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ÖZET 

Hipoksi-yeniden oksijenlenme sürecinde kalpte ksantin oksidaz enziminin aktive olması sebebiyle 

güçlü oksidan süperoksit anyonu üretimininin arttığı gösterilmiştir. Süperoksit anyonu oluşturucu 

“ksantin/ksantin oksidaz ” sistemlerin kardiyomiyosit ölümünü tetiklediği ve iskemik kalp 

hastalıklarına zemin oluşturduğu bilinmektedir. X/XO’ın kardiyak etkilerini ve polifenolik bileşiklerin 

koruyucu özelliklerinin mekanizmalarını daha iyi anlayabilmek için, bu tezde X/XO ile indüklenen 

oksidatif stres modelinde, iki farklı zeytin yaprağı kuru ekstresinin ve zeytin yaprağı polifenolik 

bileşiklerinin (oleuropein, kersetin ve hidroksitirozol) hücre canlılığı, reaktif oksijen türevi (ROS) 

oluşumu ve sağkalım-ölüm süreçlerinde rol oynayan hücre içi sinyal proteinleri düzeyindeki etkilerini 

H9c2 kardiyomiyositlerde araştırdık. H9c2 hücrelerinin X/XO ile uyarılması ROS oluşumunu arttırdı 

(DCFDA deneyi) ve hücre canlılığını (MTT deneyi) inhibe etti. Her bir ekstrenin ve polifenolik 

bileşiklerin farklı konsantrasyonları ile ön inkübasyon,  X/XO aracılı ROS oluşumunu ve hücre 

canlılığını anlamlı olarak inhibe etti. Western blot analizleri, MAPKAPK-2 ve p44/42-MAPK’ın 

fosforile formlarının ve cl-caspase-3 düzeylerinin X/XO muamelesi ile arttığını ve fosforile c-jun ve 

Hsp27’in düzeylerinin ise azaldığını gösterdi. Estreler, kersetin ve hidroksitirozol X/XO ile 

indüklenen p-MAPKAPK-2 ve cl-caspase-3 düzeylerini iyileştirdi. Oleuropein,  X/XO ile indüklenen 

p-MAPKAPK-2 düzeylerini inhibe ederken, cl-caspase-3 düzeylerini anlamlı olarak etkilemedi. 

Hidroksitirozol p-c-Jun düzeylerinde X/XO ile oluşan azalmayı arttırırken, Hsp27 ve p44/42-MAPK 

(ERK1/2)’nin fosforile formlarının indüksiyonuna neden oldu. Bu çalışma sonuç olarak oleuropein, 

hidroksitirazol ve kersetin içeriği yüksek polifenolik zeytin yaprağı ekstrelerinin, X/XO ile indüklenen 

oksidatif strese karşı hücre canlılığını iyileştirerek, ROS oluşumunu önleyerek ve sağkalım-ölüm 

süreçlerinde rol oynayan özgün proteinlerin fosforile formlarının ifadelenme düzeylerini değiştirerek 

kardiyomiyosit hücrelerini koruduğunu göstermiştir. 
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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. 
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1. GİRİŞ 

 

Kalp hastalıkları dünya genelinde önemli bir sağlık problemi olarak önemini korumaktadır. 

Kalp hücrelerinde metabolik stres yaratan faktörler, fizyolojiyi oluşturan sinyalizasyon 

basamaklarında bozulmaya, sonraki dönemde disfonksiyonlara ve ileri dönemde çoklu organ 

yetmezliği ile sonuçlanan komplikasyonlara neden olmaktadırlar. Kardiyak yetmezliklere 

bağlı hemodinamik bozukluklar morbidite ve erken ölümlerin önemli bir nedenidir.  (Isfort ve 

diğerleri, 2014). Kardiyak komplikasyonlarından doğan sıkıntıları hafifletmeye yönelik tedavi 

stratejileri mevcut olmakla birlikte, komplikasyonların oluşmasına karşı önleyici-koruyucu 

ve/veya oluşmuş hasara karşı rejenerasyonu tetikleyen farmasötik yaklaşımlar neredeyse 

yoktur. Bu anlamda sentetik olmayan nutrasötikler, nutrasötikler dahilinde değerlendirilen 

fitokimyasallar, diğer metabolik ve dejeneratif hastalıklarda olduğu gibi kalp sağlığının 

sürdürülmesinde de yükselen eğilim olmaya devam etmektedirler. Kalp kası harabiyetinin 

hücresel mekanizmalarında kronik olarak onarılamayan “redoks stres”in neden olduğu 

bozulmuş sinyalizasyon dikkate alındığında, redoks homeostaz ile birlikte kardiyomiyosit 

metabolizmasını fizyolojik sınırlarda devam ettirebilecek ve hücre canlılığını modüle 

edebilecek yeni moleküller kardiyak ölümlerin geciktirilmesi konusunda geleceğe umut 

taşımaktadırlar (Minamino, 2010; Carlsson, Duker ve Jacobson, 2010; Liu ve diğerleri, 2013; 

Hastings ve diğerleri, 2014). 

 
 

Bitkisel kaynaklı doğal ajanlar olarak zeytin yaprağı polifenolik bileşikleri, hücreyi redoks 

hasara karşı koruyucu ve onarıcı özelliklerinden dolayı, son yıllarda, hem deneysel hem de 

klinik araştırmaların ilgi odağındadır (de Bock ve diğerleri, 2013;  Lerman ve Lerman, 2013; 

Barbaro ve diğerleri, 2014). Laboratuvarımızda yapılan çalışmalar, zeytin yaprağı standardize 

ekstrelerinin ve buradan izole edilmiş fenolik yapıdaki bileşiklerin (oleuropein, 

hidroksitirozol, quercetin, luteolin, rutin, verbaskozid) pankreas beta-hücrelerini oksidan stres 

yaratan ve inflatuvar süreçleri tetikleyen uyaranlara karşı metabolik parametreler, sinyal 

molekülleri ve apoptotik süreçlerin kontrolü düzeylerinde koruduğunu (Cumaoğlu ve 

diğerleri, 2011 (a), (b), kardiyomiyositlerde karbonil stresle oluşturulmaya çalışılan hasar 

biçimlerini önlediğini (Bali ve diğerleri, 2014) ortaya koymuştur.  
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Bu projede, H9c2 sıçan kardiyomiyoblast hücre dizilerinde, zeytin yaprağı etanolik 

standardize kuru ekstresi (≥ oleuropein) ve bu ekstrenin önemli fenolik bileşenleri olan 

oleuropein, quersetin ve hidroksitirozol’ün hücre canlılığı, reaktif oksijen türevleri-

metabolitleri (ROS) oluşumu, ayrıca hücre ölümü sürecinde inflamatuvar yolaklarla da ilişkili 

olarak, stres ile aktive olan transkripsiyon faktörü proteinlerin ifadelenmeleri üzerindeki 

etkileri, ortamda oksidatif stres oluşturan ksantin oksidaz (XO) /ksantin varlığında araştırılmış 

ve elde edilen bulgular birbirleriyle kıyaslanmıştır. 
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2. KAVRAMSAL ÇERÇEVE VE İLGİLİ ARAŞTIRMALAR 

2.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Türevleri 

 

Kimyada serbest radikaller eşleşmemiş elektronu olan atom, molekül veya iyonlardır.  

Orbitallerde eşleşmemiş elektronlar son derece reaktiftirler, biyokimya ve doğadaki diğer 

kimyasal süreçlerin asıl oyuncuları olarak önemlidirler. Pek çok biyolojik süreci düzenleyen 

radikaller ile serbest radikaller güvenilir kaynaklarda eş anlamlı olarak kullanılırlar 

(Cheeseman ve Slater, 1993; Halliwell, 2006).  

 

Kimyada serbest radikaller, radikal eklemesi ve radikal substitusyonunda reaktif ara ürün 

olarak oluşurlar. Serbest radikaller içeren zincirleme tepkimeler başlıca üç ayrı sürece 

ayrılırlar: başlama, yayılma ve sonlanma. Aerobik hücrelerdeki serbest radikal 

biyokimyasında en önemli reaktanlar oksijen, oksijen türevleri (süperoksit, hidroksil gibi), 

hidrojen peroksit ve geçiş metalleridir (Cheeseman ve Slater, 1993). Oksijenin kısmi 

indirgenmesiyle oluşan singlet oksijen, süperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil 

radikali ve diğer aktive olmuş oksijen türleri, bir başka deyişle reaktif oksijen türevleri (ROS) 

(Şekil 2.1.) oldukça reaktiftirler, hücre içinde çok sayıda biyolojik molekülü oksitlerler  ve 

”redoks sinyalizasyon”a katılırlar. Serbest radikaller ve ROSlar yarılanma ömrü çok kısa 

moleküllerdir, elektronları hücredeki diğer moleküllere iletip kararlı hale geçme 

eğilimindedirler. Oksijenli serbest radikallerin en önemlileri olan süperoksit ve hidroksil 

radikali indirgeyici şartlarda moleküler oksijenden meydana gelir (Dröge, 2002).  

 

Oksijen elektron alarak en son suya indirgenir. Oksijene bir elektron eklenmesi sonucu 

süperoksit anyonu (O2⎯
 •

), iki elektron eklenmesi sonucu hidrojen peroksit, üç elektron 

eklenmesi sonucu hidroksil radikali ve en son dört elektron eklenmesi ile su oluşur. 

Süperoksit radikali moleküler oksijenin indirgenmesinde ara basamak ürünü olarak açığa 

çıkar ve oluştuğu yerden uzağa diffüze olamaz. Doğal oksijen molekülünün başka bir 

molekülden elektron almış hali olan O2⎯
 •
 mitokondriyal elektron transfer zincirinde redükte 

nikotinamid adenin dinükleotid (NADH)’ın okside nikotinamid adenin dinükleotid (NAD+)’a 

okside olması ile  ve ayrıca pek çok oksidaz tarafından oluşturulur. O2
•
 genel olarak anyon 

şeklinde tarif edildiği halde, ortamın pH’sı ile ilişkili olarak katyon haline dönüşebilir. Bu 

durumda perhidroksi radikali (HO2•) adını alır. Süperoksit, bir serbest radikal olmakla 
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birlikte, yarılanma ömrü kısa olduğu için, doğrudan toksik etkiler oluşturması fazla önem 

taşımaz ama H2O2 kaynağı ve geçiş metal iyonlarının indirgeyicisi olması nedeniyle toksik 

ROS’lara dönüşür. Doğal oksijen molekülü başka bir molekülden iki elektron alırsa peroksit 

oluşur. Peroksit iki H
+
 ile birleşirse H2O2 oluşur. H2O2 süperoksitin SOD ile dismutasyonu 

sonucu veya spontan olarak da üretilebilmektedir. H2O2, süperoksitin aksine membranları 

geçen, sitozole diffüze olan ve uzun ömürlü bir oksidan olarak bilinir (Halliwell ve Gutteride, 

1984; Valko ve diğerleri, 2007; Winterbourn, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1. Radikal ve radikal olmayan başlıca Reaktif Oksijen Tür(ev)leri (ROS) 

 

Serbest radikal ve oksidatif stres teorisinin kökeni, 19. yüzyılın sonlarına dayanmaktadır. H. J. 

H. Fenton’un 1876 yılında, hidrojen peroksit ile Fe
++

 iyonlarının varlığında tartarik asitin 

oksidasyonunu keşfi bu yolda atılan ilk adım olarak bildirilmektedir (Fenton, 1876). 1927 

tarihinde Binger ve diğerleri Oksijenin toksik olduğunu bildirmiş olmakla birlikte bu 

tarihlerde oksijenin serbest radikaller ile ilişkisi henüz tanımlanmamıştı. 1932’de Haber ve 

Weis, hidroksil radikalinin, hidrojen peroksit ve süperoksit ile birlikte bir zincir reaksiyonu ile 

suya dönüştüğünü ortaya koymuştur (Haber ve Weiss, 1932). Günümüzde, redoks 

biyokimyada, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonları hücrede oluşan ROSların çoğunun, 

sitotoksik hidroksil radikalinin oluşumundan sorumlu tutulmaktadırlar (Winterbourn, 2013) 

(Şekil 2.2). 
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Şekil 2.2. Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonları 

 

Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asidler, nükleik asitler, organik asitler, 

fosfolipidler ve şekerler ile kolayca reaksiyona girebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu 

eksik olan oksijen ile H
+
 (proton)un birleşmesinden oluşur. Hücrede ROS oluşturan başlıca 

yolaklar, mitokondrial elektron transport zinciri, heksoz monofosfat yolu, ksenobiotik 

metabolizması, fagositik hücrelerin aktivasyonu, biokimyasal degredasyon reaksiyonlarıdır. 

NADPH oksidaz(lar), ksantin oksidaz, lipo-oksijenaz, siklo-oksijenaz ve nitrik oksit sentaz  

endojen olarak ROS oluşumuna neden olan önemli enzimlerdir (Şekil 2.3). Öte yandan, 

İyonize ve ultraviyole radyasyona maruziyet, çevresel kirleticiler ve sentetik kimyasalların 

büyük bir çoğunluğu ROS oluştururlar. Özellikle çevresel kirleticiler ve okside olmuş besin 

kaynakları ROSları toksikolojik açıdan önemli kılar (Gutteridge ve Halliwell, 2000; Halliwell, 

2006). 
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Şekil 2.3. Hücrede ROS oluşturan enzimler ve süreçler. 

 

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

 

Reaktif oksijen tür(ev)leri (ROS), aerobik organizma olan insan vücudunda çok sayıda 

fizyolojik süreç dahilinde üretilmekte ve hücre içinde çeşitli sinyal iletimi (”sinyalizasyon”, 

”signal transduction”, ”signaling”) işlemlerine katılmaktadırlar. Normal şartlar altında, bir 

aerobik hücrenin endojen veya ekzojen oksidanlara veya redüktanlara verdiği biyolojik 

yanıtlar ”metabolik modülasyon” ve ”adaptasyon” sınırlarında kalmalı ve oksidantların 

üretimi antioksidanlar tarafından dengelenmelidir. Eksojen veya  endojen oksidanlara ve 

redüktanlara hücrenin verdiği yanıtların sınırları aslında ”redoks homeostaz”ı belirleyen en 

önemli faktörlerdir (Şekil 2.4). Hücrenin oksidan yada  redüktan muameleye verdiği tepki 

dengelenme biçiminde olmalı, hücredeki oksidasyon ve redüksiyon reaksiyonları fizyolojik 

sınırları aşmamalı, hücreyi ”stres”e ve ”kaos”a sokacak boyutlara ulaşmamalıdır. Fizyolojik 

sınırların ötesinde ”oksidasyon”a yada ”redüksiyon”a zorlanan hücre ”redoks stres” altındadır 

ve bir süre daha dengeye gelmek ve ”redoks homeostaz”ı sürdürmek için  uğraşsa bile ileriki 

dönemlerde kaosa girip G2 fazında bölünmesini durdurarak (senesens), erken ”apoptoz”a     

yada diğer eliminasyon  süreçlerine (otofaji) sürüklenir. Hormezis, hücrenin  kısa ve ılımlı   
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(yada orta) şiddette maruz kaldığı oksidanlara yada redüktanlara karşı sağlıklı bir biçimde 

hayatta kalabilme uğraşısının bütünsel bir ifadesidir. (Dasari ve diğerleri, 2006; Ryter ve 

Choi, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.4. Hücre Canlılığının Sürdürülmesinde Redoks Homeostaz ve Hormezis 

 

Redoks homeostazın sürdürülebilir olması hücre canlılığını, proliferasyonunu, farklılaşmasını, 

fonksiyonlarını ve ömrünü belirler. Redoks homeostaz’daki bozulma nihayetinde hücreyi 

kaos’a, senesens’e ve ölüme (apoptoz) götürür.  Hücre uzun süreli ve geri dönüştürülemeyen 

”redoks stres” altında ise erken apotoz ve erken yaşlanma görülür. Yaş alındıkça, hücrede 

ROS oluşturan metabolik olayların artması nedeniyle proteinlerde, DNA’da, membranlarda, 

organellerde modifikasyonların meydana gelmesi, moleküler hasarların oluşması, hasarlı 

komplekslerin-makromoleküllerin peroksizomlar ve lizozimler tarafından 

uzaklaştırılamaması, sonrasında çökmesi-birikmesi ve dokularda kalıcı bozuklukların 

oluşması, ”serbest radikal teorisi”ne göre yaşlanmanın en önemli nedeni olarak bildirilmiştir. 

