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OZET

Hipoksi-yeniden oksijenlenme siirecinde kalpte ksantin oksidaz enziminin aktive olmasi sebebiyle
giiclii oksidan siiperoksit anyonu iiretimininin arttigi gosterilmistir. Siiperoksit anyonu olusturucu
“ksantin/ksantin oksidaz ” sistemlerin kardiyomiyosit Oliimiinii tetikledigi ve iskemik kalp
hastaliklarina zemin olusturdugu bilinmektedir. X/XO’1n kardiyak etkilerini ve polifenolik bilesiklerin
koruyucu o6zelliklerinin mekanizmalarimi daha iyi anlayabilmek i¢in, bu tezde X/XO ile indiiklenen
oksidatif stres modelinde, iki farkli zeytin yapragi kuru ekstresinin ve zeytin yapragi polifenolik
bilesiklerinin (oleuropein, kersetin ve hidroksitirozol) hiicre canliligi, reaktif oksijen tiirevi (ROS)
olusumu ve sagkalim-6liim siireglerinde rol oynayan hiicre i¢i sinyal proteinleri diizeyindeki etkilerini
H9c2 kardiyomiyositlerde arastirdik. H9¢2 hiicrelerinin X/XO ile uyarilmast ROS olusumunu arttirdi
(DCFDA deneyi) ve hiicre canliligini (MTT deneyi) inhibe etti. Her bir ekstrenin ve polifenolik
bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 ile 6n inkiibasyon, X/XO aracili ROS olusumunu ve hiicre
canliligini anlamli olarak inhibe etti. Western blot analizleri, MAPKAPK-2 ve p44/42-MAPK’m
fosforile formlarinin ve cl-caspase-3 diizeylerinin X/XO muamelesi ile arttigin1 ve fosforile c-jun ve
Hsp27’in diizeylerinin ise azaldigin1 gosterdi. Estreler, kersetin ve hidroksitirozol X/XO ile
indiiklenen p-MAPKAPK-2 ve cl-caspase-3 diizeylerini iyilestirdi. Oleuropein, X/XO ile indiiklenen
p-MAPKAPK-2 diizeylerini inhibe ederken, cl-caspase-3 diizeylerini anlamli olarak etkilemedi.
Hidroksitirozol p-c-Jun diizeylerinde X/XO ile olusan azalmay1 arttirirken, Hsp27 ve p44/42-MAPK
(ERK1/2)’nin fosforile formlarinin indiiksiyonuna neden oldu. Bu g¢alisma sonug olarak oleuropein,
hidroksitirazol ve kersetin igerigi yiiksek polifenolik zeytin yapragi ekstrelerinin, X/XO ile indiiklenen
oksidatif strese karsi hiicre canliligimi iyilestirerek, ROS olusumunu Onleyerek ve sagkalim-6lim
stireclerinde rol oynayan 6zgiin proteinlerin fosforile formlarinin ifadelenme diizeylerini degistirerek
kardiyomiyosit hiicrelerini korudugunu gostermistir.

Bilim Kodu : 1018.2

Anahtar Kelimeler . Zeytin yaprag1 ve Extresi, hiicre canliligi, polifenoller, antioxidant, H9c2,
kardiyomiyositler, quercetin, hidroksitirosol, ksantin/ ksantin oksidaz,
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ABSTRACT

The superoxide anion generating xanthine/xanthine oxidase (X/XO) system has been shown
to induce cardiomyocyte death, which is a hallmark of ischemic heart disease. To better
understand the exact mechanism of the action of X/XO and the effects of polyphenols, in this
thesis we investigated the molecular action mechanism (s) and involved signaling pathways in
the treatment of X/XO-induced oxidative stress with two different olive leaf extract mixtures
and olive leaf polyphenolic compounds, oleuropein, quercetin and hydroxytyrosol in
cardiomyocyte cell line. The stimulation of H9c2 cells with X/XO evoked ROS generation
and inhibited the viability of cells. The preincubation with each extract, oleuropein, quercetin
or hydroxytyrosol partially improved the viability and completely inhibited the generation of
intracellular ROS in X/XO exposed cells. Western blot analysis showed that X/XO led to an
increase in p-MAPKAPK-2, phospho-p44/42-MAPK and cl-caspase-3, but a decrease in the
phosphorilation of p-c-Jun and p-Hsp27. Preincubation with each extract, quercetin or
hydroxytyrosol partially ameliorated p-MAPKAPK-2 and inhibited cl-caspase-3 induced by
X/XO. Oleuropein while inhibited p-MAPKAPK-2, had no effect on cl-caspase-3 in X/XO
exposed cells. Hydroxytyrosol also increased down regulation of a transcriptional target p-c-
Jun and led to overexpression in a protective stress-sensitive protein phospho-p44/42-MAPK
(ERK1/2) and p-Hsp27 in X/XO exposed cells. We concluded from the results of our
experiments that olive leaf extracts including high polyphenol content with oleuropein,
hydroxytyrosol and quercetin provide cardiomyocyte cell protection activity against X/XO-
induced oxidative challenge through recovery and good maintenance of cell viability,
inhibiting ROS production and modulation of signaling proteins related with cell survival and
death.

Science Code :1018.2

Key Words : Olea europaea L, cell viability, polyphenol, antioxidant, H9c2,
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1. GIRIS

Kalp hastaliklar1 diinya genelinde onemli bir saglik problemi olarak énemini korumaktadir.
Kalp hiicrelerinde metabolik stres yaratan faktorler, fizyolojiyi olusturan sinyalizasyon
basamaklarinda bozulmaya, sonraki donemde disfonksiyonlara ve ileri donemde ¢oklu organ
yetmezligi ile sonuglanan komplikasyonlara neden olmaktadirlar. Kardiyak yetmezliklere
bagli hemodinamik bozukluklar morbidite ve erken 6liimlerin 6nemli bir nedenidir. (Isfort ve
digerleri, 2014). Kardiyak komplikasyonlarindan dogan sikintilar1 hafifletmeye yonelik tedavi
stratejileri mevcut olmakla birlikte, komplikasyonlarin olugmasina karsi 6nleyici-koruyucu
ve/veya olusmus hasara karsi rejenerasyonu tetikleyen farmasotik yaklasimlar neredeyse
yoktur. Bu anlamda sentetik olmayan nutrasotikler, nutrasétikler dahilinde degerlendirilen
fitokimyasallar, diger metabolik ve dejeneratif hastaliklarda oldugu gibi kalp sagliginin
stirdiirilmesinde de yiikselen egilim olmaya devam etmektedirler. Kalp kasi harabiyetinin
hiicresel mekanizmalarinda kronik olarak onarilamayan “redoks stres”in neden oldugu
bozulmus sinyalizasyon dikkate alindiginda, redoks homeostaz ile birlikte kardiyomiyosit
metabolizmasint fizyolojik smirlarda devam ettirebilecek ve hiicre canliligini modiile
edebilecek yeni molekiiller kardiyak oliimlerin geciktirilmesi konusunda gelecege umut
tasimaktadirlar (Minamino, 2010; Carlsson, Duker ve Jacobson, 2010; Liu ve digerleri, 2013;

Hastings ve digerleri, 2014).

Bitkisel kaynakli dogal ajanlar olarak zeytin yapragi polifenolik bilesikleri, hiicreyi redoks
hasara kars1 koruyucu ve onarici 6zelliklerinden dolayi, son yillarda, hem deneysel hem de
Klinik arastirmalarin ilgi odagindadir (de Bock ve digerleri, 2013; Lerman ve Lerman, 2013;
Barbaro ve digerleri, 2014). Laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalar, zeytin yapragi standardize
ekstrelerinin ve buradan izole edilmis fenolik yapidaki bilesiklerin (oleuropein,
hidroksitirozol, quercetin, luteolin, rutin, verbaskozid) pankreas beta-hiicrelerini oksidan stres
yaratan ve inflatuvar siiregleri tetikleyen uyaranlara karsi metabolik parametreler, sinyal
molekiilleri ve apoptotik siireglerin kontrolii diizeylerinde korudugunu (Cumaoglu ve
digerleri, 2011 (a), (b), kardiyomiyositlerde karbonil stresle olusturulmaya g¢alisilan hasar

bi¢imlerini 6nledigini (Bali ve digerleri, 2014) ortaya koymustur.



Bu projede, H9c2 sican kardiyomiyoblast hiicre dizilerinde, zeytin yapragi etanolik
standardize kuru ekstresi (> oleuropein) ve bu ekstrenin 6nemli fenolik bilesenleri olan
oleuropein, quersetin ve hidroksitirozol’tin hiicre canliligi, reaktif oksijen tiirevleri-
metabolitleri (ROS) olusumu, ayrica hiicre 6liimii siirecinde inflamatuvar yolaklarla da iligkili
olarak, stres ile aktive olan transkripsiyon faktorii proteinlerin ifadelenmeleri iizerindeki
etkileri, ortamda oksidatif stres olusturan ksantin oksidaz (XO) /ksantin varliginda arastirilmis

ve elde edilen bulgular birbirleriyle kiyaslanmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE VE IiLGILI ARASTIRMALAR

2.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirevleri

Kimyada serbest radikaller eslesmemis elektronu olan atom, molekiil veya iyonlardir.
Orbitallerde eslesmemis elektronlar son derece reaktiftirler, biyokimya ve dogadaki diger
kimyasal siireglerin asil oyuncular1 olarak 6nemlidirler. Pek ¢ok biyolojik siireci diizenleyen
radikaller ile serbest radikaller giivenilir kaynaklarda es anlamli olarak kullanilirlar
(Cheeseman ve Slater, 1993; Halliwell, 2006).

Kimyada serbest radikaller, radikal eklemesi ve radikal substitusyonunda reaktif ara iiriin
olarak olusurlar. Serbest radikaller iceren zincirleme tepkimeler baslica ili¢ ayr1 slirece
ayrilirlar:  baslama, yayilma ve sonlanma. Aerobik hiicrelerdeki serbest radikal
biyokimyasinda en dnemli reaktanlar oksijen, oksijen tlirevleri (siiperoksit, hidroksil gibi),
hidrojen peroksit ve geg¢is metalleridir (Cheeseman ve Slater, 1993). Oksijenin kismi
indirgenmesiyle olusan singlet oksijen, siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikali ve diger aktive olmus oksijen tiirleri, bir baska deyisle reaktif oksijen tiirevleri (ROS)
(Sekil 2.1.) oldukga reaktiftirler, hiicre iginde ¢ok sayida biyolojik molekiilii oksitlerler ve
“redoks sinyalizasyon”a katilirlar. Serbest radikaller ve ROSlar yarilanma omrii ¢ok kisa
molekiillerdir, elektronlar1 hiicredeki diger molekiillere iletip kararli hale gegme
egilimindedirler. Oksijenli serbest radikallerin en Onemlileri olan siiperoksit ve hidroksil

radikali indirgeyici sartlarda molekiiler oksijenden meydana gelir (Droge, 2002).

Oksijen elektron alarak en son suya indirgenir. Oksijene bir elektron eklenmesi sonucu
stiperoksit anyonu (O2- °), iki elektron eklenmesi sonucu hidrojen peroksit, ii¢ elektron
eklenmesi sonucu hidroksil radikali ve en son dort elektron eklenmesi ile su olusur.
Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamak iiriinii olarak aciga
cikar ve olustugu yerden uzaga diffiize olamaz. Dogal oksijen molekiiliiniin baska bir
molekiilden elektron almis hali olan O2- * mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte
nikotinamid adenin dintikleotid (NADH)’1n okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+)’a
okside olmasi ile ve ayrica pek ¢ok oksidaz tarafindan olusturulur. O;" genel olarak anyon
seklinde tarif edildigi halde, ortamin pH’s1 ile iliskili olarak katyon haline doniisebilir. Bu

durumda perhidroksi radikali (HOg¢) adini alir. Siiperoksit, bir serbest radikal olmakla



birlikte, yarilanma omrii kisa oldugu i¢in, dogrudan toksik etkiler olusturmasi fazla 6nem
tasimaz ama H,O, kaynagi ve ge¢is metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasi nedeniyle toksik
ROS’lara doniisiir. Dogal oksijen molekiilii baska bir molekiilden iki elektron alirsa peroksit
olusur. Peroksit iki H" ile birlesirse H,O, olusur. H,O; siiperoksitin SOD ile dismutasyonu
sonucu veya spontan olarak da iiretilebilmektedir. H,O,, siiperoksitin aksine membranlari
gegen, sitozole diffiize olan ve uzun 6miirlii bir oksidan olarak bilinir (Halliwell ve Gutteride,
1984; Valko ve digerleri, 2007; Winterbourn, 2013).

ROS
Radikal olanlar: Radikal olmayanlar:
O Superoksit H-C, Hydrogen peroksit
OH Hydroksil HOCI Hipoklordz asid
RO Peroksil 03 Ozon
RO Alkoksil 10 Tekli oksijen
HO. Hydroperoksil ONOO- Peroksinitrit

Sekil 2.1. Radikal ve radikal olmayan baslica Reaktif Oksijen Tiir(ev)leri (ROS)

Serbest radikal ve oksidatif stres teorisinin kokeni, 19. yiizyilin sonlarina dayanmaktadir. H. J.
H. Fenton’un 1876 yilinda, hidrojen peroksit ile Fe™" iyonlarmin varliginda tartarik asitin
oksidasyonunu kesfi bu yolda atilan ilk adim olarak bildirilmektedir (Fenton, 1876). 1927
tarihinde Binger ve digerleri Oksijenin toksik oldugunu bildirmis olmakla birlikte bu
tarihlerde oksijenin serbest radikaller ile iligkisi heniiz tanimlanmamisti. 1932’de Haber ve
Weis, hidroksil radikalinin, hidrojen peroksit ve siiperoksit ile birlikte bir zincir reaksiyonu ile
suya doniistiginii ortaya koymustur (Haber ve Weiss, 1932). Gilinlimiizde, redoks
biyokimyada, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari hiicrede olusan ROSlarin ¢ogunun,
sitotoksik hidroksil radikalinin olusumundan sorumlu tutulmaktadirlar (Winterbourn, 2013)
(Sekil 2.2).



202._ +2 H E— H:O: +03
M® + 0, — M®-D+ 0,
Fenton M®-D+ H,0, — M® + HO* + OH-

Haber Weiss 0,* +H,0, — O, + HO* + OH-

Sekil 2.2. Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonlart

Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asidler, niikleik asitler, organik asitler,
fosfolipidler ve sekerler ile kolayca reaksiyona girebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu
eksik olan oksijen ile H" (proton)un birlesmesinden olusur. Hiicrede ROS olusturan baslica
yolaklar, mitokondrial elektron transport zinciri, heksoz monofosfat yolu, ksenobiotik
metabolizmasi, fagositik hiicrelerin aktivasyonu, biokimyasal degredasyon reaksiyonlaridir.
NADPH oksidaz(lar), ksantin oksidaz, lipo-oksijenaz, siklo-oksijenaz ve nitrik oksit sentaz
endojen olarak ROS olusumuna neden olan 6nemli enzimlerdir (Sekil 2.3). Ote yandan,
Iyonize ve ultraviyole radyasyona maruziyet, cevresel kirleticiler ve sentetik kimyasallarin
biiyiik bir cogunlugu ROS olustururlar. Ozellikle cevresel kirleticiler ve okside olmus besin
kaynaklar1 ROSlar1 toksikolojik a¢idan 6nemli kilar (Gutteridge ve Halliwell, 2000; Halliwell,
2006).
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Sekil 2.3. Hiicrede ROS olusturan enzimler Ve siiregler.

