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KISALTMALAR

CAT:Katalaz

GSH:Reducte glutatyon
GSSG:0kside glutatyon
GPx:Glutatyon peroksidaz
MDA:Malondialdehit
SOD:Siperoksit dismutaz
ROS:Reaktif oksijen tiirleri
TR:Tiyoredoksin rediiktaz
Trx:Tiyoredoksin
TBA:Tiyobarbitiirik asit

TBARS: Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler
OH':Hidroksil radikali

0O, :Sliperoksit radikali
H,0;:Hidrojen peroksit

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz

iNOS:Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
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1. GIRiS VE AMAC

Yaslanma biitliin canh sistemleri etkileyen, 6lim riskini arttiran
dedisikliklerin birikimi sonucu gelisen, kacinilmaz bir olaydir. Yaslanmaya
neden olan faktérler arasinda genetik bozukiukiar, cevresel etkenler,

hastaliklar ve dogustan baslayan yaslanma olaylari gelmektedir?.

Yaslanma siirecinin iki temel 6zelligi vardir: Fizyolojik islevierde azalma
ve yasa badl olarak hastalik sikliginda artis. Insanda homeostatik kapasite
23-30 yas civarinda maksimuma ulasir ve daha sonra organ sistemlerinin
cojunda fizyolojik islevlerde ilerleyen bir azalma izlenir. Ozellikle sinir iletim
hizi, bazal metabolizma hizi, standart hiicre sivisi, kardiyak indeks, glomerular

filtrasyon hizi ve vital kapasitedeki azalma hizi belirgindir?.

Yaghlikta sikligi artan birgok hastaligin patogenezinde serbest
radikallerin yer almasi oksidatif stres ve yaslanma iliskisini giiglendirmistir>.
Oksidatif stres; iskemi reperfiizyon, Alzheimer, Parkinson, aterioskleroz,
hipertansiyon, kanser, diabetes mellitus vb. birgok hastaligin patogenezinde
rol oynar. Bu hastaliklar ayni zamanda insanlardaki 6liim sebeplerinin
gogunlugunu olusturur4. Oksidatif stres ve yaslanma arasinda dogrudan bir
iliski vardir. Yapilan galismalarda geneliikle yaslanma ile birlikte dokulardaki

serbest radikal diizeylerinin arttig bildirilmektedir>®.

Yaglanma stlirecinde etkili oldugu dlsliniilen lipit peroksidasyon
driinlerinden biri de malondialdehitdir (MDA). Serbest radikalieri MDA gibi lipit
peroksidasyon urilnlerinin etkilerini ortadan kaldirmada silfidril iceren ve

glutatyon gibi molekiiller 8nemli rol oynamaktadir’:8,



Taurin; organizmada metionin, sistein gibi siilfiir iceren amino asitlerin
metabolizmasindan agida ¢ikar®!°, Organizmadaki taurin havuzu diyetle alinan
kiikiirtli amino asitlerin endojen metabolizmasi ile belirlenir'!, Taurin esas

olarak beyin ve karacigerde sentezlenmektedir?.

Buglin taurinin pek gok onemli islevlerinin oldugu saptanmistir. Safra
asidi sentezinde sinirlayici, osmoregiilatdér, enerji verici ve santral sinir

sisteminde néroinhibitér etkili oldugu gosterilmistir'>.

Literatiirde taurinin in vivo ve/veya in vitro sartlarda antioksidan olarak
davrandigini gésteren calismalar bulunmaktadir!®*?S,  &rnegin, CCl, ile
indliklenmis karaciger ve karaciger mikrozomlarinda taurinin malondialdehit
(MDA) yapimini azalttigi, pnémotoksik maddelere bagh sekonder olarak
akcigerde gelisen lipit peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir'®, Ayrica taurin,
doksorubisin gibi antikanser ilaglarin kalpte lipit peroksidasyonunu artirici
etkilerini onlemektedir’®. Yine bu amino asidin koroner arter greftlerinde

serbest radikal stplriicli 6zelligi nedeniyle reperflizyon sirasinda hiicre

hasarini ve lipit peroksidasyonunu belirgin sekilde azalttig: gdsterilmistir'”.

Literatirdeki bu bilgilere dayanarak calismamizda taurin
uygulamasinin geng ve orta yash erkek sicanlarda karaciger dokusundaki
oksidan (MDA) ve antioksidan (glutatyon, glutatyon peroksidaz, tiyoredoksin

rediiktaz) paremetreler tizerindeki etkilerini arastirmay amacladik.



I1. GENEL BILGILER
I1.1.YASLANMA
I1.1.1.Yaslanma Fizyolojisi

Canlilarda yaslanma evrensel, ilerleyici ve geri déniisimstizdiirl. Genel
olarak yaglanma, organizmanin zamana bagh olarak fonksiyonel kapasitesinde
ve hiicrelerin organizma iginden ve disindan gelen etkenlere karsi koyma
yetenegindeki azalmay ifade eder. Bu tanimlamaya gore, yaglanma birbiri ile
ilintili baslica iki biyolojik siirecin sonucunda meydana gelmektedir: Fonksiyon
kaybi, strese karsi uyum saglama ve direng gdsterme yeteneginin kaybi.
Arastiricilarin gogu biyolojik yaslanmayi organizmanin homeostazisini devam
ettirme yetenedinin kaybolmasi olarak tanimlamaktadir. Homeostazisini
devam ettirmedeki basansizliginin temelinde rol alan hiicre diizeyindeki

olaylar Tablo 1’de 6zetlenmistir'®.

I1.1.2. Yaslanma Teorileri

Yaslanma sitreci ile ilgili olarak birgok teori ortaya atilmistir. Bunlardan
en cok kabul goérenleri baslica: Protein degisiklikleri ile ilgili teoriler, organ

sistem teorisi ve serbest radikal teorisidir'®.

I1.1.2.1, Protein Degisiklikleri ile Ilgili Teoriler

Protein degisiklikleri ile ilgili olarak bazi teoriler ileri slriimustdr.
Bunlardan birisi olan protein sentez hatalarn teorisi hiicre fonksiyoniarinda
yasa bagl olarak meydana gelen degisikliklerin protein sentezindeki hatalarin
birikmesinden kaynaklandigini 6ngérmektedir. Hiicre kiltirleri ile yapilan in
vitro calismalar bu teorinin dogru olmadigim ortaya koymustur*®?°. Protein

degisiklikleri ile ilgili ikinci teoride ise translasyon sonrasi proteinlerde



meydana gelen bir takim dedisikliklerin hiicre fonksiyonlarinda degisikliklere
ve sonucgta yaslanmaya neden olacag: ileri stirilmektedir. Ancak translasyon
sonrasi proteinlerde meydana gelen degisikliklerin yaslanmadan cok yaglilikta
izlenen patolojilerin bir kisminda etkili olabilecegi kabul edilmektedir.
Proteinlerle ilgili diger bir teori de protein turnover dedisikligi teorisidir. Yagh
hiicrelerle yapilan galismalarda, bu hiicrelerde bazi proteinlerin sentez hizinin
azaldigi ve pek c¢ok proteinin de lizozomlardaki eliminasyon surelerinin
degistigi gosterilmistir?’. Son vyillarda rekombinant DNA tekniklerindeki
gelismeler bu teorinin yaslanmadaki rollinli daha iyi aydinlatabilecektir. DNA
hasar ve tamir teorisi ise yasam sliresince DNA'da stirekli hasarlar meydana
geldigini ve o6zellikle tamir mekanizmalarinda meydana gelen degisikliklerin
yaslanmayla birlikte hiicresel fonksiyonlarda izlenen progresif azalmaya neden
olabilecedini dngdrmektedir’?2. Ancak yapilan galismalar DNA'da meydana
gelen dedisikliklerin yaslanmayla birlikte artmakla beraber bu degisikliklerin

her zaman yasam siiresi ile ilgili olmadi§ini ortaya koymaktadir®,

I1.1.2.2. Organ Sistemi Teorisi (Pacemaker Teorisi)

Organ sistemi teorisi (Pacemaker Teorisi), bazi organlarin veya organ
sistemlerinin fonksiyonlarinin yaslanma ile birlikte azaldigini ve bu
organ/organ sistemlerinde izlenen fonksiyon kayiplarinin ise sistemik
yaslanma siirecinden sorumiu oldugunu ileri siirmektedir'®. Bu teoriye gére
yaslanma icin immiin sistem ve néroendokrin sistem “pacemaker” roli
oynamaktadir. Yaslanma ile birlikte immin sistemde 6zellikle T hiicrelerinde
biiyilk fonksiyon kayiplarinin izlenmesi, otoantikorlarin gelisme sikliginin
artmas! bu goriisii desteklemektedir®*?>, Bu teoriye gére néroendokrin sistem

vilicutta yas ile ilgili degisikliklerin kontroliinde rol alan énemli bir sistemdir.



goére bu artis da hipertansiyon, karbohidrat toleransinin bozulmasi vb.
durumlardan sorumludur®. Ancak bu teorinin en bilyiik eksikliklerinden biri s6z
konusu “pacemaker” sistemlerde meydana gelen degisiklikleri
aciklayamamasidir.

I11.1.2.3. Serbest Radikal Teorisi

Serbest radikal teorisi yaslanmanin, yasam siliresince olusan dislik
diizeylerdeki serbest radikal hasarlarinin birikmesi ile meydana geldigini kabul
eder. Mitokondride baglayan bu reaksiyonlar yas ile birlikte artar ve émdir,
harabiyete neden olan reaksiyonlarin mitokondride verdikleri zararla
olciilebilir’®. Aerobik organizmalar yasamlar boyunca oksijen ile karsi karsiya
kalir ve silrekli olarak prooksidan ve antioksidan sistemi dengede tutmaya
caligirlar. Yaslanmada bu dengenin prooksidanlar lehine bozuldugu, yas ile
birlikte antioksidan kapasitenin azaldigi bilinmektedir. Serbest radikal teorisi
yaslanmanin, dokularda peroksidatif hasarin artmasi ve buna karsihik

antioksidan kapasitenin azalmasinin sonucu gergeklestigini ngoériir?®27:28,

Yaslanmada serbest radikal teorisi ilk kez 1954 vyilinda cevresel
hastaliklar ve intrinsik yaslanma siirecindeki olaylarda rol alan serbest radikal
reaksiyonlarinin gésterilmesi ile giindeme gelmistir®®. Serbest radikal

reaksiyonlarina baglanan degisiklikleri lig grupta toplamak mimkindir:

a) Kolajen vb.uzun 6mirli molekillerde kiimiilatif oksidatif degisiklikler?,
b) DNA (izerindeki oksidatif hasarlar®®,

c) Proteinlerin translasyon sonrasi glikolizasyondaki degisiklikler®,

Oksidatif stresin yaslanma Uzerindeki etkileri ile ilgili olarak geligkili
sonuglar bildirilmistir. Yine organizmay: oksidatif stresten koruyan antioksidan

sistem, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediktaz (GR) ve glutatyon



(GSH) vd. ile ilgili olarak literatiirde farkli sonuglar bildirilmistir’’>?, Kisaca
Ozetlenecek olursa oksidatif stresin organizmada meydana getirdigi hasar

stresin derecesi ile iliskilidir.

Serbest radikaller hilicre ve dokularda ancak o&lgllebilir diizeylerde ve
stirekli olarak olusur., Yiiksek organizmalarda ROS (Reactive Oxygen
Species:reaktif oksijen tlrleri) fizyolojik fonksiyoniarin siirdiriilmesinde sinyal
molekiil olarak gorev yapar’>. Az miktarlarda olusan ROS hiicre yaslanmasina
neden olurken fazla miktarlarda yapiimasi kanser ve hiicre nekrozu olaylarina

yol acabilmektedir (Sekil 1).

Tablo 1. Yaslanma siirecinde rol oynayan hiicresel olaylar

1.Genetik olarak proglamlanmis yaslanma mekanizmalan
2. Sistemlerin koordinasyonunun bozulmast
a. Noral
b. Noroendokrin
¢. Endokrin
3.Genetik bilgi kaybi
a. Baz delesyonu ve yer dedistirmesi
b. DNA ve RNA kaybi
c. Tek zincir kinklar
d. Transkripsiyon veya translasyonun bozulmasi
4. Yapisal hasar veya degisiklikler
a. Hiicre kaybi ve membran hasari
b. Protein dedisikligi, capraz badlar ve glikasyon
c. Lipitlerin ve karbohidratlarin oksidatif degisiklikleri
5. Zararli maddelerin birikmesi
a. Tamir yetenedinin kaybi

b. Detoksifikasyon siirecinin kaybi
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II1.1.3. Hiicresel Yaslanma

Hiicresel yaslanma, c¢ogalabilen hiicrelerin ¢ok cesitli uyarilara karsi
olusturdugu farkh yanitlar olarak tanimlanir. Mitotik hiicreler gogalabilme
6zelligine sahip iken postmitotik hiicreler bu &zelliklerini kaybetmistir. Mitotik
hiicrelere 6rnek olarak bazal keratositler, gastrointestinal sistem , karaciger,
diger epitel hicreleri, diiz kas hicreleri, stromal fibroblastlar; postmitotik
hiicrelere ise olgun néronlar ve farklilasmis iskelet ve kalp kasi hicreleri

verilebilirt.

I1.1.3.1.Replikatif Yaslanma

Hiicresel yaslanma mitotik hiicrelerin proliferatif potansiyelini sinirlayan
siireg olarak tanimlanmistir. Hayfick ve ark. normal insan fibroblast
kilttrierinde hiicrelerin gogalma yeteneklerini dereceli olarak kaybettiklerini
géstermistir'®, Elli ya da daha fazla bdliinmeden sonra hiicreler béliinemezler
fakat canhliklarini devam ettirirler, ¢ogalmayi uyaran mitojenik uyarilara
cevap veremezler. Bu fenomen replikatif yaslanma olarak tanimlanir.
Replikatif yaglanma fenomeninin izlenmedidi hiicreler de mevcuttur. Ornegin
germ hiicre kiltiiriinde prekiirsér (6nciil) ve erken embriyonik hiicreler ve kdk
hicreler sinirsizca godalirlar. Yine kanser hicrelerinin pek c¢odu sinirsiz

gogalma yetenegine sahiptir.

I1.2. SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIDAN SISTEM
I1.2.1.Serbest Radikaller
I1.2.1.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Tek hicreli organizmalarin ortaya cikisindan yaklasik bir milyar yil
sonra, fotosentetik aktivite sonucunda olusan oksijenin (O,) hayati baslattigi

kabul edilmektedir. Birgok biyolojik sistem O, ile yasamaya uyum saglamakla



birlikte; O, ve onun minér metabolik Uriinleri olan sliperoksit (O,), hidrojen
peroksit (H,0,, serbest radikal dedildir), hidroksil radikali (OH) ve singlet
oksijen canli sistemler icin genellikle toksiktir**. En dnemli ROS kaynaklari
mitokondriyal elektron transportu, peroksimal yag asit metabolizmasi,
sitokrom Pyso reaksiyonu ve fagositik hiicrelerdir. ROS DNA, protein ya da lipit
gibi temel kimyasal yapilarin gogunu hedef molekilden bir ya da daha gok
elektron transferi yaparak okside eder. Bu reaktif oksijen tiirleri organizmada
genellikle normal fizyolojik olaylar sirasinda olusur ve bir ¢ok ©6nemli
fonksiyona araciik eder®>. Solunum sirasinda oksijen molekiilii sitokrom
oksidaz enzimi ile dogrudan suya indirgenir. Bu sirada oksijenin ¢ok az bir
kismi elektron transport zincirindeki elektron kagaklari nedeniyle siiperoksit
anyonu olugturur. Ayrica hiicrelerde gesitli enzimler (ksantin oksidaz, sitokrom
Psso, NADPH oksidaz, vb.) aracihdiyla, kigik molekillerin (katekolaminler,
flavinler, vb.) otooksidasyonu ile veya ksenobiyotiklerin (parakuat,
nitrofuration, adriamisin, vb.) redoks doénglisii gibi degisik mekanizmalaria O,
ve H,0, meydana gelir®® Hidroksil radikali ise H,0, ile O, arasindaki
reaksiyon (Haber-Weiss reaksiyonu) sonucunda olusur. Bu reaksiyon gegis
metalleri (baglhca demir) tarafindan katalizlenir ve Fenton reaksiyonu olarak
adlandinhr®,

0, + e —p 0O, (Siiperoksit radikali)

0, + e + 2H*——3 H,0; (Hidrojen peroksit)

0,"+ H,0, ——3pOH + OH + 0O, (Haber- Weiss reaksiyonu)

H,0, + Fe*™* —— pOH + OH' + Fe*** (Fenton reaksiyonu)

Hidroksil radikali oldukca reaktiftir ve hiicresel elemanlann hemen
hemen tamami ile reaksiyona girer ve toksiktir. Tiyol radikali orta reaktif iken

NO radikali ise zayiftir®.
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Reaktif oksijen tirleri en 6nemli hasan lipitler (izerinde vyapar.
Poliansature yag asitleri serbest radikallere karsi ok duyarhdir. Yag
asitlerinin oksitlenmeye baglamasiyla birlikte bir dizi reaksiyon sonucunda lipit
peroksidasyon driinleri meydana gelir. Ornedin serbest radikalin, hicre
membraninda yer alan fosfolipit tabakasindaki doymamis yag asitlerinin alfa
metilen gruplarindan bir hidrojen atomu uzaklastirmasi ile yag asidi radikal
ozelligi kazanir*®, Olusan bu lipit radikali dayaniksiz olup hemen lipit konjuge
dien molekili ve daha sonra buna oksijen molekiliniin baglanmasiyla lipit
peroksit radikali meydana gelir. Lipit peroksit radikali de daha sonra lipit
hidroperoksit molekilini olusturur veya lipit endoperokside doéntgir. Lipit
peroksit molekilleri ayni zamanda membrandaki diger yag asidi molekiillerini
de etkileyerek baslamis olan peroksidasyon olaylarinin zincir halinde devamini
sadlar. Lipit peroksitleri daha sonra aldehit (en 6nemlisi 4-hidroksinonenal),

keton, alkol ve eter molekiillerine aynsir (Sekil 2)%,

Serbest radikallere bagli hilicre hasarinda baslica (i ana
mekanizma rol oynar: (1) Serbest radikallerin direkt olarak yaptiklar hasar,
(2) lipit peroksidasyonu sonucu biyolojik membranlarda (hiicre membrani ve
bunlara bagl olarak gérev yapan enzimler, 6r.; sinyal iletiminde rol alan
molekdiller, membran tasima sistemleri, vb.) yaptiklan hasar ve (3) lipit
peroksidasyonu sonucu radikal olmayan fakat toksik olan maddelerin hiicre
icinde kolayca diflize olarak diger bélgelerde meydana getirdikleri hasarlar.
Glnldmizde oksidatif stres sirasinda hiicre 6liimiine yol agan olaylar arasinda
lipit peroksidasyonu basta olmak Uzere serbest radikallerin nikieik asitlerde

ve proteinlerde meydana getirdigi degdisiklikler de sorumlu kabul edilmektedir.
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Poliansature yag asitleri

Mitokondri
¢ » HY —» Oy Fe**
Lipit radikali (L) H,0, OH
» Konjuge dienler
v Fe*t*t

Lipit peroksit radikali (LOO")

\
Lipit hidroperoksit (LOOH)

v v
MDA Pentan, etan

Sekil 2. Lipit peroksidasyon basamaklari

Serbest radikal aracih lipit peroksidasyonu sonucunda olusan kisa
zincirli reaktif Urlinleri baslica {i¢ sinifa ayirabiliriz: 4-hidroksialkalenler (HNA),
ketoaldehitler ve 2-alkalenler®®. Diisiik molekdl agirlikli olan bu iriinlerden 4-
hidroksi-2 nonenal (HNE) ve MDA oksidatif hasarin belirlenmesinde yaygin

olarak kullanilan belirteglerdir*®!,

Uc karbonlu bir ketoaldehit olan MDA, normal metabolik sartlarda, 6nce
asetat veya malonata kadar okside olur, daha sonra Krebs siklusu ile CO,’e
indirgenerek atilir. Fakat asir lipit peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu
artar ve dokulara hasar verir . MDA, proteinlerin lizin kalintilar veya
fosfaditiletanolamin ve fosfaditilserin gibi fosfolipitlerin amin gruplaryla

kovalent modifikasyonlar olusturabilir*®3,
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Biyolojik sistemlerdeki oksidatif stresin élglilmesinde en yaygin yontem

ise MDA'nin spektrofotometrik élgimuidir*,

MDA dizeyleri diabet, miyokard enfarktiisti, Alzheimer hastaligi, kalp

yetmezlidi, yanik, egzersiz gibi durumlarda artmaktadir®.

