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OZET

BCL-2 VE BCL-XL PROTEINLERININ YASLANMAYA BAGIMLI
OKSIDATIF STRESE KARSI KORUYUCU ETKILERININ MAYA
MODELINDE iINCELENMESI

PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
KIiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:DOC. DR. BERNA KAVAKCIOGLU YARDIMCI)
DENIZLI, MAYIS - 2025

Genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle molekiiler, hiicresel ve doku
diizeyinde biriken hasarin bir sonucu olarak meydana gelen yaslanma, karmagik
dogas1 nedeniyle en ¢ok arastirilan fenomenlerden biri olmustur. Maya
yaslanmasi, yliksek Okaryotik sistemlerle bazi benzerlikler tagisa da, basit ve iyi
tanimlanmis genetik yapisi yaglanma mekanizmalarinin aydinlatilmasinda énemli
avantajlar sunmaktadir. Bu ¢alismada, insan anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL
proteinlerinin  oksidatif stres ve yaslanma {izerindeki koruyucu etkileri,
Saccharomyces cerevisiae maya modelinde detayli bir sekilde incelenmistir.
Bulgular, her iki proteinin de oksidatif hasar1 anlamli bir sekilde azalttigini ve
iireme hayatta kalim kapasitesini artirarak yaslanma karsiti etkiler gosterdigini
ortaya koymustur. Bu etkiler, yasam omriiniin farkli agsamalarinda hem pro- hem
de antioksidan aktiviteler sergileyen bilesenlerin dinamik etkilesimi ile
gerceklesmistir. Ayrica, hem Bcl-2 hem de Bcl-xL proteinleri, yasa bagli hiicresel
hasar1 ve morfolojik deformasyonlar1 kismen engellemistir. Ozellikle, Bel-xL
eksprese eden maya hiicreleri, yasam omiirlerinin 8. gilinlinde anahtar antioksidan
enzim aktiviteleri ve toplam antioksidan icerigi maksimum seviyelere ulastirmig
ve boylece yaslanma siirecinin ileri evrelerinde 6nemli bir koruma saglamistir. IR
spektrumlar kullanilarak gergeklestirilen kemometrik veri analizinden elde edilen
sonuclar, biyokimyasal ve morfolojik analizlerin bulgulariyla tutarlilik
gostermigtir. Bu baglamda, Bcl-xL’nin maya hiicrelerinde hiicresel redoks
dengesine etkisinin anlasilmasi, bu proteinin yiiksek okaryotlarda sahip oldugu
dolayl1 antioksidan mekanizmalara dair yeni bilgiler sunabilir. Sonug olarak, Bcl-
2 ve Bcl-xL proteinlerinin yaslanma ve oksidatif stresle miicadeledeki rolleri,
potansiyel terapotik hedeflerin belirlenmesine yonelik yeni bir bakis agist
sunmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: S. cerevisiae, yaslanma, oksidatif stres, anti-
apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri, antioksidan sistem, biyokimyasal analiz.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF BCL-2 AND
BCL-XL PROTEINS AGAINST AGE-DEPENDENT OXIDATIVE STRESS
IN A YEAST MODEL

PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY DEPARTMENT
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. BERNA KAVAKCIOGLU
YARDIMCI)

DENIZLI, MAY 2025

Aging, which occurs as a result of accumulated damage at the molecular, cellular,
and tissue levels due to the influence of genetic and environmental factors, has
become one of the most extensively studied phenomena due to its complex nature.
Although yeast aging shares certain similarities with higher eukaryotic systems,
its simple and well-characterized genetic structure provides significant advantages
in elucidating aging mechanisms. In this study, the protective effects of human
anti-apoptotic Bcl-2 and Bcl-xL proteins on oxidative stress and aging were
investigated in detail using the Saccharomyces cerevisiae yeast model. The
findings indicate that both proteins significantly reduced oxidative damage and
exhibited anti-aging effects by enhancing reproductive survival capacity. These
effects were mediated through the dynamic interaction of components exhibiting
both pro- and antioxidant activities at different stages of lifespan. Additionally,
both Bcl-2 and Bcl-xL proteins partially prevented age-related cellular damage
and morphological deformations. Notably, Bcl-xL expressing yeast cells reached
maximum levels of key antioxidant enzyme activities and total antioxidant content
on the 8th day of their lifespan, thereby providing significant protection during the
later stages of aging. The results obtained from the chemometric data analysis,
which utilized IR spectra, showed consistency with the findings from both the
biochemical and morphological analyses. In this context, understanding the
impact of Bcl-xL on cellular redox balance in yeast cells could provide insights
into its indirect antioxidant mechanisms in higher eukaryotes. Consequently, the
roles of Bcl-2 and Bcl-xL in combating aging and oxidative stress offer a new
perspective for identifying potential therapeutic targets.

KEYWORDS: S. cerevisiae, aging, oxidative stress, anti-apoptotic Bcl-2 family
proteins, antioxidant system, biochemical assay.
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1. GIRIS

Molekiiler, hiicresel, doku ve organizma diizeyinde artan fonksiyonel
bozulma ile homeostatik kapasitede progresif bir azalma seklinde karakterize edilen
ve genetik olarak diizenlenen yaslanma, ¢ok faktdrlii dogasi nedeniyle hiicrenin en
karmasik ve merak uyandiran fenomenlerinden biri olmaya devam etmektedir (Booth
ve Brunet 2016, Mouton ve dig. 2020, Cohen ve dig. 2022). Son yillarda,
yaslanmaya dair arastirmalar hizla ilerlemis ve bu ilerlemeler biiyiik Ol¢iide
omurgasiz Okaryotik model organizmalardaki ¢aligmalara atfedilmistir (Tyczewska
ve dig. 2023; Altintas ve dig. 2016; Smith ve dig. 2008; Kaeberlein ve dig. 2007). Bu
organizmalardan biri olan tek hiicreli Saccharomyces cerevisiae mayasi; kisa yasam
omrti, eksiksiz genom dizisi verileri, genetik ve molekiiler manipulasyonlara yatkin
olusu, kapsamli molekiiler ara¢ ve tekniklerin mevcudiyeti sebebiyle hiicrenin
kompleks ve onemli fenomenlerinden biri olan yaslanma genetigi ile prosesinin
modellenmesinde tercih edilen popiiler bir organizmadir (Orozco ve dig. 2013;
Kawai ve dig. 2010; Parrella ve Longo 2008). ilk maya yaslanma caligmasi yaklasik
60 yil once yayimlanmis ve bu calismada maya hiicrelerinin siirli bir ¢ogalma
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir (Mortimer ve Johnston 1959). Giinlimiizde
ise mayalarda, replikatif (RLS-eksponansiyal faz) ve kronolojik (CLS-stasyoner faz)
olarak adlandirilan iki farkli hiicresel yaslanma modeli ¢alisilmaktadir (Arslan ve
dig. 2018; Burtner ve dig. 2011). RLS, yaslanma 6ncesi anne hiicreler tarafindan
tamamlanan mitotik dongiliniin (yani, tek bir anne hiicreden ka¢ tomurcuk hiicrenin
iretildigi) sayis1 olarak ifade edilirken CLS ise hiicrelerin hala canli oldugu ancak
tireme yeteneklerinin siirlandirildig: stasyoner faz sirasinda bdliinmeyen hiicrelerin
canliliklarini siirdiirdiikleri zamanin uzunlugu olarak tanimlanmaktadir (Postnikoff
ve dig. 2017; Ocampo ve Barrientos 2011). Bu iki yaslanma modeli, hem ¢ogalan
hem de ¢ogalmayan hiicrelerin yaslanma siireglerini basit bir tek hiicreli organizmada
karsilastirma ve degerlendirme firsati sunmasi agisindan onemlidir. Modele gore
anne hiicre, asimetrik olarak mitoz yoluyla bdliindiik¢ce molekiiler hasar birikmekte
ancak yavru hiicreler genellikle anne hiicreden bdyle bir hasar1 devralmamakta ve
cogalma kapasitelerini korumaktadirlar (Alugoju ve dig. 2023). Ancak, bazi

caligmalar en az 1ii¢ farkli tiirde hasar kalittimi Onermistir, bunlar; niikleer
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ekstrakromozomal ribozomal DNA (rDNA) daireleri, oksidatif hasar gormiis veya
yanlig katlanmig sitoplazmik proteinler ve islevsiz mitokondriyi igermektedir
(Alugoju ve dig. 2023; Longo ve dig. 2012). Yavru geng hiicre kolonileri morfolojik
olarak yuvarlak, oval, diiz, piirlizsiiz ve saglikl1 bir goriiniime sahip olup hiicrelerde
deformasyon bulunmamaktadir (Kavakcioglu Yardimci ve Mollaoglu 2021).
Fenotipik olarak yasli anne maya hiicreleri ise yavru hiicrelerden daha biiyiik boyutta
olup mayanin replikatif yasam Omrinii gosteren bir dizi tomurcuk izleri
tasimaktadirlar. Yash anne hiicrelerde; aktin hiicre iskeletinde bozulmalar, tomurcuk
izlerine bagl kitin igeriklerinde artis ile sert ve kalin hiicre duvari olusumu, sitozolik
pH degerlerinde yiikselme, sfingolipit ve ergosterol biyosentezinden kaynakli
yaslanmis plazma membran proteinlerinin hareketliligi ile gecirgenliginde azalma,
hiicre dongiisii ve protein sentezinde yavaslama, hiicre iskeletinde ¢okme ve
biiziismeler, hiicre yiizeyinde gevsek, kirigik, piiriizlii bir gériinlim ve en nihayetinde
hiicre lizisi gibi carpict degisiklikler gozlenmektedir (Alugoju ve dig. 2023,
Eigenfeld ve dig. 2021; Leadsham ve dig. 2010; Powell ve dig. 2003; Laun ve dig.
2001; Pichova ve dig. 1997; Barker ve Smart 1996). Bunlara ek olarak duragan faz
yaslt maya hiicrelerinde (CLS'de), mitokondriyal ROS seviyelerine bagli hiicre igi
oksidatif streste artis gézlenmektedir (Longo ve Fabrizio 2012; Laun ve dig. 2001).
Yaslanma oksidatif stresinin siddetine bagli olarak yasli anne maya hiicrelerinde;
fosfatidil serin eksternalizasyonu, kromatin kondenzasyonu, niiklear fragmentasyon
gibi apoptoz (fizyolojik Oliim sekli) veya plazma membran riiptiirii, subseliiler
yapilarda parcalanma, niikkleer HMGB1 salinimi1 gibi nekrozun (patolojik 6liim sekli)
biyokimyasal ve morfolojik belirtegleri Annexin V-PI, TUNEL (deoksiniikleotidil
transferaz aracili dUTP son etiketleme), DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol
dihidroklortir), elektron mikroskopisi gibi testler/yontemler ile aciga kavusturulmus
ve hiicrelerin apoptotik ile nekrotik Oliim arasindaki ayrimi daha iyi yapilmaya
calisilmigtir (Carmona-Gutiérrez ve dig. 2011; Carmona-Gutierrez ve dig. 2010;
Eisenberg ve dig. 2010; Laun ve dig. 2008; Fabrizio ve dig. 2004; Herker ve dig.
2004; Laun ve dig. 2001). Ayrica, mayalarin yliksek Okaryotlar ile benzer apoptotik
ve nekrotik yanitlara girme yetenekleri oldugu da ifade edilmis ve memeli apoptotik
ve nekrotik proteinlerinin mayalardaki ortologlart tanimlanmistir (Carmona-
Gutierrez ve dig. 2010; Eisenberg ve dig. 2010; Frohlich ve dig. 2007; Madeo ve
dig. 2004). Memelilerde apoptotik hiicre Oliimiiniin, intrinsik (mitokondriyal) ve

ekstrinsik (6liim reseptorii aracil) olmak {izere iyi tanimlanmis temelde iki yolak
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tizerinden yiiriidiigii bilinmektedir (Kashyap ve dig. 2021; Elmore 2007). Maya
hiicrelerinin memeli intrinsik apoptoz faktorlerinin ¢ogu homologlarina sahip oldugu
ve ¢esitli stressor faktdrler nedeniyle apoptotik siireci deneyimledikleri bilinmesine
ragmen Oliim reseptorleri ve bunlarin ligandlar1 gibi ekstrinsik apoptotik diizenleyici
yolun higbir bileseni mayalarda tarif edilmemistir, bu durum maya hiicrelerinin
memeli apoptotik sistemini tamamen tekrarlamadigini gostermektedir (Carmona-
Gutierrez ve dig. 2010; Almeida ve dig. 2008). Apoptozun intrinsik yolaginin
merkezinde yer alan mitokondriyal dis membran permeabilizasyonu, Bcl-2 ailesi ad1
verilen bir protein grubu tarafindan regiile edilmektedir (King ve dig. 2023,
Kalkavan ve Green 2018; Adams ve Cory 2018). Bcl-2 protein ailesi iyeleri
giiniimiizde, BH (Bcl-2 homoloji) motiflerinin yap1 ve fonksiyonlarina gore; 1) anti-
apoptotik (Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bcel-w, A1/BFL-1) ii) pro-apoptotik (Bax, Bak,
Bok) iii) yalnizca BH3 motifi igerenler (Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma)
olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilmaktadir ve hiicrelerin yasam/6lim siirecine
girmelerinden zit fonksiyon gosteren bu protein ailesindeki etkilesimler sorumludur
(Adams ve Cory 2018; Lomonosova ve Chinnadurai 2008). S. cerevisiae hiicreleri
memeli intrinsik apoptoz regiilatorlerinden anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin
bariz homologlarina sahip olmamakla birlikte bu proteinlerin heterolog
rekombinasyonlarinin maya hiicrelerinde aktivitelerini koruduklar1 ve oksidatif stres
indiiklii kosullarda hiicre 6liimiine kars1 direng sagladiklari ifade edilmektedir (Pol¢ic
ve dig. 2015; Chen ve dig. 2003; Tao ve dig. 1997). Bu durum familyanin etki
mekanizmasinin anlagilmasinda S. cerevisiae hiicrelerini dikkat g¢ekici bir model
haline getirmistir. Ayrica, integral bir mitokondriyal membran proteini olan Bcl-2
protein familyasinin anti-apoptotik fonksiyon gdsteren iiyelerinin apoptoz ve hiicre
kaderi iizerindeki ana diizenleyici roliiniin yani sira, hiicresel redoks durumu ile Bcl-
2 1ifadesi arasindaki yakin etkilesimi gosteren ikna edici deneysel kanitlar
bulunmaktadir. Buna goére; Bel-2 overekspresyonlarinin hiicre hayatta kalimini tesvik
eden pro-oksidan bir ortam olusturmak tizere mitokondri redoks metabolizmasini
modiile ettigi ancak oksidatif stres durumlarinda ise asirt ROS birikimini dnlemek
lizere antioksidan aktivite sergileyerek bir redoks deposu olarak islev gosterdigi ifade
edilmektedir (Pohl ve dig. 2018; Gardner ve dig. 1997; Hockenbery ve dig. 1993,;
Kane ve dig. 1993). Ayrica maya hiicrelerinin, ROS seviyeleri ve intraseliiler redoks
homeostazilerini siirdiirebilmek i¢in siiperoksit dismutazlar (SOD1 ve SOD2),

glutatyon peroksidazlar (GPX1, GPX2 ve GPX3), glutatyon rediiktazlar (GLRI),
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glutatyon S-transferazlar (GTT1, GTT2, GTO1, GTO2, GTO3, GRX1 ve GRX2) ve
tiyoredoksin rediiktazlar (TRX1, TRX2 ve TRX3) gibi enzimatik antioksidan
savunma sistemleri gelistirdikleri bilinmektedir (Outten ve Culotta 2004; Collinson
ve Grant 2003; Inoue ve dig. 1999; Pedrajas ve dig. 1999; Choi ve dig. 1998; Gralla
ve Kosman 1992; Gan 1991; Muller 1991).

Verilen bilgiler dogrultusunda bu calismanin temel amaci, insan anti-
apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin, yaslanma siirecine bagli olarak hiicre i¢inde
artig gosteren oksidatif stres kosullarina karsi olasi koruyucu rollerini deneysel olarak
aragtirmaktir. Ozellikle, hiicresel yaslanma siireclerinin molekiiler diizeyde daha iyi
anlagilabilmesi i¢in genetik olarak iyi tanimlanmis ve manipiilasyona uygun bir
model organizma olan Saccharomyces cerevisiae kullanmilmistir. Bu amag
dogrultusunda, s6z konusu insan genleri mayaya heterolog olarak aktarilmis ve bu
proteinlerin ifade edildigi transforme hiicrelerde, yaslanmaya bagli olarak gelisen
oksidatif stres kosullarina kars1 potansiyel biyokimyasal ve yapisal koruma etkileri
detayli olarak incelenmistir. Arastirma, Bcl-2 ailesine ait bu iki dnemli proteinin
yaslanma sirasinda hiicrede gelisen oksidatif dengesizlikle nasil bir etkilesim iginde
oldugunu ve hiicresel antioksidan sistemlerin bu proteinlerin varlifinda nasil
diizenlendigini anlamaya yoneliktir. Aynm1 zamanda, bu calismada yaslanma ile
iligkili molekiiler degisikliklerin, Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin varliginda nasil
bi¢imlendigini anlamak adina kapsamli morfolojik, biyokimyasal ve biyomolekiiler
bilesim diizeyinde degerlendirmeler yapilmasi amaglanmistir. Bu baglamda, maya
hiicrelerinde heterolog olarak ifade edilen anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL
proteinlerinin yaslanma siirecindeki etkilerinin arastirilmasi, hiicresel yaslanmanin
temel biyokimyasal siireglerine dair evrensel ilkelerin anlasilmasina katki saglarken,
farkli organizmalar arasinda bu proteinlerin koruyucu rollerini karsilastirmali olarak
degerlendirebilecek yaslanma biyolojisi ¢aligmalarina da 6nemli bir referans noktasi

olusturabilir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1  Model Organizma S. cerevisiae Mayasina Genel Bakis

S. cerevisiae, fungus aleminde yer alan, tomurcuklanma ve askospor
olusturarak lireme 6zelligi gosteren fakiiltatif anaerobik tek hiicreli bir maya tiirtidiir.
Sarap, ekmek, bira gibi iiriinlerin yapiminda binlerce yildir kullanilan S. cerevisiae
suslart ve tiirleri, su kaynaklarindan, topraktan, olgunlasmis meyvelerin
yiizeylerinden, boceklerin ve sicakkanli hayvanlarin viicutlarinin yiizey hatlarindan

ve sindirim kanallarindan izole edilebilmektedir (Martini 1993).

S. cerevisiae dahil her maya geni i¢in; DNA ve protein sekansi, ekspresyon,
regiilasyon, interaksiyon, fenotipler, gen ontolojisi tiirlinden bilgiler ¢evrimigi bir
veritaban1 olan Saccharomyces Genome Database'de (SGD) toplanmis ve

diizenlenmistir (Cherry ve dig. 2012).

12068 kilobaz (kb) genom boyutuna sahip 16 kromozomu bulunan S.
cerevisiae’nin tim genomunun %70’i protein veya protein {riinlerini kodlayan
yaklasik 6000 a¢ik okuma gergevesini (ORF) kapsamaktadir (Feldmann ve dig. 2011;
Goffeau ve dig. 1996), ki bu da okaryotik mikroorganizmalardan ve insandan
(genomunun %5'i ORF'den olusur) ¢ok daha yogun bir yapidir. Yogun ORF, S.
cerevisiae'nin DNA dizilerinin ¢ogunun kodlama genlerini igerdigi anlamina
gelmektedir. Boylece, bir geni tanimlamak, islevini belirlemek ve benzer proteinleri
DNA dizisi ve islevi agisindan arastirmak kolaydir (Dujon 1996). S. cerevisiae
hiicrelerinde toplamda 6464 gen bulunur; bunlardan 6418' niikleer genomda, 46's1
ise mitokondriyal genomda yer almaktadir. Bu genlerin 18'i pseudogenlerdir ve
geriye kalan 6016 gen islevsel proteinlerin kodlanmasindan sorumlu iken 430 gen ise
cesitli RNA molekiillerini kodlamaktadir (299 tRNA, 14 rRNA ve 117 diger RNA
molekiilleri) (Engel ve dig. 2014; Engel ve dig. 2022). Genlerinin ¢ogunlugu agik
kromatin formunda bulunan maya hiicreleri aktif olarak kopyalanabilmekte ya da

hizla indiiklenebilmektedirler (Grunstein ve Gasser 2013).



Hinnen ve dig. (1978) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Escherichia coli
bakterisinde ¢ogaltilan bir plazmid ile mayanin basarili transformasyonu
yayinlandiginda, maya hizla en yaygin kullanilan tek hiicreli okaryotik model
organizma haline gelmistir. Ayrica, plazmid kullaniminin yani sira, S. cerevisiae'nin
etkili homolog rekombinasyon (HR) DNA onarim mekanizmast ile DNA
fragmentlerinin diger organizmalara kiyasla ¢ok daha yiiksek bir verimlilikle belirli
genomik lokuslara entegre edilmesine izin verdigi anlasilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonunun (PCR) gelistirilmesiyle birlestiginde, bu verimli HR siireci,
aragtirmacilarin maya genomunu kolayca manipiile etmelerini saglamis ve model
organizma olarak mayanin kullanimini daha da pekistirmistir (Vanderwaeren ve dig.
2022). Ayrica arastirmalarda sikga kullanilan bir S. cerevisiae susunun genomu
tamamen dizilenmis olup bu susun referans genom olarak kabul edildigi
bilinmektedir ve bir Okaryottan tamamen dizilenen ilk genom olmasi agisindan
onemlidir (Engel ve dig. 2014). S. cerevisiae'nin genetik ve biyokimyasal 6zellikleri
iyi bilindiginden dolayi, kiiltivasyonu ve genetik manipiilasyonunun kolay oldugu
cesitli calismalarda ifade edilmektedir (Galagan ve dig. 2005; Sherman 2002;
Botstein ve dig. 1997; Goffeau ve dig. 1996).

Insan biyolojisinin dogrudan arastirilmasi, pratik veya etik kaygilar nedeniyle
genellikle siirli olsa da, aragtirmacilara sunulan genis model organizma yelpazesi,
kendi molekiiler isleyisimiz hakkinda dikkate deger kesifler yapilmasina olanak
saglamaktadir. Cogalma siireleri ve izlenebilirlikleri bakterilere benzeyen, ancak
hiicresel bilesenleri insanlarla ¢ok daha fazla ortiisen 6karyotik mikroorganizmalarin,
insan biyolojisinin incelenmesinde 6zellikle yararli oldugu kanitlanmigtir. Bunlarin
baginda gelen tomurcuklanan maya S. cerevisiae, insan hiicre isleyisinin ve
hastaliklarinin altinda yatan temel biyolojinin ¢ogunu ortaya ¢ikarmak igin paha
bigilmez bir arag olmustur (Laurent ve dig. 2016). Insan ve mayamin son ortak
atasinin yaklagik bir milyar yil 6nce yasadigi tahmin edilmekte ve hala genetik
materyalimizin 6nemli bir boliimii paylasilmaktadir (Douzery ve dig. 2004). 1987
yilinda yapilan bir ¢aligmada, bir insan geninin hiicre dongiisii kusurlu bir maya
mutantin1 tamamlayabildigi gosterilmistir (Lee ve Nurse 1987). Bu sonug, hiicre
dongiisii kontrol mekanizmalarinin maya ve insanlar arasinda yiiksek oranda
korundugunu gostermesi agisindan bir doniim noktasidir. Maya ve insan arasinda

tim genom genelinde ortalama %32 aminoasit 6zdesligi tespit edilmis ve ayrica,



mayada esansiyel olan genlerin yaklasik %50'sinin insan homologlari ile
degistirilebilir oldugu ifade edilmistir (Kachroo ve dig. 2015). insan genomu
yaklasik 20.000 protein kodlayan gen igerirken, maya genomu yaklasik 6000 gen
icermektedir. Tiirler arasindaki genlerin ikili karsilastirmasi, 2300 maya genini ve
3900 insan genini temsil eden yaklasik 2100 ortolog grubunu ortaya koymaktadir
(Remm ve dig. 2001) (Sekil 2.1). Bir¢ok ortak gen, her iki organizmada da 6nemli
hiicresel roller iistlenmekte ve bu genlerdeki bozulmalar, kanserden Mendelian
hastaliklara kadar gesitli insan hastaliklarina yol agmaktadir (Kachroo ve dig. 2022).
Insanlar ve maya arasindaki homoloji ve mayanin dogal izlenebilirligi,
aragtirmacilarin hem insan proteinlerinin heterolog ekspresyonu yoluyla hem de
belirli aminoasitleri, proteinleri ve hatta tim maya yollarini insanlastirmak i¢in maya
hiicrelerini  dogrudan degistirerek insan biyolojisi i¢in bir model olarak
kullanighiligini  genisletmelerini saglamistir (Laurent ve dig. 2016). Tim bu
avantajlart sayesinde S. cerevisiae, insan hastaliklar1 arastirmalarinda model
organizma olarak 6énemli bir rol tstlenmistir (Karathia ve dig. 2011). Ayrica, hiicre
dongiisii regiilasyonu, hiicre igi transport ve protein katlanmasinin diizenlenmesi gibi
temel genetik ve hiicresel siireclerin kesfi S. cerevisiae'de yapilan g¢aligmalarla
saglanmigtir (Hartwell 2002; Nakano, 2004; Lindquist ve dig. 2009).

Mayada
esansiyal Hs: 1373 coklu:1 ortolojiye
i Sc:348 sahip genler

1:1 ortolojiyve Hs: 764
sahip genler Sc:764

coklu:coklu ortolojive
sahip genler

Sekil 2.1: Ortolojinin dogas1 (ortologlarin insan:maya igindeki sayilarinin 1:1, ¢ok:1 veya gok:cok
olmasina gore smiflandirilmasi) ile maya genlerinin standart laboratuvar biiyiime kosullarinda
esansiyel olup olmadigina gore gruplandirilan ve insan-maya ortologlarinin sayilarini gosteren Venn
diyagrami (Hs: Homo sapiens, Sc: Saccharomyces cerevisiae) (Laurent ve dig. 2016 tarafindan

yapilan galismadan alinmis ve diizenlenmistir).



2.1.1 Mayalarda Biiyiime Sartlari, Mediumu ve Genel Morfoloji

S. cerevisiae, kiiltiirlenme siirecinde pahali ve 6zel besiyerlerine ihtiyag
duymamakta ve kat1 veya sivi besiyerlerinde hizli bir sekilde biyiiyebilmektedir.
YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) besiyeri ortaminda, laboratuvar
kosullarinda, maya haploid suslarinin hiicre sayisinin 90 dakikada iki katina ¢iktigi,
sentetik ortam kosullarinda bu siirenin 140 dakikaya kadar uzadig:i bilinmektedir

(Sherman 2002).

YEPD mediumu; karbon (C), azot (N), vitaminler ve mineraller acisindan
zengin olan pepton ve maya 6ziinden meydana gelmektedir. Bu medium, B vitamini
kompleksi bakimindan zengin olan ve bakteriyel biiylimeyi tesvik eden faktorleri de
ihtiva etmektedir (Jach ve dig. 2021). Azot (N), kiikirt (S), fosfor (P), demir (Fe),
¢inko (Zn), bakir (Cu) ve mangan (Mn) gibi bazi esansiyel elementlerin mayalarin
biiylime mediumlarina eklenmeleri zorunludur (Elmaci ve dig. 2014). Kiikiirt ve
fosfor elementleri inorganik siilfatlar ve fosfatlar seklinde emilebilmektedir
(Bekatorou ve dig. 2006). Mayalarin ¢gogunun amonyum iyonlari ile iireyi dogrudan
Oziimseyebildigi az sayida maya tiirlinlin ise nitratlar1 azot kaynagi olarak

kullanabildigi bilinmektedir.

Mayalar yeterli besin kaynagi bulundugu takdirde, 28-30°C sicaklikta,
aerobik kosullar altinda, hafif asidik veya ndtr bir pH ortaminda
yetistirilebilmektedirler (O'Kennedy ve Reid 2008). YEPD mediumunda, azami
hiicre yogunlugu 2 x 10® hiicre/ml'ye ulasan kiiltiirler 2-3 giinliik gelisimin ardindan
gozlemlenebilmektedir. Meydana gelen maya hiicre kolonileri parlak, piiriizsiiz, diiz,

nemli, krem veya mat bir morfoloji sergilemektedir (Sekil 2.2).



EMT = 1500 &y

Noise Heduction

Sekil 2.2: 15K X biiyiitme ile dogal sus S. cerevisiae BY4741 hiicrelerine ait taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiisii (Kavakcioglu Yardimer ve Mollaoglu 2021).

2.1.2 Mayalarda Hiicresel Yap1 ve Membran Fonksiyonlari

Temel hiicresel siiregleri membrana bagli organeller lizerinden gergeklesen
mayalarda hiicre zari, hiicre bilesenlerini dis ortamdan ayirirken, cekirdek zari,
genetik materyalin etrafini saran ve onu koruyan bir islev gérmektedir (Dickinson ve
Schweizer 2004). Prokaryotik hiicrelerle kiyaslandiginda, S. cerevisiae hiicreleri
glukoz, N-asetilglukozamin, mannoproteinler ile glukan rezidiilerinden olusan,
hiicrelere sekil veren ve mekanik-termal kosullara karsi koruma saglayan bir hiicre
duvarmna sahiptir. Ek olarak hiicre duvari yapist itibariyle hiicrenin turgor basincina
bagl i¢ osmotik kosullari stabilize ederek lizisi 6nlemede ve membrana hasar
verebilecek makromolekiilleri elemede yardimci olmaktadir (Klis ve dig. 2006;
Kuranda ve Robbins 1991). Zorlu gevresel kosullar altinda maya hiicre duvari,
hiicrenin hayatta kalmasini saglamanin yani sira besin alimi, iireme ve g¢evresiyle
iletisim kurma gibi 6nemli islevleri yerine getirmektedir. Periplazmik boslukta hiicre
membranina glukan ve kitin zincirleri ile bagli olan hiicre duvari yapisi, maya

metabolizmasini regiile eden ¢esitli enzimleri de icermektedir (Kuranda ve Robbins



1991). S. cerevisiae membranlari, yiiksek 6karyotik hiicrelerin membranlarina benzer
bir yapiya sahiptir. Membranlara ait lipit ¢ift tabaka, polar lipitler ve proteinleri
icermekte ve hidrofilik molekiiller i¢in nispeten gegirimsiz bir engel olusturmaktadir
(Van der Rest ve dig. 1995). Metabolik gereksinimleri karsilamak i¢in maya
hiicreleri, 6zel proteinler vasitasiyla membran boyunca sekerler, aminoasitler veya
iyonlarin secici olarak alimi ile salinimini regiile etmektedirler. Okaryotlarda yiiksek
oranda bulunan sterol olan kolesterol yerine maya hiicre zarlar1 temelde ergosterol
ihtiva etmektedir (Van der Rest ve dig. 1995). Bitki hiicreleri ve prokaryotik
organizmalar ile benzerlik gostermelerine karsin maya hiicreleri, metabolik siiregte
protein sentezi i¢in gerekli olan bazi enzimler ile aminoasitlerin depo edilmesinde,
ayrica metabolizmanin atik iirlinlerinin bertaraf edilmesinde gorev alan ¢ok sayida

vakuol igermektedir (Alberts ve dig. 2008).