2.2. Hiicrede Redoks Homeostaz, (Oksidatif/Nitrozatif/Karbonil Stres)

Reaktif oksijen tiir(ev)leri (ROS), aerobik organizma olan insan viicudunda g¢ok sayida
fizyolojik siire¢ dahilinde iiretilmekte ve hiicre i¢inde ¢esitli sinyal iletimi (“sinyalizasyon”,
”signal transduction”, “’signaling”) islemlerine katilmaktadirlar. Normal sartlar altinda, bir
aerobik hiicrenin endojen veya ekzojen oksidanlara veya rediiktanlara verdigi biyolojik
yanitlar “metabolik modiilasyon” ve “adaptasyon” sinirlarinda kalmali ve oksidantlarin
tiretimi antioksidanlar tarafindan dengelenmelidir. Eksojen veya endojen oksidanlara ve
rediiktanlara hiicrenin verdigi yanitlarin sinirlart aslinda “redoks homeostaz1 belirleyen en
onemli faktorlerdir (Sekil 2.4). Hiicrenin oksidan yada rediiktan muameleye verdigi tepki
dengelenme biciminde olmali, hiicredeki oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 fizyolojik
smirlar1 agmamali, hiicreyi “’stres”’e ve ’kaos”a sokacak boyutlara ulagmamalidir. Fizyolojik
siirlarin 6tesinde “oksidasyon”a yada “rediiksiyon”a zorlanan hiicre “redoks stres” altindadir
ve bir siire daha dengeye gelmek ve “redoks homeostaz™ slirdiirmek i¢in ugrassa bile ileriki
donemlerde kaosa girip G2 fazinda boliinmesini durdurarak (senesens), erken “apoptoz’a

yada diger eliminasyon siireclerine (otofaji) siiriiklenir. Hormezis, hiicrenin kisa ve iliml



(yada orta) siddette maruz kaldig1 oksidanlara yada rediiktanlara karsi saglikli bir bigimde
hayatta kalabilme ugrasisinin biitiinsel bir ifadesidir. (Dasari ve digerleri, 2006; Ryter ve
Choi, 2013).

Hucre olumua
Oksidatif Hasar

ROS Olugsumu ‘
| ‘ Oksidan alimi [ ‘

1

Oksidatif Stres

Oksidanlar Adaptasyon
Redoks homeostaz Hormezis Metabolik Modiilasyon
Antioksidan
Savunma Adaptasyon

T

Ekzojen Antioksidanlar
Antioxidant Enzymes

Reduktif Stres

Reduktif Hasar
Hiicre Oluimi

Onarim
Yeniden Yapilanmdirma

Sekil 2.4. Hiicre Canliliginin Siirdiiriilmesinde Redoks Homeostaz ve Hormezis

Redoks homeostazin siirdiiriilebilir olmasi hiicre canliligini, proliferasyonunu, farklilagmasini,
fonksiyonlarmi1 ve Omriinii belirler. Redoks homeostaz’daki bozulma nihayetinde hiicreyi
kaos’a, senesens’e ve Oliime (apoptoz) gotiirlir. Hiicre uzun siireli ve geri doniistiiriilemeyen
’redoks stres” altinda ise erken apotoz ve erken yaslanma goriiliir. Yas alindikga, hiicrede
ROS olusturan metabolik olaylarin artmasi nedeniyle proteinlerde, DNA’da, membranlarda,
organellerde modifikasyonlarin meydana gelmesi, molekiiler hasarlarin olusmasi, hasarl
komplekslerin-makromolekiillerin peroksizomlar ve lizozimler tarafindan
uzaklastirilamamasi, sonrasinda ¢Okmesi-birikmesi ve dokularda kalici bozukluklarin
olusmasi, “’serbest radikal teorisi’ne gore yaslanmanin en 6nemli nedeni olarak bildirilmistir.
[lk kez Dr. Harman tarafindan ortaya konan ve gelistirilen bu bilimsel yaklasim (Harman,
2006), yillar igerisinde “hiicrede sinyalizasyon yikilmasi” agiklamalariyla zenginlesmis ve
aragtirmalarin odagina oturmustur (Vina ve digerleri, 2013; Piotrowska ve Bartnik, 2014; Dai
ve digerleri, 2014).



Oksidatif stres, genel olarak, hiicredeki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi
olarak tanimlanabilir. Oksidatif stres aracili erken apoptoz, doku, organ ve organizma
diizeylerinde erken yaslanmanin 6nemli bir nedeni iken, aslinda organizmay: hasarli-atipik-
zararli hiicre ¢ogalmasinin sonuglarina (6rn: kansere, norodejeneratif hastaliklara,
kardiyovaskiiler bozukluklara vb) kars1 ve (belki de) buna bagli bedensel erken 6liimlere karsi
koruyan 6nemli evrimsel bir mekanizmadir (Rodier ve Campisi, 2011; Mao ve Reddy, 2011;

Ergin ve digerleri, 2013; Bielak-Zmijewska ve digerleri, 2014).

ROS’lar, reaktif olmalar1 nedeniyle, lipidlere, sekerlere, amino asidlere ve proteinlere atak
yaparlar. Bu atak normal sinyalizasyon ve metabolik adaptasyon ile sonuglanmiyorsa, geri
doniistiiriilemiyorsa ve atak sonrasi redoks homeostaz korunamiyorsa giderek toksik etkiler
ortaya cikmaya bagslar: Membranlarda rol oynayan fonksiyonel ve yapisal proteinler
oksitlenir, lipidlerde peroksidasyon artar, sekerlerde glio-oksidayon reaksiyonlar1 sonucu
”Reaktif Karbonil Bilesikleri” (RCCs) meydana gelir ve sonrasinda bu bilesikler proteinler ile

¢oziilmeyen kompleksler olustururlar.

Reaktif oksijen tiir(ev)leri (ROS) gibi reaktif nitrojen tiirevleri (RNS) de olduk¢a reaktif
molekiillerdir ve ¢ok sayida biyolojik siiregte sinyal iletimi molekiilleri olarak rol oynarlar.
Ormn: Nitrik oksit radikali (NOe), siiperoksit ile tepkimeye girerek peroksinitrit (ONOO-)
olusturur. Peroksinitrit, dnemli bir sinyalizasyon molekiilii olmakla birlikte, fizyolojik
olmayan konsantrasyonlarda sitotoksik etkilere neden olur (Valko ve digerleri, 2007).
ONOO-, hiicrede apoptotik siiregleri tetikler. eNOS kenetsizlenmesi durumunda daha fazla
peroksinitrit  dretilir  (Sekil 2.5). Fizyolojik kosullarda eNOS proteini ile BH4
(tetrahidrobiopteridin) diizeyleri arasinda bir denge vardir ve eNOS aktivasyonu NO ve L-
sitriilin olusturur. Oksidan stresin arttigi durumlarda, BH4 diizeyi azalirken eNOS’un
aktivasyonu eNOS kenetsizlenmesi” ve NO yerine siiperoksit olusumuna neden olur

(Kawashima ve Yokoyama, 2004).
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Sekil 2.5. Oksidatif Stres Varliginda Peroksinitrit Olusumu.

RCCs, endojen lipid peroksidasyonu ve karbonhidrat glikasyonu/ glikozilasyonu/ sirasinda
meydana gelirler. Bir baska deyisle, ileri glikasyon son firtinleri (AGEs) ve ileri lipid
peroksidasyon son iiriinleri (ALEs) ‘in prekiirsorleri olarak olusurlar. AGE’ler, proteinler,
lipoproteinler ve/veya nukleik asidlerde bulunan azotlu gruplarin, indirgeyici sekerlerin
karbonil gruplari ile nonenzimatik glikasyonu sonucu olusan heterojen bilesiklerdir. AGEs
uriinleri ilk kez Louis Camille Maillard tarafindan 1912 yilinda tanimlanmistir. Enzimatik
glikasyon ise glikozilasyon olarak adlandirilir. Reaktif dikarbonil prekiirsorlerinin gliko-
oksidasyon ve/veya lipo-oksidasyon iiriinlerinin hiicrelerde birikimi, “karbonil stres” ile
sonuclanir. Pentozidin, argiprimidin, karboksimetil lizin, piralin, glukozpan, hidroimidazolon,
AGEs bilesikleridir. En oOnemlisi, karbonil bilesiklerinin proteinler 1ile yaptiklar
komplekslerin ¢oziinebilir nitelikte olmamalaridir. Okside protein komplekslerinin diizeyi
hiicre yikimmin ve olasi patolojilerin nemli bir gostergesidir. Orn. Lipofusin,
AGEs/ALEs’lerin proteinler ile yaptigi ileri oksidasyon ve ¢apraz baglanma-katlanma
kompleksi yapilardir ve artmisg lipofusin cisimcikleri cilt yaslanmasi, diyabetik

kardiyomiyopati, Alzheimer’s, makiiler dejenerasyon, retinitis pigmentoza, bobrek yetmezligi
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vb hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir (Negre-Salvayre ve digerleri, 2008; Karasu,
2010; Bisceglia ve digerleri, 2011; Ergin ve digerleri, 2013; Nowak, 2013).

Peptid bantlarinin Amino asidlerin
oksidatif bliinmesi dogrudan oksidasyonu
(alfa amidasyon) (Pro, Arg, Lys, Thr)

KARBONIL Okside olmus - y
STRES < [Protein-KarboniI € — [PrOtg;n-ialerml] @
l Kompleksleri ROS Bilesikleri Degredasyon
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Sekil 2.6. Karbonil Stres: Olusmasi ve Sonuglari

Peroksizomal ve lizozomal mekanizmalar ROS aracili protein hasarlarinin onarilmasi ve
okside protein degredasyonu bakimindan esas oyuncudurlar ve redoks homeostazin
stirdiiriilebilir olmasi, hastalik olusturan patolojilerden korunma bakimindan Onemlidirler
(Hohn ve digerleri, 2013).

ROS’lar, ayrica amino asidler, proteinler ve DNA ile dogrudan etkilesmeye girerek de
oksidasyona ve apoptoza neden olurlar (Sekil 2.6.). DNA’da kirilma ve mutasyonlara yol
acarlar. ROS aracili hasarlar inflamatuvar siireclerin en énemli tetikleyicisidir. Ozet olarak,
ROS’larin yukarida sayilan biyomolekiillerde yaptiklari geri doniisiimsiiz degisiklikler ¢ok
sayida patolojinin-hastaligin hiicresel mekanizmasini olusturur.  (Nessar, 2005; Lei ve
digerleri, 2014; Chaudhari ve digerleri, 2014). (Sekil 2.7.)'de mevcut durum sematize

edilmistir.
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Sekil 2.7. Oksidatif/Nitrozatif/Karbonil Stres ve apoptoz iligkisi
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Sekil 2.8. Bozulmus oksijen kullanilabilirligi sonucu hiicrede olusan redoks stres ile iligkili

hastaliklar.
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2.3. Redoks Strese Kars1 Endojen ve Ekzojen Antioksidan Savunma

Hiicreler, oksi-radikallerin dogrudan ataklarina karsi antioksidan enzimler (endojen) ve
redoks dongiiyii destekleyen antioksidan mikrobesleyicileri (ekzojen) kullanir ve ayrica
yukarida da deginildigi gibi, zarar gormiis yap taslarini hizli ve kapsamli bir sekilde onaran
ve/veya degistiren (degrede eden) sistemlere de (mikrozomal ve lizozomal sistemler) sahiptir.
Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlari notralize ederler ki bir baska deyimle
etkisizlestirirler (Halliwell, 2006).

1. Scavenging (temizleme): Oksidanlar1 zayif, daha az zararli bir molekiile ¢evirme seklinde
olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir proton aktararak etkisiz hale getirme seklinde
olan bu etki ekzojen kaynakli antioksidan mikrobesleyiciler yani vitaminler, flavonoidler vb
tarafindan yapilir.

3. Zincir koparma etkisi: Hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini zincir Kkirict
antioksidanlardir.

4. Onarma etkisi (Orn: DNA onarim mekanizmalari) (Tang ve digerleri, 2012).

Stiperoksid Dismutaz (SOD), Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmistir.
mitokondride (Mn-SOD), sitozolde (Cu-Zn SOD) lokalize olmus formlar1 bulundugu gibi,
bakir iceren ve plazmadaki siiperoksit radikallerini metabolize eden vaskiiler endotele bagl
Cu-SOD’ formlari vardir. Metalloprotein olan SOD bir siiperoksit molekiiliinii O, molekiiliine
yiikseltgeyip, diger siiperoksid molekiiliinii H,O;’e indirger.

O, *+0, » +2H" ——— 0, + H,0,

Katalaz, Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflastirilmus, yapisinda Fe*
bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir.
SOD’m olusturdugu H»0,’1 katalaz peroksidazlarla beraber oksijen ve suya parcalar (Sekil

5: 99
1

2.7). Genel bir yaklagimla, diisiik konsantrasyonlarda H,O;’1 ”glutatyon peroksidaz” pargalar,

yiiksek konsantrasyonlardakini ise katalaz donistiiriir.

Indirgenmis glutatyon (GSH), E ve C vitaminlerinin radikal formlarinin geri doniistimiinii
saglar ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon S-transferaz
(GST)’nin katalizledigi reaksiyonlar i¢in substratdir. GPX, H,O, ve lipid peroksitleri temizler
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ve selenyum’u ko-faktor olarak kullanir. GPx her birinde selenosistein igeren 4 alt birimden
olusur. Rediikte glutatyonu yiikseltgerken H>O,’i de suya cevirir ve bodylece membran
lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korur GR, okside olmus glutatyonun (GSSG),
glutatyon’a (GSH) doniisiimiinii katalizler. Glutatyonun, GR ile indirgenmesi reaksiyonu
NADPH kullanir. Heksoz monofosfat yolu NADPH iireten 6nemli bir yolaktir. Diyabet gibi
oksidatif stresin arttig1 patolojilerde NADPH tiiketimi vardir ve bu nedenle NADPH kullanan
(Kulkarni ve digerleri, 2014) glutatyona bagimli sistemin yaglanma ile birlikte yetersiz kaldigi
bildirilmistir (Bao ve digerleri, 2014).

Endojen antioksidan enzimlerin yanisira endojen olarak iiretilen antioksidan 6zellik gosteren

+2 ¢ +35

baska molekiiller de vardir. Orn: Seruloplazmin Fe™ ‘ni Fe™’e ve oksi-Fe+3’iin transferrine
baglanmasini kolaylastirir. Seruloplazmin ferrokidaz aktivitesi gosterir. Transferrin ise
H,0,’den demir iyonu bagimli hidroksil olusumunu inhibe eder. Hidroksil olusumunu inhibe
eden transferin diizeylerinin diyabette azalmis olmas1 diyabetteki oksidatif strese 6nemli katki
yaptig1 bildirilmistir. Ayrica seruloplazmin ve transferin arasinda saglikli kisilerde negatif bir
korelasyon oldugu, ancak diyabette bu korelasyonun bozuldugu da vurgulanmaktadir
(Ceriello, 2006). Melatonin lipofilik bir antioksidan olarak pineal bezden salgilanan timor
olusumunun sinirlandirilmasi, immun sistemin diizenlenmesi, reprodiiktif fonksiyonlarin
kontrolii gibi islev goren bir hormondur. Kanser, nérodejeneratif hastaliklar gibi redoks stres
ile karakterize ¢cok sayida patolojide etkileri ve etki mekanizmalar1 ¢alisilmis olan melatonin
anti-inflamatuvar etkiler gostermektedir. (Bizzarri ve digerleri, 2013; Arushanian ve Naumov,
2013). Klinik ¢aligmalar, ekzojen melatoninin, iskemi/reperfiizyon sonrasi olusan oksidatif

hasara kars1 koruyabildigini gostermistir (Yang ve digerleri, 2014).