Hiicre membran peroksidasyonu dogrudan etkisiyle membran
akiskanhidini azaltarak normalde gegisi olmayan maddelerin gegisine izin verir
(Ca*? iyonlari) ya da membrana baglh enzimlerin inaktivasyonuna neden olur.

Bu da hiicre yaglanmasina ve éliimiine neden olur*®*

I1.2.1.2. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) biyolojik sistemlerde (retilen gok yénli, inorganik bir
serbest radikaldir*®, Diisiik konsantrasyonlarda vaskiiler tonusun kontrolii,
nérotransmisyon, égrenme ve hafiza gibi gok gesitli fizyolojik sliregte gérev
yapan, yiiksek konsantrasyonlarda ise savunma amaci ile statoksin olabilen

bir molekdildir*®-°,

NO, P.5 sitokrom-oksidorediiktaz ailesine ait bir enzim grubu olan
Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimleri tarafindan katalizlenen bir reaksiyon
sonucu viicutta pek gok yerde olusmaktadir’:.,

Simdiye dek tanimlanmis NOS'lar: Tip-I nétonal (nNOS), Tip-II
indiiklenebilir (iNOS) ve Tip-III endotelyal (eNOS)dir*2.

eNOS izoformu guanilat silazin hem grubuna baglanarak siklik

guanozin monofosfat (cGMP) tretimini artirir>,
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NO biyolojik sistemlerde oksijen, sliperoksit anyonu ve gecgis metalleri
ile reaksiyona girmekte ve nitrit, nitrat, peroksinitrit ve metal-NO drlnlerini

acija cikarmaktasdir’®,

eNOS ve nNOS enzimlerinin protein diizeyinde aktivitesi hiicre igi
Ca*?un artisiyla veya dider proteinlerin bajlanmasiyla diizenlenebilir. nNOS
ozellikle santral ve periferik sinir sisteminde bulunurken, eNOS baglica
vaskiiler endotel hiicreleri olmak lizere pek ¢ok doku ve hiicrede eksprese

edilir>5%¢,

Endotelyal NO'nun vaskiiler homeostazisin slrsiiriilmesi acisindan
fizyolojik 6nemi vardir. NO bunu; damar dilatasyonu, trombosit agregasyonu
ve |bkosit adhezyonundan intimanin korunmasi ve vaskiiler diiz kas
proliferasyonunun engellenmesi ile gergeklestirir. Endotelden NO yapimi eNOS

emzim aktivitesi ve/veya gen ekspresyonu ile diizenlenmektedir®.

I11.2.1.3. Serbest Radikallerin Organizmadaki Etkileri

Serbest radikaller, ©6zellikle antioksidanlarla dengelenmedigi bazi
durumlarda organizma igin zararli olabilmektedir. Oksijen toksisitesinin
kimyasal mekanizmasinda en popller teori hiicre iginde olusmus O,
radikalleri ve kimyasal olarak aktif diger oksijen metabolitlerinin olusturdugu
hiicre hasarndir. Serbest radikaller sayilan reaksiyonlarin ya hepsini ya da bir
kismini yaparlar:

1- Diger molekiilleri ayirt etmeksizin saldinr.

2- Oksijen tiiketimi zincir reaksiyonunu bagslatir; tek serbest radikalin

cok sayida diger molekilleri hasarlandirmasi gibi.
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3- Yapisal proteinler, enzim ve DNA benzeri molekiillerde rastgele
capraz bag ve fragmantasyona neden olur.
I1.2.1.4.Serbest Radikal Hedefleri

Serbest oksijen radikalleri, doymamig baglar ve tiyol baglar dizeyinde
hiicrenin tim elemanlarn ile reaksiyona girebilmektedir. Proteinlerdeki bazi
amino asitler serbest radikallere ¢ok duyarlidir ve sonugta proteinin yapisinda
degisiklikler meydana gelir. Hidroksil radikali proteinler arasinda gapraz baglar
olusturabildigi gibi amino asitlerdeki baglari kopararak makro molekiillerin
parcalanmasina yol acar’. En énemli ROS hedefi niikleer ve mitokondriyal
DNA'dir. Niikleik asitler de serbest radikallere maruz kaldiklarinda yapisal
degisikliklere ugrar ve DNA’da zincir kiriklari, baz modifikasyonlari ve nokta
mutasyonlari meydana gelir®’. Serbest radikallerin DNA (izerindeki hasarlari
genellikie iki hipotezle aciklanmaktadir. Birinci hipoteze gére H,0, molekiili
hiicre iginde kolayca difiize olur ve 6zellikle DNA yapisinda yer alan Fe ve Cu
atomlari ile reaksiyona girerek DNA yakininda hidroksil radikaileri olugsmasina
neden olur. Olusan bu radikaller DNA'ya badglanarak baz degisiklikleri ve
deoksiriboz molekiillerinde yapisal degisikliklere neden olur®®. ikinci hipoteze
gore ise oksidatif stres hiicre icinde bir dizi metabolik olay! baglatir ve bunlarin
sonucunda DNA'y1 pargalayabilen niikleaz enzimleri aktiflesir ve DNA’da
kiriklar meydana getirir (Sekil 3)*°.

Serbest radikallerin %50'den fazlasi mitokondrilerde {retilir®.
Mitokondriyal DNA histon icermez ve oksidatif strese niikleer DNA'dan daha az
dayanikhidir, dolayisiyla oksidatif stresten daha fazla etkilenir. Oksidatif strese
bagli mutasyonlar, mitokondiryal DNA'da ¢ekirdek DNA’sina gére 10-20 kat

daha fazladir®®. Buna karsilik DNA tamir aktivitesi ise nispeten diigliktiir.
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Oksidatif Hicre Igi serbest Endoniileaz aktivitesi
stres 1B Ca** artigi
—>
Zincir kingi
2A 2B

) I

Hiicre igi serbest

demir/bakir iyonlari > DNA'ya baglanma
artigl ! Y OH olusumu

l

Baz degisikligi
deoksiriboz bozuklugu

Sekil 3. Oksidatif stresin DNA hasar olusturma mekanizmalan (1: Hicre igi
serbest Ca** artisi, 2: Metal iyonlari ile etkilesim)

I11.2.2. Antioksidanlar

Oksidanlarin  zararli etkileri antioksidanlar tarafindan azaltifir.
Antioksidanlar; oksidanlari engellemeden &énce canli biyolojik hedefler ile
reaksiyona girerler, zincir reaksiyonlarini énlerler, oksijenin yiiksek reaktif

drtinler olusturmasini énlerler (Tablo 2).

Biyolojik sistemler; enzimatik sistemlerin gelismesi, slperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve diger

antioksidanlarin kombinasyonu ile oksidatif hasara karsi korunurlar(Tablo 2)®'.

Sies, biyolojik sistemlerdeki prooksidan sistem ile antioksidan kapasite

arasindaki denge durumunu asagidaki formiille 6zetlemistir®”:

Ko

Po » A Po: prooksidan sistem, A: antioksidan kapasite

Ka
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Tablo 2. Antioksidan sistemde yer alan molekiiller

Siperoksit dismutaz (SOD)
-Katalaz

1- Antioksidan enzimler -GSH peroksidaz
-GSH rediiktaz

-GSH-S-Transferaz

-Seruloplazmin

-Transferrin
2-Antioksidan proteinler -Laktoferrin

-Albumin

-Haptoglobin

-GSH, NADPH
3-Diisiik molekiiler agirlikh -Askorbat, (irat
antioksidan bilesikler -a~Tokoferol

-B-Karoten

a-Glikozilaz
-5-Hidroksi metil sitozin
-HMU (5-hidroksi metil urasil)

4-DNA tamir enzimleri -TG ve TG'nin(Timin glikol) Urinleri (5-
hidroksil 5-metil hidantion, lre)
b-Endontikleaz

c-Poli (ADP) riboz transferaz

5-Okside proteini pargalayan
Makroproteinazlar (MOP)
enzimler
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Antioksidanlarin azalmasi, ROS yapiminin artmasi ya da her ikisinin
birlikte olmasi halinde ROS yeterince ortadan kaldinlamaz ve oksidatif stres

olusur®?,

Oksidatif stres sonucu hiicrelerde siddetli metabolik disfonksiyon,
membran lipitlerinde peroksidasyon, niikleotitlerde nikotinamit azalmasi,
intraselliler serbest Ca artisi, iskelet yapisinda bozulma ve DNA hasan olusur.
DNA hasan siklikla tek zincir kinklan, ¢ift zincir kiriklar ya da kromozomal
aberasyon (anomaliler) seklindedir. Antioksidanlar reaktif oksijen drinlerini
baglayarak bunlarin olusturabilecekleri hasari azaltabilirler veya ortadan

kaldirabilirler®?,

Dogal savunma mekanizmalarl olan SOD, katalaz, redikte glutatyon,
o- tokoferol ve askorbat ile olusmus radikaller ortadan kaldinlir. Mitokondride
cesitli sekillerde olusan ROS farkl antioksidan sistemler ile dénlenir. Mitokondri
matriksinde aktif bdélgesinde mangenez bulunan SOD’‘un ézel bir formu
bulunur. Ozellikle radyasyon ve hipoksiye bagh streste MnSOD‘un
ekspresyonu artar. Intermembranda bulunan sitokrom c O, ile azalr.
Sitokrom c’nin azalmasi solunum zincirinde bazi elektronlarin kagisina neden

olabilir. Sitokrom c ROS’a karsi temizleyici role sahip gibi gériinmektedir®.

Katalaz, batlin bilinen organizmalarda bulunmaktadir. H,0,'yi oksijen

ve suya indirger, NADPH bagimlidir845:66:67,68,

Katalaz

2H,0, = 0, + 2H,0
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Glutatyon bagimli antioksidan sistem glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz olarak iki enzim igerir. Bu sistem glutatyonun okside ve rediikte

formlarini igerir®.

Glutatyon peroksidaz, glutatyon bagimli antioksidan sistemin bir
bélimiini olusturur. Glutatyon bagimh sistem, hiicre icindeki hidroperoksitleri
indirgeyen temel mekanizmadir®®. Enzimin selenyuma bagdh ve selenyumdan

bagimsiz iki tipi bulunmaktadir®>:6:6°,

Selenyum badimsiz glutatyon peroksidaz organik peroksitleri

detoksifiye edebilir ancak H,0,'i metabolize edemez®>%°,

Total enzim miktarinin Ugte ikisi sitozolde, lcte biri mitokondride
bulunur. Glutatyon peroksidaz enziminin en fazla bulundugu bodigeler

eritrositler ve karacigerdir®.

Glutatyon peroksidaz, H,O,'yi suya indirger. Ayni zamanda lipit
hidroperoksitleri daha az reaktif olan hidroksi yad asitlerine metabolize
edebilir. Dolayisiyla membranlari lipit peroksidasyona karsi korur®®®,
Glutatyon peroksidazin H,O, ve diger hidroperoksitleri indirgemesi glutatyon

rediiktaz ve NADPH’a bagimhidir®>67:68:6%70  okside glutatyon (GSSG), NADP*

iiretilen glutatyon rediiktaz reaksiyonu ile rediikte glutatyona (GSH) gevrilir’®,

GSH peroksidaz

H,0; + 2GSH p 2H,0 + GSSG

Glutatyon rediiktaz
GSSG p» 2GSH

>y

NADPH NADP
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Canlilarin yagami igin glutatyonun rediikte olan gseklinin (GSH) ylksek
ve okside olan seklinin (GSSG) ise diiglik konsantrasyonda olmasi gerekir,
GSH, serbest radikaller igin proteinlerin siilfidril gruplarina gére daha fazla
tercih edilen bir substrattir, dolayisiyla GSH'In tercih edilmesi ile proteinlerin
silfidril gruplannin  oksidasyonu énlenir. Yiiksek GSSG dlizeylerinde,
proteinleri inaktive edebilen glutatyon-protein-siilfidril karisimi olusabilir. Bu
ylizden yiiksek GSH ve disiik GSSG diizeyi énemlidir’’. GSH'un antioksidan

olarak agadidaki 6zellikleri sayilabilir:
1- Serbest radikal ve reaktif oksijen Griinleri gin etkili bir temizleyicidir.

2- GSH; 6strojen, melanin, prostoglandin ve lékotrien gibi fizyolojik
metabolitler ile bromobenzen ve asetoaminofen gibi ksenobiyotikler ile
merkapturat olusturmak igin reaksiyona girer. Bu reaksiyonlar glutatyon-S

transferaz ile baglatilir.

4- GSH-S-nitroglutatyon drini olusturmak Gzere NO ile konjuge

olur’®,

11.2.3. OKSIDATIF STRES VE YASLANMA

Yaslihkta sikligi artan bir gok hastaliin patogenezinde serbest

radikallerin yer almasi oksidatif stres ve yaslanma iliskisini gliclendirmistir’.

Oksidatif stres; iskemi reperfiizyon, Alzheimer, Parkinson, diabetes
mellitus, vb. bir gok hastaligin patogenezinde rol oynar. Oksidatif stres ve
yaslanma arasinda dogrudan bir iliski vardir. Yapilan galismalarda genellikle
yaslanma ile birlikte dokulardaki serbest radikal dizeylerinin arttigs

bildiriimektedir., Daha &6nce vyapilan c¢alismalarda lipit peroksidasyon
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drinlerinin yash sicanlarda hem mide ve hem de kan diizeylerinin genglere
oranla anlamli olarak arttii bulunmustur™®, Yapilan galismalarda yash sigan
beyin ve karaciger homojenatlarinda ve yagh insan plazmalarinda da lipit
peroksidasyon driinlerinin arttgi gosterilmistir’>’4. Yine yashlar, iskemi-
reperflizyon hasarina daha duyarhidir ve reperflizyondan sonra kalp
dokusunda olusan oksidatif hasar yaslilarda gencglere gtre daha yiliksek

bulunmustur’®,

Yaglanma siirecinde  serbest radikal artisina zit olarak antioksidan
enzim etkinliginde de azalma izlenir (Sekil 4). Yaslanma slrecinde, reaktif
oksijen, nitrojen, lipit peroksidasyon ve AGE’leri (Advanced Glycolysation end
Products: ilerlemis glikolizasyon son driinleri) Uriinlerine badli olarak gen

ekspresyonunda ve fonksiyonlarinda bozulmalar ortaya ¢ikar’®.

Antioksidan kapasitenin arttinlmasinin yaslanmay! geciktirici rol
oynayabileceginin anlagiimasi buytik ilgi alani uyandirmigtir. Ancak Sohol ve
ark.'nin galismalan katalaz ve SOD'un fazla eksprese edilmesinin yasam

siiresini etkilemedigini gostermistir’’.
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Hiicre igi yapim hiicre
disi etkiler, ROS yapimi

Az miktarda Orta derecede Fazla miktarda
yapim yapim yapim

Bazal ROS Gegici yiksek Sitotoksik ROS

dizeyi ROS dizeyleri dizeyi
\ Hucre / Hucre / \ Hicre
yaslanmasi aktivasyonu nekrozu
Bazal savunma Antioksidan enzimlerin Antioksidan sistem
dizeyi uyarilar baskisi

Antioksidanlar, radikal
temizleyiciler, tamir sistemleri,
ROS’un eliminasyonu

Sekil 4. Oksidatif stres ve antioksidan sistem etkilesimi ve yaglanma ile iliskisi

I1.3.TAURIN
IL.3.1.Taurinin Genel Ozellikleri

Taurin; renksiz, suda ereyebilme 6zelligine sahip, molekil adirhg 125
dalton olan nonesansiyel bir B amino asittir!®!378, {|k kez 6klz safrasindan

elde edilmistir®,
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Taurinin amin grubu (-NH,), 2. veya B karbon halkasina oturmustur'?,
Taurin yliksek asidite tasir ve fizyolojik pH sinirinda tam olarak iyonize halde
bulunur. Tersine karboksilik gruplar bu araliklarda noniyonize durumdadir.
Taurinin “es” iyonik 6zelligi ona dusuk lipofilik 6zellik kazandirnir. Bu nedenle
taurin igin lipofilik membranlardan diflizyon yavagtir. Taurinin biyolojik
membranlarda permeabilitesinin olmamasi, bu membranlardan gegmek igin
ylksek konsantrasyon gradiyenti salanmasi zorunlulugunu getirir .Ornegin
retina igin bu konsantrasyon gradiyenti 400 / 1, beyin icin 500/ 1'dir. Taurinin
hlicreye transportu Na* iyonu ile birlikte olup her taurin molekiilii transport
edildiginde 1-3 Na* hicre igine taginir ve bu Na*, Na*-K* ATPaz ile geri
pompalanirtl,

Taurin; organizmada metionin, sistein gibi siilfir iceren amino asitlerin
metabolizmasindan elde edilir®!°, Organizmadaki taurin havuzu diyetle alinan
kiikiirtlli amino asitlerin endojen metabolizmasi ile belirlenir!!. Taurin esas
olarak beyin ve karacigerde sentez edilmektedir(Sekil 5)%*2,

Taurin yliksek konsantrasyonlarda beyin gelisimi igin 6nemlidir.
Ortalama 70 kg'lik bir insanda 70 gr taurin bulunur?,

Taurin ilk defa Jacobsen ve Smith (1968) tarafindan tanimlanmstir.
Safra asit sentezinde sinirlayici, osmoreglilatér, enerji verici ve santral sinir
sisteminde néroinhibitér etkili oldugu gdsterilmistir'®, Bugiin taurinin pek cok

dnemli fonksiyonlarinin oldugu saptanmistir (Tablo 3) %



H,N.CH.CH,SH

CO,H
Sistein

Sistein dioksijenaz
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v
H;N.CH.CH,SO;H

CO,H
Sistein sulfinik asit

Sistein silfinat
dehidrojenaz

H;N.CH.CH,SO3H

COzH
Sisteik asit

CSA
Dekarboksilaz

>

CSA
Dekarboksilaz

—>

Sekil 5. Taurin biyosentez yolu

H,NCH,CH,SH
Sisteamin

Sisteamin dioksijenaz

v

H,N.CH,CH,SOsH
Hipotaurin

H,N.CH,CH,SO;zH
Taurin

Safra asit konjugasyonu igin diisiik miktarlarda taurine ihtiyag vardir.

