hastalıkların etyolojisinden serbest radikal hasarı sorumlu tutulmaktadır. 

Antioksidan moleküller bu hasarı önlemektedirler. Melatoninin antioksidan 

etkisi in vivo88 ve invitro.89,90 çalışmalarla gösterilmiştir. Melatoninin 

yapısında bulunan pirol halkası nedeniyle •O2 ve OH• radikallerini 

yakalamada yüksek bir kapasiteye sahiptir. Toksik hidroksil radikalleri ile 

reaksiyona girerek, bütün hücre konpartmanlarındaki biyomolekülleri, 

serbest radikal oluşumuna karşı bölgesel olarak yerinde korur. Çok reaktif 

olan hidroksil radikallerinin yıkıcı etkilerine karşı primer nonenzimatik 

savunma mekanizmasını oluşturur.  Bu koruyucu etki reseptörden 

bağımsız direkt etkidir. Yapılan çalışmalarda organizmayı oksidatif hasara 

karşı korumada melatonin bilinen diğer antioksidanlardan (mannitol, 

glutatyon, E vitamini, askorbik asit gibi) daha etkili görülmüştür.91 

Melatoninin, özellikle reaktif, yıkıcı, mutajenik ve karsinojenik hidroksil 

radikallerine karşı süpürücü olduğu keşfedildi.9 Çalışmalarda, karbon-

oksijen (C-O) merkezli prooksidanlardan korunma ve radikal reaksiyon 

zincirinin sonlandırılan reaksiyonlarda yapısal analoglardan daha etkili 

olduğu gösterildi.92 

Melatonin hem lipofilik hemde hidrofiliktir bundan dolayı da 

hücresel kompartmanlara (nukleus, sitozol ve membranlar) diffüze olur, 

kan beyin bariyerini geçebilir, antioksidan etkinliğini bu şekilde gösterir.9 

Ayrıca melatoninin, orta yaştan sonra dereceli olarak azaldığı bilinen bir 
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hormondur ve bu azalma yaşla insan serumundaki antioksidan 

kapasitesindeki azalmayla korelasyon gösterir.10 

Melatonin direkt radikal süpürerek, indirekt spesifik melatonin 

reseptörleri aracılığı ile antioksidan enzimleri aktive ederek yada 

prooksidatif enzimleri inhibe ederek doku koruyucu özellik gösterir. 

Melatoninin antioksidan enzimlerin (glutatyon peroksidaz,glutatyon 

redüktaz, γ-glutamilsistein sentaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, 

hemoperoksidaz / katalaz,Cu,Zn-ve Mn-superoksit dismutaz) up 

regülasyonunu sağladığı gösterilmiştir.90,93,94,95 
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 Şekil 8 : Melatoninin antioksidan fonksiyonu 
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Tablo1: Melatonin’in radikaller ve antioksidan enzimlere etkileri 

ETKİLENEN MOLEKÜL MELATONİN’İN ETKİSİ 

Hidroksil Radikali Süpürür 

Peroksil Radikali Süpürür 

Süperoksit Anyon Radikali Süpürür 

Singlet Oksijen Süpürür 

Peroksinitrit Anyon Süpürür 

Süperoksit Dismutaz m RNA’sını stimule eder 

Glutatyon Peroksidaz Aktivasyonunu uyarır 

Glutatyon Redüktaz Aktivasyonunu uyarır 

Glikoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Aktivasyonunu uyarır 

Nitrik Oksit Sentaz Aktivasyonunu inhibe eder 
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 Başlıca NAD(P) H oksidaz, NOx’ın izoformları  ve mitokondri 

gösterilmiştir. Melatonin, İnos96,97  ve nNOS’u96,98 down regüle ederek NOx 

oluşumunu engelleyebilir. Sitozolik Ca+2 azalmasıylla radikal oluşumunu 

azaltır.99 Hatta kronobiolojik rolü radikal oluşumunu azaltabilir.94 (Şekil8). 

Melatonin nörodejeneratif hastalıkları önlemede etkili olduğu 

hayvan modelerinde profilaktik olarak verilen melatoninin beta amyloid 

toksitidesini azalttığı hem de Alzheimer hastalığının deneysel 

modellemelerinde hücre ölümünü engellediği gösterilmiştir.100,101  

Melatonin Parkinson hastalık modellemelerinde oksidatif hasarı azalttığı 

bulunmuştur.102 

2.4.3. Melatonin ve Yaşlanma  

Yenidoğanda pineal bez tam olarak fonksiyonel değildir. 

Yenidoğan melatoninin zamanlama sinyallerini anne sütü aracılığıyla alır. 

Yaşla gece melatonin düzeyi hızla artar ve 2-4 yaşında pik seviyeye ulaşır 

ve kandaki melatonin pik konsantrasyonu puberteye kadar azalır ve bir 

platoya ulaşır. 35-40 yaşlarına kadar bu seviyede tutulurken yaşın 

ilerlemesiyle düzenli bir azalma görülür. 70 yaş seviyelerine geldiğinde 

artık gece melatonin seviyesi gün içerisindeki düzeye ulaşmıştır. Gece 

salgılanan melatonin düzeyinin genetiksel olarak düzenlendiği 

düşünülmekte ve kişiler arasında büyük farklılıklar görülmektedir.103(Şekil 

9). Melatoninin sirkadyen profilli bazı kişilerde altı haftanın üzerinde 

periyotlarda yeniden oluştuğu bulunmuştur.104 
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      Şekil 9: Melatonin sentezinin yıllara göre değişimi 

 

  

 

Şekil 9:  Serum melatonin düzeyinin yaşlara göre 
değişimi
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Yaşlılıkta, serbest radikal artışı nöronları etkileyerek 

nörodejenerasyonu kolaylaştırır. Eksitatör aminoasit nörotransmitterlerin 

serbest radikal oluşumuna yol açtıkları gösterilmiştir.72 Sinir sonlanmaları 

bulunan beyin alanları, eksitatör aminoasitleri salgıladığından, bu alanlar 

diğer beyin alanlarına göre daha çabuk hasara uğramaktadırlar. 

Melatoninin yaşlanma ile birlikte azalması da, zararlı oksijen radikalleri ile 

oluşturulan hasarı artırır. Melatonin düzeyinin azalması, birçok dokuda 

guanilat siklaz aktivitesinin azalması105  sonucunda hücre zar kalınlığı ve 

rijiditesi artarak dejeneratif hasar oluşumu hızlanır.8 Böylece hücrelere 

besin girişi ve metabolik artıkların atılımı zorlaşır. Bütün bunlar 

aterosklerotik değişiklikleri de içeren yaşlılıkla ilgili birçok sürecin 

oluşmasına yol açar.  

Melatonin verilmesinin, yaşlanma ve ethanol ile oluşan 

hasarlanmaya karşı glial aktiviteyi stabilize ettiği ve hasarlı sinir sistemi 

üzerinde serbest radikalleri süpürdüğü gösterilmiştir.106 

Gece başladığında pinealde üretilen melatoninin kanda 

yükselmeye başlaması bütün vücut hücrelerine sinyaller gönderir. Işık 

yoğunluğundaki diürnal değişiklikler günlük saati ve gün uzunluğundaki 

mevsimsel değişiklikler yıllık saati belirler. Hatta pineal melatonin 

üretiminin değişim yaş saatini de oluşturabilir.107,108 Melatonin ve kalori 

kısıtlamasının yaşlanmayı engelleyici etkileri araştırılmış ve kalori 

kısıtlaması yapılan sıçanlarda gece salgılanan melatonin miktarı iki kat 

fazla bulunmuş107,109 Ayrıca Pineal bezdeki melatonin salınımı yapan 

adrenerjik reseptörlerin sayısı da kalori kısıtlaması yapılan sıçanlarda iki 

kat fazla olduğu110  ve ayrıca da melatoninin Sirt1 uyarıcısı olduğu da 

gösterilmiş.111 
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Melatonin yaşlanma ilişkisi; 

 Melatonin birçok hayati süreçte görev alır ve salgılanması 

yaş ilerledikçe azalır. 

 Melatonin serbest radikal süpürücüdür. Yaşla ilgili 

hastalıklarda melatoninin rolü gösterilmiş ve oksidatif stres ve 

yaşlanma arasında bağ kurulmuştur. 

 Yaşlanmayla azalan melatonin konsantrasyonu ileri yaşta 

görülen azalmış uyku etkinliği ile ilgili olabilir. 

 Melatonin konsantrasyonundaki azalma yaşla bozulan 

sirkadyen ritimlerle alakalı olabilir. 

 Melatonin immün düzenleyici özellikler sergiler ve immün 

sistem fonksiyonlarının yeniden düzenlenmesi yaşlanmanın 

integral parçasıdır.87 

2.5.Sirtuin  

2.5.1.Sirtuinin Keşfi 

DNA tipik olarak histon proteinleri ile sıkıca çevrilmiş olduğu 

için transkripsiyonu imkansızdır.  Ancak histon asetilasyonu 

transkripsiyonda önemli düzenleme mekanizmasıdır. Histon deasetilasyon 

enzimleri (HATs) DNA yı histon kompleksinden ayırarak transkripsiyona 

izin verirler. Sirtuinler başlangıçta mayada histon yada histon dışı 

hedeflerin deasetilasyonu ile gen düzenleyicisi olarak tanımlanmışlardır. 

Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD+ ) kofaktörüne ihtiyaç duyan  

Sirtuinler, Histon deasetilaz (HDAC) tip III histon deasetilazların içinde 

sınıflandırılırlar. Geleneksel HDAC lara benzemezler histonlar kadar 

metabolik enzimlerden yapısal proteinlere kadar değişik substratlara 
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sahiptirler.112 Mayalarda bulunan Sir2 benzerleri, bakteriden, bitkilere ve 

insanlara kadar geniş organizmalarda bulunmuştur.113 Roy Frye 1999 

yılında, beş Sir2 benzerini  insanda tanımladı ve sirtuin ismini verdi.114  

Sirtuinler, lizin residülerin ε-amino grubundan bir asetilin uzaklaştırılmasını 

katalizler. Proteinin hedefi, deasetillenmiş protein ürününü, nikotinamid ve 

2’-O-asetil-ADP-riboz (OAADPr) u sağlamaktır.  Bir molekül NAD hidrolizi 

sonucunda bir molekül nikotinamid ve bir molekül OAADPr oluşur. (Şekil 

10).  

2.5.2.Memelilerde Sirtuin 

Memelilerde Sirtuin ailesinin yedi üyesi var SIRT 1-7. Her 

sirtuin korunmuş 273 aminoasit katalitik çekirdek alanıyla karakterizedir 

ayrıca değişen uzunluklarda N-terminal ve C-terminal sekansları vardır. 

Sirtuinlerin subsellüler lokalizasyonları farklıdır. SIRT 

1,SIRT6 ve SIRT 7 hakim olarak nukleusdadır. ( SIRT 1 ayrıca önemli 

stoplazmik fonksiyonlarada sahiptir.) SIRT 1 in büyük kısmı nukleusda 

ökromatinle birleşmiş ve SIRT 6 da heterokromatinle birleşmiştir. SIRT7 

nukleusda bulunur.115 Stoplazmada en baskın olarak bulunan sirtuin, 

SIRT2 dir.116 SIRT3,SIRT4 ve SIRT5 mitokondrial sirtuin olarak 

tanımlanmıştır.116 Aktivite açısından bakıldığında, SIRT1 güçlü 

deasetilasyon aktivitesi gösterirken SIRT5 zayıf deasetilasyon aktivitesi 

gösterir.117 SIRT 4 ve SIRT 6 mono-ADP-ribozil transferaz aktivitesi 

gösterirken SIRT2 ve SIRT 3,  hem deasetilasyon hemde mono-ADP-

ribozil transferaz aktivitesi gösterirler. SIRT 7 nin güçlü aktivitesi henüz 

bulunmamıştır.113 (Şekil 11). 

 

Şekil 2 : si
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             Şekil 10: Sirtuin’in enzimatik aktivitesi 

           

               Şekil 11 : Memelilerde sirtuin ailesi 

 

Şekil 3: memelilerde sirtuin ailesi
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Şekil 12: Memelilerde, sirtuin’nin hücresel fonksiyonları. 
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2.5.3.Biyolojik Dokularda Sirtuin 

Sirtuin ailesinden olan SIRT1nin, antioksidan sistemle ilgili 

gen ve proteinleri FOXO3, antienflamatuar yanıtı NFKB, antiapoptatik 

yanıtı P53 ve FOXO, insülin yanıtını IGF1 ve gen transkripsiyonu PGC1 ile 

düzenlediği ayrıca snaptik plastisite, öğrenme ve hafıza ile ilgili olduğu 

gösterilmiştir.118 En çok araştırılan ve hakkında en çok şey bilinen 

sirtuindir. Karaciğer, kas, pankreas, testis, over ve adipoz dokuda 

bulunmuştur. 

SIRT3, mitokondride NAD bağımlı protein deasetilasyonu 

yapar. Kalp, beyin, testis, karaciğer, böbrek, kas ve adipoz dokuda 

bulunur. mitokondride solunumu artırır bunu cAMP’yi uyararak yapar. 

Asetil coA sentaz (Ace CS1) aktivitesini, Uncouping protein 1 (UCP-1) ni 

ve Peroksisome Proliferator-activated reseptor gamma Coactivator 

Alpha’yı (PGC-1α) deasetile ederek düzenler. İnsanlar da yapılan 

çalışmalarda SIRT3, uzun yaşamla ilişkilendirilmiştir.119 

SIRT4, tüm dokularda eksprese edilir. En yüksek seviyede 

kalp, beyin, böbrek, karaciğer ve pankreasda bulunur.114 Karaciğer ve 

pankreas β hücrelerinde intrasellüler düzenleyici protein olarak fonksiyon 

görür. Etkisini ADP-ribozil transferans aktivitesiyle gösterir. İnsülin üreten 

INS-1E hücrelerinde SIRT4 ün azalması glikoza yanıt olarak oluşan insülin 

sekresyonunu artırır.120 

SIRT5, NAD bağımlı zayıf deasetilasyon aktivite gösteriyor. 

Biyolojik dokulardaki fizyolojik fonksiyonu bilinmiyor.121 
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SIRT 6, biyolojik dokularda yaygın olarak bulunur. telomerik 

kromatini değiştiren histonu NAD bağımlı olarak deasetile eder. Buda 

gösteriyor ki DNA onarma ve yaşlanmada oto ADP-ribozil transferaz 

aktivitesi rol oynar. Genomik stabiliteyi düzenler tek iplikli DNA kırıklarının 

onarılmasında fonksiyon göstererek bunu yapar.121 

SIRT7, proliferatif dokularda; dalak, over, tiroit, karaciğer ve 

testis de bulunur. Nonproliferatif dokuda ekspresyonu yoktur ya da 

zayıftır.122 

2.5.4.Sirtuin, Yaşlanma ve Oksidatif Stres 

Yaşlanma bu süreçte etkili genlerin kontrolü (insülin 

sinyalleme yolağını oluşturan genler ve suskunluk bilgisini düzenleyen 

genler ya da sirtuin ailesi gibi)  ya da antioksidatif savunmanın artırılması 

yolu ile serbest radikaller üzerinden açıklanmaktadır. Quintas’ın 

çalışmasında yaşa bağlı olarak serebral korteks ve hipokampüste sirt1 

düzeyinin azaldığı ancak kalori kısıtlaması yapılan yaşlı sıçanlarda sirt1 

düzeyinin arttığı gösterilmiştir.123 Sirt2 inhibitörleri meyve sineğindeki 

Parkinson modelinde alfa sinükleine bağlı nörotoksiditeyi azaltır.124 

İnhibitörlerin nörodejenerasyonda kullanılmasına karşın, sirt2 p53 yolu ile 

apoptozu indükler. Nöron dışı hücrelerde sirt2 tubulin deasetilaz 

fonksiyonu ile hücre bölünmesi ve farklılaşmasında rol oynar. Ancak post 

mitotik hücre olan nöronlarda sirt2 mikrotibül deasetilazı rolü açık 

değildir.125 Maxwell ve ark. yaşlanma ile fare beyin ve spinal korda sirt2 

izomerlerinin arttığı gösterilmiştir. Yaşlanmada primer fare  kortikal 

nöronlarında artan sirt2 ekspresyonunun azalmış tubulin aselilasyonu ile 

korele olduğunu göstermiştir. Yetersiz tubulin asetil transferaz aktivitesi ve 
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nörodejeneratif hastalıklar arasında ilişki vardır. Yaşlanmada sirt1 in 

tersine sirt2 nin fazla olması nöronlarda delesyona yol açmakta sirt2 

inhibitörlerinin kullanılması nörodejeneratif hastalıklarda tedavi edicidir.126 

NAD kofaktörü stres, direnç ve yaşam süresi ile ilgili 

metabolizmalarda anahtar düzenleyici olarak bulunur. Oksidatif stres, 

NAD+ ve sirtuin metabolizması arasındaki ilişki Braidy ve ark. tarafından 

gösterilmiştir. Yaşa bağlı olarak kalp, karaciğer, akciğer ve böbrek 

mitokondrilerinde oksidatif streste ve DNA hasarında artma, total 

antioksidan, NAD+ ve sirt1 düzeylerinde azalma saptamışlardır. Sirt1 

aktivitesini NAD+ üzerinden yürütür.127 

Sit1’in fazla eksprese edilmesi Alzheimer hastalığında artan 

beta amiyloid miktarını azaltmaktadır. Sirtuin bu etkisini amiyloidi yıkan 

alfa sekretaz aracılığı ile yapmaktadır.122 

Dillin ve ark. Sirt1 in aktivasyonu ile sirt2’nin inhibisyonunun 

aynı etkiyi oluşturduğunu göstermişlerdir.128 

2.5.5.Sirtuin ve Melatonin 

Sirtuinin fonksiyonlarının enerji metabolizmasına uzanması 

ve mitokondride oksidatif savunmadaki görevleri göz önüne alındığında 

melatonin ve sirtuin arasında bir bağlantıdan söz etmek mümkün. SIRT1  

NO sentezini, insülin /IGF-1(insulin Growth Factor-1) yolağını, FOXO alt 

gruplarını düzenler ve antioksidan enzimlerin ekspresyonlarını artırır. 

Serbest radikal metabolizmasında melatoninle paralellik gösterir.  

Gutierrez-Cuesta ve ark. yaşlanması hızlandırılmış farelerde melatonin 
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uygulamasının sirt1 düzeyinin azalmasını önlediğini göstermiştir.129 Chang 

ve ark. total uyku yoksunluğu oluşturulmuş farelerde melatonin 

uygulamasının hipokampüsde azalan sirt1 düzeyini artırdığını 

göstermiştir.130 Tajes ve ark. genç ve yaşlı sıçanlardan elde edilen nöron 

kültürlerinde kısa süreli melatonin uygulamasının sirt1 düzeyini artırdığını 

göstermişlerdir.111 

Melatonin ve resveratrol (sirtuin aktivatorü) birlikte 

verilmesinin AMPK yı (AMPyi aktive eden protein kinaz, enerji 

homeostazisinin düzenleyicisi) aktivasyonunu sinerjiştik etkiyle inhibe 

ederek hücre ölümünü engellediği gösterilmiştir.131 

2.5.6.SİRT2  

Memelilerde, Sir2 protein ailesinden gelen stoplazmik 

proteindir. SIRT2, iki farklı formda (352-381 rezidü), alternatif ucuca 

eklenmesiyle,   sentezlenir.  Maxwell sirt2’nin beyinde 3 izoformu olduğunu 

göstermiştir.125 SIRT2 hem NAD bağımlı enzimatik reaksiyona hem de 

ADP ribozilasyon enzimatik reaksiyonuna sahiptir. (Şekil 13). 

