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OZET

Tanrikulu-Kiigiik S. Protein Kisitlamasinin Yaslanma Siirecindeki Siganlarda Oksidatif
mtDNA Hasar1 Ve Telomeraz Aktivitesine Etkileri. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya ABD. Doktora Tezi. istanbul. 2010.

Yaslanma, organizmanin fonksiyonlarinda azalma ve Olim riskinde artma ile
seyreden kiimiilatif ve ilerleyici bir siiregtir. Yaglanmanin nedenini agiklamaya yonelik
teorilerin bazilari, yaslanmada mitokondriyal oksidatif stresin anahtar rol oynadigini ileri
siirerken, diger bir teoride yaslanmanin telomer boyunun kisalmasiyla iligkili oldugu ileri
stiriilmektedir. Yaslanmanin yavaslatilmasi veya dnlenmesini sagladigi bilinen en giiclii
deneysel yontem besin kisitlamasidir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda besin kisitla-
mas1 yerine bazi besin 6gelerinin kisitlanmasinin da mitokondride oksidatif protein ve
DNA hasarini 6nleyerek yaslanmay1 yavaslattigi bildirilmistir. Calismamizda metyonin
hari¢, proteini %40 azaltilmis yemle (PKY) beslenmenin yaglanma siirecindeki
sicanlarin karacigerinde oksidatif DNA ve protein hasari ile telomer uzunlugu ve
telomeraz aktivitesine etkileri incelendi. Bu amagla 4 ay siireyle PKY ile beslenen 12
aylik Wistar Albino siganlarin karaciger homojenatinda ve mitokondri fraksiyonunda
sliperoksit ve peroksit salinimi, protein karbonil diizeyleri, genomik ve mitokondriyal
DNA’da 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyleri ile telomeraz aktivitesi ve
telomer uzunluklar tayin edildi.

PKY uygulamasi, kalori ve metyonin kisitlamasi ¢alismalarina benzer sekilde,
sicanlarin  karacigerinde yasin ilerlemesiyle mitokondriyal siiperoksit salinimi ile
MtDNA 8-OHdG diizeylerinde ortaya c¢ikan artisin Onlenmesinde etkili olurken,
peroksit salinimi ve protein karbonil diizeylerini etkilememistir. Besin kisitlamasinin
telomeraz aktivitesi ve telomer boyuna etkilerini inceleyen bu ilk ¢alismada, metyonin
hari¢, protein kisitlamasi uygulanan sigcanlarin telomeraz aktiviteleri ve telomer
uzunluklarinin normal yemle beslenen akranlarindan farkli olmadig1 saptanmistir.

Elde ettigimiz sonuglar, metyonin hari¢ proteini kisitlanmis diyetin yaslanma
slirecindeki siganlarin karacigerinde, 6zellikle mitokondri fraksiyonunda, protein ve
DNA hasarinin onlenmesinde olumlu etkilere sahip oldugunu gostermistir. Reaktif
oksijen bilesiklerinin {iretiminin ve oksidan hasarin 6nlenmesinde, metyonin disindaki
diger amino asitlerin besinle alinan miktarlarinin azaltilmasinin da O6nemli katkisi
olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Yaslanma, Protein kisitlamasi, Mitokondriyal DNA, Telomer,
Oksidatif stres,

Bu caligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 61/15122006
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ABSTRACT

Tanrikulu-Kucuk S. The Effects Of Protein Restriction On Oxidative mtDNA Damage
And Telomerase Activity In Rats During Aging. Istanbul University, Institute of Health
Science, Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of Biochemistry.
Doctorate Thesis. Istanbul. 2010.

Aging is a cumulative and progressive process that decreases functional
capacities and increases the probability of degenerative diseases and death. While some
theories of aging indicate the importance of mitochondrial oxidative stress role in aging,
a new theory has focused on telomere shortening. Calorie restriction is the most
powerful experimental manipulation slow down aging. Recently, it was suggested that
instead of calorie restriction, variations in the proportions of some of the main dietary
components can also affect longevity by reducing the oxidative DNA and protein
damage.

In the present study, the effects of feeding with 40% protein restricted diet,
except methionine (PRD) on oxidative damage and telomere length together with the
telomerase activity were evaluated in the liver of rats in the course aging. Peroxide
production, genomic and mitochondrial DNA 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG)
levels and protein carbonyl levels were measured both in liver homogenate and
mitochondria in addition to liver telomerase activity and telomer length in 12 months
old Wistar Albino rats that were fed with PRC for 4 months.

Similar to calorie or methionine restriction, PRC application reduced the elevated
superoxide production and mtDNA 8-OHdG levels, but it did not effect peroxide
production and protein carbonyl levels in the rats during aging. In this first study
searching the affects of dietary restriction on telomerase activity and telomer length, our
results demonstrated that telomerase activity and telomer length in rats fed with PRC
were not different from the coevals fed with normal diet.

Our results indicate that PRD also has beneficial effects in the prevention of DNA
and protein damage in the liver, especially in mitochondria of rats during aging. In
conclusion, the restriction in dietary levels of the amino acids other than methionine
may have important contributions to the reduction of ROS production and prevention of
oxidative damage.

Key Words: Aging, Protein Restriction, Mitochondrial DNA, Telomere, Oxidative
stress

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 61/15122006



Xiii



1. GIRIS VE AMAC

Yaslanma, doku ve hiicrelerin kendilerini yenileme, normal yap1 ve fonksiyonlarini
siirdiirme, hasara kars1 direngli olma ve hatay1 tamir edebilme yeteneklerinin kademeli
olarak azaldig1r dogal bir siirectir. Prokaryotlardan kompleks Okaryotlara kadar tiim
canlilarda yasamin bagladigi andan itibaren baslar ve Oliimle sona erer. Bu siiregte
ortaya ¢ikan fiziksel, psikolojik ve sosyal yetersizliklerin tamami, zincirleme olarak
gerceklesen ve giderek artan degisimlerin bir sonucudur. Yaslanmada genetik yapi,
yasam tarzi ve beslenme aligkanliklari, oksidan ve antioksidan birlesiklerin
organizmadaki diizeyi, stres, uyku diizeni gibi ¢esitli intrensek ve ekstrensek faktorlerin
etkili oldugu ileri siiriilmektedir (1).

Neden yaslaniyoruz? Nasil yaslaniyoruz? Bu siireci durdurmak miimkiin mii?
sorularna cevap bulmak tizere Somatik Mutasyon Teorisi, Serbest Radikal Teorisi,
Mitokondriyal Teori, Hiicre Yaslanmasi ve Telomer Kisalmasi Teorisi, Noro-endokrin
Teori gibi bir¢ok teori ortaya atilmistir (2,3,4,5,6). Bu teorilerden, Yaslanmada Serbest
Radikal Teorisi ve bu teoriye bagli olarak ortaya atilan Yaslanmada Mitokondriyal
Teori, yas ilerledikge ortaya ¢ikan ve organizmada etkisini her gecen giin daha fazla
hissettiren bu dejeneratif siirecten serbest radikal hasarinin sorumlu oldugunu ileri
siirmektedir (3,4). Bu teorilere gore normal sartlar altinda stirekli olarak devam eden
ROS iiretimi zamanla artmakta ve bu durum elektron transport zincirinin (ETZ)
fonksiyonlarinda bozulma, hiicre DNA’sinda delesyon ve mutasyonlara neden
olmaktadir. Hiicrede mevcut antioksidan savunma sistemleri siirekli olarak hiicreyi bu
zararh etkilerden korumaya calismakta, ancak yas ilerledik¢e oksidan ve antioksidan
sistemler arasindaki denge oksidanlar lehine degismektedir. Bir siire sonra kisir dongii
halini alan bu durum hiicre 6liimiinii kaginilmaz kilmakta ve bu siire¢ bir biitlin olarak
ele alindiginda yaslanmaya neden olmaktadir (7,8). Insanlar dahil birgok canli tiiriinde
yasam slresiyle oksidatif stres arasindaki ters iligkiyi ortaya koyan bulgular bu
teorilerin en Onemli destekleridir (9-15). Bilindigi gibi oksidatif hasarin baslica
sorumlulari, aerobik metabolizma sonucu olugan siiperoksit anyonu, hidroksil radikali
gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS)’dir. Hiicrede iiretilen ROS’un DNA, proteinler ve
lipitlerde hasara yol agtigi, mitokondri bilesenleri dahil tiim hiicre elemanlarinin yapi ve
fonksiyonunu bozarak dejeneratif siireci baslattig1 gosterilmistir (16-20). Ilk kez 1980
yilinda Miquel ve arkadaslar1 (21) mitokondriyal DNA’nin da (mtDNA) reaktif oksijen



tirleri i¢in bir hedef oldugunu ve oksidatif hasar sonucu ortaya ¢ikan mutasyonlarin
yaslanma siirecinde 6dnemli olabilecegini ileri siirmiistiir. Daha sonra yapilan ¢aligsmalar
mitokondrilerin yagslanmada anahtar rol oynadigini ortaya koymustur (22,23). Oksidatif
hasar sonucu ortaya c¢ikan mtDNA mutasyonlar1 6zellikle post-mitotik hiicrelerde
yogunlagarak mtDNA replikasyonunu bloke eder ve mitokondri turnoverini azaltir (23).
Mutasyona ugramis DNA igeren, disfonksiyonel mitokondrilerin varligi, fizyolojik
yaslanma yami sira Alzheimer hastaligi, Diabetes Mellitus, progresif kas hastaliklari
optik sinir dejenerasyonu ve kanser gibi prematiir yaslanma semptomlariyla seyreden ve
insidans1 yas ilerledik¢e artan hastaliklarda da gosterilmistir (24).

Yaslanmanin mekanizmasin1 agiklamaya yonelik c¢aligmalar, yaslanmanin
yavaglatilmas1 veya Onlenmesine yonelik calismalara da hiz vermistir. Bu amacla
yapilan deneysel uygulamalardan kalori kisitlamasiin (esansiyel besinlerin yeterli
diizeylerde alinmasi kaydi ile giinliikk alinan besin miktarinin azaltilmasi), laboratuar
kemirgenleri dahil bircok hayvan tiirlinde ve insanlarda yaslanmayi1 yavaslatan ve
maksimum yasam siiresini uzatan en gii¢lii uygulama oldugu goriilmiistiir (25,26,27).
Kalori kisitlamasinin yaslanmayr geciktirici etkilerinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar heniiz tam olarak a¢iklanamamis olmakla birlikte serbest radikallerin
olusumunu azalttig1 yoniinde ¢ok sayida bilgi bulunmaktadir (25,26). Yasa bagli olarak
ROS iiretiminde ortaya g¢ikan artis ve/veya siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan ezim aktivitelerindeki azalmalarin besin kisitlamasiyla
kismen oOnlendigi ve bdylece lipit, protein ve DNA gibi hiicresel makromolekiillerin
oksidatif stresten korundugu, mtDNA’da daha az mutasyon birikimi oldugu ileri
stiriilmektedir (28,29,30).

Son yillarda 6nce drozofilalarda daha sonrada bocekler ve kemirgenlerde yapilan
caligmalarla, alinan besin miktarinin kisitlanmasi yerine, spesifik besin 6gelerinin
kisitlanmasinin da yasam siiresinin uzatilmasinda etkili olabilecegi goriisiiniin ortaya
atilmasina yol agmistir (28,31,32). Bu amagla yapilan calismalarda, karbonhidrat
kisitlamasinin yasam siiresini uzatici etkisinin ¢ok az oldugu ya da aksine kisalttigi, lipit
kisitlamasinin etkili olmadigi goriilmistiir (33-36). Protein kisitlamasinin ise c¢esitli
hayvan tiirlerinde mitokondriyal ROS olusumu, protein oksidasyon iiriinleri ve 8-
hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerini, kalori kisitlamasina benzer sekilde
azalttig1 ve yasam siiresini uzattigi gosterilmistir (28). Protein kisitlamasinin maksimum

yasam siiresini uzatici etkileri yani sira preneoplastik lezyon ve tiimoér olusumunu



azaltict etkilere de sahip oldugu gosterilmistir (37). Elde edilen bulgular, protein
kisitlamasinin sagladigi etkilerden sorumlu olabilecek aminoasitlerin belirlenmesine
yonelik caligmalar1 baglatmistir. Bu ¢alismalarda en dikkat ¢ekici sonuglar metyonin
kisitlamasiyla saglanmistir. Metyonin kisitlamasinin sigan ve farelerin yasam siiresini
uzattigi, yaslanma ile ortaya ¢ikan birgok degisikligi geciktirdigi saptanmigtir (38-40).
Metyonini %40 ve %80 kisitlanmis yemle beslenen Wistar siganlarin karacigerinde
oksidatif mtDNA, protein ve lipit hasar1 ve serbest radikal kagisinin anlamli olarak
azaldig1 gosterilmistir (41).

Telomerler, dkaryotik kromozomlarin uglarinda bulunan 6zellesmis, tekrarlayan
DNA dizileridir. Kromozomlarin son kisimlarini rekombinasyon, yikim ve fiizyon gibi
zararli durumlardan koruyarak kromozomlarin biitiinliigiinii ve stabilitesini saglarlar
(16,42,43). Replikasyon sirasinda lineer kromozomal DNA molekiiliiniin son kisminin
tamamlanmasinda gorev alirlar (42). Telomerlerin sentezi riboniikleoprotein yapisinda
bir reverstranskriptaz olan telomeraz enzimi tarafindan gerceklestirilir (16). Telomeraz,
kendi RNA'sin1 kalip olarak kullanarak sentezledigi heksomerik parcalart (TTAGGG)n
kromozomlarin uclarina ekleyerek kromozom uglarindaki kaybi dengeler (16). Yapilan
calismalar, insan fibroblastlarinin ortalama 50 hiicre boliinmesinden sonra gelisme ve
boliinme yeteneklerini yitirerek yaslandigini, yaslanmis hiicrelerin metabolik olarak
aktif kaldigin1 ancak daha fazla yeni hiicreler meydana getiremeyerek en sonunda
oldiigiinii gostermistir (5). Fibroblast kiiltiiriinde gerceklestirilen ¢aligmalarla telomer
uzunlugunun dis etkenler tarafindan 6zellikle de, oksidatif stres tarafindan belirlendigi
saptanmistir (44,45,46). Oksidatif stresin telomerlerde, telomerik olmayan kromozomal
DNA’ya gore daha fazla hasar olusturdugu ve telomeraz aktivitesini baskiladigi
gosterilmistir (46).

Cesitli deney hayvanlar1 ve insanlarda, protein veya metyonin kisitlamasinin
oksidatif stres ve yaslanmadaki roliinii ya da oksidatif stres ve yaslanma ile telomer
uzunlugu/telomeraz aktivitesi arasindaki iliskiyi inceleyen c¢ok sayida arastirma
mevcuttur. Ancak, yaslanma siirecinde protein kisitlamasinin oksidatif stres, telomer
uzunlugu ve telomeraz aktivitesine etkilerini bir arada inceleyen bir calismaya

rastlanmamuistir.



Bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizda, metyonin hari¢ proteini %40 azaltilmis yemle
(PKY) beslenmenin yaslanma siirecindeki sicanlarin karaciger homojenatinda ve
mitokondri fraksiyonunda siiperoksit ve peroksit salinimi, protein karbonil diizeyleri,
genomik ve mitokondriyal DNA’da 8-OHdG diizeyleri ile telomeraz aktivitesi ve

telomer uzunluguna etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. YASLANMA
Yaglanma tiim canlilarda yas ilerledikce molekiil, hiicre, doku, organ ve organ
sistemleri diizeyinde ortaya cikan, ¢ok faktorli ve geri doniisiimsiiz evrensel bir
siirectir. Canli organizmanin hayata basladig1 andan itibaren gelisme, kendini yenileme,
hareket, iireme, metabolizma gibi hayati fonksiyonlarinda gerileme ve fonksiyon
kaybiyla kendini belli eder ve olimle sonlanir. Yaslanmanin kendini belli etme ve
ilerleme hizinin farkli tiirlerde, aymi tiirdeki farkli canlilarda, bir organizmanin
dokularinda, dokudaki hiicre tiplerinde ve hiicredeki makromolekiiller de oldukca
degiskenlik gosterdigi saptanmistir (9,15). Biyolojik yaslanma hizim1 ve seklini
belirleyen temel faktorlerin genetik yapi, yasam stili ve ¢evre kosullart ile bu kosullara
verilen biyokimyasal, metabolik ve immiinolojik yanitlar oldugu bildirilmistir (1,9).
Yaslanma bakterilerden insanlara tiim canlilar1 etkilediginden, biyolojiyle
ilgilenen tiim bilim dallarinin en eski ve gilincelligini hi¢ yitirmeyen arastirma konusunu
olusturmaktadir. Bir canlinin yasam siiresi ait oldugu tiir i¢in karakteristiktir ve tiirler
arasinda yasam siiresi a¢isindan dnemli farkliliklar bulunmaktadir (47,48). Dogada bazi
tiirlerin ortalama yasam siiresi birkag¢ saatle siirliyken Galapagos kaplumbagalarinda
oldugu gibi 200 yil yasayabilen canlilar da mevcuttur. Yazili tarihin baslangicinda
savaslar, kitliklar, bulasic1 hastaliklar, tani, tedavi ve bakim yetersizligi nedeniyle
insanlarin ortalama yasam siiresi oldukga kisaydi. Yapilan aragtirmalar Antik Roma’da
ortalama yasam siiresinin 22 yil oldugunu, bilimin etkisinin hissedilmeye baslandigi
1800’1 yillarda ise bu siirenin 41-42 yila kadar yiikseldigini ortaya koymustur (49).
Molekiiler biyoloji alaninda elde edilen gelismeler, genetik yapinin hastaliklarla
iligkisinin, hastaliklarin  patofizyolojisinin ve hastalik etkenlerinin daha 1iyi
anlasilmasina, daha etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Giiniimiizde kronik hastaliklar, kanser ve bulasici hastaliklar gibi baslica 6liim nedeni
olan durumlarla daha etkin bir sekilde miicadele edilebilmektedir. Bu durum Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletlerinde ortalama yasam siiresinde beklenen artisin
saglanmasiyla da dogrulanmustir (49,50). Istatistiki veriler ortalama yasam siiresinin
Isvec ve Isvigre’de 80, Japonya’da 81, Fransa, Avustralya, italya, Kanada ve Norveg’te
ise 79 yil oldugunu gostermektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) verilerine

gore 1960 yilinda tlkemizde 65 yas ve lzerindeki kisilerin genel niifusa orani



9%3.53tiir. 2008 yilinda ise erkeklerin %19 unun, kadinlarin %37’sinin 85 yasin oldugu
ve beklenen yasam siiresinin erkekler igin 71.6, kadinlar igin 76.3’e¢ ulastigi
bildirilmistir (51).

Canl tiirlerinin ortalama yasam siireleri arasindaki farklar birgok tiirde 6liim
zamanindaki ortalama, medyan veya modal yasin saptanmasi gibi Ol¢limlerle ortaya
konmustur (47). Baz tiirlerde yasam siiresinin nispeten dar bir yas araliginda yigilirken
diger baz tiirlerde bu araligin ¢ok genis oldugu goriilmiistiir (48). Yapilan ¢aligmalar,
bu durumun metabolik hiz ve oksidan bilesiklerle iliskili oldugunu ve metabolik hiz ile
yasam siiresi arasinda ters bir iligki bulundugunu gostermistir. M. musculus ve P.
leucopus tiirii farelerden izole edilen mitokondrilerde, siiperoksit (O27) ve hidrojen
peroksit (H202) olusumu 6l¢iildiigiinde, P. leucopus farelerin yaris1 kadar 6mre sahip
olan M. musculus farelerin %48-74 daha fazla siiperoksit ve %300-500 daha fazla
hidrojen peroksit olusturdugu saptanmistir (48,52). Yasam siireleri arasinda iki kat fark
olan bes sinek tiiriiniin kargilastirmasi da, yasam siiresi ile mitokondriyal siiperoksit ve
hidrojen peroksit iiretimi arasinda negatif bir iligski oldugu gostermistir (52).

Ortalama yasam siiresi, canli tiirleri arasinda farkli oldugu gibi cinsiyetler
arasinda da farklilik gostermektedir. Birlesmis Milletlerin diinya iilkelerinde 2000—
2015 yillar i¢in yaptig1 bir ¢alismada gelismis bati iilkelerinde ortalama yasam siiresi
beklentisi erkekler i¢in 77 yil, kadinlar i¢in 83 yil olarak saptanmustir (53). Tiirkiye
[statistik Kurumu (TUIK) tarafindan 2000-2015 yillar1 igin yapilan bir ¢alismaya gore
de tilkemizde 2015 yilinda ortalama yasam siiresinin kadinlar i¢in 75.2 yil, erkekler i¢in
70.3 wyil olacagr oOngorilmistir (51). Yiizyildan fazla yasayan kadinlarin sayisi,
erkeklerin sayisinin bes katidir (54). Ortalama yasam siirelerinde gozlemlenen
cinsiyetler arasi farklilhik yalnizca insanlara 6zgii degildir. Yapilan birgok hayvan
caligmasinda, kemirgenlerde, toynakli hayvanlarda, keseli hayvanlarda ve sempanze
gibi primatlarda da disilerin ortalama yasam siirelerinin erkeklerden daha fazla oldugu

gosterilmistir (55,56).