Taurinin verilis dozu artinca idrarla atilimi da artar. Diyetteki taurin artisi, kas

harabiyeti, radyasyon ve kortikosteroitler hipertaurinemiye neden olan

etkenlerdir. Taurinin idrarla atihmi artsa bile kas, beyin, karaciger, kalp gibi

dokularda taurin miktan degismemektedir'?.

Taurinin, kalpte insilin reseptorleri ile etkileserek gliikoz ve glikojen

metabolizmasini degistirdigi gésterilmistir®’®,
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Tablo 3. Taurinin gesitli sistemlere etkisi

Kardiyovaskiiler
sistem

-Antiaritmik

-Diisiik Ca*2 diizeylerinde pozitif inotropik
-Yiiksek Ca*? diizeylerinde negatif inotropik
-Dijital pozitif inotropisinin gliglendirilmesi
-Kalsiyum paradoksunun antagonizmasi
-Hipotansif etki (merkezi ve periferal)

-Asin Ca*? yiiku kardiyomyopatisinde koruyucu
-Agrege trombosit direncini artirma

Beyin

-Antikonvilzan

-No6ronal uyarilabilirligin korunmasi
-Serebellar fonksiyonlarin korunmasi
-Kimyasal uyaranlara karsl savunma
-Termoreglilasyon

-Antiagresif etki

-Kardiorespiratuar cevaplarin merkezi diizenlenmesi
-Odrenme

-Motor davranis degisikligi

-Uyku siiresini degistirme
-Antitremor etki

-Yeme ve icmenin baskilanmasi
-Anoksi ve hipoksiye direng

Retina

-Fotoreseptor dis segment ve tapetum lusidumun yapi
ve fonksiyonlarinin korunmasi

Karaciger

-Safra tuzu sentezi

Ureme sistemi

-Sperm motilite faktori

Kas

-Membran stabilizasyonu

Genel

=Nérotransmitter ve hormon saliniminin diizenlenmesi
-Ozmoregiilasyon

-Glikoliz ve glikoneogenezin stimiilasyonu
-Hiperkolesteroleminin azaltiimasi

-Hticre proliferasyonu ve yasayabilirligi

-Antioksidan

-Fosforilasyonun diizenlenmesi

-Ksenobiotiklerin konjugasyonu
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Taurin ayni zamanda insanlar igin tek (riner aminoasittir. Clnki
sulfonik amino asitlerin % 99'u geri emilirken, taurinin % 90-95'i geri

emilmemektedir'?,

Taurinin yarilanma 6mrii serbest diyetle, visseral organlarda 8.7+ 2

giin, taurinden zengin diyetle 4.8 + 2 gin, rat igin 12- 13 gindir'®.

Yapilan arastirmalara gbére anne siitinii de igine alan birkag
viicut sivisinda taurin énemli miktarlarda bulunmaktadir. Tersine bazi hazir

besinlerde, inek siitiinde ¢ok az ya da hig yoktur®.

Okisidanlarin siklikla olustugu bir doku olan retina da taurin bol
miktarda bulunmaktadir®. Retinal rod dis segmentlerinin membranian
doymamis yag asitlerinden zengin ve peroksidatif hasara karst korumasizdir.

Taurin rod dis segmentlerinin fonksiyonlan tizerine koruyucu etki gdsterir'®.

Taurin;  trombositlerde, sekretuar vyapilarda, ©6zellikle
uyarnlabilen dokularda ve siklikla oksidatif hasara maruz kalan dokularda
ylksek konsantrasyonlarda bulunur. Ancak plazma diisiik miktarlarda taurin
icermektedir (Tablo 4)'. Ayrica yenidogan sicanlarda kalbin taurin icerigi

yliksektir ve yasamin ilk bes gliniinde hizla azalir'®.
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Tablo 4 . Cesitli dokulardaki taurin konsantrasyonu (mM/kg doku).

Kalp 30 Mide 9
Akciger 13 Timus 11
Karaciger 2 Serebellum 3
Bdbrek 11 Pons 4
Dalak 16 Orta beyin 3
Incebarsak 15 Frontal korteks 6
Kalinbarsak 12 Spinal kord 4
Kas 15

I1.3.2.Taurinin Genel Etkileri

I11.3.2.1.Taurinin Membran Stabilize Edici Fonksiyvonu

Taurinin membran stabilize edici fonksiyonu asagidaki alti 6rnekte
incelenebilir:
1) Hayes ve ark. taurin eksikligi olan kedilerde fotoreseptér hiicrelerinde
bozukluklar oldugunu gostermislerdir.
2) Kurbaga retinasinda oksidanlara karsi koruyucu oldugu bildiriimektedir.
3) Tavsan spermatozoalarinda lipit peroksidasyonunu énleyerek antioksidan

6zellik gésterir.




4)

5)

6)
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Karbontetrakloriire karsi karaciger hiicrelerini koruyucu etkisi vardir.
Taurinin iskelet kasi harabiyetine kars: eksternal koruyucu bir ajan oldugu
ileri stirlilmektedir.

Taurinin  membran stabilize edici fonksiyonu lenfoblastik hiicre
kiiturlerinde galisiimis ve bu hiicreleri demir-askorbat ile olusturulan
hasardan korudugu gosterilmistir'®,

Taurin membran stabilize edici fonksiyonunu; amin grubu ile zararl
ajanlarla reaksiyona girip, bunlan detoksifiye ederek ve hiicresel
harabiyet ve 6liime neden olan iyon ve su gegirgenliginin direkt etkilerini
onleyerek gerceklestirirt®!!,

II.3.2.2.Taurinin Hiicre Ca*? Homeostazisi Uzerine Etkisi

Taurin Ca*? modiilatér etkisini, Ca**a hassas olan sistemlere
Ca*? sadlanmasindaki degdisimlerle veya Ca*¥a olan hassasiyeti
dedistirerek gosterir. Sinyal siddeti degistikge sitozolik Ca*? miktarinda da
degisiklikler olusur. Cevabin siddetinin dedisikligi ise Ca*? baglayan
troponin, kalmodulin, Ca*? baglayan miyozin ATPaz ve diger Ca*2 bagimh
ATPaz'lann afinitesinin degismesine neden olur!!. Taurin, sarkoplazmik
retikulum, mitokondri ve diger organellerin Ca*? depolama kapasitesini
arttin ve Ca*¥a bagimli ATPaz pompalarinin pompalama hizini stimule
ederek Ca*?'un vezikiillere depolanma kapasitesini ve pompanin turnover
hizini artirirt?,

Taurinin iskelet kasinda da Ca*? akisinin regiilasyonunda rol
oynadigi bildirilmistir'’. Bu membran stabilize edici etkisi, sarkoplazmik
retikulumu denervasyona bagli hasardan korur ve sarkoplazmik
retikulumun Ca*?-ATPaz aktivitesini hizlandirarak, Ca*? transport kaybi

hizin1 azaltirt?8?,
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11.3.2.3.Taurinin Lipit Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Taurinin dnemli fizyolojik rollerinden biri fosfolipit metabolizmasi
lizerindeki modilatér etkisidir.Sebring ve Huxtable (1986) taurinin primer
etkilesiminin nétral fosfolipitlerle oldugunu bildirmislerdir®.

Taurinin, protein kinaz C aktivasyonu ic¢in gerekli diacilgliserol
miktarini etkileyerek; bu reaksiyonun diger (riini olan IP; ve intraselliiler
Ca*? salimmini kontrol edebildigi de bildirilmektedir®.

Taurinin etkiledigi dider bir fosfolipit metabolizmas: ise
fosfatidiletanolaminin metilasyonu reaksiyonudur. Taurin kimyasal yapisi
itibariyle, fosfatidiletanolaminin yiklii bas gruplarina benzer ve bundan
dolayi secilen katabolik boélgeye baglanabilir. Bu da metilasyon
reaksiyonunu kompetitif inhibisyonla sonuglandinr. Yani taurin
sarkolemmal fosfolipit metiltransferaz enzim aktivitesini inhibe eder.
Fosfatidiletanolamini, fosfotidilkoline geviren bu enzim Na*-Ca*? alis veris
sisteminden etkilenir. Béylece taurin, bu metilasyon reaksiyonunu inhibe
ederek Na*-Ca*? alis veris sisteminin  aktivitesini  korur®%%3,
Fosfotidiletanolamin membrana Ca*? baglanmasinda etkili fosfolipitlerden
biridir. Taurinin azalmasi halinde bu fosfolipitin de azalmasi ile néronal
membranda destabilizasyon meydana gelebilecegi ileri siiriilmektedir®*.
11.3.2.4.Taurinin Antioksidan Ozelli§i

Taurinin in vivo ve/veya in vitro sartlarda antioksidan olarak
davrandigini gésteren galismalar bulunmaktadir*®415,

Taurin ve onciillerinin 6zellikle oksidatif hasara maruz kalan
dokularda bol bulundugu dikkat gekicidir. Taurin ve hipotaurin digilerde
folliktlller ve uterusta, erkek treme sisteminde ise spermatozoa, 6zellikle

semen sivisi ve prostatta yiiksek konsantrasyonlarda bulunur®®8687,
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Memeli spermi glutatyon rediiktaz ve katalazdan yoksundur. Oysa
spermde taurin ve hipotaurin oldukca yliksek dizeydedir. Bilindigi gibi
sliiperoksit sperm igin oldukca toksiktir, lipit peroksidasyonuna ve motilite
azalmasina yol acar. Boylece taurin ve hipotaurin aracihidiyla sperm
motilitesi korunmus olmaktadir. Hatta taurin ve hipotaurin farelerde
“sperm motilize edici faktér” olarak kabul edilmektedir'®. Diger taraftan
taurin insan akrozomlarinda bulunan majér amino asitlerden biridir*>®®,

Taurinin, retina rod dis segmentlerini aydinlatma yolu ile olusan
oksidanlara karsi korudugu tespit edilmigtir'!-88,

Glicli bir oksidan olan hipokloréz asit (HOCI), nétrofillerin
aktiviteleri sirasinda salgiladiklarn myeloperoksidaz enziminin
katalizlemesiyle, klor iyonu (CI) ve H,0,'den olusmaktadiri®*®8, HOCI ise
karbohidratlar, amino asitler, niikleik asitler, peptit zincirleri gibi biyolojik
olarak 6nemli substratian direkt okside edebilme ozelligindedir. HOCI,
primer aminlerle reaksiyona girerek kloraminleri olugturur. Bu reaktif
aminlerden biri de taurindir. 1 mol HOCI anyonu ile 1 mol taurin
reaksiyona girerek, taurinin amin grubunun 1 veya 2 CI° iyonu
kazanmasiyla, N-klorotaurini olusturur. Bu bilesigin yarilanma émru 2.5
giindiirt®,

HOCI é6zellikle aminlerle (-NH,;) ve sllfur igeren (R-SH)
molekiillerle ¢ok hizh reaksiyona girmektedir. HOCI'in hedef hiicre
membranindaki zararli etkisi; membranin -SH veya -NH, gruplarina
hiicum etmesi ile ortaya cikmakta, sonugta bu olayr membranin

denatiirasyonu izlemektedir. Thomas ve ark. (1984) N-Klorotaurinin

ekstraselliiler ortamdan anyon transport sistemi ile eritrosit igine
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transport edildigini gostermislerdir. N-Klorotaurin eritrosit iginde glutatyon
ile indirgenir®®8°,

Taurinin HOCI ile olusturulan korneal hasarin iyilestiriimesinde
etkili oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler taurinin biyolojik sistemlerde HOCI
temizleyicisi oldugunu desteklemektedir'!:®,

Taurinin, hipoksi ve reoksijenasyonda serbest radikallere karsi
kalp kasini ve beyni korudugu ileri siiriilmektedir®®, Bu etki taurinin
intraselliiler rollerinden biri olarak, membran lipit peroksidasyonunu
engellemesi ile ortaya cikar®%2, Hipoksi ve reperfiizyonda beyinde, tiyol
iceren amino asitlerin ve sistein ve sisteamin gibi aminlerin artisi sonucu
taurinin de arttigi goésterilmektedir. Reperfilizyondan sonra bu maddelerin
oksijenden tiireyen serbest radikallerle okside olarak taurinin olusturdugu
tespit edilmistir®. Taurin, postiskemik dokuda sadece serbest radikal
diizeylerini azaltmakla kalmayip; ayni zamanda hiicreye Ca*? girigini
engelleyerek, lipit peroksidasyon olusumunu ve membran fonksiyonlarinin
bozulmasini da engellemektedir®®3,

Taurinin CCl, ile indluklenmis karacider ve karaciger
mikrozomlarindaki MDA yapimini azalttigi, pnémotoksik maddelere bagl
sekonder olarak akcijerde gelisen lipit peroksidasyonunu azalttig
bildirilmistir'®. Ayrica taurin, doksorubisin gibi antikanser ilaglarin kalpte
lipit peroksidasyonunu artirici etkilerini nlemektedir'®,

Ayrica taurinin yanisira onun metabolik énciileri olan sisteik asit,
sistein siilfinik asit ve sisteaminin de in vivo antioksidan olarak rol aldigi
ve oksljen radikal tiirlerini inaktive ettigi gosterilmigtir®.

Sonug olarak; taurinin biyolojik sistemler {izerindeki antioksidan

ve membran stabilizatér etkisi agadidaki gibi 6zetlenebilir:
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1) Taurin HOCI ile reaksiyona girerek HOCI'i temizler. Béylece membran
denatiirasyonunu &nler®,

2) Membran stabilize edici etkisi ile membrani permeabilite ve transport
degisikliklerine karst korur®®°,

3) Direkt antioksidan etkisi ile, membran fosfolipitleri ile etkilegerek, lipit
peroksidasyonunu engeller®. Lipit peroksidasyonunun son {iriinii ve
gostergesi olan MDA diizeyini azaltir*':12:%,

4) Taurinin ayni zamanda sulfonik asit grubuyla, serbest metal iyonlar
ve oksidan metallerle badlanarak indirekt bir antioksidan etki de
yaratabildidi bildirilmektedir®®,

I1.4.TIYOREDOKSIN SISTEMI

Tiyoredoksin aktif merkezinde iki redoks aktif yan sistein amino asidi
iceren, yaygn olarak bulunabilen kiiciik bir proteindir. Klasik aktif béigesi

Trp-Cys32-Gly-Pro-Cys35 amino asit dizilimine sahiptir. Yart sistein amino

asidi molekiil igi distlfit koprileri yaptiginda okside formda (tiyoredoksin-S;)

veya rediikte formda (tiyoredoksin-(SH),) bulunur.Tiyoredoksinin aktif
merkezi, ditiyoliin distilfide reversibl oksidasyonu ile redoks reaksiyonlarina
katihr ve ditiyol-distilfit dénlisim reaksiyonlarini katalizler. Tiyoredoksin-S,,

NADPH ve flavoprotein tiyoredoksin rediiktaz

(EC 1.6.4.5) ile rediiklenir. Tiyoredoksin-(SH), ise bir gok tiyol bagimh

hiicresel rediiklenme reaksiyoniarina katllan glgli bir protein disllfit

reditktandir (Sekil 6)°7:98:99.100,101
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Tiyoredoksin reditktaz Tiyoredoksin Protein
H'+ NADPH X TR-(SH); Trx-S; P- (SH)
I FADH; TR-S2 ; ; Trx*(SH): i P-8,

Sekil 6. Tiyoredoksin sistemi ile katalizlenen protein disiilfit rediiksiyon

mekanizmasi

Tiyoredoksin 1964'de E. coli‘den saflastiriimasindan beri bilinmektedir.
Bir ¢ok prokaryot ve okaryotta bulunur ve yasayan tim hiicrelerde tespit
edilebilir. Bakteri, mantar, bitki ve hayvan hiicrelerinin hepsi yaklasik 12000
MA tiyoredoksin igerir. E. coli tiyoredoksin-S,’'ni 108 amino asit igeren
kristallografik olarak (i boyutlu yapisi tespit edilmis en iyi taninan
tiyoredoksindir. Tiyoredoksin-S,, aktif merkezinin S-S kdpriileri {ic boyutlu
yapinin ¢ikinti yapan béliimiine yerlesmis, "erkek" bir proteindir. Proteinin
merkez cekirdegi, bes kenar, dért a-heliks segmentle yandan kusatiimis B-
kirmali tabaka igerir. Okside ve rediikte yapilari birbirine ¢ok benzerdir.
Proteinin merkezindeki yan zincirlerin katlantilari da hemen hemen benzerdir.
Fakat aktif bblge ve gevre bélgelerin lokal konformasyonlarinda farkhhiklar
gozlenmistir. Bu durum Cys32 ve Cys35 arasindaki mesafenin reduklenme
sonucu 0.1°A kisalmasina baglanmaktadir. Bunun sebebi de disiilfit bagi
olustuunda Cys 35in X; acisinin -50,9%den, okside durumda -39,1%ye
degismesidir. indirgenmis yapida daha ylksek hareketlilik
gbzlenmektirt00:102,103

Tiyoredoksin-S, asidik bir proteindir. pH 4.5'un altindaki degerlerde,
dimer olusturmak (izere ¢Oker. Liyofilizasyon sonrasi pH 8 ve (zerinde geri

dénisimli olarak géziinmeyen multimerler olusturur. Tiyoredoksin-(SH), nétr
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pH’da havadaki oksijen ile okside olur ve bu olay yliksek pH dederlerinde ¢ok
daha hizli meydana gelir. Tiyoredoksin-(SH), EDTA varliginda ve N, altinda
kararhdir. Tiyoredoksin-(SH), ve tiyoredoksin-S, her ikisi de ayni olaganisti
Ist dayanikliifini gdsterir, +80°C’'de saatler sonra yap! dedismez. E.coli
tiyoredoksin igin hesaplanan redoks potansiyel dedgeri pH 7.0’'de -0.26V'tur.
Dithiothreitol ve lipoik asit icin benzer degerler -0,33 ve -0,29V, NADPH igin
ise -0,31V’tur®®.