Tüm sirtüinler arasında,  postnatal hipokampusu içeren 

beyinde SIRT2 ekspresyonu en güçlü olandır.132   Nöronlarda ve 

oligodentrositlerin her ikisinde SIRT 2,  sitoplazmalar da sınırlanmıştır ve 

post mitotik hücrelerin nukleuslarında yoktur.132,133,134,135 

 SIRT2, beyin, kalp, testis ve iskelet kas dokusunda NAD 

bağımlı deasetilasyon aktivitesini gösterir. Oligodentroglial stoplazmik bir 

proteindir ve myelin kılıfının Juxtanodal bağlantısında ve daha dışında 
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yerleşmiştir.133 SIRT2 esas olarak α-tubilini deasetile eder. Siklin-bağımlı 

fosforilasyon fonksiyonu ile hücre mutilitesini bozar.132 Homeobox 

transkripsiyon faktörü (HOXA) ve histon 4 ile etkileşime girer. Homeotik 

genler vücut kısımlarının nasıl şekilleneceğini ya da kalıba sokulacağını 

belirleyen genlerdir. Mitotik döngünün M fazında aşırı ekspre edilerek 

mitozda hücre döngüsünü düzenler mitotik sonucu kontrol eder. Kalori 

kısıtlaması ve oksidatif strese cevaben FOXO transkripsiyon faktörünü 

deasetile eder.136 

SIRT2’nin aşırı ekspresyonu, adiposit farklılaşmasını inhibe 

eder,  bu azalma adipogenezise neden olur.137 SIRT2 hem fötal hemde 

yetişkin iskelet kaslarında ekspre edilir. Hücre farklılaşması sırasında 

hücre döngüsünü düzenler. Mikrotübül dinamiklerini de etkiler bunu da 

redox potansiyelini etkileyerek yapar.138 
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    Şekil 13: SiRT2 düzenleyici ağ  
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2.5.7.Sirtuin Aktivatörleri 

Sir2’nin,  değişik organizmalarda (kurtcuk, maya, sinekler ve 

balık), diyet kısıtlaması yada genetik manipülasyonlar olmadan sirtuin 

aktivatör bileşikleri (STAC) kullanarak yaşam süresinin uzatıldığı 

araştırmalarda gösterilmiştir. Sirtuin kimyasal aktivatörleri üzerine ilk 

çalışmalar SIRT1 üzerine odaklanış. STAC ların bir serisi olan Resveratrol 

strese cevaben,  sentezlenmiş küçük bitki molekülüdür ve in vitro SIRT1 in 

aktivatörü olarak tanımlanmıştır.113,139   

2.6.Polifenoller 

2.6.1.Polifenollerin Biokimyası ve Fizyolojik Özellikleri 

Polifenoller bitkilerde zeytinyağı, kırmızı şarap ve çay gibi 

meyve ve sebzelerde mevcuttur.140 Deri imalatında kullanılan polifenollerin 

yüksek oranda kullanıldığı toplumlarda kardiovasküler hastalıklara daha az 

rastlanması sonucu önemleri ortaya konmuştur.  

Edwin Haslam tarafından polihidroksipenil içeren doğal 

ürünleri üç sınıfta topladı:  

1) Proantosiyanidin (proanthocyanidin)  (yoğun taninler)  örn. 

Prosiyanidin, prodelfinidinler ve flavan 3-ol unitin oligomerizasyonu sonucu 

oluşan profosetinidin. Flavan 3- ol ünitlerine örnek (epi)catechin galat 

(ECG), epigallocatechin (EGCG) ve fisetinidol dür. Flavanoller yeşil çayda 

oluşurlar. Monomerik flava/flavanoidler ve hidroksibenlere örnek 

resveratroldür.  
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2) Gallo-and ellagitannin (hidroliz olabilen tanin) gallik 

asitden (3,4,5- trihidroksibenzoik asit)  kaynaklı shikimate metabolizmaları 

sonucu oluşurlar. Birçok kırmızı meyvelerde ve dağ çileklerinde bulunur.  

3) Kırmızı-kahve alglerde bulunan phlorotanninlerdir. 

Kapasiteleri tam olarak ispatlanmamıştır.141 

Fenilpropanoid kaynaklı curcumin pigmenti. Curcuma longa 

(zedeçal)  bitkisinin kökünden,  izole edilmiştir. 

Flavonolignana silybin A, silybum marianumdan ( deve 

dikeni)  izole edilmiştir. 

Sinir sistemi çevresel toksinleri de içeren tüm stres tiplerinde 

organizmanın adaptif (hormetik) yanıtında temel öneme sahiptir. Meyve ve 

sebzelerde mevcut olan fitokimyasalların kanser, kardiyovasküler ve 

nörodejeneratif hastalıkların riskini azalttığına inanılır. Ancak, antioksidan 

özellikleri farklı şekilde  ortaya konur. Çünkü çoğu fitokimyasalın normal 

fonksiyonu toksin gibi bitkiyi böcek ya da diğer zararlılardan korumaktır. 

Buna rağmen düşük dozlarda insan ve diğer memelilerde benzer toksik 

fitokimyasallar adaptif yanıt ile hücreleri zararlı durumdan korurlar. 

Polifenoller, fenil halkasına eklenen en az, iki hidroksil 

grubunun varlığı ile metalleri şelatlama özelliğini kazanır bu özelliği 

polifenollerin antioksidan nöron koruyucu özelliğini açıklar.142 
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2.6.2.Polifenoller ve Yaşlanma  

Son bulgular fitokimyasalların (Resveratrol, Curcumin, 

Catechin gibi) hücre kültür ve hayvan modellerinde nörolojik hastalıklara 

karşı adaptif mekanizmalarda ki etkisini açıklamaktadır. Örneğin, 

fitokimyasallar hormezis ile Nrf2 yi içeren transkripsiyonel faktörleri aktive 

etmekteki o da sirtuin ailesinin histon deasetilaz ve FOXO transkripsiyon 

faktörü ile genleri (antioksidan enzim protein şaperonları yada nörotrofik 

faktörler ) aktive etmektedir. Çeşitli hayvan modellerinde fitokimyasallar 

nörohormetik mekanizma ile Alzheimer hastalığı ve Parkinson gibi 

nörodejeneratif bozuklukları baskıladığı gösterilmiştir.143 

   İn vivo bir çalışmada, EGCG tedavisinin myokardial 

reperfüzyon yaralanmasının azalması144,145 NF-KB nin aktivitesini azaltarak 

etkili olmuştur. Yine EGCGnin, in vitro olarak iNOS inhibisyonu yaptığı 

gösterilmiştir.146 

Son çalışmalarda polifenollerin nöron koruyucu etkileri 

gösterilmiştir.19 

2.6.3.Polifenoller ve Sirtuin 

Yaşlanma ile ilgili fenomende düzenleyici olarak yer alan 

resveratrol benzeri polifenollerin rolü radikalleri süpürme ile kısıtlı değildir. 

Bire bir proteinlerle etkileşime girerek o proteinin fonksiyonunu 

etkileyebiliyor. Kırmızı şarapta bulunan resveratrol, piceatonnol ve flavonol 

quarçetin SIRT1 gen düzenleyicisini aktive eder. Polifenoller  ve sirtuin 
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arasındaki ilişkiyi gösteren çalışmaların nerdeyse hepsi resveratrol ve 

SIRT1 arasındadır. 

2.6.4.Curcumin 

Curcumin (CUR)( diferuloylmethane ) zedeçal baharatının 

baş bileşenidir ve doğu Hindistan’ın bitkisi curcuma longanın köklerinden 

elde edilir. Curcuma longa, zencefil ailesinin bir üyesidir ve güneydoğu 

Asya ya has çok yıllık bir bitkidir.147 Zerdeçal curcuminoidler denilen bir 

sınıf bileşiği içerir. Şekil 14. Curcumin lipofilik bir polifenoldür.  

Curcumoidler, iki  α, β unsatüre karbonil grupla bağlantılı  iki 

metoksitlenmiş fenolden ibarettir. 

CUR, Asya da yiyeceklerle birlikte ve bitkisel tıp da yaygın 

olarak kullanılıyor. Ayurvedik tıp da,  antikolesteremik148 antidiabetik149  , 

antienflamatuar150  ve antiromatik151 etkilerinden olayı çok önemlidir. CUR, 

demir-bağlantılı lipit peroksidasyonunu152 reaktif oksijen türlerinin 

oluşumunu ve demir iyonunun oksidasyonunu153  inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Birçok in vivo ve in vitro çalışmalarda154,155,156  farklı 

organlardaki değişik kanserlerde CUR, lipit peroksidasyonu inhibe ettiği ve 

antioksidan  ( SOD, GSH, GST ve GPx) aktiviteyi artırdığı gösterilmiştir. 