2.1.3 Mayalarda Enerji Metabolizmasi

Maya hiicreleri, enerji kaynagi olarak organik bilesikleri kullanma ve biiyiime
icin gilines 1s1gma ihtiyag duymama gibi ozellikleri nedeniyle kemoorganotrof
canlilar olarak siniflandirilmaktadirlar. Saccharomyces cinsi mayalar, glukoz ve
fruktoz gibi heksoz sekerleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilmektedirler
(Carlson 1987). Glikolitik yolak ve Krebs g¢evrimiyle ATP'ye doniistiiriilebilen
glukoz, temel karbon ve enerji kaynagidir (Bekatorou ve dig. 2006). S. cerevisiae,
oksijenli ve oksijensiz ortamlarda hayatta kalma ve ¢ogalma kapasitesine sahip
oldugu i¢in fakiiltatif anaerob bir maya tiriidir. Aerobik sartlarda glukoz,
mitokondriyal elektron tagima zinciri (ETZ) ve oksidatif fosforilasyon araciligiyla
enerjiye doniistiiriilebilmektedir. Ancak, anaerobik kosullarda, alkol fermantasyonu
stirecinde oldugu gibi mayalar etkin bir sekilde biiyliyememektedirler, ¢iinkii enerji
gereksinimi sadece glikolizden saglanmakta ve sekerler genel itibariyle gliserol, CO:
ve etanol gibi yan triinlere doniismektedirler (Ishtar ve dig. 2007; Bekatorou ve dig.
2006). Sonraki adimlarda ise etanol yan iriinii O2 bulunmasi durumunda, krebs
dongiisii ve ETZ gibi siireclerden gegerek tliketilmektedir. Bunun yami sira, S.
cerevisiae’nin mediumdaki glukoz konsantrasyonuna bagli olarak solunum veya
fermantasyon metabolizmalarindan birini tercih etme egiliminde oldugu da (Crabtree

etkisi) bilinmektedir (Kappeli 1986).
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2.1.4 Mayalarda Yasam Dongiisii

S. cerevisiae mayas1 genelde diploid formda bulunmasina ragmen hem
diploid (2n, her bir kromozomun iki homolog veya heterolog kopyasi) hem de
haploid (n) olmak iizere yasam dongiisii iki farkli evreden olusmaktadir (Landry ve
dig. 2006). Susa veya biiyiime evresine bagli olarak, diploid ve haploid hiicre
boyutlar1 degisiklik gosterebilmektedir. Biiylime siiresi boyunca, haploid kiiltiirler
diploid kiiltiirlere kiyasla daha hizli bir tireme egilimindedirler. S. cerevisiae'nin
tireme sekli hem vegetatif hem de cinsel olabilmektedir. Yeterli besin kaynaginin
mevcut olmast halinde haploid ve diploid hiicreler, tekrarlayan vegetatif biiyiime ve
mitoz dongiilerini deneyimleyebilmektedir (Dickinson ve Schweizer 2004).
Mayalarda vegetatif hiicre boliinmesi, anne hiicreden yeni hiicrenin bir ¢ikinti
seklinde basladigi tomurcuklanma evresiyle karakterize edilmektedir. Bu siireg,
niikleer bolinmeyle devam etmekte ardindan hiicre duvari olusmakta ve son olarak
hiicreler ayrilmaktadir. Haploid hiicrelerin tomurcuklari, 6nceki hiicreye yapisik bir
morfoloji sergilerken, diploid hiicrelerde ise zit kutuplarda beliren tomurcuklar
gozlenmektedir. Anne hiicrelerin her birinin genel olarak 20-30 tomurcuktan
fazlasini olusturamadigi ve hiicre duvarinda meydana gelen tomurcuk izlerinin
sayisindan faydalanilarak hiicrelerin yasinin belirlenebildigi bilinmektedir (Sherman
2002). Diisiik azot igerigine sahip ve smirli karbon kaynagi olan verimsiz ortam
kosullarinda (besin agligi), diploid hiicreler mayoz sporulasyona maruz kalarak ascus
ad1 verilen yapida dért haploid askospor iiretmektedirler. Uretilen sporlar, zorlu
cevresel kosullara kars1 giiclii bir direng gelistirme kapasitesine sahiptirler (Landry
ve dig. 2006). Yeterli besiyeri ortamina yerlestirildiklerinde bu sporlar, haploid
formlarda geligerek biiyiimeyi baslatabilmektedirler (Dickinson ve Schweizer 2004).
Cinsel tiremenin olduk¢a 6nemli oldugu maya biyolojisinde haploid sporlar, “MAT”
lokusundaki allele (MATa ve MATa) bagl olarak a veya a olarak adlandirilan
kendine Ozgli iki ciftlesme tiiriinden birine ait olabilmektedir. a ¢iftlesme tipi
haploidler, “a” faktor feromonu salgilarken, o ¢iftlesme tipi haploidler ise “o” faktor
feromonu salgilayabilmektedir (Dickinson ve Schweizer 2004; Herskowitz 1988).
Farkli ¢iftlesme tipinde hiicreler, ayni ortamda bulunduklarinda birbirlerini
algilamakta ve birlesmektedirler. Uygun kosullar altinda farkli giftlesme tipindeki
feromon salgilayan haploid hiicrelerin birlesmesi, MATa/MATa diploitlerini

olusturmaktadir. Bu diploid hiicreler ¢iftlesememekte ancak mitotik olarak
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cogalabilmekte veya mayoz gecirerek haploid sporlar iiretebilmektedirler (Sekil 2.3)
(Duina ve dig. 2014; Grunstein ve Gasser 2013; Haber 2012).
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Sekil 2.3: S. cerevisiae’nin homotallik yasam dongiisii (Haber 2012 tarafindan yapilan ¢alismadan

MATe

Diploidlerde polar
tomurcuklanma

alinmig ve diizenlenmistir).

2.1.5 Mayalarda Biiyiime Fazlar

Maya hiicreleri temelde, lag faz1 (gecikme fazi), log faz1 (iistel faz), diauxic
gecis, post-diauxic faz ve stasyoner faz (durgun faz) olarak adlandirilan farkli
fazlarda biiytimektedirler (Sekil 2.4) (Longo ve dig. 2012). Bu biiylime fazlar1 farklh
metabolik profillere sahiptir. Maya hiicreleri taze bir ortama inokule edildiklerinde
baglangicta lag fazi olarak bilinen bir biilylime gecikmesi yasanmakta ve hiicreler
yeni ortama adapte olmaya calistiklart i¢in boliinme gozlenmemektedir. Gecikme
evresinden sonra ortama uyum saglayan hiicreler, log fazinda hizla ¢ogalmakta ve
yiiksek glikoz derisimlerinde oksijen bulunsa dahi fermantasyonu solunuma tercih
ederek etanol tiretmektedirler (Crabtree etkisi). Glukozun ortamda nadir hale geldigi
diauxic gecis asamasinda maya hiicreleri, metabolik degisim siirecini baslatarak

fermantasyondan solunuma ge¢cmektedirler. Post-diauxic fazda ise maya hiicreleri,
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fermantasyon ile iretilen etanolii enerji kaynagi olarak kullanip solunum siirecini
deneyimlemektedirler (Matmati ve Hannun 2008). Post-diauxic fazi stasyoner faz
izlemekte ve bu fazda maya hiicreleri boliinememektedir. Biiylimenin platoya
ulastigi stasyoner fazda metabolik aktivite diismektedir. Ayrica, stasyoner fazda
besin kaynaklar1 sinirlanmakta, protein sentezi azalmakta, stres yanit genleri aktive
olmakta, hiicre duvar1 kalinlagsmakta ve stres direnci artmaktadir. Bu faz, kromozom
kondenzasyonu ve otofajinin de gozlemlendigi bir siire¢ olarak karakterize
edilmektedir (Gray ve dig. 2004).

Geng Hiicreler Yash Hiicreler

stasyoner

Ustel biiyiime
Artan transkripsivon
Artan ribozom biyogenezi

Glikoliz
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= @2
= 2
ey &
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® Oksidatif fosforilasyon
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Etanol tiiketimi
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Sekil 2.4: Mayada biiyiime fazlar1 (Di Gregorio ve Duennwald 2018 tarafindan yapilan ¢aligmadan

alinmig ve diizenlenmistir).

2.2 Yaslanma Olgusu ve Yaslanma Arastirmalari Icin Bir Model

Olarak Maya: iki Yaslanma Paradigmasi

Yaslanma, zaman i¢inde dogurganligin azalmasi ve 6liim oraninin artmasi ile
karakterize edilen bir siirectir (Kirkwood ve Austad 2000) ve canli sistemlerin
evrimsel siirecinde kagimilmaz olarak ortaya cikan paradoksal bir olgudur. Ote

yandan, yaslanmayla baglantili olarak sagligin bozulmasi ve nihai 6liim orani,
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binlerce yildir insanlarin goriiniiste kagmilmaz olan bu ilerlemeyi engellemenin
yollarin1 aramasina neden olmustur. Yaslanmaya iligkin molekiiler ve genetik
caligmalar gectigimiz yiizyllda hiz kazanmis ve gelisen bir ugras alani haline
gelmistir. Memelilerde yaslanma c¢alismalari, yaygin model organizmalarin uzun
Omiirlerinden dolay1 sinirlidir. Fareler ve siganlar 3-5 yil, primatlar ise 40 yila kadar
yasayabilmektedirler. Bununla birlikte, 6zellikle kemirgenlerde yapilan yaslanma
caligmalar1 son derece bilgilendirici olmus ve uzun yasami dilizenleyen genetik
faktorler ve ¢evresel kosullarin anlasilmasinda biiylik katki saglamistir. Yaslanma
caligmalarin1 hizlandirmak i¢in ilk yaklasim, insan veya fare primer hiicrelerini
kiiltiir ortaminda ¢aligmaktir. Bu hiicreler (genellikle fibroblastlar segilir) terminal
hiicre dongiisii durana kadar sinirli bir cogalma kapasitesine sahiptirler (Hayflick
1965). Kiiltiirde yaslanma son derece bilgilendirici olmus ve hiicre dongiisii kontrolii,
farklilasma ve kanser tizerine i¢goriiler saglamistir. Ancak, bu durumun organizmal
yaslanma ile iligkisi hala yogun tartisilan bir konudur (Campisi ve d’Adda di
Fagagna 2007). Yaslanma arastirmalarini onemli Ol¢iide hizlandiran ikinci bir
yaklagim, daha hizli yaslanan ve genetik ve g¢evresel manipiilasyona yatkin olan
omurgasiz organizmalarin kullanilmasidir (Kaeberlein ve dig. 2007; Houthoofd ve

Vanfleteren 2007; Piper 2006; Olsen ve dig. 2006; Helfand ve Rogina 2003).

Yaslanma olgusu, dogal secilimin Oncelikle lireme ile iligkili genleri ve
ozellikleri etkiledigi igin iiretim sonrasi donemde azalmasina da baglanmaktadir.
Yani, bir organizma daha fazla yavru iirettikge, dogal se¢ilimin {ireme sonrasi ortaya
cikan ozellikler ve karsilik gelen genler lizerindeki etkisi azalmaya baslamaktadir
(Wensink ve Cohen 2022; Flatt ve Partridge 2018). Bu durum, bakteri ve tek hiicreli
mantarlar da dahil olmak {lizere mikroorganizmalar i¢in de gecerlidir. Asimetrik
olarak boliinen yani farkli biiyiikliikte bir anne ve yavru hiicresi tireten bakteri ve
maya tiirleri genellikle yaglanma davranigi sergilemektedir (Bouklas ve Fries 2015;

Ackermann ve dig. 2003; Barker ve Walmsley 1999; Mortimer ve Johnson 1959).

Yuvarlak solucan Caenorhabditis elegans, meyve sinegi Drosophila
melanogaster, fare Mus musculus ile birlikte maya, yaslanma calismalarinda
kapsamli sekilde c¢aligilan basit model organizmalardan birini temsil etmektedir
(Tissenbaum 2015; He ve Jasper 2014; Feng ve dig. 2012; Gershon ve Gershon

2000). Baslangigta mayanin memeli yaslanmasini anlamak i¢in uygun bir model
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olacagi konusunda bazi siipheler olsa da, yaglanma calismalari i¢in ¢ok degerli bir
ara¢ oldugu kanitlanmis ve tiirler arasinda yaslanma ile baglantili bir dizi yolagin
ortaya ¢ikmasina katkida bulunarak yaslanmanin temel ilkelerine iliskin anlayisimizi
genisletmistir (Longo ve dig. 2012). Mayanin yaslanma ic¢in bir model olarak
kullanilmasini saglayan en onemli faktor, ayni anda hem tek hiicreli hem de bir
organizma olmasidir. Boylece, hiicreler arasi iletisim ve yaslanmayi etkileyen hiicre
dis1 otonom faktorler diger organizmalarda oldugu gibi karisikliga neden
olmadigindan, ¢6ziilmesi daha basit bir problemdir (He ve dig. 2018). Yiiksek
¢ogalma orani gibi O6nemli bir avantaja sahip olan S. cerevisiae, gerontologlar
tarafindan en yaygin kullanilan maya olmasina ragmen, fisyon maya
Schizosaccharomyces pombe de son zamanlarda yaslanma arastirmalari igin basit
model sistemler grubuna katilmistir (Roux ve dig. 2009; Roux ve dig. 2006).
Gilinlimiizde, cesitli maya mutant sus koleksiyonlart mevcuttur ve bu koleksiyonlar,
uzun Omiir genlerini kesfetmeyi amaclayan genetik taramalar yapmak igin

kullanilmigtir (Novarina ve dig. 2020; Campos ve DelLuna 2019).

S. cerevisiae'nin yasam siiresi ya bireysel anne hiicrelerin ¢ogalma
potansiyelinin izlenmesiyle (replikatif yasam omrii, RLS) ya da boliinmeyen hiicre
populasyonlarinin maksimum hayatta kalma siirelerinin belirlenmesiyle (kronolojik
yasam Omrii, CLS) olgiiliirken, S. pombe'nin yasam omrii ¢ogunlukla kronolojik
olarak Ol¢iilmektedir (Roux ve dig. 2009; Roux ve dig. 2006). Tomurcuklanan maya
S. cerevisiae'da anne ve yavru hiicreler arasindaki belirgin boyut farki, hiicre
boliinmesi durana kadar bireysel anne hiicreler tarafindan firetilen toplam yavru
hiicrenin sayilmasina olanak tanirken (Steinkraus ve dig. 2008), S. pombe’de
bolinme sonucu olusan iki hiicre arasinda ince gorsel farkliliklar
gozlemlenebilmesine ragmen hayatta kalma testlerini RLS’ye dayandirmak zordur ve
yasam siiresi ¢ogunlukla kronolojik olarak o6lgiilmektedir (Roux ve dig. 2009; Roux

ve dig. 2006; Barker ve Walmsley 1999).

Maya, Okaryotik hiicre yaslanmasi i¢in miilkemmel bir model gorevi
gormektedir. Ozellikle, maya RLS’si, fibroblastlar veya lenfositler gibi boliinen
hiicrelerde meydana gelen yaslanma i¢in bir model olustururken, CLS olgun ndronlar
ve kas hiicreleri gibi postmitotik hiicrelerin yaslanmasi i¢in bir model gorevi

gormektedir (Ruetenik ve Barrientos 2015; Longo ve dig. 2012; Kaeberlein 2010).
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Kisaca maya, her ikisi de memelilerdeki hiicresel yaslanma siirecleriyle benzerlik
gosteren ancak ilgili genler acisindan birbirleriyle ¢ok az ilgisi olan iki bagimsiz

yaslanma modeli sunmaktadir (Laun ve dig. 2006).

2.2.1 Maya Hiicrelerinin Anne Hiicre Spesifik Replikatif Yaslanmasi

Besinler bol oldugunda, S. cerevisiae tipik olarak mitoz yoluyla ve
tomurcuklanma olarak bilinen asimetrik bir siiregle cogalmaktadir (Piper 2012).
Asimetrik hiicre boliinmesi, hiicresel bilesenlerin asimetrik miras alinmasina yol
acmakta ve yeni olusan hiicre, taze sentezlenmis hiicresel materyali almaktadir. Buna
karsilik, anne hiicre eski ve hasarli hiicresel bilesenlerin cogunu biinyesinde tutmakta
ve yavas yavas yeni tomurcuklar olusturma kapasitesini kaybetmektedir. Bir
hiicrenin geri doniisiimsiiz olarak durgun faza ge¢meden Once gecirebilecegi
tomurcuklanma olaylarinin sayisi, onun replikatif yasam siiresi (RLS) olarak
tanimlanmaktadir. Maya yasam Omriinii 6l¢gmeye yonelik ilk girisim, Mortimer ve
Johnston (1959) tarafindan gergeklestirilmis ve anne hiicrelerden yavru hiicreleri
mikrodiseke etmek i¢in kiigiik bir igne kullanilmistir. Zengin agar ortaminda
yetistirilen bir anne hiicrenin yasam omrii boyunca sinirli sayida (ortalama 20-30)
yavru hiicre iiretebildigi ifade edilmistir (Mortimer ve Johnston 1959) ancak kesin
say1 susun genetik arka planina baghdir (Stumpferl ve dig. 2012). Anne hiicrelerin
gecirebilecegi sinirli sayida tomurcuklanma olayr (RLS) genellikle proteinlerin
oksidasyon, agregasyon ve degradasyonunun biriken etkisine, vakuolar asidite
kaybina ve buna baghh olarak mitokondriyal fonksiyonun azalmasimna ve
ekstrakromozomal ribozomal DNA halkalarinin (ERC'ler) ortaya ¢ikmasina
baglanmaktadir (Hughes ve Gottschling 2012; Kaeberlein 2010; Steinkraus ve dig.
2008). RLS ile iliskilendirilen baslica sonuglar arasinda, ERC'lerin toksik tiirler
olarak tanimlanmasi yer almaktadir. ERC'ler, ilk bildirilen yaslanma faktorleridir ve
asimetrik olarak miras alinan bir molekiiler hasar seklidir (Sinclair ve Guarente
1997). Anne ve yavru arasindaki septin bagimli yan difflizyon bariyeri nedeniyle
annede biriken bir form olan ERC birikiminin maya replikatif yaslanmasina neden
oldugu ifade edilmektedir (Shcheprova ve dig. 2008; Sinclair ve Guarente 1997).
ERC'ler, ribozomal DNA (rDNA) bolgelerinde homolog rekombinasyon yoluyla
olusmakta ve kendi kendine ¢ogalan dairesel bir DNA molekiili meydana
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gelmektedir (Kaeberlein 2010; Steinkraus ve dig. 2008). ERC'lerin yaglanmay1
hizlandirma mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olsa da, bunlarin rDNA'y1
istikrarsizlastirarak ve transkripsiyon faktorleri ile rekabet ederek diizenli rDNA'ya
miidahale ettigi disiiniilmektedir (Kaeberlein 2010). Ayrica; RTG2, LAG1 ve SIR2
gibi yasam stiresi diizenlemesiyle iligkilendirilen birka¢ genin tanimlanmasi da 6nem
arz etmektedir (Steinkraus ve dig. 2008; Borghouts ve dig. 2004; D’Mello ve dig.
1994). Sonuncusu olan SIR2 (Silent Information Regulator 2), en ¢ok calisilan
gerontojenlerden biri haline gelmistir ve yiliksek okaryotlarda korunan NAD bagimli
histon deasetilazi kodlamaktadir (Longo 2009; Longo ve Kennedy 2006; Kaeberlein
ve dig. 1999). Bu proteinin insanlardaki homologlarina ise sirtiiinler adi
verilmektedir ve hiicre hayatta kalimi, metabolizma ve proliferasyon, DNA onarimi,
hiicre yaslanmasi, apoptoz, kalori kisitlamast gibi kilit metabolik yolaklari
diizenlemektedirler (Brachmann ve dig. 1995). Mayada Sir2 aktivitesinin, rDNA
tekrarlar1 arasindaki homolog rekombinasyonu azaltarak ve dolayisiyla ERC'lerin
olusumunu Onleyerek replikatif yaslanmay1 engelledigi bilinmektedir (Kaeberlein ve
dig. 1999). Bununla birlikte, Sir2'nin diisik seviyelerde histon 4 lizin 16
asetilasyonunu siirdiirerek ve sonug olarak telomerlerde ve subtelomerik bolgelerde
susturmay1 indiikleyerek ERC olusumundan bagimsiz olarak RLS'yi uzatma islevi
gordiigii ifade edilmistir (Dang ve dig. 2009). Diger c¢alismalarda ise Fobl
proteininin (Fork Block Protein 1) rDNA instabilitesi ve yaslanma {izerindeki etkileri
mayada incelenmistir (Sekil 2.5). Bu ¢alismada rDNA rekombinasyonunu ve ERC
olusumunu azaltan FOB1 delesyonunun maya RLS’sini artirdigi ve ayrica Sir2
mutant anne hiicrelerinin kisa yasam Omrii sergilemesini engelledigi ifade

edilmektedir (Longo ve dig. 2012; Kaeberlein ve dig. 1999).
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HSP’ler ve
Saperonlar

Sekil 2.5: Maya replikatif yasam 6mriinii modiile eden yolaklar (1) Kalori kisitlamasi yaglanma ile
iligkili zararli degisiklikleri azaltir. CR (kalori kisitlamasi) aracili RLS uzamasi, hem SIR2 hem de
biiylime metabolizmasi ve stres yanitinda onemli rol oynayan azalmig TOR/Sch9 ve Ras-PKA sinyal
yolaklar1 tarafindan modiile edilen Sir2'den bagimsiz mekanizmalar tarafindan yonlendirilir. (2)
Sirtuin ailesinin bir {iyesi olan SIR2 (NAD+ bagimli bir deasetilaz aracili yaslanma yolu) maya
yaglanmasinin ana oyuncusunu temsil eder. SIR2 overekspresyonu, rDNA instabilizasyonu yoluyla
ERC olusumunu baskilayarak maya RLS'sini uzatir. SIR2 delesyonu, oksidatif olarak hasar gérmiis
proteinlerin asimetrik olarak tutulumundaki bir kusurdan kaynaklanan yavru hiicrelerin yagam
Oomriiniin kisalmasia yol acar. (3) Besin algilama, yaslanma yolaklarini bircok yonden etkiler ve
besin stresi tarafindan inhibe edilen TOR sinyalini diizenler. (4) Mitokondriyal islev bozukluklari
yaslanmay1 diizenlemek igin geriye doniik bir yanit baslatabilir. Ynol ROS birikimini modiile eder.
(5) UPR mekanizmasi, yaglanmaya eslik eden kusurlu mekanizmaya yanit olarak olusan protein
agregatlarinin ortadan kaldirilmasina yardimci olur. HSP'ler ve saperon overekspresyonu, hasarli
protein agregatlarinin uzaklastirilmasina yardimet olur. (6) Sch9, maya Snfl kompleksinin bir bileseni
olan Sip2 asetilasyonu yoluyla Snfl tarafindan bagimsiz olarak da diizenlenebilir. (Dahiya ve dig.

2020 tarafindan yapilan ¢aligmadan alinmig ve diizenlenmistir).
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Anne maya hiicresinde stres yanit genlerinin ekspresyonundaki degisiklikler
gibi ilk yaslanma belirtisi, ilk birka¢ tomurcugun olusumundan sonra meydana
geldigi ifade edilmektedir (Knorre ve dig. 2018). Asimetrik boliinme nedeniyle
gergceklesen ve mitotik boliinme siireci olan RLS (Sekil 2.8) karmasik besiyerinde
yaklasik 2-3 giin siirmektedir ve bu nedenle bilinen en hizli yaslanma siireglerinden
birisidir. Bir hiicrenin yasam Omrii nesiller (tomurcuklar, iiretilen yavru hiicreler)
olarak sayilmakta ve silire¢ boyunca, anne hiicre her nesilde daha biiyiik hale gelip
tomurcuk izleri biriktirmektedir (Sekil 2.6) (Slaughter ve dig. 2009). Maya hiicreleri
yaslandikca, gen ekspresyonu ve protein biyogenezi diizensiz hale gelmekte ve bu
stireg, replikatif olarak yasli maya hiicrelerinde vakuolar ATPaz gibi protein
komplekslerinin alt birimleri arasinda orantisizliga yol agmaktadir (Janssens ve dig.
2015). Ayrica anne hiicreler; hiicre dongiisii kontrol noktasi mekanizmalarinin kaybi
(Nestelbacher ve dig. 2000), diploid hiicrelerde heterozigotluk kayb1 (McMurray ve
Gottschling 2004) ve apoptoz (Laun ve dig. 2001) ile karakterize edilen nihai bir
yaslanma durumuna ulasana kadar dongii siirecinde (Egilmez ve Jazwinski 1989)
ROS igerigi (Laun ve dig. 2001) ve protein karbonil igerigi (Aguilaniu ve dig. 2003)
gibi diger bircok biyokimyasal parametrede kademeli olarak degisime ugramaktadir.
Ote yandan, annenin yaslanip sonunda replikatif kapasitesini kaybettigi bir siirecte
anne hiicrelerden dogan yavru hiicreler kapasitelerini yenilemekte ve zamanlarini
sifirlayarak susun klonal yaslanmasimi onlemektedirler (Klinger ve dig. 2010;
Egilmez ve Jazwinski 1989). Bu durum, Kkoloninin yaslanan anneleri 6lse bile
koloninin hayatta kalmasin1 saglamaktadir. Yalnizca ¢ok yasli annelerin yavrular
"6liim faktoriiniin" (hasarlt materyal) bir kismini miras almakta ve biraz kisalmis bir

yasam siiresi sergilemektedir (Kennedy ve dig. 1994; Egilmez ve Jazwinski 1989).
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Sekil 2.6: Maya hiicre bdlinmesi ve tomurcuk izi olusumu. (A) Her bir yavru hiicrenin

tomurcuklanmasi, anne hiicrenin hiicre duvarinda tomurcuk izi olarak adlandirilan halka seklinde bir
kalintt birakir. Tomurcuklarin boynunda olusan bu kitin igeren halkalar, floresan bir boya olan
kalcoflor ile boyanabilir. Bu sekilde, bir anne hiicrenin kag¢ kez boliindiigli, mevcut tomurcuk izlerinin
sayis1 sayilarak belirlenebilir. (B) Yaslanmig bir maya ¢ekirdegi, sol iist kosedeki iki geng hiicrenin
cekirdekgiklerinden farkli olarak genislemis ve parcalanmis bir ¢ekirdek¢ik (oklarla gosterilen) icerir

(Bitterman ve dig. 2003 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmistir).

2.2.2 Stasyoner Faz Maya Hiicrelerinin Kronolojik Yaslanmasi

Son yillarda, maya yasam Omriinii belirleyebilmek icin kronolojik yasam
omrii (CLS) adi verilen farkli bir paradigma gelistirilmistir (Ohtsuka ve dig. 2021,
Kaeberlein ve dig. 2007). Teknik agidan bakildiginda, CLS'yi izlemek son derece
basit olmakla birlikte mikromanipiilasyon gerektirmemekte ve genellikle milyonlarca
maya kiltiri  kullanilarak —gergeklestirilmektedir. Bu durum, uzun Omiirlii
mutantlarin taranmasin1  kolaylagtirmakta ve genis bir genetik, genomik ve
biyokimya analizlerinin gergeklestirilmesine olanak saglamaktadir (Fabrizio ve
Longo 2007; Fabrizio ve dig. 2005b). CLS’nin avantajlarindan biri, bolinmeyen
hiicrelerin hayatta kaliminin 6l¢tilmesidir (Sekil 2.8) ve hem mitoz sonrast memeli
hiicrelerinde yaslanmayir modellemek i¢in bir sistem hem de organizmal yaglanma

i¢in basit bir model olarak hizmet edebilmektedir.

Genel bir CLS protokoliinde maya, besin tilkenmesi hiicre dongiisiiniin

durmasin1 saglayana kadar sentetik besiyerinde biiyiitiilmektedir. Hiicrelerin
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cogunlugu periyodun baglangicindan itibaren 2-3 gilin igerisinde bdliinmeyi
durdurmaktadir ve iiclincii giin elde edilen koloni sayis1 %100 hayatta kalma seviyesi
olarak kabul edilmektedir. Bu deger, diger zaman noktalarindaki hayatta kalmayi
O0lcmek icin referans olarak kullanilmaktadir (Fabrizio ve Longo 2007). Sivi
besiyerinde belirli bir hiicre yogunluguna kadar béliinen mayalar ardindan, fermente
edilemeyen karbon kaynaklarinin daha fazla kullanimi ve yiiksek solunum oranlari
ile karakterize edilen post-diauxic faza girmektedir. Bu kosulda tutulan kiiltiirler,
genetik arka plana bagh olarak birkac¢ giin ile bir hafta arasinda degisen bir siire
boyunca yasama yetisini korumaktadirlar. Post-diauxic faz kiiltiirlerine benzer
sekilde kronolojik olarak yaslanan populasyonlar, tomurcuklanmig hiicrelerin kiigiik
bir kisminin siirekli varligi ile karakterize edilmektedir. Cesitli kanitlar bu
tomurcuklanmis hiicrelerin S/G2'de arrest olabilecegini gostermektedir (aghik
normalde G1 arrestini indiikler) (Weinberger ve dig. 2007; Allen ve dig. 2006).
Bununla birlikte, besin agligina bagli diisik pH, maya hiicrelerinde yavas bir
bliylimeye neden olsa da cok kiigiikk bir yiizdesinin hala boliinebildigi ifade
edilmektedir (Fabrizio ve dig. 2004a). Bu kosullar altinda, hiicre b6liinmesinin CLS
Olciimlerini etkileme olasiligt ¢ok disiiktiir. Buna karsin, hiicrelerin ¢ogunlugu
oldiikten sonra da kronolojik olarak yaslanan kiiltiirlerde hiicre bdliinmesinin
meydana gelebildigi ifade edilmektedir (Fabrizio ve dig. 2004a). Adaptif yeniden
biiylime olarak tanimlanan bu populasyon biiyiimesi, mayanin 6li hiicreler tarafindan
salinan besinleri tiiketerek hiicre dongiisiine yeniden girmesini saglayan
mutasyonlardan veya muhtemelen epigenetik degisikliklerden kaynaklaniyor gibi
goriinmektedir ve bakteriyel duragan fazda biiyiime avantaji (GASP) fenotipi ile bazi
benzerlikler paylagmaktadir (Breitenbach ve dig. 2011; Zinser ve Kolter 2004,
Zambrano ve Kolter 1996; Zambrano ve dig. 1993).
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Sekil 2.7: DHR (dihidrorodamin) ile boyanmis Kronolojik olarak yasli anne maya hiicrelerinin

konfokal lazer taramali floresan mikroskobundaki morfolojik goriintiisii (Laun ve dig. 2001).

Maya hiicrelerinin boliinmeyen bir durumda ne kadar siire hayatta kalip
islevselliklerini siirdiirebileceklerini 6l¢gen CLS yonteminde (Sekil 2.8) (Mirisola ve
Longo 2022); pH, sicaklik, mevcut besinlerin miktar1 ve kalitesi, asetik asit
konsantrasyonu ve genotip gibi parametrelerin de yasam siiresini etkiledigi
bilinmektedir (Morgunova ve dig. 2017; Molon ve Zadrag-Tecza 2016; Mirisola ve
Longo 2012). Sentetik dekstroz besiyerinde yetisen kiiltiirlerin 2-3 giin sonra en
yiiksek hiicre yogunluguna ulastigi, ancak metabolik durumlarinin ek olarak 4-6 giin
daha yiiksek kaldigi da ifade edilmektedir (Gray ve dig. 2004). Bu nedenle, CLS'nin
yavas bir metabolizma veya aclik durumunu taklit ettigi diisiincesi yanlistir; ¢linkii
hiicre kiiltiirleri 6lmeye basladiginda, glikojen igerigi, ekstraseliiler etanol ve diger
besinlerin hala mevcut oldugu kesfedilmistir (Mirisola ve Longo 2022; Orlandi ve
dig. 2013; Samokhvalov ve dig. 2004). Ancak, sonucta hayatta kalan hiicre
popiilasyonu, yasamin devam edebilecegi nispeten daha diisiik bir metabolik hiz olan

duragan faza girmektedir (Sekil 2.7).