Tiyoredoksindeki aktif bélge ylzeyleri bir¢ok proteine uymak igin
diizenlenmistir. Bu ylizden tiyoredoksin genis bir grup proteine baglanmak
icin, konformasyonal dedisikliklerin saperon benzeri mekanizmasini
kullanmaktadir. Bunun yaninda dislilfit rediiksiyonunun hizini artirmak igin

hidrofobik cevrede hizh tiyol-disiilfit dedisim kimyasini da

kullanmaktadir'®%,  gekil 7'de  tiyoredoksin  sisteminin  hicre
kompartmanlarinda yerlesimi gériilmektedir'®®,
TR Trx 80
/"“*\
SH 8 Trx
'I'rx< Tr>< | (sekrete edilen)
SH s
oksidasyon
L4 Trx
(membrana bagl)
Trx2 ve TR2 &
(mitokondriyal) nitkleus

Sekil 7. Hicre kompartmanlarinda tiyoredoksin (Trx) ve tiyoredoksin rediiktaz
(TR) yerlegimi

Tiyoredoksin rediiktaz FAD igeren bir enzimdir. Enzim vyapisal ve
islevsel olarak diger piridin nikleotit disllfit okside-rediiktazlardan olan

glutatyon rediiktaz ve lipoamit dehidrogenaza benzer. E. coli tiyoredoksin
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rediiktazi 70000 molekiil agirhgina sahiptir ve nonkovalent baglarla birbirine
baglanmig iki altiinite igerir. Her bir altlinite bir FAD molekiiliine ve aktif
merkezde redoks aktif disiilfide sikica baghdir. Bu disUlfit, sirasi ile Cys-Ala-
Thr-Cys seklindedir. Enzimin NADPH igin Km dederi 25°C’ de 1.2 uM’ diir ve
oldukga ozeldir. NADP* ise 15 uM K; dederi ile enzimin kompetitif
inhibitéridiir. Enzim 25°C’de E.coli tiyoredoksin-S, Iicin yiiksek oranda
6zglldir. Tiyoredoksin sisteminde elektron akisinin NADPH’dan FAD'ye,
FAD'den enzimdeki redoks aktif disiilfide ve daha sonra tiyoredoksine oldugu
diistiniilmektedir®%:107.108,

Memeli hiicrelerinde de klasik tiyoredoksin sistemi mevcuttur.
Tiyoredoksin homolog olarak sigan Navikoff hepatoma, sigir karacigeri, tavsan
kemik iligi ve insan plasentasindan saflagtiriimigtir. Memeli tiyoredoksinlerinin
aktif bolgesindeki amino asit dizisi E. coli tiyoredoksini ile % 90 benzerdir ve
ayni yapisal katlanmalara sahiptir®®%®, Bununla birlikte E. coli tiyoredoksin
sistemi ile kesin farklar da vardir:

a) Tim memeli tiyoredoksinlerinde, aktif merkezdeki dislifide ek
olarak molekilin C terminal yarisinda iki yan sistin amino asidi daha vardir.
Bu iki yan sistin amino asidinin molekiil igi distilfide oksidasyonu, protein
agregasyonuna ve tiyoredoksin rediiktaz icin substrat olarak aktivitesinin
kaybina yol acar. Okside proteinler kromotografi sisteminde coklu pikler
yaptigi igin, memeli tiyoredoksinin saflagtiriimasi sadece rediiklenmis formda
miimkiin olabilmektedir®®1%,

b) Memeli hiicrelerindeki tiyoredoksin rediiktaz oldukga biiyliktir ve
116000 molekil agirhgina sahiptir. Hidroperoksitler, C vitamini veya selenid

gibi disilfit olmayan substratlari da rediikleyen genis substrat 6zgllligiine

sahip bir enzimdir'®, E. coli tiyoredoksinini de rediikleyebilir ancak K, 14 kat
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artar. 5,5'-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB), Cu*?, vitamin K; (menadiyon)
ve alloksan diger substratlandir (Tablo 5)%°109:110

Tablo 5. Memeli tiyoredoksin rediiktazinin substratlari

Disiilfit proteinler
Tiyoredoksin
Protein disilfit izomeraz
NK-lizin
Diisiik molekiil agirlikh disiilfitier ®
DTNB (5,5'-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit)
Lipoik asit
L-Sistin
Selenyum iceren bilesikler
Glutatyon peroksidaz
Selenodiglutatyon
Selenosistin
Selenit
Peroksidazlar
15-HPETE (hidro peroksi eikoza tetra enoik
asit)
Hidrojen peroksit
Diger substratlar
Alloksan
Menadiyon (vitamin K3)
Dehidroaskorbat

GSNO (S-nitrozo glutatyon)

3 insiilin ve GSSG memeli tiyoredoksin rediiktazi icin do§rudan bir

substrat dedildir, bunlann rediksiyonu igin tiyoredoksin gibi bir elektron

donéri gereklidirt,
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Bazi proteinlerin rediiklenebilir distlfit baglart vardir. Bunlar; insilin,
insan koriyogonodotropini, fibrinojen ve kan pihtilasma faktérlerinden &zellikle
faktor 8 ve faktér 10°dur. Disllfit proteinlerin tiyoredoksin-(SH), ile
rediiklenmesi genis farklilik gdsterir. insan serum albiimini igindeki 17 disulfit
rediiklenmezken, faktér 8 kompleksi igindeki 100 disilfidin 75'i hizla
rediklenir. Tiyoredoksin fizyolojik pH’da insiilin ve proinsilini yiiksek bir
aktiviteyle redikler. iInsilin disilfitlerinin rediiklenmesi zZn*? iyonlarinca
kontrol edilir. Zn*? tiyoredoksin sisteminin giiclii bir inhibitoridir ve ayni
zamanda instlin yapisini da kararh hale getirir. Pankreas B hiicrelerinde
instilinin kontrolstiz degradasyonu (rediiklenmesi) diyabet etiyolojisinin
aydinlatiimasinda rol oynayabilir®®*1%, Insiilin disiilfitleri tiyoredoksin-(SH),'yi
etkin bir sekilde okside ettigi igin, bu protein tiyoredoksin sisteminin

aktivitesini test etmekte klasik bir substrat olarak kullanilir*2,

Tiyoredoksin rediiktaz H,0,'den kaynaklanan oksidatif stresin sebep
oldugu hasarin 6nlenmesi ve onarnmi ile ilgilidir. Tiyoredoksin H,O;'nin
rediiklenmesini katalizleyen tiyoredoksin peroksidazlar ailesi igin elektron
verir. Glutatyon peroksidaz ve katalazin H,0,'yi rediiklemesine karsin, hiicre
icerisinde asin H,0, olustugu zaman tiyoredoksin peroksidaziarin bunun
diizeyini  azaltarak  apopitozisin indiiksiyonunu inhibe  edebildigi
gosterilmigtir®-106:113,114,

Vitamin E (a-tokoferol) gibi dogal fenolik bilesiklerden tiiremis fenoksil

radikallerinin de tiyoredoksin tarafindan rediiklenebildigi bildirilmigtir'*®,
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insan tiyoredoksin rediiktazinin lipit hidroperoksitleri hidrojen peroksit
ile ayni hizda rediikledigi ve rediikleme hizinin selonosistin varlig ile sekiz kat
arttig gosterilmistirt!®,

Hiicre igerisindeki glutatyon, aktive edilmis NO ara Uriinleri ile kolayca
reaksiyona girip nétrofiilerde oldugu gibi kararli S-nitrozo glutatyon gruplarni
olusturur. Nikitovic ve ark. tarafindan tiyoredoksin sisteminin, S-nitrozo
glutatyon rediiklenmesini katalizledigi ve bu sirada NADPH’in S-nitrozo
glutatyon tarafindan oksidasyonu ile GSH ve nitrik oksidin serbestlestigi
gbsterilmistir®” 112,

Selenid ve selenodiglutatyon (GS-Se-SG) selenyum
metabolizmasindaki temel ara maddelerdir. Her ikisi de tiyoredoksin rediiktaz
tarafindan rediklenir. Sonucgta selenid, fosforile formda, proteinojenik amino
asit olan selenosisteinin selenol grubu igin énciil maddedir®’.

Dodal olduriicii (NK) hicreler tarafindan salgilanan NK-lizin, insan
tiyoredoksin rediiktazi tarafindan etkin sekilde rediiklenir ve inaktive edilir.
Boéylece memeli hiicre membrani ile ilgili tiyoredoksin rediiktaz, iggalci
mikroorganizmalari NK-lizin gibi yliksek derecede toksik maddelerin etkilerine
kars! fizyolojik olarak korur®’.

Fizyolojik bir bilesik olan lipoat distlfit periferal néropatili geker
hastalarinin ve akut mantar zehirlenmesi olan kisilerin tedavisinde
farmakolojik olarak kullanilir. Uygulanan lipoat disiilfit tiyoredoksin rediiktaz
tarafindan in vivo olarak metabolik aktif formuna rediiklenir®’.

Tiyoredoksin sistemi, oksidatif stresten korunma amaci ile, plazma
glutatyon peroksidazi igin bir elektron vericisi olarak in vitro iglev

gorebilmektedir. Kan plazmasindaki tiyoredoksinin (ayni zamanda GSH'in da)

fizyolojik konsantrasyonun disiik olmasi ve membran ile iligkili tiyoredoksin
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redliktazin tiyoredoksini etkin olarak rediiklemesinin heniiz belirlenmemis
olmasi nedeniyle, bu konunun in vivo 6nemini ileride yapilacak calismalar
gosterecektir®.

Musrati ve ark. tiyoredoksinin, bir nilkleozit analogu olan
arabinozilsitozinin, 5-fluoroiiridinin ve karsinojen B-naftilamin gibi kimyasal
ajanlarin E. coli bilyimesi (zerine olan inhibitér etkilerini azalttigini

gostermislerdir'?’.

Tiyoredoksin sistemi, tiyoredoksin ve NADPH-tiyoredoksin rediiktazdan
olusmaktadir. Bu sistem riboniikleotit rediiktaz, methiyonin siilfoksit rediktaz
ve slifat rediktaz gibi enzimler igin hidrojen donérii islevini gergeklestirir.
DNA sentezi icin gerekli olan deoksiriboniikleotidin sentezinden sorumlu
riboniikleotit rediiktaz bircok canl hiicre igin temel bir bilesendir

(Sekil 8)99r100,109,113

NADPH + H' NADP"
w
Tiyoredoksin redikeaz

8= > sy,
v

Met-80 rediktaz
Met-80 » Met=®  Protein
Ribonikleotit
rediikinz,
Tiyoredoksin-(SH); + Ribonfikleotit B Tiyoredoksin-S; + Deoksiribontikleotit + H;0

Gra-{SH) Gra-8y
o™

&~
GSSG 2GSH

(}Mm

&£~

NADPH + H NADP"

Sekil 8. E.coli hiicre redlksiyonlarinda tiyoredoksin ve glutaredoksin sistemi
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1-Kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) hiicre igi GSHI tlketmek igin
kullanilan alkali ve ayni zamanda farkli immiinmodilatér 6zellikler gdsteren
bir ajandir. Arner ve ark. disiik konsantrasyonda CDNB’ nin insan ve sigir
tiyoredoksin rediiktazini tamamen inaktive ettigini saptamislardir. Inhibisyon,
CDNB ortamdan uzaklastiriidiktan sonra da devam etmektedir. CDNB’ nin
memeli tiyoredoksin rediiktazini inaktive ettigi ve bunu glutatyon rediiktazdan

100 kat daha hizli yaptigi gésterilmistir!1®120,

Alzheimer hastaliinin patogenezinde reaktif oksijen tiirlerinin roliini
destekleyen kanitlar artmaktadir. Lovell ve ark.’min yaptigi galismada,
Alzheimer hastaliginda beyindeki tiyoredoksin protein dizeyleri ve ndéron
kiltirlerinde amiloid B-peptit toksitesine karsi tiyoredoksin sisteminin olasi
koruyucu rolii arastinlmistir'?!, Tiyoredoksin diizeyi tiim beyin bélgelerinde
genel bir azalma goésterirken, tiyoredoksin rediktaz aktivitesi calisitan tiim
beyin bélgelerinde artis gostermistir. Néron kiltlirlerinde olusan toksisiteye
karst canhiligini siirdiiren hiicre sayisinda artis gézlenmistir. Sonug olarak,
tiyoredoksin rediiktazin amiloid B-peptit toksisitesine kars: koruyucu oimasina
ragmen, Alzheimerli hastalardaki enzim artisinin tiyoredoksin diizeylerindeki
azalma nedeni ile higbir koruma getiremedigi belirtilmistir?2.

Mansur ve ark., tiyoredoksinin sinir sisteminde, normalde
sitoplazmadan ¢ok motor néronun nilikleusunda birikmesine ragmen, sinir
zedelenmesini takiben sitoplazmik bélgede dramatik olarak tiyoredoksin artisi
saptamiglardir. Saptanabilir protein artisini bes haftadan daha uzun siire
g6zlemislerdirt?3,

Maurice ve ark., tiyoredoksin sistemini romatoid artritli ve diger

romatoid hastalikli bireylerde arastirmiglardir?*, Romatoid artritli hastalarin
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sinoviyal sivilarinda tiyoredoksin vyiiksek diizeylerde bulunmustur. Ayni
hastalarin plazma tiyoredoksin diizeylerinde, osteoartritli, gutlu ve reaktif
artritli hastalarla karstlastinildiginda énemli artis saptanmistir. Romatoid artritli
hastalarda tiyoredoksinin varligi sinoviyal sivida gelisen monontkleer
hiicrelerde ve sinoviyal dokuda tanimlanmistir. Plazmalarinda, tiyoredoksin
redliktaz mRNA salinimi gézlenmistir. H,0, ve TNF-a indlksiyonu ile sinoviyal
fibroblast benzeri sinoviyokistlerin stimiilasyonu tiyoredoksin {iretiminde artisa
neden olmustur. Tiyoredoksindeki artisin romatoid artrit aktivasyonuna neden

oldugu distnilmiistirt?®,

Ultraviyole sinlarin olusturdugu serbest radikaller fotokimyasal
rediklenme reaksiyonlan sonucu deriyi kolaylikla etkiler. Schallreuter ve ark.,
deri ylizeyinde serbest radikal temizleyicisi olarak islev yapan membran
baglantili tiyoredoksin rediiktazin melanin sentezindeki olasi diizenleyici
rolinii gbstermiglerdir'®®, Ayrica keratinosit hiicre kiiltiirleri ile yapilan
deneylerde, Ca'™ un bu sistemin allosterik inhibitérii oldugunu géstermislerdir.
Tiyoredoksin rediiktaz biyoanalizinin, tirozinaz pozitif albinolarin (Hermansky-
Puldak Sendromu) saptanmasinda kullanish bir yontem oldugunu ileri
stirmislerdir'?®,

Son c¢alismalar, oksidatif stresin preeklemsi patogenezi ile ilgili
oldugunu belirlemistir. Ejima ve ark., tiyoredoksin ve tiyoredoksin rediiktazin
insan plasentasinin hiicre fonksiyonlarindaki aktivitesini inceleyerek yalnizca
sitoplazmada dedil ayni zamanda mitokondride de bulundugunu ve oksidatif
stresin sebep oldugu hasardan koruyabildigini géstermislerdir'?’,

Tiyoredoksin bazi insan timérlerinde asin artmis olarak bulunan bir

redoks proteinidir. Tiyoredoksin timor hiicrelerinden salinir ve kanser
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hiicrelerinin diger bliylime faktorlerine hassasiyetini artirir. Redoks aktivitesi,
tiyoredoksin tarafindan olusturulan hiicre biilylime uyarisi igin esansiyeldir.
Tiyoredoksin ile etkilenmis hdicreler; in vivo artmig timér blylimesi ve
azalmis apopitozis gesitli ajanlarin sebep oldugu hem in vivo hem de in-vitro
apopitozise azalmis duyarhlik gésterir. Redoks-inaktif mutant tiyoredoksin ile
etkilenmis olan hiicreler ise in vivo timér biiyimesinde inhibisyon etkisi

gdsterir (Sekil9)'?8,

Prooksidanlar : Reaktif oksijen tirleri (O°, H202, NO®, vb.)
1

v v v
Protein kinaz / Transkripsiyon Gen
Bilyiime faktdrii — ReseptSrler —»  Fosfoprotein  ——»  faktdrleri—p  ekspresyonu
Sitokinler f fos?fataz f l
1
Antioksidanlar; Trx-(SH), / Trx-8, Hiicre cevaby
2 GSH / GSSH - bilylime
Grx- (SH)2 / Grx-8; - farkhlagma
-~ apopitozis

Sekil 9. Tiyoredoksin (Trx) ve glutaredoksin (Grx) sistemi ile hiicre
sinyalizasyonu ve tiyol redoks regtilasyonu

Maling hastalikla ilgili olarak, hekim {i¢ temel yénle ilgilenir: Onleme,
erken tani ve etkili tedavi. Tiyoredoksin sistemi her {ig yénde de rol oynar.