Ayrıca curcuminin beyin üzerine etkileri de gösterilmiştir. CUR’un, beyin 

homejenatlarında, demir iyonu, ferrik –askorbat ve ferrik-ADP-askorbatla 

oluşan lipit peroksidasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir.157 CUR ile 

beslenen farelerin beyinlerinden alınan mikrosomlarda, Na+,K+, -ATP az 

aktivitesinde artış gözlenmiştir.158 
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            Şekil 14 : Curcuminoidler 

            Şekil 15: Salermid 
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CUR, linoateleri ( yağ asiti radikali şekli ve oksitlenebilme 

yeteneği olan bir poliunsatüre yağ asiti)  kullanarak lipit peroksidasyonu 

inhibe eder. CUR bir diğer aktivitesi, serbest radikalleri temizleme olarak 

gösterilmiştir. CUR, makrofajlarda   iNOS aktivitesini down regüle eder ve  

bunu da ROS miktarını azaltarak yapar. Mikroglial hücrelerdeki 

çalışmalarda CUR tedavisi sonrasında oksidatif stresden sinir hücrelerinin 

korunması ve NO ürünlerinin azaldığı gösterilmiştir.11 

Fautschy ve ark. çalışmasında CUR uygulamasının 22 aylık 

farelerin beyinlerinde beyin hasarı oluşturan beta-amyloid proteinine karşı 

koruyucu olduğu gösterilmiştir.159 

2.6.5.Salermid 

Salermid (SLM), (N - {3 - [ (2 – hydroxy – naphthalen – 1 -

ylmethylene ) – amino ] – phenyl }–2-phenyl-propionamide), Sirt1 ve Sirt2 

için potansiyel inhibitör olarak,  tanımlanan yeni bir moleküldür.  Salermid 

kanserli hücrelerde apoptozisi uyarırken normal hücrelerde etki 

göstermez.13 Şekil 15. 
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3.GEREÇ- YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Gereçler, Maddeler ve Denekler 

Bu çalışma 30.06.2011 tarih ve G.Ü. ET-11.056 kodlu etik 

kurul kararı ile Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı’ında 

gerçekleştirilmiştir. 

3.1.1.Deney hayvanları 

 Denekler G.Ü. Laboratuvar Hayvanları Yetiştirme ve 

Deneysel Araştırmaları Merkezinden (GÜDAM)  temin edilmiş ve 

bakılmıştır. 

Çalışmamızda; erkek, 13 aylık orta yaşlı, wistar albino 

sıçanlar kullanıldı. Çalışma grubunu oluşturan tüm sıçanlar laboratuar 

ortamında, 12 saat aydınlıkta ve 12 saat karanlıkta olacak şekilde normal 

musluk suyu ve standart sıçan yemi ile beslendi. Bu düzen otomatik 

çalışan bir zaman saati ile sağlandı. 

3.1.2.Kullanılan Araçlar ve Kimyasallar 

Santrifüj: MPW-350( soğutma sistemli) 

Sonikatör:  Sonics vibrocell  

ELİSA Okuyucu: BİOKİT EL x 800 Bioelisa Reader 
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Elektroforez ve Blotting: Bio-Rad mini protean system   

Güç kaynağı: Consort E 835 Electrophoresis Power Supply  

Isıtıcı: Eppendorf  Thermomixer Compact 

Tartı: SARTORİUS Basic 

İstatistik Programı: SPSS FOR Windows 

Araştırmada kullanılan TBARS, GSH, NOx tayininde 

kullanılan kimyasallar Sigma Chemical Co. (St. Lois, MO), western blot 

kimyasalları Santa Cruz Biotechnology den temin edilmiştir.  Melatonin 

(Sigma M 5250-16) . Curcumin (C 1386-56). Primer Antikor Santa Cruz; 

Sirt2 (A-5) Sc: 28298, Beta Aktin (R22) Sc:130657. Sekonder Antikor 

Santa Cruz; goat anti-mouse IgG-HRP : Sc 2005, Goat anti- rabbit IgG-

HRP:Sc-2030. Sirt 2 Pozitif Kontrol 3611 RF Whole Cell Lysate Sc: 2215. 

ECL Novex Chemiluminescent substrates (İnvitrogen WP 20002). Marker 

İnvitrogen SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard LC5925. Pro-Prep Protein 

Extraction Solution İntron Biotechnology 17081. Trans-Blot Pure 

Nitrocellulose Membrane Bio-Rad 162-0112. 

 

3.1.3.Araştırma Planı 

Çalışma gruplarımız Tablo 2 de gösterildiği gibi 7 olarak 

belirlendi ve her grupta 6 adet sıçan yer aldı. 1.ve 2. grup kontrol olarak 
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belirlendi ve birinci gruba subkutan (sc) (Phosphate Buffered Saline) PBS 

(%1 lik etanol), 2. gruba intraperitoneal (ip) DMSO 100μl/bw (Dimethyl 

Sulfoxide) bir ay boyunca her gün saat 17:00 de uygulandı. 3. grubumuza 

MLT sc olarak 10mg/kg (%1 lik etanol-pbs çözeltisinde, 0,2 cc), 4. 

grubumuza CUR ip olarak 30mg/kg, 5. grubumuza ise MLT 30mg/kg sc + 

CUR 10mg/kg ip olarak, 6. grubumuza SLT 100μmol/μl ip olarak, 7. 

grubumuza MLT 30mg/kg sc + SLT 100μmol/μl ip 30  gün, saat 17:00 de 

uygulandı. 30 günün sonunda birer gün ara ile gruplardaki sıçanlar 

kalplerinden kan alınıp takiben dekapite edildi. Beyin korteks olarak ayrılıp 

azot tankında derhal,  dondurularak daha sonra çalışılmak üzere -80  C de 

derin dondurucuda saklandı. Alınan örneklerle aşağıdaki parametreler 

çalışıldı. 

Radikal hasarın göstergesi olarak kabul edilebilecek ve lipit 

peroksidasyonu ile paralel değişim gösteren korteks dokusunda  MDA 

düzeyi Tiobarbitürik asit reaktif (TBARS) madde oluşumu yöntemi ile 

çalışıldı.160,161 Radikal hasarına neden olabilecek korteks dokusunda Nitrik 

Oksit (NOx) düzeyi Griess yöntemi ile çalışıldı162 Antioksidan kapasitesinin 

göstergesi olarak kabul edilen; korteks dokusunda  GSH tayini modifiye 

Elman yöntemi ile çalışıldı.163   Korteks dokusundan, hücre lizatları elde 

edildi. Bu lizatlardaki protein miktarı Bradford protein tayin metodu ile 

ölçüldü.164   Lizatlarda bulunan Sirt2  proteini, proteinlerin moleküler 

büyüklüklerine göre ayrılmasını sağlayan Western Blotting tekniği ile tayin 

edildi. 
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Tablo 2:    Çalışma grupları ve özellikleri 

GRUPLAR UYGULAMA DENEK SAYISI AĞIRLIĞI (gr) 

1. grup             

( kontrol ) 

PBS+ETANOL 6 356,5±36,7 

2. grup 

(kontrol) 

DMSO 6 347,3±27,3 

3. grup PBS+ETANOL + MLT 6 371,6±22,4 

4. grup DMSO + CUR 6 356,1±34,3 

5. grup PBS+ETANOL+ MLT ve 

DMSO+CUR 

6 362,4±28,2 

6.grup DMSO+SLM 6 374,5±32,7 

7.grup PBS+ETANOL+ MLT ve 

DMSO+SLM 

6 382,6±33,9 
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3.2.Tayin Yöntemleri 

3.2.1.Dokuda TBARS Tayin Yöntemi 

Korteks dokusunda lipit peroksidasyon derecesi tiobarbitürik 

asit reaktif madde oluşumu yöntemi ile çalışıldı. Doku örnekleri sonikatör 

(%50 ) ile soğuk Trikloraasetik Asit (TCA) ( 0,1gr korteks dokusu +0,9ml 

%10luk TCA) içinde buzlu ortamda homojenize edildi. Daha sonra +4  C 15 

dk.  süreyle 4000rpm de santrifüj edildi ve süpernatan alınarak 4000 rpm 

de 8 dk. tekrar santrifüj edildi. Örneklerden 250 μl alınarak üzerine 10μl 

%1 lik Butillenmiş Hidroksitoluen (BHT), 250 μl Tiobarbitürik Asit (TBA) 

eklendi. Daha sonra örnekler 100  C de kaynayan su banyosunda 15 dk. 

bekletildi, daha sonra soğutularak 4000 rpm de santrifüj edildi. 

Süpernatanlar alınarak her bir örneğin absorbansı 532 nm de tayin edildi. 

Korteks  dokusu için lipid peroksidan düzeyi 1,56 x 105 M-1 cm-1 

kullanılarak MDA  eşdeğeri olarak ifade edildi. 

3.2.2.Dokuda Glutatyon Tayin Yöntemi 

Korteks dokusunda GSH tayini için modifiye Ellman yöntemi 

kullanıldı.163 Lipid peroksidasyonda anlatıldığı şekilde homojenize edilip 

santrifüj edildikten sonra 100μl örnek + 400μl (0.3M) Di Sodyum Hidrojen 

Fosfat (Na2HPO4) +  50μl Elman Reaktifi (DTNB) eklendi, vortekslendikten 

sonra 10dk. beklendi.  Daha sonra Elisa okuyucusunda karışımın 

absorbansı 412nm dalga boyunda ölçüldü ve glutatyon düzeyleri13 600 M-

1 cm-1 katsayısı kullanılarak hesaplandı. 
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3.2.3.Dokuda Nitrik Oksit Tayin Yöntemi 

 Korteks dokusunda NOx miktarı Griess yöntemi ile çalışıldı. 

0,05 gr doku aldık üzerine 0,5ml PBS ekleyerek homojenize ettik.  2000 

RCF de +4 C de 5 dk santrifüj ettikten sonra 400μl süpernatanı aldık. 