2.1.1. Yaslanma Teorileri
Yaslanmay1 etkileyen faktorleri belirlemek amaciyla ¢ok sayida klinik ve laboratuar
calisma yapilmistir. Bu calismalar sonucunda yaslanmanin tek bir faktore bagh

olmadigy, kalitsal ve cevresel faktorlerle yagsam tarzinin bir bileskesi olarak gerceklestigi



kabul edilmektedir. Yaslanmada, 6zelliklede insan yaslanmasinda genetik yapi basta
olmak tizere beslenme ve egzersiz aligkanlig1, sigara, alkol kullanim1 gibi yasam stili ile
ilgili etkenler, stres, serbest oksijen radikalleri, antioksidanlar gibi bazi molekiillerin
organizmadaki diizeyi, hipertansiyon ve diyabet gibi kronik hastaliklarin varligi dahil
bir¢ok faktoriin etkili oldugu bildirilmistir (1,57). Bu faktorlerin yaslanmadaki roliinii
aciklayan molekiiler mekanizmalar ve yaslanmanin neden(ler)i heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Canlilarin neden yaslandigini agiklamaya yonelik 300°den fazla teori
ileri siirlilmiistiir (57). Bu teorilerden Hiicre Yaslanmasi ve Telomer Kisalmasi
Teorisinde oldugu gibi bazilarinda organizmada zamanla meydana gelen degisikliklerin
canliin genetik yapisiyla iliskili oldugu, yaslanmaya baslama zamani, yaslanma hizi ve
yasam siiresinin DNA’daki genetik kodla belirlendigi 6ne siiriilmektedir (5,9,57).
Somatik Mutasyon Teorisi ve Yaslanmada Serbest Radikal Teorisi gibi diger teorilerde
ise yaslanmanin gecen zamana paralel olarak organizmada biriken hasarin bir sonucu
oldugu ileri siiriilmektedir (2,3,57). Bu hasar, aerobik yasam ve/veya beslenme
aliskanlig1 sonucu olusabilecegi gibi, organizmanin dogal yasam siirecinde gorev alan
cesitli biyolojik mekanizmalarin {irettigi ve hiicrede fonksiyon bozukluguna yol acan
toksik metabolitler tarafindan da olusturulabilmektedir (9,57).

Yaslanmanin mekanizmasini agiklamaya yonelik teoriler arasinda en dikkat
cekici olan ve gilinlimiizde gegerliligi tartisilmaya devam eden teoriler asagida kisaca

Ozetlenmistir.

B Somatik Mutasyon Teorisi

Hiicre DNA’sinin toksik metabolitler, radikaller, iyonize radyasyon, UV 1s1n1, toksinler,
ilaglar gibi bir¢cok endojen ve eksojen etken tarafindan siirekli olarak hasara ugratildig:
(mutasyon) ve olusan hasarin tamir mekanizmalar tarafindan hizla ortadan kaldirildig:
gosterilmistir (23). Yas ilerledik¢e, DNA tamir mekanizmalarinin yavagladigi ve olusan
hasar1 tamir etmekte yetersiz kalmaya bagladigi ileri siiriilmektedir. Buna bagli olarak,
ortaya ¢ikan hasar giderek kalic1 bir hal almakta, sonunda da hiicrelerin, dokularin ve
organlarin yap1 ve fonksiyonlarim1 bozarak yaslanmaya neden olmaktadir. Yas
ilerledikge artan kanser riskinin DNA mutasyonlarindaki kiimiilatif artiy ve immiin
sistem fonksiyonlarindaki azalma ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (58). DNA

Hasari Teorisi olarak da adlandirilan ve 1952°de Medavar (2) tarafindan ortaya atilan



Somatik Mutasyon Teorisine gore yaslanmadan oksidasyon, radyasyon veya toksinler
gibi etkenlerin olusturdugu cesitli mutasyonlarla, DNA hasarinin tamirinden sorumlu
mekanizmalar arasindaki dengenin DNA hasar1 lehine bozulmasi sorumludur (59-61).
Bu teori, yas ilerledikge mutasyonlarda artis ve olusan hasarin giderek kalici olmasi
bulgulart ile desteklenirken, yillarca diizenli bir sekilde calisan DNA tamir
mekanizmalarinda ortaya ¢ikan yetersizligin nedenlerini ve mekanizmasini tam olarak

aciklayamamaktadir.

B Noro-Endokrin Teori

Ik kez 1960’11 yillarda Vladimir Dilman (6) tarafindan ortaya atilan Néro-endokrin
Teori, yaslanmanin sadece noronlar ve noronlarla ilgili hormonal mekanizmalarin
fonksiyonlarindaki azalmaya baghh olarak gelistigini savunmaktadir. Bu teori
yaslanmaya, gegen zamanla birlikte santral sinir sisteminin (hipotalamus) diizenleme
yetenegindeki azalma ve periferik reseptorlerde ortaya ¢ikan hassasiyet kaybinin neden
oldugunu ileri siirmektedir. Hipotalamustaki bu fonksiyon kaybinin, viicudun i¢
dengesini saglayan homeostaz mekanizmalarinda ilerleyici bir sapmaya ve hormonlarin,
ndrotransmitterlerin, sinyal molekiillerinin diizeylerinde degisikliklere yol ac¢tiina tiim
bunlarinda sonugta yaslanma ve yaslanmaya bagli ortaya g¢ikan hastaliklara neden
olduguna inanilmaktadir. Bu teori lizerinde ¢alisan bazi arastirmacilar bir epifiz
hormonu olan melatoninin yaslanmada rol aldigin1 6ne stirerken, digerleri bobrek iistii
bezinden salgilanan dihidroepiandrosterondaki (DHEA) azalmanin yaslanmada etkili
oldugunu 6ne stirmektedir. DHEA diizeyinin gen¢ insanlarda daha yiiksek olmasi ve
hayvanlara DHEA takviyesi yapilmasinin yasam siliresini uzatmast bu teoriyi
desteklemekle birlikte, yaslanma siirecini tam olarak agiklayamamaktadir. Noro-
endokrin teorinin en oOnemli o6zelligi, kabul gormiis diger yaslanma teorileriyle
catismamasinin yani sira, onlardan farkl olarak, 6zgiin bir yaklasim getirmesidir. Bagka
bir ifadeyle bu teori diger teorileri ya desteklemekte, ya da onlarin kapsamlari iginde yer

almaktadir. (62-64)

M Yaslanmada Serbest Radikal Teorisi
Yaslanma konusunda ortaya atilan teoriler arasinda en fazla kabul gbren ve
incelenenlerden birisi olan Yaslanmada Serbest Radikal Teorisi, 1956 yilinda Harman

(3) tarafindan ortaya atilmistir. Harman yasla birlikte hiicre ve dokularda biriken cesitli



degisikliklerin hastalik ve 6liim riskini arttirdigin1 vurgularken, yaslanma siirecinin iki
onemli karakteristigi olan biyolojik fonksiyonlar ve strese direngteki azalma ile hastalik
egilimdeki artisa dikkat ¢cekmistir. Bu teori, biitiin canlilarin yaglanma ve 6liimiinden
genetik ve cevre faktorleri tarafindan diizenlenen ortak tek bir siirecin sorumlu
oldugunu ileri slirmektedir. Buna goére yaslanma ve ona bagli olarak ortaya g¢ikan
dejeneratif hastaliklar, serbest radikallerin hiicre bilesenleri ve bag dokusuna yaptigi
saldirilarin bir sonucudur. Serbest radikaller muhtemelen hiicre i¢inde molekiiler
oksijenin de rol aldig1 bazi reaksiyonlar ve bag dokusundaki demir, kobalt ve mangan
gibi gecis metal iyonlar1 tarafindan olusturulmakta ve hiicre membranini, proteinlerini,
lipitlerini ve DNA’sin1 hasara ugratmaktadir. Viicutta metabolizma sirasinda agiga
c¢ikan serbest radikallerin yani sira sigara i¢imi, ¢evre kirliligi, iyonize radyasyon, UV
1sinlart gibi zararli dis etkenler de radikal olusumuna neden olmaktadir. Olusan bu
radikaller oksidatif hiicre hasari olarak nitelendirilen zararli etkileri meydana
getirmektedir (10-14). Canlilar serbest radikaller ve bunlarin yol ac¢tigi oksidatif
hasardan korunmak i¢in antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir. Bu sistemler
siirekli olarak viicudu radikallerin zararli etkilerinden korumaya c¢alismaktadir.
Yaglanmada serbest radikal teorisine gore, yas ilerledik¢e oksidan ve antioksidan
sistemler arasindaki denge oksidanlar lehine degismektedir. Bunun sonucu olarak, bagta
DNA olmak {izere hiicre bilesenlerinde meydana gelen kalic1 hasar hiicrelerin biiyiime,
gelisme ve farklilagsma fonksiyonlarinda bozulma, kanser, ateroskleroz gibi hastaliklar
ve nihayet 6liime neden olmaktadir.

Kisa yasam stireli canlilarin oksidatif stres ve oksidatif hasara kars1t uzun yasam
siirelilerden ¢cok daha duyarli olmasi, kiimiilatif oksidatif hasarin yasla birlikte artmasi,
yasla ilintili dejeneratif hastaliklarda (Alzheimer, ateroskleroz, Parkinson, diyabet vb)
ve doku atrofisinin 6n planda oldugu fenotiplerde serbest radikallerin daha yiiksek

diizeyde bulunmasi bu teorinin baslica desteklerini olusturmaktadir.

B Yaslanmada Mitokondriyal Teori

llerleyen yillarda Yaslanmada Serbest Radikal Teorisini destekleyen cok sayida bulguya
ulasilmast ve c¢alismalarin ¢ogunun bu teoriyi onaylanmasi iizerine, Harman (4) 1972
yilinda mitokondriyi merkez alan Yaslanmada Mitokondriyal Teori ortaya atmistir.
Yayinlanan c¢alismasinda, “solunum zincirinden kagan serbest radikallerin zararh

etkilerini genellikle mitokondri {izerinde gostermeleri beklenir, bu molekiillerin
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davranigini belirleyen nedir, bu davranigslardan mtDNA sorumlu olabilir mi?” sorularina
yanit aramigtir. Bu sorularin yanitlari, mitokondriyal teorinin temel felsefesini
olusturmus ve Harman’in One silirdiigii mitokondriyal yaslanma teorisi o tarihten
itibaren bir¢cok c¢alismaya konu olmustur (21,22,65,66). Mitokondriyal teori, normal
kosullarda devamli {iretilmekte olan ROS’un miktarmin yas ilerledik¢e arttigini, bu
artisin da elektron transport zinciri fonksiyonlarinda bozulma, mtDNA’da delesyon ve
mutasyonlara neden oldugunu ileri siirmektedir. Mitokondrideki antioksidan savunma
sistemleri mitokondriyi bu zararli etkilerden korumaya caligsa da yas ilerledikge
oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki denge, oksidanlar lehine degismektedir. Bir
biitiin olarak ele alindiginda yaslanmaya neden bu siireg, bir siire sonra kisir dongii
halini alir ve hiicre 6liimiiyle sonuclanir (Sekil 2—1), (7,8). Oksidatif mtDNA hasar1 ve
bu hasara bagli mutasyonlarin yaslanma siirecinde 6nemli oldugu ve mitokondrinin
yaslanmada anahtar rol oynadigi Miquel ve ark.’larinin (21,67) c¢aligmalariyla da

desteklenmistir.

Mutant Hataya egilimli
mitokondriyal mtDNA polimeraz
proteinler

ROS lretiminde
artis

DNA tamirinde
azalma

Hasarh

mitokondriyal

proteinler Hasar
birikiminde
artma

ROS

gDNA v
hasari =3 APOPTOZ

—p Y ASLANMA

Sekil 2-1: Mitokondriyal Yaslanma Teorisi



11

M Hiicre Yaslanmasi ve Telomer Kisalmasi Teorisi

Bilidigi gibi telomerler, Okaryotik canlilarda krozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan
Ozellesmis, DNA tekrar dizileridir. Hiicre Yaslanmasi ve Telomer Kisalmasi Teorisi, her
replikasyon sonunda telomerlerin uzunlugunda meydana gelen azalmanin yaslanmaya
neden oldugu temeli iizerine kurulmustur. Replikatif yaglanma ve bunun hiicre
yaslanmasiyla iliskisini, insan fibroblast kiiltiirii ile ¢calisan Hayflick ve Moorhead (5)
tanimlamistir. Normal hiicrelerin hiicre Kkiiltiirtinde, belli bir bdliinme sayisina
ulagildiktan sonra daha fazla ¢ogalmadigi gozlemlenmis ve bu durum replikatif
yvaslanma olarak adlandirilmigtir. Hiicre yaglanmasinin molekiiler mekanizmasinda,
hiicre siklusunun diizenlenmesinde gorevli tiimor supresor proteinler olan p53 ve Rb
anahtar rol oynar. Hiicre yaslanma siirecine girdiginde p53 ve Rb aktif durumdadir, bu
proteinlerin inaktive olmast hiicrenin yaglanma siirecine girmesini Onler, hiicre
¢ogalmaya devam eder (68). Primer hiicre kiiltiirlerinde telomer boyunun kisalmasi
replikatif yaslanmaya Onciiliik eder. Hiicrede meydana gelebilecek genetik degisiklikler
hiicreyi; a) Oliime gdtiiriir: p53 veya Rb proteini inhibe oldugunda hiicre béliinmeye
devam eder ancak, bir siire sonra telomer krizine girer. Telomer krizi de replikatif
yaslanmay1 baslatir, kromozomlarin yapist bozulur ve hiicre oliimi gergeklesir.
Replikatif yaglanma ya da telomer krizi, telomeraz ekspresyonu ile atlatilabilir ancak bu
da hiicreye oliimsiizliik kazandirir, yani kanser hiicresine donligmesine neden olabilir. b)
Hiicresel degisime yol agar: p53 kaybi nedeniyle hiicre biiyiikliigii kontrol edilemez,
telomer fonksiyonlart bozulur ve hiicre mikro diizeyde bir kaosa siiriiklenir. Genetik

kaos, insanda bir¢ok kanser ¢esidinin gelisimindeki en 6nemli adimdir (5,68,69).

2.2. SERBEST RADIKALLER
Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla paylasilmamis elektrona
sahip, kararsiz bir yap1 sergileyen bilesiklerdir. Oldukca reaktif ve kisa 6miirlii olan bu
bilesikler, yapilarindaki eksik elektronu tamamlayarak kararli bir hale doniismek i¢in
cevrelerindeki molekiillerle kolaylikla elektron aligverisi yapabilir veya onlarla
birlesebilirler (70). Elektron aligverisi sonucunda, elektron kaybeden molekiilerin yap1
ve fonksiyonunu degistirerek hiicre hasarina kadar gidebilen degisikliklere yol agarlar

(71-73). Serbest radikaller baslica li¢ mekanizma ile olusmaktadir (70,72).
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a- Kovalent baglarin homolitik kirilmast: Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve
yiiksek sicaklikla kimyasal baglarin kirilmasi sonucu, bag yapisina katilan elektronlarin
her birinin ayr1 atomlar tizerinde kalmasina bagli olarak iki adet yiiksek reaktiviteli

serbest radikal olusur.

XY_h}('PY

b- Bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiiliin
elektron kaybi sirasinda, dis orbitalinde paylasilmamis elektron kalmasi halinde o
molekiil radikale doniisiir. Askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi antioksidanlar,
radikal tiirlere tek elektron verip onlar1 indirgerken, kendilerinin radikale doniismesi bu

tip radikal olusumunun en bilinen 6rnekleridir.

XY = X" +Y°

c- Bir molekiile elektron transferi: Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiil, tek elektron
transferi ile radikale dontisiir. Bu tip reaksiyonlarin en bilinen 6rnegi ETZ’de molekiiler

oksijenin tek elektronla indirgenerek siiperoksit radikaline doniismesidir.

X + e — X~

Serbest radikaller, organizmanin normal metabolizma faaliyetleri sirasinda
uretildikleri gibi dis etkenlere bagli olarak da olusabilmektedir. Endojen serbest
radikallerin baglica kaynagi mitokondrilerdir (4,65,66,67). Ayrica NADPH oksidaz,
sitokrom Psso, Siklooksijenaz ve monoamin oksidazin katalizledigi reaksiyonlar dahil
cesitli reaksiyonlar sonucunda da serbest radikaller olugsmaktadir (65). Serbest radikal
olusumuna yol acan dis etkenler arasinda stres, pestisidler ve karbon tetrakloriir
kimyasallara maruziyet, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari, iyonize radyasyon ve
ultraviyole 1sinlari, hava kirliligi, sigara icimi, demir, bakir, kadmiyum gibi metal

iyonlar1 gibi ¢evresel faktorler basta olmak tizere birgok etken bulunmaktadir. (72-74).
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Tablo 2-1: Biyolojik sistemlerde sik karsilasilan serbest radikaller

REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Radikal Radikal Olmayan
Siiperoksit 0, Hidrojen peroksit | H20>
Hidroksil OH’ Oksijen 02
Alkoksil RO Ozon Os
Peroksil ROO Hipoklorid asit HOCL
Hidroperoksil H,O Lipit peroksit LOOH

REAKTIF NIiTROJEN TURLERI

Nitroz asit HNO3

Nitrozil katyonu NO'
Nitrik oksit NO*

Nitrozil anyonu NO
Azot dioksit NO2 Alkik peroksinitrit | ROONO
Peroksinitrit ONOO Nitronyum katyonu NOz+

Biyolojik sistemlerde en bol bulunan ve biyolojik 6neme sahip serbest radikaller,
azot ve oksijenden tlireyenlerdir. Serbest oksijen radikali olusumunda anahtar rolii

oynayan birlesik oksijenin kendisi basta olmak iizere siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis

metalleri ve hidroksil radikali (OH.')’dir (71). 1ki tane eslesmemis elektronu
bulundugundan molekiiler oksijenin (O2) kendisi de bir radikaldir. Her iki atom denge
halinde oldugundan bu molekiil reaktif degildir ancak, diger serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girebilir. Bilindigi gibi, aerobik organizmalarda enerji iiretimi sirasinda
oksijen mitokondriyal elektron transport zinciri tarafindan gergeklestirilen bir seri
reaksiyonla suya indirgenir. Mitokondride gerceklesen bu islem sirasinda tiiketilen
oksijenin %1-5 kadar1 siiperoksit radikali olusumuyla sonlanir. Bu siiregte radikal
olusumunun nedeni, ETZ’de olusan bir kacak sonucu elektronlarin kompleks I veya III
asamasindayken oksijene aktarilmasidir. Aerobik canlilarin metabolizmasi sirasinda
olusan farkl tiirdeki pek cok serbest radikal arasindan nitrik oksit (NO), siiperoksit ve
hidroksil radikali ile hidrojen peroksit 6zel bir 6neme sahiptir (Tablo 2-1). Biyolojik

sistemlerde en bol iiretilen radikaller olan siiperoksit radikali ve nitrik oksit, hidroksil
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radikali ve peroksinitrit gibi son derece zararli radikallerin olusumunu baslatma
yetenegine sahiptir. ik olusan oksijen radikali olmanin yan1 sira, siiperoksit radikalinin
diger 6nemli bir 6zelligi de gecis metal iyonlarini indirgeyebilmesi ve hidrojen peroksit
kaynagi olmasidir. Kuvvetli bir indirgen olan siiperoksit radikali aerobik canlilarda
siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) tarafindan hizla hidrojen peroksite doniistiiriiliir.
Hidrojen peroksit, yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden bir radikal degildir
ancak, radikal olusturma potansiyeli yiiksek bir birlesiktir. Demir, bakir gibi gegis metal
iyonlarinin varliginda, en reaktif radikal olan hidroksil radikalinin olusumuna neden
olur (Sekil 2-2). Bu durumda, hidrojen peroksitin katalaz ve glutatyon peroksidaz (Gpx)
enzimleri tarafindan ortamdan hizla uzaklastiritlmasi1 6nemlidir (72-74).

Serbest radikaller organizmada belirli diizeylerde bulunur, hiicre-aracili
immunite ve sinyal iletisi gibi bazi1 fizyolojik fonksiyonlarin gerceklesmesi icin
gereklidir. Hiicrede bu bilesiklerin fizyolojik fonksiyonlar i¢in gerekenden daha yiiksek
diizeylere ulasmasi, hiicre i¢in tehlikelidir. Serbest radikaller c¢evredeki
makromolekiillerden bir elektron alarak kararli bir yapiya kavusurken, elektron aldiklari
molekiilii radikale donistiiriirler. Tek bir radikalle baglatilan reaksiyon katlanarak
yayilma egilimindedir, ortamda uygun bilesiklerin varliginda zincirleme olarak devam
eder. Serbest radikallerin molekiiler diizeyde sergiledikleri bu yikici etkiler sonugta
organ hasarma kadar giden oksidatif degisikliklere yol agmaktadir (75). Baglamig bir
serbest radikal reaksiyonu radikallerin antioksidanlarla indirgenmesi, radikallerin
birbirleri ile reaksiyona girmesi ya da ortamda reaksiyona girebilecek bilesik kalmamasi
durumunda sona erer.