Ekzojen antioksidanlar genellikle mikrobesinler dahilinde organizmaya alinirlar hiicre
membraninda ve hiicre icinde etkili olurlar. Bunlar o6zellikle C, E ve A vitaminleri,
karotenoidler, tokoferoller, tokotrienoller, polifenoller, flavonlar, antosiyoninler, flavonoidler
vb grublarda antioksidan etkileri kanitlanmig fitokimyasallardir. Selenyum, bakir, ¢inko gibi
eser elementler, esansiyel yag asitleri ve esansiyel amino asitler de mikrobesleyiciler
kapsaminda ekzojen redoks modiilatorler olarak degerlendirilmektedirler. Nutrigenomik
alanindaki ilerlemeler, besinsel faktorleri ve antioksidan mikrobesinleri sagligin siirdiirtilebilir
kilinmast anlaminda bilimsel arasgtirmalarin odagina tasimistir (Benzie ve Choi, 2013; Ergin

ve digerleri, 2013; Sureda ve digerleri, 2014; Nuhu ve digerleri, 2014; Mocchegiani ve
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digerleri, 2014). Laboratuvarimizda Prof. Karasu tarafindan yiiriitilen arastirmalarda, E
vitamini (Karasu ve digerleri, 1995; 1997 a,b; Pekiner ve digerleri, 2002; Ulusu ve digerleri,
2003; Dogru-Pekiner ve digerleri, 2003; Demiryiirek ve digerleri, 2004; Das-Evcimen ve
digerleri, 2004; Gilines ve digerleri, 2005; Kyselova ve digerleri, 2005; Yiilek ve digerleri,
2007; Skalska ve digerleri, 2008), A vitamini (Zobali ve digerleri, 2002 a, b; Hiinkar ve
digerleri, 2002; Ceylan-Isik ve digerleri, 2007), alfa-lipoik asitin (Kogak ve digerleri, 2000;
Kogak ve Karasu, 2002) ekzojen antioksidanlar olarak metabolik hastalik modellerinde ve
diger in vitro ¢alismalarda hiicre ve farkli doku fonksiyonlarini koruyucu ve/veya restore edici

etkileri kanitlanmastir.

Dogal mikrobesleyicilerin yanisira ¢ok sayida ilacin antioksidan etkileri oldugu yillar
icerisinde kanitlanmigtir. Allopurinol ksantin oksidaz inhibitérii oldugu i¢in {irik asit
olusumunu engelleyen ve hiperiirisemi tedavisinde kullanilan bir antioksidandir. Hem ksantin
oksidaz ve ksantin dehidrogenaz ,hipoksantini ksantine ve ksantini de tirik aside doniistiiriir.
Allopurinol’tin  lipid peroksidasyonunu ve hemoglobin glikasyonunu azalttigi da
bildirilmektedir (Boda, 2011; Miller ve digerleri, 2012). Pentoksifilin, ksantin oksidaz {izerine
inhibitor etkisi olan ve periferik damar hastaliklarinda kullanilan ksantin tlirevi bir ilagtir.
Hidrojen peroksid olusumunu artiran yolaklar1 modiile eder (Nasiri-Toosi ve digerleri, 2013).
Anjiyotensin doniistiiriici enzim inhibitorii antihipertansif bazi ilaglar, statinler, antidiyabetik
metformin’in terapdtik etki mekanizmalarinin temelinde antioksidatif etkileri de yer
almaktadir (Sarath ve digerleri, 2014). Simvastatin ve fluvastatin ile, Prof. Karasu’nun yaptigi
caligmalar, bu bulgular1 desteklemektedir (Ceylan ve digerleri, 2003; 2004; Cumaoglu ve
digerleri, 2011). Antihiperlipidemik ila¢ probukol de onemli bir antioksidandir (Karasu ve
digerleri, 1995; Karasu, 1998).

Esansiyel aminoasitlerinin (Orn. Taurin) (Giiz ve digerleri, 2007) ve esansiyel yag asidlerinin
(Orn. Alfa-linolenik asit) (Karasu ve digerleri, 1995; Ceylan-Isik ve digerleri, 2007)
antioksidan 6zelliklerinden dolay1 oksidatif doku ve organ hasarlarini 6nledikleri saptanmistir

(Saha ve Ghosh, 2012; Zhang ve digerleri, 2013).

Ilging olarak, antioksidanlar, oksidan olmayan ajanlarla indiiklenen apoptoz modellerinde bile
koruyucu etkiler gostermislerdir (Buttke ve Sandstrom, 1994). Ornegin; TNF-alfa gibi

sitokinler ile indiiklenen apoptozis modelinde tiyoredoksin ve N-asetil sistein gibi
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antioksidanlar sitoprotektif etkiler olusturmuslardir ¢iinkii sitokinler ile tetiklenen apoptotik
siireclerde hiicrenin redoks kapasitesinin oksidasyon lehine kaydigi onemli bir bulgudur
(Chang ve digerleri, 1992; Malorni ve digerleri, 1993; Matsuda ve digerleri, 1991; Mayer ve
digerleri, 1994).

2.4. Kardiyovaskiiler Patolojide Redoks Stresin Rolii ve Antioksidatif Yaklasim
Endotel disfonksiyonu:

Genel olarak vaskiiler tonus ve koroner arterlerin toniisii, trombosit adezyonu, inflamasyon,
fibrinoliz ve vaskiiler proliferasyon, endotel hiicreleri tarafindan salgilanan lokal mediyatdrler
(NOe, PGI,, ET-1 gibi) tarafindan diizenlenerek vaskiiler homeostaz korunur (Hirase ve Node,
2012). Endotel fonksiyonunun bozulmasi bu olaylar1 olumsuz etkileyerek kardiyovaskiiler
risk olusturur (Bian ve digerleri, 2008). Endotel disfonksiyonu, kontraktilite artigina ve
hipertansiyona neden olur ve mikro- ve makro-anjiyopatinin en énemli nedenidir (Karasu,
1997; Karasu, 1998; Karasu, 2000; Karasu, 2010; Yannoutsos ve digerleri, 2014). Son
gelismeler, oksidatif stresin vaskiiler disfonksiyonun major nedeni oldugunu ve kronik stres
durumunda endotel hiicrelerinin koruyucu fenotiplerini kaybedip proinflamatuvar molekiiller
sentezleyerek erken apoptoza gittiklerini gostermistir. Reaktif oksijen metabolitleri, NOe,
inaktivasyonunu hizlandirarak vazomotor fonksiyonu bozarlar hatta superoksit’in ortamda
yiiksek oldugu durumlarda her ikisi hizlica birleserek toksik peroksinitrit olugturur (ONOO-)
(Karasu, 2000; Zobali ve digerleri, 2001). Esansiyel hipertansiyonda gozlenen vaskiiler
anormalliklerin temelinde oksidan stres aracili endotel disfonksiyonu yatar (Sudano ve
digerleri, 2011; Schulz ve digerleri, 2011). Endotele bagli vaskiiler hasarda hiicre adezyon
molekiili-1 (VCAM-1), hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve monosit kemotaktik
protein-1 onemli rol oynar. Sayilan faktérler ROS ve redoks stres varliginda endotel
hiicrelerinden  biliylime  faktorlerinin  sekresyonunu  hizlandirarak  endotel  hiicre
proliferasyonuna yol acar ve apoptozu hizlandirir. O nedenle son yillarda, terapdtik miidahale
stratejileri olarak NO donorleri, NO olusturan ilaglar, eNOS yeniden kenetleyicileri
(recoupling), cGPM diizeyini arttirilmasi, guanilat siklaz aktivatorleri’nin yani1 sira ROS
diizeylerine, redoks dengesizlige asir1 protein oksidasyonuna, tamir mekanizmalarinin
rejenerasyonuna olanak taniyacak ajanlarin kesfine yonelinmistir (Risbano ve Gladwin,

2013). Bu baglamda NADPH oksidaz (NOX) inhibitorlerinin kesfi icin yogun arastirmalar
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vardir (Dikalov ve Ungvari, 2012). NOX’lar ROS olusumunu arttirarak vaskiiler endotel
hiicrelerde ve kardiyak hiicrelerde hasar ve disfonksiyona neden olmaktadirlar Sekil 2.9.

(Dikalov ve Ungvari, 2013).
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Sekil 2.9. Mitokondriyal ve sitoplasmik ROS ataginin neden oldugu stres ve kardiyovakiiler

hastalik olusturan hipertansif vaskiiler degisikliklerin mekanizmalari

Laboratuvarimizin yiriittiigii arastirmalarda, antioksidan etkili dogal ya da sentetik
bilesiklerin, deneysel diyabet ile indiiklenen oksidatif stres ve kolaylastirilmis yaslanma
modelinde, endotel kaynakli endojen etkili faktorlerin diizeyini koruyarak ya da restore
ederek vaskiiler toniisii ve kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 diizenledikleri in vivo ve in vitro
caligmalar ile ortaya konmustur. Bu ¢alismalarda, antioksidanlar, sadece vaskiiler kontraktilite
ve endotel fonksiyonlarini diizeltmekle kalmamis dokuda antioksidan enzim diizeyleri,
metabolik parametreler ve ileri oksidasyon triinleri diizeylerini de iyilestirmistir (Karasu ve
digerleri, 1997 (a), (b); Karasu, 1998; Karasu, 1999; Kocak ve digerleri, 2000; Kogak ve
digerleri, 2002; Zobali ve digerleri, 2002; Ceylan-Isik ve digerleri, 2007). Bu ¢alismalar
benzeri ¢ok sayida deneysel arastirma ile desteklenmistir. Bazi yeni ornekler su sekilde
Ozetlenebilir: Bitkisel polifenolik antioksidan “curcumin”, kadmiyumla indiiklenmis oksidatif

stres modelinde hipertansiyona kars1 vaskiiler fonksiyonlar1 korumustur (Kukongviriyapan ve
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digerleri, 2014). Benzer bigimde “Resveratrol” endotele-bagimli gevsemeleri arttirmaktadir
(Gordish ve Beierwaltes, 2014). “Katesin” deneysel diyabette arterlerde ortaya ¢ikan yapisal
ve fonksiyonel bozukluklari diizeltmistir (Bhardwaj ve digerleri, 2014)

Ateroskleroz

Ateroskleroz i¢in risk faktorleri olan hiperlipidemi, diyabet, hipertansiyon, sigara ve yaslanma
gibi etkenler, endotel, vaskiiler diiz kas hiicresi, kardiyomiyosit ve makrofajlarda ROS
tiretimini arttirirlar (Li ve digerleri, 2014). Bu ROS’lar baslangigta strese adaptasyon yaniti
olarak antioksidan enzim proteinlerinin ekspresyonlarin1 uyarsalar bile bir siire sonra
aterogenez siirecini baglatan ve hatta ilerlemesinde rol alan birgok hiicresel olay1 baslatirlar.
Bunlar arasinda, adezyon molekiilii ekspresyonunun artmasi, vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonu ve migrasyonu, endotelde apoptoz, lipidlerin oksidasyonu (okside LDL),
proteolitik matriks metalloproteinazlarin (MMP) aktivasyonu, inflamatuvar siireglerin
tetiklenmesi, ve vazomotor aktivitede degisiklikler yer almaktadir (Zhang ve digerleri, 2011,
van Rooy ve Pretorius, 2014). Bu siirecte, ksantin oksidaz, NAD(P)H oksidaz, nitrik oksit
sentetaz (NOS) ve mitokondriyal enzimler ROS aracili aterosklerotik degisikliklerin
olusmasinda 6nemli rol oynar (Hulsman ve digerleri, 2012). Koroner by-pas’li hastalardan
alman insan koroner arterlerinde SOD gibi antioksidan enzim aktivitesinde azalmanin
gosterilmis  olmasi, oksidatif stres-ateroskleroz-kardiyak yetmezlik iligkisinin 6nemli
kanitlarnidir (Karahalil ve digerleri, 2011; Kim ve digerleri, 2013). Antioksidan destegin
aterosklerotik damar hastaliklarina bagli kalp yetmezliklerinin riskini azaltacaklar1 deneysel
ve Klinik gdzlemlere bagl olarak tartisiimaktadir (Otani ve digerleri, 2013). Ornegin alfa-
lipoik asid’in zincir kiric1 bir antioksidan olarak aterosklerotik kalp hastaliklarin1 onledigi,
deneysel ve klinik ¢aligmalarda ortaya konmustur (McNeilly ve digerleri, 2011; Harding ve
digerleri, 2012).

Hipertansiyon

Vaskiiler endotelin kimyasal, hormonal ve hemodinamik degisikliklere olan yanit1 vaskiiler
toniisii belirler. Antioksidanlar, arteriyel hipertansiyonun tedavisinde diger pek cok bilesigin
yaninda Onerilmektedirler (Aschermann ve Jansa, 2014). Hipertansif hastalarda plazmada
antioksidan enzim aktivitelerinin azaldig1 ve 6rnegin SOD mimetiklerin (MnTE-2-PyP) deney

hayvanlarinda vaskiiler yeniden bi¢imlenmeyi ve kan basincint azalttigi Dbildirilmistir
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(Villegas ve digerleri, 2013). Endotel hiicrelerinde ROS aracili hasarin 6nemli bir nedeni
olarak son yillarda gosterilen cytoplasmic Nox2 aktivasyonunu kontrol edebilen miidahale
araglarinin hipertansiyon tedavisinde ¢igir acacagi belirtilmektedir (Nazarewicz ve digerleri,
2013).Bu baglamda atorvastatin’in NOX2 inhibitorii etkisiyle de hiperkolesterolemik
aterosklerotik olaylar1 kontrol ettigi ve kardiyak sagligi korudugu bildirilmistir (Violi ve
digerleri, 2014). Ote vyandan, mikrobesleyiciler kapsaminda irdelenen ¢ok sayida
antioksidanin (taurin, C,E,A vitamini, karotenoitler, tokoferoller, polifenoller, N-asetil sistein
vb) hipertansiyona kars1 korudugu ve ilerlemesini kontrol ettigi vurgulanmaktadir (Ardalan ve

Rafieian-Kopaei, 2013; Baradaran ve digerleri, 2014).
Kalp

ROS yalnizca yukarida agiklanan yollar tizerinden kardiyak yetmezlige neden olmaz, ROS lar
ve metabolitleri kardiyomiyositler tizerindeki dogrudan etkileriyle de kardiyak kontraktiliteyi
ve kardiyomiyosit canliligini etkilerler (Karasu C, 2010; Ergin ve digerleri, 2013).
Laboratuvarimizda yapilan deneysel arastirmalar A vitamini ve E vitamini ile ya da sentetik
pridoindol antioksidanlar ile ROS aracili kardiyak metabolizma ve/veya fonksiyon
bozukluklarinin 6nlendigi gosterilmistir (Zobali ve digerleri, 2002; Pekiner ve digerleri, 2002;
Ceylan-Isik ve digerleri, 2011). Oksidatif stresin etkiledigi en 6nemli patolojilerden biri kalp
yetersizligidir. Kalp yetersizligi gelisen hastalarda SOD, CAT, GSH-Px ve E vitamini gibi
miyokardiyal antioksidanlar azalirken, ROS ve oksidatif stresin arttigi gosterilmistir. Ilag
tedavisiyle hemodinamik fonksiyonu diizelen hastalarda antioksidan rezervde artma, oksidatif
Streste azalma saglandig1 saptanmustir Ileri kalp yetersizlii olan hastalarda ve miyokard
infarktiisii gegiren hastalarda miyokardin infarkt bolgelerinde miyositlerin ROS-aracili
(de Castro ve digerleri, 2014; Wang ve digerleri, 2014).

ROS roliiniin dogrudan gosterildigi kardiyak sorunlarin baginda reperfiizyon hasari
gelmektedir. Reperfiizyon hasari, tikanmis koroner arterin agilmasindan sonra iskemik olan
alana oksijenli kanin gelmesinin yarattig1 olaylar zincirini takiben paradoksik olarak miyokard
hiicre hasarinin artmasidir. Bu olay kalpte geri doniisebilir (miyokardiyal stunning)
olabilecegi gibi, geri doniilemez (miyokard infarktiisii) olaylarin baslangici da olabilir.
Hiicresel mekanizma olarak, kardiyomiyositlerde, koroner endotel hiicreleri ve diiz kas

hiicrelerinde ve dolasimdaki kan hiicrelerinde artmis olan ROS olusumu ve ROS-protein
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etkilesmeleri sonucu gelisen konstriktor sinyalizasyonun hasar olusumundan sorumlu baslica
mekanizma oldugu bildirilmektedir (Tullio ve digerleri, 2011; Pagliaro ve Penna, 2014).

