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ONSOz

Diyabet, Katarakt, Parkinson, Alzheimer gibi pek ¢ok kronik
hastallk yaslanma surecinde ortaya cikar. Yaslanmanin kendisi bu
hastaliklarin olugsmasi igin bir risk faktoridir. Yaslanmayi acgiklamada
kullanilan teorilerin higbiri bu sireci agiklamada yeterli degildir. Serbest
radikal teorisi yaslanma slrecinde; radikal artisi ve antioksidan
savunmanin azalmasi seklinde acgiklanir. Yaslanma surecinde c¢alisilan
maddelerden Melatonin ve Curcumin, radikal hasar azaltirlar ve

antioksidan savunmay: artirirlar.

Son calismalar yaslanma surecini kontrol etmeye yodnelik
genler ve yolaklar Uzerinedir. Yaslanmada hicre dongusu Uzerine etkili
molekullerden deasetilasyon Uzerinden etki gosteren Sirtuin proteini
calisiimaktadir. SiRT2'nin yaslanmayla korteks dokusu (zerine olan
etkisini Malondialdehid, Glutatyon ve Nitrik Oksit parametreleri ile

arastirmayi amacladik

XV



1. GIRIS ve AMAC

Yaslanma surecinin nasil gercgeklestigi, insanlik tarihi
boyunca merak konusu olmustur. Bu nedenle bu konuya iligkin birgok teori
ortaya atilmigtir; bu teoriler arasinda serbest radikal teorisi hala
populeritesini korumaktadir. Yapilarinda eglesmemis elektron iceren atom
veya bilesikler serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir.'? Aerobik
organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif oksijen
arinleri (ROS) meydana gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron
transportu olmak Uzere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon,
cesiti sentez ve degradasyon reaksiyonlarinda ROS olugmakta ve
prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda
gelisen oksidatif stres, cesitli mekanizmalar ile biyomolekullere hasar
vermektedir.>* Serbest radikallerin; DNA, protein ve lipitler (izerinde
olusturdugu hasar ve birikim sonucunda vyaglanmaya vyol actigi

belirtilmistir.**

inspire edilen oksijenin %20 sini tiiketen beynin metabolik
sureci, 6nemli miktarda serbest radikal olusturur. Beynin bol miktarda
poliansature yag asidi ve yliksek miktarda Demir (Fe) ve askorbat icermesi
onu, ROS icin 6nemli bir hedef yapar® Ayrica beyin antioksidan
savunmadan zengin degildir. Bu durum beynin oksidatif hasarlanmasi igin

bir potansiyel olusturur.”

Melatonin  (MLT) organizmanin antioksidatif savunma
sisteminde yer almaktadir.2 MLT hem lipofilik hem de hidrofiliktir bundan

dolayl da hulcresel kompartmanlara (nukleus, sitozol ve membranlar)



diffuze olur, kan beyin bariyerini gecebilir, ve bu gsekilde antioksidan
etkinligini gésterir.g Ayrica MLT, orta yastan sonra dereceli olarak azaldigi
bilinen bir hormondur ve bu azalma yasla insan serumundaki antioksidan

kapasitesindeki azalmayla korelasyon gésterir.™

Sirtuin aktivator bilegiklerinden (STACs) biri olan Curcumin’in
(CUR) antioksidan, anti-enflamatuar, anti-kanser aktivitesi yani sira hticre
dongusu uzerinde de etkisi bulunur.' Curcumin kalori kisittamasini taklit
ederek etkili olur. Diger bilesiklerle karsilastirildiinda peroksidasyona
karsi beyin lipitlerini korumada etkilidir. '

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

potansiyel inhibitdr etkiye sahip yeni bir molekuldir.™

Yaslanmanin nedenleri birgok teori ile agiklanmaya ¢alisirken
molekuler teorilerde transkripsiyon faktorlerinin aktivitesinin  yasam
suresini  etkilediginin bulunmasi** ve transkripsiyonal suskunlugu
saglayan protein komplekslerinden biri olan Sir2 (Slient Information
Regulator) dikkat ¢ekmistir. Son c¢alismalarda sirtlin ailesinin, oksidatif
stres ya da DNA hasari ile olugan streslerle uyarilan hucrelerin yagaminin
uzamas! arasinda baglanti kurulmasi’® ayrica bu proteinin bazi
molekullerle (CUR ve SLM) aktivasyonunun degistirilebilmesi c¢alisma
hipotezimizi belirledi. Sirtuin ailesinden en ¢ok calisma yapilan sirt1dir
fakat son vyillarda diger sirtlin izoformlari hakkindaki c¢alismalar hizla
artmaktadir. Oksidatif strese karsi en hassas dokulardan biri olan beyinde
yaslanmayla sirt2 degisimlerinin  nasil oldugu, aktivasyonundaki
degisimlerin MDA, GSH ve NOXyu nasil degistirecegi ve gugli bir

antioksidan olan melatonin uygulanmasinin bu parametrelere etkisini



arastirmayi hedefledik. Amacimiz yaslanmanin molekiler temelindeki
birgok bilinmeyenin iginde yaslanma ile sirtiin 2 ve melatonin iligkisini

ortaya koymaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Yaslanma

2.1.1Yaslanma Nedir ?

Yaglanma genellikle, 6lume ve hastalik olusumuna neden
olan ilerleyen yasin, doku ve hlcrelerde meydana getirdigi zararli etkilerin

birikimi olarak tanimlanir'®.

Srehler, yaslanma slrecini, birikerek devam etmeli, evrensel
ve ilerleyici olmall, i¢ etkenlerle olusmali ve saglik i¢in zararli olmali seklin

de dort kriterle agikhyor.

Yasglanma, zamanla organizmanin normal fonksiyonundaki
degisimleri artiran olaylarin sonrasinda olusan karmasik bir si]reg:tir.18 Bu
degisimler, hiucresel protein olusumundan baglayan ve hucresel makro
Ozelliklerin (sinyal reseptorlerin varligi ve yayihmi gibi) konfiglirasyonu
degisen tum organizma fonksiyonlarinda gorulir. Yaslanma daha buyuk
dlceklerde de meydana gelebilir. i¢ organ ya da sistemlerin
fonksiyonlarinin etkinliginde yaygin bir azalma olusturarak hastalik
gelisimine neden olabilir ya da belli dokularda bulunan hucrelerin
fizyokimyasal gevrelerindeki degisimler hastaliklarin baslamasina neden

olabilir."®

Yaglanmayla tum fizyolojik fonksiyonlar etkinliklerini ve
hemeostazisi sadlama kapasitesitelerini kaybederler. Yaslanma asin
derecede karmasik ve ¢ok faktorlu bir surectir. Son yillarda yaslanmanin

tek nedeni lizerinde durulmus ve 300 (in lizerinde teori ortaya atilmig.?



2.1.2.Yaslanma Teorileri

Bu teoriler yaslanma surecini agiklayabilmek igin birgok
kategori iginde siniflandiriimiglardir. Bu siniflandirmalar icerisinde en ¢ok
kabul gorenleri, programlanmig ve hata teorileri altinda yer alirlar.
Programlanmig teoriler, yaslanmanin; gelisme, olgunlagma ve ileri yas
olan buyume asamalari boyunca yasam suresinin zamanlamasini
dizenleyen bir biyolojik saate bagll oldugunu ve bu dizenlemede
savunma cevabini olugturma ve homeostazisi saglamada gerekli olan
sinir, endokrin ve immun sistemlerin sinyallerini agip kapayan genlere

bagl oldugunu savunur.

Hata teorileri ise yasayan organizmaya farkli seviyelerde
ilerleyici zararlar veren cevresel yaralanmalari tanimlar (mitokondrial DNA

hasari, oksijen radikallerinin birikimi)

Yaglanma teorilerini evrimsel, molekuler, hicresel ve

sistemik olarak da siniflandirabiliriz.?’

2.1.3.Evrimsel Teoriler

Evrim teorisi ilk 1940’larin baglarinda ortaya kondu. Bu
teoriye gore yaslanma, dogal secimin etkinligini yitirmesi olarak aciklanir.
Evrimsel teoriler iki temel gorus etrafinda sekillenmektedir. Bunlardan birisi
mutasyon birikim teorisidir. Hastallk dogal secimin gucune kargi koyar.
Yaslanmanin Mutasyon Birikim teorisi zararlilarin ve ge¢ etki eden

mutasyonlarin toplumda birikebildigini ve daha sonra patolojilere ve



yaslanmaya yol actigini acgiklamaktadir. Bu teori hakkinda kanitlar

yetersizdir.?

Yagsam suresi turler igin Ozeldir ¢unku Ureme ve hayatta
kalmak icin yarismak zorundadir. Birincil olarak predasyon ve cgevresel
zararlilardan dolayi 6len organizmalar kendi yagsam c¢evreleri igin optimize
bir yasam siresi evrimlestirecektir. Ureme yetenedi yasam slresini
belirler. Bu teori neden belli bir periyot da yasadigimizi aciklar

yaslanmanin spesifik nedenini bize géstermez.

Antagonistik Pleiotropik teoriyle, genler geng yasta yararlidir
yaslandik¢a zararl hale gelirler.21 deneysel olarak Ureme ile yasam suresi
arasinda zit bir iligki, germ line hdcrelerinin yikilmasiyla Uremenin
kisitlandig, Drosophila ve Caenorhabditis elegans (C. Elegans)

deneylerinde gdsterilmistir.?

2.1.4.Molekller Teoriler

Gen Duzenleme teorileri, yaslanmanin gen
ekspresyonundaki degisiklikler sonucunda olustugunu onerir. Yaslanma
bir cok genin ekspresyonu degistirmekle birlikte, direkt yaslanmayi artiric
genler {izerine segici etkileri olup olmadigi belirsizdir.?’ Son dénemlerde
arastirmacilarin  yasli model organizmalarda yaptiklari genom-genis
transkripsiyonel degisiklikleri incelemeleriyle belki yaglanmayi hizlandiran

yada yavaslatan gen altyapisini olusturabilirler.?*

En ilging gelismelerden birisi insulin-like sinyallemenin

azaltilmasiyla korunan transkripsiyon faktor aktivitesinin yasam suresini



duzenlendigi kurtguklarda, sineklerde ve farelerde g('jsterilmi§tir.14 Bu da
goOstermistir ki gen ekspresyonu yasam suresini etkileyebilir. NUklear
Faktor Kappa B (NF-«<B), insan ve farelerin degisik dokularin da
yaslanma ile ilgili transkripsiyonel degisikliklerin aktivatora olarak
tanimlanmistir. Genler arasinda Sir 2 (Slient Information Regulator ailesi

ve ortologlarinin farkh tirlerde yaslanmayi dizenledigi gt')sterilmi@tir.25

Hayvan modellerinde vyapilan c¢alismalarda yaslanmaya
neden olan genlerin yaslanmanin molekller hastaliklarinin  kalici

ekspresyonlarini degistiremedikleri gdsterilmistir.2°

2.1.5.Hucresel Teoriler

Hucre replikasyonuna bagl olugan hlcresel yaslanma ile strese
badli olusan yaslanma arasinda fark vardir. Replikatif yagslanma telomer
kaybina bagli meydana gelir. immortal hiicrelerde sabit telomer uzunlugu
varken mortal hucrelerde hucre bolundukge telomerin boyu kisalmaktadir.
Telomerazin varligi, kromosomal stabilite ve hucrenin mortalitesi arasinda

iliski olusturur.?’

Normal somatik hucrelerde telomer kisalmasi ve telomerazin
kaybi, yasla ilgili patolojileri ve proliferatif kapasitenin azalmasini hiicresel

yaslanmayi tetikleyen molekuler bir saat olarak gosterilmigtir.

Stresle bagli olusan yaslanmada, farkli stres yapicilara kargi
DNA hasari, heterokromatin yapidaki degisiklikler ve onkogen
ekspresyonu sonucunda, guglid mitojenik sinyaller gelisir, fakat sinirl
degildir.



Strese bagl yaslanmanin yasla ilgili molekuler degigiklilere
kars! bir cevap oldugu da tartisilir. Bu bakisla farkli hasar birikim teorileri

ile uyumludur.

2.1.6.Yaslanmanin Sistem Bazli Teorileri;: Néroendokrin ve Noroimmiin

Teoriler

Bu teorilerde, yaglanma sureci organizmadaki sistemlerin
kontroll ve organizmanin yasadigl ¢evreye adapte olabilmesi icin gerekli

olan temel organ sistemleri ile ilgilidir.

Noroendokrin teoriler, yaslanmanin;

1)Dis gevreyle tim vicut sistemlerini iletisiminin saglayan

2) Cevresel uyarilara karsi fizyolojik cevaplari programlayan

3) Cevresel talepleri karsilarken hayati devam ettirebilmek ve
ureyebilmek icin en uygun kosullarin saglayan noéronal ve endokrin
cevaplardaki, degisikliklere bagl oldugunu gdsterir.?’ Bu teorinin en
onemli dayanagi; hipotalomo-hipofizier aksin blyumenin
dizenlenmesinde ve yaslanmanin temel mekanizmasinda yer aliyor
olmasidir. Ozellikle kadinlarda Uretkenlik sona erdikge bu aksin
fonksiyonlarinda azalma gorullr. Bu teori hipofizektomi yapilmig farelerde,
test edilmis ve dogrulanmistir. Bu teoride en onemli konu; ortaya c¢ikan
bulgulardan hangisinin patolojik, hangisinin yaslihga bagh degisiklik

oldugunun ¢dziimlenememis oldugudur.?



Noroendokrin ve immun teorilerde, iki sistem arasindaki
uyum ve etkilesimin énemli bir rolii vardir. iki sistem arasindaki etkilesim
ndropeptitler, hormonlar ve sitokinler aracidiyla saglanir. Her iki sistemde

yuksek derecede plastisite yetenegine sahiptir.