Organizma, yasami boyunca siirekli olarak maruz kaldigi serbest radikal
saldirisindan antioksidan sistem sayesinde korunmaktadir. Antioksidanlar etkilerini
lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak, hidroksil radikallerini uzaklastirip zincir
reaksiyonun baslamasimi Onleyerek, gecis metal iyonlarin1 baglayip etkisizlestirerek
veya peroksitlerin alkol gibi radikal olmayan f{iriinlere donilislimiinii saglayarak
gosterirler (76,77). Antioksidan savunma sisteminin baglica elemanlar1 sekil 2-2’de
goriilmektedir. Antioksidan savunma sistemleri fizyolojik kosullarda serbest radikal
olusumu ile bir denge halindedir ve organizmay1 serbest radikal hasarindan korumaya
caligmaktadir. Viicutta serbest radikal olusumunun artmasi ya da antioksidan
sistemlerdeki bir azalma, dengenin oksidanlar lehine bozulmasina ve oksidatif strese

neden olur. Oksidatif stres ve bunun yol a¢tig1 oksidatif hasarin enflamasyon, yaslanma,
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ateroskleroz, hipertansiyon, iskemik hasar, karsinojenez, mutajenez yani sira, otoimmiin
ve dejeneratif hastaliklar gibi cesitli hastaliklarin patogenezinde ve/veya ilerlemesinde

rol aldig1 bir¢ok ¢alismayla gosterilmistir (8,73).

m Antioksidan “

Mitokondri Enzim sistemleri

UV ginlar
Peroksizom 50D, CAT, GPx, Cp iyonize radyasyon
Lipoksijenaz Zincir kincilar Kemoterapotikler
MADPH oksidaz E, C, A vitamini Enflamatuar sitokinler
Sitokrom P450 G5H, ubikinol, Urat ... Cevresel toksinler
(-)
(+) 4 (+
«=| soOD CAT
Dz —_— Dz —_— quz L HZD + Dz
NO ’ FEE: Cu’
Fenton Reaksiyonu
1 ONOO OH’ '
Fizyolojik HOMEOSTAZ ) Fizyolojik

fonksiyonlarda bozulma

| | ¢

Lipit peroksidasyonu
Protein gapraz baglanmasi
DNA hasar

fonksiyonlarda bozulma

immiin kontrol ve Normal biiyiime
Proliferasyonda azalma ve metabolizma

I

Sekil 2-2: Elektron transport zincirinde serbest oksjen radikalleri olusumu ve

etkileri

2.2.1. Serbest Radikallerin Hiicresel Makromolekiillere Etkileri
A- Lipitlere Etkileri
Serbest radikallerin lipitler {izerindeki en Onemli etkisi lipit peroksidasyonunun

uyarilmasidir (Sekil 2-3). Zincirleme olarak gerceklesen ve geri doniisiimsiiz olan bu
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reaksiyon, doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomunun ¢ikmasiyla baglar ve yag
asidinin lipit radikaline donlismesine neden olur. Oldukc¢a dayaniksiz olan bu lipit
radikali, ¢ift baglarin yerinin yeniden diizenlenmesi ve oksijenle reaksiyon sonucu lipit
peroksil radikaline doniistir. Lipit peroksil radikali de bir taraftan c¢evresindeki
doymamig yag asitlerine etki ederek yeni radikallerin olusumuna yol acarken diger
taraftan aldigi hidrojen atomlariyla hidroperoksitlere doniisiir. Bu sekilde zincirleme
olarak devam eden lipit peroksidasyonu ya antioksidanlar tarafindan sonlandirilir ya da
membran yapisinin bozulmasina yol agan malondialdehit olusumuna kadar devam eder.
Lipit peroksidasyonu, hiicre membraninin basta tasima fonksiyonu olmak iizere birgok
fonksiyonunu kaybetmesine neden olur. Bu olumsuz etkiler hiicre iginde proteazlarin
aktiflenmesi ve kalsiyum konsantrasyonu artisina yol acarak hiicreyi 6liime gotiiriirken
lipit peroksidasyonu iirlinleri membran proteinlerini de hasara ugratarak yapisal ve
fonksiyonel bozukluklar1 hizlandirir (71-73,78,79).

1- BASLAMA

ROOH + metdl ————» ROO" + metal ™D+ §

X+ RH —= R+ XH

2- [LERLEME

R+ 0O ——0 — ROO-

ROO'+ RH ————= ROOH + RO’

3- SONLANMA

ROO'+ ROO'—— ROOR + O

ROO"+ R® = ROOR

R+ R"—= RR

Sekil 2-3: Hiicre i¢i lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonlari

B- Proteinlere Etkileri
Serbest radikallerin proteinler iizerindeki zararli etkileri yapilarindaki baglarin 6zelligi
ve amino asit icerikleri ile iliskilidir. Yapisinda tirozin, fenil alanin, histidin gibi ¢ift bag

bulunan ya da metyonin, sistein gibi siilfiir iceren amino asitlere sahip proteinler serbest
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radikallerden daha kolay etkilenir. Serbest radikallerin proteinlerde, molekiil i¢i veya
molekiiller arast c¢apraz baglarin  olusumu, siilfidril gruplarinin  oksidasyonu,
disiilfidlerin indirgenmesi, metallerle katalizlenen reaksiyonlar araciligiyla metal
baglanma bolgelerine yakin amino asit kalintilarinin kayb1 ve pargalanmaya yol agtigi
gosterilmistir (80,81). Tiim bu etkiler proteinlerin kataliz, transport, sinyal iletimi gibi
fonksiyonlarmni1 bozmanin yani sira, immun sistemi uyaran antijenik degisikliklere de
neden olabilmektedir. Serbest radikallerin yol agtig1 hasar, proteinlerde birikerek veya
proteinlerin belirli bolgesine yogunlasarak hiicrenin canliligini tehdit eder hale gelebilir.
Serbest radikaller proteinlerde bircok degisiklige yol actigindan, oksidatif protein
hasarmin belirlenmesi giigtiir. Bu amagla en sik kullanilan parameterelerden birisi,

peptid baglarinin yikilmasiyla serbestlesen karbonil gruplarinin tayinidir (80-82).

C- Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

DNA, yasam boyunca ROS tarafindan siirekli olarak degisime ugratilir. Endojen veya
ekzojen kaynakli ROS etkisiyle hiicre DNA’sinin molekiiler biitlinliiglinde meydana
gelen tiim degisiklikler oksidatif DNA hasar1 olarak adlandirilir. Bu degisimlerin etkin
olarak tamir edilemeyip birikmesinin, prokaryotlarda hiicre 6liimiinden, okaryotlarda
basta kanser olmak tiizere ¢esitli hastaliklar ve yaslanmadan sorumlu oldugu kabul
edilmektedir (15,83). Okaryotik bir hiicrede hem genomik DNA (gDNA) hem de
mtDNA ROS i¢in hedeftir. mtDNA’da olusan oksidatif hasarin gDNA’dakine gore daha
fazla oldugu ve birikme egiliminin de yiiksek bildirilmistir (84). mtDNA, ne gDNA
gibi kompleks bir yapilanma ve histonlara, ne de ROS ataklarindan korunmak i¢in
yeterli antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir. Aksine, mitokondri icinde
serbest radikal olusturan bolgelerin ¢ok yakininda bulunur, hasar tamir mekanizmalari
da yetersizdir.

Oksidatif DNA hasarinin olusumu ile ilgili iki hipotez ileri siiriilmektedir.
Bunlardan Fenton kimyasi hipotezine gore, siiperoksit ve hidrojen peroksit DNA’da
dogrudan bir hasar olusturmaz, DNA hasarinin sorumlusu hidroksil radikalleridir.
Hidroksil radikalinin DNA ile reaksiyonlasabilmesi icin DNA’nin ¢ok yakininda
olusmasi gerekmektedir. Ancak reaktivitesi ¢cok yiiksek olsa da, hiicre i¢inde hidroksil
radikalinin niikleusa ulasma olasiligi oldukg¢a diisiiktiir. Bu durumda en olasi
mekanizma, membran1 kolayca gecebilen hidrojen peroksitin nukleusta demir veya

bakir iyonlar1 ile Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 araciligiyla hidroksil
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radikallerini olusturmasidir. Niikleaz aktivasyonu hipotezine goére de DNA hasari
oksidatif strese bagli olarak asir1 yiikselen sitozolik Ca?* diizeylerinin, nukleusda Ca?*-
bagimli endonukleazlar1 aktiflemesiyle iliskilidir. Aktiflenmis niikleaz DNA’da
kimyasal bir baz degisikligine neden olmaksizin fragmantasyon olusturmaktadir.
Yapilan ¢alismalar in vivo kosullarda her iki hipotezin de gecerli oldugunu, ortamdaki
gecis metal iyonlarinin reaksiyonun hizini, mekanizmasini ve olusan baz degisikliginin
tiirlinii etkiledigini gostermistir. Hiicre tipi ve oksidatif stres etkenine bagli olarak bu
mekanizmalardan birinin daha 6ne ¢iktig1 kabul edilmektedir (23,73,85-87).

Hiicrede olusan baslica oksidatif DNA hasarlar1 abazik bolgelerin olugsmasi, baz
katilim1 veya bazlarda yeniden diizenlenmeler gibi baz degisiklikleri, tek ve ¢ift zincir
kiriklari, deoksiriboz hasar1 ve DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanmalar olusmasi
olarak siralanabilir (86). Reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da 20’den fazla baz hasarina
yol actigr bildirilmistir (88). Pirimidin bazlarimin 6zellikle Cs-Cs ¢ift bagi, hidroksil
radikaline karsi duyarhidir. Pirimindin bazlarin olusturdugu baslica oksidatif pirimidin
tirtinleri timin glikol, urasil glikol, 5-hidroksi-2-deoksiurasil (5-OHdU), 5-hidroksi-2-
deokssitidin (5-OHdC) ve hidantoindir. Hidroksil radikalinin piirin bazlarinin 4. 5. ve 8.
pozisyonlarindaki karbon atomlar1 ile reaksiyona girerek 8-hidroksi-2-deoksi-guanozin
(8-OHdG), 8-hidroksi-2-deoksiadenin (8-OHdA) ve formamidopirimidinler gibi
oksidatif irtinler olusturdugu gosterilmistir. Guanin, iyonizasyon potansiyeli en diisiik,
oksidasyona yatkinligi en fazla olan DNA bilesenidir (88). Bu nedenle oksidatif baz
iriinlerinden 8-OHdG, en bol miktarda olusan ve mutajenik etkileri ayrintili olarak
incelenmis olandir (Sekil 2—4), (89). 8-OHdG’e sahip DNA bdlgelerinin onarilmamast,
replikasyonda guanin-adenin eslesmesinde hatalara ve guanin-timin  gecis
mutasyonlarina yol agabilmektedir. 8-OHdG, oksidatif DNA hasarinin duyarh ve direkt
bir gostergesi olarak kabul edildiginden DNA hasarmin tayininde en sik kullanilan

belirtectir.
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8-OHdG

Sekil 2-4: 8-hidroksi-2-deoksiguanin (8-OHdAG)

2.3. TELOMERLER ve TELOMERAZ

2.3.1. Telomerler

Telomerler okaryotik kromozomlarin uglarinda bulunan, 6zellesmis tekrar dizilerinin
olusturdugu DNA bolgeleridir. Cok sayida "TTAGGG" dizisi i¢eren bu heterokromatik
yapilar, 1938 yilinda Muller (90) tarafindan tanimlanmistir. Telomerlerin baslica
fonksiyonu kromozomlarin biitiinliigiinii ve stabilitesini saglamaktir. Mayoz béliinme
sirasinda, birinci profazin leptoten evresi boyunca telomerik bolgeler bir kiime halini
alarak kromozomlarin niikleus membranina tutunmasina ve belirli bir pozisyonu
korumalarina aracilik ederler. Telomerik DNA dizileri, genomik DNA’nin diger
dizilerinden yap1 ve fonksiyon bakimindan oldukga farklidir; kromozomun son kismini
rekombinasyon, yikim ve fiizyon gibi anormal durumlara kars1 korurlar. Ayrica niikleer
yapilanma, gen ekspresyonu, replikasyon, tiimdér olusumu, yaslanma ve hiicre

boliinmesinde rol aldiklar1 gosterilmistir  (90-92). Telomer yapist incelenen
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organizmalarda, bu yapinin temelde ayni olmakla birlikte farkli tekrar dizileri
icerebilecegi tespit edilmistir. Ornegin, omurgalilarda TTAGGG dizisi, tek hiicreli bir
organizma olan tetrahymenada ise TTGGGG dizisi bulunmaktadir (93). Telomerik
DNA farkli ozellikler gosterdiginden kendi i¢inde de subtelomerik bolge ve esas
telomerik bolge olarak iki baslik altinda incelenmektedir. Subtelomerik bolgenin DNA
tekrarlari, heterojen ve uzunlugu degiskendir. Ornegin, insan kromozomunun
subtelomerik bolgesi 40-60 kb uzunlugunda ve TTGGGG, TGAGGG tekrar
dizilerinden olusur. Esas telomerik bdlge ise 5-15 kb uzunlugunda olup (somatik
hiicrelerde 5kb, germ hiicrelerinde 10kb) sadece TTAGGG tekrar dizisinden ibarettir
(92).

Telomerleri kromozomun diger kisimlarindan ayiran 6nemli bir 6zelligi de
telomerik DNA'nin hiicre siklusuna bagli olarak kaybi ve telomeraz enzimi araciligiyla
yeniden kazanilmasidir. Insan somatik hiicrelerinde telomer dinamigi negatif olup her
hiicre siklusunda kaybedilen telomerik DNA miktari, yeniden sentezlenenden fazladir

(92).

2.3.2. Telomeraz
Telomer terminal transferaz ya da telomer deoksiniikleotidil transferaz olarak da
adlandirilan telomeraz enzimi riboniikleoprotein yapida bir DNA polimerazdir (94,95).
[k kez 1984 yilinda Greider ve Blackburn (96) tarafindan tetrahymenada gosterilmis
olan bu enzim, kromozomlarin uglarindaki TTAGGG tekrar dizilerinin sentezinden
sorumludur. Embriyogenezi takiben somatik hiicrelerin ¢cogunda telomeraz aktivitesi
kaybolmakta ancak germ hiicreleri, endometriyum, servikal epitel, epidermis, 6zofagus
epiteli, bagirsak kriptalar1 ve sa¢ folikiilleri gibi yenilenebilen dokular ile kemik iligi
hiicreleri, hematopoetik kok hiicreler ve aktive lenfositlerde telomeraz aktivitesi diisiik
diizeyde devam etmektedir. Diisiik telomeraz aktivitesi sayesinde bu hiicreler 6liimsiiz
hiicreye doniismeden proliferasyon kapasitelerini siirdiirebilmektedir. Oliimsiizlesmis
kanser hiicrelerinde ise telomeraz yeniden aktive olmaktadir (97).

Telomeraz enziminin yapist en ayrintili olarak ¢ok insanlarda incelenmistir.
Buna gore enzim 3 alt birimden olusmaktadir; 1- RNA yapidaki alt birim (hTR) 2-
Reverse transkriptaz aktivitesine sahip alt birim (hTERT) 3- Protein yapidaki alt birim
(TP1). 550 kDa agirliginda olan telomeraz enzimini diger reverse transkriptazlardan

ayiran en onemli 6zellik, kendi RNA alt birimini (hTR) kalip olarak kullanmasidir. hTR
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yapisinda 1-6 tane 5-CUAACCCUAAC-3' dizine sahiptir ve bu dizilerden telomer
DNA'sina komplementer olan 5'-CCCUAAA-3' tekrarlarin1 igeren 8-30 bazlik bir
boliimii sentez sirasinda kalip olarak kullanmaktadir. 1995 yilinda Feng ve ark.’lar1 (98)
tarafindan klonlanan hTR geni 3. kromozomun uzun kolunda (3q26.3) yer almaktadir.
Telomerazin katalitik alt birimi olan hTERT’1 kodlayan gen 5. kromozomda (5p15.33)
bulunmaktadir ve 7 eksona sahiptir. Bu eksonlardan sadece ilki telomeraza 6zgidiir,
kalan1 diger revers transkriptazdakilerle benzerlik gostermektedir. Telomeraz enziminin
diizenleyici alt birimi olan TP1, enzimin RNA alt birimine baglanmaktadir (99,100).
Bilindigi gibi, dkaryotik replikasyon sirasinda DNA polimeraz, DNA sentezine
direkt olarak baglayamaz. Replikasyonun baglayabilmesi i¢in, DNA polimerazin
baglanabilecegi 3'-OH grubunu saglayan 8—12 bazlik bir RNA primeri gereklidir. Ancak
RNA primerinin varliginda, DNA polimeraz hem kesikli sentezlenen zincirde hem de
kesintisiz sentezlenen zincirde okumasini siirdiirebilir. DNA sentezi sadece 5'—3'
yoniinde yapilabildiginden, RNA primerinin uzaklastirilmasindan sonra, yeni
sentezlenmis ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin 5' ucunda 8-12 bp kadar bir bosluk
olusmaktadir. Bu bosluk DNA polimeraz tarafindan tamir edilemez. DNA’nin bu
bolgesi tek zincir halinde kalir ve molekiiliin stabilitesini tehdit eder (96). Replikasyon
sonu problemi olarak adlandirilan bu durum, 6zel replikasyon mekanizmalarinin
yoklugunda her replikasyonu takiben kromozomlarin 30-200 bp kadar kisalmasina ve
sonucta fonksiyonel genlerin kaybina yol acar (96). Lineer kromozoma sahip canlilarda
replikasyon sonu problemi, telomeraz enzimi tarafindan sentezlenen telomerler araciligi
ile asilmaktadir. Yeni sentezlenmis DNA molekiiliiniin 5' ucundaki boslugun
doldurulmasi sirasinda telomeraz, hTR alt birimindeki 8-30 bazlik kisa bir bolgesini
kalip olarak kullanmak {izere kesintisiz zincirin 3' ucundaki GT’den zengin 12-16
bazlik bolge araciligiyla DNA’ya baglanir. Telomerazin katalitik alt birimi olan hTERT
de, yeni sentezlenen telomerik dizinin 3' yoniinde kayarak bu diziye komplementer
GGTTAG tekrar dizilerini sentezler ve 3' ucuna ekler. Daha sonra DNA polimeraz,
telomerazin sentezledigi bu diziyi kalip olarak kullanarak karsi zinciri tamamlar ve

bdylece 5' ucundaki boslugun doldurulmasini saglar (Sekil 2-5), (96,101).
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Sekil 2-5: Telomeraz tarafindan telomer boyunu uzatilmasinin sematik gosterimi.
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24. TELOMER UZUNLUGU VE TELOMERAZ ILE YASLANMA
ARASINDAKI ILISKI

Insan somatik hiicre kiiltiiriinde, telomer boylarinin her hiicre bdliinmesinde biraz daha
kisaldigi, hiicrelerin belli sayida bdliinmeden sonra ¢ogalma yeteneklerini kaybederek
bir silire sonra oOldiikleri gosterilmistir (5). Replikatif yaslanma olarak adlandirilan bu
durumun, hiicre siklusunun G0/G1 fazinda geri doniisiimsiiz olarak durmasi sonucu
ortaya ciktigr ve p53-p21-p1l9 ve pl6-pRb yolaklarinin aktivasyonuyla tetiklendigi
bildirilmistir (102). Her replikasyonu takiben insan somatik telomerlerinde olusan
kisalmanin, 6liimsiiz olan tiimor hiicrelerinde gdzlenmemesi, telomerlerin hiicre igi
mitotik bir saat gibi davranarak hiicrenin bdliinme sayisini diizenledigi goriisiinlin
ortaya atilmasina yol agmistir (103). Yaslanan hiicrelerin karakteristik 6zelliklerinden
birinin telomer uzunlugundaki degisiklikler oldugunu goriisii, gen¢ insanlardan alinan
hiicrelerin, yaslilardan alinan hiicrelere gore kiiltiir ortaminda daha fazla sayida
boliinme gostermesi, uzun Omiirlii tiirlerde hiicre boliinme sayisinin, kisa Omiirliilerden
daha fazla olmasi, Werner Sendromlu (erken yaslanma sendromu) hastalarda hiicre
boliinmesi sayisinin, normal insanlarinkinden daha az oldugunun gdsterilmesi gibi
bulgularla desteklemistir. Ilk kez Leonard Hayflick, normal insan fibroblastlarmimn
ortalama 50 hiicre boliinmesinden sonra gelisme ve boliinme yeteneklerini yitirdigini
(Hayflick limiti), yaslanmis hiicrelerin metabolik olarak aktif kaldigin1 ancak daha fazla
yeni hiicreler meydana getiremeyerek en sonunda 6ldiigiinii gostermistir (5). Olovnikov
(104) yaptig1 calismalarda bu bulgular1 destekleyerek her DNA replikasyonu sonucunda
biitlin kromozomlarin sonlarinda fiziksel olarak bir eksilme oldugunu ve kritik bir
eksilme noktasindan sonra hiicrenin 6liimiiniin gergeklestigini ortaya koymustur.
Iyonize radyasyon, hidrojen peroksit veya organik hidroperoksitlere maruziyet,
onkogen transfeksiyonu gibi ¢esitli stres durumlarinin pS53 ve/veya pl6-pRDb
yolaklarindan birini aktifleyerek replikatif yaslanmayr uyarabildigi gosterilmistir
(44,105-107). Fibroblast kiiltiirinde gergeklestirilen ¢alismalarla telomer uzunlugunun
dis etkenler tarafindan, 6zellikle de oksidatif stres tarafindan belirlendigi saptanmigtir
(44-46). Oksidatif stres telomer boyunun korunmasinda negatif etki gostermektedir.
Telomerlerin akut oksidatif stres i¢in oncelikli hedef oldugu ve bu yolla olusan tek
zincir kiriklart i¢in bir tamir mekanizmasina da sahip olmadiklari, 1liml diizeyde kronik
oksidatif stresin ise telomer kisalmasin1 hizlandirdigi gosterilmistir (44,46). Fibroblast

kiltiirlerinde oksidatif stresin telomerlerde, telomerik olmayan kromozomal DNA’ya
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gore daha fazla hasar olusturdugu ve telomeraz aktivitesini baskiladigi gosterilmistir
(46). Oksidatif stresin, telomerlerde niikleaza hassas bolgeleri arttirdigi ayrica,
telomerik dizideki oksidatif DNA hasarina duyarli ve kolayca kirilabilen GGG
bolgelerinden kopmalara neden oldugu tespit edilmistir (44,46,108). Siirekli bdliinen
hiicrelerde, hiicre siklusu mitozdan sonra G1-S-G2 (interfaz) ve M (mitoz) dongiisiinde
tekrarlanir. Hiicre boliinmesini tamamlayan somatik hiicreler Go fazinda kalirlar ve S
fazina gegemezler. Bu agsamadaki bir hiicrede yaslanma telomerik ve telomerik olmayan
yaslanma seklinde iki yolla ortaya cikabilir (92). Telomerik olmayan yaslanma DNA
hasar1, onkojenler ya da mitojenik sinyallerle iliskilidir. Telomerik yaslanma ise
telomerik DNA’da meydana gelen kisalma ile iliskili programli bir siiregtir. Telomerler
belirli bir kritik kisalmaya ulastiginda disfonksiyonal telomer olarak adlandirilirlar.
Disfonksiyonel telomere sahip bir hiicrede M1 (Mortalite Evresi 1) ve M2 (Mortalite
Evresi 2) olmak iizere 2 kontrol noktast vardir; M1 evresinde hiicre dongiisii durur ve
hiicre yaslanmast tetiklenir. Bu evre p53, pRb gibi tiimor baskilayict proteinlerle kontrol
edilir (92). p53 hiicre yaslanmasinin en Onemli diizenleyici molekiiliidiir, hiicre
proliferasyonunu gegici ya da kalici olarak durdurur ya da hiicreyi apoptoza yonlendirir.
p53-p21 yolagi telomer kisalmasinin baslattigit uyar1 ile aktive olur ve hiicreyi
yaslanmaya yoneltir. Telomer boyu bu asamada korunabilirse hiicre yash olarak
varligint siirdiiriir ancak sikline bagimli kinaz aktivitesi de inhibe oldugundan hiicre Go
ya da G: fazindan S fazina gegcemez (Sekil 2—6). Bu durumdaki bir hiicre boliinemez ve
yaglanir (92). M1 evresindeki bir hiicrenin telomerlerinde kisalmanin devam etmesi
halinde hiicre M2 evresine girer. Bu durumdaki somatik hiicrelerde, telomeraz enzim
aktivitesi yok denecek kadar azaldigindan, telomer boyu giderek kisalir. Telomerler
kromozomal devamliligi saglama 6zelligini kayip eder ve hiicre telomer krizi olarak
adlandirilan asamaya girer (92). Bu asama p53’den bagimsizdir, kromozomlarda
kararsizlik ve sonugta hiicre 6liimiine yol agar. Eger M2 noktasinda hiicrenin telomer
boyu stabil bir halde kalirsa, hiicre M2 noktasini asarak oliimsiizlesir ve boliinmeye
devam eder. Bu olay, telomeraz enziminin regiilasyonu ya da yeniden aktiflesmesi

sonucu ortaya ¢ikar. Kanser hiicreleri, M2 evresini asabilen hiicrelerdir (92,1009).
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Sekil 2-6: Hiicre Siklusu

Esey hiicreleri, yavru hiicrelere uzunlugu tam olan kromozomlar1 transfer etmek
zorundadirlar. Bu nedenle esey hiicrelerinde telomeraz aktivitesi siirekli olarak varligini
stirdiiriir, bu hiicreler mutasyona ugrayabilir, fakat yaslanmazlar (16). Bu durum sperm
hiicrelerinin uzun telomer dizilerine sahip oldugunun ve telomer uzunluklarinin
istikrarli bir sekilde korundugunun gosterilmesiyle de dogrulanmistir (110). Kan
hiicreleri gibi somatik hiicrelerde ise telomer uzunlugunun yaslanma ile azaldigi
anlasilmistir. Bu sonuglar, esey hiicrelerinin telomer biitiinliigiinii sagladigini fakat
somatik dokularin bunu yapamadiklarini gostermektedir (16). Cok hiicreli hayvanlarin
evriminde somatik hiicrelerin programli olarak yaslanmasi, bu hiicrelere segici bir
avantaj saglamaktadir. Hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve oliimi kurallara uygun olarak
gerceklestiginden kanser olma riskini azalmaktadir (16,110).