(Sekil 2.8). Kardiyomiyositler etrafindaki redoks mikrogevre, sadece iskemi/reperfiizyon
hasarinda degil fakat kardiyoproteksiyonda da hayati rol oynamaktadir. Pre- ve post
onkosullamanin deney hayvanlarinda infark alaninda ciddi azalma gosterdigini ortaya koyan
calismalar bunu desteklemektedir (Tullio ve digerleri, 2011; Pagliaro ve Penna, 2014).
Ekzojen olarak H,0, ile kardiyak perfiizyonun, reperfiizyon hasarinin 6zellikleri olan hiicresel
K" kaybi, yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin azalmasi, hiicre ici Ca’ artis1, miyosit
kontraktilitesi ve gevsemesinin giderek azalmasi, metabolik fonksiyonun yavaslamasi ve
aritmiler gibi bozukluklara neden oldugu gosterilmistir (Lochner ve digerleri, 2009).
Farmakolojik ¢alismalar, bozuklugun mekanizmasi olarak mitokondri ve sarkoplazmik
retikulumda iyon transportunun bozulmasini 6ne slirmiistir (Gong ve digerleri, 2012;
Borchert ve digerleri, 2013). Laboratuvar hayvanlarinda yapilan ¢alismalar, antioksidan
enzim ya da antioksidan kimyasallar ile tedavinin iskemi/reperfiizyon hasarina karsi koruyucu
oldugu gostermistir. Kiikiirtlii aminoasitler, N-asetil sistein, dimetiltiyoiire gibi antioksidanlar,
kalsiyum kanal blokorleri ve desferrioksamin gibi metal selatorler ile yapilan ¢alismalarin
sonuglar1 kardiyoprotektif etki bakimindan olumlu bulunmustur (Gokgéz ve digerleri, 1992;

Soncul ve digerleri, 1992 (a), (b), (c); Keles, 2002; Balkova ve digerleri, 2012).

2.5. Bitkisel Polifenoller ve Etkileri

Fenolik molekiiller aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren
bilesiklerdir. En basit fenolik molekiiliin bir tane hidroksil grubu igeren benzen yani fenol
oldugu ve diger fenolik bilesiklerin bundan tiiredigi bilinmektedir (Naczk ve Shahidi, 2007).
Flavonoid yapis1 Sekil 2.10.’da sematize edilmistir. Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler basit
fenoler ve polifenoller olmak iizere kabaca iki gruba ayrilmakla birlikte, meyve ve sebzelerde
yaygin olarak bulunan fenolik maddeler hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler ve
flavonoidler olmak iizere ii¢ kistmda incelenebilirler. Flavonoidler kimyasal olarak aglikan,
glikozid veya metilenmis sekillerde bulunabilirler. Temel olarak 6 gruba ayrilmaktadirlar.
Flavononlar, flavonlar, flavonoller, flavanoller (katesinler), izoflavonlar ve antosiyaninler
(Dai ve Mumper, 2010). Polifenoller Sekil 2.11.’da kategorize edilmekle birlikte Grneklerinin

sayist her gecen giin artmaktadir.
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Sekil 2.10. Flavonoidlerin genel kimyasal yapist

Bitkisel kokenli fenolik bilesikler 6zellikle gida sanayinde, teknolojik olarak deri sanayinde
ve son yillarda ise diet biitiinleyiciler, fonksiyonel gidalar ve nutrasétikler dahilinde insan
sagligin1 gelistirme adina oldukg¢a yaygin kullanim alani bulmuslardir (Magrone ve digerleri,
2013). Flavonoidler en onemli antioksidan, serbest radikal tutucu ve zincir kirici redoks
modiilatorler olarak bilinmektedirler. Bitkisel sivi yaglarda peroksidasyonu (acilasmay1)
onlemek amaciyla flavonoidler, yaprak-cicek ¢aylari, meyve ve c¢ekirdek fenolikleri olarak

halen yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Kumar ve Pandey, 2013).

Phytachemicals
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Sekil 2.11. Bitkisel fenoliklerin kategorizasyonu.

(kaynak: http://www.landesbioscience.com/curie/images/chapters/\Wahlelcolor.gif)

Insan saghigini iyilestirmede bitkisel fenoliklerin kullanimi ¢ok eskiye dayanmaktadir ve
“Holistik Tip’ta en 6nemli fitoterapdtikler dahilinde incelenmektedirler. PubMed’e degisik

anahtar sozciikler verilerek bakildiginda 4 bin civarinda bilimsel makalenin bitkisel fenolik
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bilesikler ile yapilan arastirmanin sonuglarini yayimladiklar goriilmektedir. Bitkilerin
polifenolik bilesikler igeren kisimlar1 (drog-droglar) halen kullanilmaya devam etmektedir
(Aktarlar kapsaminda). Fenolik ekstreler antimikrobiyal etkileri bakimindan oldukg¢a sik
kullanilmislardir (Kumar ve Pandey, 2013). Ozellikle son 30 yil siiresince bilimsel yontem,
teknoloji ve anlayista gelinen nokta bitkisel polifenoliklerin biyolojik etkilerinin
kanitlanmasina, hiicresel etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina olanak saglamis ve bu grup
bilesiklerin insan sagligima kanita dayali bir bicimde sunulmasinin Oniinii agmistir
(Bahramsoltani ve digerleri, 2014). Cesitli bitkilerin polifenolik bilesik igeren droglari, daha
onemlisi bu droglardan izole edilerek saflastirilan polifenolik fitokimyasallar, kalp-damar
hastaliklari, kanser, diyabet-obezite gibi kronik metabolik hastaliklar, hafiza ve bellek ile
iligkili norodejeneratif bozukluklar ama aslinda kronik inflamasyonla karakterize ¢ok sayida
patolojiye karsi korunmada ve rejenerasyonda etkilidirler (Rodrigo ve digerleri, 2014).
Alzheimer hastaligina karsi koruyucu ve restore edici etkilerine iliskin ¢alismalar hizla
artmakta ve ses getiren bulgulara ulasilmaktadir (Walker ve digerleri, 2014; Malar DS, Devi,
2014). Bitkisel polifenoller kondroprotektifdirler (Leong ve digerleri, 2013); anti-trombotik
etkiler gosterirler (Santhakumar ve digerleri, 2014); anti-diyabetik etkileri iyi bilinmektedir
(Babu ve digerleri, 2013; Bahadoran ve digerleri, 2013); solunum yollarinda immiin yaniti
kontrol ederek enfeksiyonlara direnci arttirirlar (Skinner ve digerleri, 2013); katarakta karsi
etkilidirler (Stefek ve Karasu, 2011); hepatoprotektif etkileri kanitlanmistir (Georgiev ve
digerleri, 2014).

Polifenollerin etkili olduklar1 patolojilerin olusma ve ilerlemelerini saglayan hiicre igi
mekanizmalara bakildiginda, hiicresel metabolizmada redoks dengesizlikle iliskili cogunlukla
oksidatif strese bagli hasarlarin birincil rol oynadigi goriilmektedir (Ergin ve digerleri, 2013,;
Krausz ve digerleri, 2014). Fenolik bilesikler bu anlamda hiicre metabolizmasinda rol alan
redoks regiilasyon faktorleri olarak davranmaktadirlar ve anti-AGE, karbonil-protein
oksidasyonu inhibitérii ~ etkileri insan sagligi Tlzerindeki olumlu etkilerinin temel
mekanizmasint olusturmaktadir (Ergin digerleri, 2013; Boisard ve digerleri, 2014).
AGESs/ALEs inhibitorii ve aldoz rediiktaz inhibitorii etkileri, fenolik antioksidanlarin
diyabetik komplikasyonlar1 onleyici etkilerinin mekanizmalar1 arasindadir (Karasu ve
digerleri, 2012; Ergin ve digerleri, 2013 (a), (b). Polifenolikler, hiicre canliligin1 kontrol eden
ve apoptoza gotiiren mekanizmalart modiile ederek hiicre sagliginin siirdiiriilebilir olmasina

katk1 saglarlar (Giovannini ve Masella, 2012).
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Polifenolikler, antioksidan olmalar1 sebebiyle anti-mutajenik ve anti-kanserojenik olarak da
bilinmektedirler (Ajiboye ve digerleri, 2014; Resende ve digerleri, 2014). Polifenolik
flavonoidlerin, askorbat ve glutatyon’un antiradikal dongiisiine katilarak, antioksidan
“network™i destekledikleri bulunmustur. Yeni ¢aligmalarin birinde, polifenolik bilesiklerden
”quercetin”in ve semi sentetik tiirevi 7-mono-O-(B-hydroxyethyl)-rutoside (monoHER)”in
antioksidan etkilerinin mekanizmasi redoks modiilatorii seklinde agiklanmistir (Lemmens ve
digerleri, 2014). Epigallokatesingallat, genistein, apigenin, luteolin, quercetin, kampfero,
kurkumin gibi polifenollerin antikanserojenik etkilerinin mekanizmasi olarak, antioksidan
etkileri, ksantin oksidazi inhibe etmeleri, PI3-kinaz, Akt/Pkb, tirozin-kinaz, P1IKC and MAP-
kinaz sinyal yolaklari ile etkilesmeleri, biiylime ve apoptotik faktorlerin transkripsiyonlarini
degistirmeleri 6ne siiriilmistiir (Chen ve Dou, 2008). Bir flavonol olan quercetin, kanser
hiicrelerinde doza bagimli olarak apoptozu etkilemekte ve yiliksek konsantrasyonlarda
apoptotik genleri aktive etmektedir (Tanagornmeatar ve digerleri, 2014). Quercetin, bir bagka
fenolik arctigenin ile birlikte verildiginde sinerjik etkilestirme gostererek prostat kanserinde
anti-proliferatif etkinligi artmaktadir (Wang ve digerleri, 2014). ”Quercetin” + “cancer”
olarak girildiginde, PubMed’de 2000’e yakin makale goriilmektedir. Fenolik maddelerin
saglikla iligkisinde toplam fenol miktar1 veya flavonol, flavon gibi alt gruplarin miktarindan
cok bu maddelerin 6zgiin tiirevleri ve her birinin oraninin 6nemli oldugu belirtilmistir
(Cemeroglu ve Cemeroglu, 1998). Orn: Kakao polifenolleri ve genel olarak Dbitkisel
polifenoller, LDL oksidasyonunu Onledikleri i¢in ateroskleroza karsi korumakta ve kalp
hastalig riskini azaltmaktadirlar (Baba ve digerleri, 2007; Siasos ve digerleri, 2013; Khan ve
digerleri, 2014). Kohort calismalar dahilinde de polifenollerin bu etkileri vurgulanmistir
(Kishimoto ve digerleri, 2013). LDL oksidasyonunu ve inflamasyonu inhibe ettikleri, kopiik
hiicresi olusumunu ve makrofaj infiltrasyonunu 6nledikleri, anti-platelet, anti-atherosklerotik,
anti-anjiyojenik aktivite gosterdikleri i¢in kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu ve
tedavi edici olmalart ¢ok sayida bitkide bulunan farkli polifenoliklerin ortak 6zellikleri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Kawai, 2011). Bunlar igerisinde nar polifenolikleri (punikalajin, elajik
asit) (Sestili ve digerleri, 2007; Daleprane ve digerleri, 2012; Aviram ve Rosenblat, 2013;
Shema-Didi ve digerleri, 2014); lemon grass ve sitrus bioflavonoidleri (hesperidin, herseptin)
(Campos ve digerleri, 2014; Parhiz ve digerleri, 2014), papatya polifenolleri (apigenin,
quercetin) (Bijak ve digerleri, 2013), iiziim (sarap) fenolleri (resveratrol) (Cui ve digerleri,
2012; Yashiro ve digerleri, 2012; Chiva-Blanch ve digerleri, 2013), ¢ay fenolik bilesikleri
(katesin, epigallokatesin) (Bornhoeft ve digerleri, 2012) bunlar arasinda sayilabilir.
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Polifenolik bilesiklerin (kakao polifenolleri) kardiyovaskiiler etkilerinin mekanizmasi olarak:
(1) vazodilator nitrik oksit (NO) modiilasyonu, (2) arginaz aktivitesini diisiirerek, endotel
hiicrelerinde, NO prekiirsorii L-arjinin seviyesinin arttiritlmasi, (3) endotele-bagiml
hiperpolarize edici faktoriin aktive edilmesi, (4) endoteliyal vazodilator prostasiklin diizeyinin
arttirllmasi, (5) endoteliyal vazokonstriktor ET-1 diizeylerinin azaltilmasi, (6) anjiyotensin
dontistiirlicii enzimin inhibe edilerek vazokonstriktér anjiyotensin seviyelerinin diisiiriilmesi,
(7) ROS olusumunun azaltilmasi olarak Sekil 2.12.’de 6zetlenmistir (Corti ve digerleri,
2009).

Stangl ve digerleriadaslarinin 2007 yilinda yayimladiklari bir makalede, bitkisel fenoliklerin
kardiyoprotektif etki mekanizmalari agagidaki sekilde yer almaktadir (Sekil 2.13.)

Bitkisel Polifenoller

ros —INO ! ~
@/ﬂ! e = ]

Sekil 2.12.Polifenollerinin kardiyoprotektif 6zelliklerine aracilik eden vaskiiler-endotel etki

mekanizmalari. (Corti ve digerleri, 2009)
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Sekil 2.13. Fitofenollerin kardiyoprotektif etkilerine aracilik eden hiicre i¢i mekanizmalar
(Stangl ve digerleri, 2007).

anti-angiogenic

Yakin zamanda flavonoidler, dietle alinan niikleer reseptor regiilatorleri olarak
tanimlanmaktadirlar (Avior ve digerleri, 2013). Yapisal olarak nukleer reseptor ligandlarina
benzemektedirler. Orn: Naringin ve hesperidin organizmaya meyveler ile alindiktan sonra
aglikon tiirevleri olan naringenin ve hesperetine par¢alanmakta ve bu halleri ile absorbe
olmaktadirlar. Naringenin iiziime tadin1 veren bilesik olup yaygin olarak c¢alisiimaktadir.
Diyabetik hayvan modellerinde kalori alimi veya yag alimini degistirmeden dislipidemiyi
ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Diisiik oranda ER reseptorlerine baglandigi ve anti-
ostrojenik etki gosterdigi diger yandan PI3K aktivasyonuna bagli olarak apiloprotein B ve
LDL protein diizeylerini diigiirdiigi in vitro kosullarda gosterilmistir. Ayrica PPAR
reseptorleri lizerinden yag asidi oksidasyonunda gorev alan genlerin transkripsiyonunu
uyardigi, lipid ve kolesterol sentezinde gorev alan genlerin ekspresyonunu inhibe ettigi,
adipozit farklilasmasi sirasinda TLR2 (Toll-like receptors)’yi inhibe ettigi gosterilmistir
(Yoshida ve digerleri, 2013). Hespertin hepatik HMGCR ekspresyonunu azaltir elma
yapraklarinda bulunan ve flavononlara benzeyen bir bilesik filoretin, glukozun hiicre igine
alimin1 inhibe etmektedir. Flavononlardan farkli olarak adiposit farklilasmasini uyarmakta,

ER cevap genlerinin ekspresyonunu degistirmekte ve anti-inflamatuvar etkiler
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olusturmaktadirlar (Lee ve digerleri, 2011; Yoshida ve digerleri, 2012). Ote yandan, apigenin
ve krisin ayrica PPAR reseptor ekspresyonunu artirarak makrofaj hiicrelerinde anti-
inflamatuar etkinlik gosterirler. Polimetoksillenmis flavonlar, nobiltein ve tangeretin, potent
kolestrol distiriicii etkiye sahiptirler (Lee ve digerleri, 2013). Tangeretin’in PPAR
aktivasyonuna neden olarak lipid biyosentezini inhibe ettigi, yag asidi oksidasyonunu
uyardi@i saptanmustir (Kim ve digerleri, 2012). Diger yandan nobiletin’in PPAR
ekspresyonunu azaltarak adipogenezi ve lipid birikimini inhibe ettigi gosterilmistir (Assini ve
digerleri, 2013).