Immunolojik yaslanma; enfeksiydz hastaliklara direncin
azalmasi, kansere karsi korumanin azalmasi ve kendini tanimanin
bozulmasidir (otoimmunite). Farkh immun cevaplar yasla farkl bir sekilde
etkilenir. Timus bezi, puberte sirasinda hem fonksiyon hem de buyuklikte
en aktif ddnemdedir ve kisa bir slre sonra atrofi olur ve ilerleyici olarak

olgun T hiicreleri ve hormon Uretimi azalir.?®

2.1.7Yaslanmanin Serbest Radikal Teorisi

Denham Harman, aerobik solunum sirasinda olusan serbest
radikallerin rastlantisal ve birikimsel, hlicre hasari olusturarak doku ve
organ yaslanmasina yol actigini bildirmis, radikallerin buytk ¢aph hucresel
hasar, mutagenez, kanser ve yaslanmanin dejeneratif strecinden sorumlu
olabilecegi goriisiinii 6ne siirmiistir.”® Yaslanma ve iyonize radyasyonun
etkileri arasindaki paralellige dikkat ¢ekmis. Suyun radyolizisinin hidroksil

radikalini ( -OH ) Urettigini kesfetmistir.

Harman 1972'de serbest radikal teorisinin 6zgun bir devami
olarak, yaslanmanin mitokondrial teorisini agiklamigtir. Harman, bu teoride
hidcredeki kusurlu mitokondrilerin artiginin yaslanmaya yol agan esas
etken oldugu gorusunu savunmustur. Mitokondrial solunum zincirinin,

hicredeki oksijen radikalinin esas kaynagi oldugu ve tiketilen Oksijenin



(O2) vyaklasik %1-4 Iik kisminin serbest radikallere donustigu ise ancak

1988 yilinda kesinlik kazanmistir.®°

Mitokondri endojen oksidanlarin kaynagidir.  Yaglanma
calismalarinda, metabolik hizlari ylUksek olan tirlerin potansiyel
maksimum yasam siirelerinin kisaldigi gésterilmis.®' Enerji tiiketiminin
yaslanmadan sorumlu oldugu ortaya atiimigtir. Mitokondrial solunum
hizindaki artis daha fazla oksijen radikali olusmasi ile birliktedir ve
yaslanmay! hizlandirir. Gergekte mitokondrinin enerji tuketimi, serbest
radikaller teorisiyle ve yasam hizi teorisiyle uyumlu olarak O, olugsumuna

neden olur.

2.2.Serbest Radikaller

2.2.1.Serbest Radikallerin Olusumu

Bir diger tanimlama ise serbest radikaller; yapilarinda tek
sayida elektron igeren, acik elektron kabugu yapisina sahip atom veya
molekiillerdir.®®> Radikal terimi, serbest radikallerin su molekiilleri

tarafindan tutulmus bagli formunu ifade etmek igin kullaniimaktadir.

Tek hucreli organizmalarin ortaya cikigindan yaklasik bir
milyar yil sonra, fotosentetik aktivite sonucunda olugsan O» hayati baslattigi
kabul edilmektedir. Birgok biyolojik sistem O, ile yasamaya uyum
saglamakla birlikte; O, ve onun minor metabolik Grinleri olan superoksit
(*O2"), hidrojen peroksit (H20,, serbest radikal degildir), hidroksil radikali
(OH-) ve single oksijen ('O5) canli sistemler icin genellikle toksiktir. Bu

uriinler kisaca ROS olarak adlandirilir.
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2.2.2.0ksidanlarin Kaynagi

En o6nemli ROS kaynaklari mitokondriyal elektron transportu,
peroksimal yag asit metabolizmasi, sitokrom p450 reaksiyonu ve fagositik
hacrelerdir. ROS, DNA, protein ya da lipit gibi temel kimyasal yapilarin
¢ogunu hedef molekulden bir ya da daha ¢ok elektron transferi yaparak
okside eder. Bu reaktif oksijen tlrleri organizmada genellikle normal
fizyolojik olaylar esnasinda olusur ve birgok énemli fonksiyona aracilik
eder.®® Mitokondrial solunum sirasinda oksijen molekiilii sitokrom oksidaz
enzimi ile dogrudan suya indirgenir. Bu sirada oksijenin ¢ok az bir kismi
elektron transport zincirindeki elektron kacaklari nedeniyle superoksit
anyonunu olusturur. Ayrica hucrelerde cgesitli enzimler (ksantin oksidaz,
sitokrom p450, NADPH oksidaz vb) araciligiyla, kiguk molekullerin
(katekolaminler, flavinler, vb.) otooksidasyonu ile veya ksenobiyotiklerin
(parakuat, nitrofurantoin, adriamisin vb) redoks donglsiu gibi degisik
mekanizmalarla O;~ ve HxO» meydana gelir.®* Hidroksil radikali ise H2O»
ile O, arasindaki reaksiyon (Haber-Weiss reaksiyonu) sonucunda olusur.
Bu reaksiyon gegis metalleri (baslica demir) tarafindan katalizlenir ve

Fenton reaksiyonu olarak adlandirilir.®

Hidroksil radikali oldukga reaktiftir ve hlcresel elemanlarin hemen
tamami ile reaksiyona girer ve toksiktir. Tiyol radikali orta reaktif iken nitrik
oksit (NO) radikali ise zayiftir.3*
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W (1] W (1] (1]

OO OO OO

oksijen stiperoksit anyon Peroksit
- -2
H:Q:0'H 'OH :OH

Hidrojen Peroksit Hidroksil radikal Hidroksil iyvon
Hy05 + OH OH~

Sekil 1. Yaygin reaktif O, tiirlerinin elektron yapilan
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O +e- —> 0O, ( suiperoksit radikali)

O, +e- +2H+ ———» H202 ( Hidrojen peroksit)

Oz + H0 OH +OH+0,(Haber-Weiss reaksiyonu)

HoO, + Fe™ OH + OH + Fe*™™ (Fenton reaksiyonu)

2.2.3.Nitrik Oksit

Radikal hasarindan sorumlu 6nemli bir molekulde nitrik
oksittir. Kiguk molekul agirlikh ve heterodiatomik molekullt, zehirli bir gaz
olan NO, daha 6nce endotel kaynakli gevseme faktoéri olarak bildirilen
maddenin NO oldugunun gosterilmesiyle bilimsel ¢alismalarin odagi haline
geldi.*®*" Lipid ve suda ¢dziinen serbest radikal bir gaz olan NO, NO; gibi
diger radikaller, Nitrit (NO,) gibi orta derecede stabil anyonlar, Nitrat
(NO3) gibi dayanikli anyonlarin yaninda, Nitrojen trioksit (N2Os) gibi
dayaniksiz oksitler ve Peroksinitrit (ONOO) gibi dayaniksiz peroksitler
olusturur. Duslik pH'da biriken NO> proton kazanarak nitr6z aside ve
daha sonra dismutasyonla NO’e donusur. NO thiollerle reaksiyona girerek
“reaktif pargacikh nitrik oksit” gibi depo formlar olusturur. Bu depo
formlarin bir elektron kaybetmesiyle sulfhidrifilik reaktanlar, nitrosoniyum
(NO*) olusur. Bu formlarin birgogu biyolojik olarak bir kag saniye gibi kisa

bir stirede olugsmaktadir.®®
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Serbest bir radikal olan NO, nitrik oksit sentaz (NOS) denilen
enzim ailesi tarafindan, bir aminoasit olan L-arginin’in terminal guanidin

grubunun NQO’e gevrilmesiyle Uretilir.

L arginin = NO-+L-sitrulin

Bu olusum esnasinda molekdiler oksijen ile, kofaktor olarak,
nikotinamid adenin dinukleotid, (NADPH), flavin adenin dinukleotid (FAD),
flavin mononukleotid (FMN) ve tetrahidrobiyopterin (BH4)'e ihtiya¢ vardir.
Bu sekilde uretilen ve iglevini yerine getiren NO, hizla hemoglobin, metilen
mavisi ve superoksit anyonu tarafindan nétraliz’e edilir veya 10 saniye
icinde NO3; veya NO2’e dénistiiriilir. NO® radikalinin stabil son Griinleri
NO, ve NOsz . Plazma gibi godu viicut sivisinda nitritin gogu nitrata

dontsmustir. 394

Nitrik oksit (NO) olustuktan sonra: Methemoglobin ile NOy
ve NOj donustirilerek inaktive olur; slperoksit anyonlari (O.7) ile
ONOQO" dondsur. Peroksinitrit, OH™ ve tirozinle birleserek nitrotirozini

olustururlar. OH' ve ONOO'" radikal hasarina sebep olurlar.*’

NOS, fizikokimyasal ve kinetik 6zelliklerine goére iki gruba
(konstitutif ve indUklenebilir) ayrilir. NOS’lari sentezleyen 3 gen bulunur ve
bu genlerden her biri bir NOS izoformunu olusturur (NOS1, NOS2,
NOS3).*#** Néronal (NNOS) ve endotelyal (eNOS) olarak ta bilinen NOS1
ve NOS3, aktif hale gelmek icin Ca++’a ihtiyac duyar ve bu nedenle
konstitutif NOS olarak adlandirilirlar. Noéronlardan ve endotelyal

hiicrelerden izole edilen konstitutif NOS’in sentez slresi kisa ve Uretilen
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NO miktari ¢ok dusuktir. Bunun sebebi, hiicre igi iyonize kalsiyum
konsantrasyonu azalmaya basladigi anda enzimin inaktif duruma

gecmesidir. %

Endotoksin veya degisik sitokinlere cevap olarak
makrofajlar ve diger hucre tiplerinin uyariimasiyla Ca++'dan bagimsiz
olarak salgilanan ve normal sartlarda gosterilemeyen NOS2'ye
indUklenebilen veya uyarilabilen NOS (iNOS) adi verilir. Bu izoforma
ayrica immunolojik NOS de deniimektedir. Ozellikle bakteri
lipopolisakkaritleri ve interferon-y (IFNy) ile uyarilan makrofajlar bol
miktarda NO Uretirler. Bu sekilde iNOS’le uretilen NO sentezi saatlerce
hatta glinlerce devam edebilir.*®*” (Nitrik oksitin olusumu Sekil 2'de

gOsterilmigtir.)

DuslUk dozda o6zellikle néronlarda ve damar diz kas hucre
membraninda bulunan guanilat siklazi aktive eden NO, damar dilatasyonu,
sinirlerden uyari gecisi gibi fonksiyonlari gerg:ekle§,tirir.41 dusuk
konsantrasyonunun aksine yiuksek konsantrasyondaki NO, ndrotoksik bir
déngilyli baslatir.*® Fokal iskemi'de, Inme’de, Alzheimer ve Huntington gibi
norodejeneratif hastaliklarda, NO’in N-methyl-D-aspartate (NMDA)
reseptorlerini etkileyerek ortaya cikardigl asir miktarda glutamat’in hicre
olumunde etkili oldugunu gosteren calismalar vardir. NMDA'in aktivasyonu
muhtemelen intrasellliler kalsiyumda artisa neden olmakta, bu da
glutamatin nérotoksisitesini baglatmaktadir.*® NO, bu tip nérotoksisitenin
disinda, merkezi sinir sisteminde oksijen noérotoksisitesi, AIDS
demansindaki gibi baska tip norotoksisitelere de kismen aracilik
edebilmektedir.***° Ayrica, NO’in myelin kilif (ireten oligodendrositlere de
direkt toksik etki yaparak, merkezi sinir sisteminin inflamatuar olaylarinda
rol oynadigi bildirilmigtir. NO’in bu etkilerine kargi NOS inhibitorlerinin

koruyucu etki yaptigi gdsterilmistir.”’
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Reaktif nitrojen Grdnleri (RNS; NO2', ONOOH, N2Os’, HNO,)
DNA bazlar’nin nitrolanmasina veya deaminasyonuna neden olmaktadir.

RNS etkisi ile sitozinden wurasil, guaninden ksantin ve adeninden

hipoksantin olusmaktadir. ONOO guaninden 8-nitroguanin ve hipoksantin
olusturabilir. 8-nitroguanin DNA vyapisi i¢cinde dayaniksiz oldugundan
spontan olarak depurinasyona ugrar ve abazik alanlarin olusmasina

neden olur.%?
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2.2.4.Yaslanma ve Nitrik Oksit

Yapilan arastirmalarda yaslanma ile nitrik oksit duzeylerinde
artis belirlenmistir.>® Serbest radikal olarak islev goéren NO’nun merkezi
sinir sisteminin yaslanmasinda etkili oldugu belirtilmistir.>* Yaslanma ile
birlikte artis gosteren peroksinitrit seviyesi oncelikli olarak mitokondriyal
oksidatif hasara neden olur.>® Yaslanma ile paralel artis gdsteren
peroksinitrit; nitrozatif strese ve apopitoza neden olmaktadir.®® Yapilan
calismalarda, geng¢ ve yasli siganlarda yasa bagh olarak beyin57 NO
dizeyinde artis saptanmistir. Ayrica bu NO daki artis dan iINOS ve/veya
NNOS sorumlu tutulmakla birlikte tersine sonuglarda bulunmaktadir.®®
Beyinde, yaslanmayla NO degisiklikleri bolgelere gore de farklilik

gostermektedir.>® NO nérodejeneratif siirecte de dnemli rol oynar.®°

2.2.5.0ksidanlarin Hedefleri

ROS en 6nemli hasan lipidler Uzerinde yapar. Poliansature
yag asitleri serbest radikallere karsi c¢ok duyarlidir. Yag asitlerinin
oksitlenmeye baslamasiyla birlikte bir dizi reaksiyon sonucunda lipit
peroksidasyon Uriinleri meydana gelir. Ornegin serbest radikalin, hiicre
membraninda yer alan fosfolipid tabakasindaki doymamis yag asitlerinin
alfa metilen gruplarindan bir hidrojen atomu uzaklastirmasi ile yag asidi
radikal o6zelligi kazanir.®' Olusan bu lipid radikali dayaniksiz olup hemen
lipid konjuge dien molekulli ve daha sonra buna oksijen molekulinin
baglanmasiyla lipid peroksit radikali meydana gelir. Lipid peroksit radikali
de daha sonra lipit hidroperoksit molekulunt olusturur veya lipid
endoperokside donusur. Lipid peroksit molekulleri ayni zamanda

membrandaki diger yad asidi molekullerini de etkileyerek baslamig olan
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peroksidasyon olaylarinin zincir halinde devamini saglar. Lipid peroksitleri
daha sonra aldehit (en énemlisi 4-hidroksinonenal), keton, alkol ve eter

molekiillerine ayrisir.®’