Süpernatanların üzerine 200μl N Sodyum Hidroksit (NaOH) konarak oda 

ısısında 5 dk inkübe ettik. Daha sonra karışıma 200μl%10 luk Çinko Sülfat 

(ZnSO4) ekleyip vorteksledik ve 3000 rcf de +4  C de 5dk santrifüj ettik. 

500μl örneklerden ayırarak 14000rpm de +4  C de 5dk santrifüj ettikten 

sonra örneklerimiz NOx  ölçümü için hazır hale geldi. 

 NOx ölçümü için; 100μl örnek, 100μl Vanadyum Klorür 

(VaCl2) 50μl sülfanilamid, 50μl NEDD karışımı ekleyip 37  C de 30 dk 

bekledikten sonra hazırlanan karışım Elisa okuyucusun da  540nm dalga 

boyunda okundu. NOx miktarı hazırlanan standart çözeltiye göre 

hesaplandı. 

3.2.4.Bradford Protein Tayin Metodu 

Bradford protein ölçümü prensibi, asidik çözelti Comassie 

Brilliant Mavisi, proteine bağlandığında 465-595 nm dalga boyları arasında 

maksimum absorbans değişikliğine dayanır. Miktardaki protein tayini için 

hızlı duyarlı bir yöntemdir. Bu yöntemle korteks dokusundaki protein 

miktarını ölçebilmek için 0,02 gr doku tarttık. Bu dokuların üzerine 1,200μl 

PRO-PREP  Protein Extraction Solution ekledik. Sonikatörle buz içinde 

homojenize ettikten sonra 30 dk – 20  C de inkübe ettik. Örneklerimizin  

13000 rpm, +4  C 5 dk. santrifügasyonu sonrası süpernatanlarımızı ayırdık.  
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Örnekler ölçülmeden önce standartları hazırladık. BSA 

(Bovine Serum Albumin) standart protein olarak kullanıldı. Standartlarımız 

için 200mg/ml stok BSA hazırlandı ve bu stoktan yapılan 1,5mg/ml-

1mg/ml-0,5mg/ml-0,25mg/ml-0mg/ml oranlarındaki protein 

solüsyonlarından bir protein konsantrasyonu-abzorbans için standart bir 

grafik oluşturduk. Elde ettiğimiz grafik eğimi ve absorbans değerlerinden 

protein yoğunluğunu hesaplarken aşağıdaki formül kullanıldı. 

               Protein (mg/ml)= Absorbans / y - standart grafiğin eğimi 

     10μl örnek 250μl Bradford çözeltisi şeklinde standartlar ve örnekler ikili 

olarak kuyucuklara yüklendi ve Elisa okuyucusunda 595nm dalga boyunda 

okundu. İki yüklemenin ortalaması alındıktan sonra formülden her 

örnekteki protein miktarı belirlendi. 

3.2.5.Western Blotting Tekniği ile Protein Belirlenmesi 

Lizatlardaki proteinlerin, moleküler büyüklüklerine göre 

ayrılmasını sağlayan bir metottur. Örneklerdeki protein miktarını Bradford 

metoduyla bulduktan sonra yükleme için kullanacağımız protein miktarını 

20μg olarak belirledik ve örneklerden hangi hacimde alacağımızı 

aşağıdaki formülle hesapladık. 

                 20μg için yükleme hacmi= 20 / protein konsantrasyonu 

Yüklemek hacmimizi 40μl belirledikten sonra yükleme 

hacminin %50 x2 örnek tamponu (Sample Buffer)  +örneklerimiz ve kalan 

hacimde saf su ile tamamlandı. Daha sonra örneklerimiz vortekslendi ve 
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95  C 5dk. kaynatılarak protein denature edildi. Örnek tamponu  ( β-

merkaptoetanol, glliserol, SDS, Bromofenol-blue boyası ve Tris HCl, 

Ph:6,8) , proteinlerin jel üzerinde düzgün bir şekilde yürümesini sağlar. 

SDS örneklerdeki proteinleri sararak negatif yüklenmelerini sağlar. 

3.2.6.Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) 

Poliakrilamid jeller hedef proteinimiz olan Sirt2 için %10 

olacak şekilde hazırlandı. Jellerimiz iki kısımdan oluştu 1. Ayırma Jeli 

(Resolving gel) 2,5ml %40 acrilamid, 2,5 ml 1,5M Tris-HCl (pH8,8), 100μl 

% 10 luk SDS, 4,8ml saf su, 100μl Amonyum persülfat (APS ), 10μl 

TEMED karşımı jel hazırlama camları  arasına döküldü jelin üst kısmı hava 

ile teması kesmek için distile su ile kaplandı 30 dk polimerizasyonu için 

beklendi. Daha sonra jelin üzerindeki su uzaklaştırıldı ve 2. Yığınlama Jeli 

(Staking gel) bir önceki jelin üzerine döküldü kuyucukları oluşturmak için 

jelin içine tarak yerleştirildi. Yığınlama jelin de  polimerize olması için 30 dk 

beklendi. Örneklerin yüklendiği bu jelin diğerinden tek farkı 0,5M Tris-HCl 

(ph:6,8) içermesidir. 

Jeller elektroforez tankına yerleştirildikten sonra tankın içine 

bir miktar Yürütme Tamponu (Running Buffer: Tris baz, Glisin ve SDS)  

konuldu, kuyucukları oluşturan tarak çıkarıldı ve örnekler dikkatli bir 

şekilde kuyucuklara yüklendi. Birinci kuyucuğa bize referans olacak olan 

renkli markerımız yüklendi, yürütme tamponu tankın içinde gerekli 

seviyeye kadar getirildi ve güç kaynağına bağlandı. Güç kaynağı,  

yığınlama  jel de 100V da ayırma  jel de 160V da ayarlandı. Yürüme işlemi 

50 dakika sürdü. 
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3.2.7.Jel Transferi ve İmmunoblotting 

 Proteinlerin antikor ile saptanmasından önce, jeldeki protein 

içeriği nitrosellilöz membrana aktarılması için, elektroforez tamamlandıktan 

sonra jeller cam plakalardan dikkatlice ayrıldı ve Transfer Tamponunda 

(Transfer Buffer: Tris-baz, glisin, distile su ve son olarak Methanol ) 20 dk 

bekletildi. Nirosellilöz membran 3dk distile su içinde yıkandı ve transfer 

tanponu içinde kullanılana kadar bekletildi. 

Transfer sandviçi negatif yüklü olacak plakadan başlayarak, 

sünger, transfer tamponunda ıslanmış filtre kağıtları  jel üzerine membran 

tekrar filtre kağıtları, sünger ve pozitif plaka ile yapıldı. Her katmanda hava 

kalmamasına dikkat edildi. Güç kaynağı 350 amper’e ayarlandı 30dk da 

transfer tamamlandı. Bu yöntem ile jelin içinde SDS ile kaplanmış negatif 

yüklü proteinler elektrik akımı altında pozitif alana yani membrana doğru 

ilerlemesi sağlanmıştır. 

Transfer tamamlandıktan sonra membran ayrılarak, TBS-T 

Yıkama Tamponu ile yıkandı sonrasında membran bloklama 

solüsyonu(%5’lik süt tozu+ TBS-T) içinde 2 saat oda sıcaklığında 

karıştırıcının üzerinde inkübe edildi. Bu basamak ile proteinin özgün 

olmayan bağlanma noktaları engellendi. Sürenin sonunda membran 

yıkama tamponu ile 3 kez 5’er dakikalık sürelerle yıkandı. Uygun oranlarda 

dilüsyonlarla hazırlanan15ml lik antikor tamponunda  (primer 

antikor+%5’lik süt tozu + TBS-T ) +4 C de 1 gece boyunca inkübe edildi. 

Ertesi gün membran 3 er kez 5 er dakikalık sürelerle TBS-T 

yıkama tamponu ile yıkandı. Daha sonra 15ml lik antikor tamponunda  
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(sekonder antikor + +%5’lik süt tozu + TBS-T) oda sıcaklığında 2 saat 

inkübe edildi. Sürenin sonunda membran tekrar 3 er kez 5 er dakikalık 

sürelerle yıkandı. 

En son membran naylon zarf içine yerleştirilip 2ml 

chemiluminecent çalışma ayracı ( ayraç1: ayraç:2=1:1) membranların 

üzerine pipetlendi. Naylon zarf membranların üzerine kapatıldı havası 

temizlendi. Daha sonra film kasetine membran ve medikal X-Ray film 

yerleştirildi. 4dk film membrana maruz bırakıldı ve karanlık ortamda 

yıkandı. İkinci antikorun sağlamış olduğu kemilüminisans sayesinde film 

üzerinde proteine ait bantlar görüntülendi. Filme baskı işlemi özel bir 

görüntüleme merkezinde yapıldı. Sirt2 bantları, kontrol amaçlı 

uyguladığımız Beta aktin bantları referans alınarak Sirt2/Beta aktin oranı 

olarak ifade edildi. Bant yoğunlukları İmage j programı kullanılarak 

hesaplandı. 

3.2.8.İstatistiksel Değerlendirme 

Çalışmamızdaki verilerin değerlendirilmesinde ‘’SPSS 11.4 

for Windows’’ Programında ANOVA, Mann-Whitney U testi ve Korelasyon  

yapılarak gruplar birbirleri ile karşılaştırıldı. 
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4.BULGULAR 

4.1. Korteks Doku MDA Düzeyleri 

Yedi grup arasında, MLT ve CUR uygulamaları kontrol  

grubu ile karşılaştırıldığında serebral korteks MDA düzeyini anlamlı olarak 

azalttığı  bulundu. (Sırasıyla;4,77±0,14 nmol/g doku, 4,90±0,46 nmol/g 

doku; 6,33 ±0,71 nmol/g doku p<0,05). Diğer gruplar arasında fark  

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı.(Grafik 1). 