İlk kez Dr. Harman tarafından ortaya konan ve geliştirilen bu bilimsel yaklaşım (Harman, 

2006), yıllar içerisinde ”hücrede sinyalizasyon yıkılması” açıklamalarıyla zenginleşmiş ve 

araştırmaların odağına oturmuştur (Vina ve diğerleri, 2013; Piotrowska ve Bartnik, 2014; Dai 

ve diğerleri, 2014). 
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Oksidatif stres, genel olarak, hücredeki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulması 

olarak tanımlanabilir. Oksidatif stres aracılı erken apoptoz, doku, organ ve organizma 

düzeylerinde erken yaşlanmanın önemli bir nedeni iken, aslında organizmayı hasarlı-atipik-

zararlı hücre çoğalmasının sonuçlarına (örn: kansere, nörodejeneratif hastalıklara, 

kardiyovasküler bozukluklara vb) karşı ve (belki de) buna bağlı bedensel erken ölümlere karşı 

koruyan önemli evrimsel bir mekanizmadır (Rodier ve Campisi, 2011; Mao ve Reddy, 2011; 

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

 

ROS’lar, reaktif olmaları nedeniyle, lipidlere, şekerlere, amino asidlere ve proteinlere atak 

yaparlar. Bu atak normal sinyalizasyon ve metabolik adaptasyon ile sonuçlanmıyorsa, geri 

dönüştürülemiyorsa ve atak sonrası redoks homeostaz korunamıyorsa giderek toksik etkiler 

ortaya çıkmaya başlar: Membranlarda rol oynayan fonksiyonel ve yapısal proteinler 

oksitlenir, lipidlerde peroksidasyon artar, şekerlerde glio-oksidayon reaksiyonları sonucu 

”Reaktif Karbonil Bileşikleri” (RCCs) meydana gelir ve sonrasında bu bileşikler proteinler ile 

çözülmeyen kompleksler oluştururlar.  

 

Reaktif oksijen tür(ev)leri (ROS) gibi reaktif nitrojen türevleri (RNS) de oldukça reaktif 

moleküllerdir ve çok sayıda biyolojik süreçte sinyal iletimi molekülleri olarak rol oynarlar. 

Örn: Nitrik oksit radikali (NO•), süperoksit ile tepkimeye girerek peroksinitrit (ONOO−) 

oluşturur. Peroksinitrit, önemli bir sinyalizasyon molekülü olmakla birlikte, fizyolojik 

olmayan konsantrasyonlarda sitotoksik etkilere neden olur (Valko ve diğerleri, 2007).  

ONOO−, hücrede apoptotik süreçleri tetikler. eNOS kenetsizlenmesi durumunda daha fazla 

peroksinitrit üretilir (Şekil 2.5). Fizyolojik koşullarda eNOS proteini ile BH4 

(tetrahidrobiopteridin) düzeyleri arasında bir denge vardır ve eNOS aktivasyonu NO ve L-

sitrülin oluşturur. Oksidan stresin arttığı durumlarda, BH4 düzeyi azalırken eNOS’un 

aktivasyonu eNOS kenetsizlenmesi” ve NO yerine süperoksit oluşumuna neden olur 

(Kawashima ve Yokoyama, 2004). 
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Şekil 2.5. Oksidatif Stres Varlığında Peroksinitrit Oluşumu.  

 

RCCs, endojen lipid peroksidasyonu ve karbonhidrat glikasyonu/ glikozilasyonu/ sırasında 

meydana gelirler. Bir başka deyişle, ileri glikasyon son ürünleri (AGEs) ve ileri lipid 

peroksidasyon son ürünleri (ALEs) ‘in prekürsörleri olarak oluşurlar. AGE’ler, proteinler, 

lipoproteinler ve/veya nukleik asidlerde bulunan azotlu grupların, indirgeyici şekerlerin 

karbonil grupları ile nonenzimatik glikasyonu sonucu oluşan heterojen bileşiklerdir. AGEs 

ürünleri ilk kez Louis Camille Maillard tarafından 1912 yılında tanımlanmıştır. Enzimatik 

glikasyon ise glikozilasyon olarak adlandırılır. Reaktif dikarbonil prekürsörlerinin gliko-

oksidasyon ve/veya lipo-oksidasyon ürünlerinin hücrelerde birikimi, ”karbonil stres” ile 

sonuçlanır. Pentozidin, argiprimidin, karboksimetil lizin, piralin, glukozpan, hidroimidazolon, 

AGEs bileşikleridir. En önemlisi, karbonil bileşiklerinin proteinler ile yaptıkları 

komplekslerin çözünebilir nitelikte olmamalarıdır. Okside protein komplekslerinin düzeyi 

hücre yıkımının ve olası patolojilerin önemli bir göstergesidir. Örn. Lipofusin, 

AGEs/ALEs’lerin proteinler ile yaptığı ileri oksidasyon ve çapraz bağlanma-katlanma 

kompleksi yapılardır ve artmış lipofusin cisimcikleri cilt yaşlanması, diyabetik 

kardiyomiyopati, Alzheimer’s, maküler dejenerasyon, retinitis pigmentoza, böbrek yetmezliği 
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vb hastalıkların patogenezinde yer almaktadır (Negre-Salvayre ve diğerleri, 2008; Karasu, 

2010; Bisceglia ve diğerleri, 2011; Ergin ve diğerleri, 2013; Nowak, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.6. Karbonil Stres: Oluşması ve Sonuçları 

 

Peroksizomal ve lizozomal mekanizmalar ROS aracılı protein hasarlarının onarılması ve 

okside protein degredasyonu bakımından esas oyuncudurlar ve redoks homeostazın 

sürdürülebilir olması, hastalık oluşturan patolojilerden korunma bakımından önemlidirler 

(Höhn ve diğerleri, 2013). 

ROS’lar, ayrıca amino asidler, proteinler ve DNA ile doğrudan etkileşmeye girerek de 

oksidasyona ve apoptoza neden olurlar (Şekil 2.6.). DNA’da kırılma ve mutasyonlara yol 

açarlar. ROS aracılı hasarlar inflamatuvar süreçlerin en önemli tetikleyicisidir. Özet olarak, 

ROS’ların yukarıda sayılan biyomoleküllerde yaptıkları geri dönüşümsüz değişiklikler çok 

sayıda patolojinin-hastalığın hücresel mekanizmasını oluşturur.  (Nessar, 2005; Lei ve 

diğerleri, 2014; Chaudhari ve diğerleri, 2014). (Şekil 2.7.)'de mevcut durum şematize 

edilmiştir.  
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Şekil 2.7. Oksidatif/Nitrozatif/Karbonil Stres ve apoptoz ilişkisi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.8. Bozulmuş oksijen kullanılabilirliği sonucu hücrede oluşan redoks stres ile ilişkili          

       hastalıklar. 

 

 

oksidazlarOksidazlar

AGEs/ALEs
Karbonil Stres

APOPTOZ
ER Stres

Mitokondriyal Hasar
DNA Hasarı  
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2.3.  Redoks Strese Karşı Endojen ve Ekzojen Antioksidan Savunma 

 

Hücreler, oksi-radikallerin doğrudan ataklarına karşı antioksidan enzimler (endojen) ve 

redoks döngüyü destekleyen antioksidan mikrobesleyicileri (ekzojen) kullanır ve ayrıca 

yukarıda da değinildiği gibi,  zarar görmüş yapı taşlarını hızlı ve kapsamlı bir şekilde onaran 

ve/veya değiştiren (degrede eden) sistemlere de (mikrozomal ve lizozomal sistemler) sahiptir. 

Antioksidanlar 4 farklı mekanizma ile oksidanları nötralize ederler ki bir başka deyimle 

etkisizleştirirler (Halliwell, 2006).  

1. Scavenging (temizleme): Oksidanları zayıf, daha az zararlı bir moleküle çevirme şeklinde 

olan bu etki enzimler tarafından yapılır.  

2. Quencher (baskılama) etkisi: Oksidanlara bir proton aktararak etkisiz hale getirme şeklinde 

olan bu etki ekzojen kaynaklı antioksidan mikrobesleyiciler yani vitaminler, flavonoidler vb 

tarafından yapılır.  

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

antioksidanlardır.  

4. Onarma etkisi (Örn: DNA onarım mekanizmaları) (Tang ve diğerleri, 2012). 

 

Süperoksid Dismutaz (SOD), Mc Cord ve Fridovich tarafından 1968’de keşfedilmiştir. 

mitokondride (Mn-SOD), sitozolde (Cu-Zn SOD) lokalize olmuş formları bulunduğu gibi, 

bakır içeren ve plazmadaki süperoksit radikallerini metabolize eden vasküler endotele bağlı 

Cu-SOD’ formları vardır. Metalloprotein olan SOD bir süperoksit molekülünü O2 molekülüne 

yükseltgeyip, diğer süperoksid molekülünü H2O2’e indirger.  

O2
―

• + O2
―

•  + 2H
+
                       O2 + H2O2  

 

Katalaz, Sumer ve Dounce tarafından 1937’de kristalize halde saflaştırılmış, yapısında Fe
+3

 

bulunduran 4 hem grubundan oluşmuş bir hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir. 

SOD’ın oluşturduğu H2O2’i katalaz peroksidazlarla beraber oksijen ve suya parçalar (Şekil 

2.7). Genel bir yaklaşımla, düşük konsantrasyonlarda H2O2’i ”glutatyon peroksidaz” parçalar, 

yüksek konsantrasyonlardakini ise katalaz dönüştürür. 

 

Indirgenmiş glutatyon (GSH), E ve C vitaminlerinin radikal formlarının geri dönüşümünü 

sağlar ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon redüktaz (GR) ve glutatyon S-transferaz 

(GST)’nin katalizlediği reaksiyonlar için substratdır. GPx, H2O2 ve lipid peroksitleri temizler 
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ve selenyum’u ko-faktör olarak kullanır. GPx her birinde selenosistein içeren 4 alt birimden 

oluşur. Redükte glutatyonu yükseltgerken H2O2’i de suya çevirir ve böylece membran 

lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karşı korur GR, okside olmuş glutatyonun (GSSG), 

glutatyon’a (GSH) dönüşümünü katalizler.  Glutatyonun, GR ile indirgenmesi reaksiyonu 

NADPH kullanır. Heksoz monofosfat yolu NADPH üreten önemli bir yolaktır. Diyabet gibi 

oksidatif stresin arttığı patolojilerde NADPH tüketimi vardır ve bu nedenle NADPH kullanan 

(Kulkarni ve diğerleri, 2014) glutatyona bağımlı sistemin yaşlanma ile birlikte yetersiz kaldığı 

bildirilmiştir (Bao ve diğerleri, 2014). 

 

Endojen antioksidan enzimlerin yanısıra endojen olarak üretilen antioksidan özellik gösteren 

başka moleküller de vardır. Örn: Seruloplazmin Fe
+2

 ‘ni Fe
+3

’e ve oksi-Fe+3’ün transferrine 

bağlanmasını kolaylaştırır. Seruloplazmin ferrokidaz aktivitesi gösterir. Transferrin ise 

H2O2’den demir iyonu bağımlı hidroksil oluşumunu inhibe eder. Hidroksil oluşumunu inhibe 

eden transferin düzeylerinin diyabette azalmış olması diyabetteki oksidatif strese önemli katkı 

yaptığı bildirilmiştir. Ayrıca seruloplazmin ve transferin arasında sağlıklı kişilerde negatif bir 

korelasyon olduğu, ancak diyabette bu korelasyonun bozulduğu da vurgulanmaktadır 

(Ceriello, 2006). Melatonin lipofilik bir antioksidan olarak pineal bezden salgılanan tümör 

oluşumunun sınırlandırılması, immun sistemin düzenlenmesi, reprodüktif fonksiyonların 

kontrolü gibi işlev gören bir hormondur. Kanser, nörodejeneratif hastalıklar gibi redoks stres 

ile karakterize çok sayıda patolojide etkileri ve etki mekanizmaları çalışılmış olan melatonin 

anti-inflamatuvar etkiler göstermektedir. (Bizzarri ve diğerleri, 2013; Arushanian ve Naumov, 

2013). Klinik çalışmalar, ekzojen melatoninin, iskemi/reperfüzyon sonrası oluşan oksidatif 

hasara karşı koruyabildiğini göstermiştir (Yang ve diğerleri, 2014). 

 

Ekzojen antioksidanlar genellikle mikrobesinler dahilinde organizmaya alınırlar hücre 

membranında ve hücre içinde etkili olurlar. Bunlar özellikle C, E ve A vitaminleri, 

karotenoidler, tokoferoller, tokotrienoller, polifenoller, flavonlar, antosiyoninler, flavonoidler 

vb grublarda antioksidan etkileri kanıtlanmış fitokimyasallardır. Selenyum, bakır, çinko gibi 

eser elementler, esansiyel yağ asitleri ve esansiyel amino asitler de mikrobesleyiciler 

kapsamında ekzojen redoks modülatörler olarak değerlendirilmektedirler. Nutrigenomik 

alanındaki ilerlemeler, besinsel faktörleri ve antioksidan mikrobesinleri sağlığın sürdürülebilir 

kılınması anlamında bilimsel araştırmaların odağına taşımıştır (Benzie ve Choi, 2013; Ergin 

ve diğerleri, 2013; Sureda ve diğerleri, 2014; Nuhu ve diğerleri, 2014; Mocchegiani ve 
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diğerleri, 2014). Laboratuvarımızda Prof. Karasu tarafından yürütülen araştırmalarda, E 

vitamini (Karasu ve diğerleri, 1995; 1997 a,b; Pekiner ve diğerleri, 2002; Ulusu ve diğerleri, 

2003; Doğru-Pekiner ve diğerleri, 2003; Demiryürek ve diğerleri, 2004; Das-Evcimen ve 

diğerleri, 2004; Güneş ve diğerleri, 2005; Kyselova ve diğerleri, 2005; Yülek ve diğerleri, 

2007; Skalska ve diğerleri, 2008), A vitamini (Zobalı ve diğerleri, 2002 a, b; Hünkar ve 

diğerleri, 2002; Ceylan-Işık ve diğerleri, 2007), alfa-lipoik asitin (Koçak ve diğerleri, 2000; 

Koçak ve Karasu, 2002) ekzojen antioksidanlar olarak metabolik hastalık modellerinde ve 

diğer in vitro çalışmalarda hücre ve farklı doku fonksiyonlarını koruyucu ve/veya restore edici 

etkileri kanıtlanmıştır. 