Mediumun baslangi¢ glukoz konsantrasyonuna bagli olarak CLS’yi etkileyen
bir faktdriin de ortam asitlenmesi oldugu 6ne siiriilmektedir (Wasko ve dig. 2013).
Mayalarin yasam Omriinii sinirlayan birincil molekiiler faktor olarak asetik asit
teorisi Onerilmektedir. Teoriye gore maya hiicreleri, diauxic gecis boyunca ikincil bir

karbon kaynagi olarak etanol kullanmaya devam ederken, asetik asit ve diger organik
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asitler ekstraseliiler ortama salgilanmakta ve biiylime ortaminin asitlenmesine yol
acmaktadir. Yaslandirma kiiltiiriiniin daha yiiksek bir pH'a tamponlanmasi veya
ortamdan asetik asitin uzaklastirilmasinin CLS’yi uzatmak icin yeterli oldugu
gbzlemi, asetik asidin kronolojik yaslanmaya neden oldugunu ifade etmesi agisindan

onemlidir (Burtner ve dig. 2009).

Kronolojik yaslanma

(ekirdek

& Aminoasit
» (lukoz

. w w ] ‘ .
B ' Adnerkbifime O Asoebikboine  ©  Asmetikbiime 6
0 Asetikasit

" Glikojen

* Ekstrakromozomal DNA halkast
" Okside protein

© Hasarh mitokonds

Replikatifyaslanma

Sekil 2.8: S. cerevisiae’nin iki yaslanma paradigmasi (Wauters ve dig. 2021 tarafindan yapilan

caligmadan alinmis ve diizenlenmistir).

2.3  Maya Yaslanmasinda Besin Algilayic1 Yolaklarin Kritik Rolii ve
Uzun Omiirliiliikte Genetik Belirleyicilere Genel Bakis

Yaglanma siirecindeki zamana bagl islevsel diisiisii tanimlayan on iki belirti;
epigenetik degisiklikler, genomik istikrarsizlik, mitokondriyal disfonksiyon, telomer

yipranmasi, proteostazi kaybi, yetersiz makrootofaji, hiicresel yaslanma, diizensiz
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besin algilama, kok hiicre tiikkenmesi, disbiyoz, kronik inflamasyon ve degismis
hiicreler arasi iletisimdir (Sekil 2.9) (Lopez-Otin ve dig. 2023). Tiim Okaryotlar
arasinda ve farkli deneysel baglamlarda korunan uzun omiir yolaklarini belirlemek
icin, yaslanmanin molekiiler ve hiicresel belirtilerini etkili bir sekilde kategorize
etmek iizere pek ¢ok adim atilmistir (Lopez-Otin ve dig. 2013). Bu noktada yasam
omrt ile iligkili birgok gen varyanti tanimlanmig (Tablo 2.1) ve hiicrelerin metabolik

kontrolii ile baglantili oldugu bulunmustur (Broer ve van Duijn 2015).

. ;ﬂ’ ‘ Gengy, .
& D““_-‘, S— k""';z;fk

Sekil 2.9: Yaglanmanin on iki belirteci (Lopez-Otin ve dig. 2023 tarafindan yapilan ¢aligmadan

alinmis ve diizenlenmistir).
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Tablo 2.1. Mayada yaslanma ile iliskili genler ve hiicresel fonksiyonlar1 (Dahiya ve dig. 2020).

Bos Fenotipin
Yasam
Gen Tanimlama Hiicresel Fonksiyonlar Omriine Referanslar
Etkisi
Rapamisin Translasyonu
hedefinin diizenleyerek besinlere Fabrizio ve
TOR1 sinyalizasyonun | yanit olarak biiylimeyi Artmis dig. 2001;
SCH9 da rol oynayan kontrol eden TOR Kapahi ve
Ser/Thr protein kompleksinin protein dig. 2010
kinaz kinaz alt birimi.
NAD-bagimli Histon
deasetilaz. HML, HMR, Wierman ve
SIR2 Sessiz bilgi telomerler ve rDNA Azalmig Smith 2014
diizenleyicisi susturmada 6nemli rol
oynar.
Kaeberlein ve
RPLY9A, Ribozomal 60S Translasyonda rol dig. 2005;
RPL6B, | alt birim proteini | oynayan ribozomun 60S Artmus Chiocchetti
RPL19A L9A alt biriminin yapisal ve dig. 2007
bilegeni.
Fermantasyon sirasinda
Alkol asetaldehidi etanole Ralser ve dig.
ADH1 dehidrogenaz indirger, NADH Artms 2012
enzimi oksidasyonunda rol
oynar.
Sitokrom ¢ oksidazin alt
COX4 Sitokrom ¢ birimi 1V; Miceli ve dig.
oksidaz mitokondriyal i¢ Artmus 2012
membran ETC'de islev
gorir.
Histon deasetilaz, hem
Azalmis Rpd3S hem de Rpd3L
RPD3 potasyum komplekslerinin bir Artmig Jiang ve dig.
bagimlilig bilesenidir ve 2002
transkripsiyonu
diizenler.
RNA-bagimhi ATPaz, Curran ve
DBP3 Dead box rRNA islenmesinde rol Azalmig Ruvkun 2007
proteini oynar.
SAGA ve SLIK'in DUB
SGF73 SAGA-iliskili modiilii alt birimi; de- McCormick
faktor 73 ubikitinasyon Artmus ve dig. 2014
aktivitesine katkida
bulunur.
PDE1 Fosfodiesteraz Diisiik-afiniteli cCAMP Azalmig Ma ve dig.
fosfodiesteraz. 1999
SGS1 Yavas biiylime ATP-bagimli DNA Azalmig McVey ve
baskilayicisi helikaz. dig. 2001
rDNA replikasyon c¢atali
FOB1 Daha az catal bariyer bolgesine Defossez ve
blokaj1 baglanan niikleolar Artmis dig. 1999

protein; replikasyon
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catali engellemesi i¢in

orani

gereklidir.
Sinyal kaskadinda yer
PKHZ2, Pkb-kinaz alan Serin/treonin- Liu ve dig.
HXK1, homologu protein kinaz; 2013; Wang
HXK2 glukoz metabolizmasi, Artmis ve dig. 2010
endositoz ve hiicre
duvan biitiinliiglinde rol
oynar.
Membrana bagli guanin
CDC25 Hiicre boliinme niikleotid degisim Artmuis Mirisola ve
dongiisii faktorii (GEF); adenilat Longo 2011
siklaz1 diizenler.
Beslenme sinyallerini
GPR1, G-protein bagh | algilar, entegre eder ve Jazwinski
GPA2, reseptor PKA ve cCAMP sentezi Artmis 2002
CYR1 yoluyla hiicre kaderine
karar verir.
PHOB84, Fosfat Yasam 6mriiniin Jiang ve dig.
CIT2 metabolizmasi uzatilmasindaki geriye Azalmig 2016; Lee ve
ve Sitrat sentaz | doniik yanitin efektori. dig. 2007
Maya mitokondriyal
SOoV1 Var sentezi translasyon kontrol Artmis Caballero ve
(MTC) modiiliiniin dig. 2011
iyesi.
Mittal ve dig.
GCN4, | Baskilanamayan Transkripsiyonel Azalmig 2017; Kim ve
GCN5 genel kontrol aktivasyondaki roller. dig. 2004
H3K56
ASF1 Susturmay1 asetilasyonundaki rol; Azalmig Feser ve dig.
onleme islevi kromatin ekleme ve 2010
ayirmayl igerir.
Rab ailesi GTPaz, Benjamin ve
YPT6 Maya protein | geriye doniik tagima igin Artmis dig. 2011
two gereklidir.
Maya NADPH
oksidaz 1/ Endoplazmik retikulum Yi ve dig.
YNOL/Al | mitokondrinin lokalize NADPH Artmus 2018
M14 degismis kalitim oksidaz.

Mayalar, sinekler, solucanlar, baliklar, kemirgenler ve rhesus maymunlar1 dahil

olmak tizere cesitli organizmalarin yagam omriinii uzatan miidahalelerin ¢ogu, besin-

sinyal yolaklarmin aktivitesini azaltmaktadir. Iki besin algilama yolaginin (rapamisin

hedefi

(TOR)/serin-treonin

kinaz Sch9 ve Ras/protein

kinaz A (PKA))

aktivitesindeki bir azalmanin maya RLS ve CLS’sini uzattig1 bilinmektedir (Sekil

2.10) (Kaeberlein ve dig. 2005; Longo 2003; Fabrizio ve dig. 2001; Lin ve dig.

2000).
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Mayada yaslanmay1 kontrol edebilen ilk ana yolak, Sch9'un (memeli S6 kinazin
maya ortologu) yukari akis yoniinde hareket eden ve besine duyarli bir serin-treonin
protein kinaz olan TOR'dur (de Magalhaes 2011; Urban ve dig. 2007). Bu yolagin
yaslanmay1 diizenlemedeki rolii solucanlarda ve sineklerde dogrulanmistir (Polak ve
Hall 2009; Kapahi ve dig. 2004). Tor-S6K sinyal yolagi inhibisyonunun farelerin
omriini  uzattigt ve mTOR'un (mammalian target of rapamycin) genetik
bozulmasinin progeria fare modelinde hayatta kalmay1 artirdigr ifade edilmektedir
(Harrison ve dig. 2009; Cabral ve dig. 2021). Hem Sch9 hem de S6 kinaz besin-
bagiml translasyonel diizenleyicilerdir (Longo ve Fabrizio 2012). TOR ayrica genel
transkripsiyonel diizenlemede de yer almaktadir ve hedeflerinden biri olan Mafl ise
besin yoksunlugu durumunda DNA Pol III'iin aktivitesini inhibe ederek maya,
solucan ve sineklerin yasam Omriinii uzatmakta ve transkripsiyonel regiilasyonda
kritik bir rol oynamaktadir. Mafl delesyonunun DNA Pol Il konsantrasyonunu
artirdig1 ve yasam Omriini kisalttig1 yapilan bir ¢alisma ile dogrulanmistir (Noguchi
ve dig. 2021). Yaslanma sirasinda transkripsiyonel bozulmanin/diizensizligin roli,
tek hiicre gen ekspresyonu analiziyle dogrulanmis ve bu analiz yaslanma siirecinde
hiicreler aras1 gen ekspresyonu heterojenitesinin arttigini gostermistir (Carolina de

Souza-Guerreiro ve dig. 2021).

TOR1 veya SCH9 delesyonunun mayalarda hem CLS hem de RLS'de artisa
neden oldugu bilinmektedir (Wei ve dig. 2009; Powers ve dig. 2006; Kaeberlein ve
dig. 2005; Fabrizio ve dig. 2001). CLS'nin Sch9 tarafindan regiilasyonu, Sch9'un
Pkh1/2 kinazlar tarafindan spesifik olarak fosforile edilebildigi ve bu aktivitenin
sfingolipid metabolizmasinda bir ara madde olan fitosfingozin (PHS) tarafindan
diizenlendigi goz oniine alindiginda, Torl'den bagimsiz olarak gerceklesebilmektedir
(Liu ve dig. 2005). Sfingolipid sentezinin downregulasyonunun, maya CLS
uzamasina neden oldugu ifade edilmekle birlikte bu durum Sch9'un maya CLS’sinin
diizenlenmesi i¢in hem besin hem de sfingolipid kaynakl: sinyallerin bir entegrasyon
noktasi olarak islev goérebilecegini gostermektedir (Swinnen ve dig. 2014; Huang ve
dig. 2012). Sch9'un RLS'nin modulasyonuna katkisi, memeli AMPK kinazin maya
ortologu olan Siikroz non-fermente protein (Snfl) kinazi iceren mekanizmalar

yoluyla Torl'den bagimsiz olarak da gerceklesebilmektedir (Lu ve dig. 2011).
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TOR aktivitesinin azaltilmasiyla CLS'min uzatilmasi, Rim15 tarafindan aktive
edilen ve glikojen birikimi, gliserol birikimi, antioksidan enzimler ve proteostazinin
korunmasi (1s1 soku proteinleri ve otofaji) ile ilgili mekanizmalar dahil olmak iizere
bir¢cok koruyucu sistemde artisa yol acan Gisl ve Msn2/4 transkripsiyon faktorlerine
baghdir (Sekil 2.10) (Fontana ve dig. 2010). Torl inhibisyonu ile RLS uzamasi da
Msn2/4 transkripsiyon faktorlerine baglidir, ancak bu mekanizma bir sirtuin

deasetilaz olan Sir2'ye bagli gibi gortinmektedir (Medvedik ve dig. 2007).

Cok sayida sinyalizasyon yolu, hiicre dis1 ve hiicre i¢i uyaranlara yanit olarak
hiicresel biiylime ve hayatta kalma arasindaki karmasik dengeyi koordine etmektedir.
Maya yasam Omriinliin uzatilmasini saglayan ikinci yolak CAMP-bagimli PKA
yolagidir. Bu yolak mayadaki temel sinyalizasyon diigiimiinii temsil etmektedir ve
oncelikle glikoz ve fermente edilebilir seker seviyelerine yanit vermektedir (Tamaki
2007). Glikoz ilavesi, cCAMP seviyesinde gecici bir patlamayi tetikleyerek PKA
aracili bir fosforilasyon kaskadin1 ve transkripsiyonel yeniden programlamayi
baslatmaktadir. PKA aktivitesinin azalmasi, her iki yaslanma paradigmasinda da
maya yasam Omriinde bir artisa neden olmaktadir (Fabrizio ve dig. 2003; Lin ve dig.
2000). Bununla birlikte, PKA yolagmin aktivasyonuna yol agan RAS1 ve RAS2'nin
devre dis1 birakilmasi, maya replikatif ve kronolojik yasam omiirleri tizerinde zit
etkilere yol agmaktadir. RAS1 geninin delesyonu RLS'yi artip CLS'de hafif bir
azalma ile iligkili iken RAS2 geninin delesyonu RLS'yi azaltmakta ancak ilging bir
sekilde CLS'yi uzatmaktadir (Kaeberlein ve dig. 2005; Fabrizio ve dig. 2003; Sun ve
dig. 1994). Ras/PKA'nin azalmasiyla Msn2/4 transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu, CLS ve RLS'min uzamasi i¢in 6nemli bir olaydir (Medvedik ve dig.

2007; Fabrizio ve dig. 2001).
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Sekil 2.10: Maya ve memelide yasam Omrii diizenleyici yolaklarin yan yana karsilastirilmasi.
Mayada, Sch9, Tor ve Ras tarafindan kontrol edilen besin algilama yolaklar1 protein kinaz Rim15
iizerinde birlesmektedir. Buna karsilik, stres yanit transkripsiyon faktorleri Msn2, Msn4 ve Gisl stres
yanit genlerini transaktive ederek hiicresel korumay: artirmakta ve bu da yasam siiresinin uzamasina
yol agmaktadir. CR'nin uzun Omiirliiliik tizerindeki etkisinin biiyiik bir kismma Ras ve Tor-Sch9
yolaklarinin downregulasyonu ve bunun sonucunda Riml5 kontrolli Msn2/4 ve Gisl koruma
sisteminin aktivasyonu aracilik ediyor gibi goriinse de, ek aracilar da so6z konusudur. Farelerde,
kismen korunmus insiilin/IGF-I benzeri yolaklar, Sch9 homologu Akt araciligiyla FoxO ailesi
transkripsiyon faktorlerini negatif olarak diizenlemektedir. Ras ve Tor da IGF-I'in asag1 akisinda islev

gormektedir, ancak stres direnci ve yaslanmanin diizenlenmesindeki rolleri pek anlagilamamistir (Wei

ve dig. 2008 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmistir).

Genel olarak birgok calismanin sonuglari, besin algilama yolaklari tarafindan
maya yasam Omriiniin uzatilmasinin, siiperoksit anyonlarini temizleyen Mn-bagimli
stiperoksit dismutaz (Sod2) basta olmak {izere, antioksidan enzimlerin up-
reglilasyonunu gerektirdigini desteklemektedir (Weinberger ve dig. 2010; Wei ve
dig. 2008). Bu durum aynmi zamanda SCH9 veya RAS2 silinmis hiicrelerde tespit

edilen yiiksek Sod2 seviyeleri ve TOR yolagmin inaktivasyonundan sonra

gozlemlenen siiperoksit anyon seviyelerindeki azalma ile de desteklenmektedir (Pan
ve dig. 2009; Bonawitz ve dig. 2007; Fabrizio ve dig. 2003). Bununla birlikte, besin

algilama  yolaklarinin  aktivitesini  azaltarak genel bir stres tepkisinin
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etkinlestirilmesine atfedilen uzun omiirliiliikk yanlis1 etkiler, mitokondri iglevi ile de
iliskili gériinmektedir. Mitokondriyal solunum eksikliginin stasyoner faz hiicrelerinin
hayatta kalmasin1 ve dolayistyla CLS'yi ciddi sekilde etkiledigi ifade edilmektedir
(Ocampo ve dig. 2012; Aerts ve dig. 2009). Buna ek olarak, TOR1 veya SCH9'un
silindigi uzun Oomiirlii hiicrelerde mitokondriyal protein ekspresyonunun yani sira
solunumun da arttig1 ve reaktif oksijen tiirleri de artarak muhtemelen CLS'yi uzatan
adaptif bir yanit1 aktive ettigi belirtilmektedir (Ocampo ve dig. 2012; Pan ve dig.
2011; Lavoie ve Whiteway 2008; Powers ve dig. 2006; Bonawitz ve dig. 2007).

TOR/Sch9 ve Ras/PKA besin algilama yolaklarmin inaktivasyonu, mayadan
memelilere kadar c¢esitli Okaryotik organizmalarin Omriinii uzatan deneysel bir
manipiilasyon olan kalori kisitlamasi (CR) ile miimkiindiir (Sekil 2.10) (Wei ve dig.
2009). Maya biiyiime ortamindaki glukoz miktarinin %2'den %0.5 veya daha disiik
seviyelere diisiiriilmesi yasam siiresinde %30-40'a varan dramatik bir artisa yol
agmaktadir (Lin ve dig. 2000). Yetersiz beslenme veya temel besin maddelerinin
azaltilmasi olmaksizin kalori aliminin azaltildigir bir diyet olarak tanimlanan CR
miidahalelerinin mayalar disinda sinekler, solucanlar, fareler, siganlar ve rhesus
maymunlart da dahil olmak tizere genis bir yelpazedeki organizmalarda da omrii
dramatik sekilde uzattigi bildirilmistir (Anderson ve Weindruch 2012; Kennedy ve
dig. 2007). Dikkat cekici sekilde, maya hiicrelerinin besin igeren ortamdan suya
aktariminin, kronolojik yasam omiirlerini iki katina ¢ikardigi belirtilmektedir (Wei
ve dig. 2008). CR’nin ayn1 zamanda fermentasyondan solunuma gecisi regiile ederek
CLS’yi uzattig1 ifade edilmektedir. Ciinkii S. cerevisiae glukoz agisindan zengin
ortamda fermentasyonu solunuma tercih etmekte ve ekstraselluler glukoz kisitlamasi
CLS’yi artirmada solunumun tetiklenmesiyle sonug¢lanmaktadir (Smith ve dig. 2007;
Barros ve dig. 2004). Ek olarak CR, besin alimimi azaltarak metabolik sistemlerde
dengesizlige yol agmakta buna karsilik, bu dengesizligin iistesinden gelmek i¢in
hiicreler dengeyi saglamak tizere evrimsel olarak korunmus cesitli sinyal iletim
yollarini baglatmaktadir. Kalori azaltimina yanit olarak, hiicreler verimli metabolik
yolaklar1 ve hiicre hasarma karst savunma saglayan yeniden yapilandirma
mekanizmalarimi aktif hale getirmektedirler ve bu sirada daha az verimli metabolik
ve sentetik yolaklar bloke edilmektedir (Dahiya ve dig. 2020). Bu denge
mekanizmasi, biiyimeyle iligkili yolaklar olan insiilin sinyallesmesi (IGF1),

Rapamisin Hedefi (TOR), AMP bagml kinazlar, mitokondriyal redoksun
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iyilestirilmesi ve otofajinin diizenlenmesi gibi siireclere yanit vermektedir (Sekil
2.11). Bu noktada otofaji, yasla birlikte blyilk oranda azalan 6nemli bir protein
donilisim yolunu olusturmaktadir ve CR otofaji indiiksiyonu i¢in Onemli bir
uyaricidir (Escobar ve dig. 2019). Ayrica CR kosullar1 altinda, mitokondriyal
solunum daha erken bir zaman noktasinda glikoz baskisindan kurtulmakta ve
mitokondriyal biyogenez ve islev i¢in Onemli olan niikleer genler upregule
edilmektedir. Daha da 6nemlisi, CLS'min CR ile uzatilmasinin eksponansiyal biiyiime
sirasinda mitokondriyal solunumu gerektirdigi ve bunun da stres direncini artirarak
stasyoner fazda solunum ihtiyacin1 ortadan kaldirdigi ifade edilmistir (Ocampo ve
dig. 2012). Mayada CR mitokondriyal fonksiyonlar1 gelistirmekte ve artan otofaji ve
MRNA translasyonunda azalma ile birlikte ¢esitli stres formlarina direng
kazanilmaktadir (Schleit ve dig. 2012). CR Kosullar1 altinda Rim15 kinaz; Torl,
Sch9 ve Ras/PKA inhibisyonundan kurtulmakta ve siiperoksit dismutazlar ve diger
oksidatif stres savunmalari Riml5'e kismen bagmli bir sekilde upregule
edilmektedir (Wei ve dig. 2008). CR'nin ayrica Rim15'ten bagimsiz bir sekilde uzun
Oomirlilik yanlist etkileri destekledigi de ifade edilmektedir (Weinberger ve dig.
2010; Mesquita ve dig. 2010). Aymi c¢aligmalarda CR'nin veya katalazlarin
inaktivasyonunun, Rim15-bagimsiz  bir yolak ile siiperoksit dismutazlari
aktiflestirerek ve hiicre i¢i siiperoksit anyonlarinin birikimini engelleyen yiiksek
seviyelerde hidrojen peroksit fiireterek CLS'yi uzattigi da Dbelirtilmektedir
(Weinberger ve dig. 2010; Mesquita ve dig. 2010). Bu bulgular, yaslanma sirasinda
hidrojen peroksit i¢in hormetik (diisiik dozlarda bir toksinin antioksidan etkisi
olabilecegi veya hiicresel savunma mekanizmalarin1 aktive edebilecegi) bir role
isaret etmektedir. Baz1 durumlarda uzun émiirliiliigiin, oksidatif stres savunmalarinin
inaktivasyonu ile arttig1 veya artan ROS ve oksidatif hasar ile iliskili oldugu da ifade
edilmektedir (Ludovico ve Burhans 2013). Pan ve dig. (2011) tarafindan yapilan bir
calismada, maya hiicrelerinin biiylimesi sirasinda fretilen mitokondriyal ROS
seviyelerinin artmasinin, hayatta kalimin sonraki agamalarinda ROS birikimini
azalttigt ve sonu¢ olarak uzun Omiirliliigli artirdigr ortaya konulmustur. Ayni
calisgmada ROS'un erken iiretiminin TOR aktivitesinin inhibisyonuna bagli CLS'nin
uzamasina katkida bulundugu o6ne siirilmiistir (Pan ve dig. 2011). Bagka bir
calismada hormesisin faydali etkilerinin epigenetik degisiklikleri de igerdigi
gosterilmekle birlikte memeli DNA hasar yanit kinazlarn ATM ve Chk2nin

homologlar1 olan maya DNA hasar yanit kinazlar1 Tell ve Rad53'{in, maya CLS'sini
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uzatan hormetik bir mitokondriyal ROS uzun Omiirliilik sinyaline aracilik ettigi

belirtilmistir (Schroeder ve dig. 2013).
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Sekil 2.11: TORC1/Sch9'un maya CLS uzamasint modiile ettigi baslica mekanizmalara genel bir
bakis. TORC1-Sch9 inhibisyonu, CLS'nin diizenlenmesinde rol oynayan birka¢ anahtar transkripsiyon
faktoriiniin aktivasyonuyla sonuglanmaktadir. {1k olarak; Msn2/4, Gisl ve Hsfl genel stres direncini
artiran ve ROS detoksifikasyonunda yer alan enzimlerin upregiilasyonuna yol agan ESR'yi (Cevresel
Stres Tepkisi) aktive etmektedir. Gisl ayrica hataya yatkin DNA polimeraz alt birimi Revl'in
transkripsiyonunu baskilamakta ve Rphl ile birlikte gliserol ve asetat metabolizmasini
diizenlemektedir. ikinci olarak, Hcm1 ve Hap4 transkripsiyon faktorleri solunum genlerinin uygun
transkripsiyonel indiiksiyonunu saglamakta ve bu da stasyoner fazda hormesis etkilere neden
olmaktadir. Mitokondri tarafindan {iretilen siiperoksit anyonlari, dogrudan veya dolayli olarak (Gl
arrestinin inhibisyonu yoluyla) DNA hasarini indiikleyerek yasam siiresini olumsuz etkilemektedir.
Rim15 ayrica besin tilkenmesi durumunda Sicl'e bagimli bir sekilde G1 arrestini stimiile etmekte ve
boylece DNA hasarmi azaltmaktadir. Ucgiinciisii, TORC1-Sch9 sinyal yolagi, transkripsiyon
seviyesinde seramidaz genleri YDC1 ve YPCl'in ifadesini baskilamakta ve bu sekilde sfingolipid
rheostatina etki etmektedir. Ayrica, TORC1-Sch9 sinyalini downregiile etmek, pro-yaglanma karbon

kaynaklar1 etanol ve asetik asidin hizli1 katabolizmasini ve gliserol biyosentezinin upregiilasyonunu
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tegvik eden alternatif bir metabolik durumu indiikleyerek CLS'yi uzatmaktadir. Otofaji sadece
hiicreleri toksik metabolitlerden, yanlis katlanmis proteinlerden veya kusurlu mitokondrilerden
temizlemekle kalmamakta, ayn1 zamanda vakuolar asitlenmeyi tesvik ederek yaslanmaya bagl
mitokondri fonksiyonundaki diislisii ve hayatta kalmay1 artirmaktadir. Benzer sekilde Sch9, V-ATPaz
diizenlenmesinde ve vakuolar asiditenin belirlenmesinde modulator bir rol oynamaktadir. Vakuolar
pH homeostazinin kaybi, mitokondriyal fonksiyonu ve dolayisiyla yasam siiresini olumsuz

etkileyebilmektedir (Deprez ve dig. 2018 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmustir).

Cok sayida calismanin sonuglari, maya replikatif ve kronolojik yasam
stirelerinin  belirleyicilerinin farkli oldugunu, ancak Ortiistiigiinii gostermektedir
(Delaney ve dig. 2013; Longo ve dig. 2012). Hem replikatif hem de kronolojik
yasam siirelerinin CR'ye ve besin algilama yolaklarini azaltan diger miidahalelere
yanit olarak uzamasi, her iki maya yaslanma paradigmasinin da evrimsel olarak
farkli ¢ok hiicreli organizmalardaki yaslanma siiregleriyle korunmus o6zellikleri
paylastigini gostermistir (Longo ve dig. 2012). Bununla birlikte, benzer downstream
molekiiler olaylarin her iki maya yaslanma paradigmasi i¢in ortak olup olmadigi
belirsizligini korumaktadir. Maya yaslanma paradigmalari birbirine baghdir 6rnegin;
baz1 ¢aligmalarda kronolojik olarak yasli maya hiicrelerinin RLS'de orantili bir
azalma gosterdigi bildirilmistir (Murakami ve dig. 2012; Piper ve dig. 2006; Ashrafi
ve dig. 1999). Baska bir ¢alismada ise, kalori kisitlamasinin (CR) kronolojik olarak
yaslanmis hiicreleri RLS'de bir azalmadan korudugu belirtilmekle birlikte stasyoner
faz hicrelerinin metabolik durumu ve mitokondriyal fonksiyonlarinin, onlarin
bliylime kosullarina gectiklerindeki replikatif potansiyellerini belirledigi ifade
edilmektedir (Delaney ve dig. 2013).

2.4 Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Diinya iizerinde yasam, oksijenin varligina kagiilmaz bir sekilde baglidir.
Aerobik siirecler, karbon igeren molekiillerin kontrollii bir sekilde oksidasyonu ve
ardindan enerji agiga ¢ikmasi icin oksijene ihtiya¢c duymaktadir. Ancak, her aerobik
hiicre siirekli olarak oksijen paradoksu ile karsi karsiya kalmaktadir (Sies 1993).
Normal hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi i¢in fizyolojik seviyelerde reaktif
oksijen tiirleri (ROS) gerekli oldugundan, oksijen yasami siirdiirmek icin elzemdir
(Makker ve dig. 2009). Oksijen temelde reaktif bir molekiil olmamasina ragmen

O2’den tiireyen ROS gibi bozunma firiinleri hiicresel fonksiyon ve hayatta kalma
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acisindan zararli olabilmektedir (de Lamirande ve Gagnon 1995). Serbest radikaller,
atomik orbitallerinde eslenmemis bir elektron igeren, bagimsiz olarak var olan
molekiiler tiirlerdir ve bu nedenle son derece kararsiz ve reaktiftirler. Kararsiz olan
bu yapilarin diger maddelerle kolaylikla etkilesime girmesi sonucu kararli hale gecis
saglanmaktadir. Elektron verip alabildikleri i¢in oksidan ve rediiktan olarak islev
gorebilmektedirler (Lobo ve dig. 2010). Radikalik tiirler, yakimindaki
biyomolekiilleri okside ederek elektron kazanmak ve temel durumlarina geri donmek
i¢in bir dongii olusturabilmektedirler ve kendileri de serbest radikal haline geldikleri
icin komsu hiicrelerin ve dokularin tahrip edilmesine neden olan bir dongiiyli devam

ettirmektedirler (Tablo 2.2).

Tablo 2.2 Reaktif Tirler (ROS ve RNS) ve hedefleri (Dawes ve Perrone 2020 tarafindan yapilan

caligmadan alinmig ve diizenlenmistir).

ROS veya RNS Hedefleri

Birincil Tiirler

Steroller dahil olmak {izere membran lipid
peroksidasyonu (Bocking ve dig. 2000), amino
asitlerin  foto-oksidasyonu ve DNA hasari
Singlet oksijen 'O, (Scandalios 1987), doymamis karbon baglari
iceren bilesikler (6rn. histidin ve triptofan),
doymamis lipitler (Carmona-Gutierrez ve dig.
2010), tiyoller ve aminler (Briviba ve dig. 1997).
Fe-S proteinleri (Liu ve dig. 1992), reaktif lipid
radikalleri ve lipid hidroperoksitler olusturmak
Stiperoksit anyonu *O2~ iizere otokatalitik lipid peroksidasyonunu baslatan
doymamis yag asitleri (Gunstone 2012).
Proteinlerde tersinir disiilfid veya siilfenik asit
kalintilarina ya da tersinmez siilfinik veya siilfonik
Hidrojen peroksit H20; asit kalintilarina yol agan reaktif tiyol olusumu.
DNA bazlarinda mutasyon, intrakromozomal
rekombinasyona yol agan hasarlar (Brennan ve
dig. 1994).
Proteinlerin S-nitrosilasyonu ve tirozin nitrasyonu
Nitrik oksit radikali *NO (Foster ve dig. 2009). Peroksinitrit olusumu (*O2"
ile reaksiyon).

ikincil Tiirler

Niikleik  asitler,  proteinler, lipidler ve
karbonhidratlar dahil olmak {izere en yakin komsu
Hidroksil radikali «<OH molekiillere verilen hasar. DNA hasari, zincir
kirilmasi ve baz degisikliklerini igerir (Evans ve
dig. 2006). Protein hasari; capraz baglanma,
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Hipoklorit OCI

Peroksinitrit ONOO-

Azot dioksit *NO;

Karbonat radikali «CO3~

Protein hidroperoksitler

Lipid hidroperoksitler/ hidroperoksi
radikalleri

Fenoksi radikalleri

Malondialdehit, 4-hidroksinonenal,
metilglioksal

Kimyasal reaktif tiirlerin

fragmentasyon ve ozellikle aromatik yan zincirler
ile sistein iceren aminoagil rezidiilerinin
oksidasyonunu  kapsar  (Stadtman  1992).
Doymamisg yag asidi hasar1 reaktif
hidroperoksitlerin ve hidroperoksi radikallerinin
olusumunu igerir (Gunstone 1996).