Oksidatif stresin DNA hasann igin anahtar faktér oldugu
dugiinilmektedir. Oyleyse antioksidan tiyoredoksin sistemi tiimér onleyici
sistem olarak ele alinabilir. Bu ayni zamanda sinyal verme siiregleri igin de
gegerlidir. Tiyoredoksin rediiktazin selenol grubu mutajen H,O, igin primer
algilayici olarak is gdérebilir ve antioksidatif proteinleri kodlayan genlerin

transkripsiyonuna yol agan sinyal kaskadini baslatabilirt2%:*30,



-42 -

Tiyoredoksin rediiktazin timoérl uyaran etkileri degerlendirildiginde, bu
seleno enzimin temel bir ilag hedefi oldugu aciktir. Karmustin, fotemustin ve
sisplatin gibi birgok anti-neoplastik ajanin memeli tiyoredoksin rediiktazlarinin
etkili inhibitérleri oldugu gdzlenmistir®! Tiyoredoksin rediiktazin klinik olarak
kullanilan inhibitérleri yalnizca tiyoredoksinin rediiklenmis formu ile tepkimeye
girer, tiyoredoksinin okside formu inaktive olmaz. Bu durumda NADPH ile
rediiklenmis tiyoredoksin tiirleri birinci kemoterapétik hedef olarak
tanimlanmalidir. Rediklenmis tiyoredoksin ile etkilesen ilaglarin bunun
denatiirasyonuna ve sonuctaki yikimina sebep olabilecegi hesaba katiimalidir.
Selenyumu enzimden ayiran ajaniar, NADPH yoklugunda bile benzer etkiye

sahip olabilir®’.
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II1. GEREC VE Y6NIEM
II1.1. Kullanilan Gerecler

1I1.1.1.Deney Hayvanlari
Calismamizda erkek, 6-7 haftalik geng ve 13-14 aylik orta yasli Wistar

albino erkek siganlar kullanildi. Galisma grubunu olusturan tim sicaniar
laboratuvar ortaminda normal musluk suyu ve standart sican yemi ile serbest
olarak beslendi. Deney hayvanlarn Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi'nden saglanmistir. Bu ¢alisma Gazi
Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun 05.04.2005 tarihli ve 05.028
nolu karar ile kabul edilmistir. Karar érnedi ektedir.

IT1.1.2, Kullanilan Aletler

e Homojenizatér (Virtis-Virtishear, The virtis Company, INC, USA)

e Hassas terazi (Schimadzu, Libror AEG 220)

eSantrifiij (Damon IEC, B-20A Hermle Z 323 K, sogutmali Germany)

eSpektrofotometre ( Schimadzu UV 1601)

sVortex ( Heidolph Reax 2000)

eBenmari (Heto Maxi-Shake)

eDerin dondurucu (Sanyo CFC Free Japan)

epH-metre (Nel Elektronik) (Nel)

eSantrifiij (Hermle Z 380 K)

eMikrofiltre (Amicon millipore ultrafiltration membranes, Filter code:
YM3, Dia:14 mm NMWL:3,000)

I11.1.3.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hidroklorik asit, EDTA, asetik asit, fosforik asit, amonyum siilfat, H,0,,
KH,P0O,, K;HPO,4, NaOH, etanol, metafosforik asit, n- butanol, KHCO;, KOH,

Merck firmasindan saglandi.
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DTNB, sigir serum albumin, Tris, NADPH, tiyoredoksin rediktaz,
glutatyon rediiktaz, Tiyobarbitirik asit (TBA), Folin Ciocalteu fenol reaktifi,

NaNs, tetraetoksipropan Sigma , NH,OH Piir Kimya firmasindan sagland:.

II1.2. Uyqulanan Yontemler

II1.2.1.Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi
Sicanlar Tablo 6’da gésterildigi sekilde dort gruba ayrildi.

Tablo 6. Calisma gruplari ve 6zellikleri

Gruplar Uygulama Denek Sayisi Agirhk (g)

1.Grup: GK Serum fizyolojik 10 170+10

(geng- kontrol)

2.Grup:GT Taurin 10 170+10

(geng- deney)

3.Grup:0YK Serum fizyolojik 10 400+ 20

(orta yas- kontrol)

4. Grup: OYT Taurin 10 400+ 20

(orta yas - deney)

Deney grubunu olusturan geng ve orta yasli siganlara 200 mg/kg /giin
taurin 0.5 ml izotonik tuz ¢ozeltisinde ¢oziilerek, 7 gun sireyle giinde tek doz
olarak intraperitoneal olarak verildi*?. Kontrol grubundaki geng ve orta yasli
sicanlara ise izotonik tuz c¢oézeltisi ayni siire ve hacimde uygulandi. Tim
denekler son enjeksiyondan 24 saat sonra tiyopental sodyum anestezisi
altinda (50 mg/kg) kalplerinden kan alinarak feda edildiler. Karaciger hizla

gikartiip kan Uriinlerinden arindinimak amaci ile soguk serum fizyolojik
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( izotonik NaCl) iginde yikandi, aliminyum folyolara sarilarak, sivi azotta

dondurulup analiz siiresine kadar -80° C’de derin dondurucuda saklandi.

II1.2.2. Yontemlerin uygulanmasi

Asamasi

Olglim sisteminde interferans veren, baslica rediikte glutatyon veya
diger dligiik molekil agiriikli tiyoller olmak (izere, bilesikier orijinal yéntemde
bazi degisiklikler yapilarak ilk basamaklarda uzaklastirildi1%4133,

Dokular 50mM Tris-HCI, pH 7.5, 1imM EDTA (TE tamponu)'da 1/10
oraninda homojenize edildi. Homojenat 13,000 g, +4°C'de 30 dakika
santrifiij edilip stipernatan alindi. Sipernatan buzda sogutulmus 1.0 M asetik
asit ilavesi ile pH 5.0’e ayarlandi. Olusan ¢oékelti 13.000 g, +4°C'de 20 dakika
santrifij ile uzaklastinldi. Siipernatan 1.0 M NH,OH ile pH 7.5'a ayarlandi.
Siipernatandaki protein miktan &lgiildii ve benmaride 60°C’ye 1sitildi. Sollisyon
hizll bir sekilde +4°C'ye sogutuldu ve ¢ékelti 13,000 g, +4°C'de 20 dakika
santrifij ile uzaklastirildi. % 85 doyguniuga kadar amonyum silfat yavasga
kanstirarak ilave edildi ve ¢okelti 13,000 g, +4°C'de 20 dakika santrifiij
sonrasinda toplandi. Cokelti 300 ul TE tampon ile gbziildi. Delik btyukliga
3000 olan mikrofiltre ile, 2000 g'de 5 dakika santrifiijle filtrasyon yapilarak

tstte kalan kismi alindi.
I1X.2.2.1.Tiyoredoksin Rediiktaz Aktivitesinin Olciilmesi
Prensip: Memeli tiyoredoksin rediiktaz (TR)' NADPH varliginda 5,5'-ditiyobis

2-nitrobenzoik asit (DTNB)'i rediikler.

DTNB + NADPH + H* —TR__ 2TNB + NADP*
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Reaksiyonun (iriinii TNB (5’-tiyonitrobenzoik asit) saridir ve 13,600 M
cm ! molar absorbsiyon katsayisiyla 412 nm’de en yiiksek absorbansa
sahipitir.

Reaktifler

e NADPH, 40 mg/ml su iginde

e 0.2 M, EDTA

¢ Potasyum fosfat tamponu, 1.0 M, pH: 7.0
» DTNB, 25 mg/ml %99 etanol iginde

e BSA (sigir serum albumin), 20 mg/mi
Deneyin Yapilisi

50 pl NADPH, 0.5 ml EDTA, 1.0 ml potasyum fosfat tamponu, 0.8 ml
DTNB ve 100 pl BSA'dan olugan reaksiyon karisimi hazirlandi. Su ile 10 ml’lik
sonug hacime tamamlandi. Reaksiyon karisimindan her iki kiivete konuidu.
Numune kiivetine 100 pl protein 6rnedi ve referans kiivetine ayni hacimde
tampon ilave edildi. Reaksiyon 412 nm’de 3 dakika boyunca izlendi.

Aktivite Hesaplanmasi

Sabit sicaklik (25°C) ve pH'da 1 dakikada 1pmol TNB acgiga cikaran
tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi 1 IU’dir. TNB igin molar absorbsiyon katsayisi
13,600 M! ecm™ kullanilarak AA= an.Ac.l formiiline gére dakika basina

olusan pmol TNB hesapland: ve sonuglar U/ mg protein olarak verildi.

II1.2.2.2. Karacifer Dokusu Glutatyon Diizeyinin Olciilmesi

Doku glutatyonunun 6lgimi, Ellman’in ydntemiyle yapildi™**. Bu
yéntem, hafif alkali ortamda, 5,5’ ditiyobis 2-nitrobenzoik asidin (DTNB,

Ellman reaktifi), dokudaki alifatik tiyol bilegikleriyle reaksiyonu sonucu her
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molekil tiyol basina olusan, p-nitrofenol anyonunun miktarinin
spektrofotometrik olarak dlglilmesi esasina dayanmaktadir.
Reaktifler
eMetafosforik asit: 0.5 M
eFosfat tamponu: 1M, pH:8.0
eEllman reaktifi: DTNB: 160 pM ve KHCO5: 319 pM, pH: 8.0 olacak sekilde
KOH ile ayarlandi.
Deneyin Yapilisi

Karaciger 6rnekleri, 1/5 adirlik/hacim (w/v) olacak sekilde metafosforik
asitle seyreltilip, homojenize edilldi. Homojenatiar, 3500 rpm’de, 10 dakika
santrifiij edildi. Her bir numune tiipiine, 0.2 ml stipernatan, 0.1 ml distile su,
0.3 ml fosfat tamponu, 2.4 ml Eliman reaktifi konularak karistirildi, 410 nm‘de
kér tiplne karsi, absorbans 6lguida.
Hesaplama
AA= 3 x Ac x | egitlijinde, p-nitro fenolat icin == 13,600 M cm™ degeri ve
Lowry yéntemi ile bulunan mg protein degeri kullanilarak, glutatyon miktari
umol GSH/ mg protein olarak hesaplandi.
11.2.2.3. Lowry Protein Tayini

Doku protein diizeyleri sigir serum albumini (BSA)'nin standart olarak
kullanildigi Lowry yéntemine gore dlglldiit3>.
Reaktifler
oBSA (sigir serum albumini): 1 mg/ ml
eAlkalen reaktif: 0,1 N NaOH iginde % 2’lik Na,CO3:32 kisim

NaK tartarat: % 2: 1 kisim

CuS045H,0: % 1: 1 kisim

eFolin Ciocalteu fenol reaktifi:1/ 1 oraninda distile su ile seyreltilir.
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Deneyin Yapihsi

Her bir numune tipiine 20 pl siipernatan, 80 uyl  distile su, 2 mi
alkalen reaktif eklenip, kanstinldi. Tipler oda isisinda, karanhkta 15 dakika
inkiibe edildikten sonra, 0,2 ml Folin Ciocalteu’s fenol reaktifi eklenip,
karistirildi. Tlpler oda isisinda, karanlikta 1 saat inkiibe edildi. 750 nm’de kére
kars! absorbans 6lglldi. BSA'nin dlgililen absorbansi, standart olarak kullanildi.
Hesaplama
Protein Miktari=(Numune absorbansi/Standart absorbansi) x Standart Konsanfrasyonu

Sonuglar mg/ml cinsinden verilir.

Chart Title y = 0,0083x + 0,008
1

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,16
0,1
0,05

Absorbans

0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 10. Lowry Standart Egrisi (mg/ml)

I11.2.2.4. Karaciger Dokusu Glutatyon Peroksidaz (Gpx) Aktivitesinin
Olciilmesi

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve Valentine’in yéntemi esas
alinarak calisildi**®, Bu yéntemde GSH’tan GSSG olusum hizi, 340 nm dalga
boyunda NADPH’In NADP'ye donmesini esas alarak karisimin optik
dansitesindeki azalma ile tayin edilmektedir.

Reaktifler

eHomojenat tamponu: 0.5 mM EDTA iceren 50 mM potasyum fosfat tamponu

pH:7.4
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eReaksiyon karisimi: 50 mM potasyum fosfat tamponu (50mM) igine 3.6 mM
NaN;, 5mM GSH, 0.3 mM NADPH galismaya baslamadan hemen 6&nce
hazirlanir.

oGlutatyon rediiktaz: 200 U/mg protein

eHidrojen peroksit ¢bzeltisi: 0.25 mM

Deneyin Yapihlisi

Homojenat tamponu iginde % 20 (w/v) olacak sekilde homojenize
edilen doku daha sonra 2000 g'de +4°C'de santrifiij edilerek siipernatan
alindi.

200 pl siipernatan, 2ml reaksiyon karisimi ve 20 pl glutatyon rediiktaz
ile iyice kanistirilarak 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibe edilen bu karisima 20 pl H,0; ilave edilerek reaksiyon baslatildi.
5 dakika boyunca 340 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak optik
dansite 6lclimi yapildi.

Bu reaksiyon NADPH’In NADP'ye dénisimii esasina dayanmasi
nedeniyle NADPH igin molar absorbsiyon katsayisi olan 6.22 x 10° M" cm”
kullanids.

AA=a, x AC x 1 formulinden dakika basina okside olan NADPH nmol olarak
hesaplandi. Siipernatanda Lowry ydntemi esas alinarak protein tayini yapildi

ve glutatyon peroksidaz aktivitesi ” nmol okside NADPH/dakika/mg protein”

olarak verildi.

II1.2.2.5. Karaciger Dokusu MDA Diizevinin Olciillmesi

Uchiyama ve Mihara'nin MDA c¢alisma yéntemi esas alinarak
uygulandi®¥. Bu yéntem lipit peroksidasyon iriinlerinden malondialdehidin
TBA ile olusturdugu kompleksin spektrofotometrik olarak 520 ve 535 nm’'de

tespiti esasina dayanan bir yéntemdir.
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Reaktifler

eHomojenizasyon ¢ozeltisi: % 1.15 KCI ¢bzeltisi
eTiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ézeltisi: % 0.6 (w/v)
% 1'lik fosforik asit ¢dzeltisi

en-Butanol

eStandart: Tetraetoksipropan

Deneyin Yapilisi

Homojenat g¢bzeltisi olarak hazirlanan % 1.15'lik KCI kullanilarak buziu
su banyosu iginde % 10’luk doku homojenatlari hazirlandi. Bu homojenatin
0.5 ml'si santrifiij tipiine alindi. Uzerine 3 ml %1'lik fosforik asit ve % 0.6'lik
TBA ¢ozeltisi ilave edildi. Kanstirlmanin ardindan kaynamakta olan su
banyosunda 45 dakika bekletildi. Sogutma isleminden sonra 4 ml n-butanol
ilave edilerek santrifiij yoluyla ayrilan butanol fazin 520 ve 535 nm’'de
absorbans degerleri elde edildi. Standart olarak tetraetoksipropan kullanildi.

Hesaplama

Optik dansite fark: esas alinarak sonuclar nmol/g doku olarak hesaplandi.

I11.2.2.6. Immiinohistokimyasal Olarak eNos Tayini

Her gruba ait karacierden alinan doku ornekleri %10’luk nétral
formalinde 72 saat tespit edildi. Daha sonra alisiimis 151k mikroskop takibinden
gecirilen doku érnekleri parafin bloklar haline getirildi. immiinohistokimyasal
calisma igin parafin bloklardan polilizinli camlar lzerine 4-5 pym kalinhidinda
kesitler alind.

Camlar ksilol ve alkol ile deparafinize ve dehidrate edildikten sonra
doku igerisinde formaldehitin kapattigi reseptér boélgelerinin agiga gikanimasini
saglamak amaciyla 1M sitrat tamponu (Lab Vision, USA) ile mikrodalgada

retriver islemi gergeklestirildi. Takiben, %3’llik hidrojen peroksit (Lab Vision,
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USA) ile endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Islem sonrasinda PBS
(phosphate buffer saline) (Lab Vision, USA) (pH 7.4) ile camlar yikand.
Devam eden islemlerde Lab Vision anti-rabbit kit kullanildi. Ultra V block ile
non-spesifik baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra camlara
eNOS primer antikoru (poliklonal anti-rabbit Ig Ab-4, Lot: 1711 P 307 B),
(NeoMarker, USA) uygulanarak 1 saat oda isisinda bekletildi. Siire sonunda
PBS ile yikanan camlara biyotinli sekonder antikor eklenerek primer antikora
baglanmas! saglandi. PBS ile yikanan camlar enzim kompleksiyle etkilesime
birakildi, béylece camlarda enzimin biyotine baglanmasi saglandi. Son olarak
ortama AEC (3-amino-9-etil karbozol, Lot: AHA 41013) (Lab Vision, USA)
kromojeni eklenerek gézle gériilebilir tirinin ortaya gikmasi saglandi. Zemin
boyasi olarak Mayerin hematoksileni kullanildi. Bu sekilde boyanan camlar
ultramount yardimi ile lamelle kapatilip, foto 151k mikroskopta degerlendirildi.
1I1.2.2.7.istatistik Dederlendirme

Verilerin istatistiksel degerlendirmeleri “SPSS for Windows 10.0” paket

programi kullanilarak Mann-Whitney U testi ile yapildi.
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IV. BULGULAR

Calismamizda taurin

orta grubu siganlarda,

geng ve yasli
uygulamasindan sonra karaciger dokusunda oksidan stresin gdstergesi olarak
MDA diizeyleri, antioksidan fonksiyon géstergesi olarak da GSH diizeyleri,
GPx ve TR aktivite degisiklikleri incelendi.

Gruplar arast farki belilemede ANOVA Varyans Analizi, iki grup arasi
farki belirlemede Mann-Whitney U testi kullanildi (Tablo 7). p< 0.05 degerleri

anlamli kabul edildi.

Tablo 7. Taurin uygulanmayan (Kontrol) ve uygulanan (Deney) geng ve orta

yash sigan karaciger dokusunda oksidan stres ve antioksidan enzim degerleri

ortalama £ SD

Parametre Geng Kontrol Geng Taurin p
n=10 n=10
MDA nmol/g doku 65+20 39%11 __p<0.05
GSH pmol / mg protein 0.019:40.003 0.018+0.005 _p>0.05
GPx nmol okside NADPH 65.52+12.1 72.42+18.2 p>0.05
/ dak / mg protein
TR U/ mg protein 0.99+0.06 1.161+0.16 _p<0.05
Orta Yash Kontrol Orta Yasl P
n=10 Taurin n=10
MDA nmol/g doku 55+£20 4247 p<0.05
GSH ymol / mg protein 0.015+0.003 0.021+0.004 p<0.05
GPx nmol okside NADPH 41.69+11.9 103+16.4 p<0.05
/ dak / mg protein
TR U/mg protein 0.75+0.08 1.071+0.10 P<0.05

Gruplara gére elde edilen MDA ve GSH diizeyleri ile GPx ve TR aktivite

degisiklikleri sirastyla Sekil 11, 12, 13, 14’ de goriilmektedir.
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IV.1.KARACIGER DOKUSUNDA MDA DUZEYLERI

Geng ve orta yash siganlarin kontrol gruplan karaciger MDA dlizeyleri
arasinda anlaml fark bulunmadi (p>0.05). Taurin verilen geng ve orta yash
siganlar kendi kontrol gruplan ile kargilastirildiginda karaciger MDA diizeyleri
anlaml olarak azalmis bulundu ( p<0.05).