 

Doğal mikrobesleyicilerin yanısıra çok sayıda ilacın antioksidan etkileri olduğu yıllar 

içerisinde kanıtlanmıştır. Allopurinol ksantin oksidaz inhibitörü olduğu için ürik asit 

oluşumunu engelleyen ve hiperürisemi tedavisinde kullanılan bir antioksidandır. Hem ksantin 

oksidaz ve ksantin dehidrogenaz ,hipoksantini ksantine ve ksantini de ürik aside dönüştürür. 

Allopurinol’ün lipid peroksidasyonunu ve hemoglobin glikasyonunu azalttığı da 

bildirilmektedir (Boda, 2011; Miller ve diğerleri, 2012). Pentoksifilin, ksantin oksidaz üzerine 

inhibitör etkisi olan ve periferik damar hastalıklarında kullanılan ksantin türevi bir ilaçtır. 

Hidrojen peroksid oluşumunu artıran yolakları modüle eder (Nasiri-Toosi ve diğerleri, 2013). 

Anjiyotensin dönüştürücü enzim inhibitörü antihipertansif  bazı ilaçlar, statinler, antidiyabetik 

metformin’in terapötik etki mekanizmalarının temelinde antioksidatif etkileri de yer 

almaktadır (Sarath ve diğerleri, 2014). Simvastatin ve fluvastatin ile, Prof. Karasu’nun yaptığı 

çalışmalar, bu bulguları desteklemektedir (Ceylan ve diğerleri, 2003; 2004; Cumaoğlu ve 

diğerleri, 2011). Antihiperlipidemik ilaç probukol de önemli bir antioksidandır (Karasu ve 

diğerleri, 1995; Karasu, 1998). 

 

Esansiyel aminoasitlerinin (Örn. Taurin) (Güz ve diğerleri, 2007) ve esansiyel yağ asidlerinin 

(Örn. Alfa-linolenik asit) (Karasu ve diğerleri, 1995; Ceylan-Işık ve diğerleri, 2007) 

antioksidan özelliklerinden dolayı oksidatif doku ve organ hasarlarını önledikleri saptanmıştır 

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

 

İlginç olarak, antioksidanlar, oksidan olmayan ajanlarla indüklenen apoptoz modellerinde bile 

koruyucu etkiler göstermişlerdir (Buttke ve Sandstrom, 1994). Örneğin; TNF-alfa gibi 

sitokinler ile indüklenen apoptozis modelinde tiyoredoksin ve N-asetil sistein gibi 
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antioksidanlar sitoprotektif etkiler oluşturmuşlardır çünkü sitokinler ile tetiklenen apoptotik 

süreçlerde hücrenin redoks kapasitesinin oksidasyon lehine kaydığı önemli bir bulgudur 

(Chang ve diğerleri, 1992; Malorni ve diğerleri, 1993; Matsuda ve diğerleri, 1991; Mayer ve 

diğerleri, 1994). 

 

2.4. Kardiyovasküler Patolojide Redoks Stresin Rolü ve Antioksidatif Yaklaşım  

Endotel disfonksiyonu:  

Genel olarak vasküler tonus ve koroner arterlerin tonüsü, trombosit adezyonu, inflamasyon, 

fibrinoliz ve vasküler proliferasyon, endotel hücreleri tarafından salgılanan lokal mediyatörler 

(NO•, PGI2, ET-1 gibi) tarafından düzenlenerek vasküler homeostaz korunur (Hirase ve Node, 

2012). Endotel fonksiyonunun bozulması bu olayları olumsuz etkileyerek kardiyovasküler 

risk oluşturur (Bian ve diğerleri, 2008). Endotel disfonksiyonu, kontraktilite artışına ve 

hipertansiyona neden olur ve mikro- ve makro-anjiyopatinin en önemli nedenidir (Karasu, 

1997; Karasu, 1998; Karasu, 2000; Karasu, 2010; Yannoutsos ve diğerleri, 2014). Son 

gelişmeler, oksidatif stresin vasküler disfonksiyonun majör nedeni olduğunu ve kronik stres 

durumunda endotel hücrelerinin koruyucu fenotiplerini kaybedip proinflamatuvar moleküller 

sentezleyerek erken apoptoza gittiklerini göstermiştir. Reaktif oksijen metabolitleri, NO•,  

inaktivasyonunu hızlandırarak vazomotor fonksiyonu bozarlar hatta superoksit’in ortamda 

yüksek olduğu durumlarda her ikisi hızlıca birleşerek toksik peroksinitrit oluşturur (ONOO–) 

(Karasu, 2000; Zobalı ve diğerleri, 2001). Esansiyel hipertansiyonda gözlenen vasküler 

anormalliklerin temelinde oksidan stres aracılı endotel disfonksiyonu yatar (Sudano ve 

diğerleri, 2011; Schulz ve diğerleri, 2011). Endotele bağlı vasküler hasarda  hücre adezyon 

molekülü-1 (VCAM-1), hücreler arası adezyon molekülü-1 (ICAM-1) ve monosit kemotaktik 

protein-1 önemli rol oynar. Sayılan faktörler ROS ve redoks stres varlığında endotel 

hücrelerinden büyüme faktörlerinin sekresyonunu hızlandırarak endotel hücre 

proliferasyonuna yol açar ve apoptozu hızlandırır. O nedenle son yıllarda, terapötik müdahale 

stratejileri olarak  NO dönörleri, NO oluşturan ilaçlar, eNOS yeniden kenetleyicileri 

(recoupling), cGPM düzeyini arttırılması, guanilat siklaz aktivatörleri’nin yanı sıra ROS 

düzeylerine, redoks dengesizliğe aşırı protein oksidasyonuna, tamir mekanizmalarının 

rejenerasyonuna olanak tanıyacak ajanların keşfine yönelinmiştir (Risbano ve Gladwin, 

2013). Bu bağlamda NADPH oksidaz (NOX) inhibitörlerinin keşfi için yoğun araştırmalar 
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vardır (Dikalov ve Ungvari, 2012). NOX’lar ROS oluşumunu arttırarak vasküler endotel 

hücrelerde ve kardiyak hücrelerde hasar ve disfonksiyona neden olmaktadırlar Şekil 2.9. 

(Dikalov ve Ungvari, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.9. Mitokondriyal ve sitoplasmik ROS atağının neden olduğu stres ve kardiyovaküler 

       hastalık oluşturan hipertansif vasküler değişikliklerin mekanizmaları  

Laboratuvarımızın yürüttüğü araştırmalarda, antioksidan etkili doğal ya da sentetik 

bileşiklerin, deneysel diyabet ile indüklenen oksidatif stres ve kolaylaştırılmış yaşlanma 

modelinde, endotel kaynaklı endojen etkili faktörlerin düzeyini koruyarak ya da restore 

ederek vasküler tonüsü ve kardiyovasküler fonksiyonları düzenledikleri in vivo ve in vitro 

çalışmalar ile ortaya konmuştur. Bu çalışmalarda, antioksidanlar, sadece vasküler kontraktilite 

ve endotel fonksiyonlarını düzeltmekle kalmamış dokuda antioksidan enzim düzeyleri, 

metabolik parametreler ve ileri oksidasyon ürünleri düzeylerini de iyileştirmiştir (Karasu ve 

diğerleri, 1997 (a), (b); Karasu, 1998; Karasu, 1999; Koçak ve diğerleri, 2000; Koçak ve 

diğerleri, 2002; Zobalı ve diğerleri, 2002; Ceylan-Işık ve diğerleri, 2007). Bu çalışmalar 

benzeri çok sayıda deneysel araştırma ile desteklenmiştir. Bazı yeni örnekler şu şekilde 

özetlenebilir: Bitkisel polifenolik antioksidan “curcumin”, kadmiyumla indüklenmiş oksidatif 

stres modelinde hipertansiyona karşı vasküler fonksiyonları korumuştur (Kukongviriyapan ve 
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diğerleri, 2014). Benzer biçimde “Resveratrol” endotele-bağımlı gevşemeleri arttırmaktadır 

(Gordish ve Beierwaltes, 2014). “Kateşin” deneysel diyabette arterlerde ortaya çıkan yapısal 

ve fonksiyonel bozuklukları düzeltmiştir (Bhardwaj ve diğerleri, 2014) 

Ateroskleroz  

 

Ateroskleroz için risk faktörleri olan hiperlipidemi, diyabet, hipertansiyon, sigara ve yaşlanma 

gibi etkenler, endotel, vasküler düz kas hücresi, kardiyomiyosit ve makrofajlarda ROS 

üretimini arttırırlar (Li ve diğerleri, 2014). Bu ROS’lar başlangıçta strese adaptasyon yanıtı 

olarak antioksidan enzim proteinlerinin ekspresyonlarını uyarsalar bile bir süre sonra 

aterogenez sürecini başlatan ve hatta ilerlemesinde rol alan birçok hücresel olayı başlatırlar. 

Bunlar arasında, adezyon molekülü ekspresyonunun artması, vasküler düz kas hücre 

proliferasyonu ve migrasyonu, endotelde apoptoz, lipidlerin oksidasyonu (okside LDL), 

proteolitik matriks metalloproteinazların (MMP) aktivasyonu, inflamatuvar süreçlerin 

tetiklenmesi, ve vazomotor aktivitede değişiklikler yer almaktadır (Zhang ve diğerleri, 2011; 

van Rooy ve Pretorius, 2014). Bu süreçte, ksantin oksidaz, NAD(P)H oksidaz, nitrik oksit 

sentetaz (NOS) ve mitokondriyal enzimler ROS aracılı aterosklerotik değişikliklerin 

oluşmasında önemli rol oynar (Hulsman ve diğerleri, 2012). Koroner by-pas’lı hastalardan 

alınan insan koroner arterlerinde SOD gibi antioksidan enzim aktivitesinde azalmanın 

gösterilmiş olması, oksidatif stres-ateroskleroz-kardiyak yetmezlik ilişkisinin önemli 

kanıtlarıdır (Karahalil ve diğerleri, 2011; Kim ve diğerleri, 2013). Antioksidan desteğin 

aterosklerotik damar hastalıklarına bağlı kalp yetmezliklerinin riskini azaltacakları deneysel 

ve klinik gözlemlere bağlı olarak tartışılmaktadır (Otani ve diğerleri, 2013). Örneğin alfa-

lipoik asid’in  zincir kırıcı bir antioksidan olarak aterosklerotik kalp hastalıklarını önlediği, 

deneysel ve klinik çalışmalarda ortaya konmuştur (McNeilly ve diğerleri, 2011; Harding ve 

diğerleri, 2012).  

Hipertansiyon 

 Vasküler endotelin kimyasal, hormonal ve hemodinamik değişikliklere olan yanıtı vasküler 

tonüsü belirler. Antioksidanlar, arteriyel hipertansiyonun tedavisinde diğer pek çok bileşiğin 

yanında önerilmektedirler (Aschermann ve Jansa, 2014). Hipertansif hastalarda plazmada 

antioksidan enzim aktivitelerinin azaldığı ve örneğin SOD mimetiklerin (MnTE-2-PyP) deney 

hayvanlarında vasküler yeniden biçimlenmeyi ve kan basıncını azalttığı bildirilmiştir 



18 

 

 

(Villegas ve diğerleri, 2013). Endotel hücrelerinde ROS aracılı hasarın önemli bir nedeni 

olarak son yıllarda gösterilen cytoplasmic Nox2 aktivasyonunu kontrol edebilen müdahale 

araçlarının hipertansiyon tedavisinde çığır açacağı belirtilmektedir (Nazarewicz ve diğerleri, 

2013).Bu bağlamda atorvastatin’in NOX2 inhibitörü etkisiyle de hiperkolesterolemik 

aterosklerotik olayları kontrol ettiği ve kardiyak sağlığı koruduğu bildirilmiştir (Violi ve 

diğerleri, 2014). Öte yandan, mikrobesleyiciler kapsamında irdelenen çok sayıda 

antioksidanın (taurin, C,E,A vitamini, karotenoitler, tokoferoller, polifenoller, N-asetil sistein 

vb) hipertansiyona karşı koruduğu ve ilerlemesini kontrol ettiği vurgulanmaktadır (Ardalan ve 

Rafieian-Kopaei, 2013; Baradaran ve diğerleri, 2014). 

Kalp  

ROS yalnızca yukarıda açıklanan yollar üzerinden kardiyak yetmezliğe neden olmaz, ROS lar 

ve metabolitleri kardiyomiyositler üzerindeki doğrudan etkileriyle de kardiyak kontraktiliteyi 

ve kardiyomiyosit canlılığını etkilerler (Karasu C, 2010; Ergin ve diğerleri, 2013). 

Laboratuvarımızda yapılan deneysel araştırmalar A vitamini ve E vitamini ile ya da sentetik 

pridoindol antioksidanlar ile ROS aracılı kardiyak metabolizma ve/veya fonksiyon 

bozukluklarının önlendiği gösterilmiştir (Zobalı ve diğerleri, 2002; Pekiner ve diğerleri, 2002; 

Ceylan-Isik ve diğerleri, 2011). Oksidatif stresin etkilediği en önemli patolojilerden biri kalp 

yetersizliğidir. Kalp yetersizliği gelişen hastalarda SOD, CAT, GSH-Px ve E vitamini gibi 

miyokardiyal antioksidanlar azalırken, ROS ve oksidatif stresin arttığı gösterilmiştir. İlaç 

tedavisiyle hemodinamik fonksiyonu düzelen hastalarda antioksidan rezervde artma, oksidatif 

streste azalma sağlandığı saptanmıştır İleri kalp yetersizliği olan hastalarda ve miyokard 

infarktüsü geçiren hastalarda  miyokardın infarkt bölgelerinde miyositlerin ROS-aracılı       

(de Castro ve diğerleri, 2014; Wang ve diğerleri, 2014). 

 ROS rolünün doğrudan gösterildiği kardiyak sorunların başında reperfüzyon hasarı 

gelmektedir. Reperfüzyon hasarı, tıkanmış koroner arterin açılmasından sonra iskemik olan 

alana oksijenli kanın gelmesinin yarattığı olaylar zincirini takiben paradoksik olarak miyokard 

hücre hasarının artmasıdır. Bu olay kalpte geri dönüşebilir (miyokardiyal stunning) 

olabileceği gibi, geri dönülemez (miyokard infarktüsü) olayların başlangıcı da olabilir. 

Hücresel mekanizma olarak, kardiyomiyositlerde, koroner endotel hücreleri ve düz kas 

hücrelerinde ve dolaşımdaki kan hücrelerinde artmış olan ROS oluşumu ve ROS-protein 
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etkileşmeleri sonucu gelişen konstriktör sinyalizasyonun hasar oluşumundan sorumlu başlıca 

mekanizma olduğu bildirilmektedir (Tullio ve diğerleri, 2011; Pagliaro ve Penna, 2014).  

(Şekil 2.8). Kardiyomiyositler etrafındaki redoks mikroçevre, sadece iskemi/reperfüzyon 

hasarında değil fakat kardiyoproteksiyonda da hayati rol oynamaktadır. Pre- ve post 

önkoşullamanın deney hayvanlarında infark  alanında ciddi azalma gösterdiğini ortaya koyan 

çalışmalar bunu desteklemektedir (Tullio ve diğerleri, 2011; Pagliaro ve Penna, 2014). 