Glutatyon ile hizli sekilde reaksiyona girer
(Ingram  ve  dig.  2003).  Proteinlerin,
karbonhidratlarin, lipitlerin ve niikleik asitlerin
oksidasyonu ile proteinlerin  ve lipitlerin
klorlanmasi (Kwolek-Mirek ve dig. 2011).

*OH'a benzer ve proteinlerdeki aromatik aminoasit
kalintilarinin nitrasyonunu saglar (Beckman ve
dig. 1994). Oksidatif DNA hasarinin bazi
biyobelirtegleri (6rn; 8-hidroksi-2-deoksiguanozin
(8-OHdG) ve 8-nitroguanin) peroksinitrit ve DNA
arasindaki reaksiyondan (Wiseman ve Halliwell
1996), tiyollerin oksidasyonundan (Buchczyk ve
dig.  2000), doymamig yag  asitlerinin
nitrasyonundan olusur.

ONOO- ile benzer etki.

Proteinlerin  karbonilasyonu, hidrojen peroksit
indiiklii protein hasarinin uyarilmasi (Aljuhani ve
dig. 2013).

Modifiye aminoasitler, protein fragmentasyonu,
capraz baglanma ve katlanma, aromatik
aminoasitlerden fenoksi radikalleri de dahil olmak
iizere ¢ok sayida serbest radikal iiretimi (Gebicki
ve dig. 2002) (Fu ve dig. 1995; Weber ve dig.
2015). DNA-protein capraz baglari, oksitlenmis
DNA bazlar1.

Hiicre membranlari, DNA'da zincir kirilmalar1 ve
oksitlenmis bazlar, oksidasyon yoluyla ve reaktif
aldehit pargalanma iriinlerinden kaynaklanan
protein hasar1 (Evans ve dig. 1998).

Proteinlerin karbonilasyonu, mutasyona yol agan
kovalent adduct olusumu yoluyla DNA hasari
(Esterbauer ve dig. 1991; Turton ve dig. 1997;
Evans ve dig. 2006).

intraseliiler kaynaklar1 baglica mitokondri,

endoplazmik retikulum, lizozomlar, peroksizomlar, sitozol ve plazma membranidir

(Balaban ve dig. 2005). ROS, molekiiler oksijenin kimyasal indirgenmesinden

kaynaklanmaktadir (Sekil 2.12) ve baslicalar1 siiperoksit anyon radikali (O2"),

hidroksil radikali ("OH) gibi serbest radikallerin yani sira hidrojen peroksit (H20-) ve

hipokloréz asit (HCIO) gibi radikal olmayan oksidanlardir (Schieber ve Chandel

2014). O2" ve "OH son derece kararsizken H>O:> serbestge yayilabilir ve nispeten

uzun Omiirliidiir. Ayrica bu ti¢ ROS birbirine doniistiiriilebilmektedir. O bir elektron
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alarak O>™'ye doniistiiriilebilmektedir. Buna karsilik antioksidan enzim siiperoksit
dismutaz (SOD) tarafindan gergeklestirilen dismutasyon reaksiyonu ile O™ H2O>'e
doniistiirebilir ve bu da son olarak kismen “OH'a veya tamamen suya indirgenebilir.
Reaktif tiirlerden olan RNS'ler (reaktif nitrojen tiirleri) arasinda baslicalar1 ise
peroksinitrit radikali (ONOQ"), nitrojen dioksit (NO2") ve nitrik oksittir (‘(NO) (Ray
ve dig. 2012). Yeni tanimlanan RSS'ler (reaktif siilfiir tiirleri) arasinda tiyol radikali
(RS) ve ROS ile tiyoller arasindaki reaksiyonla olusan RSS bulunmaktadir. Benzer
sekilde RSS; (RSR’), glutatyonil radikali (GSSG") gibi radikal tiirleri ve reaktif
stilfan tiirleri (RSR), reaktif siilfiir maddeleri (SO2, SO3) gibi radikal olmayan tiirleri
icermektedir (Giles ve dig. 2017; Ali ve dig. 2020). Ozellikle RSS, peptitler ve
proteinler gibi siilfiir igeren molekiiller i¢in 6zel bir tropizm ile hem oksidasyon hem
de rediiksiyon reaksiyonlarmi tetikleyebilmektedir (Giles ve dig. 2017; Ali ve dig.
2020).

Tam oksijen indirgenmesi

e e e e
02 — '02. 2?’ H202 — OH +OH 27) QHQO

Siiperoksit Hidrojen Hidroksil
anyonu peroksit radikali

Tam olmayan oksijen indirgenmesi

Sekil 2.12: Molekiiler oksijenin indirgenme siireci (Bartz ve Piantadosi 2010).

Oksidatif stres, canli organizmalarda ROS {iretimi ile bunlar1 nétralize etme
yetenegi arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir. Asir1 reaktif molekiiller ve
zaylf endojen savunma arasindaki ucurum; lipitler, proteinler, DNA gibi hiicre
yapilar1 ve molekiillerine zarar vermekte sonucta genis bir hastalik yelpazesinin
patogenezine katkida bulunmaktadir. Oksidatif stres ve inflamasyon yakindan

iligkilidir ve oksidatif stres inflamasyona neden olabilmektedir. Bu durum oksidatif
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stres liretimini indiikleyerek hiicre hasarina yol acan ve pro-inflamatuar bir ortami
tesvik eden bir kisir dongii olusturmaktadir (Petrie ve dig. 2018; Ishibashi ve dig.
2013; Ng ve dig. 2012). Literatiir verileri, metabolik sendrom (Vona ve dig. 2019),
ateroskleroz (Violi ve dig. 2017), kardiyovaskiiler hastalik (Majzunova ve dig. 2013;
Cai ve Harrison 2000), kanser (Klaunig 2018; Reuter ve dig. 2010), nérodejeneratif
bozukluklar (Singh ve dig. 2019; Islam 2017), diyabet (Wang ve Wang 2017),
infertilite (Noh ve dig. 2020), bobrek hastaliklar1 (Ratliff ve dig. 2016),
gastrointestinal ve karaciger hastaliklar1 (Puentes-Pardo ve dig. 2020) gibi bir¢ok

farkli hastaligin etiyolojisinde oksidatif stresin kilit roliinii dogrulamaktadir.

Uzun bir siire boyunca ROS'larin sadece toksik etkilere neden oldugu ve bu
etkilerin c¢esitli patolojilerle iliskili oldugu diisiiniilmesine ragmen fizyolojik ROS
konsantrasyonlariin hiicresel proliferasyon, kok hiicre yenilenmesi ve farklilagma,
fizyolojik islev ve canliligi destekleme, hiicre sinyal iletim kaskadlarini diizenleme,
genetoksik etkileri engelleme, transkripsiyon, fosforilasyon ve enzimatik 6zellikleri
degistirerek hiicredeki metabolik akislar1 ve reaksiyonlar1 degistirme, immiin sistem
aktivasyonunu diizenleme, programlanmis hiicre 6liimii apoptoz gibi 6nemli hiicresel
stirecler tizerinde faydali etkiler gosterdigi de ifade edilmistir (Shields ve dig. 2021;
Mittler 2017).
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Sekil 2.13: Molekiiler oksijenin enzimatik sistemler tarafindan kullanimi, reaktif oksijen tiirlerinin
iiretimi ve downstream sonuglari. Oksijen (O2) sadece mitokondri ve mono-oksijenazlar tarafindan
stiperoksit anyon radikali (.O:") iretimine yol agmakla kalmaz ayni zamanda Onemli sinyal
molekiilleri olan nitrik oksit (NO) ve karbon monoksidin (CO) enzimatik iretimi i¢in de gereklidir.
H20- gibi bazi oksijen tiirevli reaktif oksijen ara iriinlerinin hiicrede protein ve DNA oksidasyonu,
lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerinin yani sira antioksidan savunmalarin giiglendirilmesi gibi
yararli ve adaptif etkileri de olabilir. Askl: apoptoz-sinyalleme kinaz 1; Fe: demir; HIF-1: hipoksi
indiiklenebilir faktér 1; iNOS/eNOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz/endojen nitrik oksit sentaz;
ONOO™: peroksinitrit anyonu; PI3K: fosfoinositid 3-kinaz; SOD: siiperoksit dismutaz. (Bartz ve

Piantadosi 2010 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).

ROS kaynaklar1 endojen ve eksojen olarak siniflandirilabilmektedir (Sekil
2.14). Endojen olarak ROS; hiicre membrani, mitokondri, peroksizomlar ve
endoplazmik retikulumda bulunan ksantin oksidaz, sitokrom P450 ve ayrica NADPH
oksidaz (NOX) enzim kompleksi gibi ¢esitli enzimatik reaksiyonlar tarafindan

iretilebilmektedir (Sekil 2.13) (Holmstrom ve Finkel 2014). Ayrica, nérotransmiter
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ve hormon olarak islev goren katekolamin gibi endojen olarak iiretilen kiiclik
molekiillerin otooksidasyonu da ROS {iretimiyle sonuglanmaktadir. ROS iiretiminin
diger potansiyel kaynaklari ise notrofiller, monositler ve makrofajlar gibi fagositik
hiicrelerdir (Klebanoff 1980). Bu hiicreler, istilaci mikroorganizmalara karsi
savunma sistemlerinin bir pargasi olarak O.°* radikalini dogrudan iiretmek iizere
NADPH oksidaz enzimatik sistemini kullanmaktadirlar. Fizyolojik kosullarda
NADPH oksidaz tarafindan tretilen O2*" radikali fagositik fagolizozomlar tarafindan
kapstillenen mikroorganizmalara dogru yonlendirilmektedir. Endojen ROS iiretimi
ile sonug¢lanan bir diger olay ise HCIO’nun O.°* radikali ile reaksiyona girmesiyle
meydana gelen radikalin bagisiklik hiicreleri tarafindan bakterileri etkili bir sekilde
yok ederek bagisiklik sistemini giiglendirmesidir (Winterbourn ve dig. 2006).

Oksidatif Stres

Endojen kaynaklar I | Eksojen kaynaklar
-Mitokondri (ETC sizmtfisi) -UV radyasyonlar
-NADPH oksidazlar -Kimyasallar
-Metabolirma -Elektriksel alanlar
-Immiin sistem -Cevresel toksinler
-Lizozomlar laclar vh.
-Peroksizomlar

-Endoplazmik retikulum

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
Antioksidanlar ————————|

-Serhest radikaller (0,~, OH)
Enzimatik Nonenzimatik Diger oksidanlar (H,0,,0,)
-Siiperoksit dismutaz (S0D)  -Glutatyon (GSH)
-Katalaz (CAT) -Vitamin A, C,E \/ ><
-Glutatyon peroksidaz (GPX) -Tiyoredoksin e s Neeatif efkiler
-Peroksiredoksin (PRX) -Glutaredoksin Pozitif etkiler g
-Patojenleri dldiirme -DNA, RNA, membran ve protein hasar
-Metabolizma regiilasyonu - Ndrodejenerasyon
-Diferansiyasyon -Genetik mutasyonlar
-Biiyiime, gelisim -Kromozomal kararsiziik
-Daha az reaktif molekiiller -Inflamasyon -Gen ekspresyon modifikasyonu
-Normal redoks durumu -Hiicre hareketi -Mitokondriyal disfonksiyon
-Apoptozis

Sekil 2.14: Endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan {iiretilen reaktif oksijen tiirleri, organizma
izerindeki etkileri ve antioksidan savunma mekanizmalarinin etkisi (Akki ve dig. 2020 tarafindan

yapilan ¢aligmadan alinmis ve diizenlenmistir).

ROS dretiminin ¢ogu, mitokondrinin elektron transport zincirinde (ETC)
gerceklesmektedir (Sheu ve dig. 2006). Bu siirecte, bir oksijen molekiilii dort

elektron alarak suya indirgenir; ancak siire¢ boyunca bazi elektronlar erken bir
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asamada elektron tasiyicilardan oksijene sizarak ROS olusumuna neden olur (Sekil
2.12) (Murphy 2009). Elektronlar sirasiyla kompleks | veya kompleks Il'den
kompleks III'e ve ardindan kompleks I'V'e transfer edilirken, protonlar mitokondriyal
matristen membranlar aras1 bosluga tasinarak bir elektrokimyasal gradient olusturur
ve bu gradient ATP sentaz tarafindan ATP sentezi igin enerji Olarak kullanilir (Sekil
2.15). Bu transport sirasinda elektronlar, siiperoksit (tek elektron transferi) veya
hidrojen peroksit (cift elektron transferi) iiretmek iizere dogrudan oksijene
aktarilabilir (temelde ubikinonu alic1 olarak kullanan kompleks I, II ve I1I'te) (Brand
2016). Siperoksit, membranlari gegemedigi i¢in iiretildigi kompartiman i¢inde kalir
ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan hizla hidrojen peroksite
dondtistiirtiliir (Herrero ve dig. 2008). Siiperoksit ayrica daha yavas bir hizda spontan
dismutasyona da ugrayabilir (Abreu ve Cabelli 2010). Siiperoksitin aksine, peroksit
membranlart gecebilir ve katalazlar veya peroksidazlar tarafindan tamamen suya
indirgenebilir. Alternatif olarak, peroksitler kismen en reaktif ve tehlikeli radikal
olan hidroksil radikaline indirgenebilir, ki bu da indirgenmis demir veya bakirin
varligimi gerektiren bir reaksiyondur (Herrero ve dig. 2008). Hidroksil radikali ayni
zamanda siiperoksitler nitrik oksitler ile reaksiyona girdiginde de olusabilmektedir
(Sheu ve dig. 2006).

GSH  GssG
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MnSOD ——
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Sekil 2.15: Mitokondriyal elektron transport zincirinin dogal yan iriinleri olan radikallerin tretimi
(Desa ve dig. 2019).
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Endojen kaynaklarla birlikte ROS {iiretiminde rol oynayan bir dizi ekzojenler ise
ksenobiyotiklerin redoks dongiisii, kirleticiler, ilaglar, sigara dumani, tiitiin, alkol ve
X-1smlari/y-1ginlar1 gibi iyonlastirici radyasyonlar, kemoterapoétikler, enflamatuar
sitokinler ve c¢evresel toksinleri (Sekil 2.16) icermektedir (Vitolo 2019; Babizhayev
2016; Devasagayam ve dig. 2004).
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Sekil 2.16: ROS’un ekzojen kaynaklari. Dig faktorler tarafindan ROS iiretim mekanizmalari arasinda
mitokondri hasari, antioksidan enzimlerin aktivitesinde azalma ve glutatyon (GSH)/glutatyon disiilfid
(GSSG) orani, niikleer faktor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) aktivasyonu,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz (NOX) ve nitrik oksit sentaz (NOS) gibi
enzimlerin aktivitesinde artis, demir (Fe*?) gibi redoks-aktif metallerin konsantrasyonunda artis,
molekiiler oksijenin (O2) eksik indirgenmesi ve suyun (H.O) radyolizi bulunmaktadir (Aranda-Rivera

ve dig. 2022 tarafindan yapilan ¢aligmadan alinmig ve diizenlenmistir).

Endiistriyel, tarimsal, farmakolojik ve yasam tarzi uygulamalar1 insanlarin

maruz kaldif1 ekzojen ajanlarin tiirlerini ve miktarlarii artirmistir. Ornegin,
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kadmiyumla kirletilmis bolgelerde yasayan insanlar bu agir metali birkag yiiz
mikrograma kadar biriktirebilmektedir. Kadmiyum alim yollar1 akcigerler,
bagirsaklar ve cilt yoluyla ger¢eklesmektedir (Jomova ve Valko 2011). Bu metalin
kendisi dogrudan serbest radikal iiretemese de, ferritin ve apoferritin gibi c¢esitli
sitoplazmik ve membran proteinlerinde demir ve bakirin yerini alabilmekte ve
Fenton reaksiyonlar1 yoluyla ROS iiretimine dolayli olarak katilabilmektedir (Price
ve Joshi 1983). Bir baska 6rnek ise, insanlarin ROS iireten ozon ve sigara dumani
gibi ekzojen ajanlar ile ¢esitli partikiillere (mesleki veya ¢evresel) maruz kalmalari
sonucu ROS ile iliskili mekanizmalar araciligiyla ¢alisgan TNF-o gibi mediatdrlerin
tiretimi tetiklenmektedir. Partikiillerin akciger epitel hiicrelerinin yiizeyine adezyonu
ve alimi sonucu inflamatuar ve fibrojenik mediator {iretim seviyeleri artmaktadir
(Churg 2003). Bir diger ¢alismada ise mitokondrinin g¢evresel ve mesleki asbest
partikiillerine maruz kalan memeli hiicrelerinde oksidatif stresin baslamasinda rol
oynayabilecegi One siirlilmiistir (Huang ve dig. 2012). Asbestin baslattigi kronik
oksidatif stresin, maruz kalan hiicrelerde oksidatif DNA hasarini tesvik ederek ve
redoks sinyal yollarin1 diizenleyerek karsinogenez ve fibrozise katkida bulunduguna
dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir (Huang ve dig. 2011; Kamp ve Weitzman 1999;
Shukla ve dig. 2003; Toyokuni 2009; Xu ve dig. 1999, Xu ve dig. 2002). Asbest
lifleri birden fazla mekanizma ile ROS iiretimini baslatabilir. Asbest ile iligkili yiizey
demiri ya bir redoks reaksiyonu yoluyla ya da maruz kalan hiicrelerde Fenton benzeri
bir reaksiyonu katalize ederek hidroksil radikalleri iiretmektedir (Pezerat ve dig.
1989; Weitzman ve Graceffa 1984). Buna ek olarak, asbest liflerinin alima,
membranla iliskili NADPH oksidaz yoluyla ekstraseliiler ROS salinimi igin fagositik
hiicreleri uyarabilir (Kamp ve dig. 1992).

Endojen veya ekzojen kaynaklarin indiikledigi oksidatif stres kosullari
altindaki hiicrelerde ROS, DNA iplik¢ik kirilmalari, mutasyonlara yol agan baz
modifikasyonlari, RNA ve protein sentezinin inhibisyonu, aminoasit baglari ve
ayrica ¢apraz baglanmalarda bozulmalar dahil olmak iizere protein hasari, membran
fosfolipidlerinin oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, membran iyon gradyanlarinin
bozulmast ve hiicresel islev bozukluguna yol acan hiicresel ATP seviyelerinin
tilkenmesi gibi (Sekil 2.17) biyolojik sistemlerde hasarlar goriilmektedir (Aranda-
Rivera ve dig. 2022). DNA'yt olusturan deoksiriboniikleotitler oksidatif stres

nedeniyle zarar gorerek modifiye edilmis triinler olusturur. Niikleik asitlere
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dogrudan zarar veren ROS, son derece reaktif olan hidroksil radikalidir (OH). "OH
en reaktif tiirdiir ve ¢evresindeki herhangi bir molekiille hemen etkilesime girerek o
molekiilden elektron alabilir, bu da molekiilii serbest radikale doniistiirerek
zincirleme reaksiyonlara yol agar. ‘OH, DNA'min piirin (adenin, guanin) veya
pirimidin (sitozin, timin) bazlarinin ¢ift baglarina eklenerek ve timinin metil
grubundan ve 2-deoksiriboz sekerinin her bir CH bagindan bir hidrojen atomu
¢ekerek DNA ile reaksiyona girer (Chao ve dig. 2013; Dizdaroglu ve Jaruga 2012;
Cooke ve dig. 2003). Bu reaksiyonlarla olusan triinler zincir hasarlarina, DNA'nin
proteinlerle capraz baglanmasina, molekiil i¢i siklizasyona veya kiimelenmis
bolgelerin olugmasina yol agabilir (Dizdaroglu ve Jaruga 2012). “OH'nin tercihen
DNA'nin guanin bazimi oksitledigi ve oncelikle 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHAQG) olusturdugu iyi bilinmektedir (Dizdaroglu ve Jaruga 2012; Cooke ve dig.
2003). 8-OHdG, replikasyon ve transkripsiyon gibi mekanizmalari etkilemektedir
(Gaillard ve dig. 2015; Cooke ve dig. 2003). "OH ayrica lipidleri oksitleyerek, lipid
peroksidasyon friinleri olan 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) ve malondialdehit
(MDA) gibi aldehitler ve ketonlar iiretir. Son derece reaktif olan bu {iriinler DNA,
proteinler veya diger lipidler gibi biyomolekiillerle etkilesime girerek birgok
biyolojik etkiye yol agar (Gianazza ve dig. 2021; Ayala ve dig. 2014; Bartsch ve Nair
2006). Siiperoksit anyon radikali (O2™), ‘OH 'a kiyasla tek basina bu kadar reaktif
degildir, ancak protonlanmis formunda lipid peroksidasyonunu baglatabilir veya
belirli spesifik enzimleri inaktive edebilir. H2O; ise diisiik reaktiviteye sahiptir, daha
kararlidir ve bu nedenle ¢ekirdege ulasabilir ve lipidler gibi hiicresel bilesenlerin yani
sira niikleik asitler ve niikleer proteinler gibi 6nemli bilesenlerle de reaksiyona
girebilir. H202 tarafindan proteinlerin kiikiirt iceren aminoasitlerindeki siilfidril
grubunun (-SH) stirekli oksidasyonu proteinlerin inaktive olmasina neden olur
(Aranda-Rivera ve dig. 2022). Tiim bunlara ek olarak ROS'un etkileri; ROS'un tiiri,
miktari, ROS'a maruz kalma siiresi ve anina da baghdir (Griveau ve dig. 1995;
Aitken 1995; De Lamirande ve Gagnon 1992).
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Sekil 2.17: ROS/RNS'nin hiicresel ortamda oksidatif stresin biyobelirtegleri olarak kullanilan
biyomolekiiller (DNA, protein, lipid vb.) iizerindeki etkisi (Aranda-Rivera ve dig. 2022).

Serbest radikaller ve antioksidan sistemler arasindaki dengesizligin bir sonucu
olarak endojen veya ekzojen olarak iiretilen ROS'larin birikimine bagli hiicresel
hasar, hiicre fonksiyonlarinin kaybia yol agmaktadir. Bu noktada, hiicreler tiim
organizmanin sagligini korumak i¢in kontrollii bir sekilde 6lmelidir (Duke ve dig.
1996). Apoptoz, nekroz ve otofaji gibi pek ¢ok hiicre Sliimii tipi bulunmaktadir.
Kontrollii hiicre 6lim tipleri sayesinde 6li hiicreler herhangi bir enflamasyona neden
olmadan ve cevre hiicrelere zarar vermeden spesifik bagisiklik sistemi hiicreleri
tarafindan uzaklastirilir. Hiicre oOliimleri arasinda en onemli, etkili ve en ¢ok
arastirilan hiicre 6liim tipi, olduk¢a karmasik enerji bagimli kontrol mekanizmalarini
igeren apoptozdur (Elmore 2007). Ote yandan, hiicre 6liimii ve ¢ogalmas: arasindaki
bir dengesizlik sonucu Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, kronik akciger
hastaligi, diyabet ve kanser gibi pek cok hastalik ortaya ¢ikmaktadir (Dong ve dig.
2009).
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2.4.1 Oksidatif Etkiler ve Yaslanma

Yaslanma, c¢ok sayida etkeni iceren ve c¢esitli genetik ve/veya cevresel
faktorlerden etkilenen dinamik ve karmasik bir biyolojik siirectir (Pomatto ve Davies
2018). Yaslanma siireci boyunca, antioksidanlar azalir, oksidatif hasar artar ve
dolayisiyla hastalik ve 6liim riski yiikselir. Oksidatif stres, Alzheimer hastaligi (AD),
Parkinson hastaligi (PD) ve amiyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi yasa baglh

hastaliklarin ilerlemesinde rol oynamaktadir (Barnham ve dig. 2004).

Yaglanma stlirecini acgiklayabilmek icin ¢esitli teoriler One siirlilmiistiir.
Harman’in, yaslanmanin serbest radikallerin neden oldugu makromolekiiler
hasarlarin birikimiyle ortaya ¢iktigini 6ne siiren serbest radikal teorisini 6nerdiginden
beri (Harman 1956) arastirmacilar ROS birikimi ile yaslanma siireci arasindaki
baglantiy1 bulmaya c¢alismislardir. Bu teori kapsamli sekilde incelenmis ve hala
gozden gecirilmeye devam etmektedir ve su ana kadar gecerliligini koruyan bir
teoridir (Harman 2003). Harman’in teorisine uygun olarak, mitokondrilerden
kaynaklanan ROS iiretimi ve oksidatif hasarin biyokimyasal belirteclerinin yasla
birlikte arttig1 gozlemlenmistir (Reverter-Branchat ve dig. 2004; Aguilaniu ve dig.
2003; Laun ve dig. 2001; Sitte ve dig. 2000). Bu gozlemler mayadan farelere ve hatta

insan hiicrelerine kadar dogruluk arz etmektedir.

2011 yilinda, saglikli bireylerde yasla ilgili oksidatif stres indekslerini
degerlendiren farkli ¢calismalarin ana verilerini 6zetleyen bir derleme yayimlanmistir
(Del Valle 2011). Bu calismalarda, cesitli milletlerden yiizlerce goniillii analiz
edilmis ve saglikli bireyler yaslarina gore siniflandirilarak yukarida bahsi gegen teori
dogrulanmistir. Ancak, bazi ¢alismalarda, yash insanlarda bulunan bazi antioksidan
seviyeleriyle ilgili celigkili ve tutarsiz sonuglar elde edilmistir. Son yillarda, bu
teoriyi test etmek icin genetik olarak modifiye edilmis hayvanlar kullanilmigtir. Bazi
caligmalar, antioksidan enzimlerin overekspresyonunun yasam siiresini uzattigini
bulmus ve bu teoriyi dogrulamistir, ancak diger ¢alismalar artan ROS seviyelerinin
uzun Omiirliliigi artirdigini gostererek bu teoriyi sorgulamistir (Lopez-Otin ve dig.
2013; Vina ve dig. 2013). Stres kosullarina verilen yanitta ROS'un hiicre hayatta
kalimi i¢in kritik olan rolii dikkate alindiginda, her iki yorumu da bagdastirmak

mimkiindiir (Reczek ve Chandel 2015). Fizyolojik konsantrasyonlarda ROS,
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antioksidan savunmay1 indiiklemek, hiicre korumasi ve uzun Oomiirliiliigii artirmak
icin gereklidir. Ancak, eger ROS seviyesi antioksidanlarin koruma kapasitesini
asarsa oksidatif hasar meydana gelecek, yaslanmay1 hizlandiracak ve hastalik riskini

artiracaktir.

Oksidatif fosforilasyon sirasinda, reaktif oksijen ve azot tiirleri (ROS/RNS)
esas olarak mitokondrilerde olusmaktadir ancak bu tiirler ek olarak endojen ve
ekzojen faktorler tarafindan da tiretilmektedir. Endojen ve ekzojen antioksidanlardan
olusan bir ag ROS/RNS'yi nétralize etmesine ragmen bazi ROS/RNS'ler bu savunma
sistemlerinden kacabilmektedir. Bu kacan ROS/RNS'ler daha sonra lipitler,
proteinler, niikleik asitler gibi hiicresel bilesenlere oksidatif olarak zarar vermektedir
(Davalli ve dig. 2016). Oksidatif olarak hasar gérmiis biyomolekiillerin onarimi i¢in
mekanizmalar mevcut olsa da, bazi hasarlar kalmaktadir. Bu gozlemden hareketle,
yaslanmada serbest radikal teorisi, ROS/RNS'nin oksidatif hasara yol acarak hiicre
fonksiyon bozukluguna ve fizyolojik gerilemeye neden oldugunu, bunun da
yaslanmaya, dejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasina ve nihayetinde 6liime yol
actigin1 varsaymaktadir (Sekil 2.18). Bu hipotez, ROS/RNS'yi etkili bir sekilde yok
eden antioksidanlarin yaglanma siirecini yavaglatabilecegini 6ne siirmektedir (Hano

ve Tungmunnithum 2020; Harman 2003; Harman 1956).

Sebze&Meyveler
Geleneksel Ilaglar

- Membran hasarlan
- (Lipid peroksidasyonu. Peroksitler. MDA)

Fonksiyonel

Gerileme

— .-

Yaslanma

Antioksidan Mitolcondii

: + Diger kaynaklar:

Polifenoller internal: NADPH oksida
S-Lipoksigenaz, ksantin
oksidaz, peroksizomlar
Eksternal: UV, 1s1, kirlilik,
duygusal stres

Protein oksidasyonu DNA hasarlan

(Glutatyon-kansik distlfidler, (Nukleik asit oksidasyonu
Sistein oks,dasyonu, Karbonil (8-0x0G). mutas_\'onli;r)
gruplan, Glikasyon) —

Sekil 2.18: Yaslanmanin serbest radikal teorisinin temelini agiklayan sematik goriiniim. Mitokondriler
ve diger i¢ veya dis kaynaklar, oksidatif stres (ROS/RNS) iireterek ¢esitli hiicresel makromolekiillere
(membran lipitleri, proteinler ve DNA) oksidatif olarak hasar vermekte ve bu durum fonksiyonel
diistislere, yaslanmaya ve nihayetinde Oliime yol agmaktadir (Hano ve Tungmunnithum 2020

tarafindan yapilan ¢caligmadan alinmig ve diizenlenmistir).
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Maya hiicreleri ve daha yiiksek hiicrelerin yaslanmasiyla iligkili "oksidatif
stres" kavrami, giincel literatiirde sik¢a kullanilmaktadir. Bu kavram anlasilir gibi
goriinse de, gergekte tanimlamasi zor ve nicellestirilmesi daha da zordur. Bunun
nedeni, hiicrenin redoks-aktif metabolitlerinin termodinamik denge halinde olmamasi
ve bu metabolitlerin birbirleriyle ve farkli redoks potansiyellerine sahip alt hiicresel
bolmeler arasindaki etkilesimleriyle redoks esdegerlerini ne oranda degistirdiginin
genellikle belirsiz olmasidir. Bu kavramin, Drosophila, Caenorhabditis elegans ve
fare gibi Onemli yaslanma modeli hayvanlarinin organizmik yaslanmasina
uygulamak ise daha da zordur. Bunun nedeni, organlar ve dokularin da redoks
potansiyelleri ve oksidatif stres yonetimi agisindan farklilik gostermesidir
(Breitenbach ve dig. 2011). Oksidatif stres intraseliiler redoks ortaminin normal
degerinden sapma periyodudur ve stres altinda olmayan bir maya hiicresinin
sitoplazmasinda redoks potansiyeli olduk¢a indirgendir. Maya hiicrelerinde bu
degerin yaklasik -310 mV oldugu gosterilmektedir (Ayer ve dig. 2010) ve karmagik

homeostatik mekanizmalarla korunmaktadir.