Yesil cay polifenolik bilesiklerinin, okside olmus LDL’nin tetikledigi inflamatuvar faktor
NFB aktivasyonunu HUVEC hiicrelerinde inhibe ettigi gosterilmistir (Wahyudi ve Sargowo,
2007). Elma kabugundan izole edilen fenolik icerigin (fenolik asitler, flavonol glikozitleri,
flavan-3-ol, procyanidinler), antioksidan enzim aktivitesini iyilestirdikleri, LPS ile uyarilan
TNF-a, IL-6 ve prostaglandin E2 miktarlarini azalttiklari, hiicresel antioksidan savunmanin en
onemli uyaranlari arasinda yer alan Nrf2 indiiksiyonu yaptiklar1 ve mitokondriyal biogenezin
master kontrolorii olan PGC-la diizeylerini arttirdiklar1 bildirilmistir (Denis ve digerleri,
2013).

Son yillarda, ekzojen antioksidanlarin yanisira, oksidan ataga kars1 hiicrede endojen
antioksidan savunmay: giiclendirecek genlerin aktivasyonunu saglayan ajanlarin kesfi onem
kazanmistir. Bu anlamda bitkisel polifenollerin Nrf2, HO-1, y-GCS ve FOXO3 genlerinin
transkripsiyonunu arttirarak sitoprotektif olduklari bildirilmistir (Mukherjee ve digerleri,
2013; Liu ve digerleri, 2014; Csiszar ve digerleri, 2014; Bhullar ve Rupasinghe, 2015).
Diyabetik kardiyomiyopatiye karst Nrf2 aktivatorii olarak bitkisel polifenolikler giindeme
oturmustur (Chen ve digerleri, 2014). Ote yandan semi sentetik polifenolik bilesiklerin
avantajlar1 nedeniyle insan sagligina sunulmalarini saglayacak arastirmalar da devam

etmektedir (Stefek ve Karasu, 2011; Milackova ve digerleri, 2013).
2.6. Zeytin Yapragimmin Fenolik Bilesikleri ve Etkileri

Zeytin yapraginin insan saghiginin iyilestirilmesinde kullanildigini isaret eden kaynaklar
mitolojik  ¢aga  dek  uzanmaktadir  (http://www.sabor-artesano.com/gb/olive-tree-

mythology.htm). Antik Yunan’da sikkelerin {izerinde dahi, bereket sembolii olarak, zeytin
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agaci yer almaktadir (Resim 2.1.). Meyveleri, Akdeniz’e kiyist olan iilkelerin ve iilkemizin
vazgecilmez besin kaynaklarindan biri olan zeytin (Olea europaea L) bitkisi (Oleaceae)
genellikle meyve yagi, salamura olarak meyveleri, zeytin altt suyu ve yapraklarindan
yararlanilan bir bitkidir (Fistonic ve digerleri, 2012; Barbaro ve digerleri, 2014; Hande

Gursoy-Haksevenler ve digerleri, 2014).

Resim 2.1. Atina'da basilan Tetradrahma bir zeytin agaci ile dekore Attika kask ile Athena,

zeytin dali ve baykus (http://www.sabor-artesano.com/gb/olive-tremythology.htm).

Ozellikle Anadolu ve Antik yunan medeniyetlerinde kutsal kabul edilen yasli zeytin agaclari
ve teknoloji devrimiyle gelisen zeytin yag: liretim yontemleri dikkati ¢ekmektedir

(Resim 2.2.).

Zeytin yapraginda polifenolik bilesiklerin orani yiiksektir (Castro ve Japon-Lujan, 2006).
Oleuropein, yapraktaki asil fenolik bilesik olmakla birlikte, yaprakta fenolik glikozidler,
esterler, diger sekoiridoidler, flavonoidler (rutin, quercetin, luteolin vb), hidroksitirozol’den
tireven bilesikler, verbaskozid gibi hidrosinamik asid tiirevleri bulunmaktadir (Ryan ve
digerleri, 2003; Baycin, ve digerleri, 2007; Kontogianni ve Gerothanassis, 2012). Zeytin
yapraginda bulunan ve etkileri bakimindan literatiir verisi bulunan baslica fenolik bilesikler

Sekil 2.14.’de yer almaktadir.
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Resim 2.2. Antik Zeytin agac1 ve zeytin isleme {initesi (EDREMIT OLIVE OIL MUSEUM
Mill: Sabit Ertur Gida ve Yag Sanayi ve Ticaret Ltd. Sti. Eski Bayramyeri No:25
Edremit Olive Oil Museum: Kurucay Mevkii Edremit)

Bitkisel kaynakli dogal ajanlar olarak zeytin yapragi polifenolik bilesikleri, hiicreyi redoks
hasara karsi koruyucu ve onarici 6zelliklerinden dolayi, son yillarda, hem deneysel hem de
klinik aragtirmalarin ilgi odagindadir (de Bock ve digerleri, 2013; , Lerman ve Lerman, 2013;
Barbaro ve digerleri, 1014). Zeytin yapragi fenolikleri giiglii antioksidandir (Paiva-Martins ve
Gordon, 2001). Cok yeni bir ¢alismada, zeytin yapragi ekstresinde bulunan oleuropein ve
tyrosol’tin linoleik asid peroksidasyonunu en yiiksek diizeyde onledigi gosterilmistir. Yaprak
dekoksiyonunda bulunan “taxifolin” ve “fraxamoside”, ksantin oksidazin en gii¢lii inhibitorii
olarak gosterilmistir (Marino ve digerleri, 2014). Zeytin yapragi polifenoliklerinin bagisiklik
sistemini giigclendirdigi, anti-viral, anti-bakteriyel, anti-kanserojen ve anti-fungal etkili oldugu
ispat edilmistir (Amin ve digerleri, 2013; Tezcan ve digerleri, 2014). Zeytin yapragi
polifenolik bilesikleri anti-proliferatif etkilidir (Fares ve digerleri, 2011); kemoterapi géren
kanser hastalarinda inflamatuvar sitokin diizeylerini azaltir (Ahmed, 2013; Marino ve
digerleri, 2014); periferik lokositleri adrenalinin indiikledigi DNA hasarina karsi korur
(Cabdigerleriapa ve digerleri, 2014); serebral iskemi reperfiizyona kars1 korur (Dekanski ve
digerleri, 2011); insan kanser hiicrelerinde, hiicre siklusu progresyonunu modiile eder

(Bouallagui ve digerleri, 2011).
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Sekil 2.14. Zeytin yapraginda bulunan baslica fenolik bilesikler.

Zeytin yaprag1 polifenolik bilesikleri, anti-hiperglisemik etkilidirler (Onderoglu ve digerleri,
1999); anti-hiperkolesterolemik etkileri vardir ve insiilin direncini kirarlar (Bennani-Kabchi
ve digerleri, 1999) ve insilin duyarhgm arttirirlar (de Bock ve digerleri, 2013);
hipolipidemik etkileri anti-oksidan etkilerine eslik eder (Jemai ve digerleri, 2008); anti-
trombotikdirler (Dub ve Dugani, 2013); anti-atherosklerotik 6zellikleri vardir (Lerman ve
Lerman, 2013); L-tipi kalsiyum kanal antagonisti etkiler gosterirler (Scheffler ve digerleri,
2008); diyabetik deney hayvanlarinda renal bozukluklari diizeltirler (Mapanga ve digerleri,
2009); yiiksek karbohidrat ve yag diyeti ile beslenmis siganlarda metabolik, kardiyak ve
hepatik bozukluklar1 azaltirlar (Poudyal ve digerleri, 2010); noroprotektif etkileri farkli
hayvan modellerinde gosterilmistir (Mohagheghi ve digerleri, 2011; Dekanski ve digerleri,
2011); anti-hipertansif etkileri genis ¢aptaki klinik ¢alismalarda ortaya konmustur (Wong ve
digerleri, 2014).

Laboratuvarimizda yapilan caligmalar, zeytin yapragi standardize ekstrelerinin ve buradan
izole edilmis fenolik yapidaki bilesiklerin (oleuropein, hidroksitirozol, quercetin, luteolin,
rutin, verbaskozid) pankreas beta-hiicrelerini oksidan strese ve inflamatuvar siiregleri
tetikleyen uyaranlara karsi, metabolik parametreler, sinyal molekiilleri ve apoptotik siireglerin

kontrolii diizeylerinde korudugunu (Cumaoglu ve digerleri, 2011 (a), (b), kardiyomiyositlerde
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karbonil stresin (4-HNE) olusturdugu hasar bi¢imlerini onledigini (Bali ve digerleri, 2014)

kanitlamistir. S6z konusu ¢alismalarin sonuglar1 Sekil 2.15. ve Sekil 2.16.’da yer almaktadir.
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Sekil 2.15. Pankreas B-hiicrelerine (INS1-E) zeytin yapragindan izole edilen polifenolik bilesiklerin

antiapoptotik ve insiilin saliverilmesi tlizerindeki diizenleyici etkilerinin mekanizmasi

(Ergin ve digerleri, 2013).

2.7.Ksanti n(X)/Ksantin Oksidaz (XO)

Hipoksantin ve ksantin, mutagen etkisiyle meydana gelen pek ¢ok niikleobazdan ikidisir, her
ikisi de deaminasyon (bir amin grubunun hidroksil grubu ile degismesi) iiriinleridir.
Hipoksantin adeninden, ksantin ise guaninden meydana gelir. Benzer sekilde, sitozinin

deaminasyonundan ise urasil olusur (Nguyen ve digerleri, 1992) (Sekil 2.18).

Ksantin oksidaz (XO), piirin degradasyonunda son basamakta etkili, oksidorediiktazlar
grubundan bir enzimdir. Ko-faktérii molibden olan bir metaloflavoproteindir. Piirin

degradasyonu s6z konusu oldugu i¢in iirik asit tiretiminde rol oynayan enzim olarak bilinir.
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Daha cok karaciger bobrek ve ince barsakta bulunur. Ksantin oksidaz, ksantin ile reaksiyona
girerek superoksit (O, °*) olusturur. Superoksit ise superoksit dismutaz (SOD) aracilig1 ile
hidrojen peroksite (H,O,) donistiiriiliir (Sekil 2.16.).
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Sekil 2.16. Kardiyomiyositlerde (H9¢2) zeytin yapragindan izole edilen polifenolik bilegiklerin
karbonil strese kars1 antiapoptotik ve protektif etkilerinin mekanizmasi

(Bali ve digerleri, 2014).

Serbest radikal (superoksit) olusturan bir enzim olarak ksantin oksidaz, egzersiz fizyolojisi,
diyabet, sarkopeni, kardiyak iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi durumlarin hiicresel

mekanizmalarinda 6nemli bir komponentdir (Sekil 2.17).
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Bu baglamda ksantin oksidaz inhibitorii, eski ve ucuz ilag “allopurinol”, son yillarda reaktif
radikallere bagl oksidatif doku hasarinin 6nlenmesinde yeniden giindeme gelmistir (Sanchis-
Gomar ve digerleri, 2014; Ferrando ve digerleri, 2014; Sanchis-Gomar ve digerleri, 2014).
“Febuxostat” ise yeni bir ksantin oksidaz inhibitorii olarak klinik faz deneylerindedir (Stamp
ve Chapman, 2014).
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Sekil 2.17. Ksantin
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Sekil 2.18. Kardiyak iskemi/reperfiizyon hasarinda, ksantin oksidaz/ksantin ile tetiklenen
oksidatif stres.
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3. YONTEM

3.1. Laboratuvar

Bu ¢alisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim dali “Cellular Stress
& Signal Transduction Research Laboratory” olanaklar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
Calisma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 01-2012-53 sayi

numarastyla desteklenmistir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii: H9c2 (Rat Kardiyomiyoblast)

Calismalarimizda ticari olarak elde edilmis, sigan kardiyomiyoblast hiicre hatt1 kullanilmigtir
[American Tissue Type Collection, ATCC® CRL-1446, (#CRL-1446; Rockville, MD,
USA)]. Hiicreler 37 °C sicaklikta, % 5 karbondioksit i¢eren steril inkiibatorde kiiltiirlenmisdir.
Kiiltiir kaplarina (75 cm?) ekilen hiicreler, %10 FBS + 2mM L-glutamin ve %1 penisilin-
streptomisin iceren DMEM igerisinde ¢ogaltilmiglardir. Hiicre kiiltiirii i¢in takib eden standart
islemler gergeklestirilmistir: 1 ml kiiltliir ortam1 igeren kiiltiir kaplarina 5x10* yogunlukta
ekilen hiicreler, kiiltlir ortami1 uzaklastirildiktan sonra PBS ile yikanip tripsinize edilmislerdir.
Islemler sonrasinda Tripsin/EDTA yardimiyla kiiltiir kabi tabanindan hiicreler koparilarak
pasajlanmiglar. Deneyler pasaj numarasi 54-60 arasi hiicrelerde tamamlanmigtir. Kardiyak
hiicreler santrifiij sonrasi toplanarak 50 mM buzlu potasyum fosfat tamponu i¢inde, pH 7,4’te
ve 2 mM EDTA varliginda yeniden suspanse edilmislerdir. Sonikatdrden gegirilen hiicreler,
13,000xg’de 10 dk ve 4 °C’de santrifiij edilmiglerdir. Siipernatant ileri deneyler ig¢in
kullanilmistir (Cao ve Li, 2004; Bali ve digerleri, 2014).

3.3. Oksidatif Stresin Ksantin/Ksantin Oksidaz ile indiiklenmesi

Ksantin + ksantin oksidaz (X/XO) kullanarak oksidatif sitotoksisitenin indiiklenmesi i¢in 0.5
mM ksantin varliginda 0,01 — 50 mU/mL konsantrasyonda ksantin oksidaz hiicrelere
uygulanmis ve inhibisyon i¢cin ED50 degerini verecek konsantrasyon saptanmistir. Bu
konsantrasyon, MTT deneyleri sonucunda elde edilen grafik baz alinarak bulunmustur.
Hiicreler ekstre veya fenolik bilesikler ile 6n inkiibasyondan (24 saat) sonra, 12 h X/XO (0,5
mM X /5 mU/mL XO) ile muamele edilmislerdir (Du ve digerleri, 2007).
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3.4. Standart Ekstre, Fenolik Bilesikler ve XO/X Uygulanmasi

Zeytin yaprag ekstresi stok soliisyonu %10 DMSO igerisinde hazirlanmistir. Diliisyonlarinda
maksimum DMSO konsantrasyonu % 0,02’dir. Diger polifenolik bilesikler kiiltiir ortaminda
coziilmiiglerdir. Ekstre ve polifenolik bilesiklerin her biri 0,1, 10, 25, 50 pg/mL
konsantrasyonlarda hiicrelere 24 saat uygulandiktan sonra hiicreler 12 saat X/XO (0,5 mM
X/5 mU/mL XO) ile muamele edilmislerdir (Du ve digerleri, 2007).

3.5. Etkileri Test Edilen Redoks Diizenleyiciler:

3.5.1. “Oleuropein”, ticari olarak temin edilmistir.
3.5.2. “Hydroxytyrosol”, ticari olarak temin edilmistir.
3.5.3. “Quercetin”, ticari olarak temin edilmistir.