Farkli tiirlerde, degisik hiicre tipleriyle yapilan c¢aligmalarla telomer
uzunlugunun canlilarin yasam siiresinin belirlenmesinde evrensel bir rol oynadiginin
dogrulanmasi, akillara pek cok soruyu getirmistir. "Telomer uzunlugunu arttirarak
sonsuz genclige ve canlilifa sahip olabilir miyiz?”, "Telomer artis1 yapay olarak
saglanirsa, yaslanma, siklig1 yaslanma ile artan hastaliklar ya da kanser onlenebilir

mi?”, "Telomeraz ekspresyonu arttirilarak yaslanma Onlenebilir mi, geriye
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dondiriilebilir mi?” gibi sorulara cevap bulmak {izere deney hayvanlar1 ve hiicre
kiiltiirlinde ¢ok sayida arastirma gergeklestirilmistir. Bu calismalarin bir kisminda,
telomerazin karsinogenezde hiz kisitlayici basamak oldugu ve insan kanserlerinin
bircogunun telomeraz reaktivasyonu ile iligkili oldugu ileri stiriilmektedir (99,100,111).
Diger taraftan, primer fibroblast kiiltiirlerinde ektopik telomeraz ekspresyonunun,
telomer kisalmasina bagli hiicre yaslanmasini 6nledigi ve bu hiicrelerin yasam siiresini
uzattigr ve ayrica hTERT ekspresyonunun neoplastik transformasyona yol agmadigi
bildirilmistir (112). Bu bulgular, telomeraz alt birimlerinin birbirinden bagimsiz
etkilerinin incelendigi ¢alismalar ile telomerazin telomerler disindaki etkilerinin
incelendigi aragtirmalarin baslatilmasimi saglamistir (112,113). Kiyono ve ark.’lar
(114), primer hiicre kiiltiirlerinde telomerazin hiicre proliferasyonun arttirilmasindan
sorumlu tek faktor olmadigini, Hahn ve ark.’lar1 (115) da asirt hTERT ekspresyonunun
kanser olusunu uyarmak i¢in tek bagsina yeterli olmadigini gostermistir. Daha ilging
olarak, fare embriyonik hiicre kiiltlirlerinde asir1 TERT ekspresyonunun telomerlerden
bagimsiz bir etki ile hiicrenin strese karsi direncini arttirdigi ve antioksidan savunma
kapasitesini iyilestirdigi ileri siiriilmektedir (116). Diger taraftan, oksidatif stresin
telomer boyunun kisalmasinda 6nemli bir etken oldugunun gdsterilmesi, antioksidan
uygulanarak telomer boyunun korunmasi/uzatilmasi ¢alismalarina da hiz vermistir. Bu
calismalarda, yirmiden fazla insan fibroblat hattinda telomer kisalma hizi ile antioksidan
kapasite arasinda ters bir iligki oldugu, Gpx, SOD gibi antioksidan enzimlerin telomer
boyunun korunmasinda dnemli role sahip oldugu gosterilmistir (117). Ayrica fenil-t-
biitil nitron gibi radikal tutucularin veya gama-tokotrienol gibi antioksidan etkili
birlesiklerin telomer boyunun kisalmasii yavaslattigi bildirilmistir (117,118). Ancak
antioksidanlarla yapilan ¢aligmalar, antioksidanlarin sadece mevcut telomer boyunun
korunmasma katkida bulundugunu, replikatif yasam siiresinin uzatilmasinda bir
etkilerinin olmadigini ortaya koymustur (117).

Son yillarda telomerazin, telomerden bagimsiz etkilerinin incelendigi ¢calismalar
da dikkat cekmektedir. Bu c¢alismalarin en ilgi c¢eken sonucu, mitokondride
ekstraniikleer bir telomerazin varligmin gosterilmesi ve bu telomerazin hiicrenin
sagkalimi ve oksidatif strese direnci ile iliskili oldugudur (119,120). Telomerazin
katalitik alt linitesi olan hTERT in fibroblastlar1 doza ve zamana bagl olarak oksidatif
strese karsi korudugu ve geri doniisiimlii olarak nukleus disina atildigr bildirilmistir

(121). Haendeler ve ark.’lar1 (122) hTERTin asir1 eksprese oldugu hiicrelerde, nukleus
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disina ¢ikarak mitokondride lokalize oldugunu saptamis. Mitokondriyal hTERT in,
tlimli stres altinda mitokondride superoksit ve peroksit diizeylerinin azaltilmasi,
membran potansiyelinin arttiritlmasi ve mtDNA’nin korunmasinda goérev aldigini ileri
surmiustir.

Telomer uzunlugu, telomeraz aktivitesi ve oksidatif stres ile yaslanma arasindaki
iligkiler konusundaki ¢aligmalar yogunlagarak devam etmektedir. 2009 yil1 Nobel 6diili
de Kromozomlarin Telomerler ve Telomeraz Enzimi Ile Nasil Korunduklar:
konusundaki caligmalarindan dolayr JW Szostak, EH Blackburn ve CW Greider adli
aragtiricilara verilmesi bu konuya gosterilen ilginin ve verilen 6nemin bir ifadesidir

(123).

2.5. YASLANMA UZERINE BESLENMENIN ETKILERI

Heniiz yaslanmay1 tam olarak aciklayabilen bir teori ya da yaslanmay1 Onleyebilen,
durdurabilen veya geri dondiirebilen bir uygulama bulunmamaktadir. Yaslanmada
mitokondriyal teori, hayvan tiirlerinin maksimum yasam siireleri arasindaki farklarin
aciklanmasinda kismen yeterli olmakta, bir yaglanma teorisinin aydinlatmasi gereken
neden-sonug iliskisini tam olarak ortaya koyamamaktadir. Bu durum, mitokondriyal
ROS olusum hiz1 ve oksidatif streste meydana gelen degisikliklerin yaslanma hizini
nasil etkiledigini gosteren ¢aligmalara hiz kazandirmistir. Bu amagcla yapilan deneysel
uygulamalar arasindan besin kisitlamasinin (kalori kisitlamasi), laboratuar kemirgenleri
dahil bir¢ok hayvan tiirlinde ve insanlar dahil primatlarda yaslanmay1 yavaslatan ve
maksimum yasam siiresini uzatan en gii¢lii uygulama oldugu goriilmiistiir (26,27).

Besin yoluyla karbonhidrat, lipit ve proteinden saglanan giinliik toplam kalorinin,
malnutrisyona neden olmadan %25-60 oraninda sinirlandirilmasi olarak tanimlanan
kalori kisitlamasi, ilk kez 1935 yilinda McCay ve ark.’larmin kalori kisitlamasinin
farelerde maksimum yasam siiresini uzattifini gosteren makalelerinde bildirilmistir
(124). Mc Cay ve ark.’lar1, %30 daha az kalori iceren diyetle beslenen iki haftalik erkek
farelerde ortalama yasam siiresinin (919 giin), ad libitum beslenenlere (522 giin) gore
%76 uzun oldugunu saptamiglar. Ayn1 deneysel model sicanlara uygulandiginda bu kez
maksimum yasam siiresinin 969 giinden 1465 giine uzadigini bildirmislerdir (124). Bu
caligmalarin iki 6dnemli sonucu vardir:

1- 1lk defa bir tiirde maksimum yasam siiresinin arttirilmasi basarilmustir.
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2- Kalori kisitlamasi uygulanan si¢anlarin davraniglarinin da saglikli oldugu
gorilmiistir.

Normal beslenen sicanlarin tiimii 1000. giinde oliirken, kalorisi kisitlamasi uygulanan
siganlarin tiiylerinin parlak ve diizgiin oldugu, fiziksel aktivitelerinde bir kayip olmadigi
gbzlenmistir (124). Bugiin mantarlar, solucanlar, bocekler, baliklar, kemirgenler ve
insanlarda kalori kisitlamasinin yaslanmay1 yavaslattigi, tiimii olmasa bile yasliligin en
fazla bilinen biyokimyasal ve fizyolojik parametrelerinde yavaslama saglayarak, yas
ilerledik¢e goriilme sikligi artan hastaliklarin ortaya ¢ikisini geciktirdigi ¢ok sayida
calismayla gosterilmistir (125). Yaslanma mekanizmasinin anlasilmasinda bu bulgular
onemli olmakla birlikte, kalori kisitlamasinin yaslanmay1 geciktirici etkilerinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak aciklanamamistir. Besin
kisitlamasinin, serbest radikallerin olusumunu azaltti§i yoniinde ¢ok sayida bilgi
bulunmaktadir (28-30). Yasa bagli olarak ROS {iretiminde ortaya ¢ikan artis ve/veya
siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzim
aktivitelerindeki azalmalarin besin kisitlamasiyla kismen onlendigi ve bdylece lipit,
protein ve DNA gibi hiicresel makromolekiillerin oksidatif stresden korundugu ileri
stiriilmektedir (28-30). Son yillarda, kalori kisitlamasi1 konusunda kemirgenler 6zellikle
de sicanlarda yapilan c¢aligsmalar, uzun siireli %40 besin kisitlamasinin mitokondriyal
ROS iiretim hizin1 ve hiicresel makromolekiillerde ortaya ¢ikan oksidatif hasar1 beyin,
karaciger, bobrek, kalp ve iskelet kas1 gibi farkli dokularda anlamli olarak azalttigini
gostermistir (126-128). Bu etkilerin dokuya gore degismekle birlikte kisa siireli
uygulamalarda bile ortaya ¢iktigi, 6-7 hafta siireyle %40 besin kisitlamasinin siganlarin
karacigerlerinde mitokondriyal ROS iiretim hizin1 ve 8-OHdG olusumunu azalttigi, kalp
dokusunda ise bu etkilerin ortaya ¢ikmasi i¢in uygulamanin daha uzun siireli olmasi
gerektigi bildirmistir (126-128).

Mitokondridelerde ROS firetimi kompleks I ve 1II’de gerceklesmektedir. Besin
kisitlamas1 uygulamasinin, tiim dokularda substrat olarak piriivat ve malat kullanimi ile
iligkili olarak ROS {iretimini Onledigi, siiksinat ve rotenon kullanimindan bagimsiz
oldugu bildirilmis ve ROS iiretiminin 6zellikle kompleks I’de anlamli olarak azaldig:
gosterilmistir (129). Ayrica, besin kisitlamasimin mitokondriyal oksijen tiiketimini
degistirmeksizin ROS iiretimini azalttig1, bir bagka ifadeyle besin kisitlamasinin uzun
yasam siireli tlirlerde oldugu gibi mitokondriyal solunum zincirinde ROS {iiretimini daha

etkin olarak 6nledigi bildirilmistir (129,130). Son yillarda bazi ¢aligmalar ise besin
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kisitlamasinin ROS {iretimini azaltict etkilerinin mitokondri biyogenezi ile iliskili
oldugunu ve kompleks I dahil tiim elektron transport komplekslerinin miktarinda bir
azalmaya yol agtigini ileri siirmektedir (126,128-130).

Giliniimiizde kalori kisitlamasinin, yasam siiresinin uzamasinda etkin olan tek
uygulama oldugu kabul edilmektir. Ancak, son yillarda 6nce drozofilalarda daha
sonrada bocekler ve kemirgenlerde yapilan ¢aligmalarla bu goriiste bazi degisiklikler
ortaya c¢ikmaktadir. Alinan besin miktarmin kisitlanmasi yerine, spesifik besin
Ogelerinin kisitlanmasmin da yasam siliresinin uzatilmasinda etkin olabilecegi ileri
striilmistiir (28,31,32). Bu amagla yapilan c¢alismalarda, diyete karbonhidrat
eklenmesinin veya kisitlanmasinin yasam siiresini uzatici etkisinin ¢ok az oldugu ya da
aksine kisalttig1, lipit kisitlamasinin ise etkili olmadig1 goriilmiistiir (33-36). Sican veya
farelerde yapilan ¢alismalarda, protein kisitlamasinin ise tipki kalori kisitlamasinda
oldugu gibi yasam siiresini uzattigi (ortalama %?20) ancak bu etkinin kalori
kisitlamasiyla saglanandan (ortalama %40) daha az oldugunu bildirilmistir (28). Baska
bir ¢alismada da, 6-7 hafta siireyle %40 protein kisitlamasi uygulanan siganlarin
karaciger mitokondrilerinde ROS iiretiminin, mtDNA’da 8-OHdG diizeylerinin ve
oksidatif protein hasarinin azaldigi gosterilmistir (37). Protein kisitlamasinin,
maksimum yasam siiresini uzatici etkileri yani sira preneoplastik lezyon ve timdr
olusumunu azaltici etkilere de sahip oldugu gosterilmistir (37). Protein kisitlamasi ile
elde edilen bu bulgular, kalori kisitlamasinin yaglanma hizin1 yavaslatict etkilerinin
yaklasik yarisindan protein kisitlamasinin sorumlu oldugu goriisiiniin ortaya ¢ikmasina
yol agcmistir (28,37,131). Son yillarda, protein kisitlamasinin sagladigi bu etkilerden
sorumlu olabilecek aminoasitlerin belirlenmesine yonelik calismalar baslatilmistir.
Zimmerman (38) ve Richie (39) metyonin kisitlamasinin sigan ve farelerde yasam
stiresini uzattigini, Miller ve ark.’lar1 (40) da yaslanma ile ortaya ¢ikan bir¢cok
degisikligi geciktirdigini saptamislardir. Bu caligmalarda, azaltilan metiyonin miktarini
kompanse etmek amaciyla diyete glutamat eklendiginden, elde edilen sonuclarin
metyonin kisitlamasindan ziyade glutamattan kaynaklandigini diisiindiirmiistiir. Sanz ve
ark.’lar1  (41) metyonin kisitlamast ile birlikte glutamat ilavesi yapildiginda
mitokondriyal O; tiiketiminin arttigini, kalori veya protein kisitlamasi yapildiginda, ya
da glutamat ilavesi yapilmadan metiyonin kisitlamasi uygulandiginda bdyle bir etkinin
olusmadigin1 saptamis ve fazla Oz tiiketiminden glutamatin sorumlu oldugunu ileri

stirmiistiir. Diyetteki bilesenler veya toplam kaloride bir degisiklik yapilmaksizin,
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Wistar sicanlarin 7 hafta siireyle metyonini %40 ve %80 kisitlanmis yemle beslendigi
bir bagka calismada, mtDNA, protein ve lipitlerde oksidatif hasar ve serbest radikal
kacisinin anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (41). Yaslanmada protein kisitlamasi ve

metyonin kisitlamasi konusundaki ¢alismalar artarak devam etmektedir.
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. Ultraspec® 2000 spektrofotometre (Pharmaco Biotech,UK)

. UV transilluminatér ve video kamera Modiil (Vilber Lourmant, Fransa)
. Vorteks Karigtirict (IKA® Works Inc. MS2 minishaker, USA)

. Yatay elektroforez iinitesi ((Thermo EC, UK)

. Yatay Karistirict (Thermo Fisher Scientific, USA)

. ImageJ goriintii analiz programi (National Institutes of Health, US)

Istatistik Paketi) (IBM, US)
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. SPSS 16.0 (Statistical Packages for the Social Sciences- Sosyal Bilimler icin


http://en.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
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3.2. KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELER
Kullanilan tim kimyasal malzemeler Sigma —Aldrich (US) ve ROCHE Aplied Science

(Germany) firmalarindan saglanmustir.

1. Agaroz 17. Guanidin-HCI

2. Akrilamid/Bisakrilamid 18. Hidroklorik asit (HCI)
3. Alblimin 19. Lopeptin

4. Amonyum kloriir 20. Luminol

5. Aprotinin 21. Lusigenin

6. Asetik asit 22. Maleik asit

7. Bisikonik asit ¢ozeltisi (BCA) 23. Potasyum bikarbonat

8. Bloklama maddesi 24. Potasyum fosfat

9. Bromfenol mavisi 26. Sitrik asit

10. Digitonin 27. Sodyum hidroksit

11. Dinitrofenilhidrazin (DNPH) 28. Sodyum kloriir

12. Etanol (%95) 29. Sodyum asetat

13. Etidyum bromiir 30. Sodyumdodesil siilfat
14. Etil asetat 31. Triklorasetik asit

15. Etilendiamintetraasetikasitdihidrat (EDTA) ~ 32. Tris (hidroksimetil)
aminometan (Tris baz)

16. Fosfatla tamponlanmis %0,9’luk NaCl
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3.3. YONTEM

Calismamiz, 1.U. Hayvan Etik Kurulu’nun 13.10.2006 tarihli ve 53 sayil1 karari ile
onaylanmasin1 takiben 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmistir. Calismamizda kullanilan siganlar 1.U. Deneysel Tip ve Arastirma
Enstitiisti’den (DATAE) saglandi ve hedeflenen g¢alisma siiresi boyunca DATAE

hayvan laboratuvarinda beslendikten sonra yine burada sakrifiye edildi.