S. cerevisiae'nin oksidatif stres tepkisi, ETC'deki ROS olusum bélgeleri ve ana
antioksidan enzimler de dahil olmak tizere memelilerinkine benzerdir (Herrero ve
dig. 2008). Mayada kompleks | yoktur, ancak mitokondriyal i¢ membran boslugunda
lokalize ii¢ rotenon duyarsiz NADH-ubikinon oksidorediiktaz, Ndil, Ndel ve Nde2
bulunmaktadir. Mitokondrial matriks NADH internal Ndil tarafindan oksitlenirken,
aktif bolgeleri mitokondrial intermembran bosluga bakan Ndel ve Nde2 eksternal
NADH" okside eder. Memelilerdeki kompleks I gibi, Ndel ve Nde2 de S. cerevisiae
ETC'de 6nemli ROS kaynaklaridir (Fang ve Beattie 2003).

Biiytime kosullarin1 manipiile ederek, maya hiicreleri sadece fermantasyon veya
solunum yoluyla hayatta kalabilir (Kayikci ve Nielsen 2015). Yiksek glikoz
konsantrasyonlarinda (70 mM'in iizerinde), S. cerevisiae sadece fermantasyon
gecirebilir; bu nedenle ROS seviyeleri azalir. Sonug olarak, hiicre i¢i antioksidan
savunma sistemi baskilanir ve hiicreler oksidatif strese karsi oldukc¢a hassastir.
Bununla birlikte, maya hiicreleri harici antioksidanlara veya orta diizeyde oksidan
konsantrasyonlarina maruz kaldiklarinda siddetli oksidatif strese adapte olabilirler
(Fernandes ve dig. 2007). Dolayisiyla, bu strateji oksidatif strese tolerans kazanimi

ve bunun dejeneratif siireglerle korelasyonu ile ilgili siireglere yardimci olmaktadir.
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Enerji elde etmek igin solunuma bagimli olan memeli hiicreleri gibi diger deneysel

modellerde, ROS-yaslanma korelasyonunu analiz etmek daha zordur.

S. cerevisiae yalnmizca gliserol ve etanol gibi baskilayict olmayan karbon
kaynaklarinda biiyiirken solunum yapabilmektedir. Bu nedenle, maya hiicrelerini
glikoz veya gliserol igeren ortamlara yerlestirerek, ‘petite’ olarak bilinen solunum
eksikligi olan mutant maya hiicrelerin siklig1 belirlenebilmektedir (Mannarino ve dig.
2008). Petiteler, dejeneratif hastaliklarla oldukga iligkili bir siire¢ olan mitokondriyal
disfonksiyona sahip olduklari i¢in solunum yapamamaktadirlar (Lopez-Otin ve dig.
2013; Barnham ve dig. 2004). Ote yandan, S. cerevisiae hayatta kalmak icin yalnizca
solunuma bagimli olmadigindan, mitokondriyal islev bozukluguna neden olan

mutasyonlar bu model organizmada arastirilabilmektedir (De Carvalho ve dig. 2017).

Protein yanlis katlanmasi ve agregasyonu, yasa bagli hastaliklarin, 6zellikle
norodejeneratif hastaliklarin kilit 6zellikleri olarak genis capta kabul gérmektedir
(Hartl ve dig. 2011; Saez ve Vilchez 2014). Son yillarda tomurcuklanan maya S.
cerevisiae, yasa bagli norodejenerasyonun temelini olusturan protein yanlis
katlanmasini ¢dzmek i¢in dnemli genel bilgiler saglamistir (Shrestha ve Megeney
2015). Ayrica, norodejenerasyonun maya modelleri, Parkinson hastaligi (Outeiro ve
Lindquist 2003), Alzheimer hastalig1 (Caine ve dig. 2007; Vandebroek ve dig. 2005),
Huntington hastaligi (Willingham ve dig. 2003; Krobitsch ve Lindquist 2000) ve
Amyotrofik Lateral Skleroz (Bastow ve dig. 2016; Johnson ve dig. 2009) ile iliskili
proteinlerin birikmesini ve sonrasinda ortaya ¢ikan toksisiteyi modiile eden hiicresel

faktorleri tanimlamistir.

mtDNA'daki mutasyonlar ve mitokondriyal islevin bozulmasi, yaslanma ve
oksidatif stresin kagmilmaz bir sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Oksidatif
fosforilasyona dahil olan niikleer ve mitokondriyal genlerdeki mutasyonlarin tiimoér
olusumunun gelisiminde 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir (Chandra ve Singh
2011) ve mitokondriyal disfonksiyon, kanser hiicrelerinin 6nemli bir 6zelligi olarak
kabul edilmektedir (Modica-Napolitano ve Singh 2004). Mitokondriyal
biyomolekiiller, hiicre solunumu sirasinda tiretilen ROS'a dogrudan maruz kaldiklar
icin mitokondri oksidatif hasara karsi oldukca hassastir. Elektron tagima zinciri
(ETC) swasinda iretilen ROS, mitokondriyal lipidlere (6rnegin, lipid

peroksidasyonu) zarar verebilir ve bu da zar akiskanlhiginda ve gecirgenliginde
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degisikliklere yol agabilir, hiicrede islev kaybina ve metabolik yiikiin artmasina
neden olabilecek sekilde proteinleri okside edebilir, mtDNA'ya dogrudan zarar
vererek mtDNA tarafindan kodlanan oksidatif fosforilasyon bilesenlerinin
ekspresyonunda progresif kusurlara yol agabilir. ROS'un mtDNA'ya verdigi hasar,
mtDNA'nin replikatif kapasitesini de bozabilir veya mitokondriyal yeniden
yapilanma i¢in gerekli olan flizyon ve fisyon olaylarma bile miidahale edebilir.
ROS"un kiimiilatif iiretimi, mitokondriyal yap1 ve islevi kademeli olarak tahrip eder;
bunun bir sonucu olarak, hiicrenin solunum kapasitesi bozulur (Van Remmen ve dig.
2003). S. cerevisiae iizerinde yapilan ¢aligmalar, mtDNA hasar1 ile g¢ekirdekteki
genomik kararsizlik arasinda nedensel bir iligski oldugunu gostermistir (Doudican ve
dig. 2005; Rasmussen ve dig. 2003). Bu calismalar, solunum bozulmasiyla iligkili
ROS'un neden oldugu mitokondriyal oksidatif hasarin, niikleusta genomik
kararsizliga ve dogrudan mutasyonlara yol acabilecegini destekleyen énemli veriler

saglamaktadir.

Oksidatif hasar nedeniyle mitokondriyal fonksiyonun progresif kaybinin neden
oldugu solunum fonksiyonu bozuklugu ile basa ¢ikmak i¢in hiicre, bozulmus bir
TCA, ETC veya oksidatif fosforilasyon varliginda metabolit ara tiriinleri elde etmek
amactyla hiicresel metabolizmay1 yeniden diizenlemek icin adaptif bir yanit
gerceklestirebilmelidir. Mitokondriyal disfonksiyonu c¢ekirdege sinyallendiren ve
adaptif bir yanit saglanan ilk iyi karakterize edilmis yolak S. cerevisiae iizerinde
calisilmis ve retrograd yolak (RTG) olarak adlandirilmistir (Da Cunha ve dig. 2015;
Butow ve Avadhani 2004). Temelde, maya proteini Rtg2p, solunum disfonksiyonu
ile iliskili mitokondriden gelen homeostatik sinyallerdeki degisiklikleri algilar, bu da
Rtgl-Rtg3p heterodimer kompleksinin ¢ekirdege tasinmast ve mitokondriyal
disfonksiyona yanit olarak gen ekspresyonunun aktivasyonu ile sonuglanan bir dizi
olay1 baslatir. RTG yolagi mayanin kronolojik yasam omriinli uzatmada ve niikleer
genom stabilitesini desteklemede 6nemli bir rol oynamaktadir (Hashim ve dig. 2014;
Borghouts ve dig. 2004). Mayadaki bu yolak oksidatif yanitta da gérev almaktadir.
RTG yolagi bozulmus olan mutant hiicreler, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
onemli antioksidan enzimlerde azalma gostererek oksidatif strese karst daha
savunmasiz hale gelirler (Da Cunha ve dig. 2015). Mitokondrilere yonelik ROS
hasar1 yaslanmayla birlikte kademeli olarak artar ve sonug olarak hiicrenin solunum

fonksiyonu giderek bozulur. Solunum fonksiyonundaki kayipla basa ¢ikabilmek i¢in
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RTG yolagin aktivasyonu ile gegici bir metabolik yanitin ekspresyonu tetiklenir. Bu
yanit, mitokontrol noktasi (mitocheckpoint) gibi bir yolak tarafindan mitokondriyal
hasar onarilana kadar devam eder (Kulawiec ve dig. 2009). Eger mitokondri
fonksiyonu geri kazanilirsa, hiicre homeostatik metabolik durumuna geri doner.
Ancak mitokondri hasar1 ciddi ve onarilamaz ise retrograd yanit kalict hale gelir ve
bu durum hiicrenin metabolik profilinde progresif bir degisime ve mayada genomik

kararsizliga yol agar (Doudican ve dig. 2005).

Yaglanmaya katkida bulunabilecek birgok farkli c¢evresel stres tiirii
bulunmaktadir. Bunlar arasinda redoks stresi, endoplazmik retikulum (ER) stresi,
replikasyon stresi, ozmotik stres, tuz stresi, hipertermal stres, beslenme/metabolik
stres, pH stresinin yani sira metal iyonlarinin veya toksik metaloidlerin ve arsenik
bilesiklerinin neden oldugu gibi bir dizi toksik stres yer alir (Dawes ve Perrone
2020). Genel stres yanitlart siki sekilde birlikte regiile edilir, bdylece mayadaki bir
stres uyumlu bir genel stres tepkisine yol agar (Lee ve dig. 2013; Gasch ve dig.
2000). Protein kinaz A, PKC, TOR ve Hoglp yolaklar1 ve mitokondri ile ¢ekirdek
arasindaki sinyallesmede rol oynayan retrograd yanit (RTG) yolagi dahil olmak
tizere farkli stres yanit yolaklar1 arasinda ¢apraz diizenleme olduguna dair kanitlar
bulunmaktadir (Pascual-Ahuir ve dig. 2019; Jazwinski 2015; Pascual-Ahuir ve Proft
2007; Park ve dig. 2005) ve farkli streslere karsi hiicresel transkripsiyonel tepkileri
regiile eden transkripsiyon faktorleri arasinda yiiksek derecede baglant1 ve capraz
diizenleme vardir (Lee ve dig. 2013). Transkripsiyon faktorleri arasinda stres tepkisi
transkripsiyon faktorleri Yaplp ve Msn2p, spesifik metabolik diizenleyiciler Gendp
(nitrojen), Metdp (siilfiir), Aftlp (demir), daha genel metabolik sistemleri kontrol
edenler Sfplp, Rpndp (protein sentezi ve yikimi) ve hiicresel farklilasmanin yonlerini

kontrol eden Ste12p, Sok2p bulunmaktadir (Dawes ve Perrone 2020).

Tomurcuklanan mayanin incelenmesi, oksidatif stres, yasglanma ve yasa bagli
hastaliklar hakkindaki anlayisimiza biiylik katkilar saglamistir (Kaeberlein 2010).
Oksidatif stresin mayanin stasyoner yaslanmasinda rol oynadigi ve bu siirecgte
meydana gelen hiicre Oliimlerine katkida bulunan Onemli bir faktér oldugu
gosterilmistir (Zuin ve dig. 2008; Almeida ve dig. 2008; Favre ve dig. 2008; Tahara
ve dig. 2007; Chen ve dig. 2005; Jakubowski ve dig. 2000). Hiicre i¢i ROS

birikimini artiran bazi kosullar yasam siiresini kisaltirken, hiicre ici ROS’u azaltan
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kosullar yasam siiresini uzatmaktadir. Ote yandan SOD'larin (siiperoksit dismutaz)
delesyonu ve oksijen maruziyetinin artmasinin maya yasam siiresinin kisalmasina yol
actig1 ifade edilmektedir (Unlu ve Koc 2007; Kaeberlein ve dig. 2005a; Nestelbacher
ve dig. 2000; Barker ve dig. 1999; Wawryn ve dig. 1999). Ayrica, katalazlarin ve
SOD'larin overekspresyonunun ¢esitli organizmalarda yasam sliresini uzattig1
bilinmektedir (Dai ve dig. 2009; Schriner ve dig. 2005; Harris ve dig. 2003). Yasam
siiresi uzayan bazi mutantlarin oksidatif strese karsi direncli oldugu da bulunmustur
(Lin ve dig. 1998). Bununla birlikte, 6zellikle replikatif yasam siiresi i¢in aksi yonde
ornekler de bulunmaktadir (Mesquita ve dig. 2010). Ayrica herhangi bir digsal stres
faktorii olmaksizin hem kronolojik hem de replikatif olarak yaslanmis maya
hiicrelerinde de hiicre i¢i oksidatif stres ve ROS artis1 tespit edilmistir (Fabrizio ve

dig. 2004; Herker ve dig. 2004; Laun ve dig. 2001).

Maya tomurcuklanmasi sirasinda anne hiicreler oksidatif stresin neden oldugu
hasarli proteinleri tutmakta ve yavru hiicrelerin biyolojik saati sifira ayarlanmaktadir
(Aguilaniu ve dig. 2003). Karbonillenmis proteinlerin ve oksidatif olarak hasar
gormiis protein formlarmin seviyeleri anne hiicrelerde yavru hiicrelerden daha
yiikksek bulunmustur (Klinger ve dig. 2010; Aguilaniu ve dig. 2003). Yaslanma
stiresince oksidasyon i¢in hedeflenen proteinlerin hem kronolojik hem de replikatif
yaslanmada benzer oldugu bulunmustur (Reverter-Branchat ve dig. 2004). Hem stres
direng proteinlerinin (Hsp60p ve Hsp70p) hem de glukoz metabolizmasinda yer alan
enzimlerin yash hiicrelerde ve yiiksek glukoz konsantrasyonunda biiyiitiilen
hiicrelerde karbonilasyona ugradig: da ifade edilmistir (Aung-Htut ve dig. 2012). Bu,
oksidatif stresin neden oldugu hasarin yaslanmanin bir nedeni olabilecegi goriisiinii
desteklemektedir. Islevsel bir aktin hiicre iskeleti okside proteinlerin ve agregatlarin
esit olmayan dagilimi i¢in Onemlidir (Liu ve dig. 2010; Erjavec ve dig. 2007,
Aguilaniu ve dig. 2003) ve aktin dinamiklerindeki artis ROS'u azaltmakta ve yasam
sliresini uzatmaktadir (Gourlay ve dig. 2004). Hasarli proteinlerin sinirli dagilimina
ek olarak, yavru hiicreler de hasarla miicadele etmek i¢in gelismis katalaz aktivitesi
ile donatilmistir (Erjavec ve Nystrom 2007). Geng hiicrelere karsi yasl hiicrelerin
transkripsiyonel analizi de yashh hiicrelerde metabolizmanimn glikolizden
glukoneogeneze kaydigini (Lesur ve Campbell 2004; Lin ve dig. 2001) ve baz stres
ve hasara duyarli genlerin ifadesinin arttigin1 gostermektedir (Lesur ve Campbell

2004). Protein karbonillerin ve diger biyokimyasal hasar belirteglerinin yash
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hiicrelerde biriktigine dair ¢esitli gézlemler bulunmasina ragmen, hasarli proteinlerin
yaglanmanin nedeni olduguna dair hala yeterli bir kanit yoktur (Muller ve dig. 2007).
Kronolojik olarak yasghh hiicrelerin, bu hiicrelerin replikatif potansiyelini
smirlayabilen 6liim faktorlerini biriktirdiginin ifade edilmesi de ilgi ¢ekicidir (Piper

ve dig. 2006; Ashrafi ve dig. 1999).

Daha oOnce bahsedildigi gibi, mitokondriler ROS'un ana kaynagidir.
Yetersiz/verimsiz solunum veya hatali mitokondriyal aktivitenin, yasli hiicrelerde
artan ROS iiretimine neden olabilecegi de One siiriilmiistiir (Terman ve dig. 2003;
Ermini 1976). Bununla birlikte, 10 jenerasyondan daha az yasa sahip maya
hiicrelerinde yiiksek seviyelerde ROS ve karbonillenmis proteinler tespit edilmistir
(Lam ve dig. 2011; Aguilaniu ve dig. 2003). Ayrica ROS'un, muhtemelen kronolojik
yaglanma sirasinda yiiksek glukoz metabolitleri tarafindan tetiklenen mitokondriyal
hasardan sonra ortaya ¢iktigi da tespit edilmistir (Breitenbach ve dig. 2011). Bu

nedenle mitokondrinin yaglanmadaki rolii hala tam olarak ac¢ik degildir.

Bir ¢alismada solunum zincirinin ortadan kaldirilmasmin oksijen toksisitesini
de dnleyecegi varsayiminin yanlis oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Solunum yetersizligi
olan pe mutanti ¢alismasi, oksijen toksisitesine yol agabilecek sitoplazmik oksijen
bagiml reaksiyonlar oldugunu gostermistir (Rosenfeld ve Beauvoit 2003; Rosenfeld
ve dig. 2002) ve pe mutantinin kronolojik yasam Omrii yabanil tip (wild type)
hiicrelerinkinden daha kisadir (Fabrizio ve dig. 2010). Ancak, pe mutantlarinin
replikatif yasam 6mrii, rho-plus yabanil tip hiicrelerle karsilastirildiginda geri doniis
yanitt (retrograde response) (Jazwinski 2012) veya geri sinyallesmeye (back-
signaling) (Heeren ve dig. 2009) bagli olarak daha kisa (Powell ve dig. 2000; Berger
ve Yaffe 1998), esit (Heeren ve dig. 2009) veya daha uzun olabilir. Hem replikatif
hem de kronolojik yaslanmay:1 etkileyen delesyon mutantlarinin analizi, her iki
yaslanma big¢imi i¢in solunum fonksiyonlarinin énemini vurgulamistir (Laun ve dig.
2006). Solunum karbon kaynagina énceden adapte olmus stasyoner faz hiicrelerinin,
adapte olmamis hiicrelere kiyasla glukoz ortaminda replikatif kapasitelerini

koruduklart da gosterilmistir (Piper ve dig. 2006).

ROS azaltilmadan yasam Omriinlin uzatilabilecegi sonucuna gotiiren bazi
tartismali sonuglar da bulunmaktadir. Bazi maya mutantlar1 intraseliiler ROS'lar

artmis olmasina ragmen daha uzun yasamaktadir (Kharade ve dig. 2005) ve ROS
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diretiminin inhibisyonu Drosophila'da yasam siiresini uzatmamistir (Miwa ve dig.
2004). Yapilan bir ¢alisma ile diyette antioksidan saglanmasinin kemirgenlerde hiicre
sagkalimi ve bilissel performans i¢in faydali oldugu gosterilmistir (Floyd 1991).
Buna ek olarak, biyolojik antioksidan glutatyonun da mayada yaslanma sirasinda
kalori kisitlamasimin faydali etkilerini siirdiirmek i¢in gerekli oldugu bulunmustur
(Mannarino ve dig. 2008). Ayrica, a-tokoferol ve koenzim Q10 antioksidanlarina
maruz kalmak S. cerevisiae'nin replikatif yasam omriinii kisaltmaktadir. Bu durumun
muhtemel nedeni a-tokoferol muamelesinin lipid peroksidasyonunda bir artisa yol

agmasidir (Lam ve dig. 2010).

Yukaridaki bilgilere ek olarak maya hiicreleri oksidatif strese doz bagimli bir
sekilde de yanit verebilmektedir. Hiicre 6liimii gerceklesmeyecek seviyedeki diisiik
dozlarda, hiicreler daha sonraki oliimciil olabilecek bir doza ve ayrica bazi diger
oksidanlara kars1 daha direngli hale gelmek i¢in uyum saglarlar (Evans ve dig. 1998;
Turton ve dig. 1997; Flattery-O’Brien ve dig. 1993; Collinson ve Dawes 1992;
Jamieson 1992). Daha yiiksek dozlarda, hiicreler hiicre boliinmesini geciktirir (Alic
ve dig. 2001; Flattery-O’Brien ve Dawes 1998; Nunes ve Siede 1996; Lee ve dig.
1996) ve antioksidan savunma ve onarim mekanizmalarini harekete gecirir (Dawes
2004; Gasch ve dig. 2000). Cok yiiksek dozlarda ise hiicreler apoptozu baslatir
(Madeo ve dig. 2002; Madeo ve dig. 1997).

ROS'un yaslanmada birincil belirleyici faktor olup olmadigi hala kesinlik
kazanmamistir. Kisa Omiirli hiicrelerin erken Olmesinin hizlanmis yaslanma
nedeniyle mi yoksa yaslanmayla iligkili olmayan kusurlar nedeniyle mi oldugu hala
bilinmemektedir. Yaslanma iyi programlanmis bir siiregtir. Ancak bu, yaslanma
programinin evrimde pozitif bir sekilde se¢ildigi ve yaslanma siireglerinin tiirlerin
evrim boyunca hayatta kalmasini saglayan adaptif bir 6zellik oldugu anlamina
gelmemektedir. Mevcut genetik verilere dayanarak, yaglanma iizerine yapilan sayisiz
genetik calisma araciligiyla "yaslanmanin genetik programi" olarak algilanan seyin
aslinda stres tepkisinin genetik programi oldugu goriisii savunulmaktadir (Aung-Htut
ve dig. 2012). Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklar, yaslanma siirecinde veya
diyet ya da ¢evre yoluyla ROS birikiminden kaynaklanan erken hasarin bir sonucu
olabilir (Campdelacreu 2014; Popa-Wagner ve dig. 2013). Yaslanma indiiklii

oksidatif hasar sonucu hiicreler, okside lipitleri, proteinleri ve niikleotidleri
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uzaklastirmak, degistirmek ve hasari onarmak i¢in ¢esitli mekanizmalara sahiptir,
ancak hasar hiicrenin kapasitesini asarsa, erken hiicre olimii kaginilmaz olur.
Bununla birlikte, yaslanan hiicrelerde oksidatif olarak zarar gérmiis molekiillerin
birikimi ve hiicrelerin yaslanma siirecinde bunlara verdigi yanitlar, yasa bagh

hastaliklarin anlagilmasi agisindan faydali olabilmektedir.

Son olarak hiicre yaslanmasinda etkin oldugu diisliniilen ROS, bir¢ok
organizmada apoptoz ve nekrozun aracilar1 olarak hareket etmektedir ve maya
hiicrelerinde programlanmig hiicre o6liimiindeki rolleri kapsamli bir sekilde
incelenmistir (Farrugia ve Balzan 2012; Carmona-Gutierrez ve dig. 2010; Perrone ve
dig. 2008). Oksidatif stres, ayrica mitofajinin regiilasyonunda da 6nemli bir rol
oynamaktadir (Deffieu ve dig. 2009; Okamoto ve dig. 2009).

25 Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasari, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, katarakt, bagisiklik sistemi zayiflamasi ve beyin fonksiyon bozuklugu
gibi yaslanmaya bagli dejeneratif hastaliklarin baslica nedenidir (Sies ve dig. 1992).
Serbest radikallerin en az 50 hastaligin patogenezinde rol oynadig: belirtilmektedir
(Halliwell 2007). Serbest radikal olusumu antioksidan olarak bilinen ¢esitli faydali
bilesikler tarafindan dogal olarak kontrol edilmektedir. Biyolojik antioksidan, bir
substratin oksidasyonunu geciktirebilen veya engelleyebilen herhangi bir bilesigi
ifade etmektedir (Godic ve dig. 2014). "Sipiriiciiler" olarak da bilinen
antioksidanlar, elektron vererek veya alarak radikallerle reaksiyona girmekte ve
kendilerini daha az reaktif radikallere doniistiirmektedirler. Bu sekilde olusan daha az
reaktif radikaller, kolaylikla elimine edilebilmektedir. Antioksidan mevcudiyeti
sinirh hale geldiginde ise, ROS'un neden oldugu hasar kiimiilatif ve zayiflatict hale

gelebilmektedir.

Antioksidanlar, serbest radikalleri hiicrelere zarar vermeden once stabilize
etme veya etkisiz hale getirme yetenegine sahiptir, bu da onlar1 hiicresel ve sistemik
saghgin korunmasinda son derece kritik hale getirmektedir (Percival 1998).

Antioksidanlar, ROS ve diger ilgili reaktif tiirlerin neden oldugu hasar1 i) ROS
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olusumunun engellenmesi, ii) olusan ROS’un yok edilmesi ve iii) ROS indiiklii

hasarin onarilmasi gibi bilinen {i¢ mekanizma ile dnlemektedir.

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirlerine kars1 savunma igin ¢esitli
mekanizmalar bulunmaktadir. Bu savunma sistemleri birbirini tamamlamakta ve
farkli reaktif oksijen tiirlerine ya da hiicresel kompartmanlara farkli sekillerde etki
etmektedirler (Langseth 1995). insanlar, hiicrelerini ve organ sistemlerini ROS'a
kars1 korumak i¢in oldukca sofistike ve karmasik bir antioksidan koruma sistemi
gelistirmislerdir. Bu sistem, serbest radikalleri nétralize etmek icin etkilesimli ve
sinerjik olarak islev goren hem endojen hem de eksojen kaynakli ¢esitli bilesenleri
icermektedir. Bu bilesenler; i) besin kaynakli antioksidanlar: askorbik asit (C
vitamini), tokoferoller-tokotrienoller (E vitamini), karotenoidler ve glutatyon ile
lipoik asit gibi diger diisikk molekiil agirlikli bilesikler ii) antioksidan enzimler:
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi serbest radikal
soniimleme reaksiyonlarini katalize eden enzimler iii) metal baglayici proteinler:
oksidatif reaksiyonlari katalize edebilen, serbest demir ve bakir iyonlarin1 baglayarak
etkisiz hale getiren ferritin, laktoferrin, albiimin ve seriiloplazmin gibi proteinler iv)
bitkisel kaynakli antioksidan fitoniitrientler: ¢esitli bitkisel gidalarda bulunan ¢ok
sayida antioksidan bilesikleri igermektedir (Bisht 2018).

2.5.1 Enzimatik Antioksidan Sistemler

Serbest radikallere karst korunma, bu radikallerin detoksifikasyonu ile
ilgilenen ayr1 bir grup altinda yer alan antioksidan enzimler tarafindan
saglanmaktadir (Jeeva ve dig. 2015). Enzimatik antioksidan sistem tiim aerobik
hiicrelerde hayati bir role sahiptir. ROS'u katalitik olarak uzaklastirma yetenekleri
sayesinde hiicrelerin ROS'a maruz kalma siiresi biiyiilk 6lgiide azalmaktadir. GPx
(glutatyon peroksidaz), hem peroksidaz, CAT (katalaz) ve SOD (sliperoksit
dismutazlar) gibi antioksidan enzimler oksidatif toksik ara iirlinleri metabolize
etmekte ve maksimum Kkatalitik aktivite ig¢in selenyum, demir, bakir, ¢inko ve

manganez gibi kofaktorlere ihtiyag duymaktadir.
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2.5.1.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1), insan sagliginda 6nemli bir
antioksidan rol oynayan bir grup metaloenzimdir. Insanlarda sitozolik Cuzn (SOD1),
mitokondriyal Mn (SOD2) ve ekstraselliiler CuZn (SOD3) olmak {izere ii¢ farkli
SOD tiirti bulunmaktadir (Lei ve dig. 2016; Johnson ve Giulivi 2005). SOD'lar,
reaktif oksijen tiirlerine (6zellikle de siiperoksit anyonuna (O27)) kars1 antioksidan
savunmanin ilk ve en 6nemli hatt1 olarak gosterilmektedir (Johnson ve Giulivi 2005;
Zelko ve dig. 2002). Reaksiyon, tiim aecrobik organizmalarda oksijen
metabolizmasinin potansiyel olarak tehlikeli bir yan {iriinii olarak bilinen Onin
enzimin okside formuna (sirasiyla Fe*3, Cu*? ve Mn*) baglanmasi anlamina
gelmektedir ve bu da bir proton elde edilmesi ve molekiiler oksijenin serbest
birakilmasiyla sonuglanmaktadir. Daha sonra, ikinci bir Oz" ve proton, enzimin
indirgenmis formuna (Fe*3, Cu*™ ve Mn*®) baglanmaktadir; bu da daha az reaktif bir
tiir olan H202'in serbest kalmasina ve enzimin okside formuna geri donmesine neden
olmaktadir (Vucic ve dig. 2006; Johnson ve Giulivi 2005). Olusan peroksit, katalaz
(CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPX) reaksiyonlariyla yok edilebilmektedir
(Teixeira ve dig. 1998; Fridovich 1981).

SOD
02' + Dg" +2H —— HEOE + Dg

SOD’un iirettigi H.0., katalaz veya glutatyon peroksidaz gibi enzimler
tarafindan daha az zararli lriinlere doniistiiriilmedigi siirece Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlarini tetikleyebilmektedir (Sekil 2.19). SOD'un firiinlerinden biri olan
H202, hiicrelerde metal iyonlarinin varliginda Fenton reaksiyonuna girebilmektedir.
Fenton reaksiyonu, hidrojen peroksitin Fe** iyonlart ile reaksiyona girerek son derece
reaktif hidroksil radikalleri ("OH) tiretmesiyle karakterizedir. Hidroksil radikalleri,
DNA, lipitler ve proteinler dahil olmak tizere biyolojik makromolekiillere ciddi zarar
verebilmektedir (Abe ve dig. 2022; Halliwell ve Gutteridge 2015). Haber-Weiss
reaksiyonu ise, SOD'un detoksifiye ettigi siiperoksit radikallerinin varliginda
gerceklesebilmektedir. Bu reaksiyon, siiperoksit radikali (O2") ile hidrojen peroksitin
etkilesimi sonucu hidroksil radikali ("OH) tiretilen bir siirectir. Bu nedenle, SOD'un
etkinligi, Haber-Weiss reaksiyonlarinin ve dolayisiyla hidroksil radikali olusumunun

siirlandirilmasinda kritik 6neme sahiptir (Dubois-Deruy ve dig. 2020).
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Fe_3 + Dgh - Fe—_z + Dg
Fe?+H,0, — Fe”?+ HO + HO Fenton reaksiyonu

0,-+H,0, ———= 0, + HO'+ HO Haber-Weiss reaksiyonu
Fez+ F83+
e SOD
Oz 02" _ > H202 "OH
Fe*
Katalaz
Fe 2+ Peroksidaz

Sekil 2.19: Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ile ROS olusumu. H,O,, Fenton reaksiyonu ile demir
(Fe*?) tarafindan indirgenerek oldukga teaktif hidroksil radikalini iiretebilir. Haber-Weiss
reaksiyonunda, siiperoksit demire (Fe*3) bir elektron vererek hidroksil radikali ve Fe*? iiretebilir, bu da
hidrojen peroksiti daha da azaltabilir. Katalazlar ve peroksidazlar bu tiir ROS olusumunu 6nlemek igin
H202’yi detoksifiye eder (Morano ve dig. 2012 tarafindan yapilan g¢alismadan alinmis ve

diizenlenmistir).