4.2. Korteks Doku Glutatyon Düzeyleri 

Yedi grup arasında  deney gruplarının ( MLT+ CUR  grubu, 

SLM grubu ve MLT + SLM grubu) GSH düzeyi  kontrol grupları ile ( PBS 

ve DMSO) karşılaştırıldığında,  korteks GSH düzeylerini, anlamlı olarak 

artırdığı gözlendi. (Sırasıyla;2,82±0,03μmol/g doku,  2,74±0,04μmol/bw 

doku, 2,70± 0,03μmol/g doku;  2,53±0,05μmol/g doku, 2,48±0,06μmol/g 

doku p<0,05). ( MLT+ CUR  grubu, SLM grubu ve MLT + SLT grubu) tek 

başına MLT uygulanan grup ile karşılaştırıldığında korteks GSH 

düzeylerini, anlamlı olarak artırdığı gözlendi. (Sırasıyla;2,82±0,03μmol/g 

doku,  2,74±0,04μmol/g doku, 2,70± 0,03μmol/g doku; 2,54±0,03μmol/g 

doku, P<0,05). MLT+CUR uygulaması tek başına CUR ve MLT+SLM ile 

karşılaştırıldığında korteks GSH düzeylerini, anlamlı olarak artırdı.( 

Sırasıyla; 2,82± 0,03μmol/g doku, 2,61±0,05μmol/g doku;  

2,70±0,03μmol/gdoku; p<0,05). (Grafik 2). 
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4.3. Korteks Doku  NOX Düzeyleri 

Çalışmamızda korteks dokusundaki  NOx değerlerine 

bakıldığında MLT+SLM ve CUR uygulaması  DMSO grubu ile 

karşılaştırıldığında serebral korteks NOx düzeyini   anlamlı olarak  artırdı. 

(Sırasıyla;28,20±2,14μmol/g doku, 26,91±2,26 μmol/g doku; 20,63±0,26 

μmol/g doku, p<0,05). Ayrıca MLT + SLM grubu; MLT grubu, MLT+CUR 

grubu ve SLM grupları ile karşılaştırıldığında serebral  korteksde NOx 

anlamlı olarak yüksekti. (Sırasıyla; 28,20±2,14 μmol/g doku; 23,13±1,74 

μmol/g doku, 25,37±3,60 μmol/g doku,  22,75±0,95 μmol/g doku,  p<0,05). 

( grafik 3 ). 

4.4. Korteks Doku Sirt2 Düzeyi 

MLT uygulaması DMSO ve CUR uygulanan grup ile 

karşılaştırıldığında serebral korteks sirt2 düzeyini anlamlı olarak azalttı 

sırasıyla (88,10±3,48 sirt2/beta aktin; 123,92±17,4sirt2/beta aktin, 

228,85±10,41sirt2/beta aktin;  p<0,05) CUR uygulaması tüm gruplar ile 

karşılaştırıldığında serebral korteks sirt2 düzeyini anlamlı olarak arttırdı. 

(Sırasıyla;228,85±10,41 sirt2/beta-aktin; 99,99±9,02 sirt2/beta-

aktin123,92±17,4sirt2/beta-aktin, 88,10±3,48 sirt2/beta-aktin, 86,32±8,97 

sirt2/beta-aktin,116,59±11,35 sirt2/beta-aktin,106,52±13,60sirt2/beta-aktin;  

p<0,05).  
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      Şekil 16 :  Gruplarımızın sirt2 bantları ve beta-aktin bantı  
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Tablo 3 :Grupların istatistiksel değişimleri (ortalama±SH)  

 
KONTROL 

   
DENEY 

  

Parametreler PBS DMSO Melatonin Curcumin melatonin+curcumin Salermid Salermid+Melatonin 

AĞIRLIK 356,5±36,7 347,3±27,3 371,6±22,4 356,1±34,3 362,4±28,2 374,5±32,7 382,6±33,9 

MDA (nmol/g) 6,33±0,71
* 

5,80±0,52 4,77±0,14
* 

4,90±0,46* 
5,39±0,24 

6,29±0,76
 

5,50±0,41 

GSH (μmol/gr) 2,53±0,05
*¥§ 

2,48±0,06
*¥§ 

2,54±0,03*¥§ 
2,61±0,05*

¥ 
2,82±0,03

* 
2,74±0,04

¥ 
2,70±0,03

*§ 

NOx (μmol/gr) 24,63±1,66 20,63±0,26*¥ 
23,13±1,74* 25,80±2,15¥ 21,86±0,99* 

22,75±0,95* 
28,20±2,14* 

SİRT2/beta aktin 99,99±9,02* 123,92±17,4*¥ 88,10±3,48*¥ 228,85±10,41* 86,32±8,97*¥ 116,59±11,35* 106,52±13,60* 

        
        +¥§*p değeri <0,05     
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        Grafik1: Gruplar arası korteks dokusu MDA düzeyleri (nmol/g) 

        Kontrol grubu (PBS); MLT ve CUR grubundan anlamlı olarak yüksek. p<0,05 
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    Grafik 2: Gruplar arası korteks doku GSH değişimleri (μmol/g) 

MLT+CUR grubu; kontrol grubu (PBS, DMSO), MLT, CUR, MLT+SLM  gruplarından 
anlamlı yüksek bulundu. * p<0,05 

SLM grubu; kotrol grubu (PBS, DMSO), MLT, CUR gruplarından anlamlı yüksek 
bulundu. ¥ p<0,05 

MLT+SLM grubu; kontrol grubu (PBS , DMSO) ve MLT grubundan anlamlı yüksek 
bulundu. § p<0,05  
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 Grafik 3: Gruplar arası korteks doku NOx  değişimleri (μmol/g) 

MLT+SLM grubu; Konrol grubu (DMSO), MLT, MLT+CUR, SLM gruplarından anlamlı 
olarak yüksek bulundu * p<0,05 
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Grafik4: Grupların Sirt2/beta-aktin oranlarının PBS grubuna göre % değişim grafiği  

CUR Grubu ; Kontrol grubu (PBS, DMSO), MLT, MLT+CUR, SLM, MLT+SLM 

gruplarından anlamlı olarak yüksek  * p<0,05 

Kontrol (DMSO) grubu; MLT ve MLT+CUR  gruplarından anlamlı yüksek ¥ p<0,05 
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5.TARTIŞMA 

Biyolojik süreçlerde oksidanlar önemlidir ve ROS üretimi –

belli sınırlarda- homeostazisi sağlamada gereklidir. Organizmadaki 

oksidan stres ile antioksidan kapasite dengesinin oksidan stres lehine 

bozulması sonucu yaşlanma süreci hızlanmaktadır. Canlılar için serbest 

radikallerin yararlı ve zararlı etkileri çok hassas bir dengeyi oluşturur; bu 

denge redoks düzenleyicisi adı verilen sistem tarafından düzenlenir.165 

Redoks düzenleme sistemi oksidatif strese karşı canlıyı korur. 

Yaşlanmayla mitokondri fonksiyonları da azalmasına paralel olarak 

antioksidan enzimlerde de bir azalma görülüyor. Antioksidanlardaki bu 

azalma redoks sisteminin bozulmasına neden olur.166 ROS üretimi, 

yaşlanmanın endojen hızını kontrol eden bir parametredir.167 Yaşlanmaya 

karşı; her türün, bireyin, organın, dokunun, hücrenin bile farklı cevap 

verebileceği bildirilmiştir.168 Yaşlanmanın zararlı etkilerinin en çok 

gözlendiği yer beyin gibi postmitotik dokulardır. 

Yaşlanma genellikle serebral korteksi de içine alan beynin 

bazı bölümlerinde nöron kayıplarıyla karakterizedir.66 Normal yaşlanma 

sırasında, beyin hem morfolojik hem de sinapslar, dentritik dallanmalar, 

nörotransmitterler, sirkülasyonu ve metabolizması, motor ve duyu 

sistemleri, uyku, hafıza ve öğrenme, lipofusin birikimi gibi fonksiyonel 

olarak değişim geçirir. Beyinde meydana gelen bu değişikliklerin moleküler 

temeli bilinmiyor fakat birçok çalışma ROS ve mitokondriyi sorumlu 

tutuyor.169,170  Hayvanlar ve insanlar üzerine yapılan çalışmalarda serbest 

radikallerin birikimi, hücresel element ve protein hasarın oluşması 

yaşlanmanın ana bulgularından biri olduğunu göstermiştir.171,172,173 Birçok 

çalışma, yaşam süresi ile DNA onarım yeteneği, reaktif oksijen 
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moleküllerinin detoksifikasyonu, strese karşı koyma yeteneği ve yıpranmış 

hücrelerin yenilenmesi arasında pozitif korelasyon göstermiştir.174 Aynı 

zamanda uzun yaşam ve hasar birikim oranı arasında negatif korelasyon 

olduğunu gösteren çalışmalar da vardır.175,176 

Serbest radikal, süperoksit ve nitrik oksit;  büyüme, 

farklılaşma ve ölüm gibi farlı hücresel fonksiyonlarla ilişkili olan sinyalleme 

yolaklarına aracılık eden önemli moleküllerdir. Yaşlanmada nitrik oksit 

hipotezi serbest radikal teorisiyle bağlantılıdır.177 Birçok çalışmada, NO 

üretimindeki bozulmanın, yaşlanmada beyin fonksiyonlarındaki değişimler 

ve hasarlanma ile birlikte olduğu gösterilmiştir.58,178 Yaşlanma ile birlikte 

insan ve sıçanda çeşitli dokularda NO düzeyinin arttığı bildirilirken53,177,179 

bazı çalışmalarda sitozolik nitrik oksit düzeyinin yaşlanma ile azaldığı 

göstermiştir.180  Yaşlanma ile artan NO dan iNOS sorumlu tutuluyor.177 

Bustamante ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, beyin dokusunda 

yaşlanma ile görülen NO üretimindeki azalmanın nNOS daki azalmayla 

ilişkili olduğu gösterilmiştir. 