Ekzojen olarak H2O2 ile kardiyak perfüzyonun, reperfüzyon hasarının özellikleri olan hücresel 

K
+
 kaybı, yüksek enerjili fosfat bileşiklerinin azalması, hücre içi Ca

++
 artışı, miyosit 

kontraktilitesi ve gevşemesinin giderek azalması, metabolik fonksiyonun yavaşlaması ve 

aritmiler gibi bozukluklara neden olduğu gösterilmiştir (Lochner ve diğerleri, 2009). 

Farmakolojik çalışmalar, bozukluğun mekanizması olarak mitokondri ve sarkoplazmik 

retikulumda iyon transportunun bozulmasını öne sürmüştür (Gong ve diğerleri, 2012; 

Borchert ve diğerleri, 2013). Laboratuvar hayvanlarında yapılan çalışmalar, antioksidan 

enzim ya da antioksidan kimyasallar ile tedavinin iskemi/reperfüzyon hasarına karşı koruyucu 

olduğu göstermiştir. Kükürtlü aminoasitler, N-asetil sistein, dimetiltiyoüre gibi antioksidanlar, 

kalsiyum kanal blokörleri ve desferrioksamin gibi metal şelatörler ile yapılan çalışmaların 

sonuçları kardiyoprotektif etki bakımından olumlu bulunmuştur (Gökgöz ve diğerleri, 1992; 

Soncul ve diğerleri, 1992 (a), (b), (c); Keleş, 2002; Balková ve diğerleri, 2012). 

 

2.5. Bitkisel Polifenoller ve Etkileri 

 

Fenolik moleküller aromatik halkasında bir veya daha fazla hidroksil grubu içeren 

bileşiklerdir. En basit fenolik molekülün bir tane hidroksil grubu içeren benzen yani fenol 

olduğu ve diğer fenolik bileşiklerin bundan türediği bilinmektedir (Naczk ve Shahidi, 2007). 

Flavonoid yapısı Şekil 2.10.’da şematize edilmiştir. Bitkilerde bulunan fenolik bileşikler basit 

fenoler ve polifenoller olmak üzere kabaca iki gruba ayrılmakla birlikte, meyve ve sebzelerde 

yaygın olarak bulunan fenolik maddeler hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler ve 

flavonoidler olmak üzere üç kısımda incelenebilirler. Flavonoidler kimyasal olarak aglikan, 

glikozid veya metilenmiş şekillerde bulunabilirler. Temel olarak 6 gruba ayrılmaktadırlar. 

Flavononlar, flavonlar, flavonoller, flavanoller (kateşinler), izoflavonlar ve antosiyaninler 

(Dai ve Mumper, 2010). Polifenoller Şekil 2.11.’da kategorize edilmekle birlikte örneklerinin 

sayısı her geçen gün artmaktadır.  
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Şekil 2.10.   Flavonoidlerin genel kimyasal yapısı 

 

Bitkisel kökenli fenolik bileşikler özellikle gıda sanayinde, teknolojik olarak deri sanayinde 

ve son yıllarda ise diet bütünleyiciler, fonksiyonel gıdalar ve nutrasötikler dahilinde insan 

sağlığını geliştirme adına oldukça yaygın kullanım alanı bulmuşlardır (Magrone ve diğerleri, 

2013). Flavonoidler en önemli antioksidan, serbest radikal tutucu ve zincir kırıcı redoks 

modülatörler olarak bilinmektedirler. Bitkisel sıvı yağlarda peroksidasyonu (acılaşmayı) 

önlemek amacıyla flavonoidler, yaprak-çiçek çayları,  meyve ve çekirdek fenolikleri olarak 

halen yaygın olarak kullanılmaktadırlar (Kumar ve Pandey, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.11.  Bitkisel fenoliklerin kategorizasyonu.  

(kaynak: http://www.landesbioscience.com/curie/images/chapters/Wahle1color.gif) 

 

İnsan sağlığını iyileştirmede bitkisel fenoliklerin kullanımı çok eskiye dayanmaktadır ve 

”Holistik Tıp”ta en önemli fitoterapötikler dahilinde incelenmektedirler. PubMed’e değişik 

anahtar sözcükler verilerek bakıldığında 4 bin civarında bilimsel makalenin bitkisel fenolik 
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bileşikler ile yapılan araştırmanın sonuçlarını yayımladıkları görülmektedir. Bitkilerin 

polifenolik bileşikler içeren kısımları (drog-droglar) halen kullanılmaya devam etmektedir 

(Aktarlar kapsamında). Fenolik ekstreler antimikrobiyal etkileri bakımından oldukça sık 

kullanılmışlardır (Kumar ve Pandey, 2013). Özellikle son 30 yıl süresince bilimsel yöntem, 

teknoloji ve anlayışta gelinen nokta bitkisel polifenoliklerin biyolojik etkilerinin 

kanıtlanmasına, hücresel etki mekanizmalarının aydınlatılmasına olanak sağlamış ve bu grup 

bileşiklerin insan sağlığına kanıta dayalı bir biçimde sunulmasının önünü açmıştır 

(Bahramsoltani ve diğerleri, 2014). Çeşitli bitkilerin polifenolik bileşik içeren drogları, daha 

önemlisi bu droglardan izole edilerek saflaştırılan polifenolik fitokimyasallar, kalp-damar 

hastalıkları, kanser, diyabet-obezite gibi kronik metabolik hastalıklar, hafıza ve bellek ile 

ilişkili nörodejeneratif bozukluklar ama aslında kronik inflamasyonla karakterize çok sayıda 

patolojiye karşı korunmada ve rejenerasyonda etkilidirler (Rodrigo ve diğerleri, 2014). 

Alzheimer hastalığına karşı koruyucu ve restore edici etkilerine ilişkin çalışmalar hızla 

artmakta ve ses getiren bulgulara ulaşılmaktadır (Walker ve diğerleri, 2014; Malar DS, Devi, 

2014). Bitkisel polifenoller kondroprotektifdirler (Leong ve diğerleri, 2013); anti-trombotik 

etkiler gösterirler (Santhakumar ve diğerleri, 2014); anti-diyabetik etkileri iyi bilinmektedir 

(Babu ve diğerleri, 2013; Bahadoran ve diğerleri, 2013); solunum yollarında immün yanıtı 

kontrol ederek enfeksiyonlara direnci arttırırlar (Skinner ve diğerleri, 2013); katarakta karşı 

etkilidirler (Stefek ve Karasu, 2011); hepatoprotektif etkileri kanıtlanmıştır (Georgiev ve 

diğerleri, 2014). 

 

Polifenollerin etkili oldukları patolojilerin oluşma ve ilerlemelerini sağlayan hücre içi 

mekanizmalara bakıldığında, hücresel metabolizmada redoks dengesizlikle ilişkili çoğunlukla 

oksidatif strese bağlı hasarların birincil rol oynadığı görülmektedir (Ergin ve diğerleri, 2013; 

Krausz ve diğerleri, 2014). Fenolik bileşikler bu anlamda hücre metabolizmasında rol alan 

redoks regülasyon faktörleri olarak davranmaktadırlar ve anti-AGE, karbonil-protein 

oksidasyonu inhibitörü  etkileri insan sağlığı üzerindeki olumlu etkilerinin temel 

mekanizmasını oluşturmaktadır (Ergin diğerleri, 2013; Boisard ve diğerleri, 2014). 

AGEs/ALEs inhibitörü ve aldoz redüktaz inhibitörü etkileri, fenolik antioksidanların 

diyabetik komplikasyonları önleyici etkilerinin mekanizmaları arasındadır (Karasu ve 

diğerleri, 2012; Ergin ve diğerleri, 2013 (a), (b). Polifenolikler, hücre canlılığını kontrol eden 

ve apoptoza götüren mekanizmaları modüle ederek hücre sağlığının sürdürülebilir olmasına 

katkı sağlarlar (Giovannini ve Masella, 2012). 
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Polifenolikler, antioksidan olmaları sebebiyle anti-mutajenik ve anti-kanserojenik olarak da 

bilinmektedirler (Ajiboye ve diğerleri, 2014; Resende ve diğerleri, 2014). Polifenolik 

flavonoidlerin, askorbat ve glutatyon’un antiradikal döngüsüne katılarak, antioksidan 

”network”ü destekledikleri bulunmuştur. Yeni çalışmaların birinde, polifenolik bileşiklerden 

”quercetin”in ve semi sentetik türevi ”7-mono-O-(β-hydroxyethyl)-rutoside (monoHER)”in 

antioksidan etkilerinin mekanizması redoks modülatörü şeklinde açıklanmıştır (Lemmens ve 

diğerleri, 2014). Epigallokateşingallat, genistein, apigenin, luteolin, quercetin, kampfero, 

kurkumin gibi polifenollerin antikanserojenik etkilerinin mekanizması olarak, antioksidan 

etkileri, ksantin oksidazı inhibe etmeleri, PI3-kinaz, Akt/Pkb, tirozin-kinaz, P1KC and MAP-

kinaz sinyal yolakları ile etkileşmeleri, büyüme ve apoptotik faktörlerin transkripsiyonlarını 

değiştirmeleri öne sürülmüştür (Chen ve Dou, 2008). Bir flavonol olan quercetin, kanser 

hücrelerinde doza bağımlı olarak apoptozu etkilemekte ve yüksek konsantrasyonlarda 

apoptotik genleri aktive etmektedir (Tanagornmeatar ve diğerleri, 2014). Quercetin, bir başka 

fenolik arctigenin  ile birlikte verildiğinde sinerjik etkileştirme göstererek prostat kanserinde 

anti-proliferatif  etkinliği artmaktadır (Wang ve diğerleri, 2014). ”Quercetin” + ”cancer” 

olarak girildiğinde, PubMed’de 2000’e yakın makale görülmektedir. Fenolik maddelerin 

sağlıkla ilişkisinde toplam fenol miktarı veya flavonol, flavon gibi alt grupların miktarından 

çok bu maddelerin özgün türevleri ve her birinin oranının önemli olduğu belirtilmiştir 

(Cemeroğlu ve Cemeroğlu, 1998). Örn: Kakao polifenolleri ve genel olarak bitkisel 

polifenoller, LDL oksidasyonunu önledikleri için ateroskleroza karşı korumakta ve kalp 

hastalığı riskini azaltmaktadırlar (Baba ve diğerleri, 2007; Siasos ve diğerleri, 2013; Khan ve 

diğerleri, 2014). Kohort çalışmalar dahilinde de polifenollerin bu etkileri vurgulanmıştır 

(Kishimoto ve diğerleri, 2013). LDL oksidasyonunu ve inflamasyonu inhibe ettikleri, köpük 

hücresi oluşumunu ve makrofaj infiltrasyonunu önledikleri, anti-platelet, anti-atherosklerotik, 

anti-anjiyojenik aktivite gösterdikleri için kardiyovasküler hastalıklara karşı koruyucu ve 

tedavi edici olmaları çok sayıda bitkide bulunan farklı polifenoliklerin ortak özellikleri olarak 

karşımıza çıkmaktadır (Kawai, 2011). Bunlar içerisinde nar polifenolikleri (punikalajin, elajik 

asit) (Sestili ve diğerleri, 2007; Daleprane  ve diğerleri, 2012; Aviram ve Rosenblat, 2013; 

Shema-Didi ve diğerleri, 2014); lemon grass ve sitrus bioflavonoidleri (hesperidin, herseptin) 

(Campos ve diğerleri, 2014; Parhiz ve diğerleri, 2014), papatya polifenolleri (apigenin, 

quercetin)  (Bijak ve diğerleri, 2013), üzüm (şarap) fenolleri (resveratrol) (Cui ve diğerleri, 

2012; Yashiro ve diğerleri, 2012; Chiva-Blanch ve diğerleri, 2013), çay fenolik bileşikleri 

(kateşin, epigallokateşin) (Bornhoeft ve diğerleri, 2012) bunlar arasında sayılabilir. 
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Polifenolik bileşiklerin (kakao polifenolleri) kardiyovasküler etkilerinin mekanizması olarak: 

(1) vazodilatör nitrik oksit (NO)  modülasyonu, (2) arginaz aktivitesini düşürerek, endotel 

hücrelerinde, NO prekürsörü L-arjinin seviyesinin arttırılması, (3) endotele-bağımlı 

hiperpolarize edici faktörün aktive edilmesi, (4) endoteliyal vazodilatör prostasiklin düzeyinin 

arttırılması, (5) endoteliyal vazokonstriktör ET-1 düzeylerinin azaltılması, (6) anjiyotensin 

dönüştürücü enzimin inhibe edilerek vazokonstriktör anjiyotensin seviyelerinin düşürülmesi, 

(7)  ROS oluşumunun azaltılması olarak Şekil 2.12.’de özetlenmiştir (Corti ve diğerleri, 

2009).  

Stangl ve diğerleriadaşlarının 2007 yılında yayımladıkları bir makalede, bitkisel fenoliklerin 

kardiyoprotektif etki mekanizmaları aşağıdaki şekilde yer almaktadır (Şekil 2.13.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.12.Polifenollerinin kardiyoprotektif özelliklerine aracılık eden vasküler-endotel etki 

       mekanizmaları. (Corti ve diğerleri, 2009) 
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Şekil 2.13. Fitofenollerin kardiyoprotektif etkilerine aracılık eden hücre içi mekanizmalar  

      (Stangl ve diğerleri, 2007). 

 

Yakın zamanda flavonoidler, dietle alınan nükleer reseptör regülatörleri olarak 

tanımlanmaktadırlar (Avior ve diğerleri, 2013). Yapısal olarak nukleer reseptör ligandlarına 

benzemektedirler. Örn: Naringin ve hesperidin organizmaya meyveler ile alındıktan sonra 

aglikon türevleri olan naringenin ve hesperetine parçalanmakta ve bu halleri ile absorbe 

olmaktadırlar. Naringenin üzüme tadını veren bileşik olup yaygın olarak çalışılmaktadır.  

Diyabetik hayvan modellerinde kalori alımı veya yağ alımını değiştirmeden dislipidemiyi 

ortadan kaldırdığı gösterilmiştir. Düşük oranda ER reseptörlerine bağlandığı ve anti-

östrojenik etki gösterdiği diğer yandan PI3K aktivasyonuna bağlı olarak apiloprotein B ve 

LDL protein düzeylerini düşürdüğü in vitro koşullarda gösterilmiştir. Ayrıca PPAR 

reseptörleri üzerinden yağ asidi oksidasyonunda görev alan genlerin transkripsiyonunu 

uyardığı, lipid ve kolesterol sentezinde görev alan genlerin ekspresyonunu inhibe ettiği, 

adipozit farklılaşması sırasında TLR2 (Toll-like receptors)’yi inhibe ettiği gösterilmiştir 

(Yoshida ve diğerleri, 2013). Hespertin hepatik HMGCR ekspresyonunu azaltır elma 

yapraklarında bulunan ve flavononlara benzeyen bir bileşik filoretin,  glukozun hücre içine 

alımını inhibe etmektedir. Flavononlardan farklı olarak adiposit farklılaşmasını uyarmakta,  

ER cevap genlerinin ekspresyonunu değiştirmekte ve anti-inflamatuvar etkiler 

MEKANİZMALAR

ETKİLER
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oluşturmaktadırlar (Lee ve diğerleri, 2011; Yoshida ve diğerleri, 2012). Öte yandan, apigenin 

ve krisin ayrıca PPAR reseptör ekspresyonunu artırarak makrofaj hücrelerinde anti-

inflamatuar etkinlik gösterirler. Polimetoksillenmiş flavonlar, nobiltein ve tangeretin, potent 

kolestrol düşürücü etkiye sahiptirler (Lee ve diğerleri, 2013). Tangeretin’in PPAR 

aktivasyonuna neden olarak lipid biyosentezini inhibe ettiği, yağ asidi oksidasyonunu 

uyardığı saptanmıştır (Kim ve diğerleri, 2012). Diğer yandan nobiletin’in PPAR 

ekspresyonunu azaltarak adipogenezi ve lipid birikimini inhibe ettiği gösterilmiştir (Assini ve 

diğerleri, 2013). 