SOD enzimlerinin farkli hiicre alt1 lokalizasyonlar1 vardir ve bu da farkli
hiicre kompartimanlarinda ROS homeostazinin sik1 bir sekilde kontrol edilmesi
gerektigini vurgulamaktadir. Bir kompartimanda SOD aktivitesindeki degisiklikler
H20:2 konsantrasyon gradyanina, H2O2 akisinin artmasina ve redoksa duyarli hiicre
sinyal yolunun aktivasyonuna yol agabilmektedir (Holmstrom ve Finkel 2014).
Hiicre i¢inde siiperoksit anyonu (O2") cesitli kaynaklar tarafindan tretilmektedir.
Ornegin, sitozolde O2"; NOX, ksantin oksidaz ve esasen endoplazmik retikulumda
bulunan sitokrom p450 monooksijenazlar tarafindan iiretilmektedir. O2™; hidroksil
radikali ("OH) ve peroksinitrit (ONOQ?) gibi diger yiiksek reaktif RONS'leri tiretmek
i¢in sitozole difiize olan H2Oz'ye doniistiiriilebilmektedir. O2" 'nin SOD'lar tarafindan
indirgenmesi  diger reaktif tiirlerin {retimini engelleyerek oksidatif stresi
onlemektedir; ancak, H202 akisi azaltilarak redoksa duyarli hiicre sinyal yollarinin

kapanmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle, SOD regiilasyonu, hiicresel hasar ile
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hiicresel sinyal iletimi arasindaki bu ikili rolde RONS kontrolii acisindan kritik

oneme sahiptir (Aranda-Rivera ve dig. 2022).

SOD'larin her ii¢ formu da islevleri igin gerekli olan belirli metalleri
icermektedir. SOD1 ve SOD3 Katalitik merkezlerinde Cu ve Zn iyonlari igerirken,
SOD2 Katalitik merkezlerinde Mn iyonlari bulundurmaktadir (Lei ve dig. 2016).
SODI1, okaryotlarda yaygmn olarak eksprese edilen, bol miktarda bulunan bir
enzimdir ve memeli hiicrelerinin sitoplazmasinda, niikleer kompartmanlarinda,
lizozomlarinda ve mitokondriyal kompartmanlarinda bulunmaktadir (Zelko ve dig.
2002). SOD2; mitokondriyal matris iginde, elektron transport zincirinin serbest
radikal tretiminin gergeklestigi bolgede bulunan bir tetramer enzimdir (Flynn ve
Melov 2013). Dolayistyla SOD2, mitokondride bulunan ve solunum yapan hiicreleri
oksidatif hasardan korumak igin gerekli olan temel antioksidan enzimdir (Cramer-
Morales ve dig. 2015). SOD3 ise, bu enzimi ekstraselliiler alanlara yonlendiren bir
sinyal peptidi i¢cermektedir. SOD3, belirli hiicre tipleri ve dokular ile smirli bir
dagilima sahiptir ve bu bolgelerdeki aktivitesi, SOD1 ve SOD2'nin aktivitesini
asabilmektedir (Maksimenko ve Vavaev 2012; Zelko ve dig. 2002).

Escherichia coli, sitozolik manganez i¢eren bir SOD kodlayan sodA (Touati
1983), sitozolik demir i¢eren bir SOD kodlayan sodB (Sakamoto ve Touati 1984) ve
periplazmik bakir ve ¢inko igeren bir SOD kodlayan sodC (Imlay ve Imlay 1996)
olmak tizere ii¢ farkli SOD genine sahiptir. Bu enzimler, hiicrenin oksidatif strese
kars1 dayanikliligini artirmakta ve hiicresel dengenin korunmasina yardimci
olmaktadir. Bazi1 bakteri tiirleri, 6rnegin Bacillus cereus ve Streptococcus sanguis,
yalnizca FeSOD igermektedir (Halliwell ve Gutteridge 1999). FeSOD'lar bitkilerde
de 6zellikle kloroplastlarda bulunmaktadir ve protozoalarda yaygindir. Bacteroides
fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides gingivalis, Streptococcus mutans
ve Propionibacterium shermanii gibi bazi anaerobik bakterilerde SOD enzimlerine
sahiptir. Nikel igeren farkli bir SOD tiirii ise, filamentli gram-pozitif bakteri
Streptomyces tiirlerinde tespit edilmistir (Kim ve dig. 1996). Bu durum, SOD
cesitliliginin ve organizmalarin oksidatif strese kars1 adaptasyon stratejilerinin genis

bir yelpazede oldugunu gostermektedir.

Mayalar ise, sitozolik bir CuzZn-SOD (Sodl) ve mitokondriyal matrikste
bulunan bir Mn-SOD (Sod2) icermektedir. Bu enzimler oksidatif stres kosullari
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sirasinda farkli roller oynamaktadir (Culotta ve dig. 2006). SOD1 geni tarafindan
kodlanan bakir ve ¢inko igeren bir siiperoksit dismutaz (CuZnSOD), toplam SOD 1
aktivitesinin %90'mi1 (Sturtz ve dig. 2001) ve fermantasyon ve solunum sirasinda
hiicredeki ¢oziinilir proteinin yaklasik %]1'ini olusturmaktadir (Park ve dig. 1998;
Scandalios 1997). CuZn-SOD'un oncelikle sitozolde bulundugu disiiniilmekle
birlikte bir kismimin farkli maya tiirlerinin (Sturtz ve dig. 2001) yam sira yiiksek
Okaryotik hiicrelerin (Okado-Matsumoto ve Fridovich 2001) mitokondriyal
intermembran boslugunda bulundugu da tespit edilmistir. CuZn-SOD mitokondriyal
ve sitozolik bilesenleri oksidasyondan korumakta ve Solunum yapan mayanin uzun
stire hayatta kalmasini saglamaktadir (Sturtz ve dig. 2001). Sitozolik SOD defekti, 1s1
soku sonrasi hiicre i¢i oksidasyonun artmasina (Pereira ve dig. 2003) ve stasyoner
fazda hizli 6liime yol agmaktadir (Longo ve dig. 1996). SOD'larin 6nemi, SOD1 ve
SOD2'de mutasyon tasiyan S. cerevisiae suslariin oksijene karsi asirt duyarliligi ile
gosterilmigtir. Her iki SOD'un eksikligi, ¢ok sayida mutasyon ile birlikte yavas
aerobik biiyiimeye ve redoks dongiisii ilaglarina karsi 6zel bir duyarlilifa neden
olmaktadir (Longo ve dig. 1996; Gralla ve Valentine 1991). SOD1 geni silinen
hiicreler, paraquat gibi siliperoksit {reten ajanlara karst asir1 hassasiyet
gostermektedir ve vakuol hasari ile serbest demir konsantrasyonlarinin artigi gibi
oksidatif stresle iliskili bir dizi fenotip sergilemektedir (Culotta 2001). Ayrica, sod1l
mutantlarinda [4Fe-4S] kiime enzimlerinin aerobik inaktivasyonu sonucu, bu
mutantlar metiyonin ve 16sin i¢in oksotrofi gostermektedir (Wallace ve dig. 2004;
Slekar ve dig. 1996). Sod1 agirlikli olarak sitozolik bir enzim olsa da mitokondri ig¢
membran bosluguna da lokalize olur ve burada solunum sirasinda iretilen
stiperoksitin detoksifikasyonunda gorev aldigi diisiiniilmektedir (Sturtz ve dig. 2001).
SOD2 silinmis mutantlar, sod]l mutantlarina kiyasla biiylime ve stres duyarlilifindan
daha az etkilenmektedir, ancak solunum kosullarinda biiyiime kabiliyetinde azalma
gostermektedir (Van Loon ve dig. 1986). Sod2 ozellikle stasyoner faz biiyiimesi
sirasinda  gereklidir, bu da mitokondriyal solunumdan kaynaklanan siiperoksit
tretimiyle iligkili olabilir (Longo ve dig. 1996). SOD2 silinmis hiicreler,
mitokondriyal elektron transport zincirini bozan mutasyonlar sonucunda hiperoksi
kosullarinda biiyiiyebilmektedir; bu durum maya hiicrelerinde solunumun ROS
tiretimindeki roliinii dogrular niteliktedir (Guidot ve dig. 1993). Benzer sekilde, uzun
stireli stasyoner faz inkiibasyonu sirasinda sod1sod2 mutantlarinin canliligi benzer

mutasyonlar ile geri kazanilabilmektedir ve bu da mitokondriyal elektron transport
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zincirinin mayadaki ana ROS kaynagi oldugunu gostermesi agisindan Onemlidir
(Longo ve dig. 1996).

Yiiksek stabilitesi ile bilinen memeli CuZnSOD; 1s1, proteoliz ve denatiire
edici ajanlara (sodyum dodesil siilfat, guanidinyum kloriir, tire gibi) karsi direng
gostermekte ve genis bir pH araliginda inhibe olmamaktadir. Memeli CuZnSOD'un
aksine, bakteriyel enzim proteazlara karsi son derece hassastir (Imlay ve Imlay
1996). Bu enzim, siyanid, dietilditiyokarbamat, azid ve H20. gibi maddeler
tarafindan inhibe edilmektedir. Ekstraseliiler SOD ise yiiksek stabiliteye sahiptir ve
yiiksek sicakliklara, ekstrem pH degerlerine, yiiksek iire konsantrasyonlarina karsi
onemli Ol¢lide direng gostermektedir (Tibell ve dig. 1996). CuZnSOD'a benzer
sekilde siyanid, dietilditiyokarbamat, azid ve H20, tarafindan inhibe edilmektedir
(Marklund 1984). MnSOD ve FeSOD'lar kimyasal maddelere karsi daha diisiik
stabiliteleriyle bilinmektedirler. CuZnSOD ile karsilastirildiginda, MnSOD 1siya ve
deterjanlara karsi daha hassastir ancak siyaniir, dietilditiokarbamat veya H.O:
tarafindan inhibisyona ugramamaktadir. MnSOD'un aksine FeSOD ise, H:0:

tarafindan inhibe edilebilmektedir.

SOD'larin islev bozukluklari, bircok hastaligin gelisimiyle iliskilidir.
Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS), motor ndronlarin siirekli 6liimii ile karakterize
edilen ve hizli kas kaybi ile felce neden olan Oliimciil bir hastaliktir. ALS
hastalarinda SOD1 geninde 90’dan fazla mutasyon tanimlanmistir (DiDonato ve dig.
2003). Cesitli arastirmalar, Ailesel Amiyotrofik Lateral Skleroz (FALS) vakalarinin
yaklasik %20’sinin CuZnSOD’da meydana gelen 100’e yakin nokta mutasyonu ile
iliskili oldugunu ve bu mutasyonlarin motor néronlarin 6liimiine yol actigini ortaya
koymustur (Naini ve dig. 2002; Julien 2001; Rowland ve Shneider 2001; Cudkowicz
ve dig. 1997). Bir diger calismada ise, Serbest radikallerin sizofreninin
patofizyolojisinde rol oynayabilecegi bildirilmistir (Reddy ve Yao 1996; Lohr 1991).
Stiperoksit  radikallerinin ~ detoksifikasyonu ve hiicresel oksidatif stresin
azaltilmasinda kilit bir enzim olan SOD diizeylerinin, antipsikotik tedavi goren
kronik sizofreni hastalarinda yiiksek, ancak antipsikotik tedavi gérmemis ilk epizod
sizofreni hastalarinda diisiik oldugu rapor edilmistir (Zhang ve dig. 2001; Mukherjee
ve dig. 1996; Reddy ve dig. 1992). Reaktif oksijen tiirleri ve notrofil metabolitlerinin

hiperoksik akciger hasarinin gelisiminde rol oynadig1 da bilinmektedir. Siiperoksit
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anyonlarmi temizleyen SOD enzimi, cesitli akciger hasarlarini onlemek igin
potansiyel bir terapdtik arag olarak onerilmistir (Freeman ve dig. 1983). Yamamoto
ve dig. (2000), sicanlarda hiperoksik akciger hasarinin gelisimi tizerinde siiperoksit
dismutaz veya notrofil elastaz inhibitoriiniin ayr1 ayr1 ve birlikte kullaniminin
koruyucu etkilerini incelemistir. Sonuglar hiperoksik akciger hasarini 6nlemede etkili
olduklarin1 gostermistir. Bir diger calismada ise, SOD aktivitesindeki artisin
organizmalarin hiperoksik strese adaptasyonuyla da iliskili olabilecegi One
strilmistiir (Richier ve dig. 2003). Reperfiizyon hasarinin omurgalilarin ¢ogunda
hiicre nekrozuna yol agtigi (Saikumar ve dig. 1998), SOD’larin ise reoksijenasyon
hasarmi baskiladigi ifade edilmistir (McCord 1985). Sistemik lupus eritematozus
(SLE); artrit, deri dokiintiisti, vaskiilit ve merkezi sinir sistemi, bobrek ile
kardiyopulmoner tutulumu ile karakterize multifaktoriyel otoimmiin bir hastaliktir.
Kurien ve Scofield (2003) ¢alismasinda; SLE'de oksidatif hasar, SOD aktivitesi ve
SOD'a kars1 otoantikorlar incelenmistir. Yazarlar SOD aktivitesinde azalma tespit
etmis ve SOD'un otoantikorlar tarafindan inhibe edilmesinin kismen bu hastalikta
goriilen artmis serbest radikal hasarindan sorumlu oldugunu 6ne siirmiislerdir. SOD
aktivitesinin timor geligimi ile ilgili arastirma sonuglari ise oldukga ilgingtir. Dionisi
ve dig. (1975); SOD'un tiimor mitokondrisinde bulunmadigini bildirmistir. Normal
dokulara kiyasla tiimor hiicrelerinin sitozoliinde diisiik SOD aktivitesine isaret eden
bircok rapor da bulunmaktadir. Hepatoma 27 mitokondrisinde (karaciger
mitokondrisine kiyasla) yalnizca mitokondriyal zarlar arasi alanda lokalize olan
sitoplazmik tip Cu-Zn enzim igeriginin diisiik olmasina bagli olarak SOD
aktivitesinde azalma gozlemlenmistir (Peskin ve dig. 1977). Giiner ve dig. (1996)
caligmasinda; akciger karsinomu dokularinda bazi antioksidan enzimlerin aktivitesi
degerlendirilmis ve normal akciger dokulari ile karsilagtirilmistir. Yazarlar, kontrol
akciger dokularina kiyasla akciger karsinomu dokularinda SOD aktivitesinde dnemli
bir azalma gozlemlemis ve bu fenomeni, DNA ve hiicre membranlar1 gibi alt
hiicresel yapilarda hasara yol acan yiiksek reaktif oksijen metabolitleri seviyeleri ile
aciklamiglardir. Mondola ve dig. (2002); CuZnSOD’un insan hepatokarsinom
(HepG2) hiicrelerinde kolesterol metabolizmasi iizerindeki etkisini incelemistir.
Sonuglar, bu enzimin hem HMG-CoA rediiktaz aktivitesini hem de protein seviyesini
azaltarak kolesterol metabolizmasini etkileyebildigini gostermistir. Plymate ve dig.
(2003); insan meme ve prostat epitel hiicre hatlarinda mac25/insiilin benzeri biiyiime

faktorii baglayici protein-1 (IGFBP-rP1) ekspresyonunun artmasiin timor
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biiyiimesinin baskilanmasiyla sonug¢landigini gézlemlemistir. SOD2'nin bir timdr
baskilayict oldugu varsayilmigtir. M12 hiicrelerinde SOD2'nin transfeksiyonunun
tiimor biiylimesini, apoptozu, hiicre dongiisiinde G1 gecikmesini ve senesensle
iliskili betagalaktozidaz ekspresyonunu belirgin sekilde azalttigi ifade edilmistir.
Zhao ve dig. (2005) ise; MnSOD overekspresyonunun bir deri karsinogenezi fare
modelinde timor insidansini azalttigini gostermistir.  Ancak, MnSOD geninin
heterozigot knockout’u yoluyla MnSOD seviyesinin azaltilmasi, tiimor insidansinda
bir artisa yol agmamistir. Bunun nedeni, MnSOD’un azaltilmasinin hem hiicre
proliferasyonunu hem de apoptozu artirmasidir. Bu sonuglar, kanser miidahalesi i¢in

antioksidan bir yaklagima yonelik yeni bir strateji ortaya koymaktadir.

SOD temel bir antioksidan enzim olmakla birlikte, bazi raporlar yiiksek SOD
dozlarmin lipid peroksidasyonunu artirdigini, hidroksil radikali trettigini ve hiicre
Olimiinii indiikledigini gostermistir (McCord ve Edeas 2005; Yim ve dig. 1998;
Montagnier ve dig. 1997). Dolayisiyla, SOD belirli kosullara bagli olarak antioksidan

ve/veya pro-oksidan olarak hareket edebilmektedir.

2.5.1.2 Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6), molekiil basina dort ferriprotoporfirin prostetik
grubuna sahip dort polipeptid zincirinden olusan yiiksek molekiil agirlikli tetramerik
bir enzimdir (Lubrano ve Balzan 2015). SOD enzim aktivitesinin tiriinii olan H2O;
CAT, GPx ve diger peroksidazlar dahil olmak iizere farkli enzimler tarafindan
parcalanabilmektedir. CAT, H2O: ile reaksiyona girerek onu molekiiler oksijen ile
suya parcalayabilmektedir ve H>O. indirgenmesinde oldukg¢a etkin bir enzimdir.
Ciinkii bu enzim H20: seviyeleri tarafindan doyurulamamaktadir (Aebi 1984). Bir
katalaz molekiili saniyede bir milyondan fazla H2O» molekiiliinii hidrolize
ettiginden, oldukga etkili bir enzim olarak kabul edilmektedir (Kaushal ve dig. 2018;
Lubrano ve Balzan 2015).

2H,0, — A1 £ 0,+2H,0
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Katalazlar peroksidatif aktivitelerinin bir sonucu olarak, H>O2’nin eslenik
indirgenmesi yoluyla fenoller ve alkol gibi farkli substratlarin detoksifikasyonunda

da islev gormektedir (Nordberg ve Arnér 2001).

H,0,+R'H, ——> R’+2H,0

Katalazlar gesitli acrobik ve anaerobik organizmalarda bulunmakta ve yap1 ve
Islevlerine gore li¢ gruba ayrilmaktadir (Kaushal ve dig. 2018; Glorieux ve Calderon
2017). Birinci ve ikinci gruplar CAT ve CAT peroksidazlar olarak adlandirilan hem
igeren enzimlerdir, ligiincii grup ise katalitik merkezlerinde Mn iyonlar igermekte ve
MNnCAT olarak adlandirilmaktadir (Glorieux ve Calderon 2017). CAT-
peroksidazlarin molekiiler agirliklar1 120 ile 340 kDa arasinda degismekle birlikte
hem homodimer hem de homotetramer formlari rapor edilmistir. Pseudokatalaz
olarak da adlandirilan MnCAT molekiiler agirliklar1 yaklagik 170 ila 210 kDa
arasinda olup, homopentamerler ve homohekzamerler gibi alisilmadik oligomerik

yapilar olusturabilmektedirler (Zamocky ve Koller 1999).

S. cerevisiae, CTAL tarafindan kodlanan peroksizomal katalaz A ve CTT1
tarafindan kodlanan sitozolik katalaz T olmak iizere hem protein katalazin iki
izoformunu igermektedir. Bu iki katalaz izoformu, ter-butil hidroperoksit gibi daha
biiyiik hidroperoksitlerle reaksiyona girme yetenegine sahip degildir (Ruis 1992).
CTAl ekspresyonu, peroksizomal yag asidi metabolizmasi ile koordine olarak
diizenlenmektedir ve bu durum, Ctal'in yag asidi B-oksidasyonundan iiretilen
H202'nin detoksifikasyonunda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Hiltunen ve
dig. 2003). Sitozolik katalaz T’nin fizyolojik rolii ise pek bilinmemektedir. Cttl
ekspresyonu; 1s1, ozmotik stres, aglik ve hidrojen peroksit stresi dahil olmak iizere
cesitli stres kosullar1 tarafindan indiiklendiginden, oksidatif strese maruz kalma
sirasinda daha genel bir antioksidan olarak rol oynadigi diisiiniilmektedir (Martinez-
Pastor ve dig. 1996). Izawa ve dig. (1996) tarafindan yapilan ¢alismada ise sasirtici
bir sekilde, her iki katalazdan yoksun maya mutantlarinin, eksponansiyal biiyiime
fazinda hidrojen peroksite Karsi toleransinin degismedigi ve katalazin maya hiicreleri
icin normal kosullarda hayati olmadigi ifade edilmistir. Bu durum, maya
hiicrelerinde hidrojen peroksitin detoksifikasyonu icin katalaz disinda baska savunma

mekanizmalariin da devrede oldugunu veya daha baskin rol oynayabilecegini
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gostermektedir. Bir diger caligmada, katalazlarin kaybi1 sonucu glutatyon
mutantlarinin  peroksite olan ilgisinin arttigi ve glutatyon sisteminin katalaz
mutantlarinda hidrojen peroksite karsi olduk¢a duyarli hale geldigi belirtilmistir
(Grant ve dig. 1998). Hiicrelerdeki antioksidan savunma sistemlerinin birden fazla
mekanizmay1 igermesi ve bu yedekliligin (birden fazla savunma mekanizmasinin
ayni iglevi gorebilmesi), H20, toleransinda katalazlarin roliiniin neden Onemsiz
goriindigiinii agiklayabilmektedir. Bununla birlikte, katalazlarin diisiik dozlarda
H20, ile yapilan 6n muamele sonrasinda adaptasyon siirecinde ve hiicrelerin
stasyoner faza gecisi sirasinda peroksite diren¢ kazanilmasinda kritik bir rol oynadigi
ifade edilmektedir (Izawa ve dig. 1996). Patojen maya katalazlar1 iizerine yapilan
caligmalar, bu molekiillerin in vivo islevlerini net bir sekilde ortaya koymamaktadir.
Cryptococcus neoformans, alveolar makrofajlar iginde hayatta kalabilen firsat¢i bir
mayadir. Bu organizmanmn genomu, dort katalaz kodlayan gen icermektedir ve
bunlardan CAT2 ve CAT4, sirasiyla S. cerevisiae'daki CTAL1 ve CTT1 genlerinin
ortologlaridir (Giles ve dig. 2006). Ancak, hem tekil hem de ¢oklu cat mutantlarinin,
vahsi tip hiicrelere kiyasla oksidanlara karsi asir1 duyarlilik géstermedigi veya bir
fare kriptokokkozis modelinde viriilanslarinin azalmadigi gézlemlenmistir (Giles ve
dig. 2006). Diploid Candida albicans genomunda goriiniise gore tek bir katalaz geni
(CAT1) bulunmaktadir; ancak bu genin her iki allelinin de elimine edilmesi, fare
modelinde mantar enfeksiyonunun katalaza bagh viriilansin1 azaltmamaktadir
(Nakagawa ve dig. 2003). Bununla birlikte, CAT1 ekspresyonunun oksidatif stres
altinda in vitro olarak (Enjalbert ve dig. 2003) ve ayrica ex vivo modelde nétrofiller

tarafindan fagositoz sonrasinda indiiklendigi rapor edilmistir (Enjalbert ve dig.
2007).

Katalaz eksikligi, islev bozuklugu veya gen mutasyonlari; sizofreni,
Alzheimer ve Parkinson hastaliklari, bipolar bozukluk, diyabet, hipertansiyon, anemi,
vitiligo ve kanser gibi dejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir.
Ayrica, oksidatif stres; mutagenez, inflamasyon ve apoptoz ile iliskilendirildiginden,
katalaz bu siire¢lerin 6nlenmesinde kritik bir enzim olarak kabul edilmektedir (Nandi
ve dig. 2019; Goth ve dig. 2004). Mitokondriyal katalazin overeksprese edildigi
farelerde arterioskleroz (Yang ve dig. 2004) ve katarakt (Ozmen ve dig. 2002)
prevalansinin azaldig: ifade edilmistir. EK olarak, mitokondriyal DNA anormallikleri

ve 8-hidroksideoksiguanozin gibi oksidatif stres biyobelirteglerinde de belirgin
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azalmalar gozlenmistir (Schriner ve Linford 2006). Lei ve dig. (2016) tarafindan
yapilan c¢alismada ise; katalaz overekspresyonunun kardiyovaskiiler islev
bozukluklarina ve yaralanmalara kars1 koruma sagladig1 bildirilmistir. Wu ve dig.
(2007) c¢alismasinda ise, overeksprese Kkatalazin paraquat indikli kardiyak
disfonksiyon ve protein hasari gibi yaslanma belirtilerini hafiflettigi ifade edilmistir.
Ayrica, farelerde katalaz overekspresyonunun, angiotensin yolunu restore ederek
diyabetle iligkili bobrek hasarmin yavaslatilmasinda rol oynadigi belirtilmistir (Shi
ve dig. 2013; Liu ve dig. 2007). Viicutta katalaz enzimi eksikligi veya islev
bozuklugu ile karakterize nadir bir metabolik hastalik olan akatalazeminin, bireyleri
diyabete yatkin hale getirdigi ve diyabet baglangic yasini diisiirdiigii de bildirilmistir
(Goth ve Eaton 2000). Katalazin iyi bilinen antioksidan roliine ragmen, UVB 1ginimi1
altinda ROS firetimini indiiklediginin belirtilmesi ise ilgi ¢ekicidir (Heck ve dig.
2003).

Siyaniir, azid, sodyum dodesil siilfat, 2-merkaptoetanol, 3-aminotriazol, azo
boyalar, krizoidin, fenilhidrazin, nitrit, bifendat gibi kimyasallar ve flavonoidler gibi
bilinen bazi antioksidanlarin katalazi inhibe ettigi cesitli calismalarda bildirilmistir
(Tehrani ve Moosavi-Movahedi 2018; Krych-Madej ve Gebicka 2017; Krych ve dig.
2014; Krych ve Gebicka 2013; Wang ve dig. 2013; Yang ve dig. 2013; De
Montellano ve Kerr 1983). Bazi ¢alismalarda, ¢esitli efektorler tarafindan indiiklenen
konformasyonel degisikliklerin, substratin katalaz hem katalitik merkezine daha
kolay erisimini saglayarak enzimin aktivasyonunu destekleyebilecegi One
stiriilmiistiir. Bu aktivatorler arasinda sodyum n-dodesil siilfat (Jones ve dig. 1987),
kurkumin (Najjar ve dig. 2017a, 2017b), kalsiyum/kalmodulin gibi sinyal yolaklari
(Yang ve Poovaiah 2002) ve pioglitazon gibi ilaglar (Yekta ve dig. 2017) yer
almaktadir. Aktivasyonun oOnemi blyliktiir, ¢linkii kanserin olasi tedavilerinin
bircogu, NF-kB gibi ¢esitli yolaklar araciligiyla katalazin aktive edilmesine
dayanmaktadir (Zhang ve dig. 2016).

2.5.1.3 Glutatyon Peroksidaz (GPx/GSHPXx)

83 ile 95 kDa arasinda molekiiler agirliga sahip, 22-23 kDa'lik esdeger alt

birimlerin olusturdugu bir tetramerden meydana gelen ve oksidatif stresle

65



miicadelede Onemli rol oynayan GPx enzimi (EC 1.11.1.19), indirgenmis
glutatyonun (GSH) oksidasyonu yoluyla hidrojen peroksitin (H202) suya ve
hidroperoksitlerin karsilik gelen alkollere indirgenmesini katalize etmektedir (Lubos
ve dig. 2011; Margis ve dig. 2008). Tiim GPx enzimleri selenosistein icermemekte,
ancak hepsi aktif bolgesinde indirgenmis glutatyonu (GSH) kofaktor olarak
kullanmaktadir. GSH, diisiik molekiiler agirlikli, tiyol igeren bir tripeptit olup, GPX'in
substratidir. GSH, genellikle hayvanlar, bitkiler ve birgok aerobik bakteride
milimolar diizeylerde bulunurken, anaerobik bakterilerde nadiren bulunmaktadir.
Reaksiyon, iki GSH molekiilii arasinda bir disiilfid kopriisiiniin olusumunu igermekte
ve bu, okside bir GSH versiyonu olan GSH disiilfidi olusturmaktadir (Couto ve dig.
2016; Margis ve dig. 2008). GSH molekiilii ROS'tan bir elektron aldiginda 6zellikle
tiyollere kars1 reaktif hale gelmektedir. Hiicrelerde en bol bulunan tiyoller genellikle
diger GSH molekiilleridir ve bdylece dimer olusumu gerceklesmektedir Ayrica,
okside GSH'm tekrar indirgenmis formuna geri doniisiimii, FAD ve NADPH'In
katilimin1 gerektiren glutatyon rediiktaz (GR) enzimi tarafindan katalize edilmektedir

(Couto ve dig. 2016).

H,0,+2GSH — X & 7H,0+GSSG

LOOH + 2GSH — 9%

> LOH + GSSG + H,0

Insanlarda, GPx1-GPx8 olmak iizere sekiz memeli GPx enzimi
bulunmaktadir. Bunlarin ¢ogu, farkli hiicre tiplerinde ifade edilen selenoproteinlerdir.
GPx, sitozolde (GPx1), gastrointestinal sistemde (GPx2), membranlarda (GPx4),
mitokondri ve ekstraseliiler alanda (GPx3) bulunmaktadir (Flohé ve Brigelius-Flohé
2011). GPx5, GPx7 ve GPx8’de ise aktif bolgedeki selenosistein (Sec) kalintisi,
sistein (Cys) ile yer degistirilmistir. GPx-4, GPx-7 ve GPx-8 monomerik iken,
digerleri tetrameriktir. GPx, lipit hidroperoksitlerin ve diger ¢0ziinebilir
hidroperoksitlerin membran lipitlerinden salindiktan sonra indirgenmesi igin
gereklidir. Bu nedenle, GPx4 aktivitesi, lipit peroksil radikalleriyle iligkili
aldehitler/ketonlar (6rnegin 4-HNE ve MDA) lireten, yiiksek reaktif ROS’lar olan ve
DNA hasarina yol agarak DNA adiiktleri olusturan lipitlerin indirgenmesinde anahtar
bir enzimdir (Valko ve dig. 2007). GPx4’in, Kkanserle iligkili rolii de

vurgulanmaktadir. Ornegin, hepatoseliiler karsinomda GPx4 ekspresyonu, hasta

66



sagkalimi, azalmis hiicre proliferasyonu, doku yeniden yapilanmasi ve immiin yanit
ile iligkilidir. Yazarlar ayrica, farelerde GPx4 overekspresyonunun hiicre
proliferasyonunu azalttigini, anjiyogenezi bozdugunu ve IL-8 ile C-reaktif protein
seviyelerini diistirdiigiinii, bunun da tiimor biiylimesini engelledigini belirtmislerdir
(Rohr-Udilova ve dig. 2018). Saunders ve dig. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada,
GPx2 eksikliginin ROS iiretimini artirarak DNA mutasyonlarina yol a¢tigi ve bunun
deri skuamoz hiicreli karsinomlar ile iligskilendirildigi, bu siirecin ise onkogenlerin
aktive edilmesine veya tiimor baskilayici genlerin aktivasyonunun kaybolmasina
neden oldugu ifade edilmistir. GPx4’ln, lipid peroksidasyonunun yiiksek
seviyeleriyle iligkilendirilen ferroptozu diizenleyip engelledigi bilinmekle birlikte
GPx4 eksikliginin ferroptozu tetikledigi ve beyin hiicrelerinin 6liimiine yol agarak
norodejeneratif hastaliklarin gelismesine sebep oldugu da belirtilmektedir (Zhou ve
dig. 2022).