Melatonin birçok biyolojik etkisinin yanı sıra, güçlü bir radikal 

süpürücü ve antioksidan özelliğe sahiptir. Bilinen tüm antioksidanlardan 

(mannitol glutatyon, vit E,C gibi) daha güçlü serbest radikal süpürücü 

özelliği vardır. Melatonin, ROS’un özellikle de hidroksil ve peroksid 

grublarının eliminasyonunu yapar.181 Sağlıklı genç ve yaşlı bireylere 

melatonin uygulanması; MDA düzeyini azaltmış, SOD düzeyini arttırmıştır. 

Melatoninin antioksidan etkisinin gençler ile karşılaştırıldığında, yaşlılarda 

daha fazla olduğu bulunmuştur.182 Melatonin, i NOS96,97 ve nNOS’u96,98 

down regüle ederek NOx oluşumunu engelleyebilir. 
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MLT uygulaması yaşlı sıçanlarda beyinde olan oksidan 

hasarı azaltarak antioksidan savunmayı artırır181,183,184 ve farelerde185 

oksidatif stresi azaltarak antioksidan sistemi artırır. 

Çalışmamızda yaşlı sıçanlara MLT uygulaması serebral 

korteks MDA düzeyini kontrol grubuna göre anlamlı olarak azaltmıştır. 

Literatürde MLT uygulamasının yaşlı sıçanlarda oksidatif stresi azalttığına 

dair pek çok çalışma mevcuttur ve bulgularımızla uyumludur. 

Curcumin de toksik özelliği olmayan antioksidan, serbest 

radikal süpürücüsü ve antienflamatuar özelliği ile yaşlanmada çalışılan bir 

polifenoldür.143 

Kalori kısıtlaması ile mayalardan kemirgenlere ve hatta 

primatlara kadar geniş aralıktaki organizmalarda hayatta kalma süresini 

artırdığı gösterilmiştir.186,187 Kalori kısıtlamasını taklit eden bileşikler 

(STACs)  sirtüin aktivatörü olarak bilinirler.  Curcumin STACs lardan biridir. 

Curcuminin, demir-bağlantılı lipit peroksidasyonunu152  reaktif oksijen 

türlerinin oluşumunu ve demir iyonunun oksidasyonunu153  inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Ayrıca curcuminin beyin üzerine etkileride gösterilmiştir. 

Curcuminin, beyin homejenatlarında , demir iyonu, ferrik –askorbat ve 

ferrik-ADP-askorbatla oluşan lipit peroksidasyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiştir.157 Curcumin ile beslenen farelerin beyinlerinden alınan 

mikrosomlarda, Na+, K+, -ATPaz aktivitesinde artış gözlenmiştir.158 

Curcumin, linoateleri ( yağ asiti radikali şekli ve oksitlenebilme yeteneği 

olan bir poliunsatüre yağ asiti)  kullanarak lipit peroksidasyonu inhibe eder. 

Curcuminin bir diğer aktivitesi, serbest radikalleri temizleme olarak 

gösterilmiştir. Curcumin, makrofajlarda  i NOS aktivitesini down regüle 
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eder ve  bunuda ROS miktarını azaltarak yapar. Mikroglial hücrelerdeki 

çalışmalarda curcumin tedavisi sonrasında oksidatif stresden sinir 

hücrelerinin korunması ve NO ürünlerinin azaldığı gösterilmiştir.11 Hayvan 

modellerindeki çalışmalar; curcuminin nörodejeneratif hastalıklarda 

(Alzheimer hastalığı) faydalı olabileceğini göstermişlerdir.188,189 

Literatürde CUR’nin iNOS aktivitesini inhibe ettiği 

gösterilirken140,190 NOS ve e NOS da artışa neden olduğu da 

gösterilmiştir.191 

DMSO, çalışmamızda bir çözücü olarak kullanılmasına 

rağmen literatürde nöroprotektif özelliğinden de bahsedilmektedir.192,193,194 

Çalışmamızda curcuminin tek başına uygulaması serebral 

korteks MDA düzeyini kontrol grubuna göre anlamlı olarak azaltmıştır. 

MLT ve CUR radikal süpürücü özellikleri ile yaşlanmada etkilidirler. Birlikte 

uygulandıklarında serebral korteks MDA düzeyine sinerjistik bir etki 

göstermemişlerdir. 

MLT, CUR ve SLM uygulaması kontrol grubuna göre 

serebral korteks GSH düzeyini anlamlı olarak artırmıştır. MLT+CUR, SLM 

ve MLT+SLM uygulaması tek başına MLT uygulaması ile 

karşılaştırıldığında korteks GSH düzeyini anlamlı olarak artırmıştır. 

MLT+CUR uygulaması tek başına MLT ya da CUR uygulamasına göre 

serebral korteks GSH üzeride daha etkili olmuştur. Tek başlarına MLT ya 

da CUR uygulamasının GSH düzeyine etkisi önceki çalışmalarla 

uyumludur. 
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CUR uygulaması DMSO grubu ile karşılaştırıldığında  

korteks NO düzeyini artırmıştır. SLM+MLT uygulaması kontrol MLT, 

MLT+CUR ve SLM uygulamasına göre serebral korteks NO düzeyinde 

anlamlı artışa yol açmıştır. 

 Yaşlanma üzerine yapılan son çalışmalarda sirtuin olarak 

isimlendirilen NAD bağımlı protein deasetilazın, model organizmalarda 

yaşam süresini uzatabildiği ve kalori kısıtlamasının yaşlanmayı engelleyici 

etkisine aracılık ettiği gösterilmiştir.122 Sirtuinlerin birçok fizyolojik süreçteki 

rolü araştırılıyor. Son yıllardaki çalışmalar sirtuin ve farklı biyolojik süreçler 

arasındaki bağlantıyı aydınlatmaya başladı. SİRT1’in DNA hasarı ya da 

oksidatif streslerle uyarılarak hücresel yaşlanmayı ya da apoptozisi inhibe 

ederek hücrelerin hayatta kalmasını artırdığı gösterilmiştir.15 

 Sirt2 yetişkin beyninde baskın olarak bulunan nöronal bir 

proteindir. Sirt2 nin etkileri; mayalarda, enerji metabolizması ve yaşam 

süresinin uzunluğu vertebralılarda, metabolik ve insanda nörolojik 

hastalıkların tedavisinde gösterilmiştir.113,195 Fazla Sirt2 nöronlar için 

zararlı olabilir.196,197 Tersine olan bazı çalışmalarda ise, Sirt2 düzeyindeki 

azalma p53 seviyesini etkileyerek hücre apoptozisini uyardığı 

gösterilmiştir.198 Sirt2 nin farmokolojik inhisyonu ile Parkinson 

hastalığında199 huntington hastalığında200 nöroprotektif etki göstermiştir. 

Hücre kültüründe, Sirt2 aktivasyonu artarak Bid ekspresyonunu uyararak, 

apoptozise neden olur.201 

CUR uygulaması DMSO ve MLT, SLM ve MLT+SLM grupları 

ile karşılaştırıldığında sirt2 nin beta aktine oranını anlamlı olarak 

artırmıştır.  
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Çalışmamızda yaşlanmayla sirtuin proteininin, serebral 

korteks dokusundaki değişimlerini MLT ile yaşlanma üzerine olan etkilerini 

karşılaştırabilmeyi hedefledik. Sirtüin proteinin aktivitesini küçük 

moleküllerle değiştirebilmemiz, yaşlanmış sıçanların korteks dokularında 

sirt2 in inhibitorü salermid ve STACs curcuminin, MDA GSH ve NOx 

üzerine etkilerini görebilmemizi ve bu etkileri melatoninin etkileri ile 

karşılaştırmamıza olanak verdi. 

Korteks dokusunda,  MLT ve CUR alan gruplarda MDA 

düzeyinin düşük bulunması bize MLT ve CUR’nin  lipid peroksidasyon 

oluşumunu SLM den daha fazla engellediğini düşündürdü. Sirt2 inhibitörü 

olan SLM antioksidan olarak etkili olmuştur.  MLT ve CUR nin antioksidan 

oluşumuna etkileri aralarında fark oluşturmazken birlikte etkileri anlamlı 

farklar oluşturdu. Literatürdeki yayınlarda da yaşlanma ile sirt2’nin arttığı 

gösterilmiştir.125 Literatürde sirt2 ile melatoninin oksidan ve antioksidanlar 

üzerine etkilerinin karşılaştırıldığı bir araştırmayla karşılaşmadık. NOx 

oluşumu en fazla MLT+SLM alan gruptaydı CUR grubu da kontrol 

gruplarından daha fazla NOx oluşumu göstermişti. NOx oluşumundaki bu 

artışları açıklayabilmemiz için NOS izoformlarınında araştırılmasına 

ihtiyacımızın olduğunu görülmüştür.  
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6.SONUÇ 

Sonuç olarak, mevcut çalışmadan elde edilen bulgular, halen 

yaşlanmayı açıklayan yardımcı teorilerden biri olan serbest radikal teorisini 

desteklemektedir. Ayrıca yaşlanmayla birlikte fizyolojik olarak melatonin 

düzeylerinin azaldığı göz önünde bulundurulursa orta yaşlı sıçanlarda 

melatonin uygulamasının etkili olduğu söylenebilir. Curcumin uygulaması 

melatonin de olduğu gibi radikal düzeyini azaltmış ve antioksidan 

savunmayı arttırmıştır. Ancak birlikte uygulandıklarında glutatyon üzerinde 

göstermiş oldukları anlamlı etkiyi malondialdehid üzerinde 

göstermemişlerdir.  