 

Yeşil çay polifenolik bileşiklerinin, okside olmuş LDL’nin tetiklediği inflamatuvar faktör 

NFB aktivasyonunu HUVEC hücrelerinde inhibe ettiği gösterilmiştir (Wahyudi ve Sargowo, 

2007). Elma kabuğundan izole edilen fenolik içeriğin (fenolik asitler, flavonol glikozitleri, 

flavan-3-ol, procyanidinler), antioksidan enzim aktivitesini iyileştirdikleri, LPS ile uyarılan 

TNF-α, IL-6 ve prostaglandin E2 miktarlarını azalttıkları, hücresel antioksidan savunmanın en 

önemli uyaranları arasında yer alan Nrf2 indüksiyonu yaptıkları ve mitokondriyal biogenezin 

master kontrolörü olan PGC-1α düzeylerini arttırdıkları bildirilmiştir (Denis ve diğerleri, 

2013). 

 

Son yıllarda, ekzojen antioksidanların yanısıra, oksidan atağa karşı hücrede endojen 

antioksidan savunmayı güçlendirecek genlerin aktivasyonunu sağlayan ajanların keşfi önem 

kazanmıştır. Bu anlamda bitkisel polifenollerin Nrf2, HO-1, γ-GCS ve FOXO3 genlerinin 

transkripsiyonunu arttırarak sitoprotektif oldukları bildirilmiştir (Mukherjee ve diğerleri, 

2013; Liu ve diğerleri, 2014; Csiszár  ve diğerleri, 2014; Bhullar ve Rupasinghe, 2015). 

Diyabetik kardiyomiyopatiye karşı Nrf2 aktivatörü olarak bitkisel polifenolikler gündeme 

oturmuştur (Chen ve diğerleri, 2014).  Öte yandan semi sentetik polifenolik bileşiklerin 

avantajları nedeniyle insan sağlığına sunulmalarını sağlayacak araştırmalar da devam 

etmektedir (Stefek ve Karasu, 2011; Milackova ve diğerleri, 2013). 

2.6. Zeytin Yaprağının Fenolik Bileşikleri ve Etkileri 

 

Zeytin yaprağının insan sağlığının iyileştirilmesinde kullanıldığını işaret eden kaynaklar 

mitolojik çağa dek uzanmaktadır (http://www.sabor-artesano.com/gb/olive-tree-

mythology.htm). Antik Yunan’da sikkelerin üzerinde dahi, bereket sembolü olarak, zeytin 
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ağacı yer almaktadır (Resim 2.1.). Meyveleri, Akdeniz’e kıyısı olan ülkelerin ve ülkemizin 

vazgeçilmez besin kaynaklarından biri olan zeytin  (Olea europaea L) bitkisi (Oleaceae) 

genellikle meyve yağı, salamura olarak meyveleri, zeytin altı suyu ve yapraklarından 

yararlanılan bir bitkidir (Fistonic ve diğerleri, 2012; Barbaro ve diğerleri, 2014; Hande 

Gursoy-Haksevenler ve diğerleri, 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 2.1. Atina'da basılan Tetradrahma bir zeytin ağacı ile dekore Attika kask ile Athena, 

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

 

Özellikle Anadolu ve Antik yunan medeniyetlerinde kutsal kabul edilen yaşlı zeytin ağaçları 

ve teknoloji devrimiyle gelişen zeytin yağı üretim yöntemleri dikkati çekmektedir 

 (Resim 2.2.). 

Zeytin yaprağında polifenolik bileşiklerin oranı yüksektir (Castro ve Japon-Lujan, 2006). 

Oleuropein, yapraktaki asıl fenolik bileşik olmakla birlikte, yaprakta fenolik glikozidler, 

esterler, diğer sekoiridoidler, flavonoidler (rutin, quercetin, luteolin vb), hidroksitirozol’den 

türeven bileşikler, verbaskozid gibi hidrosinamik asid türevleri bulunmaktadır  (Ryan ve 

diğerleri, 2003; Baycin, ve diğerleri, 2007; Kontogianni ve Gerothanassis, 2012). Zeytin 

yaprağında bulunan ve etkileri bakımından literatür verisi bulunan başlıca fenolik bileşikler 

Şekil 2.14.’de yer almaktadır.  
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Resim 2.2. Antik Zeytin ağacı ve zeytin işleme ünitesi (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 kaynaklı doğal ajanlar olarak zeytin yaprağı polifenolik bileşikleri, hücreyi redoks 

hasara karşı koruyucu ve onarıcı özelliklerinden dolayı, son yıllarda, hem deneysel hem de 

klinik araştırmaların ilgi odağındadır (de Bock ve diğerleri, 2013; , Lerman ve Lerman, 2013; 

Barbaro ve diğerleri, 1014). Zeytin yaprağı fenolikleri güçlü antioksidandir (Paiva-Martins ve 

Gordon, 2001). Çok yeni bir çalışmada, zeytin yaprağı ekstresinde bulunan oleuropein ve 

tyrosol’ün linoleik asid peroksidasyonunu en yüksek düzeyde önlediği gösterilmiştir. Yaprak 

dekoksiyonunda bulunan “taxifolin” ve “fraxamoside”, ksantin oksidazın en güçlü inhibitörü 

olarak gösterilmiştir  (Marino ve diğerleri, 2014). Zeytin yaprağı polifenoliklerinin bağışıklık 

sistemini güçlendirdiği, anti-viral, anti-bakteriyel, anti-kanserojen ve anti-fungal etkili olduğu 

ispat edilmiştir (Amin ve diğerleri, 2013; Tezcan ve diğerleri, 2014). Zeytin yaprağı 

polifenolik bileşikleri anti-proliferatif etkilidir (Fares ve diğerleri, 2011); kemoterapi gören 

kanser hastalarında inflamatuvar sitokin düzeylerini azaltır (Ahmed, 2013; Marino ve 

diğerleri, 2014); periferik lökositleri adrenalinin indüklediği DNA hasarına karşı korur 

(Cabdiğerleriapa ve diğerleri, 2014); serebral iskemi reperfüzyona karşı korur (Dekanski ve 

diğerleri, 2011);  insan kanser hücrelerinde, hücre siklusu progresyonunu modüle eder 

(Bouallagui ve diğerleri, 2011). 
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Şekil 2.14.    Zeytin yaprağında bulunan başlıca fenolik bileşikler.  

 

Zeytin yaprağı polifenolik bileşikleri, anti-hiperglisemik etkilidirler (Önderoğlu ve diğerleri, 

1999); anti-hiperkolesterolemik etkileri vardır ve insülin direncini kırarlar (Bennani-Kabchi 

ve diğerleri, 1999) ve insülin duyarlığını arttırırlar (de Bock ve diğerleri, 2013);  

hipolipidemik etkileri anti-oksidan etkilerine eşlik eder (Jemai ve diğerleri, 2008); anti-

trombotikdirler (Dub ve Dugani, 2013); anti-atherosklerotik özellikleri vardır (Lerman ve 

Lerman, 2013);  L-tipi kalsiyum kanal antagonisti etkiler gösterirler (Scheffler ve diğerleri, 

2008); diyabetik deney hayvanlarında renal bozuklukları düzeltirler (Mapanga ve diğerleri, 

2009); yüksek karbohidrat ve yağ diyeti ile beslenmiş sıçanlarda metabolik, kardiyak ve 

hepatik bozuklukları azaltırlar (Poudyal ve diğerleri, 2010); nöroprotektif etkileri farklı 

hayvan modellerinde gösterilmiştir (Mohagheghi ve diğerleri, 2011; Dekanski ve diğerleri, 

2011); anti-hipertansif etkileri geniş çaptaki klinik çalışmalarda ortaya konmuştur (Wong ve 

diğerleri, 2014). 

 

Laboratuvarımızda yapılan çalışmalar, zeytin yaprağı standardize ekstrelerinin ve buradan 

izole edilmiş fenolik yapıdaki bileşiklerin (oleuropein, hidroksitirozol, quercetin, luteolin, 

rutin, verbaskozid) pankreas beta-hücrelerini oksidan strese ve inflamatuvar süreçleri 

tetikleyen uyaranlara karşı, metabolik parametreler, sinyal molekülleri ve apoptotik süreçlerin 

kontrolü düzeylerinde koruduğunu (Cumaoğlu ve diğerleri, 2011 (a), (b), kardiyomiyositlerde 
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karbonil stresin (4-HNE) oluşturduğu hasar biçimlerini önlediğini (Bali ve diğerleri, 2014) 

kanıtlamıştır. Söz konusu çalışmaların sonuçları Şekil 2.15. ve Şekil 2.16.’da yer almaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.15. Pankreas β-hücrelerine (INS1-E) zeytin yaprağından izole edilen polifenolik bileşiklerin 

       antiapoptotik ve insülin salıverilmesi üzerindeki düzenleyici etkilerinin mekanizması 

      (Ergin ve diğerleri, 2013). 

 

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

 

Hipoksantin ve ksantin, mutagen etkisiyle meydana gelen pek çok nükleobazdan ikidisir, her 

ikisi de deaminasyon (bir amin grubunun hidroksil grubu ile değişmesi) ürünleridir. 

Hipoksantin adeninden, ksantin ise guaninden meydana gelir. Benzer şekilde, sitozinin 

deaminasyonundan ise urasil oluşur (Nguyen ve diğerleri, 1992) (Şekil 2.18). 

 

Ksantin oksidaz (XO),  pürin degradasyonunda son basamakta etkili, oksidoredüktazlar 

grubundan bir enzimdir. Ko-faktörü molibden olan bir metaloflavoproteindir. Pürin 

degradasyonu söz konusu olduğu için ürik asit üretiminde rol oynayan enzim olarak bilinir. 
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Daha çok karaciğer böbrek ve ince barsakta bulunur. Ksantin oksidaz, ksantin ile reaksiyona 

girerek superoksit (O2¯
●
) oluşturur. Superoksit ise superoksit dismutaz (SOD) aracılığı ile 

hidrojen peroksite (H2O2) dönüştürülür (Şekil 2.16.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.16. Kardiyomiyositlerde (H9c2) zeytin yaprağından izole edilen polifenolik bileşiklerin 

          karbonil strese karşı antiapoptotik ve protektif etkilerinin mekanizması 

         (Bali ve diğerleri, 2014). 

 

Serbest radikal (superoksit) oluşturan bir enzim olarak ksantin oksidaz, egzersiz fizyolojisi, 

diyabet, sarkopeni, kardiyak iskemi/reperfüzyon hasarı gibi durumların hücresel 

mekanizmalarında önemli bir komponentdir (Şekil 2.17).  
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Bu bağlamda ksantin oksidaz inhibitörü, eski ve ucuz ilaç “allopurinol”, son yıllarda reaktif 

radikallere bağlı oksidatif doku hasarının önlenmesinde yeniden gündeme gelmiştir (Sanchis-

Gomar ve diğerleri, 2014; Ferrando ve diğerleri, 2014; Sanchis-Gomar ve diğerleri, 2014). 

“Febuxostat” ise yeni bir ksantin oksidaz inhibitörü olarak klinik faz deneylerindedir (Stamp 

ve Chapman, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.17. Ksantin  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.18. Kardiyak iskemi/reperfüzyon hasarında, ksantin oksidaz/ksantin ile tetiklenen 

          oksidatif stres. 
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3. YÖNTEM 

3.1. Laboratuvar 

 

Bu çalışma, Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Farmakoloji Anabilim dalı “Cellular Stress 

& Signal Transduction Research Laboratory” olanakları kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Çalışma Gazi Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 01-2012-53 sayı 

numarasıyla desteklenmiştir. 

  

3.2. Hücre Kültürü: H9c2 (Rat Kardiyomiyoblast) 

 

Çalışmalarımızda ticari olarak elde edilmiş, sıçan kardiyomiyoblast hücre hattı kullanılmıştır 

[American Tissue Type Collection, ATCC® CRL-1446, (#CRL-1446; Rockville, MD, 

USA)]. Hücreler 37 ºC sıcaklıkta, % 5 karbondioksit içeren steril inkübatörde kültürlenmişdir. 

Kültür kaplarına (75 cm
2
) ekilen hücreler, %10 FBS + 2mM L-glutamin ve %1 penisilin-

streptomisin içeren DMEM içerisinde çoğaltılmışlardır. Hücre kültürü için takib eden standart 

işlemler gerçekleştirilmiştir: 1 ml kültür ortamı içeren kültür kaplarına 5x10
4
 yoğunlukta 

ekilen hücreler, kültür ortamı uzaklaştırıldıktan sonra PBS ile yıkanıp tripsinize edilmişlerdir. 

İşlemler sonrasında Tripsin/EDTA yardımıyla kültür kabı tabanından hücreler koparılarak 

pasajlanmışlar. Deneyler pasaj numarası 54-60 arası hücrelerde tamamlanmıştır. Kardiyak 

hücreler santrifüj sonrası toplanarak  50 mM buzlu potasyum fosfat tamponu içinde, pH 7,4’te 

ve 2 mM EDTA varlığında yeniden suspanse edilmişlerdir. Sonikatörden geçirilen hücreler, 

13,000×g’de 10 dk ve 4 °C’de santrifüj edilmişlerdir. Süpernatant ileri deneyler için 

kullanılmıştır (Cao ve Li, 2004; Bali ve diğerleri, 2014). 

3.3.  Oksidatif Stresin Ksantin/Ksantin Oksidaz İle İndüklenmesi 

 

Ksantin + ksantin oksidaz (X/XO) kullanarak oksidatif sitotoksisitenin indüklenmesi için 0.5 

mM ksantin varlığında 0,01 – 50 mU/mL konsantrasyonda ksantin oksidaz hücrelere 

uygulanmış ve inhibisyon için ED50 değerini verecek konsantrasyon saptanmıştır.  Bu 

konsantrasyon, MTT deneyleri sonucunda elde edilen grafik baz alınarak bulunmuştur. 

Hücreler ekstre veya fenolik bileşikler ile ön inkübasyondan (24 saat) sonra, 12 h X/XO (0,5 

mM X / 5 mU/mL XO) ile muamele edilmişlerdir (Du ve diğerleri, 2007).  
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3.4.   Standart Ekstre, Fenolik Bileşikler ve XO/X Uygulanması 

 

Zeytin yaprağı ekstresi stok solüsyonu %10 DMSO içerisinde hazırlanmıştır. Dilüsyonlarında 

maksimum DMSO konsantrasyonu % 0,02’dir. Diğer polifenolik bileşikler kültür ortamında 

çözülmüşlerdir. Ekstre ve polifenolik bileşiklerin her biri 0,1, 10, 25, 50 µg/mL 

konsantrasyonlarda hücrelere 24 saat uygulandıktan sonra hücreler 12 saat X/XO (0,5 mM 

X/5 mU/mL XO) ile muamele edilmişlerdir (Du ve diğerleri, 2007).  

 

3.5. Etkileri Test Edilen Redoks Düzenleyiciler: 

3.5.1.  “Oleuropein”, ticari olarak temin edilmiştir. 

3.5.2.  “Hydroxytyrosol”, ticari olarak temin edilmiştir. 