3.5.4. Zeytin yapra@ ekstreleri.

Iki farkli standardize zeytin yapragi ekstresi kullanilmistir Zeytin yapragi (Resim 3.1.)
standardize ekstresi ZEYEX® (Ext-1) adi altinda, ve Ext-2 olarak, FARMASENS Firmasi,
Gazi Universitesi, Teknoparki, Gélbasi, Ankara adresinden temin edilmistir. Olea europaea L.
var. Europaea Zhukovsky (AEF 23334) herbaryum Ornegi firmadan, ZEYEX’in iiretim
proses patentli olarak koruma altinda oldugu ve oleuropein’e gore standardize edildigi (> %20

oleuropein) bilgisi alinmistir.
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Resim 3.1.Zeytin yapragi
3.6. Ol¢iimlenen Parametreler

3.6.1. Zeytin yaprag ekstrelerinde total fenol miktar:

Ext-1 ve Ext-2 igerisindeki total fenolik bilesik miktar1 spektrofotometrik olarak Folin-
Ciocalteau reaktifi kullanilarak gergeklestirilmistir (Singleton & Rossi, 1965). Ekstrelerden
0,1 ml alinmis 50 ml’lik balon jojeye konulmus iizerlerine 5 ml saf su, 0,5 ml Folin-
Ciocalteau (Merck KGaA, Germany) ¢ozeltisi ilave edilmis ve 3 dk bekledikten sonra 1 ml
sodyum karbonat ¢ozeltisi (%35, w/v) ilave edilerek, karisimlar saf su ile 50 ml ¢izgiye kadar
tamamlanmistir. Cozeltiler 2 saat karanlik ortamda bekletildikten sonra absorbanslar 760 nm
de UV-Vis Spektrofotometre kullanilarak okunmustur (Shimadzu, Japan). Kalibrasyon egrisi
gallik asid standardi kullanilarak olusturulmus ve konsantrasyonlar bu egriye gore
hesaplanmistir. Total fenol miktari, mg gallik asit esdegeri/gram kuru agirligin yiizdesi olarak

verilmigstir. Elde edilen egriden hesaplanan regresyon kat sayist 0,9986°dur.
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3.6.2. MTT (canhlhik-sagkalim-viability)

Hiicrelerde X/XO, fenolik ekstreler ve fenolik standart bilesiklerin canliliga olan etkileri MTT
deneyi ile kolorimetrik yontemle belirlenmistir. Bu ydntem, ortama eklenen 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) bilesiginin indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. H9¢2 hiicreleri, baslangigta hiicre yogunlugu 1-2.104/kuyucuk olacak sekilde
96’lik hiicre kiiltiir plaklarina 200 pL “Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)” besi
ortami igerecek sekilde ekilmislerdir. Hiicreler, oksidatif stresi ve bununla iligkili olarak
apoptozu indiikklemek i¢in X/XO ile 37 °C’de muamele edilmislerdir. Canliligt optimum
diizeyde inhibe eden (EDsp) X/XO konsantrasyonlart MTT deneyi ile belirlenmistir. Bunun
yanisira ekstre ve fenolik bilesiklerin hiicre canlilig1 lizerine etkileri ¢esitli konsantrasyonlar
(0,2-100 pg/ml) kullanilarak, ayri1 ayri, MTT deneyi ile belirlenmistir. Deneyler sonunda
optimum etkili konsantrasyonlar belirlenmis ve X/XO varliginda bu konsantrasyonlar
(koruyucu) etkileri bakimindan test edilmislerdir. Inkiibasyonlar bittikten sonra MTT, 50 pl
(2 mg/ml PBS i¢inde) ortama konmus ve 2 saat 37 °C’de inkiibe edilmislerdir. Sonra kiiltiir
ortami (media) uzaklastirilarak hiicreler PBS ile durulanmiglardir. Bu islemi takiben, her bir
kuyucuk 60 pul DMSO, 240 pl of isopropanol ve 300 ul of deionize su varliginda, olugmus
olan “formazan” kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in oda sicakliginda muamele edilmislerdir.
Coziilmis formazan daha sonra mikro kiivetlere transfer edilerek absorbans, mikroplaka
okuyucu spektrofotometrede 570 nm’de okutulmustur (Janjic ve Wollheim, 1992; Bali ve
digerleri, 2014).

3.6.3. DCFH-DA deneyi (Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS)nin olusumu)

Kardiyomiyositlerde reaktif oksijen metabolitlerinin olusumu-mevcudiyeti, Giardina ve
Inan’1in tanimladigi metod esas alinarak Ol¢iilmiistiir (Giardina ve Inan, 1998). Hiicreler, 9611k
kiiltir plaklarina ekildikten sonra, ekstrelerden birinin veya fenolik bilesiklerden birinin
varliginda ya da yoklugunda (kontrol hiicreler seklinde) inkiibasyonu takiben Krebs Ringer
Bikarbonat tampon ¢ozeltisi (KRB) igersinde hazirlamis 20 uM DCFH-DA (2'.7'-
Dichlorofluorescin diacetate) soliisyonu ile 60 dakika 37 °C inkiibasyona birakilacaklardir.
Hiicre membranindan kolaylikla gecebilen DCFH-DA, hiicre i¢i esterazlar tarafindan floresan

6zelligi olmayan DCFHe doniistiiriilmektedir. DCFH, hiicre i¢i serbest radikaller tarafindan
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okside edildikleri zaman floresan 151k yayan DCFe doniismektedir (Swift & Sarvazyan, 2000).
DCFH-DA eklendikten sonra KRB ile yikanan hiicreler yine KRB igersinde hazirlanarak bu
sefer ortama apoptoz indiikleyici X/XO ilave edilmistir. DCFin flourosan 1simasi1 mikro-plak
okuyucu flourometrede eksitasyon 485 nm de emisyon 528 nm de mikroplaka okuyucu
kullanilarak (PowerWave XS2; BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). Olgiilmiistiir.

3.6.4. Western Blotlama yontemi ile transkripsiyon faktorlerinin kantitasyonu

Fosfo MAPKAPKinaz-2 (p-MAPKAPkinaz-2)
Fosfo 44 (p-44)

Fosfo 42 (p-42)

Fosfo c-jun (p-c-Jun)

cl-kaspaz-3

Fosfo Hsp27 (p-Hsp27)

H9¢2 hiicreleri, 2.000.000 hiicre olacak bicimde 25 cm?® hiicre kiiltiir kabma (Sarstedt,
Niirnbrecht, Germany) 5 ml RPMI-1640 besiyeri igersinde ekildi. Hiicrelerin kiiltiir kab1
tabanina tutunmalar i¢in 24 saat karbondioksitli steril etiivde inkiibe edildi. 24 saat sonunda
kiiltiir kaplarindaki besi yeri atildi ve 0, 1, 25, 50 umol/L konsantrasyonlarda X/XO iceren
besiyeri eklendi. X/XO ve fenol kirmizisi igermeyen RPMI-1640 ile hiicreler 1 saat inkiibe
edildiler. 1 saat sonunda besi yeri atild1 ve protein izolasyonu i¢in kiiltiir kabina 250 pL hiicre
lizis soliisyonu eklendi [(1% Triton, 20 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1 mM
Na,EDTA, 1 mM EGTA, 2.5 mM sodiyum pirofosfat, 1 mM beta-gliserofosfat, 1 mM
NasVO,, 1 pg/ml leupeptin) + 1 mM PMSF (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)].
Lizis tamponu ile hiicreler kaziyict yardimi ile toplandi. 5 dakika buz iizerinde bekletilen
hiicreler 20 saniye sonike edildikten sonra 10000 rpm +4 °C de 10 dakika santrifiij edildi ve
stipernatanda BCA (Bisinkoninik asit, Pierce Rockford, IL, USA) protein tayin Kiti
kullanilarak protein miktar1 6lgiildii. Protein 6rnekleri yilikleme tamponu igersinde 5 dakika
kaynatildiktan sonra kuyucuklarda 35 pg protein olacak sekilde % 5 paketleyici, % 12 ayirici
sodyum dedosil siilfat igeren poliakrilamid jele yiiklenerek 200 volt da yaklasik 60-75 dk
elektroforez edildi. Elektroforez ile molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinler 90 dakika
200 mAmp sabit akima tabi tutulup % 20 metanol iceren transfer tampon igersinde PVDF

(0.22 pum Poliviniliden florid) membrana transfer edildi. Membran bloklama soliisyonu ile
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1 saat calkalayicida inkiibe edildi. Siit tozu ile bloklama islemi tamamlanan membran 3 kez
10 dakika TBST ile yikandiktan sonra 10 ml primer antikor ile gece boyu +4 °C de
inkiibasyona birakildi. Primer antikorla immiin isaretlenen membranlar 3 kez TBST ile
yikandiktan sonra 2 saat oda sicakliginda 10 ml HRP (Horse radish peroksidaz) isaretli
sekonder antikorla (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) inkiibasyona birakildu.
Sekonder isaretlemeden sonra membran 2 kez TBST 1 kez TBS ile yikandiktan sonra 10 ml
ECL (West-Femto ECL Kemiluminesans reaktif) (Pierce, Rockford, IL, USA).i¢ersine atildi
ve membrandan gelen sinyaller mavi tabanli X-ray filme yakilip developer ve fiksatif
¢ozeltilerinde banyo edilerek goriiniir hale getirildi. (Gel Logic 2200 Pro, Carestream Health,
Rochester, NY, USA). Proteinlerin miktar1 Carestream Molecular Image Software

kullanilarak belirlendi.

Reaktifler

Hiicre lizis soliisyonu: 50mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 1% NP40, 0.25% Na-
deoksikolat

3X Yiikleme tamponu: 2.4 ml 1M Tris-HCI, 3 ml % 20 SDS, 3 ml Gliserol, 1.6 ml -
merkaptoetanol, 0.006 Bromofenol mavisi toplam hacim 10 ml.

%5 lik paketleyici jel: Distile su, % 30 Akrilamid/bisakrilamid karisim1 (29/1), 1 M Tris HCI
pH:6.8 , % 10 Sodyum dedosil siilfat (SDS), % 10 Amonyum persiilfat (APS), TEMED

(Tetrametiletilendiamid)

Cizelge 3.1. Paketleyici Jel Igerigi

% 5 Paketleyici Jel Toplam 4 ml Toplam 5 ml | Toplam 6 ml
Distile su 2.7 ml 3.4ml 4.1ml

% 30 Akrilamid karigimi 0.67 ml 0.83 ml 1ml

1.0 M Tris-HCI pH:6.8 0.5ml 0.63 ml 0.75 ml

% 10 SDS 0.04 mi 0.05 mi 0.06 ml

% 10 APS 0.04 mi 0.05 mi 0.06 ml
TEMED 0.004 ml 0.005 ml 0.006 ml




39

%12 lik ayirici jel: Distile su, % 30 Akrilamid/bisakrilamid karigimi (29/1), 1.5 M Tris HCI
pH:8.8, % 10 Sodyum dedosil siilfat, % 10 Amonyum persiilfat, TEMED

(Tetrametiletilendiamid)

Cizelge 3.2. Ayirict Jel Igerigi

% 12 Ayirici Jel Toplam 10 ml Toplam 15 ml Toplam 20 ml
Distile su 3.3ml 5ml 6.6 ml

% 30 Akrilamid karigimi 4 ml 6 ml 8 ml

1.5 M Tris-HCI pH:8.8 2.5 ml 3.8ml 5ml

% 10 SDS 0.1 ml 0.15ml 0.2 ml

% 10 APS 0.1 ml 0.15ml 0.2 ml
TEMED 0.004 ml 0.006 ml 0.008 ml

Elektroforez yiiriitme tamponu: 30 gr Tris baz, 144 gr Glisin, 10 gr Sodyum dedosil stilfat
tartilip pH: 8.3 ayarlandiktan sonra 1 litreye distile su ile tamamlandi.

Transfer tamponu: Sodyum dedosil siilfat icermeyen, %20 metanol igeren elektroforez
yuritme tamponu

TBS: 50 mM Tris, 150 mM NaCl pH: 7.4

TBST: % 0.1 Tween 20 i¢ceren TBS

Bloklama soliisyonu: % 3 yagsiz siit tozu (Pierce) iceren TBST

Cizelge 3.3. Kullanilan primer ve sekonder antikorlarin diliisyonlari

Antikor Diliisyon Sekonder antikor Diliisyon
p-c-jun 1:1000 Anti-Rabbit 1:1000
p-44 1:1000 Anti-Mause 1:1000
p-42 1:100 Anti-Rabbit 1:5000
p-Hsp27 1:100 Anti-Goat 1:5000
p-MAPKAPkinaz-2 1:200 Anti-Mause 1:1000
cl-kaspaz-3 1:100 Anti-Goat 1:5000
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3.7. Deneylerde Kullanilan Reaktifler, Kimyasallar ve Sarf Malzemesi

Deneylerimizde kullandigimiz kimyasallar ve solventler analitik kategoride olacak bigcimde

temin edilmislerdir. Asagidaki listede kimyasal ve solventler temin edildikleri kaynaklar

belirtilerek siralanmislardir.

Cizelge 3.4. Kimyasallar, solventler ve sarf malzemeler

Ad1

Marka-Mensei

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)

SIGMA ALDRICH (ST. LOUIS, USA)

PMSF ROCHE DIAGNOSTICS, MANNHEIM,
GERMANY
BCA BISINKONINIK ASIT, PIERCE

ROCKFORD, IL, USA

Fetal bovine serum (FBS)

HYCLONE-ABD

HRP (Horse radish peroksidaz)

BEVERLY, MA, USA

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT)

SIGMA ALDRICH (ST. LOUIS, USA)

ECL (West-Femto ECL Kemiluminesans reaktif)

ROCKFORD, IL, USA

TBST

HZIRLAMA

TBS

HAZIRLAMA

2°,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA)

SIGMA ALDRICH (ST. LOUIS, USA)

PBS

LONZA, USA

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

SIGMA ALDRICH (ST. LOUIS, USA)

Tyripsin 0.25% (1x) solution

SIGMA ALDRICH (ST. LOUIS, USA)

EDTA FISHER,USA
RPMI-1640, without L-Glutamine LONZA, USA
RPMI-1640, w/o L-Glutamine/Phenol Red LONZA, USA

Tissue Culture Flax T-75 cm

SARSTEDT, GERMANY

Tissue Culture Flax T-25 cm

SARSTEDT, GERMANY

Tissue Culture Plate 96-well

SARSTEDT, GERMANY

Centrifuge tube 15 ml

SARSTEDT, GERMANY

Zeytin yaprag ekstresi

(ZeyEX®)

FARMASENS (Ext-2)

FARMASENS (ANKARA)




Cizelge 3.4.(devam) Kimyasallar, solventler ve sarf malzemeler
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Ad1

Marka-Mensei

Oleuropein (HPLC grade > 96 %)

APPLICHEM A6909 LOT # 12101123

Hydroxytyrosol (HPLC grade > 98 %)

APPLICHEM A5303 LOT # 11120406)

Folin-Ciocalteau

MERCK KGAA, GERMANY

KRB

SIGMA ALDRICH (ST. LOUIS, USA)

Quercetin

SIGMA ALDRICH (ST. LOUIS, USA)

3.8. Deneylerde Kullamlan Cihazlar

Cizelge 3.5. Cihazlar

Ad1

Marka- Mensei

Mikroplaka okuyucu (Microplate reader)

(BIO-TEK ELX800, BIOTEK
INSTRUMENTS), ABD

Inverted mikroskop

LEICA,

Sogutmali masa iistl santrifiij

HETTICH ,TURKIYE

ELISA Turner Biosysytems

MODULUS

Derin dondurucu, -86°C

SANYO, JAPAN

CO2 inkiibator

SANYO, JAPAN

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell”

BiO-RAD, ABD

Kuru Blok 1sitic1 Termostat,

BiO-RAD, ABD

Dikey Elektroforez Sistemi

BiO-RAD, ABD

BioShaker

SANYO, JAPAN

Spektrofotometre

SHIMADZU, JAPAN
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3.9. istatistiksel Analizler

Verilerin bilgisayar ortamina girilmesinde Microsoft Office Excel 2007 ® (Microsoft
Corporation,USA) programi, verilerin tanimlayici analizi ve yorumlanmasinda Windows i¢in
Statistical Package for the Social Sciences ® (SPSS Inc.,Chicago,llinois,USA) 19.0 istatistik
paket programi kullanildi.