Yine curcumin uygulaması nitrik oksit ve sirt2 düzeyinde 

artışa yol açmıştır. Sirt2 inhibitörü olarak uygulanan salermid ise, glutatyon 

düzeyini artırmıştır. Salermid melatonin ile birlikte uygulandığında 

glutatyon düzeyindeki etkisi daha belirgindir. Sirt2 üzerinde inhibitör etkisi 

bulunmadı. 

Tüm veriler gözönüne alındığında; salermide ve curcumin 

melatonin ile birlikte uygulandığında malondialdehid, glutatyon  ve sirt2 

değerlerine etkileri benzer bulundu.  

Elde edilen verilerin mekanizmalarını açıklayabilmek için  NO 

daki artışın hangi NOS dan kaynaklandığı , sirt2 nin  ya da diğer 

sirtuinlerin ekspresyonunun, aktive ve inhibisyonunun  araştırılması için 

daha ayrıntılı çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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7.ÖZET 

YAŞLANMA SÜRECİNDE BEYİNDE SİRTUİN AKTİVASYONU 

SIRTUIN ACTIVATION OF BRAIN DURING AGING PROCESS 

Yaşlanma çeşitli dokularda radikal yapımını artırır ve bu artış, 

nörodejeneratif hastalıklarla birliktedir. Yaşlanma sürecinde güçlü bir 

radikal süpürücü olarak fonksiyon gören melatonin azalır. Curcumin 

antiproliferatif, antioksidan ve antienflamatuar özelliklere sahiptir. 

Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD+ ) kofaktörüne ihtiyaç 

duyan tip III histon deasetilaz enzim (HDAC) ailesi içinde Sirtuin proteini 

yer alır. Bu ailenin bir üyesi olan sirt2 nin nörodejenerasyonla ilgili olduğu 

ve  Sirt2 inhibitörü olan salermid (SLM) in uygulanmasının nörodejeneratif 

hastalıklarda olumlu etkilerini gösteren çalışmalar mevcuttur.  

 Etik kurul onayını takiben Wistar sıçanlar laboratuvar şartları 

altında 12 saat aydınlık- karanlık siklusunda kontrol (%1 etanol-PBS sc 

saat 17:00’de, 30 gün süre)  melatonin (MLT) grubu (10mg\kg+etanol-PBS 

sk saat 17:00`de 30 gün süre),  dimetilsülfoksit (DMSO 100µl/bw ip, saat 

17:00’de, 30gün) Curcumin (CUR) (30mg/kg+DMSO ip saat 17:00’de, 30 

gün), SLM (100µmol/1µl+DMSO ip, saat 17:00’de, 30 gün) ve MLT+CUR, 

MLT+SLM gruplarına ayrıldı. Orta yaşlı (13 aylık n=42) sıçanlarda beyin 

korteks dokusun da lipid peroksidasyonu ve sirt2 düzeyi arasındaki ilişkiyi 

araştırmayı amaçladık. 
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MLT ve CUR uygulaması yaşlı sıçanların kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında, serebral korteks MDA düzeylerini anlamlı olarak azalttı 

(sırasıyla; 4,77±0,14nmol/g doku, 4,90±0,46nmol/g doku; 6,33±0,71nmol/g 

doku, 5,80±0,52nmol/g doku;     p<0,05 ).  MLT in tek başına ya da CUR 

ve SLM, ile uygulaması serebral korteks GSH düzeylerini kontrol grubuna 

göre anlamlı olarak arttırdı.  (Sırasıyla; 2,54±0,03μmol/g doku, 2,82±0,03 

μmol/g doku, 2,70±0,03 μmol/g doku; 2,53±0,05 μmol/g doku, 2,48±0,06 

μmol/g doku; p<0,05). CUR ve MLT+SLM uygulaması NO düzeyini kontrol 

gruba göre anlamlı arttırdı  (sırasıyla; 25,80±2,15 μmol/gdoku, 28,20±2,14 

μmol/g doku; 20,63±0,26 μmol/g doku; P<0,05). MLT+SLM grubunun 

korteks NO düzeyi MLT, MLT+CUR, SLM gruplarından anlamlı olarak 

yüksekti. (Sırasıyla; 28,20±2,14 μmol/g doku; 23,13±1,74 μmol/g doku, 

21,86±0,99μmol/g doku, 22,75±0,9528, 20±2,14 μmol/g doku; p<0,05).  

CUR  uygulaması   diğer gruplar ile karşılaştırıldığında sirt2 düzeyini 

anlamlı olarak arttırdı. (Sırasıyla, 228,85±10,41 sirt2/beta-aktin;  

99,99±9,02 sirt2/beta-aktin, 123,92±17,4sirt2/beta-aktin, 88,10±3,48 

sirt2/beta-aktin, 86,32±8,97 sirt2/beta-aktin, 116,59±11,35sirt2/beta-aktin, 

106,52±13,60 sirt2/beta-aktin;  p<0,05).  

Sonuç olarak yaşlanma ile serebral korteks dokusunda 

serbest radikallerin arttığı, MLT ve CUR uygulamasının  serbest radikal 

düzeyini azalttığı antioksidan savunmayı arttırdığı, MLT+SLM ve CUR 

uygulamasının NO ve CUR, sirt2 düzeyini arttırdığı bulundu. Yaşlanmada 

sirt2 gen ekspresyonunun farklı ajanlar ile modüle edilebileceği ve bu 

modulasyonun yaşlanma sürecini etkileyebileceği sonucuna varıldı.  

Anahtar kelimeler: Yaşlanma, melatonin, sirt2, curcumin, 

salermide, oksidatif stres, glutatyon, NO 
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8.SUMMARY 

SIRTUIN ACTIVATION OF BRAIN DURING AGING PROCESS. 

YAŞLANMA SÜRECİNDE BEYİNDE SİRTUİN AKTİVASYONU 

Aging increases the production of radicals in various tissues 

and this increase goes hand by hand with neurodegenerative diseases. 

Melatonin, which is a powerful scavenger of radicals, significantly 

decreases in the aging process. Curcumin has antiproliferative, antioxidant 

and antinflammatory features. 

Sirtuins are family of NAD-dependent deasetylase (class III 

histon deasetylase). Several studies indicated that SIRT2 is related to 

neurodegeneration and treatment of salermide, i.e. an inhibitor of SIRT2, 

has positive impact on neurodegenerative diseases.  

 Following approval of the ethical committee, Wistar rats 

were divided in the groups of control (1% ethanol-PBS, sc at 17:00 for 30 

days), Melatonin (MLT) (10mg\kg+ethanol-PBS, sc at 17:00pm for 30 

days),  dimethylsulfoxide (DMSO 100µl/bw, ip at 17:00pm for 30 days), 

Curcumin (CUR) (30mg/kg+DMSO, ip at 17:00pm for 30 days),  SLM 

(100µmol/1µl+DMSO, ip at 17:00pm for 30 days), MLT+CUR and 

MLT+SLM in the laboratory under condition of equal period light and 

dark,12 hours of light/12hours dark cycle. The aim of the present study 

was to investigate the relation between levels of lipid peroxidation and 

SIRT2 in cerebral cortex of middle-aged rats (13 months, n=42). 
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Comparing to the control groups, treatment of MLT and CUR 

significantly decreased MDA levels in cerebral cortex of the rats 

(4,77±0,14nmol/g tissue, 4,90±0,46nmol/g tissue; 6,33±0,71nmol/g tissue, 

5,80±0,52nmol/g tissue, respectively, p<0,05).  Furthermore, treatment of 

MLT alone and its combination with  CUR or SLM significantly increased 

the level of GSH in cerebral cortex more than the control groups 

(2,54±0,03μmol/g tissue, 2,82±0,03 μmol/g tissue, 2,70±0,03 μmol/g 

tissue; 2,53±0,05 μmol/g tissue, 2,48±0,06 μmol/g tissue, respectively, 

p<0,05). Treatment of CUR and MLT+SLM increased the level of NO 

(25,80±2,15 μmol/g tissue, 28,20±2,14 μmol/g tissue; 20,63±0,26 μmol/g 

tissue, respectively p<0,05). The level of cortex NO in the group of 

MLT+SLM was higher than the groups of MLT, MLT+CUR, and SLM 

(28,20±2,14 μmol/g tissue; 23,13±1,74 μmol/g tissue, 21,86±0,99μmol/g 

tissue, 22,75±0,9528, 20±2,14 μmol/g tissue, respectively, p<0,05).  

Treatment of CUR significantly increased the level of SIRT2 in compared 

to the other groups (228,85±10,41 SIRT2/beta-aktin;  99,99±9,02 

SIRT2/beta-aktin, 123,92±17,4 SIRT2/beta-aktin, 88,10±3,48 SIRT2/beta-

aktin, 86,32±8,97 SIRT2/beta-aktin, 116,59±11,35 SIRT2/beta-aktin, 

106,52±13,60 SIRT2/beta-aktin, respectively  p<0,05).  

In sum, it was found that (1) free radicals in cerebral cortex 

were increased by aging, (2) treatment of MLT and CUR decreased levels 

of free radicals, and increased antioxidant defense, (3) treatment of 

MLT+SLM and CUR increased the levels of NO. However, alone CUR  

increased SIRT2 level. Finally, it was concluded that SIRT gene 

expression could be modulated by various agents in aging, and this 

modulation would have impact on the process of aging. Key words: 

Aging, melatonin,sirt2, curcumin, salermide, oxidative stress, glutathion, 

NO 
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