Serbest radikallere bagli hlicre hasarinda baslica 3 ana
mekanizma rol oynar: (1) serbest radikallerin direkt olarak yaptiklari hasar,
(2) lipid peroksidasyonu sonucu biyolojik membranlarda (hlicre membrani,
ve bunlara bagli olarak gbrev yapan enzimler, or; sinyal iletiminde rol alan
molekuller, membran tagima sistemleri vb. yaptiklari hasar ve (3) lipid
peroksidasyonu sonucu radikal olmayan fakat toksik olan maddelerin
hicre iginde kolayca yayilarak diger bolgelerde meydana getirdikleri
hasarlar. GUnimuzde oksidatif stres esnasinda hicre 6limine yol agcan
olaylar arasinda lipid peroksidasyonu basta olmak Uzere serbest
radikallerin nukleik asitlerde ve proteinlerde meydana getirdigi degisiklikler

de sorumlu kabul edilmektedir. (Sekil 3)
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Sekil 3: Oksidanlarin hedefleri
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2.2.6.0ksidatif Stres ve Yaslanma

Yaglilikta siklhgr artan birgok hastaligin patogenezinde
serbest radikallerin yer almasi oksidatif stres ve yaslanma iligkisini

giiclendirmistir.®

Oksidatif stres, iskemi reperfizyon, Alzheimer, Parkinson,
Diabetes Mellitus vb. birgok hastaligin patogenezinde rol oynar.® Oksidatif
stres ve yaslanma arasinda dogrudan iligki vardir. Yapilan ¢alismalarda
genellikle yaslanma ile birlikte dokulardaki serbest radikal duzeylerinin
arttig1 bildiriimektedir. Rodriquez ve ark. galismasin da yash sigan beyin
ve karaciger homojenatlarinda ve vyasl insan plazmalarinda da lipid
peroksidasyon Urlinlerinin arttigi gosterilmistir.5%* Yine yasllar, iskemi-
reperfUzyon hasarina daha duyarlidir ve reperfuzyondan sonra kalp
dokusunda olusan oksidatif hasar yaslilarda genglere gore daha yuksek

bulunmustur.®®

Yaglanma, serebral korteks ve beynin diger bolumlerinde
noronlarin  kaybiyla karakterizedir.®® Akbulut ve arkadaslarinin
calismasinda frontal, oksipital ve serebellumda yasla birlikte MDA
duzeylerinin de arttigi ve yaslanma ile olusan norodejenerasyonda en ¢ok

etkilenen bdlgenin serebral korteks oldugu gdsterilmistir.®®

Yaslanma surecinde serbest radikal artisina zit olarak
antioksidan enzim etkinliginde de azalma izlenir. Yaglanma sulrecinde,
reaktif oksijen, nitrojen, lipid peroksidasyon ve “Advanced glikolizasyon
end product” (AGE) Urunlerine bagli olarak gen ekspresyonunda ve
fonksiyonlarda bozulmalar ortaya cikar.®®
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Antioksidan kapasitenin arttirilmasinin yaslanmay geciktirici
rol oynayabileceg@inin anlasiimasi blyuk ilgi alani uyandirmigtir. Ancak
Sohol ve arkadaslarinin ¢alismalari katalaz ve SOD un fazla eksprese
edilmesinin yasam siiresini etkilemedigini gdstermistir.® Yaglanma siiresi

tizerine etkili tek faktor kalori kisittamasidir.”

2.2.7 .Oksidatif Stres Enflamasyon ve Yaslanma

ROS ve RNS, sinir sisteminde oksidatif strese neden olurlar
ve bircok patolojik sartlarda Uretilirler. Ozellikle NO, mikroglialarin
aktivasyonu ile iINOS ve endotelial hicrelerden eNOS olusur. Enflamatuar
surecte ROS’'un ana kaynagi hasarlanmis mitokondri ve aktive olmus

mikroglialardir.”

RNS, NO ve kismen deriveleri yaslanmada oksidatif stresle
birliktedir. NOS iceren ndronlar merkezi sinir sisteminde birgok yerde
bulunur (hipotalamus, hipokamptis, cerebellum ve cerebral korteks)** NO,
hidcre 6lumune neden olan kortikosteroid ile ve stres Uzerine rol oynayan
glutamik asit ile uyarilan N-Metil D-aspartate (NMDA) reseptoru

araciligiyla salinir.”?

Glutamat-reseptér aracih asiri uyarim sonucunda olusan
intraselliler cevaplar, proteolitik enzimlerin, lipid peroksidasyonun, ROS
ve RNSnin”® asir olusumuna neden olur buda ndérodejenerasyondaki

hiicre 6limiiniin ana mekanizmalarindan biri olan apoptozisi tetikler.”*
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2.3.Antioksidan Savunma

ROS olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek i¢cin bircok savunma mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar
"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak

bilinirler.”

Hucreler, diyetle alinan meyve ve sebzelerden gelen kuguk

antioksidan molekuller kadar yogun antoksidan enzimlerlede donatiimigtir.

Antioksidan  molekuller ve enzimler asagidaki gibi

siniflandirimistir.®’

1) Enzimatik sUpdrtculer; Oz’nin H2O2 ye doénlisumunu
engelleyen, SOD, HyO; i suya ceviren glutatyon peroksit (GPX) ve
katalaz (Sekil4).

2) Hidrofilik radikal stpuruculer; askorbat, Urat ve glutatyon
(GSH).

3) Lipofilik radikal supurtculer; tokofenoller, flovonoidler,

karatonoidler ve yubikuinol.

4) Kuguk molekuler antioksidanlarin okside formlarin
reduksiyonunda bulunan enzimler (GSH reduktaz, dehidroaskorbat
rediktaz ) ya da protein tiollerin varligindan sorumlu enzimler (tioredoksin

rediktaz).
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5) Ortamin indirgenmesini saglayan hucresel enzimler (6rn
NADPH 1 yeniden olusturan glukoz 6 fosfat dehidrogenaz ). Savunma,
organizmalar ya da dokular arasinda hatta hucresel kisimlar arasinda

farklihk gOsterir.
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-, Dogal Savunma Sistemi

SOD
Siiperoksit

02 Dismutaz

Stiperoksit Anyon
(Serbest Radikal)

H202
Hidrojen Peroksit

H20+02

GPx

Glutatyon
Peroksi

H20

Sekil 4: Viicudun dogal savunma sistemi SOD,CAT, GPx
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Antioksidan savunma turler arasinda farkllik gosterse bile
bazi antioksidanlar evrenseldir. Antioksidan savunma tek tip degildir ve
serbest radikal teorisinin bir parcasidir. Dolayisiyla turler arasindaki

antioksidan savunma farkliliklari yagsam suresi farkliliklarini agiklar.

Oksidatif hasarin onarimi, oksidanlara karsi savunmaya
benzemez. Oksidatif hasari onaran makinalar goéreceli olarak hala
bulunamamigtir. Yinede okside olmus lipitler, nukleik asitler ve proteinleri
onaran hiicreler bellidir.3" (Sekil5). SOD, superoksit dismutaz; GPx,
glutatyon peroksidaz; GRd, glutatyon rediktaz; NOS.

2.3.1.Glutatyon

Glutatyon hucreyi oksidatif strese karsi koruyan en onemli
antioksidanlardandir.”®*””  Glutatyon (GSH) serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hucreleri oksidatif hasara karsi korur.
Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine donusimunun
engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki sulfhidril (-SH) gruplarini
redukte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona karsi korur, bdylece
fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH
yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan
tasinmasini da saglar. GSH karacigeri, eritrositleri, l6kositleri ve g6z

lensini oksidatif strese karsi korumada hayati neme sahiptir.”

e Glutatyon; GSH-Px, GST gibi antioksidan enzimler i¢in ko-faktor
olarak iglev gorur.

o Hidroksil ve singlet oksijen radikalini direkt olarak temizler.
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e Glutatyon peroksidazi aktive ederek; hidrojen peroksiti ve lipid

peroksitleri temizleyici etkisini gosterir.

e Oksidan molekdller ile redoks dengesinin kurulmasinda en dnemli

antioksidanlardandir.”®

2.3.2.Antioksidan Yaslanma ve Norodejenerasyon

Yaglanma antioksidan enzim etkinliginin azalmasi ile
birliktedir. Antioksidan kapasitenin arttirilmasinin yaslanmay geciktirici rol
oynamasl! buyuk bir ilgi alani olusturmustur. Yapilan ¢alismada; Meyve
sinegine SOD uygulanmasi yasam sdresinin degisiminde etkili
olmamistir.®  Saglikli insanlarda yapilan calismalar sonucunda;
Malondialdehid (MDA), NO ve diger radikal duzeylerinin yaslanma ile
birlikte artis gosterdigi ve buna karsin GSH dizeyinin ve antioksidan

molekullerin dizeylerinde azalis saptanmlgtlr.1’3’78

inspire edilen oksijenin %20 sini tiiketen beynin metabolik
sureci, 6nemli miktarda serbest radikal olusturur. Beynin bol miktarda
poliansature yag asidi ve yliksek miktarda Demir (Fe) ve askorbat icermesi
onu, ROS icin 6nemli bir hedef yapar® Ayrica beyin antioksidan
savunmadan zengin degildir. Bu durum beynin oksidatif hasarlanmasi igin
bir potansiyel olusturur.” Beyin diger dokularla karsilastirildiginda
(karaciger, bobrek ve kas) peroksidasyona daha yatkindir. Yiksek O
uretimi ve dusuk antioksidan savunma merkezi sinir sistemindeki hasari
artirir. Ayrica beynin bodlgelerine gore degisen antioksidan aktivite ve

degisen metabolik hiz oksidatif hasarin belli bolgelerde birikmesine neden
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olur.®! Serbest radikallerin artisi antioksidan sistemin up regiilasyonu ile

duzenlenir.

Alzheimer, inme ve Parkinson hastaligi yasa bagl artan ve

yaslilar igin tanimlanmig nérodejeneratif hastaliklardir.
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2.4.Melatonin

2.4.1.Melatonin Biyosentezi ve Fizyolojisi

Melatonin (MLT) 1958 de Aaron Lerner ve arkadaslari
tarafindan, pineal bezin hormonu olarak kesfedildi.®? Bir yil sonrada
kimyasal yapisi N-acetil-5-metoksitriptamin olarak tanimlandi.®® (Sekil 6).
Melatonin sentez hizini duzenleyen enzim olan aril-alkilamine N-
asetiltransferaz’in (AANAT) aktivitesi arttiginda melotonin sentezi baslar
ve salgilanir. Serotoninden melotonin sentezi pineal bezle sinirli iki
enzimle katalizlenir ( AANAT ve Hidroksindole-O-metiltrasferaz HIOMT).
Melatonin  karacigerde  6-hidroksimelatoninin  hidroksilasyonu ile
hizlibirsekilde metabolize olur. 6-sulfatoksimelatonin olarak idrarla atilir.
(Sekil 7).

Melatonin, bir kez sentezlendikten sonra pineal bezde
depolanmaz hizla kana verilir. Melatonin kanin disinda diger vicut
sivilarinda da ( tukuruk, serebrospinal sivi, safra, semen ve amniotik sivi)
bulunur.®2*  Melatonin yalnizca pineal beze has bir hormon degildir.
Periferik dokularda bulunan melatonin pineal bez ve dolasimda bulunan

melatoninden daha fazladir.®

Melatonin reseptorleri birgok dokuda saptanmistir. MT; ve
MT, membran baglayici reseptorleri merkezi sinir sisteminin farkl
bdlgelerinde ve periferal organlarda (gastointestinal sistem, karaciger,
akciger, deri, handerian bezi, adrenal bez, erkek assesory organ, meme
dokusu, bdbrek, kalp, kan damarlari, adipoz doku, nétrofiller, lenfositler ve
lenfoit doku) tanimlanmistir.
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Sekil 6: Melatoninin yapisi N-asetil-5 metoksitriptamin
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Sekil 7: Melatonin sentezi.
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Pineal bezde sonlanan postganglionik sempatik sinir
liflerinden salgilanan noradrenalinin melatonin sentezinin kontrolinde
onemli rolG vardir. Pineositlerde B-adrenerjik reseptoérlere ( birkismida a-
adrenerjik reseptorlere) baglanir ve adenil siklazi aktive eder ve artan
Siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyesi N-asetiltransferazin

aktivitesini artirir ve melatonin sentezlenir.®’

Melatonin sadece pineal bezde sentezlenmez 6rnegin retina,
gastrointestinal yol, kemik iligi, I0kositler, membran6z koklea ve haderian
bezinde de sentezi yapilir. Melatonin reseptorleri yogun olarak
suprakiazmatik nukleus (SCN), pars tuberalis ve cerebellumda bulunur.
Melatonin reseptoérinin fazla oldugu bélgelerde daha etkilidir. Melatoninin
ana fizyolojik fonksiyonu, sirkadyen ve mevsimsel dongulerin
dizenlenmesi oldugu dusunullse bile melatoninin etkisi yuksek reseptor
yogunluklari olan bolgelerle sinirlh  degildir. Sirkadyen dizenlemenin
batlnlestirici etkisi vardir.  SCN, memelilerin tim organlari Uzerinde,
direkt ve indirekt kontrolle sayisiz fonksiyonu ritimler. Melatoninin ikili etkisi

var ;

1) SCN Uzerine feedback sinyalleri olusturur.