3.5.3. “Quercetin”, ticari olarak temin edilmiştir. 

3.5.4. Zeytin yaprağı ekstreleri.  

 

İki farklı standardize zeytin yaprağı ekstresi kullanılmıştır Zeytin yaprağı (Resim 3.1.) 

standardize ekstresi ZEYEX® (Ext-1) adı altında, ve Ext-2 olarak, FARMASENS Firması, 

Gazi Üniversitesi, Teknoparkı, Gölbaşı, Ankara adresinden temin edilmiştir. Olea europaea L. 

var. Europaea Zhukovsky  (AEF 23334) herbaryum örneği firmadan, ZEYEX’in üretim 

proses patentli olarak koruma altında olduğu ve oleuropein’e göre standardize edildiği ( %20 

oleuropein) bilgisi alınmıştır. 
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Resim 3.1.Zeytin yaprağı 

3.6. Ölçümlenen Parametreler 

3.6.1. Zeytin yaprağı ekstrelerinde total fenol miktarı 

 

Ext-1 ve Ext-2 içerisindeki total fenolik bileşik miktarı spektrofotometrik olarak Folin-

Ciocalteau reaktifi kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Singleton & Rossi, 1965). Ekstrelerden 

0,1 ml alınmış 50 ml’lik balon jojeye konulmuş üzerlerine 5 ml saf su, 0,5 ml Folin-

Ciocalteau (Merck KGaA, Germany) çözeltisi ilave edilmiş ve 3 dk bekledikten sonra 1 ml 

sodyum karbonat çözeltisi (%35, w/v) ilave edilerek, karışımlar saf su ile 50 ml çizgiye kadar 

tamamlanmıştır. Çözeltiler 2 saat karanlık ortamda bekletildikten sonra absorbanslar 760 nm 

de UV-Vis Spektrofotometre kullanılarak okunmuştur (Shimadzu, Japan). Kalibrasyon eğrisi 

gallik asid standardı kullanılarak oluşturulmuş ve konsantrasyonlar bu eğriye göre 

hesaplanmıştır. Total fenol miktarı, mg gallik asit eşdeğeri/gram kuru ağırlığın yüzdesi olarak 

verilmiştir. Elde edilen eğriden hesaplanan regresyon kat sayısı 0,9986’dır.  
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3.6.2. MTT (canlılık-sağkalım-viability) 

 

Hücrelerde X/XO, fenolik ekstreler ve fenolik standart bileşiklerin canlılığa olan etkileri MTT 

deneyi ile kolorimetrik yöntemle belirlenmiştir. Bu yöntem, ortama eklenen 3-(4,5-

dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) bileşiğinin indirgenmesi esasına 

dayanmaktadır. H9c2 hücreleri, başlangıçta hücre yoğunluğu 1-2.10
4
/kuyucuk olacak şekilde 

96’lık hücre kültür plaklarına 200 μL “Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)” besi 

ortamı içerecek şekilde ekilmişlerdir. Hücreler, oksidatif stresi ve bununla ilişkili olarak 

apoptozu indüklemek için X/XO ile 37 °C’de muamele edilmişlerdir. Canlılığı optimum 

düzeyde inhibe eden (ED50) X/XO konsantrasyonları MTT deneyi ile belirlenmiştir. Bunun 

yanısıra  ekstre ve fenolik bileşiklerin hücre canlılığı üzerine etkileri çeşitli konsantrasyonlar 

(0,1-100 μg/ml) kullanılarak, ayrı ayrı, MTT deneyi ile belirlenmiştir. Deneyler sonunda 

optimum etkili konsantrasyonlar belirlenmiş ve X/XO varlığında bu konsantrasyonlar 

(koruyucu) etkileri bakımından test edilmişlerdir. İnkübasyonlar bittikten sonra MTT, 50 μl  

(2 mg/ml PBS içinde) ortama konmuş ve 2 saat 37 °C’de inkübe edilmişlerdir. Sonra kültür 

ortamı (media) uzaklaştırılarak hücreler PBS ile durulanmışlardır. Bu işlemi takiben, her bir 

kuyucuk 60 μl DMSO, 240 μl of isopropanol ve 300 μl of deionize su varlığında, oluşmuş 

olan “formazan” kristallerinin çözülmesi için oda sıcaklığında muamele edilmişlerdir. 

Çözülmüş formazan daha sonra mikro küvetlere transfer edilerek  absorbans, mikroplaka 

okuyucu spektrofotometrede 570 nm’de okutulmuştur (Janjic ve Wollheim, 1992; Bali ve 

diğerleri, 2014). 

 

3.6.3. DCFH-DA deneyi (Reaktif Oksijen Türevleri (ROS)nin oluşumu) 

 

 Kardiyomiyositlerde reaktif oksijen metabolitlerinin oluşumu-mevcudiyeti,  Giardina ve 

Inan’ın tanımladığı metod esas alınarak ölçülmüştür (Giardina ve Inan, 1998). Hücreler, 96lık 

kültür plaklarına ekildikten sonra, ekstrelerden birinin veya fenolik bileşiklerden birinin 

varlığında ya da yokluğunda (kontrol hücreler şeklinde) inkübasyonu takiben Krebs Ringer 

Bikarbonat tampon çözeltisi (KRB) içersinde hazırlamış 20 M DCFH-DA (2′,7′-

Dichlorofluorescin diacetate) solüsyonu ile 60 dakika 37 
o
C inkübasyona bırakılacaklardır. 

Hücre membranından kolaylıkla geçebilen DCFH-DA, hücre içi esterazlar tarafından floresan 

özelliği olmayan DCFHe dönüştürülmektedir. DCFH, hücre içi serbest radikaller tarafından 
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okside edildikleri zaman floresan ışık yayan DCFe dönüşmektedir (Swift & Sarvazyan, 2000). 

DCFH-DA eklendikten sonra KRB ile yıkanan hücreler yine KRB içersinde hazırlanarak bu 

sefer ortama apoptoz indükleyici X/XO ilave edilmiştir. DCFin flourosan ışıması mikro-plak 

okuyucu flourometrede eksitasyon 485 nm de emisyon 528 nm de mikroplaka okuyucu 

kullanılarak (PowerWave XS2; BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). Ölçülmüştür. 

 

3.6.4. Western Blotlama yöntemi ile transkripsiyon faktörlerinin 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) 

 

 H9c2 hücreleri, 2.000.000 hücre olacak biçimde 25 cm
2
 hücre kültür kabına (Sarstedt, 

Nürnbrecht, Germany) 5 ml RPMI-1640 besiyeri içersinde ekildi. Hücrelerin kültür kabı 

tabanına tutunmaları için 24 saat karbondioksitli steril etüvde inkübe edildi. 24 saat sonunda 

kültür kaplarındaki besi yeri atıldı ve 0, 1, 25, 50 µmol/L konsantrasyonlarda X/XO içeren 

besiyeri eklendi. X/XO ve fenol kırmızısı içermeyen RPMI-1640 ile hücreler 1 saat inkübe 

edildiler. 1 saat sonunda besi yeri atıldı ve protein izolasyonu için kültür kabına 250 μL hücre 

lizis solüsyonu eklendi [(1% Triton, 20 mM Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1 mM 

Na2EDTA, 1 mM EGTA, 2.5 mM sodiyum pirofosfat, 1 mM beta-gliserofosfat, 1 mM 

Na3VO4, 1 µg/ml leupeptin) + 1 mM PMSF (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)]. 

Lizis tamponu ile hücreler kazıyıcı yardımı ile toplandı. 5 dakika buz üzerinde bekletilen 

hücreler 20 saniye sonike edildikten sonra 10000 rpm +4 ºC de 10 dakika santrifüj edildi ve 

süpernatanda BCA (Bisinkoninik asit, Pierce Rockford, IL, USA) protein tayin kiti 

kullanılarak protein miktarı ölçüldü.  Protein örnekleri yükleme tamponu içersinde 5 dakika 

kaynatıldıktan sonra kuyucuklarda 35 µg protein olacak şekilde % 5 paketleyici, % 12 ayırıcı 

sodyum dedosil sülfat içeren poliakrilamid jele yüklenerek 200 volt da yaklaşık 60-75 dk 

elektroforez edildi. Elektroforez ile moleküler ağırlıklarına göre ayrılan proteinler 90 dakika 

200 mAmp sabit akıma tabi tutulup % 20 metanol içeren transfer tampon içersinde PVDF 

(0.22 µm Poliviniliden florid) membrana transfer edildi.  Membran bloklama solüsyonu ile 
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1 saat çalkalayıcıda inkübe edildi. Süt tozu ile bloklama işlemi tamamlanan membran 3 kez 

10 dakika TBST ile yıkandıktan sonra 10 ml primer antikor ile gece boyu +4 ºC de 

inkübasyona bırakıldı. Primer antikorla immün işaretlenen membranlar 3 kez TBST ile 

yıkandıktan sonra 2 saat oda sıcaklığında 10 ml HRP (Horse radish peroksidaz) işaretli 

sekonder antikorla (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) inkübasyona bırakıldı. 

Sekonder işaretlemeden sonra membran 2 kez TBST 1 kez TBS ile yıkandıktan sonra 10 ml 

ECL (West-Femto ECL Kemiluminesans reaktif) (Pierce, Rockford, IL, USA).içersine atıldı 

ve membrandan gelen sinyaller mavi tabanlı X-ray filme yakılıp developer ve fiksatif 

çözeltilerinde banyo edilerek görünür hale getirildi.  (Gel Logic 2200 Pro, Carestream Health, 

Rochester, NY, USA). Proteinlerin miktarı Carestream Molecular Image Software 

kullanılarak belirlendi. 

 

Reaktifler  

 

Hücre lizis solüsyonu: 50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 1% NP40, 0.25% Na-

deoksikolat 

3X Yükleme tamponu: 2.4 ml 1M Tris-HCl, 3 ml % 20 SDS, 3 ml Gliserol, 1.6 ml β-

merkaptoetanol, 0.006 Bromofenol mavisi toplam hacim 10 ml. 

%5 lik paketleyici jel: Distile su, % 30 Akrilamid/bisakrilamid karışımı (29/1), 1 M Tris HCl 

pH:6.8 , % 10 Sodyum dedosil sülfat (SDS), % 10 Amonyum persülfat (APS), TEMED 

(Tetrametiletilendiamid) 

 

Çizelge 3.1. Paketleyici Jel İçeriği 

% 5 Paketleyici Jel Toplam 4 ml Toplam 5 ml Toplam 6 ml 

Distile su 2.7 ml 3.4 ml 4.1 ml 

% 30 Akrilamid karışımı 0.67 ml 0.83 ml  1 ml  

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

% 10 SDS 0.04 ml   0.05 ml 0.06 ml 

% 10 APS 0.04 ml 0.05 ml 0.06 ml  

TEMED 0.004 ml 0.005 ml 0.006 ml 
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%12 lik ayırıcı jel: Distile su, % 30 Akrilamid/bisakrilamid karışımı (29/1), 1.5 M Tris HCl 

pH:8.8, % 10 Sodyum dedosil sülfat, % 10 Amonyum persülfat, TEMED 

(Tetrametiletilendiamid)  

 

Çizelge 3.2. Ayırıcı Jel İçeriği 

% 12 Ayırıcı Jel Toplam 10 ml Toplam 15 ml Toplam 20 ml 

Distile su 3.3 ml 5 ml 6.6 ml 

% 30 Akrilamid karışımı 4 ml 6 ml 8 ml 

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

% 10 SDS 0.1 ml 0.15 ml 0.2 ml 

% 10 APS 0.1 ml 0.15 ml 0.2 ml 

TEMED 0.004 ml 0.006 ml 0.008 ml 

 

Elektroforez yürütme tamponu: 30 gr Tris baz, 144 gr Glisin, 10 gr Sodyum dedosil sülfat 

tartılıp pH: 8.3 ayarlandıktan sonra 1 litreye distile su ile tamamlandı.  

Transfer tamponu: Sodyum dedosil sülfat içermeyen, %20 metanol içeren elektroforez 

yürütme tamponu 

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

TBST: % 0.1 Tween 20 içeren TBS  

Bloklama solüsyonu: % 3 yağsız süt tozu (Pierce) içeren TBST 

 

Çizelge 3.3. Kullanılan primer ve sekonder antikorların dilüsyonları 

Antikor Dilüsyon Sekonder antikor Dilüsyon 

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 Kullanılan Reaktifler, Kimyasallar ve Sarf Malzemesi 

 

Deneylerimizde kullandığımız kimyasallar ve solventler analitik kategoride olacak biçimde 

temin edilmişlerdir. Aşağıdaki listede kimyasal ve solventler temin edildikleri kaynaklar 

belirtilerek sıralanmışlardır. 

 

Çizelge 3.4. Kimyasallar, solventler ve sarf malzemeler 

Adı Marka-Menşei 

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 yaprağı ekstresi  (ZeyEX®) 

FARMASENS (Ext-2)  FARMASENS (ANKARA) 
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Çizelge 3.4.(devam) Kimyasallar, solventler ve sarf malzemeler 

Adı Marka-Menşei 

Oleuropein (HPLC grade ≥ 96 %) APPLİCHEM A6909 LOT # 12101123 

Hydroxytyrosol (HPLC grade ≥ 98 %) APPLİCHEM A5303 LOT # 11120406) 

Folin-Ciocalteau MERCK KGAA, GERMANY 

KRB SIGMA ALDRICH (ST. LOUIS, USA) 

Quercetin SIGMA ALDRICH (ST. LOUIS, USA) 

 

3.8. Deneylerde Kullanılan Cihazlar 

 

Çizelge 3.5. Cihazlar 

Adı Marka- Menşei 

Mikroplaka okuyucu (Microplate reader) (BİO-TEK ELX800, BİOTEK 

INSTRUMENTS), ABD 

Inverted mikroskop LEİCA,  

Soğutmalı masa üstü santrifüj HETTİCH ,TÜRKİYE 

ELISA Turner Biosysytems  MODULUS 

Derin dondurucu, -86°C SANYO, JAPAN 

CO2 inkübatör SANYO, JAPAN 

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell”  BİO-RAD, ABD 

Kuru Blok ısıtıcı Termostat,  BİO-RAD,  ABD 

Dikey Elektroforez Sistemi BİO-RAD,  ABD 

BioShaker SANYO, JAPAN 

Spektrofotometre SHİMADZU, JAPAN 
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3.9. İstatistiksel Analizler 

Verilerin bilgisayar ortamına girilmesinde Microsoft Office Excel 2007 ® (Microsoft 

Corporation,USA) programı, verilerin tanımlayıcı analizi ve yorumlanmasında Windows için 

Statistical Package for the Social Sciences ® (SPSS Inc.,Chicago,llinois,USA) 19.0 istatistik 

paket programı kullanıldı. 

Ortalamalar arasındaki farkın önem kontrolü, ANOVA testi ile yapıldı. Bu testte anlamlı 

çıkan gruplar için posthoc Tukey testi uygulandı. P<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi ve tüm veriler ortalama ± standart sapma olarak ifade edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Ekstrelerin total fenol içeriği 

 

Total fenol miktarı, Ext-1 için 149 ± 10.15; Ext-2 için 124 ± 5.28 (mg GA/g ekstre) olarak 

bulunmuştur (Çizelge 3.4). Bu miktarlar literatürde farklı ülke ve bölgelerden elde edilen 

zeytin yapraklarından farklı solvanlar-yöntemler kullanılarak elde  edilen ekstrelerin total 

fenol içerikleri ile uyumludur (Kontogianni ve Gerothanassis, 2012; Lafka ve diğerleri, 2013). 