Memeli hiicreleri, membran fosfolipid hidroperoksitlerini indirgeyebilen
fosfolipid hidroperoksit Gpx'leri (PHGpx) icermektedir (Roveri ve dig. 1994). Maya
hiicrelerinde ise klasik Gpx’ler bulunmamakla birlikte GPX1-3 genleri tarafindan
kodlanan tic PHGpx ekspresyonu mevcuttur (Avery ve Avery 2001; Inoue ve dig.
1999b). Bu PHGpx enzimleri, fosfolipid hidroperoksitlerin yani sira fosfolipid
olmayan hidroperoksitlerle de etkilesime girmekte ve membran lipidlerini
peroksidasyona kars1 koruyabilmektedir. PHGpx enzimlerinden yoksun maya
mutantlari, fosfolipid hidroperoksitler de dahil olmak {izere hidroperoksitlere karsi
oldukca duyarlidir ve ve bu duyarliligin biiyiik 6lgiide Gpx3’iin aktivitesine bagh
oldugu gortilmektedir (Avery ve dig. 2004; Avery ve Avery 2001). Bununla birlikte,
Gpx3'iin oksidan toleransindaki rolii karmagiktir, ¢iinkii bu enzim ayrica bir peroksit
sensoOrii ve Yapl aktivatorii olarak da islev gormektedir (Delaunay ve dig. 2002).
Gpx1 geninin glikoz a¢higr ile, Gpx2 geninin ise oksidatif stresle indiiklendigi; buna
karsilik, Gpx3'lin temel diizeyde ifade edildigi de bilinmektedir (Inoue ve dig. 1999).
Ek olarak bazi ¢aligmalarda, maya PHGpx’lerinin, katalitik dongiilerinin bir pargasi
olarak intramolekiiler bir disiilfid bagi olusturdugu ve bu bagin tiyoredoksin
tarafindan kesildigi g6z oniline alindiginda, atipik 2-Cys peroksiredoksinler olarak
smiflandirilmasiin daha dogru oldugunu ortaya koymustur (Ohdate ve dig. 2010;
Tanaka ve dig. 2005; Delaunay ve dig. 2002). Maya GPx aktivitesinin hem H.O>'e
hem de organik hidroperoksitlere karsi etkili oldugu bilinmektedir. Bu aktivitelerin
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her ikisinin de, anaerobik biiyliime kosullarindan aerobik biiylime kosullarina gegisle
birlikte indiiklenebilmesi dikkat ¢ekicidir (Galiazzo ve dig. 1987). Ayrica, yiiksek
kopya sayisina sahip bir vektorde tasindiginda, ter-biitil hidroperoksite ve H2O>'ye
kars1 direnci artiran ve GSH bagimli peroksidaz aktivitesini yiikselten bir gen (OSR1)
izole edilmistir (Inoue ve dig. 1993). ilging bir sekilde, osrl null mutasyonu, hiicresel
GSH seviyelerinin diismesine neden olmus ve bu proteinin GSH biyosentezini

diizenleyebilecegi olasiligini giindeme getirmistir (Kobayashi ve dig. 1996).

2.5.1.4 Glutatyon Rediiktaz (GR)

Redoks homeostazi i¢in glutatyon kullanan organizmalar, indirgenmis
glutatyonu sentezleyebilme yetenegine sahip olmakla birlikte, aynt zamanda
glutatyonu geri doniistiirme kapasiteleriyle de karakterizedirler. GSH, ROS ile
reaksiyona girip oksitlenerek GSSG'ye doniistiigiinde, hiicresel mekanizmalar bu
okside formu indirgemekte ve GSH"1 yeniden olusturmaktadir. Saglikli hiicrelerde
hiicre i¢i redoks dengesini korumak i¢cin GSH/GSSG oranmin yiiksek olmasi
gerekmektedir (Pastore ve dig. 2003). NADPH bagimli oksidorediiktaz ailesine ait
olan Glutatyon rediiktaz (GR) (EC 1.8.1.7), GSH'In geri doniisiimiinden sorumlu
temel bir enzimdir ve hiicrelerde en bol bulunan antioksidan olan GSH havuzunu
indirgenmis formda etkin bir sekilde koruyarak reaktif oksijen metabolitlerine karsi
hiicresel savunmada merkezi bir rol iistlenmektedir (Couto ve dig. 2016; Anjum ve
dig. 2010; Contour-Ansel ve dig. 2006). GR enzimi, GSSG'nin GSH'a
indirgenmesinde FAD kofaktorii kullanmakta ve siire¢ sonunda iki molekiill GSH

elde edilmektedir (Lu 2013).

GSSG + NADPH+H- _SR . 2GsH + NADP-

GR enzimi, dogada yiiksek derecede korunmus olup, E. coli, S. cerevisiae ve
Homo sapiens'in {i¢ boyutlu yapilari arasinda yiiksek benzerlik gosterilmistir (Yu ve
Zhou 2007; Mittl ve Schulz 1994; Karplus ve Schulz 1987). GR, reaktif tiirlerin
tiretildigi yliksek elektron akigina sahip hiicresel bolgelerde birikme egilimindedir.
Prokaryotlarda, sitoplazmaya bakan i¢ membranla iliskili periplazmik boslukta

bulunabilmekte ve hiicre dis1 ortama salinabilmektedir (Oliveira ve dig. 2015; Couto
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ve dig. 2015). Okaryotlarda ise, sitoplazma, ¢ekirdek ve mitokondride bulunmaktadir
(Ge ve dig. 2014; Couto ve dig. 2013; Outten ve Culotta 2004). Enzimin
oksidorediiktaz aktivitesine ayrica endoplazmik retikulumda ve lizozomlarda da
rastlanmistir (Chakravarthi ve dig. 2006; Chiang ve Maric 2011). Lizozomlarda,
okside glutatyonun indirgenmis forma doniisiimiinii gerceklestiren bir tiyol rediiktaz
yakin zamanlarda tanimlanmistir (Chiang ve Maric 2011). Bitkilerde ise GR enzimi,
Kloroplastlar gibi plastidlerde bulunmustur (Ge ve dig. 2014). Mitokondri ve
Kloroplastlar hiicrenin diger bolimlerinden bagimsiz olarak kendi genetik
materyallerini tagiyor olmalarina ragmen, bu kompartmanlarda de novo GSH sentezi
gerceklesmemekte ve okside glutatyon (GSSG) genellikle hiicre disina
tasinmamaktadir (Ribas ve dig. 2014; Schaedle ve Bassham 1977). Bu nedenle GR

enziminin sitozolden organellere aktif sekilde tasinmasi gerekmektedir.

Onceki calismalar, maya GR'sini kodlayan GLR1 geninin, yiiksek bir
hiicresel GSH/GSSG oranini korumak igin gerekli oldugunu gostermistir (Trotter ve
Grant 2003; Muller 1996). S. cerevisiae GLR1 geninin enzimin hem mitokondriyal
hem de sitozolik formlarini kodladig1 ve proteinin bu kompartmanlarda yaklasik esit
konsantrasyonlarda biriktigi bilinmektedir (Outten ve Culotta 2004). GLR1 geninin
bozulmasi, maya hiicrelerinin normal aerobik kosullar altinda biiylimelerini
etkilememekte, ancak onlar1 gesitli oksidanlara karsi daha duyarh hale getirmektedir
(Grant ve dig. 1996; Collinson ve Dawes 1995). GLR1 mutantlari, vahsi tipten daha
yiksek GSSG seviyelerine sahip olmakla birlikte, toplam glutatyon seviyeleri
normalden biraz daha yiiksektir, bu durum hiicrelerin okside glutatyonu uygun bir
konsantrasyonda tutabilmek i¢in indirgenmis glutatyon sentezleyebilecegini
gostermektedir. Ayrica, stasyoner faz biiylimesi sirasinda iistel faza kiyasla GLR
aktivitesinin ii¢ ila dort kat arttigi ve GLR1 geni silinmis bir maya susunun,
stasyoner fazda H20:'ye karsi artan duyarlilik gosterdigi de ifade edilmektedir (Grant
ve dig. 1996). Bu sonuglar, hiicrenin biiyiimeyi durdurup stasyoner faza girmesiyle

birlikte GSH ihtiyacinin arttigin1 gostermektedir.
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2.5.1.5 Glutatyon-S-Transferaz (GST)

GST (EC 2.5.1.18), antibiyotikler gibi ksenobiyotikler ve endojen bilesiklerin
metabolizmasiyla iliskili Faz Il biyotransformasyon ailesine ait bir enzimdir. Bu
enzimler, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu gergeklestirdigi i¢in,
ksenobiyotiklerin arindirilmasiyla iligkilendirilen bir organ olan karacigerde bol
miktarda bulunmaktadir. GST’ler toksik bir hem metaboliti olan bilirubinin taginmasi
ve detoksifikasyonuyla da iligkili olmakla birlikte prostaglandinler ve lokotrienler
gibi eikosanoidlerin biyosentezinde de rol oynamaktadir (Aranda-Rivera ve dig.
2022). GST, sitozolik ve mikrozomal bir enzim olup metabolizmanin ikinci
asamasinda gorev almaktadir ve toksik elektrofilik bilesiklerin GSH ile
konjugasyonundan sorumludur. Boylece hem endojen hem de eksojen reaktif
elektrofillere kars hiicresel biyomolekiiller korunmaktadir. Bu reaksiyonda GST’ler,
GSH’1in SH grubunun, ksenobiyotikler gibi lipofilik bir ikinci substratin elektrofilik
merkezine yaptigi niikleofilik saldiriy1 katalizlemektedir (Sekil 2.20) (Forman ve dig.
2009).

Ksenobiyotik

Hidrolsilasyn
realrsivonu

GST ‘Sc
Faz I1
GSH B TIET

o

Sekil 2.20: Ksenobiyotiklerin enzimatik biyotransformasyonlari. Toksik ajanlar, plazma zarindan
hiicre icine girdiklerinde, Faz I metabolizmasi enzimleri (Sitokrom P450 ailesi iiyeleri) tarafindan
hedeflenir. Bu enzimler, toksik maddelere polar gruplar ekleyerek veya ¢ikararak, bunlar1 Faz Il'ye
hazirlar. Faz I irlinleri genellikle yeterince suda ¢ozliniir degildir ve metabolize edilmeleri gerekir.
Faz 1l reaksiyonunda, modifiye toksik-hidrofobik yapilar, konjugasyon sonucu elektrofilik bolgelerin

notralize edilmesiyle suda ¢oziinir hale gelir ve daha az toksiktir. Faz III'te, glutatyon konjugatlari
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daha ileri metabolizasyona ugrar ve transmembran pompalarla hiicre disina atilir (Allocati ve dig.

2018 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).

GST’ler sitozol, mitokondri ve mikrozomlarda lokalizedir. Mitokondriyal ve
sitozolik GST’ler ¢oziinebilir enzimler iken, mikrozomal GST’ler membranlarla
iliskilidir ve eikosanoid ile GSH metabolizmasinda rol oynamaktadirlar (Allocati ve
dig. 2018). GST'ler ayrica hiicre sagkalimi1 ve apoptoz siire¢lerinde mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolu gibi hiicre sinyal yollarin1 diizenlemektedir
(Couto ve dig. 2016). Bu nedenle, GST seviyesindeki azalma sinir sistemi
fonksiyonlarni olumsuz etkilemekte ve sizofreni, diyabetik nefropati ve kanser gibi
durumlara yol agabilmektedir (Singh ve Reindl 2021; Yan ve dig. 2020; Tesauro ve
dig. 2015). Kanser baglaminda, GST’lerin detoksifikasyon siiregleriyle iliskili oldugu
ve kanserde overeksprese edilmelerinin kotii bir prognostik gosterge oldugu
belirlenmistir. Bunun nedeni, GST’lerin ¢oklu ila¢ direncini ¢esitli mekanizmalarla
indiiklemesidir. GST'ler, antikanser ilaglarin hiicrelerden uzaklastirilmasini
hizlandirmaktadir. Bu durum, ¢oklu ila¢ direnci proteini 1 (MRP1) ve ATP-baglayici
kaset gibi disa akis tasiyicilarinin overekspresyonu ile iliskilidir. Bu tasiyicilarin
artis1, antikanser ilaclarin hiicre disina taginmasini artirmaktadir. Sonug olarak,
GST'lerin ve bu tasiyict proteinlerin overekspresyonunun, antikanser ilaclarin
sitotoksik etkisine kars1 diren¢ olusmasina yol actig1 ifade edilmektedir (Allocati ve
dig. 2018).

Mayalarda GST aktivitesi hakkinda oldukg¢a sinirli bilgiler bulunmaktadir. S.
cerevisiae’da fonksiyonel GST'leri kodlayan, GTT1 ve GTT2 olarak adlandirilan iki
gen tanimlanmistir (Choi ve dig. 1998). CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen), GST
aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilan model bir substrattir (Collinson ve Grant 2003).
GTT1 ve GTT2'yi tasimayan suslar, normal aerobik kosullarda biliylimekte sorun
yasamamaktadirlar. Ayrica, gttl gtt2 mutanti, Gttl ve Gtt2nin CDNB'yi
konjugasyon yoluyla detoksifiye etmesi beklenmesine ragmen, CDNB'ye karsi bir
duyarlhilik gostermemektedir. Bu bulgular, mayalarda CDNB detoksifikasyonu i¢in
hem GST bagimli hem de bagimsiz yollarin mevcut oldugunu gostermektedir
(Collinson ve Grant 2003; Choi ve dig. 1998). Ayrica mutant analizi, Grx1 ve
Grx2'min Gttl ve Gtt2 ile benzer bir isleve sahip oldugunu dogrulamistir. Bu
durumda, dort genin ayni anda kaybi, hiicresel GST aktivitesini 6nemli Ol¢iide

azaltmis ve ksenobiyotiklere, 1s1ya ve oksidanlara maruz kalma gibi stres kosullarina
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kars1 duyarliligi artirmistir (Collinson ve Grant 2003; Collinson ve dig. 2002). S.
cerevisiae ayrica GTO1, GTO2 ve GTO3 tarafindan kodlanan ii¢ omega sinifi GST
icermektedir (Barreto ve dig. 2006; Garcera ve dig. 2006). Bu enzimler maya
transkripsiyon faktoérii Yapl ve STRE yanit elementleri kontroliinde oksidanlara
cevap olarak indiiklenmektedir. GTO1-3’den yoksun mutantlar, hidroperoksitlere ve
tiyol oksidanlara karg1 duyarlilik sergilemekte ve ayrica gtt mutantlariyla birlikte,
kadmiyuma kars1 gii¢lii duyarhilik gostermektedir (Barreto ve dig. 2006; Garcera ve
dig. 2006). Son olarak, azot katabolit baskilama transkripsiyonel diizenleyicisi olan
Ure2’nin GST olarak gorev yaptigi ve S. cerevisiae'yr agir metal iyonlari ve oksidan
toksisitesine kars1 korudugu ifade edilmektedir (Rai ve Cooper 2005).

2.5.1.6 Tiyoredoksin Rediiktaz (TrxR)

Memeli hiicrelerinde tiyoredoksin (Trx), merkezi antioksidan sistemlerden
birisidir ve aktif merkezinde ditiyol motifi igeren redoks aktif protein ailesinin
korunmus bir iiyesidir. Tiyoredoksin sistem; hiicresel redoks dengesinin korunmasi,
oksidatif strese karg1 savunma ve hiicre i¢i sinyallesmenin diizenlenmesinde dnemli
bir rol oynamaktadir. Ayrica, DNA sentezi, hiicre i¢cindeki proteinlerin indirgenmis
formda tutulmasi, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu/inhibisyonu, apoptozun
diizenlenmesi ve hiicre disinda hem bir sitokin hem de kemokin gibi gorev yaparak
immunmodulasyonda gorev almaktadir (Zhang ve dig. 2017; Arnér ve Holmgren
2000). Tiyoredoksin sistemin temel bilesenleri; redoks proteini olan tiyoredoksin
(Trx), tiyoredoksin rediiktaz (TrxR1) ve NADPH dir (Sekil 2.21) (Holmgren 2010).
TrxR enzimi (EC 1.6.4.5), NADPH'a bagimli olarak tiyoredoksin (Trx) ve diger
birgok fizyolojik acidan dnemli substratin indirgenmesini katalizleyen genis dagilima

sahip bir flavoenzimdir (Zagrodzki 2002; Williams ve dig. 2000).

TrxR, oksitlenmis durumdaki Trx'yi hedef proteinlerini indirgemek suretiyle
azaltarak, hiicresel redoks ortamini dizenlemektedir. Memeli TrxR’leri, redoks
katalitik bolgesinde -Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys- amino asit dizisini igeren selenyum
piridin-disiilfid oksidorediiktaz enzimleridir. TrxR'nin etki mekanizmasi, TrxSH2'nin
Trx-S.'ye oksitlenmesi ve ardindan Trx-S:nin TrxR flavoproteininin katalitik

etkisiyle NADPH araciligiyla indirgenmesi seklinde islemektedir (Aranda-Rivera ve
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dig. 2022). Bu reaksiyon mekanizmasi, hiicre i¢i redoks dengesinin saglanmasinda

TrxR ve TrxR/Trx sisteminin merkezi bir rol oynadigin1 gostermektedir.

SH Se- SH SH SH

I TrxR I I Reductase I

NADPH + H*X FADH- X X X
NADP* TI’XR [ Trx ] [Reductase ]

Sekil 2.21: Tiyoredoksin (Trx)/tiyoredoksin rediiktaz (TrxR)/nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) sisteminin katalitik redoks dongiisti (Zhang ve dig. 2020).

TrxR'ler bir¢ok farkli dokuda ve c¢ekirdek de dahil olmak {izere hiicresel
kompartmanlarda yaygin olarak ifade edilmektedir (Sun ve dig. 2001; Rozell ve dig.
1988). Memeli TrxR’lar1; sitozolik TrxR1, mitokondriyal TrxR2 ve testis spesifik
tiyol diizenleyici TrxR3 olmak iizere ti¢ farkli izoform olarak eksprese edilmektedir
ve selenosistein kalintis1 icermektedirler (Urig ve Becker 2006). TrxR’nin bakteriyel
ve memeli TrxR olmak tizere iki farkli formu bulunmaktadir. TrxR’ler molekiiler
agirliklarina gore, kiiclik TrxR’ler (yaklasik 35 kDa) ve biiylik TrxR’ler (yaklagik 55
kDa) olarak siniflandiriimaktadir (Bauer ve dig. 2003; Gilberger ve dig. 1998;
Speranza ve dig. 1973). Her iki grup da piridin niikleotid-disiilfid oksidorediiktaz
ailesine ait flavoproteinlerdir ve bir FAD prostetik grubuna, bir NADPH baglanma
bolgesine ve redoks-aktif bir disiilfid igceren aktif bir bolgeye sahip homodimerler
olarak islev gormektedirler. Ancak, bu iki TrxR tipinin amino asit dizilimleri ve

katalitik mekanizmalar1 birbirinden farklidir (Williams ve dig. 2000).

S. cerevisiae, ¢ogu Okaryot gibi, oksidatif strese kars1 koruma saglayan bir
sitoplazmik tiyoredoksin sistemine sahiptir. Bu sistem, iki tiyoredoksin (TRX1 ve
TRX2) ve bir tiyoredoksin rediiktazdan (TRR1) olugsmaktadir (Gan 1991). Trx1 ve
Trx2 delesyonunun, hiicre dongiisiinii etkileyerek (S fazinda uzama, G1 araliginda
kisalma) DNA sentez hizini azalttigi, vakuoler inheritansi engelledigi, hiicre boyutu
ve generation siiresini artirdigi, hiicreleri metiyonin/sistein i¢in oksotrofik hale
getirdigi cesitli ¢alismalarda ifade edilmektedir (Pedrajas ve dig. 1999; Xu ve
Wickner 1996; Muller 1995; Muller 1994; Muller 1991). Cogu organizmada oldugu

gibi maya tiyoredoksinleri antioksidan olarak aktif olup ROS tarafindan indiiklenen
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oksidatif strese kars1 korumada kritik roller oynamaktadir (Izawa ve dig. 1999; Kuge
ve Jones 1994). Tiyoredoksinlerin antioksidan islevlerinin biiylik bir kismi
peroksiredoksinler (Prx’ler) araciligiyla ger¢eklesmektedir. Trx2, antioksidan olarak
onemli bir rol oynamaktadir. TRX2 genini tasiyan ancak TRXI'den yoksun
mutantlar oksidatif strese karst normal diren¢ gosterirken, TRX2 eksikligi
hidroperoksitlere kars1 asir1 duyarlilik olusturmakta ve bu durum TRX2'nin oksidatif
stresle miicadeledeki temel islevini ortaya koymaktadir (Garrido ve Grant 2002).
Sonug olarak, TRX2 ekspresyonunun oksidatif stres kosullarina yanit olarak belirgin
sekilde arttigr, TRX1'in ise daha ¢ok yardimci veya yedek bir rol oynayarak,
TRX2'min antioksidan savunma saglamada yetersiz kaldigi durumlarda devreye
girdigi belirtilmektedir (Garrido ve Grant 2002). Maya, bir tiyoredoksin (Trx3) ve bir
tiyoredoksin rediiktaz (TrxR2) iceren tam bir mitokondriyal tiyoredoksin sistemi de
bulundurmaktadir (Pedrajas ve dig. 1999). Sitoplazmik ve mitokondriyal
tiyoredoksin sistemlerinin redoks durumlart birbirinden bagimsiz olarak korunmakta
ve hiicreler her iki sistemin yoklugunda da hayatta kalabilmektedir (Trotter ve Grant
2005). Mayadaki mitokondriyal tiyoredoksin sistemi, solunum metabolizmasi
sirasinda olusan oksidatif strese karst korunmada onemli bir rol oynamaktadir.
Bununla birlikte, mitokondriyal tiyoredoksin rediiktazin, tiyoredoksinden bagimsiz
bir antioksidan rolii oldugu bulunmustur. Deneysel bulgulara gore, TrxR2 genini
tasiyan mutantlar, Trx3 mutantlara kiyasla oksidatif strese daha duyarli hale gelirken,
Trx3 mutantlar1 oksidanlara karsi normal direng gostermektedir. Bu bulgu, TrxR2'nin
tiyoredoksinden bagimsiz olarak oksidatif strese karst koruma sagladigini
gostermektedir (Trotter ve Grant 2005; Pedrajas ve dig. 2000). Bir diger ¢alismada
ise; agir metal iyonlar1 igeren ortamda Trx ve TrxR gibi proteinlerin yapiminin
arttig1 ve bu proteinlerin S. cerevisiae hiicresel savunma mekanizmasinda esansiyel

oldugu bildirilmistir (Vido ve dig. 2001).

Son yillarda, TrxR'nin tiimdr gelisiminin baslatilmasindan biiyiime, invazyon
ve metastaza kadar olan farkli asamalarini inhibe ettigi fikrini destekleyen kanitlar
bulunmaktadir (Hellfritsch ve dig. 2015; Shinozaki ve dig. 2006; Khan ve Luduen
1991). 1llging bir sekilde, TrxR'nin asir1 aktivasyonu veya disfonksiyonu,
kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrolojik bozukluklar, tip 2 diyabet, HIV enfeksiyonu ve
kanser gibi gesitli hastaliklarin baslangici ile de iliskilidir (Holmgren ve Lu 2010;
Arnér 2009; Kondo ve dig. 2006; Gladyshev ve dig. 1999). TrxR seviyelerinin ve
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aktivitesinin azaltilmasi, kanser tedavisinde potansiyel bir yaklagim olarak
degerlendirilebilir; zira TrxR overekspresyonu, antikanser tedavilere karsi direng
gelisimiyle iliskilendirilmektedir (Patwardhan ve dig. 2022). Bu nedenle, TrxR
inhibitorleri oksidatif stresi indiikleyerek hiicre dongilislinii durdurma ve apoptoza yol
acma potansiyeline sahip antitimor etkiler gosterebilir. Trx1 ise yalnizea bir
antioksidan olarak degil, aynt zamanda miyokard enfarktiisii sonrasi ventrikiiler
yeniden sekillenmeyi engelleyen ve sinyal yolaklarimi diger kiigiik molekiillerle
etkilesim yoluyla diizenleyen Onemli bir hiicresel islev iistlenmektedir (Wande

2020).

2.5.2 Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistemler

Enzimatik olmayan antioksidanlar, serbest radikal zincir reaksiyonlarini
yakalayarak ve sonlandirarak ¢alismaktadir (Sekil 2.22) (Mironczuk-Chodakowska
ve dig. 2018). Bu antioksidanlarin bazilari suda ¢6ziiniip sitozolde veya sitoplazmik
matrikste yer alirken, digerleri yagda c¢oziinlip hiicre zarlarinda bulunmaktadir
(Moussa ve dig. 2019). Enzimatik olmayan antioksidanlara 6rnek olarak glutatyon
(GSH), iirik asit, bilirubin, koenzim Q, melatonin ve digerleri verilebilmektedir

(Janciauskiene 2020).

[ 107y

Cu/Zn-SOD Mn-SOD

(sitozol) (mitokondri)

NADPH

Fenton

reaksivonu
®OH |«—-— | H20: 388G
. GI8E GSH- NADP+ OH-Lipidil
Vitamin E« Lipid
Katalaz GSH-Px +O-tokoferol peroksitler
(peroksizomlar) (mitokcondri)
H20 + 02

Vitamin E
OH-tokoferol

Vitamin C Vitamin C-+
(Askorbat) (dehidroaskorbat)

.

Sekil 2.22: Antioksidan savunma sistemleri. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemler

birbirleriyle uyumlu ve sinerjik sekilde g¢alisarak hiicreleri serbest radikal hasarma karsi korur

(Sindhu ve dig. 2022 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).
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2.5.2.1 Indirgenmis Glutatyon (GSH)

Glutatyon ilk olarak Hopkins (1925) ile Kendall ve Loewen (1928) tarafindan
tanimlanan, antioksidan sistemde en bol bulunan hiicre i¢i antioksidanlardan birisidir
ve tiyol gruplar icermektedir. Molekiildeki iki karboksil ve bir amin grubu,
glutatyonun sulu ¢ozeltiler ve polar ¢oziiciiler iginde ¢oziinmesini saglamaktadir.
Ayrica, sistein birimine bagli olan tiyol grubu, glutatyonun biyolojik aktivitesine
katkida bulunmaktadir. Bu tiyol grubunun sagladigi antioksidan 6zellik sayesinde
glutatyon, hiicresel redoks dengesini korumak i¢in 6nemli bir redoks tamponu olarak
islev gormekte ve tiyol-disiilfid dengesinin korunmasina katkida bulunmaktadir.
Diisiik molekiiler agirlikli ¢oziinebilir antioksidan olan GSH; sistein, glutamik asit ve
glisin kalintilarindan olusan bir tripeptittir ve tiim hiicrelerde yaygin olarak
bulunmaktadir (Noctor ve dig. 2011). GSH, farkli dokularda sentezlenmekle birlikte,
karacigerdeki sentezi daha yogundur (Lu 2013; Forman ve dig. 2009). Glutatyon,
kendisini olusturan iki ana amino asitten (sistein ve glutamat) sentezlenmektedir ve
bu islem y-glutamil sistein ligaz (y-GCL) (diger adiyla glutamat sistein ligaz) ile
glutatyon sentaz (GS) enzimleri tarafindan ardisik iki  asamada
gerceklestirilmektedir (Sekil 2.23). Her iki asamada da ATP tiiketilmektedir (Zhao
ve dig. 2011). Ilk asamada, y-GCL katalizorliigiinde 6nciil amino asitler olan sistein
ve glutamat birlestirilerek bir dipeptid olusturulmaktadir. Bu islem sentez icin hiz
smirlayict adim olarak kabul edilmektedir. Ikinci asamada ise bu dipeptid, GS
katalizi altinda GSH olusturmak {izere glisin ile birlestirilmektedir (Deneke ve
Fanburg 1989). Glutatyon homeostazi, glutatyonun sentezi ve yikimi arasindaki
denge ile saglanmaktadir. Bu nedenle GSH geri doniisiim siirecine girererek y-
glutamil transpeptidaz ve dipeptidaz gibi enzimlerin aktivitesiyle pargalanip tekrar
kullanima hazir hale gelmektedir. y-glutamil transpeptidaz enzimi, hem okaryotlarda
hem de prokaryotlarda bulunmakla birlikte GSH’1 sistein, glisin ve y-glutamat olarak

ayristirmaktadir (Verma ve dig. 2015).

GSH (glutatyon), indirgenmis tiyol (GSH) ve oksitlenmis disiilfid (GSSG)
olmak tizere iki redoks formunda bulunabilmektedir (Giustarini ve dig. 2017).
Normal kosullarda, indirgenmis form agirlikli olarak toplam glutatyonun %98'inden
fazlasin1 olusturmaktadir (Ballatori ve dig. 2009). Glutatyonun her iki formu da

sitoplazma ve mitokondriyal membranda yer almaktadir. GSH ve GSSG arasindaki
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denge GPx ve GR enzim aktiviteleriyle iliskilidir. GPx, H20: veya diger organik
hidroperoksitlerin detoksifikasyonu sirasinda GSH'1 GSSG'ye oksitlerken GSSG, GR
enzimi ve NADPH varliginda yeniden GSH'a indirgenebilmektedir (Iskusnykh ve
dig. 2022).

GLUTATYON SENTEZI GLUTATYON GERI DONUSUMU
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Sekil 2.23: Glutatyon sentezi ve geri doniistimii (Stewart ve dig. 2022 tarafindan yapilan ¢alismadan

alimmis ve diizenlenmistir).

Glutatyon (GSH), cesitli islevlere sahiptir; ancak bunlar arasinda en énemlisi,
bir antioksidan olarak gorev yapmasidir. GSH'nin antioksidan islevi, enzimatik ve
enzimatik olmayan reaksiyonlar ile olusan reaktif oksijen tiirlerini azaltmaya
yoneliktir (Korge ve dig. 2015). Ayrica, C ve E vitaminleri gibi diger antioksidanlari
rejenere etmekte, oksidatif hasara ugramis biyomolekiillerin onarimina katkida
bulunmakta ve proteinlerin siilfidril gruplarinin indirgenmis durumda kalmasini
saglamaktadir (Tram ve dig. 2021; Alli ve dig. 2014; Chatterjee 2013). Bununla
birlikte, GSH'm ROS ile ilgili olmayan baska islevleri de bulunmaktadir. Ornegin,
GST enzimi aracihigiyla GSH'm ksenobiyotik bilesiklerle konjligasyonu
detoksifikasyonu saglamaktadir (Lushchak 2012). Ek olarak, GSH, prostaglandin ve
l16kotrien metabolizmasina katilmakta, aminoasitlerin tasmmmasinda yer almakta ve
basta demir ve selenyum olmak iizere mikronutrientlerin bagirsaklardan emilimini
desteklemektedir (Layrisse ve dig. 1984; Christ-Hazelhof ve Nugteren 1979). Ayrica

hiicre farklilasmasi ve cogalmasmin modiilasyonu, apoptoz, enzim aktivasyonu,
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ndrotransmisyon ve protein sentezi sirasinda sistein kaynagi olarak da islev

gormektedir (Gu ve dig. 2015; Schafer ve Buettner 2001).

Literatiirde GSH’1n; besin takviyeleri, kozmetik, ilag ve gida endiistrileri gibi
farkli alanlardaki uygulamalarina da vurgu yapilmaktadir (Do ve dig. 2021,
Schmacht ve dig. 2017). GSH, kimyasal ve biyolojik reaktiflerin pigmentlerini
stabilize etmek, c¢evresel kirlilik belirteci olarak, et ve meyvelerin raf omriini
uzatmak i¢in bir gida katki maddesi olarak ve kapsiil formunda bir gida takviyesi

olarak kullanilabilmektedir (Ilyasov ve dig. 2020; Pellegrini ve dig. 2020).