3.3.1. Deney Hayvanlart Hazirlanmast ve Calisma Protokolii

Calismamizda 15 tane 4 aylik ve 30 tane 12 aylik olmak iizere toplam 45 Wistar Albino
cinsi erkek sigan kullanilmigtir. Dort aylik siganlar 4 ay siire ile normal sigan yemi (NY)
ile beslendi. 12 aylik siganlar rastgele 15 siganlik iki gruba ayrildiktan sonra birinci
gruptaki sicanlar 4 ay silireyle NY ile beslenirken, diger sicanlar ayni siirede metyonin

hari¢, proteini %40 kisitlanmis sican yemi (PKY, %12 protein iceren yem) ile

beslenmistir.
Wistar Albino cinsi
erkek sigan
(n=45)
4 Aylik 12 Ayhik
(n=15) (n=30)
4 ay ‘ 4 ayl 4 ayl
Normal sican yemi Normal Proteini
sican yemi kisitlanmis
8 AYI K (n=15) si¢can yemi
yi —_— (n=15)
16 Aylik -y
16 Aylik

Calismamizda kullanilan yemler MP Biomedicals, OH, USA firmasindan temin edilmis
ve igerikleri Tablo 3-1 ve Tablo 3-2’de verilmistir. Farkl igerikteki yemlerin verilmesi
disinda tiim siganlara ig¢ebildikleri kadar su verildi ve siganlar ¢alisma siiresince yasam
dongiilerine uygun olarak 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlikta, 22 C° oda 1sisinda

tutuldular.
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Tablo 3-1 Normal sican yeminin icerigi (Katolog no MP-905453)

Icerik

Kalori

Kazeinden elde edilmis azot
DL-Metyonin

Siikroz

Misir nisastasi

Alfasel (Besinsel degeri olmayan kiitle)
Misir yagi

Kolin bitartarat

Mineral karigimi (g/kg mineral karisima)

Kalsiyum fosfat
Sodyum kloriir
Potasyum sitrat
Potasyum siilfat
Magnezyum oksit
Mangan karbonat
Demir sitrat
Cinko karbonat
Bakar karbonat
Potasyum iyodiir
Sodyum selenit
Potasyum siilfat
Siikroz

Vitamin karigimi (g/kg vitamin karisimi)

Tiamin hidrokloriir
Riboflavin

Pridoksin hidrokloriir
Nikotinik asit
D-Kalsiyum pentotenat
Folik asit

D-Biotin
Siyanokobalamin (B12 )
Retinil palmitat (A)
DL-a-Tokoferol asetat
Kolekalsiferol (D3)
Menakinon (K2)
Siikroz

Miktar

3.86 kcal/g yem
%20.0

%0.3

%50.0

%15.0

%5.0

%5.0

%0.2

%3.5

500.00 g
74.00 g
220.00 g
52.00 g
24.00 g
3.50¢
6.00 g
1.609
0.30g
0.01g
0.01g
0.55¢
118.00 g
%1.0

069
0.6¢g
0.7¢g
3.0g
1649
0.2¢g
0.02g
0.001¢g
1649
20.0¢
0.25¢g
0.005¢g
9729¢
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Tablo 3-2 Metyonin harig, proteini %40 kisitlanmis sican yeminin icerigi (Katolog no MP-

960368)
Icerik Miktar
Kalori 3.86 kcal/g yem
Kazeinden elde edilmis azot %12.0
DL-Metyonin %0.3
Siikroz %25.2
Misir nisastasi %47.0

Alfasel (Besinsel degeri olmayan kiitle) %5.0

Misir yagi %7.0

Mineral karisimi (g/kg mineral karigimi ) | %3.5
Kalsiyum fosfat 500.00
Sodyum klorid 74.00
Potasyum sitrat 220.00
Potasyum siilfat 52.00
Magnezyum oksit 24.00
Mangan karbonat 3.50
Demir sitrat 6.00
Cinko karbonat 1.60
Bakir karbonat 0.30
Potasyum iyodiir 0.01
Sodyum selenit 0.01
Potasyum siilfat 0.55
Siikroz 118.0

Vitamin karisimi (g/kg vitamin karisimi)  %1.0
Tiamin hidrokloriir 0.64¢g
Riboflavin 0.6g
Pridoksin hidrokloriir 0.7¢9
Nikotinik asit 3.0¢
D-Kalsiyum pentotenat 169
Folik asit 0.2¢g
D-Biotin 0.02¢g
Siyanokobalamin (B2 ) 0.001 ¢
Retinil palmitat (A) 169
DL-a-Tokoferol asetat 2009
Kolekalsiferol (D3) 0.25¢g
Menakinon (K3) 0.005¢g

Stikroz 972.9¢
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Yem uygulamasia baglamadan 6nce ve yem uygulamasi sonlandiktan sonra
sicanlar tartilarak viicut agirliklar: tespit edilmistir. Calisma stiresince si¢anlarin giinliik
tiikkettikleri yem miktar1 kayit edilmistir. Siganlar, tiiylerinin kalitesi, parlaklig1 ve kaybi
ile fiziksel aktiviteleri a¢isindan ayni1 arastirmaci tarafindan gozlemlenmistir.

Dort ay siire ile normal sigan yemi veya proteini kisitlanmis sican yemi ile
beslenen siganlar bu siirenin sonunda eter anestezisi ile uyutulduktan sonra servikal
dislokasyon yontemiyle sakrifiye edilmistir. Sicanlarin g6giis kafesi agilarak kanlari
intrakardiyak yolla uzaklastirildiktan sonra karaciger ¢ikarilmis ve soguk %0,9’luk
NaCl ile yikanmistir. Cikarilan dokular tartildiktan sonra porsiyonlara boliinerek sivi

azot i¢inde dondurulmus ve deneylerin yapilacagi giine kadar —80°C’de saklanmustir.

3.3.2. Karaciger Dokusunda Yapilan Incelemeler

Siganlarin  karaciger dokusundan hazirlanan homojenatlarda ve mitokondri
fraksiyonunda siiperoksit ve peroksit salinimi, protein karbonil diizeyleri, telomeraz
aktivitesi tayin edilmistir. Karaciger dokusundan genomik ve mitokondriyal DNA izole
edilerek genomik DNA’da, oksidatif DNA hasar gostergesi olan 8-OHdG diizeyleri ve
telomer uzunlugu, mitokondriyal DNA’da ise sadece 8-OHdAG diizeyleri tayin

edilmistir.

3.3.3. Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasi
Karaciger dokusu daha sonra uygulanacak yonteme uygun olacak sekilde hazirlanan
tamponla Potter-Elvenhjem homojenizatorii ile buz iginde homojenize edilerek %10’luk

homojenet hazirlanmistir.

3.3.4. Karaciger Dokusundan Mitokondri Eldesi

Mitokondri fraksiyonu soguk kosullarda hazirlanmis %10°luk karaciger homojenatindan
hazirlanmistir. Homojenat 4°C’de, 700xg’de 10 dk santrifiij edilerek kaba partikiiller ve
hiicre ¢ekirdeginin ¢okmesi saglanmistir. Daha sonra siipernatantin 4°C’de, 12000xg’de
20 dk santrifiij edilmesiyle elde edilen pellet ¢alismanin daha sonraki asamalarina

uygun olacak sekilde resiispande edilerek kullanilmistir.
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3.3.5. Karaciger Homojenati ve Mitokondride Siiperoksit Saliniminin
Tayini

Karaciger homojenati ve mitokondri 6rneklerinde siiperoksit salinimi lusigenin (9,9'-Bis
N-metilakridinyum nitrat) kaynakli kemiliiminesansin 6l¢iilmesine dayanan bir metodla
tayin edilmistir. Lusigenin ortamdan bir elektron alarak, lusigenin katyon radikaline
doniistir, bu katyon radikali de biyolojik sistem tarafindan olusturulan O2*" ile reaksiyona
girerek stabil olmayan bir lusigenin dioksietan ara iriinii olusturur. Dioksietanin
dekompozisyonu ile elektronik olarak uyarilmis durumdaki iki molekiil N-metil akridon
aciga cikar. Metodun prensibi bu N-metil akridonun bazal durumuna doénerken
olusturdugu 1s1manin kemiluminometre ile 6l¢iilmesine dayanmaktadir (132).
Ayrraclar:

1- Calisma ayiract (): 70 mM siikroz, 220 mM mannitol, 2 mM HEPES, 2.5 mM
KH2PO4, 0.5 mM EDTA, %0.1 BSA igerecek sekilde hazirlanarak pH 7.4°¢
ayarlandiktan sonra 100 mL’ye tamamlandi.

2- Lusigenin ¢ozeltisi; 5 uM

3- HRP; 10 pg/mL

4- Siiksinat ¢ozeltisi; 6 mM

Islem:

0.5 mg protein icerecek sekilde sulandirilan homojenat ve mitokondri o6rneklerine
toplam hacimleri 200 uL olacak sekilde; 0.1 mL ¢alisma ayiraci, 10 pg/mL HRP (Horse
Radish Peroxidase) ve 5 uM lusigenin pipetlendi. Mikroplak luminometreye
yerlestirilerek bir dakika arayla toplam 5 dakika bazal peroksit olusumu kaydedildi.
Daha sonra tiim 6rneklere 6mM siiksinat eklenerek bir dakika arayla toplam 5 dakika
uyarilmis peroksit olusumu kaydedildi. Bes dakika siiresince kaydedilen 6l¢timlerden
elde edilen grafigin “egri alt1 alan1” (EAA) sayim noktalariin integrali alinarak EAA
degeri asagidaki formiil kullanilarak hesapladi. Sonuglar rélatif 151k birimi/mg doku

olarak ifade edildi.

EAA = At[(y1/2)+y2+y3+yn1t+(yn/2)]
At: Zaman aralig1
n: Olgiim noktalarmin toplam sayist

Y1, ¥2..... Yn:: Uyarilmis ve uyarilmamis 6l¢tim degerleri arasindaki fark
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3.3.6. Karaciger Homojenati ve Mitokondride Peroksit Saliniminin
Tayini

Karaciger homojenat1 ve mitokondri 6rneklerinde peroksit salinimi luminol (5-amino-
2,3-dihidro-1,4-fitalazindion) kaynakli kemiliiminesansin oOlgiilmesine dayanan bir
metodla tayin edilmistir. Metodun prensibi, luminoliin H2O/peroksidaz sistemi
tarafindan tek elektron oksidasyonuna ugramasiyla olusturulan luminol radikali daha
sonra O2’1 O2*’ne indirger. Olusan O2°* bagka bir luminol radikaliyle reaksiyona girerek
stabil olmayan bir luminol endoperoksit olusturur. Luminol endoperoksitin
dekompozisyonu ile N2> ve aminofitalat ac¢iga cikar (Sekil 3-1). Elektronik olarak
uyarilmis durumda Ki bu aminofitalatin bazal durumuna donerken olusturdugu 1s1manin

kemiluminometre ile dl¢lilmesine dayanmaktadir (132).

NH, ©
_ NH N N .
tek e NH N y *+H
oksidasyonu

Luminol NH, O NH, OH
0

QH (# 1]

0, Luminolin keto-snol tautomeri N
Luminol Radikali 0: uminoliun Keto-endol taltomeriZasyon ve IyoniZasyonu

\H, Y NH, ©
. . N ‘_"\.
Luminol Endoperoksit Cﬁ{ GQJ‘I
I OH OH
Aminofitalat + N, Luminol Radikali Luminol Endoperoksit
{uyarilmig)
NHA
COr
Foton (hv)
COOH
Aminofitalat .
{bazal durumda) Aminofitalat

Sekil 3-1: Luminol ile olusan kemiluminesans reaksiyonlari
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Ayrraclar:

1- Calisma ayiraci; 70 mM siikroz, 220 mM mannitol, 2 mM HEPES, 2.5 mM KH2POs,
0.5 mM EDTA, %0.1 BSA igerecek sekilde hazirlanarak pH 7.4’e¢ ayarlandiktan
sonra 100 mL’ye tamamlandh.

2- Luminol ¢ozeltisi; 5 uM

3- Horse Radish Peroxidase (HRP); 10 pg/mL

4- Stiksinat ¢ozeltisi; 6 mM

islem:

0.5 mg protein icerecek sekilde sulandirilan homojenat ve mitokondri orneklerine
toplam hacimleri 200 uL olacak sekilde; 0.1 mL ¢alisma ayiraci, 10 ug/mL HRP ve 5
uM luminol pipetlendi. Mikroplak luminometreye yerlestirilerek bazal peroksit
olusumu bir dakika arayla toplam 5 dakika kaydedildi. Daha sonra tiim 6rneklere 6mM
stiksinat eklenerek bir dakika arayla toplam 5 dakika uyarilmig peroksit olusumu
kaydedildi. Bes dakika siiresince kaydedilen dl¢imlerden elde edilen grafigin “egri alti
alam” (EAA) sayim noktalarmin integrali alinarak EAA degeri asagidaki formiil

kullanilarak hesapladi. Sonuglar rélatif 11k birimi/mg doku olarak ifade edildi.

EAA = At[(y1/2)+y2+Ys+yna1t+(yn/2)]

At: Zaman aralig1
n: Ol¢iim noktalarinin toplam sayist

Y1, ¥2..... Yn:: Uyarilmis ve uyarilmamis 6l¢tim degerleri arasindaki fark

3.3.7. Karaciger Homojenati ve Mitokondride Protein Karbonil
Diizeyinin Tayini

Protein karbonil diizeyi, karbonillenmis protein gruplarinin 2.4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH) ile reaksiyonu sonucu olusan hidrazonlarin spektrofotometrik olarak tayinine

dayanan bir yontemle 6l¢iilmiistiir (133).
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Ayrraclar:

1. Homojenizasyon tamponu (pH 7.4): 41.1 mL 0.5 M KoHPO4 ve 8.9 mL 0.5 M
KH2PO4 karistirarak hazirlanan fosfat tamponu 10 kez dilue edilerek igine %0.1
digitonin, 40 pg/mL PMSF, 5 pg/mL I6peptin, 5 pg/mL aprotinin ve 1 mM
EDTA eklenerek homojenizasyon i¢in kullanildi.

2. 20 mM Fosfat tamponu (pH 7.4): 0.5 M fosfat tamponu 25 kez dilue edilerek 20
mM fosfat tamponu hazirlandu.

3. 6 M Guanidin-HCI: 57.31 g guanidin 20mM fosfat tamponu (pH:7.4) i¢inde
¢oziilerek pH’1 derisik HCl ile 2.5 ayarlandi ve 100 mL’e tamamlandi.

4. 10 mM Dinitrofenilhidrazin (DNPH): 198 mg DNPH 2.5 M HCI iginde
¢Oziilerek hazirlandi.

5. %10’luk TCA (v/v) ve %20’luk TCA (v/v)

6. Absolii Etanol/Etil Asetat (1:1) (v/v)

7. Alblimin standarti: Sigir serum albiimini 0.25, 0.5, 1 ve 2 mg/mL olacak sekilde
guanidin-HCl i¢inde ¢oziildii.

islem:

Karaciger 6rnekleri homojenizasyon tamponu i¢inde homojenize edilerek 10 ml
%S5’lik karaciger homojenati hazirlandi. Elde edilen homojenatin 5 mL’si
mitokondri elde edilerek mitokondriyal protein karbonil diizeyi tayininde
kullanilirken kalan1 homojenatta protein karbonil diizeyi tayininde kullanildi.
Mitokondri 6rnekleri ve homojenatlar {izerine 4 mL DNPH eklendi. Her 6rnek i¢in
ayri hazirlanan kor tiiplerine ise ayni miktarda 2.5 M HCI eklendi, kor ve deney
tiipleri her 15 dk’da bir vortekslenerek oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra
tim tiiplere 5 mL %20’lik TCA eklenerek buz iginde 10 dk bekletildi ve +4 °C
3000xg’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak pellet tizerine 4 mL
%10’luk TCA eklenerek karistirildi ve ayni kosullarda tekrar santrifiij edildi. Pellet
tizerine 4 mL absoli etanol/etil asetat eklendi ve santrifiij edildi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi. Son agamada pelletlerin tizerine 2 mL 6 M Guanidin-HCI eklenerek 37
°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 3000xg’de 5dk santrifiij
edilerek olusan renk her 6rnegin kendi kor tiipiine kars1 365 nm’de okundu.
Orneklerin protein igerigi, kor tiipler 280 nm’de okunduktan sonra albiimin ile

hazirlanmis standart egri kullanilarak saptandi. Orneklerin protein karbonil igerigi
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ekstinksiyon katsayis1 (e= 22000 MZ*cm™) kullanilarak hesaplandi ve nmol/mg

protein olarak ifade edildi.

3.3.8. 8-OHdG Diizeyi Tayini

Karaciger genomik ve mitokondriyal DNA’larinda 8-OHdG diizeyi yarismali ELISA
prensibine dayanan ticari kit ile tayin edilmistir (Northwest Life Science Specialties,
USA Katolog No NWK-80OHDGO02). Hidroliz edilerek hazirlanmis DNA Ornekleri,
enzimle isaretlenmis antijen igeren ¢alisma ayraci ile ayni zamanda deney ortamina
eklenir ve iki antijenin (8-OHdG), kuyucuga baglh antikora baglanmak {izere yarigmasi
saglanir. Belli bir siire sonunda baglanmayan antijenler yikanarak uzaklastirilir. Daha
sonra, antikora baglanan enzimle isaretli antijenin miktarin1 belirlemek iizere ortama
substrat eklenerek olusan renk degisikliginin siddeti 450nm’de okunur. Hidroliz
edilerek hazirlanan DNA Orneklerinde 8-OHdG mevcutsa, kuyucuklardaki 6zgiil
antikora bu 8-OHdG baglanacagindan ornekteki 8-OHdG miktariyla uyumlu olacak
sekilde daha az renk degisikligi olusur. Substratin olusturdugu renk degisikligi,
dolayisiyla elde edilen absorbans degeri DNA 6rneginde bulunan 8-OHdG miktar ile
ters orantilidir. Ornekteki 8-OHdG konsantrasyonu logaritmik standart egri kullanilarak
hesaplanir.

Deney 3 asamada ger¢eklesmistir:

A- Genomik ve Mitokondriyal DNA nin Izolasyonu

B- Genomik ve Mitokondriyal DNA nin Hidrolizi

C- 8-OHdG Diizeyinin ELISA kit ile tayini

A- Genomik ve Mitokondriyal DNA’nin izolasyonu

DNA, hiicrelerin lizis soliisyonu yardimiyla par¢alanmasi sonucu serbestlesen DNA,
RNA ve protein karisimindan proteinler tuzla ¢oktiiriildiikten sonra DNA’nin elde
edilmesine dayanan tuzla ¢oktiirme yontemiyle izole edilmistir (134-136).

Ayiraclar

1.PBS: 1,15 g Na 2 HPO 4, 0,2 g KH 2 PO 4, 8g NaCl ve 0,2 g KCI bidistile suda
¢oziilerek pH’1 7.4°¢ ayarlandi ve 1000 mL’e tamamlandi. Otoklavlandikdan sonra, oda
sicakliginda muhafaza edildi.

2.Lizis tamponu: 0.5 M Tris-HCI (pH 8.0), 20 mM EDTA, 10 mM NacCl, 0.5 mg/mL

proteinase K icerek sekilde taze hazirlandi.
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3.%1 Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢6zeltisi: 1g SDS tartilarak bidistile su ile 100 ml’e
tamamlandi. 0.45 pm’lik filtreden siiziilerek, oda sicakliginda muhafaza edildi.

4.6M NaCl ¢ozeltisi: 35.06 g NaCl tartilarak bidistile su ile 100 ml’e tamamlandi.
Otoklavlandikdan sonra, oda sicakliginda muhafaza edildi.

5.Etanol (%96 ve %70°lik)

islem:

Karaciger Ornekleri Potter-Elvenhjem homojenizatorii ile PBS i¢inde homojenize
edilerek %10’luk karaciger homojenati hazirlandi. Homojenatlar +4°C’de, 700xg’de 10
dakika santrifiij edilerek kaba partikiillerin ve hiicre ¢ekirdeginin ¢okmesi saglandi.
Pellet genomik DNA izolasyonu i¢in kullanildi. Siipernatant +4°C’de, 10000xg’de 20
dakika santrifiij edilerek mitokondri fraksiyonu elde edildi ve mitokondriyal DNA
izolasyonu i¢in kullanildi.

Genomik DNA izolasyonu i¢in hazirlanan pelletler ve mitokondri 6rnekleri iizerine 3
mL lizis tamponu eklenerek 37°C ‘de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
orneklerin tizerine 2 mL 6M NaCl eklenerek 10 dk 55°C’de bekletildikten sonra 30dk
5000xg’de santrifiij edildi ve siipernatant bir baska steril tiipe aktarildi. Protein
kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla bu islem 3 kez tekrarlandi. Siipernatant tizerine 2
hacim soguk %96’lik etanol eklenerek DNA goriiniir hale gelene kadar tiip alt-iist
edildi. Goriiniir hale gelen DNA bir pipet ucu ile alindi, %70’lik alkol ile yikandiktan
sonra yeni bir tiipe aktarild1 ve agik hava da kurutulmaya birakildi. Daha sonra DNA
bidistile suda ¢oziildii ve Nanodrop Ozellikte bir spektrofotometre ile 280 nm’de
absorbansi okunarak DNA konsantrasyonu pg/mL olarak belirlendi ve galigilincaya
kadar -80°C’de saklandu.

B-Genomik ve Mitokondriyal DNA’min Hidrolizi

Ayiraclar:
1. 200 mM Sodyum asetat ¢ozeltisi: 0.820 g sodyum asetat bidistile suda ¢oziildii
ve 50 ml’ye tamamlandi.
2. 1 M Tris-HCI tamponu: 6.055 g tris bidistile su ile ¢oziilerek, pH’1 derigik HCI
ile 8.5’e¢ ayarlandi ve 50 mL’ye tamamlandi. Otoklavlandikdan sonra, oda
sicakliginda muhafaza edildi.

3. Niikleaz P1: 300 U/mL olacak sekilde hazirlandi.
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4. Alkalen fosfataz: Img/mL olacak sekilde hazirlandi.
Islem:
200 ug DNA igeren ornek tizerine 15uL sodyum asetat ¢ozeltisi ve 6 U niikleaz P1
eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rnek iizerine Tris-HCI
tamponu ve 2 U alkalen fosfataz eklendikten sonra 1 saaat 37°C’de inkiibe edildi.
Biiylik molekiil agirlikli biyomolekiilleri ortamdan uzaklastirmak ig¢in tiim &rnekler

10000 Da’luk filtreden gegirilerek 8-OHdG diizeyi tayini igin hazir hale getirildi.

C--OHdG Diizeynin ELISA kit ile Tayini

Ayrraclar:

1. Standart ¢ozelti: 0.125, 0.25, 0.5, 1, 4 ve 10 ng/mL konsantrasyonlarinda
saflagtirilmis SOHAG kullanilarak standart seri olusturuldu.

2. Primer antikor: Fareden elde edilmis monoklonal 8OHAG antikoru Kit
prospektiisiinde belirtilen sekilde PBS ile sulandirildu.

3. Sekonder antikor: HRP ile bagli anti fare antikoru kit prospektiisiinde belirtilen
sekilde PBS ile sulandirildi.

4. TMB substrati: 3,3',5,5'tetrametilbenzidin, H2O> /Sitrat/PBS igeren dilusyon
tamponu ile kit prospektiisiinde belirtilen sekilde sulandirildi.