IV.2. KARACIGER DOKUSUNDA GSH DUZEYLER{

Geng ve orta yagsh siganlarin kontrol gruplan karaciger GSH diizeyleri
arasinda genglerde yiiksek olmak lizere, anlaml fark bulundu (p<0.05).
Taurin verilen orta yasl siganlar kendi kontrol gruplan ile karsilagtiriidiginda
karaciger GSH diizeyleri anlamh olarak artmis bulunurken (p< 0.05),geng
siganlann taurin grubunda karaciger GSH dtizeylerinin kendi kontrol gruplarina
gbre degismedigi gorildia (p>0.05).

IV.3.KARACIGER DOKUSUNDA GPx AKTiVITESi

Geng ve orta yash siganlarin kontrol gruplarn karaciger GPx aktiviteleri
arasinda anlamh fark bulundu (p<005). Taurin verilen orta yash sicanlar kendi
kontrol gruplan ile kargilastinldiginda karaciger GPx aktiviteleri anlamh olarak
artmis bulundu (p<005). Geng grupta taurin uygulamasi karaciger GPx
aktivitesini artirmakla birlikte bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>005).
1V.4.KARACIGER DOKUSUNDA TR AKTiVITESI

Geng ve orta yash sicanlann kontrol gruplan karaciger TR aktiviteleri
arasinda anlamli fark bulundu (p<0.05). Taurin verilen geng ve orta yasl
sicanlar kendi kontrol gruplan ile kargilastinldiginda karaciger TR aktiviteleri

anlamli olarak artmis bulundu (p<0.05).
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Karaciger MDA diizeyleri
nmol/g doku

Sekil 11. Taurin uygulanmayan (kontrol) ve uygulanan (deney) geng ve orta
yagh siganlarin karaciger dokusundaki MDA diizeyleri (nmol/g doku) (GK-OYK

P>0.05, GK-GT P<0.05, OYK-OYT P<0.05)

o
i
.

b
e

s

.

Karaciger GSH diizeyleri
pmol/mg protein

Sekil 12, Taurin uygulanmayan (kontrol) ve uygulanan (deney) geng ve orta
yasli sicanlarin karaciger dokusundaki GSH diizeyleri (umol/mg protein)

(GK-OYK P<0.05, GK-GT P>0.05, OYK-OYT P<0.05)
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(GK-OYK P<0.05, GK-GT P<0.05, OYK-OYT P<0.05)

Sekil 14
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IV.5.HiSTOLOJIK BULGULAR

Geng kontrol gruplarinda doku genelinde hepatositlerde eNOS
immiinoreaktivitesi izlenmezken, tiim sinlzoitlerdeki endotel hiicrelerinde
ortadan kuvvetliye dedisen tutulum ilgiyi cekti (Resim 1).

Geng siganlara taurin uygulanan gruptan alinan karaciger érneklerinde,
tutulumun kontrol grubuna esdes oldugu dikkati cekti; hepatositlerde eNOS
reaktivitesi izlenmezken, sinilizoit duvarini olusturan endotel hiicrelerinde
tutulumun oldugu izlendi (Resim 2).

Orta vyash siganlardan alinan karaciger o&rneklerinde tutulumun
hepatosit diizeyinde oldugu dikkati gekti. Bu grupta, geng kontrol grubundan
ayricali olarak endotel hiicrelerinde hi¢ tutulum gézlenmezken, hepatositlerde
yaygin sitoplazmik tutulum belirlendi (Resim 3).

Orta yash sicanlara taurin uygulanan grupta, eNOS aktivitesinin
kontrole gore belirgin derecede azaldiji saptandi. Hepatositlerde tutulum
izlenmezken (Resim 4a), sinlizoit endotel hiicrelerinde eNOS reaktivitesi
gozlendi. Bu bulgular geng kontrol grubuna esdes olarak dederlendirildi

(Resim 4b).



S

: Geng Kontrol

Resim 1

2: Geng Tauri
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Resim 4a-4b. Orta Yash Taurin



e

Tablo8. Taurin uygulanan geng ve orta yas grubu sicanlarda

immunoreaktif eNOS dagilimi

Gruplar Hepatosit Sinlizoit Endotel
Hicresi
Geng Kontrol - ++ / +++
Geng Taurin = Fe 1 et
Orta Yas +++ -
Kontrol
Orta Yas - ++ [ +++
Taurin
- : Negatif Tutulum ++ :Orta Tutulum

+ : Zayif Tutulum +++ : Kuvvetli Tutulum
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V.TARTISMA:

Yaglanma, fonksiyon kaybi ve strese direncin azalmasi ile birlikte
gériilen biyolojik bir siirectir'®®, Aerobik hiicrelerdeki oksijen metabolizmasinin
bir sonucu olan oksidatif stres yasa bagl degisikliklerin en 6nemli
nedenlerinden biridir'®°.

Yaglanmayi agiklamak igin 6ne suriilen popiler teorilerden biri de
serbest radikal teorisidir’®. Serbest radikal teorisi yaslanmayi olusturan
etkilerden serbest radikallerin sorumlu oldugunu kabul eder; dustk kalorili
diyetin ve serbest radikal inhibitorlerinin yasam siresini uzatmada etkili
oldugunu éngériir’. Yaglanma ile serbest radikal diizeylerinin artmasi ve buna
kargihk  antioksidan kapasitenin azalmasi bu teorinin en guglu
dayanaklarindandir’®. Organizmadaki oksidan stres-antioksidan kapasite
dengesinin oksidan stres lehine bozulmasi genellikle dokulardaki yaslanma
stirecini hizlandirmaktadir’,

Saglikli insanlarda yapilan galismalarda, MDA ile birlikte diger oksidatif
stres gostergelerinin yaslilarda genglerdekine gére daha vyiiksek oldugu
gosterilmistir®*?, Rodrigez ve ark. ile Savada ve ark. yasli siganlarin beyin ve
karaciger homojenatlarinda ve yash insan plazmalarinda lipit peroksidasyon
Grinlerinin arttigini géstermislerdir’74,

Bizim calismamizda kontrol gruplarinin karaciger doku MDA’lari
karsilastirildiginda geng kontrollerde diger gruba oranla daha ytiksek oldugu
saptandi, ancak fark énemsizdi.

Literatlirde yasli deneklerde birgok dokuda 6&lglilen antioksidan enzim
aktivitelerinin arttigini, azaldigini veya degismedidini bildiren gcalismalar
bulunmaktadri#t142143.144145 " Eaat elde edilen bulgular yasla baglantili olarak

antioksidan savunmanin azaldigini géstermektedir'**.
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Biyolojik sistemlerde antioksidan olarak rol alan taurin bu etkisini iyon
membranlari stabilize ederek, reaktif oksijen tiirlerini engelleyerek ve
membrandaki doymamis yag asitlerinin  peroksidasyonunu azaltarak
gosterir'®®,  Diyete taurin eklenmesi kan sekeri diizeylerini disiirerek
hiperinstilinemiyi ve lipit peroksidasyonunu azaltir**’.

Taurinin diger dokularda ve iskelet kasinda fonksiyonu ve etki
mekanizmasi benzer olup membran stabilizasyonu ve Ca*™? modiilasyonu
yaparak; dolayisiyla hiicresel zarlarin Ca*?'a karsi gegirgenligini sinirlayarak;
sitozolik Ca**un sarkoplazmik retikuluma pompalanma kapasitesini artirarak
etki yapar''®®2%, Taurin bu 6zelliklerinden dolayi artmis Ca**a bagl lipit
peroksidasyon sentezinin ve dolayisiyla oksijen radikallerinin sinirlanmasinda
da bir antioksidan olarak gorev yapar!%:89:93:95.:96,148,149,150

Taurinin peroksidatif hasara maruz kalan dokularda antioksidan &zellik
gésterip, lipit peroksidasyonunu azalttigini bilinmektedir'**. Taurin eksikliginde
belirgin MDA artisi meydana geldigini gdsterilmistir'®. Peroksidasyonu énleyici
etkileri oldugu bilinen taurinin bizim calismamizda yaslanma siirecindeki
oksidan olaylarda da etkili olabilecedi gézlenmistir. 200 mg/kg/giin dozunda 7
giin sure ile yapilan taurin uygulamasi sonrasinda tim deneklerin karaciger
MDA dizeyleri anlamli derecede azaldi. Galismamizda taurin sonrasinda
erigkinlerdeki MDA azalisi daha distik iken genglerde farkin daha fazla oldugu
dikkati gekti. Fakat geng ve orta yasl denekler arasindaki bu fark énemsiz
bulundu. Bulgularimiza gére taurinin MDA'y1 azaltici etkisi genc deneklerde
daha etkili olmustur.

Beyin, karaciger, bobrek taurinden zengin organlardir. Organizmada
serbest amino asit formunda bol bulunan bu amino asidin bilinen en énemli

goérevlerinden biri toksik hipoklorik asidin (HOCI) stiptriiciisii olmasidir. Aciga



S

cikan taurin kloraminin iNOS,TNF-o,PGE,, COX, gibi inflamatuar reaksiyonlari
baslatan hiicre sinyal molekiillerinin gikisini azalttigr dolayisiyla doku hasarini
énledigi bildiriimektedir. eNOS’un doku kan akimi artisindan sorumlu oldugu
bilinmektedir'*2, Karacigerde de fizyolojik sartlarda sinizoit gapinin, ET-1 ve
NO arasindaki orana bagh olarak degistigi'>®> karacigerde ET-1'in arttigi
sartlarda eNOS miktarinin azaldigi da saptanmigtir'®.

Bizim galismamizda da histopatolojik incelemeler eNOS'un geng
kontrol deneklerin sadece sinizoidal endotelial hiicrelerinde oldugunu ve orta
yas grubu karacigerinde ise hepatositlerde bulundugunu gésterdi.

Yasl hepatositlerdeki eNOS artisi olasilikla organin doku harabiyetinden
korunmasina yoéneliktir. Cunki karacigerin iskemik 6n kosullamasinda bu
enzimin sitoprotektif NO yapimi artisina yonelik olarak yikseldigi
gosterilmistir'®*,

Bizim calismamizda taurin uygulamasi sonrasinda genglerde eNOS
dagiliminda kontrollere gére bir fark bulunamadi. Fakat yaghlarda taurin,
eNOS’un genclerdeki gibi sadece sinizoit endotel hiicrelerinde gérilmesi
saglandi. Olasilikla bu, taurinin inflamatuar reaksiyonlar énlemesi ile ilgili bir
bulgudur. Giinkii galigmalar taurinin indometazine bagl gastrik mukoza
lezyonlarini ve karaciger zedelenmelerini bu mekanizma ile o&nledigini
gostermektedir'®®,

Hiicrelerde GSH yiiksek konsantrasyonlarda bulunur, reaktif oksijen
Urtinlerine ve toksinlere karsi koruyucudur. Hucrelerin redoks durumu
glutatyonun rediikte halde korunmasina baghdir'*.

Akbulut ve ark., geng ve yasl siganlarda yaptiklarn galismada yagh

sicanlarin plazma ve mide GSH dlzeylerini genglere goére daha diglk

bulmuslardir>®.
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Jung ve ark., F344 erkek sicanlarda disiik molekil agirhkh
antioksidanlarla yas baglantih degisiklikleri karsilastirmak icin askorbat ve
GSH diizeylerine bakmiglardir. Geng (2-5 ay) sicanlarda askorbat ve GSH’un
benzer dilizeylerde saptamiglardir. Yaslanmayla antioksidanlarda belirgin
kayiplar meydana gelmektedir. Yasa bagh olarak geng sicanlara oranla yagh
sicanlarda (24-28 ay) GSH'da %4011k bir kayip oldugu gdsterilmistirt>’.

Bizim galismamizda da geng¢ ve orta yash sicanlarin kontrol gruplar
karaciger GSH duzeyleri arasinda genglerde yliksek olmak (zere, anlamli fark
bulundu. Taurin verilen orta yash sicanlar kendi kontrol gruplan ile
karsilastinidiginda karaciger GSH dlizeyleri anlamh olarak artmis bulunurken,
geng siganlarin taurin grubunda karacier GSH diizeylerinin kendi kontrol
gruplarina goére degismedigi géraldu.

Taurinin GPx ve SOD'u indiikleyerek lipit peroksidasyonunu inhibe
edebildigi bilinmektedir'¥’, Dolayisiyla bu amino asit glutatyon rediiktaz
aktivitesindeki  eksilmeyi onleyerek dokularin  glutatyon havuzunu
koruyabilir#’.

Calismamizda karaciger GPx aktivitesi kendi kontrol gruplar ile
karsilastiridiginda taurin verilen orta yagh deneklerde anlaml olarak artmis
bulundu. Geng grupta ise karaciger GPx aktivitesi yliksek olmakla birlikte bu
artis istatistiksel olarak anlamli degildi.

TR, redoks homoestazina yardim eden bir enzimdir ve H,0,’e bagl
oksidatif stresin yol agtigi hasarin 6nlenmesinde, tamirinde rol alir*8,

Yasa bagh Trx/TR enzimatik sistemindeki azalma prooksidan ortami ve
157

bunu takip eden kritik mitokondrial proteinlerin oksidatif hasarini artirir

TR aktivitesi yasla diger antioksidan enzimlere gére daha az degisir'*,
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Bizim de galismamizda geng ve orta yash sicanlarn kontrol gruplan
karaciger TR dlzeyleri arasinda anlamli fark bulundu. Kendi kontrol gruplariyla
karsilagtinldiginda da taurin gruplarinda karaciger TR diizeyleri anlamli olarak
artmist.

Pushpakiran ve ark., siganlar lzerinde yaptikiar bir galismada taurinin
etanol ile artan oksidatif strese karsi koruyucu etkisi oldugunu géstermislerdir.
28 glin boyunca verilen taurinin karaciger, plazma, beyin, b&ébrek ve kalp
dokusunda TBARS diizeylerini dislirdigini ve kontrol degerlerine
yaklastirdigini saptamiglardir. Buna karsillk etanole bagh olarak azalan
antioksidan SOD, CAT ve GPx diizeylerini ise artirdidini saptamiglardir'™,

Bu calismanin sonuglari bizim arastirmamizda taurin ile elde edilen
olumlu bulgularla uyumluluk géstermektedir.

insan ve kedilerden farkh olarak sicanlar taurin sentezleyebilmekte ve
bu nedenle amino asitten kisith beslenmede, doku ve serum taurin
konsantrasyonlan fazla etkilenmemektedir'¢®!6!, Fakat yasla beraber sistein
siilfinik asit dekarboksilaz aktivitesindeki azalma taurin biyosentezinde
simirlayic bir basamak olarak rol oynar!®®162, Bu nedenle diger tiirlerde oldugu
gibi orta yash sicanlarda da ancak eksojen taurin uygulamasiyla antioksidan
kapasite yeniden yapilandirilabilir.

Sonug olarak; calismamizda karacigerin oksidan kapasitesinde énemli
farklar olmasa bile yasa bagli olarak antioksidan kapasitenin 6nemli derecede
azaldigi, taurin uygulamasinin ise  Ozellikle yagh deneklerde antioksidan

kapasitenin artisina neden oldugu ve lipit peroksidasyonu azaltarak organi

korudugu gosterilmistir.
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VI. SONU

Sonug olarak bu galismadan elde edilen bulgular, halen yaslanmayi
agiklayan yardimct teorilerden biri olan serbest radikal teorisini
desteklemektedir. Ayrica yaslanmayla birlikte fizyolojik olarak taurin
diizeylerinin azaldigi g6z 6niinde bulundurulursa orta yasli deney grubumuzda
izlenen degisiklikler taurinin yaslilik fizyolojisinde serbest radikal teorisi ile
birlikte dederlendirilmesi gerektigini diisindiirmektedir. Tim veriler g6z 6niine
alinarak; orta yashlarda eksojen taurin uygulamasinin serbest radikal
diizeylerini azaltarak wve glutatyon, glutatyon peroksidaz, tiyoredoksin

rediiktazda bir artisa yol agarak yararli olabilecegini séylemek olasidir.
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VII. 6ZET

Bu calismada taurinin (200 mg/kg/7 giin) gencg (6-7 haftalik) ve orta
yash (13-14 aylik) siganlarda karaciger malondialdehit (MDA), glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GPx) ve tiyoredoksin rediiktaz (TR) Uzerindeki
etkisinin arastinimasi amaglanmstir.

Geng ve orta yash siganlarin kontrol gruplarn karaciger MDA dlizeyleri
arasinda anlamli fark bulunmad (sirasiyla , 65 £ 20 nmol/g doku ve 55 +20
nmol/ g doku p>0.05). Buna karsin GSH diizeyleri, GPx ve TR aktiviteleri
arasinda anlamh fark bulundu (sirasiyla, 0.019+0.003 pmol/mg protein ve
0.015 + 0.003 pmol/ mg protein p<0.05, 65.52+12.1 nmol okside
NADPH/dak/mg protein ve 41.69 £ 11.9 nmol okside NADPH/dak/mg protein
p< 0.05, 0.99 +0.06 U/mg protein ve 0.75 + 0.08 U/mg protein p<0.05).

Orta yasgh siganlann taurin grubunda karacier MDA diizeyi kontrole
gbre anlamh olarak azalmis bulunurken; GSH dizeyleri, GPx ve TR aktiviteleri
anlamh olarak artmis bulundu (sirasiyla, 55 £ 20 nmol/g doku ve 42 + 7
nmol/g doku p<0.05, 0.015 = 0.003 pmol/mg protein ve 0.021 +0.004
Hmol/mg protein p<0.05, 41.69 + 11,9 nmol okside NADPH/dak/mg protein
ve 103 + 16.4 nmol okside NADPH/ dak/mg protein P<0.05, 0.75 + 0.08
U/mg protein ve 1.071 £ 0.10 U/mg protein p<0.05).

Geng siganlari taurin grubunda karaciger MDA diizeyi kontrole gore
anlamli olarak azalmis bulunurken; karaciger TR aktivitesi anlamh olarak
artmis bulundu (sirasiyla, 65 * 20 nmol/g doku ve 39 £ 11 nmol/g doku
p<0.05, 0.99 £ 0.06 U/mg protein ve 1.161 * 0.16 U/mg protein p<0.05).