 

 

 

Şekil 4.1. Ext-1 (etanolik, ZEYEX®) ve Ext-2 (metanolik) ekstrelerinde saptanan total fenolik 

      bileşik miktarı. (ANOVA) *p<0.05, iki grup arasında istatistiksel fark  
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4.2. H9c2 Hücrelerinin Canlılığı Üzerine X/XO İnkübasyonunun Etkileri 

 

H9c2 hücreleri 0.5 mM ksantin varlığında 0.01 – 50 mU/ml konsantrasyonda ksantin oksidaz 

ile inkübe edildiklerinde canlı hücre sayısı konsantrasyona bağlı olarak azalmıştır. Sonraki 

deneylerde O2•− aracılı oksidatif stresi indüklemek için 0.5 mM/50 mU/ml kabul edilmiştir  

(ED50)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2. X/XO inkübasyonunun hücre canlılığı üzerine etkisi. 

 

 
 

Resim 4.1. Hücre canlılığı üzerine X/XO etkisinin mikrografik görüntü 
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 X/XO inkübasyonunun H9c2 hücrelerinin canlılığı üzerine etkisi. (Resim 4.1.) (A) Hücre 

kültür ortamında fotomikrografik görüntü. Normal besi yerinde, standart koşullarda 24 saat 

inkübe edilmiş hücreler; (B) 0.5 mM X / 5 mU/m XO ile 12 saat inkübe edilmiş hücreler, 

X100. (Şekil 4. 2.)(C) 0.5 mM X (ksantin) varlığında farklı konsantrasyonlarda (0.01 – 50 

mU/mL) ksantin oksidaz (XO) ile 12 saat inkübe edilmiş hücrelerde canlılığın konsantrasyona 

bağlı olarak azalması (MTT test). 

 

4.3.  Ekstreler ve Polifenolik Bileşiklerin X/XO Varlığında H9c2 Hücrelerinin Canlılığı 

Üzerindeki Etkileri 

 

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

hidroksitirozol), 0.1-10 µg/ml dozlarda, X/XO’ın hücre canlılığını inhibe edici etkisini 

anlamlı olarak önlemişlerdir (p<0.05 - p<0.001)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Resim 4.2. (C) 0.1 µg/ml Ext-1, (D) 0.1 µg/mL Ext-2 ile 24 saat ön inkübasyonu takiben          

X/XO’ın 12 saat inkübasyonu sonrasında hücre kültür ortamından alınan               

fotomikrografik görüntü. 
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Şekil 4.3. (E) X/XO (0.5 mM/5 mU ml)’ın hücre canlılığını inhibe edici etkisi üzerinde, ekstreler ve 

polifenolik bileşiklerin önleyici etkileri. 24 saat ön inkübasyonu takiben      X/XO ile 

12 saat inkübasyon sonrasında yapılan MTT test. (ANOVA) **p<0.01,    ***p<0.001 

Kontrole göre istatistiksel fark ; 
ƒ
p<0.05, 

#
p<0.01, 

&
p<0.001 X/XO oranla istatistiksel 

fark  

 

4.4. H9c2 Hücrelerinde Ros Üretimi,  Ekstreler ve Polifenolik Bileşiklerin X/XO 

Varlığında Ros Düzeylerine Etkileri 

 

X/XO ile muamele edilen H9c2 hücrelerinde ROS üretimi anlamlı olarak artmıştır (~% 150). 

Ext-1 ve Ext-2 (1 µg/ml - 10 µg/ml) X/XO ile indüklenen bu artışı tamamen önlemiştir. Ext-1, 

10 µg/mL konsantrasyonda kullanıldığında ROS düzeylerini kontrollerden elde edilen 

ortalamaların da altına çekmiştir. Oleuropein (1-10 µg/ml), quercetin  (10 µg/ml) ve 

hidroksitirozol (10 µg/ml), X/XO aracılı ROS üretimini tamamiyle önlemeyi başarmıştır 

(Şekil 4.4).  
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Şekil 4.4. X/XO’ın hücre içi ROS üretimine etkisi ve ekstreler ve polifenolik bileşikler ile ön 

inkübasyonun X/XO ile indüklenmiş ROS düzeylerine etkileri. Ekstreler veya polifenolik 

bileşiklerin her biri ile iki farklı konsantrasyonda (1 µg/ml - 10 µg/ml) 24 saat ön 

inkübasyonu takiben X/XO ile (0.5 mM/5 mU ml) ile 12 saat inkübasyon sonrasında 

yapılan DCFDA deneyinin sonuçları. (ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole göre 

istatistiksel fark ; 
ƒ
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 göre istatistiksel fark ; 
&
p<0.001 

X/XO oranla istatistiksel fark  
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4.5. H9c2 Hücrelerinde P-Mapkapk-2 Protein Düzeyleri: X/Xo, Ekstreler ve Polifenolik 

Bileşiklerin Etkileri 

 

X/XO (0.5 mM/5 mU ml) ile 12 saat inkübasyon sonrasında p-MAPKAPK-2 indüklenmiştir 

(~ %100). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5. X/XO’ın tek başına inkübasyonu sonrasında ve ekstreler ve polifenolik bileşiklerin her biri 

ile ön inkübasyonu takiben X/XO inkübasyonu sonrasında p-MAPKAPK-2 protein 

düzeyleri. (ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole göre istatistiksel fark; 
ƒ
p<0.05, 

#
p<0.01, 

&
p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark 
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4.6. H9c2 Hücrelerinde Fosfo P44/P42-Mapk (Erk) Protein Düzeyleri: X/Xo, Ekstreler 

ve Polifenolik Bileşiklerin Etkileri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.6. X/XO’ın tek başına inkübasyonu sonrasında ve ekstreler ve polifenolik bileşiklerin her biri 

ile ön inkübasyonu takiben X/XO inkübasyonu sonrasında fosfo p44/p42-MAPK (ERK) 

protein düzeyleri. (ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole göre istatistiksel fark; 

ƒ
p<0.05, 

#
p<0.01, 

&
p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark 
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4.7. H9c2 Hücrelerinde P-C-Jun Protein Düzeyleri: X/XO, Ekstreler ve Polifenolik 

Bileşiklerin Etkileri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.7. X/XO’ın tek başına inkübasyonu sonrasında ayrıca ekstreler ve polifenolik bileşiklerin her 

biri ile ön inkübasyonu takiben X/XO inkübasyonu sonrasında p-c-Jun protein düzeyleri. 

(ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole göre istatistiksel fark; 
ƒ
p<0.05, 

#
p<0.01, 

&
p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark 
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4.8. H9c2 Hücrelerinde Cl-Kaspaz-3 Protein Düzeyleri: X/XO, Ekstreler ve Polifenolik 

Bileşiklerin Etkileri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8. X/XO’ın tek başına inkübasyonu sonrasında ayrıca ekstreler ve polifenolik bileşiklerin her 

biri ile ön inkübasyonu takiben X/XO inkübasyonu sonrasında cl-kaspaz-3 protein 

düzeyleri. (ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole göre istatistiksel fark; 
ƒ
p<0.05, 

#
p<0.01, 

&
p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark 
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4.9. H9c2 Hücrelerinde P-Hsp 27 Protein Düzeyleri: X/XO, Ekstreler ve Polifenolik 

Bileşiklerin Etkileri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. X/XO’ın tek başına inkübasyonu sonrasında ayrıca ekstreler ve polifenolik bileşiklerin her 

biri ile ön inkübasyonu takiben X/XO inkübasyonu sonrasında p-Hsp 27 protein düzeyleri. 

(ANOVA) **p<0.01, ***p<0.001 Kontrole göre istatistiksel fark; 
ƒ
p<0.05, 

#
p<0.01, 

&
p<0.001 X/XO oranla istatistiksel fark 
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5. TARTIŞMA 

 

Çalışmamızda, H9c2 hücrelerinin X/XO (12 saat; 0.5 mM/5 mU ml) ile muamelesi, ROS 

oluşumunu arttırmış ve hücre canlılığını inhibe etmiştir. X/XO ile indüklenen ROS 

oluşumunun fenolik ekstreler ve fenolik bileşiklerce farklı şiddetlerde önlendiği ve hücre 

canlılığının bununla koşut olarak korunduğu gösterilmiştir. Genel olarak, polifenol içerikleri 

farklı olmakla birlikte, Ext-1 ve Ext-2 arasında canlılığın korunması ve ROS inhibisyonunun 

ölçüsü bakımından istatistiksel olarak anlamlı bir fark  gözükmemektedir. 

 

Memelilerde hücresel strese (mekanik stres, oksidatif stres, oksidatif DNA hasarı) yanıt 

verebilirlik ve organik-hücresel düzeyde homeostazı sürdürebilirlik ölçüsü hastalıklardan 

korunmak için birincil kriterdir. Bu süreçlerde rol oynayan anahtar komponentlerde oluşan 

deregülasyon ve mutasyon, dejeneratif kronik hastalıklar, gelişimsel defektler ve tümörigenez 

ile sonuçlanmaktadır (Mao ve diğerleri, 2014). Bilimsel veriler, kardiovasküler hastalıkların 

patobiyolojisinde hücresel redoks stresin öncül oyunculardan biri olduğunu vurgulamaktadır. 

ROS ile tetiklenen hücre içi sinyalizasyon yolakları, inflamasyon, platelet aktivasyonu, 

endotel ve kardiyomiyosit hasarı ve kontraktil disfonksiyonlar ile sonuçlanan transkripsiyonel 

ve epigenetik değişimleri harekete geçirerek organ yetmezliğine neden olur (Santilli ve 

diğerleri, 2014).  

 

Ras/Raf proteinleri, MAPKK ve MEK kinazların aktive edilmesini uyarır. Bu kinazlar da, 

ERK aktivasyonunu uyarır. Mitojen ile aktive olan protein kinazlar (MAPK), serin-treonin 

protein kinaz ailesindendirler ve çok sayıda ekstraselüler uyaran ile aktive olurlar. Bunlardan 

üç majör alt grup karakterize edilmiştir: (1) Estraselüler sinyal ile regüle edilen kinaz (ERK) 

ki bu p42/44 MAPK olarak adlandırılır, (2) p38 MAPK, (3) JNK. Bunlar sonraki 

basamaklarda, uygun transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonları ile ard arda gerçekleşen ve 

hücresel proliferasyon, farklılaşma ve apoptoz ile sonuçlanan işlemlere öncülük ederler 

(Nagai ve diğerleri, 2009). Mitojen ile aktive olan protein kinaz kinaz (yani (MAPK kinaz, 

MAPKK ve diğer bir gösterim ile MEK) ve MEK-ekstraselüler sinyal ile regüle edilen kinaz 

(ERK, ki bu p42/p44 MAPK olarak da adlandırılmaktadır) kardiyak hipertirofinin güçlü 

mediyatörleridir (Bueno ve diğerleri, 2000; Dong ve diğerleri, 2014).  
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Myokardiyal XO aktivitesinin iskemi/reperfüzyon (I/R) sonrasında arttığı bilinmektedir. 

Reoksijenasyona bağlı ROS artışı ve buna bağlı oksidatif stres p38 MAPK ile hücre içi Ca2+ 

artışına ve miyokard hasarına neden olmaktadır (Nelson ve diğerleri, 2002; Kang ve diğerleri, 

2006; Miao ve diğerleri, 2013; Esmaeili ve Sonboli 2010). MAPKAPK-2 (MAP kinase-

activated protein kinase-2), insanda MAPKAPK-2 geni ile kodlanan bir enzimdir. Bu gen bazı 

Ser/Thr protein kinaz ailesini kodlamaktadır. MAPKAPK-2, p38 MAP kinaz (mitogen-

activated protein kinase) tarafından doğrudan fosforile olur ve fosforile olmuş p-MAPKAPK-

2, stres, inflamasyon ve hücre proliferasyonunun regülasyonu gibi çok sayıda hücresel süreçte 

rol oynar. H9c2 hücrelerinde yapılan çalışmalar, hücresel stres yapıcılara kısa süreli maruziyet 

sonrasında p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK)’ın doğrudan aktive olduğu, ama 

kronik kalp yetmezliği oluşturmuş iskemik durumda ise, MAPKAPK-2’nin p38 MAPK 

aracılı fosforilasyonununda ise %50 civarında bir azalma olduğu gösterilmiştir (Lemke ve 

diğerleri, 2001). p38 MAPK aktivitesindeki artış kardiyomiyositlerde patolojik hipertrofiye ve 

yeniden biçimlenmeye (remodeling) aracılık eder ki MAPKAPK-2, p38 MAPK’nun 

oluşturduğu kardiyak patolojiden sorumlu önemli bir kaskad moleküldür (Streicher ve 

diğerleri, 2010). Öte yandan, izole edilmiş primer kardiyak miyositlerde ve intakt kalpte 

gösterildiği şekilde, p38-MAPK’nin, inflamatuvar sitokin TNF-alfa tarafından aktive 

edilmesinin kardiyodepresyona neden olduğu bildirilmiştir (Bellahcene ve diğerleri, 2006). 

Kalpte iskemi/reperfüzyon (I/R)’nun eşlik ettiği hasarda ROS’ların hasarı tetikleyen asıl 

oyuncular olduğu ve bu durumda aktive olmuş p38MAPK’ın mitokondriyal ROS 

düzeylerindeki artışa da yol açtığı önemli bir gerçektir (Ashraf ve diğerleri, 2014). Buna ek 

olarak, p38-MAPK, kardiyomiyositlerde JAK/STAT activasyonunun negatif düzenleyicisi 

olarak da rol oynar  IL-6 ailesi sitokinler, mitojen ve stres ile aktive olan protein kinazları 

(MAPKs/SAPKs) aktive ederler ki bunlar Erk1/2, JNK1/2, p38-MAPK, PI3K/Akt dir (Fahmi 

ve diğerleri, 2013). 

 

Kardiyomiyosit büyüklüğü arttığında odacık kütlesi ve duvar kalınlığı artar; fizyolojik 

hipertrofi devamlı ekzersiz ve gebelik gibi durumlarda adaptif bir yanıt olarak artsa bile, uzun 

vadede kalbin kontraktil fonksiyonlarının bozulmasına, hipertansiyona ve duyarlık azalmasına 

neden olur. Burada özgün sinyalizasyon yolakları adaptif yanıtları maladaptif durumlara karşı 

yönetmeye çalışırlar (Sugden ve diğerleri, 2007; Catalucci ve diğerleri, 2008). Aslında ROS 

ile aktive olan çok sayıda sinyalizasyon yolağı (ERK1/2, JNK, p38MAPK, Akt, PKCs, ve 

NF-κB) kardiyomiyosit hipertrofisinde rol oynar. Aslında Akt ve NF-κB, Nox2’yi de aktive 
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ederek de ROS artışına ve anjiyotensin-II aracılı kardiyak hipertrofiye eşlik ederler (Hingtgen 

ve diğerleri, 2006). Mekanik stresin zamanla oluşturduğu kardiyomiyopati de Rac1–ROS-‘a 

bağımlı yolakları kapsar ki bu yolak da ERK1/2 ve p38MAPK’ın aktivasyonunu içerir ve 

Nox2 aktivasyonu ile karakterizedir (Aikawa ve diğerleri, 2001; Pimentel ve diğerleri, 2006).  