5. Yikama tamponu:

6. Durdurma ¢ozeltisi: 1 M fosforik asit

islem:

8-OHdG ile kaplanmig kuyucuklara 50 pL hidroliz edilmis DNA 6rnekleri ve primer
antikor yiiklendi ve +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiim
kuyucuklar yikandi ve ortama 100 uL HRP ile bagh sekonder antikor eklenerek oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Yikama igleminden sonra orneklerin {izerine 100 pL
TMB substrati eklendi, 15 dk inkiibasyonu takiben ortama durdurma ¢ozeltisi eklendi
ve olusan renk 450 nm’de ELISA okuyucusunda kor’e karsi okundu. Ornekteki 8-
OHdG konsantrasyonunun kit prospektiisiinde belirtilen sekilde hazirlanan logaritmik

standart egri kullanilarak saptandi. Sonuglar ng/mL olarak ifade edildi.
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3.3.9. Telomeraz Aktivitesi Tayini

Karaciger 6rneklerinin telomeraz aktivitesi telomerik tekrar amplifikasyon protokoliine
(TRAP) dayanan ticari bir fotometrik ELISA kiti ile (TeloTAGGG Telomerase PCR
ELISA PLUS kiti, Roche Applied Science, Germany Katolog N0;12013789001) tayin
edilmistir. Telomeraz enziminin telomerik tekrar dizilerini (TTAGGG) biotin isaretli
sentetik P1-TS primerinin 3’ucuna eklemesini takiben elongasyon tiriinleri P1-TS ve P2
primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi ve 216 baz ¢ifti
iceren liriin elde edildi. PCR iiriinii telomerik tekrar dizilerine 6zgiin olan digoksigenin
isaretli problarla hibridize edildikten sonra olusan {iriin streptavidin kapli kuyucuklara
pipetlendi. Caligma ortamina Anti-DIG-HRP konjuge antikor ve peroksidaza 6zgiin
substrat eklenerek inkiibe edilmesini takiben reaksiyon durdurularak, olusan iiriin 450

nm’de ELISA okuyucuda okundu (Sekil 3-2).

P1-TS
- >
1. Asama @ ) et >
-+ |
P2 2. Asama
ELISA v
o
biotin o
& _ > o o
(me— Cm— 09 O ©
p3 B py H =
digoksigenin
3.Asama 4. Asama

Sekil 3-2: Telomeraz aktivitesi tayininin sematik gosterimi

Tim islemler kit kitapgiginda belirtilen sekilde ve Kit igeriginde saglanan ayiraglar ile

ireticinin 6nerdigi sekilde 4 asamada gerceklestirildi.

A- Karaciger homojenatinin hazirlanmasi
B- TRAP reaksiyonunun gergeklestirilmesi

C- Telomerik dizilerin elektroforetik olarak ayristirilmasi ve goriintiilenmesi
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D- Telomeraz aktivitesinin ELISA yontemi ile tayin edilmesi

A- Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasi

30 mg karaciger dokusu steril bir kap iizerinde parcalandiktan sonra iizerine 200 pL
soguk lizis tamponu eklenerek Potter-Elvenhjem homojenizatorii ile buz iginde
homojenize edildikten sonra 30 dk buz iizerinde inkiibe edildi ve +4 °C’de 20 dk
16000xg’de santrifiij edildi. 175 mL slipernatant temiz bir tiipe aktarilarak BCA
yontemi ile protein igerikleri tayin edildi ve ornekler daha sonraki asamalar

gergeklestirilinceye kadar siv1 azotta dondurulduktan sonra -80°C’de saklandh.

B- TRAP Reaksiyonu

Ayrraclar:

1. DNaz icermeyen RNaz ¢ozeltisi

2. Reaksiyon karisimi (2x): Biotinlenmis telomeraz substrati (P1-TS), primer 2 (P2),
niikleotid ve Taq DNA polimeraz igeren ¢ozelti.

3. Internal standard (1S): 216 bp’lik DNA dizisi igeren ¢ozelti.

4. Pozitif kontrol: 0.001 amol/uL

Islem:

Telomeraz: inaktive ederek her 6rnegin negatif kontroliinii hazirlamak igin 6 pg
protein igeren drneklere DNaz igermeyen RNaz eklenerek 30 dk siire ile 37°C’de inkiibe
edildi. Negatif kontroller, kit icerigindeki pozitif kontroller ve 6 pug protein igeren
orneklere 25 puL reaksiyon karisimi ve 5 pL internal standart pipetlendi ve toplam deney
ortami1 niikleaz igermeyen su eklenerek 50 pL’e tamamlandi. Tiim tiipler PCR cihazina
yerlestirilerek 30 dongiiliik reaksiyonlar, 94°C’de 30 sn, 50°C’de 30 sn, 72°C’de 90 sn
olacak sekilde gerceklestirildi.

C-Telomerik Dizilerin Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ile Ayristirilmasi ve

Giimiis Boyama Teknigiyle Goriintillenmesi

Calismanin bu asamasi TRAP reaksiyonunun etkin sekilde gerceklestigini kontrol
etmek amaciyla kit ireticileri tarafindan 6nerilmekteydi. Bu asamada alt1 niikleotidlik

telomer dizileri PAGE ile ayristirildi ve glimiis boyama ydntemi ile boyanarak
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goriintlilendi. Her 6rnek icin yeterli miktarda PCR iirliniiniin olustugu goriildiikten sonra

ELISA asamasina gegildi. (Sekil 3-3) (137-139).
Ayrraclar:

1. Stok akrilamid-bisakrilamid ¢6zeltisi (%30): 29 g akrilamid ve 1 g bisakrilamid 60
ml bidistile suda ¢oziildii ve 100 ml’ye tamamland.

2. TAE Tamponu (Tris-asetik asit-etilen diamin tetra asetat tamponu, 10x): 48.4 gr Tris-
baz, 11.42 ml glasiyel asetik asit iizerine 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) eklenerek 1
litreye tamamlandi. 120C°’de 15 dk otoklavlandikdan sonra elektroforez tamponu
olarak kullanildi.

3. Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS): 100 mg APS steril tiipde 1 ml’ye tamamlandi.

4. N,N,N’,N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED) ¢ozeltisi:

5. Yikkleme Tamponu: %0.25 bromofenol mavisi ve %30 gliserol icerecek sekilde

hazirlandi.

6. DNA marker (0.5 mg/ml): 8-587 bp araliginda farkli biyiikliikte 22 DNA dizisi
igeren ¢ozelti.

7. Sabitleme ¢ozeltisi: %10 asetik asit ¢ozeltisi, 10 ml glasiyel asetik asit bidistile su ile
100 ml’ye tamamlandi.

8.Glimiis nitrat ¢ozeltisi: 100 mg AgNOs lizerine 500ul %37’lik formaldehit eklenerek
bidistile suyla 100 ml’ye tamamlandi.

9. Goriintiileme ¢ozeltisi: 25 g NaCOs, 2 mg NaxS203 ve 100ul %37’lik formaldehit
bidistile suyla 1000 ml’ye tamamlandi.

10. Durdurma ¢ozeltisi: 2 g glisin ve 0.5 g EDTA bidistile suyla 100 mI’ye tamamlandi.

islem:

Bir erlen mayer i¢inde 4 ml stok akrilamid-bisakrilamid ¢6zeltisinin tizerine 2.5 ml TAE
tamponu, 4.5 ml bidistile su eklendi. Kullanilmadan hemen 6nce bu ¢ozeltiye 50 pl APS
ve 10 pul TEMED Kkatilarak %12’lik jel hazirlandi. Iyice temizlenerek hazirlamis iki cam
plak arasina jel yavasca dokiildii ve jel ylizeyinin diizgiin olmasmin saglamak iizere
iisttine n-butanol konuldu ve jel polimerize olmasini takiben n-butanol uzaklastirildi.
Polimerize olan jelin iizerine, bir erlen mayer icinde karistirilan 1.5 ml stok akrilamid-
bisakrilamid ¢6zeltisi, 2.5 ml TAE tamponu, 6 ml bidistile su ile kullanilmadan hemen

once katilan 50 ul APS ve 10 ul TEMED igeren %4.5’1uk iist jel dokiildi. Kuyucuklari
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olusturmak {izere ist jele taraklar yerlestirildikten sonra polimerize olmasi beklendi.
Daha sonra cam plaklar elektroforez tankina yerlestirildi ve tanka 10 kez sulandirilmig
TAE tamponu (1XTAE) eklendi. Tarak st jelden dikkatlice ¢ikarilarak kuyucuklara,
esit hacim yiikleme tamponuyla sulandirilmis 5 pl kesim iiriinii veya marker yiiklendi.
Ornekler, iist jelden alt jele gecene kadar 80 voltda 1 saat, alt jele gectikten sonra 120
voltda 2.5 saat siireyle yiiriitiildii. Ayrilan DNA bantlar1 giimiis boyama teknigi ile
goriintiilendi. Bu amagla PAGE sonucu elde edilen jel 30 dk sabitleme ¢ozeltisinde
bekletildikten sonra 5 dk siireyle 3 kez bidistile suyla yikandi. Jel, giimiis nitrat
cozeltisine alinarak 30 dk bekletildi ve tekrar 5 dk siireyle 3 kez bidistile suyla yikandi.
Daha sonra goriintli olusuncaya kadar (2—-5 dk) jel goriintiilleme ¢6zeltisinde bekletildi.
DNA’nin sar1 zeminde kahverengi-siyah bantlar (Sekil 3-3) halinde goriilmesinden

sonra jel durdurma ¢6zeltisine alinarak ¢alismanin bir sonraki asamasina gegildi.

A B C D ™M

Sekil 3-3: DNA bantlarinin giimiis boyama teknigi ile elde edilen goriintiisii.

M: Marker; A ve C: Ornekler; B: Pozitif kontrol; D: Negatif kontrol

D-Telomeraz Aktivitesinin ELISA Yontemi ile Tayini
Ayiraclar:

1. Denatiirasyon ¢ozeltisi

2. Hibridizasyon tamponu T

3. Hibridizasyon tamponu IS
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4. Yikama ¢Ozeltisi

5. Anti-DIG-HRP: Koyundan elde edilmis HRP bagli poliklonal antikor
6. 3,3",5,5 -tetramethylbenzidine (TMB) substrat ¢ozeltisi

7. Durdurma ¢ozeltisi:

Islem:

Tim ornekler ve pozitif kontroller i¢in 2.5 pLL PCR iirtinii iki ayr1 tiipe pipetlendikten
sonra tzerlerine 10 uL denatiirasyon solusyonu eklendi ve 10 dk siire ile oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ornek ve pozitif kontrol tiiplerinin birine ve negatif
kontrollere hibridizasyon tamponu T, 6rnek ve pozitif kontrollerin diger tiiplerine ise
hibridizasyon tamponu IS eklenerek karistirildi. Kitin 6nerdigi pipetleme semasina
sadik kalinarak 6rneklerden 100 ul streptavidin kapli kuyucuklarina aktarildi ve 2 saat
stireyle 37°C’de inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda hibiridizasyon ¢ozeltisi tamamen
uzaklastirilarak tiim kuyucuklara 100 ul Anti-DIG-HRP ¢ozeltisi eklendi ve 30 dk
stireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. Anti-DIG-HRP ¢6zeltisi uzaklastirilarak 100 pl
HRP substrat solusyonu eklendi ve 15 dk siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu
stirenin sonunda reaksiyon durdurma ¢ozeltisi ile durdurularak olusan renk 450nm’de
okundu. Rolatif Telomeraz Aktivitesi (RTA) kit prospektiisiinde belirtilen formiille

hesaplandi ve tinite (U) olarak ifade edildi.

RTA = (As—Aso)/As,is x 100 /(Atss — Atss,0)/ATss s
As: Ornek absorbansi

Asp: Ornegin negatif kontroliiniin absorbansi

As,is: Ornegin IS absorbansi

Arsg: Pozitif kontroliin absorbansi

Artsgo: Lizis tamponunun absorbansi

Arsg,is: Pozitif kontroliin IS absorbansi

3.3.10. Telomer Uzunlugunun Tayini

Karaciger orneklerinin telomer uzunlugu Southern Blot teknigine dayanan ticari kitle
tayin edilmistir (TeloTAGGG Telomere Length Assay kiti, Roche Applied Science,
Germany Katolog No; 12 209 136 001). Bu teknigin ilk asamasinda genomik DNA



49

izole edilerek restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. Bu islem sonucu, telomerik
olmayan DNA kiiclik parcalara ayrilirken kesim enzimleri tarafindan taninmayan
telomerik DNA biitiinliigiinii korudu. Elde edilen tiriinler jel elektroforezi ile ayrildiktan
sonra naylon bir membrana transfer edilmek iizere blotlandi. Transfer edilen DNA
pargalar1 telomerik tekrar dizileri i¢in spesifik digoksigenin (DIG) isaretli problarla
isaretlenerek DIG spesifik antikorla inkiibe edildi. DIG isaretli telomerler uygulama
prosediiriinde belirtildigi sekilde karanlik odada X-1s1n1 film kasetine rontgen filmiyle
beraber yerlestirildi. Bu sayede membrana transfer olan inkiibasyon triinlerinin yaydigi
1stma X-1sin1 filminde bantlar halinde goriintiilendi. Bu bantlarin analizi Bogazigi
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimiinde
Biorad® GS800 Calibrated Densitometer sistemiyle goriintiilendi ve bu sistemdeki

Quantity One 4.6® programi kullanilarak kantitatif tayin yapildi (Sekil 3-4).

DNA Hidrolizi

Kesim Bilgesi

AP SR AL RAVAVAVAVAVAVAVAVIVAVARNS

Telomerik olmayan hilge TTAGGG Tekrarlan

v

Kemilitminesans Goriintileme

Telomer N
probu {_:-._\ CDP-Star
-
S | -(::I
— DIG Anti-DIG-AP

Sekil 3-4: Telomer uzunlugu tayininin sematik gosterimi

Deney, kitin 6nerdigi sekilde 5 asamada gergeklestirildi.

A-DNA izolasyonu
B-DNA’nin enzimatik kesimi ve elekroforezle ayristirlmasi
C-DNA pargalariin naylon membrana Blotlanmasi

D-Hibridizasyon asamasi
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E-Goriintiileme asamasi

A- Genomik DNA izolasyonu
Bu asama kit iireticisinin onerdigi sekilde tuzla ¢oktiirme yontemiyle izole edilmistir

(134-136).

Ayrraclar:

1. Fosfatla tamponlanmis %0,9’luk NaCl (PBS): 1,15 g NaHPO 4 0,2 g KH2PO 4,
89 NaCl ve 0,2 g KCI bidistile suda ¢oziilerek pH’1 7.4’ ayarland1 ve 1000 mL’e
tamamlandi. Otoklavlandikdan sonra, oda sicakliginda muhafaza edildi.

2. Lizis tamponu: 0.5 M Tris-HCI (pH 8.0), 20 mM EDTA, 10 mM NacCl, 0.5 mg/mL
proteinaz K igerek sekilde taze hazirlandi.

3. %1 Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi: 1g SDS tartilarak bidistile su ile 100
ml’e tamamlandi. 0.45 um’lik filtreden siiziilerek, oda sicakliginda muhafaza edildi.

4. 6M NaCl ¢ozeltisi: 35.06 g NaCl tartilarak bidistile su ile 100 ml’e tamamlandi.
Otoklavlandikdan sonra, oda sicakliginda muhafaza edildi.

5. Etanol (%96 ve %70°1ik)

islem:

Karaciger oOrnekleri Potter-Elvenhjem homojenizatorii ile lizis tamponu iginde
homojenize edilerek %10’luk karaciger homojenat1 hazirlandi ve homojenatlar 37°C “de
bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rneklerin iizerine 2 mL 6M NaCl
eklenerek 10 dk 55°C’de bekletildikten sonra 30dk 5000xg’de santrifiij edildi.
Siipernatant, dikkatli bir sekilde bir bagka steril tiipe aktarildi. Protein
kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla bu islem 3 kez tekrarlandi. Siipernatant tizerine 2
hacim soguk %96’lik etanol eklenerek DNA goriiniir hale gelene kadar tiip alt-iist
edildi. Gortiniir hale gelen DNA bir pipet ucu alindi, %70’lik alkol ile yikandiktan sonra
yeni bir tiipe aktarildi ve agik hava da kurutulmaya birakildi. Daha sonra DNA bidistile
suda ¢oziildii ve Nanodrop 6zellikte bir spektrofotometre ile 280 nm’de absorbansi
okunarak DNA konsantrasyonu pg/mL olarak belirlendi ve c¢aligsilincaya kadar -80
°C’de saklandi.
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B-DNA’nin Enzimatik Kesimi ve Elekroforezle Ayristirlmasi

Ayrraclar:

1. Kesim enzimleri: Hinf | ve Rsa I karisimi

2. Kesim tamponu

3. Elektroforez ylikleme tamponu

4. DIG isaretli molekiiler marker: 81-21.226 baz cifti arasinda degisen, farkl
uzunlukta 30 DNA dizisi i¢eren ¢ozelti

5. TAE Tamponu (Tris-asetik asid-etilen diamin tetra asetat tamponu, 10x): 48.4 gr
Tris-baz, 11.42 ml glasiyel asetik asit iizerine 20 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0)
eklenerek 1 litreye tamamlandi. Otoklavlandikdan sonra elektroforez tamponu
olarak kullanildi.

6. 0.25 M HCI ¢ozeltisi: 250uL HCL bidistile su ile 12 mL’ye tamamlandi.

7. Notralizasyon ¢ozeltisi (pH 7.4): 60.55 g Tris-baz ve 175.32 g NaCl bidistile suda
¢oziilerek pH’1 7.5’¢ ayarlandi ve 1000 mL’e tamamlandi. 0.45 um filtreden
stiziilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.

8. Denatiirasyon ¢ozeltisi: 20 g NaOH ve 872 g NaCl bidistile suda ¢oziilerek, 1000
mL’e tamamlandi. 0.45 pum filtreden siiziilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.

islem:

Sican karaciger dokusundan izole edilen 2 pg gDNA iizerine, 20 U/uL olacak sekilde

kesim enzimi karigimi ve 2 puL kesim tamponu eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 4 pL elektroforez yiikleme tamponu eklenerek reaksiyon

durduruldu. Kesim firiinleri ve marker %0.8’lik agaroz jele yiiklenerek TAE tamponu

icinde 100 volt’luk elektrik akiminda yiiriitiildii. Islem sonunda DNA bantlar1 UV-

transilimiinator altinda kontrol edildi ve jelin boyutlar1 cetvel ile dl¢iildii. Marker kismi

kesilerek isaretlenen jel 10 dk 0.25 M HCI ¢ozeltisinde bekletildikten sonra 2 kez

bidistile suyla yikandi, 2 kere 15 dk siireyle denatiirasyon ¢ozeltisinde bekletildi ve 2

kere bidistile suyla yikandi. Daha sonra 2 kere 15 dk siireyle notralizasyon ¢ozeltisinde

bekletilen jel naylon membrana blotlama agamasina hazir hale geldi.
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C- DNA Parcalarinin Naylon Membrana Blotlanmasi

Ayrraclar:

1. Sodyum sitrat-sodyum kloriir ¢6zeltisi (SSC, pH 7.0, x20): 88.2 g Sodyum sitrat ve
175.32 g NaCl bidistile suda ¢oziilerek pH:7.0’a ayarlandi ve 1000 mL’e
tamamlandi. Otoklavlandikdan sonra, oda sicakliginda muhafaza edildi.

2. SSC x2: 20x SSC bidistile su ile 10 kez dilue edilerek hazirlandi.

3. %10 Sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi (SDS): 10g SDS bidistile su ile 100 ml’ye
tamamlandi. 0.45 um’lik filtreden siiziildiikten sonra oda sicakliginda muhafaza
edildi.

islem:

Blotlama islemi kapiller transfer teknigi ile gerceklestirildi. Islemin baslangicinda jel

boyutunda bir naylon membran, 4 blot kagidi, boyutlari jelden 5 cm daha biiyiik bir blot

kagidi ve bol miktarda kagiu hazirlandi. Hazirlanan membranin kdsesi kesilerek kursun
kalemle isaretlendikten sonra membran 5 dk siireyle 2 kez bidistile su ile yikandi, sonra

5 dk siireyle 2 kez SSC ¢ozeltisinde bekletildi. Elektroforez tanki x20 SSC ile

doldurularak biiyiikk boyutlu blot kagidi 1slatild1 ve kenarlar1 tampon ile temas edecek

sekilde tanka yerlestirildi. Blot kagidinin iizerine jel, iistiine ayn1 boyuttaki membran ve
blot kagitlar1 yerlestirildi. En iiste kagit havlular eklenerek, esit basing saglayacak
sekilde agirlik yerlestirildi (Sekil 3-5). Jeldeki bantlarin 1slak blot kagidindaki tamponun
kilcal etkisiyle higbir elektriksel giic harcanmadan membrana aktarilmasi saglamak
izere tankin dstii kapatilarak gece boyu bekletildi. Blotlama isleminden sonra DNA
bantlarinin sabitlenmesi i¢in membranin her 2 yiizii UV altinda 30 sn tutulduktan sonra

80°C’de 2 saat inkiibe edildi.

Kagt haviu
Naylon membran

5
Elot Kagd

_ 20xSSC

Sekil 3-5: DNA parc¢alarinin membrana blotlanmasi isleminin sematik gosterimi
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D-Hibridizasyon Asamasi

Ayriraclar:

1. Prehibridizasyon ¢ozeltisi:

2. Telomer probu: DIG isaretli, telomere 6zgii spesifik prob.

3. Hibridizasyon ¢ozeltisi: Prehibridizasyon c¢ozeltisi {izerine prob eklenerek

hazirlandi.

islem:

Prehibridizasyon islemi i¢in x2 SSC ile 1slatilmig mesh membran igine sarilan membran

hibridizasyon tiipiine yerlestirildi ve iizerine 20 mL prehibridizasyon solusyonu

eklenerek 42 °C’de 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda prehibridizasyon ¢ozeltisi

bosaltildi. Hibridizasyon islemi i¢in 50 pL bidistile su i¢ine pipetlenen 2 uL telomer

probu 95°C’de 10 dk denatiire edildi. Denatiire edilen probun {iizerine 10 mL

hibridizasyon ¢6zeltisi eklendi ve hibridizasyon tiipiiniin igine yerlestirildi. Membran

gece boyunca 42°C’de bu ¢6zelti i¢inde inkiibe edildi.

E-Kemiliiminesans goriintiileme

Ayrraclar:

1.