2) SCN ye bagh output sinyalleri beynin diger bolgeleri kadar

perifer organlarida etkiler.®
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2.4.2.Melatoninin Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Melatonin hdcre koruyucu 6zelligi arastirmalarin  dnemili
kismini olusturur. Bu 6zellik antioksidatif koruma, antioksidan enzimlerin
upregiilasyonu ve radikal olusum durumundaki koruyucu etkisini kapsar.®
Basta kalp hastaliklari ve kanser olmak Uzere birgok dejeneratif
hastaliklarin etyolojisinden serbest radikal hasari sorumlu tutulmaktadir.
Antioksidan molekuller bu hasari 6nlemektedirler. Melatoninin antioksidan

etkisi in vivo® ve invitro.8%

calismalarla gosterilmistir. Melatoninin
yapisinda bulunan pirol halkasi nedeniyle <O, ve OH" radikallerini
yakalamada yuksek bir kapasiteye sahiptir. Toksik hidroksil radikalleri ile
reaksiyona girerek, butin hicre konpartmanlarindaki biyomolekulleri,
serbest radikal olusumuna kargi bolgesel olarak yerinde korur. Cok reaktif
olan hidroksil radikallerinin yikici etkilerine karsi primer nonenzimatik
savunma mekanizmasini olugturur.  Bu koruyucu etki reseptdorden
badimsiz direkt etkidir. Yapilan ¢alismalarda organizmayi oksidatif hasara
karsi korumada melatonin bilinen diger antioksidanlardan (mannitol,
glutatyon, E vitamini, askorbik asit gibi) daha etkili goérilmustir.®’
Melatoninin, 6zellikle reaktif, yikici, mutajenik ve karsinojenik hidroksil
radikallerine karsi sipiriicii oldugu kesfedildi.® Calismalarda, karbon-
oksijen (C-O) merkezli prooksidanlardan korunma ve radikal reaksiyon
zincirinin sonlandirilan reaksiyonlarda yapisal analoglardan daha etkili

oldugu gosterildi.*?

Melatonin hem lipofilik hemde hidrofiliktir bundan dolayi da
hicresel kompartmanlara (nukleus, sitozol ve membranlar) diffize olur,
kan beyin bariyerini gecgebilir, antioksidan etkinligini bu sekilde gt’>sterir.9

Ayrica melatoninin, orta yastan sonra dereceli olarak azaldig! bilinen bir
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hormondur ve bu azalma yasla insan serumundaki antioksidan

kapasitesindeki azalmayla korelasyon gosterir."®

Melatonin direkt radikal supurerek, indirekt spesifik melatonin
reseptorleri araciligi ile antioksidan enzimleri aktive ederek yada
prooksidatif enzimleri inhibe ederek doku koruyucu Oozellik gOsterir.
Melatoninin  antioksidan enzimlerin (glutatyon peroksidaz,glutatyon
rediktaz, vy-glutamilsistein sentaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz,
hemoperoksidaz / katalaz,Cu,Zn-ve Mn-superoksit dismutaz) up

regiilasyonunu sagladigi gosterilmigtir. 30939495
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Yayzin intraselliiler
Antioksidan enzim yayilma

aktivasyonu Prooksidatif enzim
inhibisyonu

Serbest oksidatif radikallerinin \ NF-KappaB'nin DNA'ya
detoksifiye edilmesi Melatonin haglanmasinin engellenmesi
\ U /
W]
o NHJL

serbest nitrojen radikallerinin \
detoksifiye edilmesi N

H
/ Oksidatif fosforilasyon

etkinligini artirmasi

Biitiin morfofizyolojik
membranlara gecebilmesi Hilcresel membranlan
stahilize etmesi

CH5 Proinflamatuar sitokinlerin ve
-
adhezyon molekiilleri azaltmasi

Sekil 8 : Melatoninin antioksidan fonksiyonu
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Tablo1: Melatonin’in radikaller ve antioksidan enzimlere etkileri

ETKILENEN MOLEKUL

MELATONIN’IN ETKIiSi

Hidroksil Radikali

Peroksil Radikali

Superoksit Anyon Radikali

Singlet Oksijen

Peroksinitrit Anyon

Slperoksit Dismutaz

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon Redlktaz

Glikoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

Nitrik Oksit Sentaz

Supurar

Supurur

Supurar

Supurar

Supurur

m RBNA’sini stimule eder

Aktivasyonunu uyarir

Aktivasyonunu uyarir

Aktivasyonunu uyarir

Aktivasyonunu inhibe eder
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Baslica NAD(P) H oksidaz, NOx’'in izoformlari ve mitokondri

%.97 ve nNNOS'u%*® down regiile ederek NOx

gbsterilmistir. Melatonin, inos
olusumunu engelleyebilir. Sitozolik Ca*? azalmasiylla radikal olugsumunu

azaltir.®® Hatta kronobiolojik rolu radikal olusumunu azaltabilir.%* (Sekil8).

Melatonin norodejeneratif hastaliklari 6nlemede etkili oldugu
hayvan modelerinde profilaktik olarak verilen melatoninin beta amyloid
toksitidesini azalttigi hem de Alzheimer hastaliginin deneysel
modellemelerinde  hiicre  dlimini  engelledigi  gdsterilmistir. '
Melatonin Parkinson hastalik modellemelerinde oksidatif hasari azalttigi

bulunmustur.'%

2.4.3. Melatonin ve Yaslanma

Yenidoganda pineal bez tam olarak fonksiyonel degildir.
Yenidogan melatoninin zamanlama sinyallerini anne sutu araciligiyla alir.
Yagla gece melatonin duzeyi hizla artar ve 2-4 yasinda pik seviyeye ulasir
ve kandaki melatonin pik konsantrasyonu puberteye kadar azalir ve bir
platoya ulagir. 35-40 yaslarina kadar bu seviyede tutulurken yasin
ilerlemesiyle dizenli bir azalma gorulir. 70 yas seviyelerine geldiginde
artik gece melatonin seviyesi gun igerisindeki dizeye ulasmistir. Gece
salgilanan  melatonin  duzeyinin  genetiksel olarak duzenlendigi
distinilmekte ve kisiler arasinda buyiik farkliliklar gériilmektedir.'%(Sekil
9). Melatoninin sirkadyen profilli bazi kKigilerde alti haftanin Uzerinde

periyotlarda yeniden olustugu bulunmustur.'®*
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Sekil 9: Melatonin sentezinin yillara gore degisimi
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Yaslilikta, serbest radikal artisi noronlarn etkileyerek
norodejenerasyonu kolaylastirir. Eksitator aminoasit norotransmitterlerin
serbest radikal olusumuna yol actiklari g('jsterilmig,tir.72 Sinir sonlanmalari
bulunan beyin alanlari, eksitator aminoasitleri salgiladigindan, bu alanlar
diger beyin alanlarina gbére daha c¢abuk hasara ugramaktadirlar.
Melatoninin yaslanma ile birlikte azalmasi da, zararli oksijen radikalleri ile
olusturulan hasari artirir. Melatonin duzeyinin azalmasi, birgok dokuda

guanilat siklaz aktivitesinin azalmasi'®

sonucunda hucre zar kalinhgi ve
rijiditesi artarak dejeneratif hasar olusumu hizlanir.® Bdylece hiicrelere
besin girisi ve metabolik artiklarin atihmi zorlagir. Butun bunlar
aterosklerotik degisiklikleri de iceren vyaslilikla ilgili birgcok surecin

olusmasina yol agar.

Melatonin verilmesinin, yaslanma ve ethanol ile olugan
hasarlanmaya karsi glial aktiviteyi stabilize ettigi ve hasarli sinir sistemi

lizerinde serbest radikalleri stipirdiigii gosterilmistir.'%®

Gece bagladiginda pinealde Uuretilen melatoninin kanda
yukselmeye baslamasi butin vacut hucrelerine sinyaller gonderir. Isik
yogunlugundaki diturnal degisiklikler gunlik saati ve gun uzunlugundaki
mevsimsel degisiklikler yillik saati belirler. Hatta pineal melatonin
uretiminin degisim yas saatini de olusturabilir.'®”1% Melatonin ve kalori
kisittamasinin  yaslanmayi engelleyici etkileri arastinimig ve kalori
kisitlamasi yapilan siganlarda gece salgilanan melatonin miktari iki kat
fazla bulunmus'®'® Ayrica Pineal bezdeki melatonin salinimi yapan
adrenerjik reseptorlerin sayisi da kalori kisittamasi yapilan sicanlarda iki

110

kat fazla oldugu ve ayrica da melatoninin Sirt1 uyaricisi oldugu da

gosterilmis.""
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Melatonin yaslanma iligkisi;

e Melatonin birgok hayati suregte gorev alir ve salgilanmasi
yas ilerledikge azalir.

e Melatonin serbest radikal supUracudur. Yagsla ilgili
hastaliklarda melatoninin roll gosterilmig ve oksidatif stres ve
yaslanma arasinda bag kurulmustur.

e Yaslanmayla azalan melatonin konsantrasyonu ileri yasta
gorulen azalmis uyku etkinligi ile ilgili olabilir.

e Melatonin konsantrasyonundaki azalma vyasla bozulan
sirkadyen ritimlerle alakali olabilir.

e Melatonin immun duzenleyici Ozellikler sergiler ve immun
sistem fonksiyonlarinin yeniden dizenlenmesi yaslanmanin

integral parcasidir.®’

2.5.Sirtuin

2.5.1.Sirtuinin Kesfi

DNA tipik olarak histon proteinleri ile sikica ¢evrilmis oldugu
igin  transkripsiyonu  imkansizdir. Ancak histon asetilasyonu
transkripsiyonda onemli duzenleme mekanizmasidir. Histon deasetilasyon
enzimleri (HATs) DNA yi histon kompleksinden ayirarak transkripsiyona
izin verirler. Sirtuinler baslangigta mayada histon yada histon disi
hedeflerin deasetilasyonu ile gen dizenleyicisi olarak tanimlanmislardir.
Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD" ) kofaktoriine ihtiyag duyan
Sirtuinler, Histon deasetilaz (HDAC) tip lll histon deasetilazlarin iginde
siniflandinlirlar. Geleneksel HDAC lara benzemezler histonlar kadar

metabolik enzimlerden yapisal proteinlere kadar degisik substratlara

41



sahiptirler.”'? Mayalarda bulunan Sir2 benzerleri, bakteriden, bitkilere ve
insanlara kadar genis organizmalarda bulunmustur.'”® Roy Frye 1999
yilinda, bes Sir2 benzerini insanda tanimladi ve sirtuin ismini verdi."'*
Sirtuinler, lizin residulerin e-amino grubundan bir asetilin uzaklastiriimasini
katalizler. Proteinin hedefi, deasetillenmis protein Grliinlnu, nikotinamid ve
2’-O-asetil-ADP-riboz (OAADPTr) u saglamaktir. Bir molekil NAD hidrolizi
sonucunda bir molekdl nikotinamid ve bir molekil OAADPr olusur. (Sekil

10).

2.5.2.Memelilerde Sirtuin

Memelilerde Sirtuin ailesinin yedi uUyesi var SIRT 1-7. Her
sirtuin korunmus 273 aminoasit katalitik ¢ekirdek alaniyla karakterizedir

ayrica degisen uzunluklarda N-terminal ve C-terminal sekanslari vardir.

Sirtuinlerin  subselliler lokalizasyonlari  farkhdir. SIRT
1,SIRT6 ve SIRT 7 hakim olarak nukleusdadir. ( SIRT 1 ayrica 6nemli
stoplazmik fonksiyonlarada sahiptir.) SIRT 1 in buylk kismi nukleusda
Okromatinle birlesmis ve SIRT 6 da heterokromatinle birlesmistir. SIRT7
nukleusda bulunur.'”® Stoplazmada en baskin olarak bulunan sirtuin,
SIRT2 dir.'"® SIRT3,SIRT4 ve SIRT5 mitokondrial sirtuin olarak
tanimlanmistir.”'®  Aktivite  acisindan bakildiginda, SIRT1 gugclu
deasetilasyon aktivitesi gosterirken SIRTS zayif deasetilasyon aktivitesi
gosterir.'’” SIRT 4 ve SIRT 6 mono-ADP-ribozil transferaz aktivitesi
gosterirken SIRT2 ve SIRT 3, hem deasetilasyon hemde mono-ADP-
ribozil transferaz aktivitesi gosterirler. SIRT 7 nin guclu aktivitesi henuz

bulunmamistir.'™® (Sekil 11).
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Sekil 11 : Memelilerde sirtuin ailesi
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Sekil 12: Memelilerde, sirtuin’nin hiicresel fonksiyonlari.
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2.5.3.Biyolojik Dokularda Sirtuin

Sirtuin ailesinden olan SIRT1nin, antioksidan sistemle ilgili
gen ve proteinleri FOXO3, antienflamatuar yaniti NFgB, antiapoptatik
yanitt P53 ve FOXO, insulin yanitini IGF1 ve gen transkripsiyonu PGC1 ile
dizenledigi ayrica snaptik plastisite, 6grenme ve hafiza ile ilgili oldugu
gosterilmistir.""® En cok arastirilan ve hakkinda en cok sey bilinen
sirtuindir. Karaciger, kas, pankreas, testis, over ve adipoz dokuda

bulunmustur.

SIRT3, mitokondride NAD bagimli protein deasetilasyonu
yapar. Kalp, beyin, testis, karaciger, bdbrek, kas ve adipoz dokuda
bulunur. mitokondride solunumu artirir 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’yl (PGC-1a) deasetile ederek dizenler. insanlar da yapilan

calismalarda SIRT3, uzun yasamla iliskilendirilmistir.'"