Geng sicanlarda ise taurin grubu kontrol grubu ile kargilastinldiginda
karaciger GPx aktivitesinde artma olmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (sirasiyla, 65.52 + 12.1 nmol okside NADPH/dak/mg protein ve
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72.42 + 18.2 nmol okside NADPH/dak/mg protein p>0.05). Karaciger GSH
diizeyinde geng taurin grubu ve kontrol grubu arasinda bir degisiklik
saptanmadi (sirastyla, 0.019 = 0.003 ymol/mg protein ve 0.018 £0.005
umol/mg protein p>0.05).

Taurin uygulanan geng grupta eNOS aktivitesinde degisiklik
g6zlemlenmedi. Bununla beraber, taurin eNOS reaktifliinde orta yas
grubunda dlslise neden olarak, geng grubun diizeyine benzer bir skor
olusturdu.

Sonug olarak yaslanma ile karaciger dokusunda serbest radikaller
artarken antioksidan savunmanin azaldig: gézlemlenmistir. Eksojen olarak
taurin verilmesinin serbest radikal artisini 6nlerken, antioksidan savunmay! da
artirdigi gézlemlenmistir. Eksojen taurinin GSH diizeylerini, GPx ve TR enzim

aktivitelerini orta yaslilarda anlamli olarak artirdigi belirlenmistir.
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VIIiI. SUMMARY

The aim of the present study was to investigate the effects of taurine
(200mg/kg/7 day) on malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), glutathione
peroxidase (GPx) and thioredoxin reductase (TR) in young and middle aged
rat liver.

There was not a significant difference on liver MDA levels between the
control groups of young and middle aged rats (65 £ 20 nmol/g tissue and 55
+ 20 nmol/g tissue p>0.05, respectively). However, liver GSH levels, GPx
and TR activities were significantly different between the control groups of
young and middle aged rats (0.019 + 0.003 pmol/mg protein and 0.015 %
0.003 umol/mg protein p<0.05, 65.52 + 12.1 nmol oxidized NADPH/min/mg
protein and 41.69 £+ 11.9 nmol oxidized NADPH/min/ mg protein p<0.05 and
0.99+ 0.06 U/mg protein and 0.75 * 0.08 U/mg protein p<0.05,
respectively).

While liver MDA level was significantly lower in the taurine group of
middle aged rats when compared to the control group; liver GSH levels, GPx
and TR activities were significantly increase taurine group of middle aged rats
(55 £ 20 nmol/g tissue and 42 * 7 nmol/g tissue p<0.05, 0.015 * 0.003
pmol/mg protein and 0.021 + 0.004 ymol/mg protein p<0.05, 41.69 + 11.9
nmol oxidized NADPH/min/mg protein and 103 =+ 16.4 nmol oxidized
NADPH/min/mg protein p<0.05, 0.75 £ 0.08 U/mg protein and 1.071 = 0.10
U/mg protein p<0.05, respectively) in comparison with the control group.

While liver MDA level was significantly lower in the taurine group of
young rats when compared to the control group; TR was significantly

increase in the taurine group of young rats (65 + 20 nmol/g tissue and 39 +
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11 nmol/g tissue p<0.05, 0.99 % 0.06 U/mg protein and 1.161 £ 0.16 U/mg
protein p<0.05, respectively) in comparison with the control group.

Liver GPx activity was not statistically different between the taurine
and the control groups of young rats (65.52 £ 12.1 nmol oxidized
NADPH/min/mg protein and 72.42 + 18.2 nmol oxidized/mg protein p>0.05,
respectively). Liver GSH levels were not different between the young taurine
and the control group (0.019 %+ 0.003 umol/mg protein and 0.018 + 0.005
umol/mg protein p>0.05, respectively)

Immunohistochemical studies exhibited no change in eNOS activity
after taurine injection in young rats. However, in middie aged rats taurine
lowered the eNOS reactivity to the the same level found in young rats.

In conclusion, our results suggested that aging may be related with an
increase in free radicals and a decrease in the antioxidant capacity of liver
tissue. Exogenous taurine may play a role in aging by means of its reducing

effect on free radical levels in parallel to an increase in antioxidant capacity.



- 70 -

IX. KAYNAKLAR

1-

Campisi J.: Cellular Senescence and Cell Death. “Physiological Basis of
Aging and Geriatrics”. (Timiras PS. ed.) 3th edition, 47-56 CRC Press
Florida (2003)

Goldstein S. : The biology of aging, N England J Med., 285, 1120 (1971)
Beckman K.B., Ames B.N.: Endogenous oxidative damage of mtDNA,
Mutat Res. 424, 51-58 (1999)

Rowe J.W.: Health care of elderly, N Engl J Med., 312, 827 (1985)

Akbulut H., Akbulut K.G., GoOnil B.: Age-related changes in
malondialdehyde and glutathione levels of gastric mucosa of the rats and
effects of exogenous melatonin, Digest Dis Sci., 42, 1381-1382 (1997)
Akbulut K.G., Génll B., Akbulut H.: Differential effects of pharmacological
doses of melatonin on MDA and GSH levels in young and old rats,
Gerontology, 45,67-71 (1999)

Crawford D.L., Sinnhuber R.O., Stout F.M., Oldfield J.E., Kaufmes J.:
Acute toxicity of malonaldehyde, Toxic Appl Pharmacol., 7, 826-832
(1965)

Congy F., Bonnefont-Rousselot D., Dever S., Delattre J., Emerit J.: Study
of oxidative stress in the elderly, Presse Medicale, 24, 1115-1118 (1995)
Chesney R.W.: Taurine: Its biological role and clinical implications, Adv

Pediatr., 32, 1-42 (1985)

10-Wright C.E., Tallan H.H., Lin Y.Y.: Taurine biological update, Ann Rev

Biochem., 55, 427-453 (1986)

11-Huxtable R.: Physiological actions of taurine, Physiol Rev., 72(1), 101-163

(1992)



-71 -

12-Russel W.C.: Taurine: Its biological role and clinical implications, Adv
Pediatr., 32, 1-42 (1985)

13-Jacobsen J.G., Smith L.H.: Biochemistry and physiology of taurine and
taurine derivates, Physiol Rev., 48, 424-451 (1968)

14-Grisham, M.B., Granger N.: Metabolic sources of reactive oxygen
metabolites during oxidant stress and ischemia with reperfusion. Clinic in
Chest Medicine, 10 (1), 71-81 (1989)

15-Huxtable R.].: Physiological actions of taurine, Physiol Rev., 72 (1), 101-
144 (1992)

16-Harada H., Cusack B.)., Olson R.D., Stroo W., Azuma J., Hamaguchi T.,
Schaffer S.W.: Taurine deficiency and doxorubicin: interaction with the
cardiac sarcolemmal calcium pump. Biochemical Pharmacology, 39 (4),
745-751 (1990)

17- Milei J., Ferreira R., Liesuy S., Forcada P., Covarrubias J., Boveris A.:
Reduction of reperfusion injury with preoperative rapid intravenous
infusion of taurine during myocardial revascularization, Am Heart Journal,
123(2), 339-345 (1992)

18-Yu BP.: Aging and oxidative stress: Modulation by dietary restriction, Free
Rad Biol Med., 21,651-668 (1996)

19~Hayflick L.: Theories of biological aging: Principles of Geriatric Medicine:
Andres R., Bierman E.L., Hazzard W.R. (eds). 9-22, Mc Graw-Hill Book
Company New York (1985)

20-Knight J.A.: The process and theories of aging, Annals Clin Lab Sci., 25,1-
12 (1995)

21-Mays P.K., McAnulty R.]).,, Campa J1.S., Laurent G.).: Age-related

alterations in collagen and total protein metabolism determined in



-72 -

cultured rat dermal fibroblasts: age-related trends parallel those observed
in rat skin in vivo, Int J Biochem Cell Biol., 27,937-945 (1995)

22-Guarente L.: Do changes in chromosomes cause aging?, Cell, 86,9-12
(1996)

23-Goldstein S., Shmookler Reis R.].: Genetic modifications during cellular
aging, Mol Cell Biochem., 64, 15-30 (1984)

24-Fabris N.: Biomarkers of aging in the neuroendocrine-immune domain.
Time for a new theory of aging? Annal NY Acad Sci., 663,335-348 (1992)

25-Aronson M.:Involution of the thymus revisited: immunological trade-offs
as an adaptation to aging, Mechanisms Aging Develop, 72, 49-55 (1993)

26~-Harman D.: Free radical theory of aging, Mutation Res., 275, 257-266
(1992)

27-Sohal R.S., Allen R.G.: Oxidative stress as a causal factor in differentiation
and aging: A unifying hypothesis, Exp Gerontol., 25. 499-552 (1990)

28-Yu B.P., Yang R.: Critical evaluation of the free radical theory of aging. A
proposal for the oxidative stress hypothesis, Ann NY Acad Sci., 784, 1-11
(1996)

29-Baynes J.W.: Role of oxidative stress in development of complications in
diabetes, Diabetes, 40, 405-412 (1991)

30-Richter C., Park J.W., Ames B.N.: Normal oxidative damage to
mitochondrial and nuclear DNA is extensive, Proc Natl Acad Sci., 85,
6465-6467 (1988)

31-Cand F., Verdetti J.: Superoxide dismutase, glutathione peroxidase,
catalase and lipit peroxidation in the major organs of the aging rats, Free

Radic Biol Med., 7,59-63 (1989)



-73-

32-Perez R., Lopez M., De Quiropa G.B.: Aging and lung antioxidant
enzymes, glutathione and lipit peroxidation in the rat, Free Radic Biol
Med., 10, 35-39 (1991)

33-Drége W.: Free radicals in the physiological control of cell function, Physiol
Rev., 82, 47-95 (2002)

34-Bijesalski H K.: Free radical theory of aging, Curr Opin Clin Nutr Metab
Care, 5-10 (2002)

35-Aruoma O., Kaur H., Halliwell B.: Oxygen free radicals and human
diseases, J Roy Soc Health, 172-177 (1991)

36-Mehlhorn R.J.: Oxidants and Antioxidants in Aging. “Physiological Basis of
Aging and Geriatrics®. (Timiras PS. ed.) 3th edition, 61-80, CRC Press
Florida (2003)

37-Gutteridge J.M.C., Rowley D.A., Griffiths E., Halliwell B.: Low molecular
weight iron complexes and oxygen radical reactions in idiopathic
haemochromatosis, Clin Sci., 68,460-467 (1985)

38-Esterbauer H.: Lipit peroxidation products; formation, chemical properties
and biological activities. In: Poli G, Cheeseman K.H., Diamani M.V.,
Slatter T.F. (eds), 29-47 Free Radicals in Liver Injury IRL Press Limited,
Oxford (1985)

39-Uchida K.: 4-Hydroxy-2-Nonenal: A product and mediator of oxidative
stress, Progr Lip Res., 569,1-26 (2003)

40-Basu A.K., Marnett L.J.: Unequivocal demonstration that malondialdehyde
is @ mutagen, Carcinonogenesis, 4(3), 331-333 (1983)

41-Shimizu T., Kondo K., Hayaishi O.: Role of prostaglandin endoperoxides in
the serum thiobarbituric acid reaction, Arch Biochem Biophys., 206 (2),

271-376 (1981)



-74 -

42-lee S.H., Blair I.A.: Characterization of 4-Oxo-2-Nonenal as a novel
product of lipit peroxidation, Chem Res Toxicol., 13, 698-702 (2000)

43-Rindgen D., Lee S.H., Nakajima M., Blair I.A.: Formation of a substituted
1,N(6)-etheno-2'-deoxyadenosine adduct by lipit hydroperoxide-mediated
generation of 4-oxo-2-nonenal, Chem Res Toxicol., 13,846-52 (2000)

44-Bird R.P., Draper H.H.: Comparative studies on different methods of
malonaldehyde determination, Methods Enzymol., 105,299-305 (1994)

45-De Zwart L.L., Meerman J.H.N., Commandeur J.N.M., Vermeulen N.P.E.:
Biomarkers of free radical damage applications in experimental animals
and in humans. Free Radical Biology & Medicine, 26, 202-226 (1990)

46-Evans C.E.: Erythrocytes, Oxygen radicals and cellular pathology systemic
events and disease processes introduction, 2-6 (1999)

Halliwell B., Gutteridge 1J.M.C.: Formation of hydroxyl radicals in the presence

of ferritin and haemosiderin. Is haemosiderin formation a biological protective

mechanism?

47-Halliwell B., Gutteridge J.M.C.: Formation of hydroxyl radicals in the
presence of ferritin and haemosiderin. Is haemosiderin formation a
biological protective mechanism?, Free Radicals in Biology and Medicine
Second ed., 19, 234, Clarendon Press Oxford (1983)

48-Moncada S.: The 1991 Ulf von Euler Lecture. The L-arginine: nitric oxide
pathway, Acta Physiol Scand., 145, 201-227 (1992)

49-Lowenstein C.J., Dinerman J.L., Snyder S.H.: Nitric oxide: a physiologic
messenger, Ann Intern Med ., 120, 227-237 (1994)

50-Moncada S., Palmer R.M.].,, Higgs E.A.: Nitric oxide: physiology,

pathophysiology and pharmacology, Pharmacol Rev., 109-142 (1991)



-75 -

51~-Marletta M.A.: Nitric oxide synthase structure and mechanism, ] Biol
Chem., 268, 12231-12234 (1993)

52-Knowles R.G., Moncada S.: Nitric oxide synthases in mammals, J]
Biochem., 298, 249-258 (1994)

53-Schmidt H.W., Lohmann S.M., Walter U.: The nitric oxide cGMP signal
transduction system, regulation and mechanisms of action, Biochim
Biophys Acta, 1178, 153-175 (1993)

54-Stamler 1.S.: Redox signaling, nitrosylation and related target interactions
of nitric oxide, Cell, 78, 931-936 (1997)

55-Bredt D.S., Synder S.H.: Nitric oxide, a physiologic messenger molecule,
Ann Rev Biochem., 63,175-195 (1994)

56-Li H., Wallerath T., Férstermann U.: Physiological mechanisms regulating
the expression of endothelial-type NO synthase, Nitric Oxide, 7, 132-147
(2002)

B57-Sies H.: Oxidative Stress : Oxidants and antioxidants, 42-68 , Academic
Press, New York (1991)

58-Rezzano H., Podo F.: Structure of binary complexes of mono and
polynucleotides with metal ions of first transition group , Chem Rev., 80,
365-399 (1980)

59-Guyton K.Z. ,Kensler T.W.: Oxidative mechanism in carcinogenesis , Br
Med Bull., 49, 523-544 (1993)

60-Pollack M., Leeuwenburgh C.: Apoptosis and aging : Role of the
mitochondria, Journal of Gerontology Biological Sciences, 56A, 11 B475-
B482 (2001)

61-Frenkel K.: Carcinogen-mediated oxidant formation and oxidative DNA

damage,Pharmac Ther. , 53, 127-166 (1992)



-76 -

62~Harris C.: Individual variation among humans in carcinogen metabolism,
DNA adduct formation and DNA repair, Carcinogenesis, 10, 1563-1566
(1989)

63-Turrens J.F.: Mitochondrial formation of reactive oxygen species, J
Physiol., 522, 335-344 (2003)

64-Babior B.M.: Superoxide: a two-edged sword, Braz ] Med Biol Res., 30,
141-155 (1997)

65-Fantone J].C., Ward P.A.: Role of oxygen-derived free radicals and
metabolites in leukocyte-dependent inflammatory reactions, Am J Pathol.,
107(3), 397-418 (1982)

66~Freeman B.A., Crapo 1.D.: Biology of disease: free radicals and tissue
injury, Lab Invest., 47(5), 412-426 (1982)

67-Michiels C., Raes M., Toussaint 0., Remacle J.: Importance of Se-
glutathione peroxidase, catalase and Cu/ Zn-SOD for cell survival against
oxidative stress, Free Radic Biol Med., 17(3), 235-248 (1994)

68-Sies H.: Biochemistry of oxidative stress, Angev Chem Int Ed Engl., 25,
1058-1071 (1986)

69-Yavuz O.: Gerbillerde deneysel olarak olusturulan iskemi-reperfiizyon
modelinde 2-kloroadenozinin beyin dokusu lipit peroksit dizeyleri ve
glutatyon peroksidaz aktivitesine etkisi, Uzmanhk Tezi, Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Ankara (1994)

70-Babior B.M.: Oxygen-dependent microbial killing by phagocytes, New Engl
J Med., 298 (12), 659-668 (1978)

71-Wu G., Fang Y.Z., Yang S.: Glutathione metabolism and its implications

for health, J Nutr., Mar, 134(3), 489-92 (2004)



-77 -

72-Beckman K.B., Ames B.N.: Endogenous oxidative damage of mtDNA,
Mutat Res., 424;51-58 (1999)

73-Rodrigez-Martinez M., Ruiz-Torres A.: Homeostasis betwen lipit
peroxidation and antioxidant enzyme activities in healthy human aging,
Mechanisms of Ageing and Development, 66,213-222 (1992)

74-Savada M., Carlson J.C.: Changes in superoxide radical and lipit peroxide
formation in the brain, heart and liver during the lifetime of the rat,
Mechanisms of Ageing and Development 41,125-137 (1987)

75-lucas D.T., Szweda L.L.: Cardiac reperfusion injury: Aging, lipit
peroxidation and mitochondrian dysfunction, Proc Natl Acad Sci. USA,
95,510-514 (1998)

76-Pollack M., Phaneuf S., Dirks A.:The role of apoptosis in the normal aging
brain,skeletal muscle and heart , Ann N Y Acad Sci., 959, 93-107 (2002)

77-0Orr W.C., Sohal R.S.: Extension of life-span by overexpression of
superoxide dismutase and catalase in Drosophila melanogaster, Science,
263, 1128-1130 (1994)

78-Gruener R., Markovitz D., Huxtable R., Bressler R.: Excitability modulation
by taurine, J Neurol Sci., 24 351-360 (1975)

79-Scaffer S.W., Azuma J.: Myocardial physiological effects of taurine and
their significance, Taurine,105-120 (1992)

80-Orr H.T., Cohen A.l.,, Lowry O.H.: The distribution of taurine in the
vertebrate retina, J Neurochem, 26,609-611 (1976)

81-Huxtable R., Bressler R.: Effect of taurine on a muscle intracellular

membrane, Biochim Biophys Acta, 323, 573-583 (1973)



- 78 -

82-Schaffer S.W., Azuma J.: Myocardial physiological effect of taurine and
their significance, Taurine, Lombardini, J.B., 105-119, Plenum Press, New
York (1992)