I. Yikama ¢ozeltisi: 100 uL %210 SDS ve 10 mL x20 SSC bidistile su ile 100
mL’ye tamamlandi.

Il. Yikama ¢ozeltisi: 100 uL %10 SDS ve 1mL x20 SSC bidistile su ile 100
mL’ye tamamlandi.

I11. Yikama ¢ozeltisi: Kit i¢eriginde kullanima hazir olarak bulunmaktaydi.
Maleik asit tamponu: 11,61 g maleik asit ve 8.7 g NaCl bidistile suda ¢6ziilerek
pH 7.5’e ayarlandiktan sonra 1000 mL’ye tamamlandi. 0.45 um’lik filtreden
stizlildiikten sonra oda sicakliginda muhataza edildi.

Bloklama ¢ozeltisi: 10g Blocking maddesi maleik asit tamponu i¢inde ¢6ziildi.
Otoklavlandikdan sonra, +4°C’de muhafaza edildi.

Tesbit ¢ozeltisi: Kit igeriginde kullanima hazir olarak bulunmaktaydi.
Anti-DIG-AP: Koyundan elde edilmis, alkalin fosfataz baglanmis poliklonal
antikorun Fap parcalari

Substrat ¢ozeltisi: Kemiliiminesans substrat
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islem:

Hibridizasyon sonrasi, membran |. yikama ¢ozeltisiyle oda sicakliginda 2 kere 5 dk
stireyle daha sonra 50°C’de Il. yikama ¢ozeltisiyle 2 kez 5 dk siireyle yikandi ve 30 dk
bloklama ¢dzeltisinde bekletildi. Bloklamanin ardindan 30 dk anti-DIG-AP ¢ozeltisinde
bekletilen membran 11l. Yikama c¢ozeltisiyle 2 kere 15 dk siireyle yikandi ve 5 dk tesbit
cozeltisinde bekletildi. Daha sonra hibridizasyon cantasina yerlestirilen membranin
tizerine 3 mL substrat ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Kitin
uygulama prosediiriinde belirtildigi sekilde membran karanlik odada X-igin1 film
kasetine rontgen filmiyle beraber yerlestirildi vel0 dk siire ile filme 151ma yapmasi
saglandi. Transfer olan telomerik DNA pargalarinin yaydigi 1sima X-isin1 filminde
bantlar halinde goriintiilendi. Bu bantlar Biorad® GS800 Calibrated Densitometer
sistemiyle goriintiilendi ve bu sistemdeki Quantity One 4.6® programi kullanilarak
kantitatif tayin yapildi ve telomer uzunluklar1 agagidaki formil kullanilarak hesaplandi.

Sonuglar kilobaz (kb) olarak ifade edildi.

s (OD)

TRF =

s (OD//L)
TRF: Telomer uzunlugu
OD:i: Segilen alanin yogunlugu

Li: Secilen alanin boyu

3.3.11. Protein Diizeyinin Tayini

Alkali kosullarda bakir iyonlarinin peptid baglartyla yaptigi komplekslerin bisikonik
asitle (BCA) olusturdugu menekse mavisi-mor rengin 562 nm’de okunmasi prensibine

dayanmaktadir (140).

Ayrraclar:
1. BCA (pH: 11.25): Sodyum bisinkonat, sodyum karbonat, sodyum tartarat igeren

ticari ¢ozelti kullanildi.
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2. Calisma ayiract: 50 mL bisikonik asit ¢ozeltisine 1 mL %4’lik CuSO4 eklenerek
hazirlandi.

3. Protein standardi: 1 mg/mL’lik stok bovine serum albumin ¢dzeltisi farkli oranlarda
sulandirilarak 100, 200, 400, 800 png/mL konsantrasyonlarinda hazirlandu.

Islem:

Polistren plaklar tizerindeki kuyucuklara 200 pl ¢alisma ayiract ve 10ul sulandirilmig

doku homojenatlar1 veya mitokondri 6rnekleri pipetlenerek 30 dakika 37C°’de inkiibe

edildi ve olusan rengin absorbansi 550nm’de okundu. Orneklerin protein

konsantrasyonlari elde edilen standart egri kullanilarak mg protein/mL olarak

hesaplandi.

3.4. ISTATISTiKi ANALIZLER

Istatistiki analizler SPSS 16.0 for Windows paket programi ile yapildi. Sonuglar
Ortalama + SD olarak verildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov
Smirnov ve Shapira-Wilk testleri ile denetlendi ve normal dagilim gostermediklerinin
tespit edilmesi {izerine istatistiki degerlendirmeler i¢in nonparametrik testler kullanildi.
Coklu grup karsilastirmalart Kruskal-Wallis testi ile yapildi, anlamli sonug elde edilen
parametrelerde ikili karsilagtirmalar Post-hoc Mann-Whitney U testi ile yapildi. p<0,05

anlamli olarak kabul edildi.
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» Calismamin baslangicinda 4 aylik olan siganlar 4 ay siireyle normal yemle

beslenirken 12 aylik si¢anlar iki gruba ayrildi; ilk gruptaki siganlar 4 ay siireyle
nornal yemle beslendi, diger gruptaki siganlar ise ayni siirede proteini %40
azaltilmis yemle beslendi, ancak normal ve proteini kisitlanmis yem ayni
miktarda metyonin igermekteydi. Calismanin sonunda 8 ve 16 aylik olan
sicanlarin  glinlik tiikettiZi yem ve su miktarlar1 ¢aligma siiresince
kaydedilmistir. Farkli yasta olan ve farkli yemlerle beslenen 3 grup sican
arasinda gilinliikk tiiketilen yem miktarlar1 acisindan anlamli  bir fark

saptanmamistir.

Sicanlar, calisma siiresince tliylerinin kalitesi, parlakligi ve kaybi ile fiziksel
aktiviteleri acisindan ayni arastirmaci tarafindan gézlemlenmistir. Takibi yapilan
bu parametrelerde calisma siiresince bir degisiklige rastlanmamistir. Caligma

gruplarindaki sicanlardan higbiri 6lmemistir.

» Normal ve proteini kisitlanmis yemle beslenen siganlarin viicut agirliklari

calismanin baslangicinda ve 4. ayin sonunda, sakrifiye edilmeden 6nce 6l¢iildii.
Sicanlarin ¢alismanin baslangicinda ve 4. aymn sonundaki viicut agirliklar

arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Normal yem (NY) ve proteini kisitlanmis yemle (PKY) beslenen si¢canlarin

calismanin baslangicinda ve 4. aydaki viicut agirhiklar (g), (Ortalama + SD).

4 ayhk-NY 12 ayhk-NY 12 ayhk-PKY
(n=15) (n=15) (n=15)
Baslangic 346 + 35,5 374 £ 42,5 404 + 34,7
4. Ay 367+ 49,7 390 + 45,9 399 + 63,3




57

4.1. KARACIGER HOMOJENATI VE MITOKONDRISINDE SUPEROKSIT

SALINIMI iLE iLGILIi BULGULAR

A- Karaciger Homojenatindan Elde Edilen Bulgular (Tablo 4-2, Sekil 4-1)

» NY ile beslenen siganlarin karaciger homojenatinda siiperoksit salinimi yas

ilerledikce anlamli olarak artmistir. NY ile beslenen 8 ve 16 aylik siganlar
birbiriyle karsilagtirildiginda, 16 aylik siganlarin karaciger homojenatinda

stiperoksit saliniminin %25 daha fazla oldugu saptanmustir.

PKY ile beslenme, ayni yastaki siganlarin karaciger homojenatinda siiperoksit
salinimini anlamli olarak azaltmistir. NY ve PKY ile beslenen 16 aylik siganlar
birbirleriyle karsilastirildiginda, PKY ile beslenen si¢anlarin karaciger

homojenatinda siiperoksit saliniminin %16 daha diisiik oldugu saptanmustir.

4 ay boyunca PKY ile beslenen 16 aylik siganlarla NY ile beslenen 8 aylik
sicanlarin karaciger homojenatinda siiperoksit saliniminin karsilastirildiginda iki
grup arasinda anlamli bir fark olmadigi saptanmistir. Bu durum PKY ile
beslenmenin yas ilerledik¢e siiperoksit salimiminda ortaya ¢ikan artigin

onlenmesinde etkili oldugunu gostermistir.

Tablo 4-2: Dort ay siireyle normal yem (NY) veya proteini kisitlanmis yemle (PKY)

beslenen sicanlarin karaciger homojenatinda ve mitokondrisinde siiperoksit salinim

(rolatif 151k birimi/mg protein), (Ortalama + SD).

8 ayhk-NY | 16 ayhk-NY | 16 ayhk-PKY
(n=15) (n=15) (n=15)
Homojenat 1,49 £0212 | 1,98+4032° | 1,65+ 0,34%
Siiperoksit Salinim
Mitokondri 0,58+018% | 085+0,34° | 0,67+ 028%
Siiperoksit Salinim

Farkl1 harfler anlamlilig1 gostermektedir, p<0,05.
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B- Karaciger Mitokondrisinden Elde Edilen Bulgular (Tablo 4-2, Sekil 4-1)

>

NY ile beslenen sicanlarin karacigerinde mitokondriyal siiperoksit salinimi yas
ilerledik¢ce anlamli olarak artmistir. NY ile beslenen 8 ve 16 aylik sicanlar
birbirleriyle karsilastirildiginda 16 aylik sicanlarin karacigerinde mitokondriyal
siiperoksit salimmmimin 8 aylik siganlara gore %31 daha yiiksek oldugu

saptanmistir.

PKY ile beslenmenin ayn1 yastaki siganlarda mitokondriyal siiperoksit salinimini
etkilemedigi goriilmiistir. NY ve PKY ile beslenen 16 aylik si¢anlarin
mitokondriyal siiperoksit salinimi birbirleriyle karsilastirildiginda iki grup

arasinda anlamli bir fark olmadig1 saptanmistir.

PKY ile beslenme, mitokondriyal siiperoksit saliniminda yas ilerledik¢e ortaya
cikan degisikliklerin onlenmesinde etkili olmustur. PKY ile beslenen 16 aylik
siganlar NY ile beslenen 8 aylik siganlarla karsilastirildiginda, PKY ile beslenen
16 aylik sicanlarin karacigerinde mitokondriyal siiperoksit salinimmin %13 daha

yiiksek oldugu ancak bu farkin istatistiki olarak anlamli olmadig1 saptanmustir.

2,5

15

0,5

a

m Baylk-MY = 16ayhk-NY © 16 ayhk-PKY mEayhk-NY ®16aylik-NY = 16aylk-PKY

A 1,2 B

0.8 — T

0.6 —

0,4 -

02 -

D -

Sekil

4-1: Yaslanma siirecindeki sicanlarda protein kisitlamasinin karaciger

homojenatinda (A) ve Karaciger mitokondrisinde (B) siiperoksit salinimina etkisi

(Ortalama + SD; her grup n=15). Farkh harfler anlamhhg ifade eder (Kruskal-Wallis,

Post-hoc Mann-Whitney U; p<0,05). NY: Normal yem; PKY: Proteini kisitlanmis yem.
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4.2. KARACIGER HOMOJENATI VE MITOKONDRISINDE PEROKSIT
SALINIMI iLE iLGILIi BULGULAR

A-Karaciger Homojenatindan Elde Edilen Bulgular (Tablo 4-3, Sekil 4-2)

» NY ile beslenen siganlarin karaciger homojenatinda peroksit salinimu yas ilerledikge
anlamli olarak artmistir. NY ile beslenen 8 ve 16 aylik siganlar birbirleriyle
karsilagtirildiginda, 16 aylik siganlarin karaciger homojenatinda peroksit saliniminin

%116 daha yiiksek oldugu saptanmustir.

» PKY ile beslenmenin, ayni yastaki sicanlarda karaciger homojenatinda peroksit
salinimini anlamli olarak azalttigi goriilmiistiir. NY ve PKY ile beslenen 16 aylik
sicanlar birbirleriyle karsilastirildiginda PKY ile beslenen si¢anlarin karaciger

homojenatinda peroksit saliniminin %18 daha diisiik oldugu saptanmustir.

» PKY ile beslenmenin, yas ilerledikce karaciger peroksit salmiminda ortaya ¢ikan
artisin dnlenmesinde etkili olmadig1 goriilmiistiir. PKY ile beslenen 16 aylik sicanlar
NY ile beslenen 8 aylik sicanlarla karsilastirildiginda, PKY ile beslenen 16 aylik
sicanlarin karaciger homojenatinda peroksit saliniminin %44 daha yiiksek oldugu ve

bu farkin anlamli oldugu saptanmustir.

Tablo 4-3: Dért ay siireyle normal yem (NY) veya proteini kisitlanmis yemle (PKY)
beslenen sicanlarin karaciger homojenatinda ve mitokondrisinde peroksit salimimi (rolatif

151k birimi/mg protein), (Ortalama + SD).

8 ayhik-NY 16 ayhk-NY | 16 ayhk-PKY
(n=15) (n=15) (n=15)

Homojenat 480+1,14* | 104+ 2,58° | 8,56+ 1,45°

Peroksit Salinim
Mitokondri

4,69 + 1,25° 733+1,21° 6,47 + 2,04°
Peroksit Salinim
Farkli harfler anlamlihig1 gostermektedir, p<0,05.
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B- Karaciger Mitokondrisinden Elde Edilen Bulgular (Tablo 4-3, Sekil 4-2)

» NY ile beslenen siganlarin mitokondriyal peroksit saliimi yas ilerledikge anlamli
olarak artmistir. NY ile beslenen 8 ve 16 aylik sicanlar birbirleriyle
karsilastirildiginda 16 aylik sigcanlarin  karacigerinde mitokondriyal peroksit

saliiminin %56 daha yiiksek oldugu saptanmistir.

» PKY ile beslenmenin ayni yastaki siganlarda mitokondriyal peroksit salmimini
anlamli olarak azalttigi goriilmiistir. NY ve PKY ile beslenen 16 aylik siganlar
birbirleriyle karsilastirildiginda, PKY ile beslenen sicanlarin karacigerinde

mitokondriyal peroksit saliniminin %12 daha diisiik oldugu saptanmistir.

» PKY ile beslenme mitokondriyal peroksit salmiminda yas ilerledikce ortaya cikan
artisin onlenmesinde etkili olmamistir. PKY ile beslenen 16 aylik sicanlar NY ile
beslenen 8 aylik sicanlarla karsilagtirildiginda PKY ile beslenen 16 aylik siganlarin
karacigerinde mitokondriyal peroksit saliniminin %28 daha yiiksek oldugu ve bu

farkin anlamli oldugu saptanmustir.

14 A 9 h . B
b T T
1 5
12
? 4 | —
10 a
I — |
8 5 | I
5 4 +—— | —
- J — | —
4
1 — |
7 - L [
g - o L—— L
W Eayhk-NY B16aylk-NY © 16ayhk-PRY ® & aylik-My 16 aylik-My 16 aylik-PRY

Sekil 4-2: Yaslanma siirecindeki sicanlarda protein kisitlamasmin Kkaraciger
homojenatinda (A) ve karaciger mitokondrisinde (B) peroksit salimimina etkisi. (Ortalama
= SD; her grup n=15) Farkh harfler anlamhihg ifade eder (Kruskal-Wallis, Post-hoc
Mann-Whitney U; p<0,05) NY: Normal yem; PKY: Proteini kisitlanmis yem.
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4.3. KARACIGER HOMOJENATI VE MITOKONDRIDE PROTEIN
KARBONIL DUZEYI iLE iLGIiLi BULGULAR

A- Karaciger Homojenatindan Elde Edilen Bulgular (Tablo 4-4, Sekil 4-3)

» NY ile beslenen siganlarin karaciger protein karbonil diizeyleri yas ilerledikce
anlamli olarak artmistir. NY ile beslenen 8 ve 16 aylik siganlar birbirleriyle
karsilastirildiginda, 16 aylik siganlarin karaciger homojenatinda protein karbonil

diizeylerinin %95 daha yiiksek oldugu saptanmistir.

» PKY ile beslenme aymi yastaki sicanlarda karaciger protein karbonil diizeylerini
anlamli olarak azaltmistir. NY ve PKY ile beslenen 16 aylik sicanlar birbirleriyle
karsilastirildiginda, PKY ile beslenen sicanlarin karaciger homojenatinda protein

karbonil diizeylerinin %34 daha diisiik oldugu saptanmistir.

» PKY ile beslenme, karaciger protein karbonil diizeyinde yas ilerledik¢e ortaya
¢ikan artisin 6nlenmesinde etkili olmustur. PKY ile beslenen 16 aylik si¢anlar, NY
ile beslenen 8 aylik sicanlarla karsilastirildiginda, PKY ile beslenen si¢anlarin
karaciger homojenatinda protein karbonil diizeylerinin %21,6 daha yiiksek oldugu

ancak bu farkin istatistiki olarak anlamli olmadigi saptanmistir.

Tablo 4-4: Dért ay siireyle normal yem (NY) veya proteini kisitlanmis yemle (PKY)
beslenen sicanlarin karaciger homojenatinda ve mitokondrisinde protein karbonil

diizeyleri (nmol/mg protein), (Ortalama + SD).

8 ayhk-NY 16 ayhk-NY | 16 ayhk-PKY
(n=15) (n=15) (n=15)

Homojenat 4,60 + 1,60° 8,98 +2,97 5,87 + 1,99%

Protein Karbonil
Mitokondri

Protein Karbonil
Farkli harfler anlamlilig1 gostermektedir, p<0,05.

3,240,682 6,6 + 1,30° 5,05+ 1,76°
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B- Karaciger Mitokondrisinden Elde Edilen Bulgular (Tablo 4-4, Sekil 4-3)

NY ile beslenen siganlarin mitokondriyal protein karbonil diizeyleri yas ilerledikce
anlamli olarak artmistir. NY ile beslenen 8 ve 16 aylik siganlar karsilagtirildiginda,
16 aylik sicanlarin karacigerinde mitokondriyal protein karbonil diizeylerinin %109

daha yiiksek oldugu saptanmistir.

PKY ile beslenmenin ayni yastaki siganlarda karaciger protein karbonil diizeylerini
anlamli olarak azalttig1 goriilmiistir. NY ve PKY ile beslenen 16 aylik siganlar

birbirleriyle karsilagtirildiginda PKY ile beslenen

siganlarin  karacigerinde

mitokondriyal protein karbonil diizeylerinin %25 daha diisiik oldugu saptanmaistir.

» PKY ile beslenen 16 aylik siganlar, NY ile beslenen 8 aylik sicanlarla

karsilastirildiginda PKY ile beslenen 16 aylik sicanlarin karacigerinde

mitokondriyal protein karbonil diizeylerinin %36 daha yiiksek oldugu ve bu farkin

anlamli oldugu saptanmistir. PKY ile beslenme mitokondriyal protein karbonil

diizeyinde yas ilerledikce ortaya ¢ikan artisin 6nlenmesinde etkili olmamastir.

9.00 B
14.00 A b
| g.00
14 3
12.00 = 7.00 C
10.00 6.00
8.00 —T: 500 S
a . i a _—
6.00 N ————— 4.00
300 T— —
4.00 — L —
200 T— —
2.00 — —
1.00 +—— —
000 — E—
_ ~ _ ~ ) 0.00 —— E—
m 5 aylik-My 16 aylik-my 16 aylik-PEY = 8 aylik-NY 16 aylik-Ny 16 aylik-PKY
Sekil 4-3: Yaslanma siirecindeki sicanlarda protein kisitlamasinin  karaciger

homojenatinda (A) ve karaciger mitokondrisinde (B) protein karbonil diizeylerine etKisi.

(Ortalama = SD; her grup n=15) Farkh harfler anlamhihg ifade eder (Kruskal-Wallis,
Post-hoc Mann-Whitney U; p<0,05) NY: Normal yem; PKY: Proteini kisith yem
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4.4, KARACIGERDE GENOMIK VE MITOKONDRIYAL DNA 8-OHdG
DUZEYLERI iLE iLGIiLi BULGULAR

A- gDNA’dan Elde Edilen Bulgular (Tablo 4-5, Sekil 4-4)

» NY ile beslenen sicanlarin gDNA 8-OHdG igeriginin yas ilerledikce degismedigi
gorilmistiir. NY ile beslenen 8 ve 16 aylik siganlar birbiriyle karsilastirildiginda, 16
aylik siganlarin gDNA 8-OHdG diizeylerinin %21 daha diisiik oldugu ancak bu

farkin anlamli olmadig1 saptanmustir.

» NY ve PKY ile beslenen 16 aylik siganlarin gDNA 8-OHdAG diizeyleri birbirleriyle
karsilagtirildiginda iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigi saptanmistir. PKY ile
beslenme ayni yastaki sicanlarda gDNA’nin 8-OHdG diizeyinin degistirilmesinde

etkili olmamustir.

» PKY ile beslenmenin yaslanma siirecinde gDNA 8-OHdG diizeyleri etkilemedigi
goriilmiistiir. PKY ile beslenen 16 aylik siganlar, NY ile beslenen 8 aylik sicanlarla
karsilastirildiginda PKY ile beslenen 16 aylik si¢anlarin gDNA 8-OHdG
diizeylerinin %31 daha disiik oldugu ancak bu farkin istatistiki olarak anlamli

olmadig1 saptanmustir.

Tablo 4-5: Dort ay siireyle normal yem (NY) veya proteini kisitlanmis yemle (PKY)
beslenen sicanlarin karacigerinde gDNA ve mtDNA 8-OHdG diizeyleri (ng/mL),
(Ortalama + SD)

8 ayhk-NY 16 ayhk-NY | 16 ayhk-PKY

(n=15) (n=15) (n=15)
7,61 £5,482 6,02 +£5,77% 5,24 + 5,842

gDNA 8-OHdG

Farkl1 harfler anlamlilig1 gostermektedir, p<0,05.
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B- mtDNA’dan Elde Edilen Bulgular (Tablo 4-5, Sekil 4-4)

» NY ile beslenen siganlarmn mtDNA 8-OHdG diizeyi yas ilerledikce anlamli olarak
artmistir. NY ile beslenen 8 ve 16 aylik siganlar birbiriyle karsilastirildiginda 16
aylik sicanlarin mtDNA 8-OHdG diizeylerinin %54 daha yiiksek oldugu

saptanmustir.