SIRT4, tim dokularda eksprese edilir. En ylksek seviyede
kalp, beyin, bobrek, karaciger ve pankreasda bulunur.'' Karaciger ve
pankreas B hucrelerinde intraselltler dizenleyici protein olarak fonksiyon
gériir. Etkisini ADP-ribozil transferans aktivitesiyle gdsterir. insiilin ireten
INS-1E hicrelerinde SIRT4 Gin azalmasi glikoza yanit olarak olusan insulin

sekresyonunu artirir.'?°

SIRT5, NAD bagimli zayif deasetilasyon aktivite gosteriyor.

Biyolojik dokulardaki fizyolojik fonksiyonu bilinmiyor.'?’
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SIRT 6, biyolojik dokularda yaygin olarak bulunur. telomerik
kromatini degistiren histonu NAD bagimli olarak deasetile eder. Buda
gosteriyor ki DNA onarma ve yaslanmada oto ADP-ribozil transferaz
aktivitesi rol oynar. Genomik stabiliteyi duzenler tek iplikli DNA kiriklarinin

onarilmasinda fonksiyon gdstererek bunu yapar.'?’

SIRT7, proliferatif dokularda; dalak, over, tiroit, karaciger ve
testis de bulunur. Nonproliferatif dokuda ekspresyonu yoktur ya da

zayiftir.'?

2.5.4.Sirtuin, Yaslanma ve Oksidatif Stres

Yaslanma bu slrecte etkili genlerin kontroli (instlin
sinyalleme yolagini olusturan genler ve suskunluk bilgisini duzenleyen
genler ya da sirtuin ailesi gibi) ya da antioksidatif savunmanin artirilmasi
yolu ile serbest radikaller Uzerinden acgiklanmaktadir. Quintas’in
calismasinda yasa bagli olarak serebral korteks ve hipokampuste sirt1
duzeyinin azaldigi ancak kalori kisittamasi yapilan yasli siganlarda sirt1
dizeyinin arttigi gé')sterilmigtir.123 Sirt2 inhibitorleri meyve sinegindeki
Parkinson modelinde alfa siniikleine bagli nérotoksiditeyi azaltir.'?*
inhibitérlerin nérodejenerasyonda kullaniimasina karsin, sirt2 p53 yolu ile
apoptozu indukler. NoOron disi hucrelerde sirt2 tubulin  deasetilaz
fonksiyonu ile hicre bolinmesi ve farklilasmasinda rol oynar. Ancak post
mitotik hlcre olan néronlarda sirt2 mikrotibll deasetilazi roli acik
degildir."”®® Maxwell ve ark. yaslanma ile fare beyin ve spinal korda sirt2
izomerlerinin arttigi gosterilmistir. Yaslanmada primer fare  kortikal
noronlarinda artan sirt2 ekspresyonunun azalmis tubulin aselilasyonu ile

korele oldugunu gostermigtir. Yetersiz tubulin asetil transferaz aktivitesi ve
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norodejeneratif hastaliklar arasinda iligki vardir. Yaslanmada sirt1 in
tersine sirt2 nin fazla olmasi néronlarda delesyona yol agmakta sirt2

inhibitorlerinin kullaniimasi nérodejeneratif hastaliklarda tedavi edicidir.'?®

NAD kofaktorli stres, direngc ve yagsam suresi ile ilgili
metabolizmalarda anahtar dizenleyici olarak bulunur. Oksidatif stres,
NAD" ve sirtuin metabolizmasi arasindaki iligki Braidy ve ark. tarafindan
gOsterilmigtir. Yasa bagh olarak kalp, karaciger, akciger ve bdbrek
mitokondrilerinde oksidatif streste ve DNA hasarinda artma, total
antioksidan, NAD" ve sirt1 dlizeylerinde azalma saptamiglardir. Sirt1

aktivitesini NAD* (izerinden yiiriitar.'?’

Sit1’in fazla eksprese edilmesi Alzheimer hastalijinda artan
beta amiyloid miktarini azaltmaktadir. Sirtuin bu etkisini amiyloidi yikan

alfa sekretaz aracili§i ile yapmaktadir.'??

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

ayni etkiyi olusturdugunu gdstermislerdir.'?®

2.5.5.Sirtuin ve Melatonin

Sirtuinin fonksiyonlarinin enerji metabolizmasina uzanmasi
ve mitokondride oksidatif savunmadaki goérevleri géz 6nine alindiginda
melatonin ve sirtuin arasinda bir baglantidan s6z etmek mumkin. SIRT1
NO sentezini, insllin /IGF-1(insulin Growth Factor-1) yolagini, FOXO alt
gruplarini dizenler ve antioksidan enzimlerin ekspresyonlarini artirir.
Serbest radikal metabolizmasinda melatoninle paralellik gosterir.

Gutierrez-Cuesta ve ark. yaslanmasi hizlandirilmis farelerde melatonin
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uygulamasinin sirt1 diizeyinin azalmasini énledigini gdstermistir.’*® Chang
ve ark. total uyku yoksunlugu olusturulmus farelerde melatonin
uygulamasinin  hipokampusde azalan sirt1  duzeyini artirdigini
gostermistir.’®® Tajes ve ark. genc ve yasli sicanlardan elde edilen néron
kulturlerinde kisa sureli melatonin uygulamasinin sirt1 duzeyini artirdigini

gostermislerdir.™

Melatonin ve resveratrol (sirtuin aktivatorl) birlikte
veriimesinin  AMPK y1 (AMPyi aktive eden protein kinaz, enerji
homeostazisinin duzenleyicisi) aktivasyonunu sinerjistik etkiyle inhibe

ederek hiicre limini engelledigi gosterilmistir. '’

2.5.6.SIRT2

Memelilerde, Sir2 protein ailesinden gelen stoplazmik
proteindir. SIRT2, iki farkh formda (352-381 rezidl), alternatif ucuca
eklenmesiyle, sentezlenir. Maxwell sirt2’nin beyinde 3 izoformu oldugunu
gostermistir.’®® SIRT2 hem NAD bagimli enzimatik reaksiyona hem de

ADP ribozilasyon enzimatik reaksiyonuna sahiptir. (Sekil 13).

TUm sirtbinler arasinda, postnatal hipokampusu igeren
beyinde SIRT2 ekspresyonu en giiclii olandir.'? Noronlarda ve
oligodentrositlerin her ikisinde SIRT 2, sitoplazmalar da sinirlanmistir ve

post mitotik hiicrelerin nukleuslarinda yoktur.'3%133:134.135

SIRT2, beyin, kalp, testis ve iskelet kas dokusunda NAD
bagimli deasetilasyon aktivitesini gdsterir. Oligodentroglial stoplazmik bir
proteindir ve myelin kilifinin Juxtanodal baglantisinda ve daha disinda
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yerlesmistir.*® SIRT2 esas olarak a-tubilini deasetile eder. Siklin-bagimli

2 Homeobox

fosforilasyon fonksiyonu ile hiicre mutilitesini bozar.'
transkripsiyon faktéri (HOXA) ve histon 4 ile etkilesime girer. Homeotik
genler vicut kisimlarinin nasil sekillenecegini ya da kaliba sokulacagini
belirleyen genlerdir. Mitotik donginin M fazinda asiri ekspre edilerek
mitozda hucre dongusunu duzenler mitotik sonucu kontrol eder. Kalori
kisittamasi ve oksidatif strese cevaben FOXO transkripsiyon faktorini

deasetile eder.'3®

SIRT2'nin asir ekspresyonu, adiposit farklilagsmasini inhibe
eder, bu azalma adipogenezise neden olur.'®” SIRT2 hem fotal hemde
yetigkin iskelet kaslarinda ekspre edilir. Hicre farklilagsmasi sirasinda
hicre dongusunu duzenler. Mikrotubul dinamiklerini de etkiler bunu da

redox potansiyelini etkileyerek yapar.'®
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2.5.7.Sirtuin Aktivatorleri

Sir2’nin, degisik organizmalarda (kurtcuk, maya, sinekler ve
balik), diyet kisittamasi yada genetik manipulasyonlar olmadan sirtuin
aktivator bilesikleri (STAC) kullanarak yasam sudresinin  uzatildigi
arastirmalarda gosterilmistir. Sirtuin kimyasal aktivatorleri Uzerine ilk
calismalar SIRT1 Uzerine odaklanis. STAC larin bir serisi olan Resveratrol
strese cevaben, sentezlenmis kiguk bitki molekuludir ve in vitro SIRT1 in

aktivator( olarak tanimlanmistir.' 3139

2.6.Polifenoller

2.6.1.Polifenollerin Biokimyasi ve Fizyolojik Ozellikleri

Polifenoller bitkilerde zeytinyadi, kirmizi sarap ve cay gibi
meyve ve sebzelerde mevcuttur.'*® Deri imalatinda kullanilan polifenollerin
yuksek oranda kullanildigi toplumlarda kardiovaskuler hastaliklara daha az

rastlanmasi sonucu onemleri ortaya konmustur.

Edwin Haslam tarafindan polihidroksipenil iceren dogal

artnleri Gg sinifta topladr:

1) Proantosiyanidin (proanthocyanidin) (yogun taninler) orn.
Prosiyanidin, prodelfinidinler ve flavan 3-ol unitin oligomerizasyonu sonucu
olusan profosetinidin. Flavan 3- ol Unitlerine 6rnek (epi)catechin galat
(ECG), epigallocatechin (EGCG) ve fisetinidol dir. Flavanoller yesil cayda
olusurlar. Monomerik flava/flavanoidler ve hidroksibenlere 6rnek

resveratroldir.
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2) Gallo-and ellagitannin (hidroliz olabilen tanin) gallik
asitden (8,4,5- trihidroksibenzoik asit) kaynakl shikimate metabolizmalari

sonucu olusurlar. Birgok kirmizi meyvelerde ve dag cileklerinde bulunur.

3) Kirmizi-kahve alglerde bulunan phlorotanninlerdir.

Kapasiteleri tam olarak ispatlanmamistir.’*’

Fenilpropanoid kaynakli curcumin pigmenti. Curcuma longa

(zedecgal) bitkisinin kdkinden, izole edilmistir.

Flavonolignana silybin A, silypbum marianumdan ( deve

dikeni) izole edilmistir.

Sinir sistemi ¢evresel toksinleri de iceren tim stres tiplerinde
organizmanin adaptif (hormetik) yanitinda temel éneme sahiptir. Meyve ve
sebzelerde mevcut olan fitokimyasallarin kanser, kardiyovaskuler ve
norodejeneratif hastaliklarin riskini azalttigina inanilir. Ancak, antioksidan
Ozellikleri farkh sekilde ortaya konur. Clnkl ¢ogu fitokimyasalin normal
fonksiyonu toksin gibi bitkiyi bocek ya da diger zararlilardan korumaktir.
Buna ragmen dusik dozlarda insan ve diger memelilerde benzer toksik

fitokimyasallar adaptif yanit ile hicreleri zararli durumdan korurlar.

Polifenoller, fenil halkasina eklenen en az, iki hidroksil
grubunun varligi ile metalleri selatlama o6zelligini kazanir bu 6zelligi

polifenollerin antioksidan néron koruyucu ézelligini aciklar.'*?
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2.6.2.Polifenoller ve Yaslanma

Son bulgular fitokimyasallarin (Resveratrol, Curcumin,
Catechin gibi) hicre kultir ve hayvan modellerinde nérolojik hastaliklara
kargi adaptif mekanizmalarda ki etkisini aciklamaktadir. Ornegin,
fitokimyasallar hormezis ile Nrf2 yi igeren transkripsiyonel faktorleri aktive
etmekteki o da sirtuin ailesinin histon deasetilaz ve FOXO transkripsiyon
faktora ile genleri (antioksidan enzim protein saperonlari yada norotrofik
faktorler ) aktive etmektedir. Cesitli hayvan modellerinde fitokimyasallar
norohormetik mekanizma ile Alzheimer hastaligi ve Parkinson gibi

nérodejeneratif bozukluklar baskiladigi gosterilmistir.'*

in vivo bir calismada, EGCG tedavisinin myokardial
reperflzyon yaralanmasinin azalmas!'**'*® NF-«B nin aktivitesini azaltarak
etkili olmustur. Yine EGCGnin, in vitro olarak iNOS inhibisyonu yaptigi

gosterilmistir. 46

Son calismalarda polifenollerin ndéron koruyucu etkileri

gosterilmistir.'®

2.6.3.Polifenoller ve Sirtuin

Yaslanma ile ilgili fenomende dlzenleyici olarak yer alan
resveratrol benzeri polifenollerin rolu radikalleri siptrme ile kisith degildir.
Bire bir proteinlerle etkilesime girerek o proteinin fonksiyonunu
etkileyebiliyor. Kirmizi sarapta bulunan resveratrol, piceatonnol ve flavonol
quarcetin SIRT1 gen dizenleyicisini aktive eder. Polifenoller ve sirtuin
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arasindaki iliskiyi gosteren calismalarin nerdeyse hepsi resveratrol ve
SIRT1 arasindadir.

2.6.4.Curcumin

Curcumin (CUR)( diferuloylmethane ) zedegal baharatinin
bas bilesenidir ve dogu Hindistan’in bitkisi curcuma longanin koklerinden
elde edilir. Curcuma longa, zencefil ailesinin bir Uyesidir ve glneydogu
Asya ya has ¢ok yillik bir bitkidir.'* Zerdecal curcuminoidler denilen bir
sinif bilesigi icerir. Sekil 14. Curcumin lipofilik bir polifenolddr.
Curcumoidler, ki a, B unsature karbonil grupla baglantili iki

metoksitlenmis fenolden ibarettir.