Bununla birlikte, uzun vadede kronik basınç yüklenmesini takiben kardiyomiyositlerde,  

Nox4’e bağımlı koruyucu bir yolak da keşfedilmiştir (Ago ve diğerleri, 2010). Miyokard 

iskemisinden sonra gelen basınç artışıyla birlikte Nox4 düzeyleri artar ve Nox4’ün Nox2 

yanıtını ve dolayısı ile basınç yüklenmesine bağlı hipertrofiyi ayarlamaya yönelik 

kompensetuvar bir mekanizma olduğu da öne sürülmektedir (Byrne ve diğerleri, 2003; Looi 

ve diğerleri, 2008; Celio ve diğerleri, 2011). Ayrıca, Nox4 çoğunlukla H2O2 oluştururken,  

Nox-2, O2•− oluşturmaktadır (Martyn ve diğerleri, 2006). 

 

Çalışmamız yukarıda açıklanan araştırmaların bulgularıyla uyuşmaktadır. Şöyleki, süperoksit 

anyon radikali oluşturucu X/XO varlığında MAPKAPK-2’ın p38 MAPK aracılı 

fosforilasyonu artmış ve antioksidan ekstreler ve polifenolik bileşikler bu artışı önlemişlerdir. 

P38 ve ilişkili sinyal yolaklarının aktivasyonları uzun vadede hipertrofik ve proapoptotik 

oldukları için kardiyomiyosit sağlığının X/XO varlığında sürdürülmesi için P38 ve ilişkili 

sinyal yolaklarının inhibisyonları önemlidir (Bao et al. 2007; Scharf et al. 2013). Süperoksit 

anyon radikali bir radikal olmakla birlikte yarılanma ömrü çok kısa olduğu için çok zararlı 

değildir. Ancak H2O2 kaynağı olması ve geçiş metallerini indirgeyebilmesinden dolayı 

oldukça önemlidir. İki molekül süperoksit proton alarak hidrojen peroksit (H2O2) ve 

moleküler oksijene dönüşür (Nodberg ve Arner, 2001). Dolayısıyla, X/XO varlığında oluşan 

oksidatif stresin kaynağının bir anlamda H2O2 olduğu düşünülebilir. Laboratuvarımızda 

yapılan önceki araştırmalar zeytin polifenolik bileşiklerinin H2O2 ile indüklenen oksidatif 

strese ve redoks kaosa ve sitotoksisiteye karşı farklı hücre tiplerini in vitro olarak koruduğunu 

ortaya koymuştur (Cumaoğlu ve diğerleri, 2011(a); Cumaoğlu ve diğerleri, 2011(b); Torul ve 

diğerleri, 2015). Öte yandan, bir karbonil bileşiği, lipid peroksidasyonun erken dönemde 

oluşan aldehit ürünü  olan 4-hidroksinonenal (4-HNE) ile H9c2 hücrelerinde oluşan stres ile 

apoptotik transkripsiyon faktörlerinde saptanan indüksiyon, zeytin polifenolik bileşiklerinin 

ön inkübasyonu sonucunda farklı konsantrasyon ve farklı derecelerde inhibe edilmiştir (Bali 

ve diğerleri, 2014).  
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Çalışmamız,  X/XO tarafından phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)’nin 

indüklendiğini ortaya koymuştur. Quercetin bu indüksüyonu önlerken, ilginç olarak ekstreler 

ve diğer fenolik bileşikler (10 µg/ml) özellikle ERK2’nin indüksiyonunu X/XO varlığında 

arttırmışlardır. Ras-Raf-MEK-ERK sinyalizasyon yolağının kontrol edilemeyen indüksiyonu 

hipertrofik kardiyomiyopatiyi tetikliyor olsa bile bu yolağın inhibisyonu ise stres altındaki 

kardiyomiyositleri ölüme daha yatkın kılar (Wang, 2007).  Bu nedenle, sağkalım proteinleri 

olarak bilinen ERK’lerin stres altındaki indüksiyonları normaldir ve polifenoliklerin bazıları 

tarafından bu indüksiyonun artarak sürdürülmesi sağkalım sürecine katkı olarak 

yorumlanabilir. HUVEC’de yapılan önceki çalışmalar, ortamda O2•− donörleri LPC ve X/XO 

varken p38 aktivasyonunun arttığı ve ERK1/2 fosforilasyonunun azaldığını göstermektedir 

(Choi ve diğerleri, 2010). 

 

Uyarılmış ERK, bazı sitozolik ve nükleer proteinlerin fosforilasyonuna neden olur. Bu 

proteinler, bu tezde X/XO, ekstreler ve polifenolik bileşikler varlığında düzeylerini 

değerlendirdiğimiz c-Jun ve diğerleridir (c-Myc, ATF2, Elk1, NF-ҡB ve cFos). c-Jun bir 

transkripsiyon faktörü olup hücre çoğalması, özellikle G1 fazının atlatılması, hücre göçü ve 

farklılaşmasında etkin rol oynamaktadır (Sacco ve diğerleri, 2012; Adjei, 2001). 

Deneylerimiz sonucunda, stresle indüklenen apoptoz ve hücre proliferasyonunun 

düzenleyicisi olan c-Jun fosforilasyonunun X/XO varlığında azaldığı ve Ext-1 (0,1 µg/ml – 10 

µg/ml), Ext-2 (0,1 µg/ml) varlığında bu azalmanın önlendiği, bulunmuştur. Bu azalma 

özellikle Ext-1 ve quercetin (0,1 µg/ml – 10 µg/ml) tarafından önlenmiştir. H9c2 hücrelerinde 

X/XO indüksüyonu sonucu c-jun fosforilasyonunu inceleyen bir çalışmaya rastlamamamıza 

karşın, endotel hücrelerinde X/XO’ın c-Jun düzeylerini ve AP-1 transkripsiyonel aktivitesini 

arttırdığı gösterilmiştir (Matesanz ve diğerleri, 2007). Araştırmacılar, damar düz kasında, 

X/XO’a uzun süreli maruziyetin hipertrofik etkiler oluşturduğunu; hipertrofik kardiyak 

hastalıkların XO aktivitesindeki artış ile ilişkili olduğunu; MAPK aktivasyonu, AP-1 

aktivitesi ve hücre büyüklüğü üzerinde X/XO’ın etkilerinin ekstraselüler ortamdan süperoksit 

anyonu O2•− salıverilmesiyle ilişkili olduğunu ve bu durumun X/XO inhibitörü allopurinol ile 

önlendiğini bildirmişlerdir (Matesanz ve diğerleri, 2007). Bizim çalışmamızda X/XO 

varlığında neden c-Jun fosforilasyonunun azalmış olduğu tam olarak bilinmemekle birlikte, 

deney ortamındaki X/XO’ın miktarı ve süresi ile ilişkili olarak miktarı artmış O2•−‘e yanıt 

olarak gelişebilecek proliferasyon ve hipertrofiye karşı kardiyomiyositlerde kompensatuvar 

bir mekanizma olarak ortaya çıkmış olabileceği biçiminde yorumlanabilir. Destekler nitelikte, 
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X/XO stresi altında c-Jun N-terminal kinazların kardiyomiyosit apoptozunu önlemek ve 

infarkt alanının genişlemesini engellemek amacıyla azaldığı gösterilmiştir (Ferrandi ve 

diğerleri. 2004). Angjiotensin II mitojen ile aktive olan protein kinazların (MAPKs) iyi 

bilinen bir aktivatörüdür ve kardiyomiyositlerde oksidatif stres aracılı proliferasyonu ve 

hipertrofiyi tetikler (Santos ve diğerleri, 2011) 

 

Programlanmış hücre ölümü olarak bilinen apoptoz, doku homeostazı için gerekli morfolojik 

ve biyokimyasal değişiklikleri içeren fizyolojik bir olaydır. Hücre proliferasyonunun, 

farklılaşmasının ve apoptozun koordinasyonu, doku gelişmesi ve homeostazının normal ve 

stres koşullarında sürdürülmesini sağlar. Hücrelerin apoptoza yönlenmesi sırasında içsel ve 

dışşal apoptotik yolaklar ve çeşitli kontrol mekanizmaları görev almaktadır (Reed ve diğerleri, 

2004).Gerek içsel (intrensik) gerekse dışsal (ekstrensik) yolakta kaspazlar adı verilen sistein-

proteaz grubu enzimler önemli rol oynar. Öncelikli olarak inaktif proteinler olarak 

sentezlenen bu enzimler çeşitli yollarla aktive edilirler. Daha sonra hücresel hedeflerdeki 

tetrapeptit motifleri tanır ve mevcut substratı bir karboksil tarafından ayırır. Hücre ölümü 

sırasında meydana gelen pek çok hücresel ve şekilsel değişimler, bu enzimlerin rol oynadığı 

birtakım süreçler neticesinde gelişir. Memelilerde yaklaşık 14 kaspaz tanımlanmıştır 

(Lamkanfi ve diğerleri, 2007).Kaspaz-3 hem içsel hem de dışsal yolakta rolü olan bir 

enzimdir. İçsel yolakta aktifleşen kaspaz-9, kaspaz-3 aktivasyonunu uyararak hücrenin 

düzenleyici ve yapısal moleküllerinin parçalanmasına aracılık eder (Hengartner, 2000). Dışsal 

yolakta ise aktif kaspaz-8 tarafından bir proenzim halinde iken aktifleştirilir (Donepudi ve 

diğerleri, 2003). Kardiyak miyositlerdeki apoptoz, dışsal yolakta kaspaz-3’ün TNFα aracılı 

aktivasyonuna ve hücre içi proteinlerin lizisine dayalıdır. İçsel yolakta ise mitokondri 

membranın geçirgenliğinin artarak sitokrom-c’nin dışa salıverilmesi söz konusudur ve 

sitokrom-c, apoptotik proteaz aktive edici faktör-1, dATP, and kaspaz-9 ile birlikte 

apoptozom kompleksinin oluşmasına neden olur  ve bu kompleks kaspaz-3’ü aktive eder (van 

Empel ve diğerleri, 2005; Foo ve diğerleri, 2005; Nadruz, 2015). Oksidanların oluşturduğu 

endoplazmik retikulm (ER) stresi ve buna bağlı kalıcı dejenerasyonlar bu bağlamda 

kardiyovasküler hastalıkların patogenezinde önemli rol oynamaktadır (Sözen ve diğerleri, 

2014). ER stres, apoptozun içsel yolağına eşlik eder ve bir transkripsiyon faktörü olan 

GADD153/CHOP (büyümenin durması ve DNA hasarı, CHOP olarak da adlandırılmaktadır) 

ve JNK yolağı bu süreçte önemli rol oynar (Li ve Holbrook, 2001). Çalışmamızda pro-

apoptotik (bölünmüş) cleaved caspase-3 aktivitesi X/XO stimülasyonu ile artmıştır ve bu 
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hücrelerin apoptoza sürüklendiğinin önemli bir göstergesidir. Kullandığımız her bir ekstre ya 

da polifenolik bileşik ile ön inkübasyon bu artışı anlamlı olarak önlemiştir. Artan kanıtlar, 

kardiyomiyosit konjestif kalp yetmezliğinde kardiyomiyosit apoptozunun arttığını ortaya 

koymaktadır (Kwak 2013).  

 

Isı şoku proteini HSP-27 (Heat shock protein HSP27), MAPKAPK-2’nun in vivo 

substratlarından biridir (Chevalier ve Allen, 2000). Antiapoptotik protein olarak bilinen 

HSP27’nin aşırı indüksüyonu kardiyak hipertrofiye neden olmaktadır. Çalışmamızda X/XO 

varlığında HSP27 proteininin ifadelenmesi inhibe olmuştur. Ekstreler ve quercetin 

inhibisyonu tamamen önlemiştir.  Özellikle hidroksitirozol ve oleuropein öninkübasyonu ile 

bu inhibisyon hatta bir miktar indüklenmiştir. Bu yanıt, X/XO aracılığı ile giderek artan strese 

karşı kardiyomiyositleri koruma adına gelişmiş bir yanıt olarak yorumlanmaktadır. 

 

Konu ile ilgili gelişmiş deneysel çalışmalar olmamakla birlikte, Du ve diğerleri, kateşin, 

prosiyanidin ve üzüm çekirdeği ekstresinin, H9c2 hücrelerinde X/XO aracılı oksidatif stresi, 

apoptozu önlediklerini ve stres altında indüklenen  endojen antioksidan enzim düzeylerini 

normale döndürdüklerini gözlemlemişlerdir (Du ve diğerleri, 2007). Benzer şekilde, güçlü bir 

antioksidan olan lipoik asid, H9c2 hücrelerinin canlılığını (viability) X/XO’ın sitotoksik 

etkilerine karşı korumuş ve endojen antioksidan savunmanın X/XO’a karşı aktive olmasını 

engellemiştir (Cao ve diğerleri, 2003). Bir başka polifenolik bileşik resveratrol, H9c2 

kardiyomiyosit kültürlerinde X/XO ile tetiklenen hücre içi ROS oluşumunu inhibe etmiş ve 

canlılığı korumuştur (Cao ve Li, 2004). İyi bilinen kardiyotonik etkili Boerhaavia diffusa’dan 

elde edilen etanolik ekstre H9c2 hücrelerinde,  XO, lipid peroksidasyon, karbonil ve ROS 

düzeylerini azaltmış, NF-kB ekspresyonunu inhibe etmiştir (Prathapan ve diğerleri, 2013). 

Polifenolik bileşikler bakımından zengin olan elma kabuğu ekstresinin, H9c2 hücrelerinde 

superoksit ve hidroksil radikali söndürücü aktivite gösterdiği, apoptotik belirteç kaspaz-3 

ekspresyonunu inhibe ettiği yayımlanmıştır (Vineetha ve diğerleri, 2014).  
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Şekil 5.1. X/XO’ın oluşturduğu oksidatif strese karşı zeytin yaprağı polifenolik bileşiklerinin 

                  antiapoptotik ve antiproliferatif ve kardiyomiyosit koruyucu etkileririnin mekanizmaları.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

X/XO ile indüklenen stres ve sitotoksisite modelinde zeytin yaprağı ve içeriğinde bulunan 

oleuropein, hidroksitirozol ve kersetin polifenolik bileşiklerinin kardiyomiyosit koruyucu 

etkileri ve moleküler etki mekanizmaları in vitro olarak ilk kez bu tez çalışmasında 

gösterilmiştir. Zeytin yaprağı polifenolleri kardiyomiyositleri hem süperoksit aracılı 

indüklenmiş apoptozdan hem de artmış proliferasyona bağlı hipertrofiye karşı koruma 

eğilimindedirler. Etkiyi oluşturan hücre içi sinyal yolaklarındaki kritik proteinler düzeyinde 

sonuç ortaya koyan bu çalışma, ki çalışmamızın bulguları Şekil 5.1.'de şematize edilmiştir, 

halen holistik düzeyde kardiyoprotektif olarak kullanılan zeytin yaprağı ürünlerinin neden 

etkili olabildiklerine moleküler açıklamalar getirmekte ve kanıtlar sunmaktadır.  Bizim 

bulgularımız, polifenolik bileşikler ve özellikle oleuropein bakımından standardize edilmiş 

zeytin yaprağı ekstrelerinin ve/veya içeriği oluşturan fenolik fitokimyasallarının (oleuropein, 

hidroksitirazol, quercetin vb) kardiyoprotektif amaçla “nutrasötik” kullanımını desteklerken, 

gelecekte ilaç kategorisinde değerlendirilmesine yönelik olası preklinik çalışmalar için yön 

verici ışık tutucu niteliktedir.  
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