83-Hamaguchi T., Azuma J., Schaffer S.: Sarcolemmal action of taurine
linked to altered phospholipit N- methylation, Taurine, Lombardini, J.B.,
121, Plenum Press, New York (1922)

84-Lombardini J.B.: Recent studies on taurine in the central nervous system,
Adv Exp Med Biol., 245-251 (1992)

85-Meizel S., Lui C.W., Workin, P.K., Mrsyn R.].: Taurine and hypotaurine:
Their effects on motility, capacitation and the acrosome reaction of
hamster sperm invitro and their presence in sperm and reproductive tract
fluids of several mammals.Development, Growth and Differentiation,
22(3), 483-494 (1980)

86-Velazquez A., Delgado N.M., Rasodo A.: Taurine content and amino acid
composition of human acrosome, Life Sci., 38, 991-995 (1986)

87-Kochakian C.D.: Hypotaurine: regulation of production in seminal vesicles
and prostate of guinea-pig by testosterone, Nature, 241, 202-203 (1973)

88-Nakamari K., Koyama 1., Nakamura T., Yoshido T., Umeda M., Inea K.:
Effectiveness of taurine in protecting biomembrane against oxidant, Chem
Pharmacol Bull.,38(11), 3116-3119 (1990)

89-Thomas E.L., Grisham M.B., Melton F.D., Jefferson M.M.: Evidence for a
role of taurine in the in vitro oxidative toxicity of neutrophils toward
erythrocytes, J Biol Chem., 206(6), 3321-3329 (1985)

90-Airaksinen E.M., Paljarvi L., Partanen J., Collan Y., Laakson R.,
Pentikainen T.: Taurine in normal and diseased human skeletal muscle,

Acta Neurol Scand., 81, 1-7 (1990)



-79 -

91-Hochacka R.W.: Defensive strategies against hypoxia and hypothermia,
Science, 231, 234-241 (1986)

92-Tseng M., Liu K., Radthe N.: Facillilated ERG recovery in taurine treated
bovine eyes on ex vivo study, Brain Res., 509, 153~ 155 (1990)

93-Schurr A., Tseng M.T., West C.A., Rigor B.M.: Taurine improves the
recovery of neuronal function following cerebral hypoxia: An invitro study,
Life Science, 40, 2059-2066 (1987)

94-Aruoma O.i., Halliwell B., Hoey B.M., Butler J.: The antioxidant action of
taurine, hypotaurine and their metabolic precursors, ] Biochem., 256,
251-255 (1988)

95-Banks M.A., Porter D.W., Martin W.G., Castronova V.: Taurine protect
against oxidant injury to rat alveolar pneumocytes, Taurine Lombardini,
J.B., 341-354, Plenum Press, New York (1922)

96-Tractman H., Pizzo R.D., Fulter W.S., Levine D., Rao P.S., Valderoma E.,
Sturman J.: Taurine attenuates renal disease in chronic puromycin
aminonucleoside nephropathy, Am ] Physiol Renal Physiol., 31, F117-F123
(1992)

97-Becker K., Gromer S., Schirmer R.H.: Thioredoxin reductase as a
pathophysiological factor and drug target, Eur ] Biochem., 267, 6118-
6125 (2000)

98-Bjornstedt M., Kumar S., Holmgren A.: Selenodiglutathione is a highly
efficient oxidant of reduced thioredoxin and a substrate for mammalia
thioredoxin reductase, J Biol Chem., 267, 8030-8034 (1992)

99-Holmgren A.: Thioredoxin, Ann Rev Biochem., 54,237-71.(1985)

100- Holmgren A., Bjérnstedt M.: Thioredoxin and thioredoxin reductase,

Methods in Enzymology, 252, 199-208 (1995)



- 80 -

101- Holmgren A.: Redox regulation by thioredoxin and thioredoxin
reductase, Bio Factors, 11, 63-64 (2000)

102- Charles H., Williams J.R.: Mechanism and structure of thioredoxin
reductase from Escherichia coli, Faseb 1., 9, 1267-1276 (1995)

103- Slaby 1., Holmgren A.: Structure and enzymatic functions of
thioredoxin refolded by complementation of two tryptic peptite fragments,
Biochemistry, 18, 5584-5599 (1979)

104- Holmgren A.: Thioredoxin structure and mechanism: conformational
changes on oxidation of the active-site sulfhydryls to a disulfide,
Structure, 3, 239-243 (1995)

105- Williams Jr C.H., Arscott L.D., Miller S., Lennon B.: Thioredoxin
reductase, Eur J Biochem., 267, 6110-6117 (2000)

106- Arner E.S.S., Holmgren A.: Physiological functions of thioredoxin and
thioredoxin reductase, Eur J Biochem., 267, 6102-6109 (2000)

107- Gorlatov S.N., Stadtman T.C.: Human selenium-dependent thioredoxin
reductase from hela cells: Properties of forms with differing heparin
affinities , Arch Biochem Biophys., 369, 133-142 (1999)

108- Lennon B.W., Williams C.H.: Effect of pyridine nucleotide on the
oxidative halfreaction of Esherichia coli thioredoxin reductase,
Biochemistry, 34, 3670-3677 (1995)

109- Holmgren A.: Thioredoxin and glutaredoxin systems, ] Biol Chem.,
264, 13963-13966 (1989)

110- Holmgren A.: Reduction of disulfides by thioredoxin, J Biol Chem., 254,

9113-9119 (1979)



- 81 -

111- Arner E.S.), Zhong L., Holmgren A.: Preparation and assay of
mammalian thioredoxin and thioredoxin reductase, Methods in
Enzymology, 300, 226-239 (1999)

112~ Nikitovic D., Holmgren A.: S-Nitrosoglutathione is cleaved by the
thioredoxin system with liberation of glutathione and redox regulating
nitric oxide, J Biol Chem., 271, 19180-19185 (1996)

113- Cha M.K.,, Kim H.K., Kim IL.H.: Thioredoxin-linked “thiol peroxidase”
from periplasmic space of Escherichia coli, J Biol Chem., 270, 28635-
28641 (1995)

114~ Netto L.E.S., Chae H.Z., Kang S.W., Rhee S.G.: Removal of hydrogen
peroxide by thiolspecific antioxidant enzyme (TSA) is involved with its
antioxidant properties, J Biol Chem., 271, 15315-15321 (1996)

115- Goldman R., Stoyanovsky D.A., Day B.W.: Reduction of phenoxyl
radicals by thioredoxin results in selective oxidation of its SH-groups to
disulfides. An antioxidant function of thioredoxin, Biochemistry, 34, 4765-
4772 (1995)

116- Bjornstedt M., Hamberg M., Kumar S., Holmgren A.: Human
thioredoxin reductase directly reduces lipit hydroperoxides by NADPH and
selenocystine strangly stimulates the reaction via catalytically generated
selenols, J Biol Chem., 270, 11761-11764 (1995)

117~ Musrati R.A., Kollarova M., Labudova O.: Effect of thioredoxin on the
sensitivity of bacteria to chemical damage, ] Basic Microbiol., 39, 137-140
(1999)

118- Holmgren A.: Thioredoxin catalyzes the reduction of insulin disulfides
by dithiothreitol and dihydrolipoamide, J Biol Chem., 254, 9627-9632

(1979)



-82 -

119~ Arner E.S.)., Bjornstedt M., Holmgren A.: 1-Chloro-2,4- dinitrobenzene
is an irreversible inhibitor of human thioredoxin reductase, J Biol Chem.,
270, 3479-3482 (1995)

120- Watabe S., Makino Y., Ogawa K., Hiroi T., Yamamoto Y.: Mitochondrial
thioredoxin reductase in bovine adrenal cortex, Eur J Biochem., 264, 74-
84 (1999)

121~ Liu J., Yeo H.C., Overvik-Douki E., Hagen T., Doniger S.).: Chronically
and acutely exercised rats: biomarkers of oxidative stress and
endogenous antioxidants, J Appl Physiol., 89, 21-8 (2000)

122- Lovell M.A,, Xie C., Gabbita S.P.: Decreased thioredoxin and increased
thioredoxin reductase levels in Alzheimer’s disease brain, Free Rad Biol
Med., 28, 418-427 (2000)

123- Lovlin R., Cottle W., Pyke 1., Kavanagh M., Belcastro A.N.: Are indices
of free radical damage related to exercise intensity, Eur J Appl Physiol.,
56, 313-316 (1987)

124~ Maurice M.M., Nakamura H., Gringhuis S., Okamoto T., Yoshida S.,
Kullmann F., Lechner S.: Expression of the thioredoxin - thioredoxin
reductase system in the inflamed joints of patients with rheumatoid
arthritis, Arthritis and Rheumatism, 42, 2430-2439 (1999)

125~ Williams C.H.: Thioredoxin-thioredoxin reductase a system that has
come of age, Eur J Biochem.,267, 6101-6110 (2000)

126- Schallreuter K.U., Wood J.M.: Thioredoxin reductase in control of the
pigmentary system, Clinics in Dermatology, 7, 92-105 (1989)

127- Ejima K., Nanri H., Toki N., Kashimura M., Ikeda M.: Localizaion of
thioredoxin reductase and thioredoxin in normal human placenta and their

protective effect against oxidative stress, Placenta, 20, 95-101 (1999)



-83-

128- Powis G., Gasdaska J.R., Gasdaska P.Y., Berggren M., Kirkpatrick D.L.,
Engman L., Cotgreave I.A.,, Angulo M., Baker A. : Selenium and the
thioredoxin redox system: Effects on cell growth and death, Oncol Res., 9,
303-312 (1997)

129- Sun Q.A., Wu Y., Zappacosta F., Jeang K.T., Lee B.]., Hatfield D.L.,
Gladyshev V.N.: Redox regulation of cell signaling by selenocystein in
mammalian thioredoxin reductases, ] Biol Chem., 274, 24522-24530
(1999)

130- Watson J.A., Rumsby M.G., Wolowacz R.G.: Phage display identifies
thioredoxin and superoxide dismutase as novel protein kinase C-
interacting proteins: thioredoxin inhibits protein kinase C-mediated
phosphorylation of histone, J Biochem., 343, 301-305 (1999)

131- Yokomizo A., Ono M., Nanri H., Makino Y., Ohga T., Wada M., Okamoto
T., Yodoi J., Kuwano M., Khno K.: Cellular levels of thioredoxin associated
with drug sensivity to cisplatin, mitomycin C, doxorubicin, and etoposide,
Cancer Res., 55, 4293-4296 (1995)

132- Waters E., Wang J.H., Redmond H.P., Wu Q.D., Kay E.,Bauchier-Hayes
D.: Role of taurine in preventing acetaminophen-induced hepatic injury in
the rat, J Am Physiol Gastrointest Liver Physiol., 280, 1274-1279 (2001)

133- Hill K.E., Mc Collum G.W., Boeglin M.E.: Thioredoxin reductase activity
is decreased by selenium deficiency, Biochem Biophys Res Commun., 234,
293-295 (1997)

134- Ellman G.L.: Tissue sulfydryl groups, Arch Biochem Biophys., 82, 70-

77 (1959)



-84 -

135- Lowry O.H., Rosenbrough N.J., Far A.L., Randall R.].: Protein
measurement with folin phenol reagent, ] Biol Chem., 193, 265-275
(1951)

136- Paglia D.E., Valentine W.N.: Studies on quantitative and qualitative
characterization of erytrocyte glutathione peroxidase, ] Lab Clin Med.,
70,158-169 (1967)

137- Uchiyama M., Mihara M.: Determination of malondialdehyde precursor
in tissues by thiobarbituric acid test, Annals of Biochem., 86, 271- 278
(1978)

138- Kim H.G., Hong S.M., Kim S.]., Park H.J)., Jung H.lL., Lee Y.Y., Moon
J.S., Lim H.W., Park E.H., Lim C.].: Age-related changes in the activity of
antioxidant and redox enzymes in rats, Molecules and Cells, 16, 278-284
(2003)

139- Kokoszka J.E., Coskun P., Espodito L.A., Wallace D.C.: Increased
mitochondrial oxidative stress in the Sod2 (+/-) mouse results in the age-
related decline of mitochondrial function culminating in increased
apoptosis, Proc Natl Acad Sci.,98(5), 2278-2283 (2001)

140- Rodriguez-Martinez M.A., Ruiz-Torres A.: Homeostatis between lipit
peroxidation and antioxidant enzyme activities in healthy human aging,
Mech Ageing Dev., 66, 213-222 (1992)

141- De A.K.,, Darad R.: Age-associated changes in antioxidants and
antioxidative enzymes in rats, Mech Ageing Dev., 59, 123-128 (1991)
142- Matsuo M., Gomi F., Dooley M.M.: Age-related alterations in
antioxidants capacity and lipit peroxidation in brain, liver and lung
homogenates of normal and vitamin E- deficient rats, Mech Ageing

Dev.,64, 273-292 (1992)



-85 -

143- Jung K., Henke W.: Developmental changes of antioxidant enzymes in
kidney and liver from from rats, Free Radic Biol Med., 20, 613-617 (1996)

144~ Abbasoglu D.S., Toptani T.S., Ugurnal B., Kogak T.N., Aytag T.G.,
Uysal M.: Lipit peroxidation and antioxidant enzymes in livers and brains
of aged rats, Mech Ageing Dev., 98, 177-180 (1997)

145- Gomi F, Matsuo M.: Effects of aging and food restriction on the
antioxidant enzyme activity of rat livers, J Gerontol A Biol Sci Med Sci.,
53, B161-B167 (1998)

146- Banks M.A., Porter D.W., Martin W.G., Castranova V.: Taurine protects
against oxidant injury to rat alveolar pneumocytes. In: Lombardini 1.B.,
Schaffer S.W., Azuma J., Taurine: Nutritional Value and Mechanisms of
Action, 341-59, Plenum Press, New York (1992)

147- Nandhini A., Thirunavukkarasu V., Ravichandran M.K., Anuradha C.V.:
Effect of taurine on biomarkers of oxidative stress in tissues of fructose-
fed insulin-resistant rats, Singapore Med J., 46(2), 82 (2005)

148- Gordon E.R., Heller R.F.: Taurine protection of lungs in hamster models
of oxidant injury: A morphologic time study of paraguat and bleomycin
treatment, Taurine, Lombardini J.B., 319-328, Plenum Press, New York
(1992)

149- Gordon E.R., Shaked A.A., Salona D.F.: Taurine protects hamster
bronchioles from acute NO, induced alterations, Am J Pathol., 125, 585-
600 (1986)

150- Pasantes M.H., Cruz C.: Taurine and hypotaurine inhibit light induced
lipit peroxidation and protect rod outher segment structure, Brain Res.,

330, 154-157 (1985)



- 86 -

151- Ohta H., Azuma J., Awata N., Hamaguchi T., Tanaka Y., Sawamuro A.,
Kishimoto S., Seperelakis N.: Mechanism of protective action of taurine
against isoprenaline induced myocardial damage, Cardiovascular
Research, 22, 407-413 (1988)

152- Moncada S., Higgs A.: The L-arginine nitric oxide pathway, N Engl J
Med.,329, 2002-2012 (1993)

153- Rockey D.C.,: Vascular mediators in the injured liver, Hepatology,
37(1), 4-12 (2003)

154- Koti R.S., Tsui J., Lobos E., Yang W., Seifalian A.M., Davidson B.R.:
Nitric oxide synthase distribution and expression with ischemic
preconditioning of the rat liver, Faseb J., 19(9), 1155-7 (2005)

155- Kerai D.J., Waterfield C.J., Kenyon S.H., Asker D.S., Timbrell J.A.:
Reversal of ethanol-induced hepatic steatosis and lipit peroxidation by
taurine: a study in rats, Alcohol & Alcoholism, 34, 529-541 (1999)

156- Pennincks M.: A short review on the role of glutathione in the response
of yeast nutritional, environmental and oxidative stresses, Enzyme Microb.
Technol., 26, 737-742 (2000)

157- Suh J.H.,, Health S.H., Hagen T.M.: Two subpopulations of
mitochondria in the aging rat heart display heterogenous levels of
oxidative stress, Free Radic Biol Med.,35, 1064-1072 (2003)

158- Becker K., Gromer S., Schirmer R.H., Miller S.: Thioredoxin
reductases as a pathological factor and drug target, Eur J Biochem., 267,
6118-6125.(2000)

159- Pushpakiran G., Mahalakshmi K., Anuradha C.V.: Taurine restores
ethanol-induced depletion of antioxidants and attenuates oxidative stress

in rat tissues, Amino Acids, 27(1),91-96 (2004)



-87 -

160- Huxtable R.J.: Taurine in the central nervous system and the
mammalian actions of taurine, Prog Neurobiol., 32, 4471-533 (1989)

161- Gaull G.E.: Taurine in pediatric nutrition: review and update,
Pediatrics, 83, 433-42 (1989)

162- Rosa J., Stipanuk M.H.: Evidence for a rate-limiting role of
cysteinesulfinate decarboxylase activity in taurine biosynthesis in vivo,

Comp Biochem Physiol., 81B, 565-71 (1985)



6zGECMiS
1970 Edremit dogumluyum. 1992 vyilinda Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bélimii'nden mezun oldum. 1994 yilinda Bolu Halk Saghgi
Laboratuvari’'nda biyolog olarak calismaya basladim. 1995 yilindan bugtine
kadar Ankara Etimesgut Halk Saglhdi Laboratuvar’nda galismaktayim.
1998 vyilinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dal’'nda yiiksek lisansimi tamamladim. Ayni yil doktoraya bagladim. Halen bu

béliimde doktora calismalarima devam etmekteyim.



T.C

GAZIi UNIVERSITESI
REKTORLUGU
Deney Hayvanlari Etik Kurul Baskanhg
12.14/2005

SAYI :B.30.2.GUN.0.EU.00.00/ LtF —S<FYy

KONU: '

Saym

Prof.Dr.Nedret KILIC

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah
Ogretim Uyesi

G.U.ET-05.028 kod numarali ve “Memeli Dokularinda Yashiiga Bagh Olarak
Degisen Stres Yanularindan Sorumlu Olan Molekiiler Degisikliklerin Incelenmesi”
baglikli aragtirma 6neriniz incelenmis ve Gazi Universitesi Etik Kurul Yonergesindeki ilkelere

uygun oldugu saptanmigtir. -

Bilgilerinizi saygilarimla rica ederim.

I certify that the research project numbered G.U.ET-05.028 and entitled “Elucidation
of The Molecular changes Responsible for The Attenuated Stress Response in Aged
Mammalian Tissues” is in compliance with Gazi University Ethical Council regulations.

With my best regards.

Prof.Dr.Gékhan ALPASLAN
Gazi Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Bagkam