CUR, Asya da yiyeceklerle birlikte ve bitkisel tip da yaygin
olarak kullaniliyor. Ayurvedik tip da, antikolesteremik'*® antidiabetik'*® |
antienflamatuar'® ve antiromatik'' etkilerinden olayi cok énemlidir. CUR,
demir-baglantili lipit peroksidasyonunu'? reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu ve demir iyonunun oksidasyonunu'?® inhibe  ettigi
gOsterilmigtir. Birgok in vivo ve in vitro calismalarda™*1%>1%¢  farki
organlardaki degisik kanserlerde CUR, lipit peroksidasyonu inhibe ettigi ve
antioksidan ( SOD, GSH, GST ve GPx) aktiviteyi artirdigi gosterilmistir.
Ayrica curcuminin beyin Uzerine etkileri de gosterilmistir. CUR’un, beyin
homejenatlarinda, demir iyonu, ferrik —askorbat ve ferrik-ADP-askorbatla
olusan lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.””” CUR ile
beslenen farelerin beyinlerinden alinan mikrosomlarda, Na* ,K*, -ATP az

aktivitesinde artis gdzlenmistir.'®®
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CUR, linoateleri ( yag asiti radikali sekli ve oksitlenebilme
yetenegi olan bir poliunsatire yag asiti) kullanarak lipit peroksidasyonu
inhibe eder. CUR bir diger aktivitesi, serbest radikalleri temizleme olarak
gosterilmistir. CUR, makrofajlarda iNOS aktivitesini down regile eder ve
bunu da ROS miktarint azaltarak yapar. Mikroglial hucrelerdeki
calismalarda CUR tedavisi sonrasinda oksidatif stresden sinir hiicrelerinin

korunmasi ve NO driinlerinin azaldigi gosterilmistir. "

Fautschy ve ark. ¢calismasinda CUR uygulamasinin 22 aylik
farelerin beyinlerinde beyin hasari olusturan beta-amyloid proteinine kargi

koruyucu oldugu gdsterilmistir.'>®

2.6.5.Salermid

Salermid (SLM), (N - {3 - [ (2 — hydroxy — naphthalen — 1 -
ylmethylene ) — amino ] — phenyl }-2-phenyl-propionamide), Sirt1 ve Sirt2
icin potansiyel inhibitdr olarak, tanimlanan yeni bir molekuldir. Salermid
kanserli hucrelerde apoptozisi uyarirken normal hucrelerde etki

gostermez." Sekil 15.
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3.GEREG- YONTEM

3.1. Kullanilan Geregler, Maddeler ve Denekler

Bu calisma 30.06.2011 tarih ve G.U. ET-11.056 kodlu etik
kurul karari ile Gazi Universitesi Tip Fakdltesi Fizyoloji Anabilim Dali'inda

gergeklestirilmistir.

3.1.1.Deney hayvanlari

Denekler G.U. Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalari Merkezinden (GUDAM) temin edilmis ve
bakilmistir.

Calismamizda; erkek, 13 ayhk orta yash, wistar albino
siganlar kullanildi. Calisma grubunu olusturan tum siganlar laboratuar
ortaminda, 12 saat aydinlikta ve 12 saat karanlikta olacak sekilde normal
musluk suyu ve standart sican yemi ile beslendi. Bu duzen otomatik

¢alisan bir zaman saati ile saglandi.

3.1.2.Kullanilan Araclar ve Kimyasallar

Santriftj: MPW-350( sogutma sistemli)

Sonikator: Sonics vibrocell

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

Gug kaynagi: Consort E 835 Electrophoresis Power Supply

Isitici: Eppendorf Thermomixer Compact

Tarti: SARTORIUS Basic

Istatistik Programi: SPSS FOR Windows

Arastirmada kullanilan TBARS, GSH, NOx tayininde
kullanilan kimyasallar Sigma Chemical Co. (St. Lois, MO), western blot
kimyasallari Santa Cruz Biotechnology den temin edilmigtir. 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 (invitrogen WP 20002). Marker
invitrogen SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard LC5925. Pro-Prep Protein
Extraction Solution intron Biotechnology 17081. Trans-Blot Pure
Nitrocellulose Membrane Bio-Rad 162-0112.

3.1.3.Arastirma Plani

Calisma gruplarimiz Tablo 2 de gosterildigi gibi 7 olarak

belirlendi ve her grupta 6 adet sican yer aldi. 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 100ul/bw (Dimethyl
Sulfoxide) bir ay boyunca her gin saat 17:00 de uygulandi. 3. grubumuza
MLT sc olarak 10mg/kg (%1 lik etanol-pbs ¢ozeltisinde, 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 100umol/pl ip olarak, 7.
grubumuza MLT 30mg/kg sc + SLT 100umol/ul ip 30 gln, saat 17:00 de
uygulandi. 30 gunin sonunda birer gun ara ile gruplardaki siganlar
kalplerinden kan alinip takiben dekapite edildi. Beyin korteks olarak ayrilip
azot tankinda derhal, dondurularak daha sonra galisiimak Gzere -80 C de
derin dondurucuda saklandi. Alinan oOrneklerle asagidaki parametreler

calisildi.

Radikal hasarin gostergesi olarak kabul edilebilecek ve lipit
peroksidasyonu ile paralel degisim gosteren korteks dokusunda MDA
dizeyi Tiobarbitirik asit reaktif (TBARS) madde olusumu ydntemi ile
calisildi.'®*'®" Radikal hasarina neden olabilecek korteks dokusunda Nitrik
Oksit (NOXx) diizeyi Griess yontemi ile calisildi’®® Antioksidan kapasitesinin
gOstergesi olarak kabul edilen; korteks dokusunda GSH tayini modifiye

163 Korteks dokusundan, hiicre lizatlari elde

Elman yontemi ile calisildi.
edildi. Bu lizatlardaki protein miktari Bradford protein tayin metodu ile
olgiild.'®* Lizatlarda bulunan Sirt2 proteini, proteinlerin molekuler
bayukluklerine gore ayrilmasini saglayan Western Blotting teknigi ile tayin

edildi.
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Tablo 2: Calisma gruplari ve 6zellikleri

GRUPLAR UYGULAMA DENEK SAYISI AGIRLIGI (gr)
1. grup PBS+ETANOL 6 356,5+36,7
( kontrol)
2. grup DMSO 6 347,3+27,3
(kontrol)
3. grup PBS+ETANOL + MLT 6 371,6122,4
4. grup DMSO + CUR 6 356,1+34,3
5. grup PBS+ETANOL+ MLT ve 6 362,4128,2
DMSO+CUR
6.grup DMSO+SLM 6 374,5£32,7
7.grup PBS+ETANOL+ MLT ve 6 382,6+33,9
DMSO+SLM
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3.2.Tayin Yontemleri

3.2.1.Dokuda TBARS Tayin Yontemi

Korteks dokusunda lipit peroksidasyon derecesi tiobarbittrik
asit reaktif madde olusumu yontemi ile galisildi. Doku 6rnekleri sonikator
(%50 ) ile soguk Trikloraasetik Asit (TCA) ( 0,1gr korteks dokusu +0,9ml
%10luk TCA) icinde buzlu ortamda homojenize edildi. Daha sonra +4 C 15
dk. sureyle 4000rpm de santrifij edildi ve supernatan alinarak 4000 rpm
de 8 dk. tekrar santrifilj edildi. Orneklerden 250 pl alinarak tzerine 10yl
%1 lik Butillenmis Hidroksitoluen (BHT), 250 pl Tiobarbiturik Asit (TBA)
eklendi. Daha sonra 6rnekler 100 C de kaynayan su banyosunda 15 dk.
bekletildi, daha sonra sogutularak 4000 rpm de santrifij edildi.
Supernatanlar alinarak her bir 6rnegin absorbansi 532 nm de tayin edildi.
Korteks  dokusu icin lipid peroksidan diizeyi 1,56 x 10° M’ cm™
kullanilarak MDA esdegeri olarak ifade edildi.

3.2.2.Dokuda Glutatyon Tayin Yontemi

Korteks dokusunda GSH tayini icin modifiye Ellman yéntemi
kullanildi."®® Lipid peroksidasyonda anlatildigi sekilde homojenize edilip
santriflj edildikten sonra 100ul 6rnek + 400ul (0.3M) Di Sodyum Hidrojen
Fosfat (NaoHPQO4) + 50ul EIman Reaktifi (DTNB) eklendi, vortekslendikten
sonra 10dk. beklendi. Daha sonra Elisa okuyucusunda karigimin
absorbansi 412nm dalga boyunda 6lguldu ve glutatyon diuzeyleri13 600 M

"em™ katsayisi kullanilarak hesaplandi.
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3.2.3.Dokuda Nitrik Oksit Tayin Yontemi

Korteks dokusunda NOx miktari Griess yontemi ile ¢alisildi.
0,05 gr doku aldik Uzerine 0,5ml PBS ekleyerek homojenize ettik. 2000
RCF de +4C de 5 dk santrifij ettikten sonra 400pl stpernatani aldik.
Slpernatanlarin tzerine 200ul N Sodyum Hidroksit (NaOH) konarak oda
Isisinda 5 dk inkube ettik. Daha sonra karigima 200pl%10 luk Cinko Sulfat
(ZnS0O4) ekleyip vorteksledik ve 3000 rcf de +4'C de 5dk santriflj ettik.
500l 6rneklerden ayirarak 14000rpm de +4C de 5dk santriflj ettikten

sonra orneklerimiz NOx Ol¢gumu igin hazir hale geldi.

NOx Ol¢gimi igin; 100ul 6rnek, 100pl Vanadyum KilorGr
(VaCly) 50pl sulfanilamid, 50ul NEDD karisimi ekleyip 37 'C de 30 dk
bekledikten sonra hazirlanan karigim Elisa okuyucusun da 540nm dalga
boyunda okundu. NOx miktari hazirlanan standart ¢ozeltiye gore

hesaplandi.

3.2.4.Bradford Protein Tayin Metodu

Bradford protein 6lgimu prensibi, asidik ¢ozelti Comassie
Brilliant Mavisi, proteine baglandiginda 465-595 nm dalga boylari arasinda
maksimum absorbans degisikligine dayanir. Miktardaki protein tayini icin
hizli duyarli bir yéntemdir. Bu ydntemle korteks dokusundaki protein
miktarini dlgebilmek i¢in 0,02 gr doku tarttik. Bu dokularin Gzerine 1,200pl
PRO-PREP Protein Extraction Solution ekledik. Sonikatoérle buz iginde
homojenize ettikten sonra 30 dk — 20 C de inkiibe ettik. Orneklerimizin

13000 rpm, +4 C 5 dk. santrifligasyonu sonrasi supernatanlarimizi ayirdik.
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Ornekler dlciilmeden dnce standartlari hazirladik. BSA
(Bovine Serum Albumin) standart protein olarak kullanildi. Standartlarimiz
icin 200mg/ml stok BSA hazirlandi ve bu stoktan yapilan 1,5mg/ml-
1mg/ml-0,5mg/ml-0,25mg/ml-Omg/ml oranlarindaki protein
solUsyonlarindan bir protein konsantrasyonu-abzorbans igin standart bir
grafik olusturduk. Elde ettigimiz grafik egimi ve absorbans degerlerinden

protein yogunlugunu hesaplarken asagidaki formal kullanildi.

Protein (mg/ml)= Absorbans / y - standart grafigin egimi

10pl 6rnek 250ul Bradford ¢ozeltisi seklinde standartlar ve drnekler ikili
olarak kuyucuklara ylUklendi ve Elisa okuyucusunda 595nm dalga boyunda
okundu. iki yiiklemenin ortalamasi alindiktan sonra formiilden her

ornekteki protein miktari belirlendi.

3.2.5.Western Blotting Teknigi ile Protein Belirlenmesi

Lizatlardaki proteinlerin, molekuler buyukliklerine gore
ayriimasini saglayan bir metottur. Orneklerdeki protein miktarini Bradford
metoduyla bulduktan sonra ylkleme igin kullanacagimiz protein miktarini
20pg olarak belirledik ve Orneklerden hangi hacimde alacagimizi

asagidaki formulle hesapladik.

20ug igin yukleme hacmi= 20 / protein konsantrasyonu

Yuklemek hacmimizi 40ul belirledikten sonra yukleme
hacminin %50 x2 érnek tamponu (Sample Buffer) +6rneklerimiz ve kalan

hacimde saf su ile tamamlandi. Daha sonra 6rneklerimiz vortekslendi ve
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95 C 5dk. kaynatilarak protein denature edildi. Ornek tamponu ( B-
merkaptoetanol, glliserol, SDS, Bromofenol-blue boyasi ve Tris HCI,
Ph:6,8) , proteinlerin jel Gzerinde dizglin bir sekilde yurimesini saglar.

SDS orneklerdeki proteinleri sararak negatif yuklenmelerini saglar.

3.2.6.Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Poliakrilamid jeller hedef proteinimiz olan Sirt2 igin %10
olacak sekilde hazirlandi. Jellerimiz iki kisimdan olustu 1. Ayirma Jeli
(Resolving gel) 2,5ml %40 acrilamid, 2,5 ml 1,5M Tris-HCI (pH8,8), 100pl
% 10 luk SDS, 4,8ml saf su, 100pyl Amonyum persulfat (APS ), 10ul
TEMED karsimi jel hazirlama camlari arasina dokuldua jelin tst kismi hava
ile temasi kesmek igin distile su ile kaplandi 30 dk polimerizasyonu igin
beklendi. Daha sonra jelin Gzerindeki su uzaklastirildi ve 2. Yiginlama Jeli
(Staking gel) bir énceki jelin Gzerine dokuldi kuyucuklari olugturmak igin
jelin icine tarak yerlegtirildi. Yiginlama jelin de polimerize olmasi igin 30 dk
beklendi. Orneklerin yiiklendigi bu jelin digerinden tek farki 0,5M Tris-HCI
(ph:6,8) icermesidir.