» PKY ile beslenme aym yastaki sicanlarda mtDNA 8-OHdG diizeylerini anlaml
olarak azaltmistir. NY ve PKY ile beslenen 16 aylik si¢anlar birbirleriyle
karsilastirildiginda, PKY ile beslenen sicanlarin mtDNA 8-OHdG diizeylerinin %56
daha diisiik oldugu saptanmustir.

» PKY ile beslenmenin mtDNA’nin 8-OHdG diizeylerinde yas ilerledikce ortaya
¢ikan artisin 6nlenmesinde etkili olmustur. PKY ile beslenen 16 aylik siganlar NY
ile beslenen 8 aylik siganlarla karsilastirildiginda iki grup arasinda istatistiki olarak

anlamli bir fark olmadig1 saptanmuistir.
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§.00 e 0.8
a

4.00 - | S— 0.8
200 - | — 0.4
ﬂ:l:l | _ - o Dl -_. ——
-2.00 0
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Sekil 4-4: Yaslanma siirecindeki sicanlarda protein kisitlamasimin karacigerde gDNA (A),
MtDNA (B) 8-OHdG diizeylerine etkisi. (Ortalama + SD; her grup n=15) Farkh harfler
anlamhihg ifade eder (Kruskal-Wallis, Post-hoc Mann-Whitney U; p<0,05) NY: Normal
yem; PKY: Proteini kisith yem
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4.5. KARACIGER TELOMERAZ AKTIiVITESI VE TELOMER UZUNLUGU
iLE iLGIiLi BULGULAR

A- Telomeraz Aktivitesi (Tablo 4-6, Sekil 4-5)
» NY ile beslenen 8 ve 16 aylik sicanlar birbirleriyle karsilastirildiginda 16 aylik

sicanlarin telomeraz aktivitesinin 8 aylik siganlara gore %36 daha diisiik oldugu

ancak bu farkin istatistiki olarak anlamli olmadig1 saptanmaistir.

» NY ve PKY ile beslenen 16 aylik sicanlar birbirleriyle karsilastirildigida PKY ile
beslenen siganlarin telomeraz aktivitesinin NY ile beslenenlere gore %17 daha

yiiksek oldugu ancak bu farkin istatistiki olarak anlamli olmadigi saptanmustir.

» PKY ile beslenen 16 aylik siganlar NY ile beslenen 8 aylik siganlarla
karsilastirildiginda PKY ile beslenen 16 aylik siganlarin telomeraz aktivitesinin NY
ile beslenen 8 aylik siganlara gore %22 daha diisiik oldugu ancak bu farkin istatistiki

olarak anlamli olmadig1 saptanmistir.

Tablo 4-6: Dort ay siireyle normal yem (NY) veya proteini kisitlanmis yemle (PKY)
beslenen sicanlarin karacigerinde telomeraz aktivitesi (U) ve telomer uzunluklar1 (kb),

(Ortalama + SD).

8 ayhk-NY | 16 ayhk-NY | 16 ayhk-PKY

(n=15) (n=15) (n=15)
Telomeraz 5,38+1,71% 3,46+ 1,42 4,18+2,7%
Aktivitesi
Telomer Boyu 30,15+9,13% | 19,1 +557° | 23,12 + 8,18

Farkli harfler anlamlilig1 géstermektedir, p<0,05.
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B- Telomer Uzunlugu (Tablo 4-6, Sekil 4-5, Sekil 4-6)

» NY beslenen siganlarin telomer boyunun yas ilerledikge anlamli olarak kisaldig
goriilmistiir. NY ile beslenen 8 ve 16 aylik siganlar birbirleriyle karsilastirildiginda
16 aylik siganlarin telomer boyunun %37 daha kisa oldugu saptanmistir.

» PKY ile beslenmenin ayni yastaki siganlarda telomer uzunlugunun korunmasinda
etkili olmadig goriilmiistiir. NY ve PKY ile beslenen 16 aylik sicanlar birbirleriyle
karsilastirildiginda PKY ile beslenen siganlarin telomer boyunun NY ile
beslenenlere gore %17 daha uzun oldugu ancak bu farkin istatistiki olarak anlamli

olmadig1 saptanmustir.

» PKY ile beslenme yas ilerledikge telomer boyunda meydana gelen kisalmanin
onlenmesinde etkili olmamistir. PKY ile beslenen 16 aylik sicanlar NY ile beslenen
8 aylik siganlarla karsilastirildiginda, PKY ile beslenen 16 aylik sicanlarin telomer
boyunun %23 daha kisa oldugu ve bu farkin anlamli oldugu saptanmustir.

8 A 45 B
a
7 a a 40
2
& bc
20
5
23
4 [—
20 —
_J’ —
15 - 1 —
2 — 10 - I
1 | S— z - o
0 — 0 - —
w8 aylik-NY ® 16 aylik-NY = 16 aylik-PKY m 5 aylk-NY = 16 ayhk-MY 16 aylk-PEY

Sekil 4-5: Yaslanma siirecindeki sicanlarda protein kisitlamasinin karacigerde telomeraz
aktivitesi (A), telomer uzunluguna (B) etkisi. (Ortalama + SD; her grup n=15) Farkh
harfler anlamhhg ifade eder (Kruskal-Wallis, Post-hoc Mann-Whitney U; p<0,05) NY:

Normal yem; PKY: Proteini kisith yem
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Sekil 4-6: NY ve PKY ile beslenen si¢canlarin telomer uzunluklarimin Southern Blot

yontemiyle elde edilen goriintiileri;

1-8; 8 Aylik-NY, 9-14; 16 Aylik-NY, 15-25; 16 Aylik-PKY ile beslenen siganlara aittir. NY: Normal yem, PKY:
Proteini kisith yem
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5. TARTISMA

Memeliler dahil birgok canli tiiriinde yas ilerledik¢e organizmada molekiil, hiicre, doku
ve organ sistemleri diizeyinde lipit, protein ve DNA hasarmin ortaya c¢iktigi ve
yaslanmanin bu hasara bagli gelisen genetik instabilite ile iligkili oldugu saptanmistir
(9). Mevcut bilgiler, yas ilerledik¢e ortaya ¢ikan ve giderek biriken bu molekiiler
hasarin temel belirleyici etkeninin mitokondriyal ROS iiretim hizinin artmasi ve buna
baglh gelisen oksidatif stres oldugunu gostermektedir (9,15). Yaslanmanin 6nlenmesi ya
da yavaslatilmasina yonelik olarak yapilan deneysel uygulamalar arasinda besin
kisitlamasinin laboratuar kemirgenleri dahil birgok hayvan tiiriinde ve insanlarda
yaslanmayi yavaslatan ve maksimum yasam siiresini uzatan en gili¢lii uygulama oldugu
goriilmistir (25,28,141). Besin kisitlamasit uygulanan c¢alismalar incelendiginde
maksimum yasam siiresinin uzatilmasinda en basarili uygulamanin -esansiyel besinler
yeterli olmak kosulu ile- giinlik alinan besin miktarinin azaltilmasi, yani kalori
kisitlamasi1 oldugu saptanmistir (25,28,142). Giinliik alinan kalori miktarinin %40
oraninda azaltilmasinin bir¢ok canli tiirlinde maksimum yasam stiresini yaklasik %40
uzattigr gosterilmistir (28,125). Yasam siiresinin uzatilmasinda kalori kisitlamasiyla
elde edilen bu sonuglarin alinan besinin iceriginden ¢ok, giinliik alinan kalori miktari ile
iligkili oldugu konusunda bir goriis birligi olmasina ragmen, son yillarda ortaya atilan
yeni yaklasimlarla bu durum degismeye baslamistir. Temel besin 6gelerinin giinliik
oraninin degismesinin de maksimum yasam siiresinde etkin olabilecegi ileri stiriilmiistiir
(28,31,32). Gergekten de protein kisitlamasinin kalori kisitlamasiyla elde edilen etkinin
%350’sinden sorumlu oldugu, %40 protein kisitlamasinin BALB/c ve DBA/2f cinsi
fareler ve Fisher 344 ve Wistar cinsi sicanlarda yasam siiresini yaklasik %20 uzattig1
gosterilmistir (28,131,137). Ayrica protein kisitlamasinin, Kalori kisitlamasinda oldugu
gibi, maksimum yasam siiresini uzatmasinin yani sira puberte gecikmesi, biiylimede ve
metabolik hizda yavaslama, hiicresel immiinitede artma ve preneoplastik lezyon
olusumunda azalma gibi etkilere de sahip oldugu gosterilmistir (37). Bazi arastiricilar
protein kisitlamasinin yaslanmay1 yavaglatici etkilerinden metyoninin sorumlu oldugunu
ve protein kisitlamasi yapilmaksizin metyonin kisitlamasi uygulamasinin da aym
etkileri saglayacagim ileri siirmektedir (38-40). Heniiz kisitli sayida olan ¢aligmalarda
%40-80 oraninda metyonin kisitlamasinin mitokondriyal ROS iiretimini, mitokondriden

serbest elektron kacisini, oksidatif mtDNA hasarini azaltti§i ve maksimum yasam
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stiresini uzattigr bildirilmistir (41). Protein kisitlamasinin yaslanma {izerine etkilerini
inceleyen calismalarda giinliik protein miktar1 farkli oranlarda (%40-85 arasinda)
kisitlanmis ve kisitlama oranmi ile maksimum yasam siiresi arasinda pozitif bir iliski
oldugu gosterilmistir (143-148). Ancak alinan protein miktarinin  %42’den  %18’¢
indirilmesinin erkek siganlarin olgunlagmasini yavaslattigr ve yasam siiresini olumsuz
yonde etkiledigi saptanmis ve %40 protein kisitlamasinin yasam siiresinin uzatilmasi,
kompleks I igeriginin, mitokondriyal ROS iiretiminin, oksidatif protein, lipit ve DNA
hasarmin azaltilmasi igin yeterli oldugu bildirilmistir (148).

Diger taraftan besin kisitlamasi uygulanan arastirmalarda uygulama siiresinin de
onemli oldugu bildirilmektedir (149). Gredilla ve ark.’lar1 (150) farkli siirelerde besin
kisitlamas1 uygulanan sicanlarda mitokondriyal ROS iiretimi ve oksidatif hasarin
incelenebilmesi icin karacigerde 6-7 haftalik uygulamanin yeterli oldugunu, kalp
dokusunda ayni etkilerin ortaya konulabilmesi i¢in bu siirenin en az 4 ay olmasi
gerektigini bildirmistir.

Yukaridaki bilgiler 1s181inda olusturdugumuz deneysel ¢alisma modelinde 4 ve
12 aylik Wistar Albino erkek siganlar normal yemle beslenirken 12 aylik bir grup sican
da ayni siire boyunca metyonin hari¢ proteini %40 kisitlanmis yemle beslenmistir.
Yaslanma siirecinde protein kisitlamasinin karaciger dokusunda ROS iiretimi ile
oksidatif protein ve DNA hasarma etkilerini incelemek iizere besin kisitlamasi1 4 ay
siireyle uygulanmistir. NY ile beslenen sicanlarin hem karaciger homojenatinda hem de
mitokondrisinde siiperoksit ve peroksit salinimi ile protein karbonil diizeylerinin yas
ilerledikce anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir.

Calismamizda diger yaslanma ¢alismalari ile uyumlu olarak NY ile beslenen sicanlarin
mtDNA’da 8-OHdG diizeylerinin anlamli olarak arttigi saptanmistir (127,128,149,151).
gDNA 8-OHdG diizeylerinde ise yas ilerledik¢e ortaya c¢ikan bir degisiklik
saptanmamustir (127). Bu bulgu bazi ¢alismalarla uyumlu iken, gDNA 8-OHdG
diizeylerinin arttigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur (128,149). Protein kisitlamasinin
Ol¢iilen parametrelere etkilerini incelemek amaciyla, PKY ile ve NY ile beslenen ayni
yastaki siganlar1 birbiriyle karsilastirdigimizda; PKY ile beslenen siganlarin karaciger
homojenatinda siiperoksit ve peroksit salimmmi ile protein karbonil diizeyleri,
mitokondride ise peroksit salinimi ve protein karbonil diizeyleri anlamli olarak diisiik
bulunmustur. Protein kisitlamasinin ayni1 yastaki siganlarin gDNA’da 8-OHdG

diizeylerini etkilemedigi, mtDNA’da ise anlamli bir azalma sagladig1 goriilmistiir. Elde
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ettigimiz sonuglar protein kisitlamast uygulanan diger c¢alismalarla benzerlik
gostermektedir (130,131,152). Sanz ve ark.’lart protein kisitlamasinin etkilerini
inceledikleri ¢caligmalarinda Wistar cinsi sigcanlart 7 hafta siireyle proteini %40, toplam
kalorisi %8.,5 kisitlanmis yemle beslemisler. Karaciger mitokondrisinde hidrojen
peroksit diizeylerinin, serbest elektron kagisinin ve mtDNA 8-OHdG diizeyleri ile
gDNA 8-OHdG diizeylerinin anlamli olarak azaldigini saptayarak, besinle alinan
protein miktarinin azaltilmasinin karacigerde endojen oksidatif stresin onlemesinde
etkili olabilecegi sonucuna varmislardir (137). Youngman ve ark.’lar1 (131) da 6 ve 12
hafta siireyle %50 veya %75 protein kisitlamasi uygulanan ii¢ haftalik Fischer 344
sicanlarin karacigerinde protein karbonil diizeylerinin anlamli olarak azaldigini ve bu
uygulamanin yaslanmada da etkili olabilecegini bildirmistir. Yedi hafta siireyle %40
protein kisitlamasi uygulanan bir baska caligmada ise, protein kisitlamasinin Wistar
cinsi erkek sicanlarin karaciger mitokondrisinde kompleks 1 ve II igerigini azalttigi,
oksidatif protein hasarini 6nledigi ve hiicre membranlarin1 oksidasyondan korudugu
gosterilmistir (152). Bu ¢aligmalarin hemen hepsi 6-7 hafta siire ile protein kisitlamasi
yapilan ve yapilmayan siganlarin karsilastirilmasina dayanan c¢alismalardir. Diger
taraftan, protein kisitlamasinin yaslanma siirecine etkilerini inceleyen ¢aligmalarda da
daha ¢ok maksimum ve ortalama yasam siiresine etkileri incelenmis, ancak oksidan
parametreler ve oksidatif hasar incelenmemistir. Caligmamizda ise, yaslanma
stirecindeki sicanlara (12 aylik sican) 4 ay siireyle proteini kisitlanmig yem
uygulamasinin oksidan parametreler ve oksidatif hasara etkisi aragtirilmigtir.

Sonuglarimiza gore, PKY ile beslenme yas ilerledikce karaciger homojenatinda
ve mitokondrisinde ortaya ¢ikan siiperoksit artigini 6nlemekte etkili olurken, peroksit
diizeylerine bir etkisi olmadig1 gérilmiistiir. PKY ile beslenme yaslanma siirecindeki
sicanlarin sadece karaciger homojenatinda protein karbonil olusumunu 6nleyici bir etki
gostermis, ancak ayni etki mitokondride saptanamamistir. DNA hasarina etkisinde ise
tam tersi olmus, mtDNA’da yas ilerledik¢e ortaya ¢ikan 8-OHdG artisin1 Onlerken,
gDNA’da boyle bir etki saglamamustir.

Protein kisitlamasinin oksidatif strese etkilerini inceleyen kisitli sayidaki
caligmalarin bir kisminda protein kisitlamasinin oksidatif stresi dnlemedeki olumlu
etkilerinden metyoninin sorumlu olabilecegi goriisiinden yola ¢ikilarak deney
hayvanlarma diger besin Ogelerinin miktar1 degistirilmeden metyonin kisitlamasi

uygulanmistir (39-41,153). Metyonini %40 ve %80 oraninda kisitlanmis yemle 7 hafta
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stireyle beslenen Wistar cinsi siganlarin karaciger dokusunda oksidatif protein ve lipit
hasarinin, serbest elektron kacisinin ve mtDNA hasarinin normal yemle beslenen
kontrollere gore anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (41). Benzer sekilde yapilan bir
baska calismada ise 7 hafta siireyle metyonini %40 kisitlanmis yemle beslenmenin
Wistar cinsi si¢anlarin, karaciger dokusunun yani sira kalp dokusunda da oksidatif
protein ve mtDNA hasart ile peroksit iiretimi ve serbest elektron kagigini anlamli olarak
azalttig1 saptanmistir (39,40). Metyonin kisitlamasi ¢alismalarinin sonucunda genellikle,
metyonin kisitlamasinin kalori kisitlamasinda oldugu gibi solunum zinciri elemanlarinin
radikal olusturma potansiyellerini azaltarak mtDNA ve proteinleri oksidatif hasardan
korudugu gosterilmistir (39-41,153). Bu etkileri nedeniyle yas ilerledikge artan oksidatif
hasardan metyoninin sorumlu olabilecegi, yaslanmay1 yavaslatmak igin kalori ya da
protein kisitlamas1 yerine metyonin kisitlamasi yapilmasinin yeterli oldugu ileri
stiriilmistiir (153). Literatiirde, Caro ve ark.’lar1 (154,155) tarafindan gergeklestirilen ve
caligmamizda yapilan uygulamaya benzer sekilde metyonin kisitlamasi yapilmadan
%40 protein kisitlamasi uygulanan yalnizca iki tane c¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismalarda, 7 hafta silireyle metyonin disindaki tiim aminoasitleri %40 kisitlanmis
yemle beslenmenin yedi haftalik Wistar cinsi si¢canlarin karaciger mitokondrisinde ROS
olusumu ve oksidatif DNA hasarinin onlenmesinde olumlu bir etki saglamadigi,
oksidatif protein ve lipit hasarini ise azalttigi saptanmistir (154,155). Bu arastiricilar
kalori kisitlamasinin yaslanmayi yavaslatici etkilerinin ROS iiretimi ve mtDNA
hasarmin onlenmesi ile iligkili oldugunu ve bu durumun kalori kisitlamasi1 sonucu
diyette azalan metyoninden kaynaklanabilecegini ileri sitirmiislerdir (154,155).
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar, bu calismalarin sonuclarinin bir kismi ile
uyumludur; biz de g¢alismamizda metyonin harig, proteini %40 kisitlanmis yemle
beslenmenin karaciger mitokondrisinde protein karbonil diizeylerini anlamli olarak
azalttigini, siiperoksit salinimimi ise etkilemedigini saptadik. Peroksit salinimi ve
MtDNA 8-OHdG diizeyleri ile ilgili sonuglarimiz ise Caro ve ark.’lariin sonuglarini
desteklememektedir. Bu durum calismalarda kullanilan sicanlarin yast ve yem
uygulama siireleri arasindaki farktan kaynaklanabilir. Caro ve ark.’lar1 metyonin harig,
proteini %40 kisitlanmis yemi yedi haftalik siganlara 7 hafta siireyle uygularken, biz
calismamizda aymi 6zellikteki yemi 12 aylik si¢anlara 4 ay siire ile uyguladik.

Bilindigi gibi, mitotik hiicreler belirli sayida hiicre bdliinmesi yaptiktan sonra

giiclii bir telomeraz uyarisina maruz kalmadik¢a biiyiime ve c¢ogalma yeteneklerini
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kaybederek yaslanirlar. Telomer boyunun kisalmasi genomik instabiliteye yol acarak
kromozom uglarinin fiizyonuna, hiicrenin mitoz ve yenilenme kapasitesinde azalmaya
neden olur. Telomeraz, telomerlerde ortaya ¢ikan bu durumun onlenmesi ve telomer
boyunun korunmasinda en 6nemli belirleyicidir. Bir baska ifadeyle, telomer boyunun
kisalmasi belli bir yasam siiresine sahip canlilarda saatin ilerlemesini gosteriyorsa,
telomeraz aktivitesi bu ilerlemeyi yavaslatan ya da geri dondiiren etkendir. Telomer
boyundaki kisalmalarin kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet gibi bircok hastalik,
yaslanma ve mortalite ile iliskili oldugu gosterilmistir (156,157). Diger taraftan,
DNA’nin telomerik bolgesinin oksidatif hasara diger DNA bolgelerinden daha duyarh
oldugu, oksidatif stresin telomeraz aktivitesi ve telomer uzunlugunu negatif olarak
etkiledigi in vitro ¢alismalarla gosterilmistir (44-46). Kiiltiir ortamina antioksidanlarin
eklenmesinin telomeraz aktivitesinin daha uzun siire devam etmesini sagladigi ve
telomer kisalmasini yavaslattigi bildirilmistir (46). Besin kisitlamasinin telomeraz
aktivitesi ve telomer boyuna etkilerini inceleyen bir ¢alisma ise heniiz mevcut degildir.
Metyonin hari¢ %40 protein kisitlamasinin telomeraz aktivitesi ve telomer boyuna
etkilerini inceleyen bu ilk calismada, protein kisitlamasi1 uygulanan sicanlarin telomeraz
aktiviteleri ve telomer uzunluklarinin normal yemle beslenen akranlarindan farkli
olmadig1 saptanmistir. Telomeraz aktivitesi ve telomer boyunda yas ilerledik¢e ortaya
cikan azalmanin Onlenmesinde metyonin hari¢ %40 protein kisitlamasi olumlu bir
etkide bulunmamustir.

Elde ettigimiz sonuglar, metyonin hari¢ proteini kisitlanmis diyetin yaslanma
stirecindeki sicanlarin karacigerinde, 6zellikle mitokondri fraksiyonunda, protein ve
DNA hasarinin 6nlenmesinde olumlu etkilere sahip oldugunu gostermistir. Reaktif
oksijen bilesiklerinin tiretiminin ve oksidan hasarin énlenmesinde, metyonin digindaki
diger amino asitlerin besinle alinan miktarlarinin azaltilmasmin da 6nemli katkisi

olabilecegi sonucuna varilmaistir.
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