Ortalamalar arasindaki farkin 6nem kontrolii, ANOVA testi ile yapildi. Bu testte anlaml
cikan gruplar i¢in posthoc Tukey testi uygulandi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi ve tiim veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstrelerin total fenol icerigi

Total fenol miktari, Ext-1 igin 149 + 10.15; Ext-2 i¢in 124 + 5.28 (mg GA/g ekstre) olarak
bulunmustur (Cizelge 3.4). Bu miktarlar literatiirde farkli iilke ve bolgelerden elde edilen
zeytin yapraklarindan farkli solvanlar-yontemler kullanilarak elde edilen ekstrelerin total

fenol igerikleri ile uyumludur (Kontogianni ve Gerothanassis, 2012; Lafka ve digerleri, 2013).

180 - [ ]
160 T
140 - 1
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

mg GA/g ekstre

Ext-1 Ext-2

Sekil 4.1. Ext-1 (etanolik, ZEYEX®) ve Ext-2 (metanolik) ekstrelerinde saptanan total fenolik
bilesik miktari. (ANOVA) *p<0.05, iki grup arasinda istatistiksel fark
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4.2. H9c2 Hiicrelerinin Canlihgi Uzerine X/XO Inkiibasyonunun Etkileri

HO9c¢2 hiicreleri 0.5 mM ksantin varliginda 0.01 — 50 mU/ml konsantrasyonda ksantin oksidaz
ile inkiibe edildiklerinde canli hiicre sayisi1 konsantrasyona bagli olarak azalmistir. Sonraki
deneylerde O,e— aracili oksidatif stresi indiiklemek i¢in 0.5 mM/50 mU/ml kabul edilmistir
(EDso)

Resim 4.1. Hiicre canlilig1 tizerine X/XO etkisinin mikrografik goriintii

120 4
100 +

80 +

c
60
40
2{]_ I l
0 - : . : : . . :

Kantrol C0tmWiml 0.0EmUmI  0.5mUimI 1mUiml SmUiml 20mUiml B0 mUiml

% Canhhk oram

Sekil 4.2. X/XO inkiibasyonunun hiicre canlilig1 {izerine etkisi.
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X/XO inkiibasyonunun H9¢2 hiicrelerinin canlilig: iizerine etkisi. (Resim 4.1.) (A) Hiicre
kiiltiir ortaminda fotomikrografik goriintii. Normal besi yerinde, standart kosullarda 24 saat
inkiibe edilmis hiicreler; (B) 0.5 mM X /5 mU/m XO ile 12 saat inkiibe edilmis hiicreler,
X100. (Sekil 4. 2.)(C) 0.5 mM X (ksantin) varhiginda farkli konsantrasyonlarda (0.01 — 50
mU/mL) ksantin oksidaz (XO) ile 12 saat inkiibe edilmis hiicrelerde canliligin konsantrasyona

bagli olarak azalmasi (MTT test).

4.3. Ekstreler ve Polifenolik Bilesiklerin X/XO Varhginda H9¢2 Hiicrelerinin Canlihgi
Uzerindeki Etkileri

Gerek ekstreler (Ext-1, Ext-2) gerekse polifenolik bilesikler (oleuropein, quercetin,

hidroksitirozol), 0.1-10 pug/ml dozlarda, X/XO’in hiicre canliligini inhibe edici etkisini

anlamli olarak 6nlemislerdir (p<0.05 - p<0.001)

Resim 4.2. (C) 0.1 ug/ml Ext-1, (D) 0.1 pg/mL Ext-2 ile 24 saat 6n inkiibasyonu takiben
X/XO’m 12 saat inkiibasyonu sonrasinda hiicre kiiltiir ortamindan alinan

fotomikrografik goriinti.
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Sekil 4.3. (E) X/XO (0.5 mM/5 mU ml)’1in hiicre canliligin1 inhibe edici etkisi tizerinde, ekstreler ve
polifenolik bilesiklerin dnleyici etkileri. 24 saat 6n inkiibasyonu takiben XIXO ile
12 saat inkiibasyon sonrasinda yapilan MTT test. (ANOVA) **p<0.01,  ***p<0.001
Kontrole gore istatistiksel fark ; /p<0.05, *p<0.01, ¥p<0.001 X/XO oranla istatistiksel
fark

4.4. H9c2 Hiicrelerinde Ros Uretimi, Ekstreler ve Polifenolik Bilesiklerin X/XO
Varhiginda Ros Diizeylerine Etkileri

X/XO ile muamele edilen H9¢2 hiicrelerinde ROS iiretimi anlamli olarak artmistir (~% 150).
Ext-1 ve Ext-2 (1 pg/ml - 10 pg/ml) X/XO ile indiiklenen bu artis1 tamamen Snlemistir. Ext-1,
10 pug/mL konsantrasyonda Kkullanildiginda ROS diizeylerini kontrollerden elde edilen
ortalamalarin da altina g¢ekmigtir. Oleuropein (1-10 pg/ml), quercetin (10 pg/ml) ve
hidroksitirozol (10 pg/ml), X/XO aracili ROS {iretimini tamamiyle 6nlemeyi basarmistir
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. X/XO’1n hiicre i¢i ROS iiretimine etkisi ve ekstreler ve polifenolik bilesikler ile 6n
inkiibasyonun X/XO ile indiiklenmis ROS diizeylerine etkileri. Ekstreler veya polifenolik
bilesiklerin her biri ile iki farkli konsantrasyonda (1 pg/ml - 10 pg/ml) 24 saat 6n
inkiibasyonu takiben X/XO ile (0.5 mM/5 mU ml) ile 12 saat inkiibasyon sonrasinda
yapilan DCFDA deneyinin sonucglari. (ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole gore
istatistiksel fark ; /p<0.05, *p<0.01, ¥p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark (DCFH-DA
deneyi). (ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole gore istatistiksel fark ; #p<0.001
X/XO oranla istatistiksel fark
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4.5. H9¢c2 Hiicrelerinde P-Mapkapk-2 Protein Diizeyleri: X/Xo, Ekstreler ve Polifenolik
Bilesiklerin Etkileri

X/XO (0.5 mM/5 mU ml) ile 12 saat inkiibasyon sonrasinda p-MAPKAPK-2 indiiklenmistir
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Sekil 4.5. X/XO’m tek basina inkiibasyonu sonrasinda ve ekstreler ve polifenolik bilesiklerin her biri
ile 6n inkiibasyonu takiben X/XO inkiibasyonu sonrasinda p-MAPKAPK-2 protein
diizeyleri. (ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole gore istatistiksel fark; /p<0.05,
0<0.01, p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark
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4.6. H9c2 Hiicrelerinde Fosfo P44/P42-Mapk (Erk) Protein Diizeyleri: X/Xo, Ekstreler
ve Polifenolik Bilesiklerin Etkileri
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Sekil 4.6. X/XO’1n tek basina inkiibasyonu sonrasinda ve ekstreler ve polifenolik bilesiklerin her biri
ile 6n inkiibasyonu takiben X/XO inkiibasyonu sonrasinda fosfo p44/p42-MAPK (ERK)
protein diizeyleri. (ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole gore istatistiksel fark;
7p<0.05, "p<0.01, p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark
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4.7. H9c2 Hiicrelerinde P-C-Jun Protein Diizeyleri: X/XO, Ekstreler ve Polifenolik
Bilesiklerin Etkileri
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Sekil 4.7. X/XO’n tek bagina inkiibasyonu sonrasinda ayrica ekstreler ve polifenolik bilesiklerin her
biri ile 6n inkiibasyonu takiben X/XO inkiibasyonu sonrasinda p-Cc-Jun protein diizeyleri.
(ANOVA) *#p<0.01, ***p<0.001 Kontrole gore istatistiksel fark; /p<0.05, *p<0.01,
%p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark
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4.8. H9c2 Hiicrelerinde Cl-Kaspaz-3 Protein Diizeyleri: X/XO, Ekstreler ve Polifenolik
Bilesiklerin Etkileri
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Sekil 4.8. X/XO’1n tek basina inkiibasyonu sonrasinda ayrica ekstreler ve polifenolik bilesiklerin her
biri ile on inkiibasyonu takiben X/XO inkiibasyonu sonrasinda cl-kaspaz-3 protein
diizeyleri. (ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole gore istatistiksel fark; /p<0.05,
0<0.01, ¥p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark
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4.9. H9c2 Hiicrelerinde P-Hsp 27 Protein Diizeyleri: X/XO, Ekstreler ve Polifenolik

Bilesiklerin Etkileri
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Sekil 4.9. X/XO’n tek basina inkiibasyonu sonrasinda ayrica ekstreler ve polifenolik bilesiklerin her
biri ile 6n inkiibasyonu takiben X/XO inkiibasyonu sonrasinda p-Hsp 27 protein diizeyleri.
(ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole gore istatistiksel fark; /p<0.05, *p<0.01,
#p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark
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5. TARTISMA

Calismamizda, H9¢2 hiicrelerinin X/XO (12 saat; 0.5 mM/5 mU ml) ile muamelesi, ROS
olusumunu arttirmig ve hiicre canliliin1 inhibe etmistir. X/XO ile indiiklenen ROS
olusumunun fenolik ekstreler ve fenolik bilesiklerce farkli siddetlerde onlendigi ve hiicre
canliliginin bununla kosut olarak korundugu gosterilmistir. Genel olarak, polifenol icerikleri
farkli olmakla birlikte, Ext-1 ve Ext-2 arasinda canlilifin korunmasi ve ROS inhibisyonunun

6l¢iisti bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goéziikkmemektedir.

Memelilerde hiicresel strese (mekanik stres, oksidatif stres, oksidatif DNA hasari) yanit
verebilirlik ve organik-hiicresel diizeyde homeostazi siirdiirebilirlik 06lgiisii hastaliklardan
korunmak i¢in birincil kriterdir. Bu siireclerde rol oynayan anahtar komponentlerde olusan
deregiilasyon ve mutasyon, dejeneratif kronik hastaliklar, gelisimsel defektler ve tiimorigenez
ile sonug¢lanmaktadir (Mao ve digerleri, 2014). Bilimsel veriler, kardiovaskiiler hastaliklarin
patobiyolojisinde hiicresel redoks stresin 6nciil oyunculardan biri oldugunu vurgulamaktadir.
ROS ile tetiklenen hiicre igi sinyalizasyon yolaklari, inflamasyon, platelet aktivasyonu,
endotel ve kardiyomiyosit hasar1 ve kontraktil disfonksiyonlar ile sonuglanan transkripsiyonel
ve epigenetik degisimleri harekete gecirerek organ yetmezligine neden olur (Santilli ve
digerleri, 2014).

Ras/Raf proteinleri, MAPKK ve MEK kinazlarin aktive edilmesini uyarir. Bu kinazlar da,
ERK aktivasyonunu uyarir. Mitojen ile aktive olan protein kinazlar (MAPK), serin-treonin
protein kinaz ailesindendirler ve ¢ok sayida ekstraseliiler uyaran ile aktive olurlar. Bunlardan
lic major alt grup karakterize edilmistir: (1) Estraseliiler sinyal ile regiile edilen kinaz (ERK)
ki bu p42/44 MAPK olarak adlandirilir, (2) p38 MAPK, (3) JNK. Bunlar sonraki
basamaklarda, uygun transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonlar: ile ard arda gergeklesen ve
hiicresel proliferasyon, farklilasma ve apoptoz ile sonuglanan islemlere Onciiliik ederler
(Nagai ve digerleri, 2009). Mitojen ile aktive olan protein kinaz kinaz (yani (MAPK Kkinaz,
MAPKK ve diger bir gosterim ile MEK) ve MEK-ekstraseliiler sinyal ile regiile edilen kinaz
(ERK, ki bu p42/p44 MAPK olarak da adlandirilmaktadir) kardiyak hipertirofinin giiclii
mediyatorleridir (Bueno ve digerleri, 2000; Dong ve digerleri, 2014).



54

Myokardiyal XO aktivitesinin iskemi/reperfiizyon (I/R) sonrasinda arttigi bilinmektedir.
Reoksijenasyona bagli ROS artis1 ve buna bagli oksidatif stres p38 MAPK ile hiicre i¢i Cap+
artigina ve miyokard hasaria neden olmaktadir (Nelson ve digerleri, 2002; Kang ve digerleri,
2006; Miao ve digerleri, 2013; Esmaeili ve Sonboli 2010). MAPKAPK-2 (MAP Kkinase-
activated protein kinase-2), insanda MAPKAPK-2 geni ile kodlanan bir enzimdir. Bu gen bazi
Ser/Thr protein kinaz ailesini kodlamaktadir. MAPKAPK-2, p38 MAP kinaz (mitogen-
activated protein kinase) tarafindan dogrudan fosforile olur ve fosforile olmus p-MAPKAPK-
2, stres, inflamasyon ve hiicre proliferasyonunun regiilasyonu gibi ¢ok sayida hiicresel siirecte
rol oynar. H9c2 hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar, hiicresel stres yapicilara kisa siireli maruziyet
sonrasinda p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK)’mn dogrudan aktive oldugu, ama
kronik kalp yetmezligi olusturmus iskemik durumda ise, MAPKAPK-2’nin p38 MAPK
aracili fosforilasyonununda ise %50 civarinda bir azalma oldugu gosterilmistir (Lemke ve
digerleri, 2001). p38 MAPK aktivitesindeki artis kardiyomiyositlerde patolojik hipertrofiye ve
yeniden bi¢imlenmeye (remodeling) aracilik eder ki MAPKAPK-2, p38 MAPK’nun
olusturdugu kardiyak patolojiden sorumlu o6nemli bir kaskad molekiildiir (Streicher ve
digerleri, 2010). Ote yandan, izole edilmis primer kardiyak miyositlerde ve intakt kalpte
gosterildigi sekilde, p38-MAPK’nin, inflamatuvar sitokin TNF-alfa tarafindan aktive
edilmesinin kardiyodepresyona neden oldugu bildirilmistir (Bellahcene ve digerleri, 2006).
Kalpte iskemi/reperfiizyon (I/R)’nun eslik ettigi hasarda ROS’larin hasar1 tetikleyen asil
oyuncular oldugu ve bu durumda aktive olmus p38MAPK’imn mitokondriyal ROS
diizeylerindeki artigsa da yol actigi 6nemli bir gercektir (Ashraf ve digerleri, 2014). Buna ek
olarak, p38-MAPK, kardiyomiyositlerde JAK/STAT activasyonunun negatif diizenleyicisi
olarak da rol oynar IL-6 ailesi sitokinler, mitojen ve stres ile aktive olan protein kinazlari
(MAPKSs/SAPKS) aktive ederler ki bunlar Erk1/2, INK1/2, p38-MAPK, PI3K/Akt dir (Fahmi
ve digerleri, 2013).