Jeller elektroforez tankina yerlestirildikten sonra tankin igine
bir miktar Yuratme Tamponu (Running Buffer: Tris baz, Glisin ve SDS)
konuldu, kuyucuklari olugturan tarak cikarildi ve &rnekler dikkatli bir
sekilde kuyucuklara yuklendi. Birinci kuyucuga bize referans olacak olan
renkli markerimiz yuUklendi, yuritme tamponu tankin iginde gerekli
seviyeye kadar getirildi ve gl¢ kaynagina badglandi. Glg¢ kaynag,
yiginlama jel de 100V da ayirma jel de 160V da ayarlandi. Yurime islemi
50 dakika surdu.
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3.2.7.Jel Transferi ve immunoblotting

Proteinlerin antikor ile saptanmasindan once, jeldeki protein
icerigi nitrosellildz membrana aktariimasi igin, elektroforez tamamlandiktan
sonra jeller cam plakalardan dikkatlice ayrildi ve Transfer Tamponunda
(Transfer Buffer: Tris-baz, glisin, distile su ve son olarak Methanol ) 20 dk
bekletildi. Nirosellilbz membran 3dk distile su icinde yikandi ve transfer

tanponu iginde kullanilana kadar bekletildi.

Transfer sandvigi negatif yuklli olacak plakadan bagslayarak,
sunger, transfer tamponunda i1slanmis filtre kagitlari jel Gzerine membran
tekrar filtre kagitlari, siinger ve pozitif plaka ile yapildi. Her katmanda hava
kalmamasina dikkat edildi. Gl¢ kaynagi 350 amper’e ayarlandi 30dk da
transfer tamamlandi. Bu yontem ile jelin icinde SDS ile kaplanmis negatif
yuklU proteinler elektrik akimi altinda pozitif alana yani membrana dogru

ilerlemesi saglanmigtir.

Transfer tamamlandiktan sonra membran ayrilarak, TBS-T
Yikama Tamponu ile yikandi sonrasinda membran bloklama
solusyonu(%9%’lik sut tozu+ TBS-T) iginde 2 saat oda sicakliginda
karigtiricinin  Uzerinde inkUbe edildi. Bu basamak ile proteinin 6zgun
olmayan baglanma noktalari engellendi. Sirenin sonunda membran
yikama tamponu ile 3 kez 5’er dakikalik surelerle yikandi. Uygun oranlarda
dilisyonlarla hazirlanan15ml lik antikor tamponunda (primer
antikor+%5’lik sut tozu + TBS-T ) +4C de 1 gece boyunca inkube edildi.

Ertesi gun membran 3 er kez 5 er dakikalik sirelerle TBS-T

yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra 15ml lik antikor tamponunda
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(sekonder antikor + +%5’lik sut tozu + TBS-T) oda sicakliginda 2 saat
inkibe edildi. Strenin sonunda membran tekrar 3 er kez 5 er dakikalik

surelerle yikandi.

En son membran naylon zarf igine yerlestirilip 2ml
chemiluminecent caligma ayraci ( ayrag¢l1: ayrag¢:2=1:1) membranlarin
Uzerine pipetlendi. Naylon zarf membranlarin Gzerine kapatildi havasi
temizlendi. Daha sonra film kasetine membran ve medikal X-Ray film
yerlestirildi. 4dk film membrana maruz birakildi ve karanlik ortamda
yikandi. ikinci antikorun saglamis oldugu kemiliiminisans sayesinde film
uzerinde proteine ait bantlar goruntulendi. Filme baski iglemi 6zel bir
gorintileme merkezinde vyapildi. Sirt2 bantlari, kontrol amach
uyguladigimiz Beta aktin bantlari referans alinarak Sirt2/Beta aktin orani
olarak ifade edildi. Bant yogunluklari image j programi kullanilarak

hesaplandi.

3.2.8.Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizdaki verilerin degerlendiriimesinde “SPSS 11.4
for Windows” Programinda ANOVA, Mann-Whitney U testi ve Korelasyon
yapilarak gruplar birbirleri ile kargilastirildi.
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4.BULGULAR

4.1. Korteks Doku MDA Diizeyleri

Yedi grup arasinda, MLT ve CUR uygulamalar kontrol
grubu ile karsilastirildiginda serebral korteks MDA dizeyini anlamli olarak
azalttidr bulundu. (Sirasiyla;4,77+0,14 nmol/g doku, 4,90+0,46 nmol/g
doku; 6,33 0,71 nmol/g doku p<0,05). Diger gruplar arasinda fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.(Grafik 1).

4.2. Korteks Doku Glutatyon Duzeyleri

Yedi grup arasinda deney gruplarinin ( MLT+ CUR grubu,
SLM grubu ve MLT + SLM grubu) GSH duzeyi kontrol gruplari ile ( PBS
ve DMSO) karsilastinidiginda, korteks GSH duzeylerini, anlamli olarak
artirdigi goézlendi. (Sirasiyla;2,82+0,03umol/g doku, 2,74+0,04pumol/bw
doku, 2,70+ 0,03umol/g doku; 2,53+0,05umol/g doku, 2,48+0,06umol/g
doku p<0,05). ( MLT+ CUR grubu, SLM grubu ve MLT + SLT grubu) tek
basina MLT wuygulanan grup ile Kkarsilastinidiginda korteks GSH
dizeylerini, anlamh olarak artirdidi gézlendi. (Sirasiyla;2,82+0,03umol/g
doku, 2,74+0,04umol/g doku, 2,70+ 0,03umol/g doku; 2,54+0,03umol/g
doku, P<0,05). MLT+CUR uygulamasi tek basina CUR ve MLT+SLM ile
karsilagtinldiginda korteks GSH duzeylerini, anlamli olarak artirdi.(
Sirasliyla; 2,82+ 0,03umol/g doku, 2,61+0,05umol/g doku;
2,70+0,03pmol/gdoku; p<0,05). (Grafik 2).
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4.3. Korteks Doku NOx Diizeyleri

GCalismamizda korteks dokusundaki NOx degerlerine
bakildiginda MLT+SLM ve CUR uygulamasi DMSO grubu ile
kargilastirildiginda serebral korteks NOx duzeyini anlaml olarak artirdi.
(Sirasiyla;28,20+2,14pumol/g doku, 26,91+2,26 pmol/g doku; 20,63+0,26
pmol/g doku, p<0,05). Ayrica MLT + SLM grubu; MLT grubu, MLT+CUR
grubu ve SLM gruplar ile kargilastirildiginda serebral korteksde NOx
anlamli olarak ylksekti. (Sirasiyla; 28,20+2,14 umol/g doku; 23,13+1,74
pmol/g doku, 25,37+3,60 umol/g doku, 22,75+0,95 pymol/g doku, p<0,05).
( grafik 3).

4.4. Korteks Doku Sirt2 Duzeyi

MLT uygulamasi DMSO ve CUR uygulanan grup ile
karsilastirildiginda serebral korteks sirt2 duzeyini anlamli olarak azaltti
siraslyla (88,10+3,48 sirt2/beta aktin; 123,92+17 4sirt2/beta aktin,
228,851£10,41sirt2/beta aktin; p<0,05) CUR uygulamasi tum gruplar ile
kargilastirildiginda serebral korteks sirt2 dizeyini anlamli olarak arttirdi.
(Sirasiyla;228,85+10,41 sirt2/beta-aktin; 99,9949,02 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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Sekil 16 : Gruplarimizin sirt2 bantlari ve beta-aktin banti
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Tablo 3 :Gruplarin istatistiksel degisimleri (ortalama*SH)

KONTROL DENEY
Parametreler PBS DMSO Melatonin Curcumin  melatonin+curcumin Salermid  Salermid+Melatonin
AGIRLIK 356,5¢36,7  347,3%+27,3  371,6+22,4  356,1%34,3 362,4+28,2 374,5432,7 382,6433,9
MDA (nmol/g) 6,33+0,71°  5,80+0,52 4,7740,14° 4,9040,46 5,39+0,24 6,29+0,76 5,50+0,41
GSH (umol/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 (umol/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

SiRT2/beta aktin 99,99+9,02" 123,92+17,4"F 88,10+3,48"¥ 228,85+10,41°

86,32+8,97"F 116,59+11,35"

106,52+13,60"

**p degeri <0,05
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Grafik1: Gruplar arasi korteks dokusu MDA diizeyleri (nmol/g)

Kontrol grubu (PBS); MLT ve CUR grubundan anlamli olarak yiiksek. p<0,05
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Grafik 2: Gruplar arasi korteks doku GSH degisimleri (umol/g)

MLT+CUR grubu; kontrol grubu (PBS, DMSO), MLT, CUR, MLT+SLM gruplarindan
anlamh yiiksek bulundu. * p<0,05

SLM grubu; kotrol grubu (PBS, DMSO), MLT, CUR gruplarindan anlamh yiiksek
bulundu. ¥ p<0,05

MLT+SLM grubu; kontrol grubu (PBS , DMSO) ve MLT grubundan anlamh yiiksek
bulundu. § p<0,05
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Grafik 3: Gruplar arasi korteks doku NOx degisimleri (umol/g)

MLT+SLM grubu; Konrol grubu (DMSO), MLT, MLT+CUR, SLM gruplarindan anlamh
olarak yiiksek bulundu * p<0,05
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Grafik4: Gruplarin Sirt2/beta-aktin oranlarinin PBS grubuna goére % degisim grafigi

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

gruplarindan anlamli olarak yiiksek * p<0,05

Kontrol (DMSO) grubu; MLT ve MLT+CUR gruplarindan anlamh yiiksek ¥ p<0,05
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5.TARTISMA

Biyolojik surecglerde oksidanlar énemlidir ve ROS Uretimi —
belli sinirlarda- homeostazisi saglamada gereklidir. Organizmadaki
oksidan stres ile antioksidan kapasite dengesinin oksidan stres lehine
bozulmasi sonucu yasglanma sureci hizlanmaktadir. Canllar igin serbest
radikallerin yararli ve zararh etkileri gok hassas bir dengeyi olusturur; bu
denge redoks diizenleyicisi adi verilen sistem tarafindan diizenlenir.'®®
Redoks duzenleme sistemi oksidatif strese karsi canliyr korur.
Yaslanmayla mitokondri fonksiyonlari da azalmasina paralel olarak
antioksidan enzimlerde de bir azalma goéruliyor. Antioksidanlardaki bu
azalma redoks sisteminin bozulmasina neden olur.'® ROS retimi,
yaslanmanin endojen hizini kontrol eden bir parametredir.'®’ Yaslanmaya
karsl; her tlrlGn, bireyin, organin, dokunun, hicrenin bile farkli cevap

8

verebilecegi biIdiriImistir.16 Yaglanmanin zararli etkilerinin en ¢ok

gOzlendigi yer beyin gibi postmitotik dokulardir.

Yaslanma genellikle serebral korteksi de igine alan beynin
bazi bolimlerinde ndéron kayiplariyla karakterizedir.?® Normal yaslanma
sirasinda, beyin hem morfolojik hem de sinapslar, dentritik dallanmalar,
norotransmitterler, sirkilasyonu ve metabolizmasi, motor ve duyu
sistemleri, uyku, hafiza ve 6grenme, lipofusin birikimi gibi fonksiyonel
olarak degisim gecirir. Beyinde meydana gelen bu degisikliklerin molekuler
temeli bilinmiyor fakat bircok calisma ROS ve mitokondriyi sorumlu
tutuyor.’®®7% Hayvanlar ve insanlar (izerine yapilan ¢alismalarda serbest
radikallerin birikimi, hicresel element ve protein hasarin olugsmasi
yaslanmanin ana bulgularindan biri oldugunu géstermistir.'”''72173 Bircok

calisma, yasam suresi ile DNA onarim yetenegi, reaktif oksijen
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molekdllerinin detoksifikasyonu, strese karsi koyma yetenegi ve yipranmis
hicrelerin yenilenmesi arasinda pozitif korelasyon g('jstermig,tir.174 Ayni
zamanda uzun yasam ve hasar birikim orani arasinda negatif korelasyon

oldugunu gdsteren calismalar da vardir.'”>17®

Serbest radikal, superoksit ve nitrik oksit; bayume,
farkhlasma ve 6lum gibi farli hiicresel fonksiyonlarla iliskili olan sinyalleme
yolaklarina aracilik eden onemli molekullerdir. Yaslanmada nitrik oksit
hipotezi serbest radikal teorisiyle baglantidir.'’” Bircok calismada, NO
uretimindeki bozulmanin, yaglanmada beyin fonksiyonlarindaki degisimler
ve hasarlanma ile birlikte oldugu gdsterilmistir.®'”® Yaslanma ile birlikte
insan ve sicanda cesitli dokularda NO diizeyinin arttigi bildirilirken®'77:17°
bazi caligmalarda sitozolik nitrik oksit duzeyinin yaglanma ile azaldigi
gostermistir.’®  Yaslanma ile artan NO dan iNOS sorumlu tutuluyor.’””
Bustamante ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada, beyin dokusunda
yaslanma ile gorulen NO Uretimindeki azalmanin nNOS daki azalmayla

iligkili oldugu gosterilmistir.

Melatonin bir¢ok biyolojik etkisinin yani sira, guglu bir radikal
supurucu ve antioksidan oOzellige sahiptir. Bilinen tum antioksidanlardan
(mannitol glutatyon, vit E,C gibi) daha gucli serbest radikal stpuricu
Ozelligi vardir. Melatonin, ROS’un 06zellikle de hidroksil ve peroksid

grublarinin eliminasyonunu yapar.'®’

Saglikh gen¢ ve yasli bireylere
melatonin uygulanmasi; MDA dlzeyini azaltmig, SOD dlzeyini arttirmistir.
Melatoninin antioksidan etkisinin gencler ile karsilastirildiginda, yasllarda
daha fazla oldugu bulunmustur.’®® Melatonin, i NOS%%" ve nNOS'u%*

down regule ederek NOx olugsumunu engelleyebilir.
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MLT uygulamasi yash siganlarda beyinde olan oksidan

181,183,184 185

hasari azaltarak antioksidan savunmayi artirir ve farelerde

oksidatif stresi azaltarak antioksidan sistemi artirir.

Calismamizda vyasli sigcanlara MLT uygulamasi serebral
korteks MDA duzeyini kontrol grubuna gore anlamh olarak azaltmigtir.
Literatirde MLT uygulamasinin yash sicanlarda oksidatif stresi azalttigina

dair pek ¢cok galisma mevcuttur ve bulgularimizla uyumludur.

Curcumin de toksik 6zelligi olmayan antioksidan, serbest
radikal sUpurlUcusu ve antienflamatuar 6zelligi ile yaglanmada galigilan bir

polifenoldiir.'*®

Kalori kisittamasi ile mayalardan kemirgenlere ve hatta
primatlara kadar genis araliktaki organizmalarda hayatta kalma sudresini
artirdigi  gosterilmistir.’®®'®"  Kalori kisittamasini taklit eden bilesikler
(STACs) sirtlin aktivatoru olarak bilinirler. Curcumin STACs lardan biridir.
Curcuminin, demir-baglantili lipit peroksidasyonunu'?  reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu ve demir iyonunun oksidasyonunu'®® inhibe ettigi
gOsterilmigtir. Ayrica curcuminin beyin Uzerine etkileride gosterilmistir.
Curcuminin, beyin homejenatlarinda , demir iyonu, ferrik —askorbat ve
ferrik-ADP-askorbatla olugsan lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir.’® Curcumin ile beslenen farelerin beyinlerinden alinan
mikrosomlarda, Na*, K*, -ATPaz aktivitesinde artis gdzlenmistir.'®
Curcumin, linoateleri ( yag asiti radikali sekli ve oksitlenebilme yetenegi
olan bir poliunsatire yag asiti) kullanarak lipit peroksidasyonu inhibe eder.
Curcuminin bir diger aktivitesi, serbest radikalleri temizleme olarak

gOsterilmigtir. Curcumin, makrofajlarda i NOS aktivitesini down regule
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eder ve bunuda ROS miktarini azaltarak yapar. Mikroglial hucrelerdeki
calismalarda curcumin tedavisi sonrasinda oksidatif stresden sinir
hicrelerinin korunmasi ve NO UrUnlerinin azaldigi gt’>sterilmi§tir.11 Hayvan
modellerindeki ¢alismalar; curcuminin noérodejeneratif hastaliklarda

(Alzheimer hastaligi) faydali olabilecegini gdstermislerdir.'8-189

Literatirde CUR’nin  iINOS aktivitesini inhibe ettigi
gosterilirken'®'® NOS ve e NOS da artisa neden oldugu da

gosterilmistir.'®’

DMSO, calismamizda bir ¢bzucu olarak kullaniimasina

ragmen literatiirde néroprotektif 6zelliginden de bahsedilmektedir. 9193194

Calismamizda curcuminin tek basina uygulamasi serebral
korteks MDA duzeyini kontrol grubuna goére anlamli olarak azaltmistir.
MLT ve CUR radikal supurtcu ozellikleri ile yaglanmada etkilidirler. Birlikte
uygulandiklarinda serebral korteks MDA duzeyine sinerjistik bir etki

gOstermemiglerdir.

MLT, CUR ve SLM uygulamasi kontrol grubuna gore
serebral korteks GSH dizeyini anlaml olarak artirmistir. MLT+CUR, SLM
ve MLT+SLM wuygulamasi tek basina MLT wuygulamasi ile
kargilastirildiginda korteks GSH dulzeyini anlamli olarak artirmistir.
MLT+CUR uygulamasi tek basina MLT ya da CUR uygulamasina gore
serebral korteks GSH Uzeride daha etkili olmustur. Tek baglarina MLT ya
da CUR wuygulamasinin GSH dizeyine etkisi 6nceki c¢alismalarla

uyumludur.
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CUR uygulamasi DMSO grubu ile karsilastiriidiginda
korteks NO duzeyini artirmistir. SLM+MLT uygulamasi kontrol MLT,
MLT+CUR ve SLM uygulamasina gore serebral korteks NO dizeyinde

anlamli artisa yol agmistir.

Yaslanma uzerine yapilan son c¢alismalarda sirtuin olarak
isimlendirilen NAD bagiml protein deasetilazin, model organizmalarda
yasam suresini uzatabildigi ve kalori kisittamasinin yaslanmayi engelleyici
etkisine araclilik ettigi g('jsterilmigtir.122 Sirtuinlerin birgok fizyolojik stregteki
rolu arastiriliyor. Son yillardaki ¢calismalar sirtuin ve farkli biyolojik surecler
arasindaki baglantiyl aydinlatmaya basladi. SIRT1’'in DNA hasari ya da
oksidatif streslerle uyarilarak hlcresel yaslanmayi ya da apoptozisi inhibe

ederek hiicrelerin hayatta kalmasini artirdigi gésterilmistir. ™

Sirt2 yetiskin beyninde baskin olarak bulunan ndéronal bir
proteindir. Sirt2 nin etkileri; mayalarda, enerji metabolizmasi ve yasam
suresinin  uzunlugu vertebralilarda, metabolik ve insanda norolojik
hastaliklarin tedavisinde gésterilmistir.”'®'% Fazla Sirt2 néronlar icin
zararli olabilir."®®'%” Tersine olan bazi calismalarda ise, Sirt2 diizeyindeki
azalma p53 seviyesini etkileyerek hicre apoptozisini uyardigdi
gosterilmistir.’®  Sirt2  nin  farmokolojik inhisyonu ile  Parkinson

hastaliginda'®® huntington hastaliginda®®

noroprotektif etki gostermigtir.
Hucre kultarinde, Sirt2 aktivasyonu artarak Bid ekspresyonunu uyararak,

apoptozise neden olur.?"’

CUR uygulamasi DMSO ve MLT, SLM ve MLT+SLM gruplari
ile karsilagtirildiginda sirt2 nin beta aktine oranini anlamh olarak

artirmigtir.
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Calismamizda yaslanmayla sirtuin proteininin, serebral
korteks dokusundaki degisimlerini MLT ile yaslanma Uzerine olan etkilerini
kargilastirabilmeyi  hedefledik. Sirtlin  proteinin  aktivitesini  klguk
molekullerle degistirebilmemiz, yaslanmis sicanlarin korteks dokularinda
sirt2 in inhibitori salermid ve STACs curcuminin, MDA GSH ve NOx
uzerine etkilerini gorebilmemizi ve bu etkileri melatoninin etkileri ile

karsilastirmamiza olanak verdi.

Korteks dokusunda, MLT ve CUR alan gruplarda MDA
dizeyinin duguk bulunmasi bize MLT ve CUR’nin lipid peroksidasyon
olusumunu SLM den daha fazla engelledigini disindirdi. Sirt2 inhibitoru
olan SLM antioksidan olarak etkili olmugtur. MLT ve CUR nin antioksidan
olusumuna etkileri aralarinda fark olusturmazken birlikte etkileri anlamh
farklar olusturdu. Literatlrdeki yayinlarda da yaslanma ile sirt2’'nin arttigi
gt')sterilmistir.125 Literatlrde sirt2 ile melatoninin oksidan ve antioksidanlar
uzerine etkilerinin karsilastirildidi bir arastirmayla karsilagsmadik. NOx
olusumu en fazla MLT+SLM alan gruptaydi CUR grubu da kontrol
gruplarindan daha fazla NOx olusumu gdstermisti. NOx olusumundaki bu
artislari aciklayabilmemiz igin NOS izoformlarininda arastirilmasina

ihtiyacimizin oldugunu gorulmustuar.
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6.SONUG

Sonug olarak, mevcut ¢calismadan elde edilen bulgular, halen
yaslanmay! acgiklayan yardimci teorilerden biri olan serbest radikal teorisini
desteklemektedir. Ayrica yaslanmayla birlikte fizyolojik olarak melatonin
duzeylerinin azaldigi goz onunde bulundurulursa orta yasli siganlarda
melatonin uygulamasinin etkili oldugu soylenebilir. Curcumin uygulamasi
melatonin de oldugu gibi radikal duzeyini azaltmis ve antioksidan
savunmay arttirmistir. Ancak birlikte uygulandiklarinda glutatyon Gzerinde
gOstermis  olduklan anlaml etkiyi malondialdehid uzerinde

gOstermemiglerdir.

Yine curcumin uygulamasi nitrik oksit ve sirt2 duzeyinde
artisa yol agmistir. Sirt2 inhibitdrt olarak uygulanan salermid ise, glutatyon
dizeyini artirmistir. Salermid melatonin ile birlikte uygulandiginda
glutatyon duzeyindeki etkisi daha belirgindir. Sirt2 Gzerinde inhibitor etkisi

bulunmadi.

Tum veriler gézonune alindidinda; salermide ve curcumin
melatonin ile birlikte uygulandiginda malondialdehid, glutatyon ve sirt2

degerlerine etkileri benzer bulundu.

Elde edilen verilerin mekanizmalarini agiklayabilmek igin NO
daki artisin hangi NOS dan kaynaklandidi , sirt2 nin ya da diger
sirtuinlerin ekspresyonunun, aktive ve inhibisyonunun arastiriimasi igin

daha ayrintili galigmalara ihtiya¢ vardir.
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7.0ZET

YASLANMA SURECINDE BEYINDE SIRTUIN AKTIVASYONU

SIRTUIN ACTIVATION OF BRAIN DURING AGING PROCESS

Yaslanma cgesitli dokularda radikal yapimini artirir ve bu artis,
nérodejeneratif hastaliklarla birliktedir. Yaslanma slrecinde gugli bir
radikal suUpurtci olarak fonksiyon géren melatonin azalir. Curcumin

antiproliferatif, antioksidan ve antienflamatuar 6zelliklere sahiptir.

Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD" ) kofaktoriine ihtiyag
duyan tip Il histon deasetilaz enzim (HDAC) ailesi i¢inde Sirtuin proteini
yer alir. Bu ailenin bir Gyesi olan sirt2 nin nérodejenerasyonla ilgili oldugu
ve Sirt2 inhibitérd olan salermid (SLM) in uygulanmasinin nérodejeneratif

hastaliklarda olumlu etkilerini gdsteren ¢alismalar mevcuttur.

Etik kurul onayini takiben Wistar siganlar laboratuvar sartlari
altinda 12 saat aydinlk- karanlik siklusunda kontrol (%1 etanol-PBS sc
saat 17:00’de, 30 gun sitre) melatonin (MLT) grubu (10mg\kg+etanol-PBS
sk saat 17:00°de 30 glin sure), dimetilsulfoksit (DMSO 100ul/bw ip, saat
17:00’de, 30gin) Curcumin (CUR) (30mg/kg+DMSO ip saat 17:00°de, 30
gin), SLM (100umol/1pl+DMSO ip, saat 17:00'de, 30 gun) ve MLT+CUR,
MLT+SLM gruplarina ayrildi. Orta yash (13 aylik n=42) siganlarda beyin
korteks dokusun da lipid peroksidasyonu ve sirt2 duzeyi arasindaki iligkiyi

arastirmayi amacladik.
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MLT ve CUR uygulamasi yasl sigcanlarin kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda, serebral korteks MDA duzeylerini anlamli olarak azaltti
(sirasiyla; 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 basina ya da CUR
ve SLM, ile uygulamasi serebral korteks GSH duzeylerini kontrol grubuna
gore anlaml olarak arttirdi. (Sirasiyla; 2,54+0,03pmol/g doku, 2,82+0,03
pmol/g doku, 2,70+0,03 pmol/g doku; 2,53+0,05 umol/g doku, 2,48+0,06
pmol/g doku; p<0,05). CUR ve MLT+SLM uygulamasi NO diizeyini kontrol
gruba goére anlamh arttird1 (sirasiyla; 25,80+2,15 ymol/gdoku, 28,20+2,14
pmol/g doku; 20,63+0,26 pmol/g doku; P<0,05). MLT+SLM grubunun
korteks NO dizeyi MLT, MLT+CUR, SLM gruplarindan anlamli olarak
yuksekti. (Sirasiyla; 28,20+2,14 pmol/g doku; 23,13+1,74 pmol/g doku,
21,86+0,99umol/g doku, 22,75+0,9528, 202,14 pmol/g doku; p<0,05).
CUR uygulamasi  diger gruplar ile karsilastinidiginda sirt2 duzeyini
anlamli  olarak arttirdi.  (Sirasiyla, 228,85+10,41 sirt2/beta-aktin;
99,9949,02 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).

Sonu¢ olarak yaslanma ile serebral korteks dokusunda
serbest radikallerin arttigi, MLT ve CUR uygulamasinin serbest radikal
dizeyini azalttigi antioksidan savunmayi arttirdigr, MLT+SLM ve CUR
uygulamasinin NO ve CUR, sirt2 duzeyini arttirdigi bulundu. Yaslanmada
sirt2 gen ekspresyonunun farkl ajanlar ile module edilebilecedi ve bu

modulasyonun yaglanma surecini etkileyebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Yaslanma, melatonin, sirt2, curcumin,
salermide, oksidatif stres, glutatyon, NO
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8.SUMMARY

SIRTUIN ACTIVATION OF BRAIN DURING AGING PROCESS.

YASLANMA SURECINDE BEYINDE SIRTUIN AKTIVASYONU

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 Il
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 100ul/bw, ip at 17:00pm for 30 days),
Curcumin (CUR) (30mg/kg+DMSO, ip at 17:00pm for 30 days), SLM
(100pumol/1ul+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
(4,771£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+0,03umol/g tissue, 2,82+0,03 pmol/g tissue, 2,70+0,03 pmol/g
tissue; 2,53+0,05 pmol/g tissue, 2,48+0,06 pmol/g tissue, respectively,
p<0,05). Treatment of CUR and MLT+SLM increased the level of NO
(25,80+2,15 umol/g tissue, 28,20+£2,14 pmol/g tissue; 20,63+0,26 umol/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 umol/g tissue; 23,13+1,74 umol/g tissue, 21,86+0,99umol/g
tissue, 22,751+0,9528, 20+2,14 pmol/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+49,02
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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