Kardiyomiyosit biiytikliigli arttiginda odacik kiitlesi ve duvar kalinligi artar; fizyolojik
hipertrofi devamli ekzersiz ve gebelik gibi durumlarda adaptif bir yanit olarak artsa bile, uzun
vadede kalbin kontraktil fonksiyonlarinin bozulmasina, hipertansiyona ve duyarlik azalmasina
neden olur. Burada 6zgiin sinyalizasyon yolaklar1 adaptif yanitlar1 maladaptif durumlara kars1
yonetmeye ¢aligirlar (Sugden ve digerleri, 2007; Catalucci ve digerleri, 2008). Aslinda ROS
ile aktive olan ¢ok sayida sinyalizasyon yolagi (ERK1/2, JNK, p38MAPK, Akt, PKCs, ve
NF-xB) kardiyomiyosit hipertrofisinde rol oynar. Aslinda Akt ve NF-xB, Nox2’yi de aktive
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ederek de ROS artisina ve anjiyotensin-II aracili kardiyak hipertrofiye eslik ederler (Hingtgen
ve digerleri, 2006). Mekanik stresin zamanla olusturdugu kardiyomiyopati de Racl1-ROS-‘a
bagimli yolaklar1 kapsar ki bu yolak da ERK1/2 ve p38MAPK’1n aktivasyonunu igerir ve
Nox2 aktivasyonu ile karakterizedir (Aikawa ve digerleri, 2001; Pimentel ve digerleri, 2006).
Bununla birlikte, uzun vadede kronik basing yiiklenmesini takiben kardiyomiyositlerde,
Nox4’e bagimli koruyucu bir yolak da kesfedilmistir (Ago ve digerleri, 2010). Miyokard
iskemisinden sonra gelen basing artisiyla birlikte Nox4 diizeyleri artar ve Nox4’iin Nox2
yanitim1 ve dolayist ile basing yiliklenmesine bagli hipertrofiyi ayarlamaya yonelik
kompensetuvar bir mekanizma oldugu da 6ne siiriilmektedir (Byrne ve digerleri, 2003; Looi
ve digerleri, 2008; Celio ve digerleri, 2011). Ayrica, Nox4 ¢ogunlukla H,O; olustururken,
Nox-2, O,¢— olusturmaktadir (Martyn ve digerleri, 2006).

Calismamiz yukarida acgiklanan aragtirmalarin bulgulariyla uyusmaktadir. Soyleki, siiperoksit
anyon radikali olusturucu X/XO varliginda MAPKAPK-2’in p38 MAPK aracili
fosforilasyonu artmis ve antioksidan ekstreler ve polifenolik bilesikler bu artig1 onlemislerdir.
P38 wve iliskili sinyal yolaklarinin aktivasyonlari uzun vadede hipertrofik ve proapoptotik
olduklar1 i¢in kardiyomiyosit sagligimin X/XO varliginda siirdiiriilmesi i¢in P38 ve iligkili
sinyal yolaKlarmin inhibisyonlar1 6nemlidir (Bao et al. 2007; Scharf et al. 2013). Siiperoksit
anyon radikali bir radikal olmakla birlikte yarilanma 6mrii ¢ok kisa oldugu i¢in ¢ok zararh
degildir. Ancak H,0O, kaynagi olmasi ve gecis metallerini indirgeyebilmesinden dolay1
olduk¢a onemlidir. ki molekiil siiperoksit proton alarak hidrojen peroksit (H,O;) ve
molekiiler oksijene doniislir (Nodberg ve Arner, 2001). Dolayisiyla, X/XO varliginda olusan
oksidatif stresin kaynaginin bir anlamda H,O, oldugu disiiniilebilir. Laboratuvarimizda
yapilan Onceki arastirmalar zeytin polifenolik bilesiklerinin H,O; ile indiiklenen oksidatif
strese ve redoks kaosa ve sitotoksisiteye karsi farkli hiicre tiplerini in vitro olarak korudugunu
ortaya koymustur (Cumaoglu ve digerleri, 2011(a); Cumaoglu ve digerleri, 2011(b); Torul ve
digerleri, 2015). Ote yandan, bir karbonil bilesigi, lipid peroksidasyonun erken dénemde
olusan aldehit {iriinii olan 4-hidroksinonenal (4-HNE) ile H9¢2 hiicrelerinde olusan stres ile
apoptotik transkripsiyon faktorlerinde saptanan indiiksiyon, zeytin polifenolik bilesiklerinin
On inkiibasyonu sonucunda farkli konsantrasyon ve farkli derecelerde inhibe edilmistir (Bali
ve digerleri, 2014).
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Calismamiz, X/XO tarafindan phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)’nin
indiiklendigini ortaya koymustur. Quercetin bu indiiksiiyonu 6nlerken, ilging olarak ekstreler
ve diger fenolik bilesikler (10 pg/ml) 6zellikle ERK2’nin indiiksiyonunu X/XO varliginda
arttirmislardir. Ras-Raf-MEK-ERK sinyalizasyon yolaginin kontrol edilemeyen indiiksiyonu
hipertrofik kardiyomiyopatiyi tetikliyor olsa bile bu yolagin inhibisyonu ise stres altindaki
kardiyomiyositleri 6liime daha yatkin kilar (Wang, 2007). Bu nedenle, sagkalim proteinleri
olarak bilinen ERK’lerin stres altindaki indiiksiyonlar1 normaldir ve polifenoliklerin bazilari
tarafindan bu indiikksiyonun artarak stirdiiriilmesi sagkalim siirecine katki olarak
yorumlanabilir. HUVEC’de yapilan 6nceki ¢alismalar, ortamda O,*— dondrleri LPC ve X/XO
varken p38 aktivasyonunun arttigi ve ERK1/2 fosforilasyonunun azaldigini géstermektedir
(Choi ve digerleri, 2010).

Uyarilmis ERK, bazi sitozolik ve niikleer proteinlerin fosforilasyonuna neden olur. Bu
proteinler, bu tezde X/XO, ekstreler ve polifenolik bilesikler varliginda diizeylerini
degerlendirdigimiz c-Jun ve digerleridir (c-Myc, ATF2, Elk1l, NF-xB ve cFos). c-Jun bir
transkripsiyon faktorii olup hiicre ¢ogalmasi, 6zellikle G1 fazinin atlatilmasi, hiicre gogii ve
farklilasmasinda etkin rol oynamaktadir (Sacco ve digerleri, 2012; Adjei, 2001).
Deneylerimiz  sonucunda, stresle indiiklenen apoptoz ve hiicre proliferasyonunun
diizenleyicisi olan c-Jun fosforilasyonunun X/XO varliginda azaldigi ve Ext-1 (0,1 pg/ml — 10
ug/ml), Ext-2 (0,1 pg/ml) varhiginda bu azalmanin 6nlendigi, bulunmustur. Bu azalma
ozellikle Ext-1 ve quercetin (0,1 pg/ml — 10 pg/ml) tarafindan 6nlenmistir. H9¢2 hiicrelerinde
X/XO indiikstiyonu sonucu c-jun fosforilasyonunu inceleyen bir galismaya rastlamamamiza
karsin, endotel hiicrelerinde X/XO’1n c-Jun diizeylerini ve AP-1 transkripsiyonel aktivitesini
arttirdig1 gosterilmistir (Matesanz ve digerleri, 2007). Arastirmacilar, damar diiz kasinda,
X/X0O’a uzun siireli maruziyetin hipertrofik etkiler olusturdugunu; hipertrofik kardiyak
hastaliklarin  XO aktivitesindeki artis ile iliskili oldugunu; MAPK aktivasyonu, AP-1
aktivitesi ve hiicre biiylikliigl tizerinde X/XO’1n etkilerinin ekstraseliiler ortamdan siiperoksit
anyonu Oe— saliverilmesiyle iliskili oldugunu ve bu durumun X/XO inhibitéri allopurinol ile
onlendigini bildirmislerdir (Matesanz ve digerleri, 2007). Bizim c¢alismamizda X/XO
varliginda neden c-Jun fosforilasyonunun azalmis oldugu tam olarak bilinmemekle birlikte,
deney ortamindaki X/XO’in miktar1 ve siiresi ile iliskili olarak miktar1 artmis Oy*—‘e yanit
olarak gelisebilecek proliferasyon ve hipertrofiye karsi kardiyomiyositlerde kompensatuvar

bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmis olabilecegi bigiminde yorumlanabilir. Destekler nitelikte,
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X/XO stresi altinda c-Jun N-terminal kinazlarin kardiyomiyosit apoptozunu onlemek ve
infarkt alaninin genislemesini engellemek amaciyla azaldigi gosterilmistir (Ferrandi ve
digerleri. 2004). Angjiotensin II mitojen ile aktive olan protein kinazlarin (MAPKSs) iyi
bilinen bir aktivatoriidiir ve kardiyomiyositlerde oksidatif stres aracili proliferasyonu ve

hipertrofiyi tetikler (Santos ve digerleri, 2011)

Programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz, doku homeostazi i¢in gerekli morfolojik
ve biyokimyasal degisiklikleri iceren fizyolojik bir olaydir. Hiicre proliferasyonunun,
farklilasmasinin ve apoptozun koordinasyonu, doku gelismesi ve homeostazinin normal ve
stres kosullarinda siirdiiriilmesini saglar. Hiicrelerin apoptoza yonlenmesi sirasinda igsel ve
digsal apoptotik yolaklar ve ¢esitli kontrol mekanizmalar1 gorev almaktadir (Reed ve digerleri,
2004).Gerek igsel (intrensik) gerekse digsal (ekstrensik) yolakta kaspazlar adi verilen sistein-
proteaz grubu enzimler 6nemli rol oynar. Oncelikli olarak inaktif proteinler olarak
sentezlenen bu enzimler ¢esitli yollarla aktive edilirler. Daha sonra hiicresel hedeflerdeki
tetrapeptit motifleri tanir ve mevcut substrati bir karboksil tarafindan ayirir. Hiicre 6limi
sirasinda meydana gelen pek c¢ok hiicresel ve sekilsel degisimler, bu enzimlerin rol oynadigi
birtakim siire¢ler neticesinde gelisir. Memelilerde yaklasik 14 kaspaz tanimlanmistir
(Lamkanfi ve digerleri, 2007).Kaspaz-3 hem i¢sel hem de digsal yolakta rolii olan bir
enzimdir. Igsel yolakta aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3 aktivasyonunu uyararak hiicrenin
diizenleyici ve yapisal molekiillerinin parcalanmasina aracilik eder (Hengartner, 2000). Dissal
yolakta ise aktif kaspaz-8 tarafindan bir proenzim halinde iken aktiflestirilir (Donepudi ve
digerleri, 2003). Kardiyak miyositlerdeki apoptoz, dissal yolakta kaspaz-3’iin TNFa aracili
aktivasyonuna ve hiicre i¢i proteinlerin lizisine dayalidir. Igsel yolakta ise mitokondri
membranin gecirgenliginin artarak sitokrom-c’nin disa saliverilmesi s6z konusudur ve
sitokrom-c, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1, dATP, and kaspaz-9 ile birlikte
apoptozom kompleksinin olugsmasina neden olur ve bu kompleks kaspaz-3’ii aktive eder (van
Empel ve digerleri, 2005; Foo ve digerleri, 2005; Nadruz, 2015). Oksidanlarin olusturdugu
endoplazmik retikulm (ER) stresi ve buna bagl kalici dejenerasyonlar bu baglamda
kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde onemli rol oynamaktadir (S6zen ve digerleri,
2014). ER stres, apoptozun igsel yolagina eslik eder ve bir transkripsiyon faktorii olan
GADDI153/CHOP (biiyiimenin durmasi ve DNA hasari, CHOP olarak da adlandirilmaktadir)
ve JNK yolagi bu siirecte onemli rol oynar (Li ve Holbrook, 2001). Calismamizda pro-
apoptotik (boliinmiis) cleaved caspase-3 aktivitesi X/XO stimiilasyonu ile artmistir ve bu
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hiicrelerin apoptoza siiriiklendiginin 6nemli bir gostergesidir. Kullandigimiz her bir ekstre ya
da polifenolik bilesik ile 6n inkiibasyon bu artis1 anlamli olarak 6nlemistir. Artan kanitlar,
kardiyomiyosit konjestif kalp yetmezliginde kardiyomiyosit apoptozunun arttigini ortaya

koymaktadir (Kwak 2013).

Is1 soku proteini HSP-27 (Heat shock protein HSP27), MAPKAPK-2’nun in vivo
substratlarindan biridir (Chevalier ve Allen, 2000). Antiapoptotik protein olarak bilinen
HSP27’nin asint indiiksiiyonu kardiyak hipertrofiye neden olmaktadir. Caligmamizda X/XO
varliginda HSP27 proteininin ifadelenmesi inhibe olmustur. Ekstreler ve quercetin
inhibisyonu tamamen onlemistir. Ozellikle hidroksitirozol ve oleuropein &ninkiibasyonu ile
bu inhibisyon hatta bir miktar indiiklenmistir. Bu yanit, X/XO araciligi ile giderek artan strese

kars1 kardiyomiyositleri koruma adina gelismis bir yanit olarak yorumlanmaktadir.

Konu ile ilgili gelismis deneysel calismalar olmamakla birlikte, Du ve digerleri, katesin,
prosiyanidin ve {liziim g¢ekirdegi ekstresinin, H9¢2 hiicrelerinde X/XO aracili oksidatif stresi,
apoptozu Onlediklerini ve stres altinda indiiklenen endojen antioksidan enzim diizeylerini
normale dondiirdiiklerini gozlemlemislerdir (Du ve digerleri, 2007). Benzer sekilde, giiglii bir
antioksidan olan lipoik asid, H9c2 hiicrelerinin canliligini (viability) X/XO’mn sitotoksik
etkilerine kars1 korumus ve endojen antioksidan savunmanin X/XO’a karsi aktive olmasini
engellemistir (Cao ve digerleri, 2003). Bir bagka polifenolik bilesik resveratrol, H9c2
kardiyomiyosit kiiltiirlerinde X/XO ile tetiklenen hiicre i¢i ROS olusumunu inhibe etmis ve
canliligi korumustur (Cao ve Li, 2004). Iyi bilinen kardiyotonik etkili Boerhaavia diffusa’dan
elde edilen etanolik ekstre H9c2 hiicrelerinde, XO, lipid peroksidasyon, karbonil ve ROS
diizeylerini azaltmig, NF-kB ekspresyonunu inhibe etmistir (Prathapan ve digerleri, 2013).
Polifenolik bilesikler bakimindan zengin olan elma kabugu ekstresinin, H9¢2 hiicrelerinde
superoksit ve hidroksil radikali sondiiriicii aktivite gosterdigi, apoptotik belirte¢ kaspaz-3

ekspresyonunu inhibe ettigi yayimlanmistir (Vineetha ve digerleri, 2014).
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Sekil 5.1. X/XO’n olusturdugu oksidatif strese karsi zeytin yapragi polifenolik bilesiklerinin

antiapoptotik ve antiproliferatif ve kardiyomiyosit koruyucu etkileririnin mekanizmalari.
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6. SONUC VE ONERILER

X/XO ile indiiklenen stres ve sitotoksisite modelinde zeytin yapragi ve igeriginde bulunan
oleuropein, hidroksitirozol ve kersetin polifenolik bilesiklerinin kardiyomiyosit koruyucu
etkileri ve molekiiler etki mekanizmalar1 in vitro olarak ilk kez bu tez ¢alismasinda
gosterilmistir. Zeytin yapragi polifenolleri kardiyomiyositleri hem siiperoksit aracilt
indiiklenmis apoptozdan hem de artmis proliferasyona bagl hipertrofiye karst koruma
egilimindedirler. Etkiyi olusturan hiicre ici sinyal yolaklarindaki kritik proteinler diizeyinde
sonug ortaya koyan bu ¢alisma, ki ¢alismamizin bulgular1 Sekil 5.1.'de sematize edilmistir,
halen holistik diizeyde kardiyoprotektif olarak kullanilan zeytin yapragi iirlinlerinin neden
etkili olabildiklerine molekiiler agiklamalar getirmekte ve kanitlar sunmaktadir. Bizim
bulgularimiz, polifenolik bilesikler ve 6zellikle oleuropein bakimindan standardize edilmis
zeytin yapragi ekstrelerinin ve/veya igerigi olusturan fenolik fitokimyasallarinin (oleuropein,
hidroksitirazol, quercetin vb) kardiyoprotektif amagla “nutrasotik” kullanimini desteklerken,
gelecekte ilag kategorisinde degerlendirilmesine yonelik olasi preklinik ¢alismalar i¢in yon

verici 151k tutucu niteliktedir.
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