Glutatyon eksikligi, hiicresel oksijen tiiketimini dogrudan veya dolayli olarak
bozarak, hem oksijen tasima kapasitesini hem de enerji {iiretimini olumsuz
etkilemektedir. Insanlarda GSH eksikligi; karaciger sirozu, gastrointestinal ve
pankreatik inflamasyon, diyabet, akciger hastaliklari, norodejeneratif hastaliklar,
yaslanmaya bagli rahatsizliklar, kanser, kistik fibrozis, Alzheimer ve Parkinson gibi
cok sayida hastalikla iliskilendirilmektedir (Santos ve dig. 2022; Goschorska ve dig.
2019; Farhat ve dig. 2018; Gaucher ve dig. 2018; Pompella ve dig. 2007; Wu ve dig.
2004).

Mayada glutatyon biyosentezi, Gshl ile Gsh2 enzimlerinin katalizledigi ve
sistein, glutamat, glisin aminoasitleri ile iki ATP molekiiliinii iceren iki agamali bir
stiregtir (Sekil 2.24). Bazi bakterilerde ise bu biyokonversiyon, GshF adi verilen iki
islevli bir enzim tarafindan tek asamali bir yolla gerceklestirilmektedir. Bakterilerde
tirtiniin feedback inhibisyonu bulunmazken, maya hiicrelerinde GSH, Gshl enzim
aktivitesini inhibe edebilmekte ve glutatyonun asiri birikimi engellenmektedir.
ROS’un etkisizlestirilmesi siiresince, GSH okside olarak GSSG'ye doniismektedir.
Okside GSSG, glutatyon rediiktaz (Glrl) enzimi tarafindan NADPH bir kofaktor
olarak kullanilarak yeniden GSH'a indirgenmektedir. Aktif sekilde biiyiiyen
hiicrelerde, pentoz fosfat yolagi NADPH saglamaktadir (Raghavendran ve dig.
2020). Maya GLR1 geni normal aerobik biiylime i¢in gerekli degildir, ancak
oksidatif strese maruz kalma sirasinda ve aglik kosullarini takiben canlilik igin
gereklidir (Grant ve dig. 1996a,b). GSH okaryotlarda temel bir metabolittir ve GSH
biyosentezi eksik olan fareler hizla 6lmektedir (Shi ve dig. 2000). Benzer sekilde
maya hiicrelerinde de GSH esansiyel bir metabolittir ve normal biiylime kosullarinda

indirgen olarak gereklidir (Grant ve dig. 1996c). S. cerevisiae vahsi tip
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hiicrelerindeki GSH konsantrasyonu 1-10 mM araliginda veya daha da yiiksek
olabilmektedir (Drakulic ve dig. 2005; Ostergaard ve dig. 2004; Grant ve dig. 1996).

- )

lutamat, ATP ADP, Pi .. . :
. o glisin, ATP ADP, Pi 2ADP,2Pi 2ATP

\ / U v glutamat
sistein ~ ————————"P" —= _» glutatyon < sistein
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Sekil 2.24: Mayada glutatyon biyosentezi (Raghavendran ve dig. 2020 tarafindan yapilan ¢aligmadan

NADP+

alimmig ve diizenlenmistir).

Mayada GSH1 geni silinmis mutantlar, eksojen GSH yoklugunda
biiyiiyememekte, ancak smirli sayida hiicre boliinmesine ugramaktadirlar ve bu
stiregte, daha once biriktirdikleri GSH depolarin1 kullanmaktadirlar (Lee ve dig.
2001; Spector ve dig. 2001). Bu durum, gshl mutantlarinin eksojen GSH yoklugunda
strese duyarliligini inceleyerek oksidatif stres kosullarinda GSH'in roliinii belirlemeyi
amaglayan ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmasimi saglamistir. Elde edilen
sonuglar, GSH1’den yoksun mutantlarin peroksitler, siiperoksit anyonu, lipid
hidroperoksitler ve bunlarin yikim iriinleri ile agir metaller gibi oksidanlara genel
olarak duyarli oldugunu gostermistir (Thorsen ve dig. 2009; Evans ve dig. 1998;
Turton ve dig. 1997; Grant ve dig. 1996c).

Izawa ve dig. (1995) tarafindan yapilan bir baska caligmada, diger biiyiime
evrelerindeki hiicrelere kiyasla cesitli cevresel streslere karst daha direngli oldugu
bilinen stasyoner faz S. cerevisiae S288C hiicrelerinin hiicre i¢i GSH igeriginin, log
fazina kiyasla yaklasik 3 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ote yandan, Madeo
ve dig. (1999), gshl delesyon mutantlarinin glutatyon bulunmayan bir ortamda

bliyiitiilmesi sonucunda apoptotik hiicre 6liimiiniin tetiklendigini gézlemlemistir.
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Bir diger 6nemli ¢calismada, Saccharomyces cerevisiae yiiksek afiniteli glutatyon
tastyicist Hgtl/Optl'in overekspresyonunun, hiicre i¢i GSH seviyelerini birkac kat
artirdig1 ifade edilmistir. Ancak bu durum, bu susun parental susa kiyasla eksojen
glutatyon varligina kars1 hassasiyetinin artmasina neden olmustur. GSH toksisitesi bu

susta GSH birikiminin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir (Srikanth ve dig. 2005).

Yapl ve Met4, maya hiicrelerinde temel biyolojik siireclerde yer alan
transkripsiyon faktorleridir ve hiicresel metabolizmayr ve gen ekspresyonunu
diizenlemede kritik rollere sahiptir. Yapl ve Met4, siilfiir asimilasyon yollar1 ve
ayrica GSH1 geninin diizenlenmesinden sorumludur. Yapl'in transkripsiyonel
aktivitesi, oksidatif strese yanit olarak hiicre iginde belirli lokalizasyonlara
taginmastyla diizenlenmektedir. Oksidatif stres sirasinda Yapl, hiicre ¢ekirdegine
tasinmakta ve burada stres yanitini tetikleyen genlerin ekspresyonunu artirmaktadir.
Bu siireg, hiicrenin oksidatif hasara kars1 savunmasini gili¢lendiren bir mekanizmadir.
Oksidatif stres altinda Yapl, intramolekiiler bir disiilfid bagi olusturmakta ve
Saccharomyces cerevisiae'da GSH2 geninin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir.
Met4 ise siilflir metabolizmasini diizenleyen bir transkripsiyon aktivatoridiir ve
Ozellikle metiyonin ve sistein biyosenteziyle iliskili genlerin kontroliinde rol
oynamaktadir. Boylece Met4, glutatyon biyosentezinde dolayli olarak gorev
almaktadir. Ozetle, mayada GSH biyosentezi, Yapl ve/veya Met4’e bagimli bir
mekanizma ile diizenlenmektedir (Kurylenko ve dig. 2019; Orumets ve dig. 2012;

Suzuki ve dig. 2011; Wheeler ve dig. 2003).

Glutatyon biyosentezinin diger bir diizenleme mekanizmasi, substrat diizeyinde
regiilasyondur. Bu konuda yapilan caligmalar, 6zellikle glutatyonun onciil amino
asitlerinin maya kiiltlir ortamina eklenmesinin, hiicre ici GSH konsantrasyonunun
artirllmasma yardimer oldugunu goéstermektedir. Wen ve dig. (2006), sisteinin
glutatyon biyosentezi i¢in temel sinirlayict bilesen oldugunu belirtmislerdir. Ayrica,
Liang ve dig. (2008) ve Wang ve dig. (2007) tarafindan yapilan arastirmalar, kiiltiir
ortamina sistein eklenmesinin hiicre i¢i glutatyon konsantrasyonunu onemli 6l¢iide

artirdigin1 desteklemektedir.

Son olarak, S. cerevisiae’da glutatyon homeostazinin, glutatyon degradasyonu
ile etkili bir sekilde diizenlendigi gosterilmistir. Bu kapsamda, y-GT (y-glutamil

transferaz) yolagi ile sisteinilglisin peptidaz igeren DUG yolagimin mayalarda
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GSH’in degradasyonundan sorumlu oldugu ifade edilmektedir (Baudouin-Cornu ve
dig. 2012).

2.5.2.2 Vitaminler

Askorbik asidin (vitamin C) L-enantiomeri, insanlar i¢in hayati 6neme sahip,
suda ¢oziinebilen bir vitamindir. Indirgeme ajani olarak gérev yapan ve doku
biitiinligii, kollajen biyosentezi, ndroproteksiyon, hematopoez, 16kosit fonksiyonu
gibi 6nemli biyolojik siireglerde yer alan vitamin C, ROS’u ortadan kaldirmakta ve
serbest radikal temizleyici olarak islev gérmektedir (Njus ve dig. 2020; Pisoschi ve
Pop 2015). insanlar C vitaminini endojen olarak sentezleyememekte ve bu nedenle
diyet ile alim1 gerekmektedir (Carr ve Vissers 2013; Valdés 2006).

Vitamin C, hiicrelerin sulu fazinda bulunan yaygin bir antioksidandir ve
mitkemmel elektron verme yetenegi sayesinde serbest radikalleri kararli hale
getirmektedir (Pisoschi ve dig. 2021; Aziz ve dig. 2019). Askorbik asit, askorbil
radikali ve dehidroaskorbik asit iiretmek icin bir ve iki elektronlu oksidasyonlara
ugramaktadir (Carr ve Vissers 2013). Tek hidrojen atomu dondrii olarak gérev yapan
askorbik asit bu 6zelligi sayesinde bircok serbest radikali indirgeyebilmekte ve ara
tirlin olan monodehidroaskorbat esasen radikallerle reaksiyona girmektedir (Njus ve
dig. 2020).

Askorbik asit yiilksek konsantrasyonlarda pro-oksidan etkiler de
gosterebilmektedir. Ayrica, bu pro-oksidan aktivitesi, indirgenmelerini katalize
ederek ROS olusumuna neden olmasi nedeniyle siklikla metal iyonlariyla
iligkilendirilmektedir (Kazmierczak-Baranska ve dig. 2020; Njus ve dig. 2020;
Chakraborthy ve dig. 2014). Hiicre proteinleri, karbonhidratlar ve niikleik asitlerin
otoksidasyona oldukg¢a duyarli oldugu bilinmektedir. Ancak, askorbik asit ve iirik
asit gibi bilesenlerin bu tiir oksidasyonlara kars1 onemli bir koruma sagladig:
vurgulanmistir (Machlin ve Bendich 1987). Vitamin C, vitamin E ile isbirligi
yaparak, membranlarda ve lipoproteinlerde a-tokoferol radikalinden a-tokoferoliin
yeniden olusumuna katki saglamaktadir (Pryor 2000). Ayrica, hiicre i¢i glutatyon
seviyelerini artirarak protein tiyol gruplarint oksidasyona karst korumada 6nemli bir

rol oynamaktadir (Naziroglu ve Butterworth 2005).
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S. cerevisiae'nin anlamli miktarda L-askorbik asit tiretmedigi, bunun yerine
D-eritroaskorbik asit iiretiminin L-askorbik asitten daha fazla oldugu bilinmektedir
(Spickett ve dig. 2000). Eritroaskorbat biyosentezinde son adimi katalize eden ALO1
geninin silindigi suslarin, hidrojen peroksite ve siiperoksit anyonuna karsi duyarh
oldugu gosterilmistir (Huh ve dig. 1998). Sonug olarak, askorbik asidin maya

metabolizmasinda az ya da hi¢ rol oynamadig1 soylenebilmektedir.

Vitamin E (o-tokoferol) genellikle yagda ¢oziinebilen ve sekiz izoformu
bulunan bir vitamindir. Vitamin E'nin aktif formu olan a-tokoferol, hiicre tarafindan
lipid peroksidasyonundan korunmak i¢in kullanilan giiglii bir membran bagh
antioksidandir (Hensley ve dig. 2004; Pryor 2000). a-tokoferol, antioksidan bir
molekiil olarak islevini yerine getirebilmek icin, bir lipide veya lipid peroksil
radikaline bir hidrojeni vererek kendisini a-tokoferol radikaline doniistiirmektedir
(Kojo 2004). Bu doniisiim, a-tokoferoliin, oksidatif hasar olusturan serbest radikalleri

etkisiz hale getirme islevi igin gereklidir.

a-tokoferol ile askorbatin sinerjik etkilesimi, lipid peroksidasyonunun inhibe
edilmesinde oldukga etkilidir (Packer ve dig. 1979). Bu sinerjik etkilesimin, sadece
homojen ¢ozeltide degil, miseller, membranlar ve lipoproteinler gibi heterojen
sistemlerde de lipid peroksidasyonunu inhibe etmede oldukc¢a etkili oldugu
belirtilmektedir (Niki ve Noguchi 2004). a-tokoferol ve askorbat kombinasyonu,
lipoproteinler ve plazmanin oksidasyonunu engelleyebilmektedir. Ancak askorbatin
bulunmadigit  durumlarda  o-tokoferol, ‘tokoferol aracili  peroksidasyon'
mekanizmasiyla pro-oksidan bir etki gostermektedir (Bowry ve dig. 1992). Buna
karsilik, o-tokoferoliin  ubikinol veya ¢esitli polifenolik antioksidanlarla
kombinasyonu oksidasyonun sinerjik bir sekilde inhibe edilmesine olanak
saglamaktadir (Bowry ve dig. 1995).

E vitamininin ¢dziinebilir formu olan Trolox’un, maya hiicrelerinde hidrojen
peroksit ve siiperoksit seviyelerini azalttii, enzimatik antioksidanlarin aktivitesini
artirdigi bilinmektedir (Raspor ve dig. 2005). Ayrica, E vitamininin antioksidan
enzimlerin sentezini indiiklemede diizenleyici etkileri oldugu ifade edilmektedir

(Bronzetti ve dig. 2001).
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2.5.2.3 Polifenoller

Fenoller, bitki kokenli gidalarda yaygin olarak bulunan kimyasal bilesiklerdir.
Bitkiler, bunlar1 ikincil metabolizma friinleri olarak biiyiik miktarlarda
sentezlemektedir ve bazilar1 bitkinin fizyolojik islevleri i¢in hayati 6neme sahipken,
digerleri ise cevresel uyaranlar ve strese karsi savunma islevlerine katilmaktadir
(Bravo 1998). Polifenollerin ana gruplar fenolik asitler, stilbenler, lignanlar, fenolik
alkoller ve flavonoidlerdir (Bravo 1998). Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi,
cogunlukla yapilaria baglidir ve bu yapilar onlar1 metabolik oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarina katilmaya uygun hale getirmektedir (Zeb 2020). Yapilari, serbest
radikal substratlara proton transferi yoluyla hidrojen atomu veya elektron transferi
yaparak, ¢ogu oksitleyici tiirii temizlemelerine olanak tanimakta ve bdylece radikal
olmayan substratlar tiretilmektedir. Polifenoller, ¢oklu hidroksil ve karbonil gruplari
ile metal kompleksleri olusturarak metal iyonlarinin alimi yoluyla antioksidan olarak
hareket edebilmektedirler (Santos-Buelga ve dig. 2019). Ayrica, INOS
(indiiklenebilir nitrik oksit sentaz) aktivitesini engelleyerek NOe tarafindan
olusturulan oksidatif strese karsi miidahale edebilmektedirler. Bunun yani sira, XO
(ksantin oksidaz) ve NOX (NADPH oksidaz) gibi ROS iireten enzimlerin
aktivitelerini inhibe edebilmekte ve SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin
aktivasyonunu artirabilmektedirler (Shen ve dig. 2022; Orallo ve dig. 2002; Nijveldt
ve dig. 2001; Shoskes 1998).

2.5.2.4 Karotenoidler

Bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan renkli pigmentler olan
karotenoidler, eslesmemis elektronlar1 delokalize ederek ve tekli oksijeni bozunma
olmadan sonlimleyerek islev gormektedir (Mortensen ve dig. 2001). Bir¢ok
epidemiyolojik ¢aligmada karotenoid agisindan zengin diyetlerin cesitli dejeneratif
hastaliklar, 6zellikle kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve oftalmolojik hastaliklarin
riskini azalttig1 ifade edilmektedir (Mayne 1996). Karotenoidlerin bu koruyucu
etkileri, hiicreleri ve dokular1 oksidatif hasardan koruyan antioksidan aktiviteleri ile

iliskilendirilmektedir (Sies ve Stahl 1995). Hiicresel sinyallesmeyi etkileyebildikleri
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ve redoks-duyarli diizenleyici yolaklar tetikleyebildikleri de bilinmektedir (Stahl ve
dig. 2002).

Organizmada oksidatif kosullar altinda olusan c¢esitli radikaller arasinda,
peroksil radikalleri karotenoidler ile en etkili sekilde reaksiyona giren tiirlerdendir.
Bu radikaller, lipit peroksidasyonu siirecinde olusmaktadir ve bu tiirlerin
temizlenmesi, lipofilik bolgelerde hasara neden olan reaksiyon dizisini kesintiye
ugratmaktadir. Lipofilik 6zellikleri ve peroksil radikallerini temizleme yetenekleri
sayesinde, karotenoidlerin hiicresel membranlar ve lipoproteinleri oksidatif hasara

kars1 korumada 6nemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir (Sies ve Stahl 1995).

Karotenoidlerin antioksidan aktivitesinin, sistemdeki oksijen basincina bagl
oldugu bilinmektedir (Palozza 1998; Burton ve Ingold 1984). Fizyolojik kosullar
altinda ¢ogu dokuda bulunan diisiik kismi oksijen basinglarinda [-karotenin
oksidasyonu inhibe ettigi ancak, yiiksek oksijen basincinda pro-oksidan etkiler
gostermeye basladigi ifade edilmektedir. Ayrica, B-karotenin pro-oksidan etkilerinin,
yiiksek dozda B-karoten takviyeleri sirasinda gézlemlenen olumsuz etkilerle iligkili

olabilecegi diisliniilmektedir (Stahl ve Sies 2003).

2.5.2.5 Albiimin

Plazmanin redoks durumunun korunmasindan sorumlu ana hiicre dis1 protein
olan albiiminin ¢ok sayida fizyolojik islevi bulunmaktadir (Quinlan ve dig. 2005). Bu
islevler arasinda osmotik basincin diizenlenmesi, viicut bélmeleri arasindaki sivi
dagilimi, safra pigmentleri, kolesterol, yag asitleri ve ilaglarin tasinmasi yer
almaktadir (Mironczuk-Chodakowska ve dig. 2018). Diisiik albiimin konsantrasyonu,
ROS etkisi ve oksidan-antioksidan dengesizligi ile iliskili olan yaslanma siireci ve

kronik hastaliklarin gelisimi ile ilgilidir (Gomi ve dig. 2007; Visser ve dig. 2005).

Albiimin ¢esitli molekiil ve iyonlara baglanarak ROS {iretimini engellemek
suretiyle antioksidan etki gostermektedir. Ornegin, serbest demir ve bakir iyonlari
albiimine baglanarak Fenton reaksiyonunda katalizor gorevi gormeleri ve *OH
tiretmeleri engellenmektedir (Mironczuk-Chodakowska ve dig. 2018; Lloyd ve

Phillips 1999). Ayrica albiimin, metiyonin ve sistein gibi siilfiir iceren aminoasitleri

84



araciligryla serbest radikalleri dogrudan nétralize etmektedir (Di Simplicio ve dig.
1991). Bu rezidiiler, albiiminin toplam antioksidan aktivitesinin %40 ila %80'ini
olusturmaktadir (Otagiri ve Chuang 2009). Albiiminin bilirubin ve doymamis yag
asitlerine baglanarak bu bilesiklerin oksidasyonunu Onlemesi sebebiyle dolayli

antioksidan etkiler gosterdigi de bilinmektedir (Roche ve dig. 2008).

2.5.2.6 Bilirubin

Bilirubin, mononiikleer fagosit sistem tarafindan hemoglobin ve diger hem
proteinlerinin (miyoglobin, sitokromlar, CAT) parg¢alanmasi sonucu ortaya ¢ikan
oldukga hidrofobik, suda ¢6ziinmeyen bir tetrapirol tirevidir (Nocentini ve dig.
2022; Sticova ve Jirsa 2013). Birgok c¢alisma, yiiksek seviyelerde bilirubinin
yenidoganlarda toksik olabilecegini ve hatta hiperbilirubineminin agir beyin hasarina
ve Oliime yol acabilecegini ortaya koymaktadir (Bhutani ve dig. 2016; Lin ve dig.
2005). Bununla birlikte, orta diizeylerdeki bilirubin konsantrasyonlari, antioksidan ve
anti-inflamatuar 6zelliklerle iligkilendirilmistir (Ziberna ve dig. 2016; Zhou ve dig.
2016). Bilirubinin antioksidan 6zellikleri arasinda, 'O.'yi yiiksek verimlilikle
yakalamasi, Oz¢~ ve peroksil radikalleriyle reaksiyona girmesi ve H.O: veya organik
hidroperoksitlerde peroksidazlar icin indirgeyici bir substrat gorevi gormesi yer

almaktadir (Liu ve Hu 2002).

2.5.2.7 Urik Asit

Urik asit, piirin yikim yolag: tarafindan iiretilen diisiik molekiiler agirlikli
organik bir bilesiktir. Urik asit konsantrasyonlar1 normalin ¢ok iizerine ¢iktiginda,
obezite, insiilin direnci ve hiperiirisemiyi tetikleyebilmektedir (Fabbrini ve dig. 2014;
Klein ve dig. 2002). Ote yandan, iirik asit hidrofilik bir antioksidandir ve kan
serumunda serbest radikal temizleme aktivitesinin yaklasik %60'm1 olugturmaktadir
(Lippi ve dig. 2008; Ames ve dig. 1981). Bu organik bilesik, ONOO™, 'O, *OH,
H20: ve lipid peroksitler gibi reaktif tiirleri temizleyebilmektedir (Stinefelt ve dig.
2005). Urik asit H2O: ile reaksiyona girdiginde, diger serbest radikallerden daha

diisiik oksitleme potansiyeline sahip iirat radikalleri meydana gelmektedir ve bu
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radikaller, askorbik asit ile reaksiyona girerek lirik asidi yeniden olusturabilmektedir
(Bowman ve dig. 2010). Urik asit ayrica, demir ve bakir iyonlariyla stabil
kompleksler olusturmakta ve Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu gibi
serbest radikal reaksiyonlarimi engellemektedir (Stinefelt ve dig. 2005). SOD1 ve
SOD3 gibi antioksidan enzimlerin fizyolojik seviyelerini koruyup modiile ettigi de
bilinmektedir (Hink ve dig. 2002). Son olarak iirik asitin, vitamin C'ye kiyasla daha
etkili bir antioksidan 6zellik sergiledigi de ifade edilmistir (Mahajan ve dig. 2009).

2.5.2.8 Melatonin

Melatonin, triptofandan tiiretilen ve karanlikta epifiz bezinden salgilanan
diistik molekiil agirlikli endojen bir hormondur. Uzun bir siire, yalnizca omurgali
hayvanlara 6zgli bir hormon olarak kabul edilmelerine ragmen son zamanlarda
bakterilerde, alglerde, yiliksek bitkilerde ve omurgasizlarda da bulundugu tespit
edilmistir (Arnao ve dig. 2023). Melatonin; uyku, sirkadiyen ritim, bagisiklik, ireme
ve kan basinci kontrolii gibi farkli biyolojik fonksiyonlart diizenlemekten sorumlu

olan bir hormondur (Quera Salva ve dig. 2011; Pandi-Perumal ve dig. 2008).

Melatoninin anti-inflamatuar ve antioksidan Ozelliklere sahip oldugu da
bilinmektedir. Melatoninin serbest hidroksil radikallerini dogrudan nétralize etmek,
antioksidan enzimlerin aktivitesini artirmak, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon
verimliligini artirmak ve elektron sizintisin1 azaltarak ROS iiretimini diisiirmek ve
diger antioksidanlarin etkinligini artirmak gibi antioksidan islevleri bulunmaktadir
(Reiter ve dig. 2018; Miller ve dig. 2010; Reiter ve dig. 2003). Ayrica, kiigiik
molekiiler boyutu ile spesifik kimyasal yapist nedeniyle, melatonin biyolojik zarlari
gecip hiicre bilesenleriyle reaksiyona girebilmekte ve bdylece hiicresel ortamlarda
antioksidan koruma saglayabilmektedir (Othman ve dig. 2008). Hiicre zarinda veya
hiicre i¢i organellerde bulunan reseptorleri aracilifiyla da antioksidan islevlerini
yerine getirdigi bilinmektedir (Wang ve dig. 2011; Dubocovich ve dig. 2010). Son
olarak melatonin salgilanmasindaki azalma erken yaslanma ile iliskilendirilirken, bu
molekiiliin yeterli konsantrasyonunun kalp hastaligi, norodejeneratif hastaliklar ve

diyabet gibi ¢esitli hastaliklar tizerinde faydali etkileri bulunmaktadir (Reiter ve dig.
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2018; Devore ve dig. 2016; Navarro-Alarcon ve dig. 2013; Bonnefont-Rousselot ve
Collin 2010).

S.cerevisiae suslari ile yapilan bir ¢alismada, melatonin varliginda katalaz
aktivitesinin hafifce arttig1 ifade edilmistir. Melatonin varliginda biiylitiilen hiicreler,
H:0: ile indiiklenen oksidatif strese maruz birakildiginda, tiim test edilen suslarda
daha diisiik ROS birikimi ve lipid peroksidasyonu gézlemlenmistir. Bu nedenle,
oksidatif stresin bir sonucu olarak artan katalaz aktivitesinin, melatonin varliginda

daha diisiik oldugu belirtilmistir (Vazquez ve dig. 2018).

Tablo 2.3 S. cerevisiae'da 6nemli antioksidan savunma sistemleri (Perrone ve dig. 2008 tarafindan

yapilan ¢alismadan alinmig ve diizenlenmistir).

Isim Gen(ler) Konum Fonksiyon
Antioksidan metabolitler
Glutatyon Genel Redoks tamponu,
ksenobiyotiklerin atilimi
Ubikinon Mit, ER, Lipitte ¢6ziinen antioksidan,
Mem solunum zinciri bileseni
D-eritroaskorbat Sit? Suda ¢6ziinen antioksidan
Enzimler
Katalaz CTT1,CTAl Sit,Per H,O, dismutasyonu
Siiperoksit dismutaz SOD1 Sit, Mit, O dismutasyonu
Niik?
SOD2 Mit
SOD saperonu CCs1 Sit Sodlp'ye bakir yiikleme
Tiyoredoksinler TRX1,TRX2 Sit Deoksiriboniikleotid sentezi,

siilfat asimilasyonu, bazi
peroksidazlar i¢in kofaktor,
redoks kontrolii

Ditiyol glutaredoksinler GRX1,GRX2 Sit, Niik Cogu enzimatik islevde
tiyoredoksinler ile ortiigme
ve glutatyon peroksidaz

aktivitesi
Monotiyol GRX3,GRX4,  Niik, Mit Hiicreleri redoks
glutaredoksinler GRX5 matriks hasarindan koruyan

Fe/S kiime olusumu

Peroksiredoksinler AHP1, PRX1 Sit, Mit AlKil peroksitlerin
indirgenmesi
Tiyoredoksin peroksidaz TSAl Sit Peroksiredoksin aktivitesi,
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tiyoredoksin peroksidaz

aktivitesi
Siilfiredoksin SRX1 Sit, Nk Sistein-siilfinik asit
rezidiilerini indirgeme
Glutatyon peroksidaz GPX1,GPX2 Sit,Mem Okside lipid
hidroperoksitlerin
indirgenmesi
Fosfolipid hidroperoksit GPX3/0ORP1 Sit Tiyoredoksin peroksidaz
aktivitesi
Sitokrom c peroksidaz CCP1 Mit i¢ zar Mitokondride H20O:
boslugu indirgenmesi
Glutatyon sentezi GSH1,GSH2 Sit GSH'in agamali sentezi
Glutatyon rediiktaz GLR1 Sit GSSG'nin GSH'a
indirgenmesi
Pentoz fosfat yolagi ZWF1, GND1 Sit Okside glutatyon,
enzimleri TAL1,TKL1,2, glutaredoksinler ve
RPE1, tiyoredoksinlerin doniisiimii
icin NADPH {iretimi
ALO1, ARA2 Mit dis D-eritroaskorbat sentezi
zar?
Transkripsiyon faktorleri,
diizenleyiciler
Yaplp YAP1 Sit/Nik Oksidatif stres,
ksenobiyotikler,
kadmiyuma direng
Skn7p SKN7 Niik Yardimei transkripsiyon
faktorl, oksidatif stres
kosullarinda Yaplp ile
calisir ve ayrica
ozmoregulasyonda rol oynar
Msn2/4 MSN2,MSN4 Sit/Niik Is1, aglik, osmotik ve
oksidatif strese yanit
Yaplp-baglayici protein YBP1 Sit Yaplp'nin ¢ekirdek
lokasyonuna
yonlendirilmesinde yer alir
Hem aktive protein HAP1,2,3,4,5 Nk Solunum fonksiyonlarinin
diizenlenmesi
Metal-baglayici aktivator MAC1 Niik Bakir iyonu homeostazinda

ve H20,'in CTT1'i
indiiklemesinde yer alan
genlerin diizenleyicisi
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Cup2p ACE1/CUP2 Niik Cu-baglayici transkripsiyon
faktorii

*Sit: Sitoplazma; Mit: Mitokondri; ER: Endoplazmik retikulum; Per: Peroksizom; Niik: Niikleus;
Mem: Membran.

2.6 Biyomolekiillerde Oksidatif Stres Indiiklii Hasarlar

Onemli fizyolojik islevlere sahip olan reaktif tiirler diizenli sekilde belirli
miktarlarda iiretilmelerine ragmen bu iiretim dengesinin bozulmasi toksik oksidatif
strese yol agmaktadir. Oksidatif stres, redoks sinyallesmesini degistirmekle birlikte
hiicrelerde DNA, lipitler, proteinler gibi biyomolekiillere zarar verip hiicrelerin
normal islevlerinin bozulmasina neden olmaktadir. Membran lipitleri, yapisal
proteinler, enzimler ve niikleik asitlerdeki bu hasarlar anormal hiicre
fonksiyonlariin sergilenmesine yol agmaktadir (Forman ve Zhang 2021; Sies ve dig.
2017).

2.6.1 Lipitlerde Oksidatif Hasar

Hiicre zarlarinin temel bileseni olan lipidler hiicrelerin islevlerini
diizenlemede krittk ©neme sahiptir. Hiicre zarindaki fosfolipitlerin oksidatif
degisikliklere duyarliligl, membran ¢ift tabakasinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
ile membran1 olusturan yag asitlerinin kimyasal reaktivitesi olmak tizere iki temel
ozellige dayandirilmaktadir (Hulbert ve dig. 2007). Ilk 6zellik, oksijen ve serbest
radikallerin sulu c¢ozeltilerde oldugundan daha fazla ¢o6ziinebilecegi lipid cift
tabakasinin varligi ile ilgilidir. Bu durum, membranlarda oksijenin yogunlasabilecegi
bir i¢ organik fazin bulunmasina yol agmaktadir. Bu nedenle, organik bolgeler sulu
bolgelerden daha fazla serbest radikal igerebilmekte (Gamliel ve dig. 2008; Moller
ve dig. 2005) ve bu da membran lipidlerini oksidatif hasar i¢in birincil hedef haline
getirmektedir. Ikinci ozellik ise, fosfolipitlerin ¢oklu doymamis yag asidi
kalintilarinin  oksidasyona karsi son derece hassas olmasidir. Her membran
fosfolipidi, gliserol grubunun 2. hidroksil grubuna esterlesmis bir doymamis yag
asidi kalintis1 icermektedir. Bu yag asitlerinin cogu ¢coklu doymamis olup, iki ¢ift bag

arasindaki metilen grubunun varligi, bu yag asitlerinin ROS tarafindan indiiklenen
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hasara duyarliligini artirmaktadir. Yag asitlerinin oksidasyona duyarliligi, her yag
asidi molekiiliindeki ¢ift bag sayisina gore iissel olarak artmaktadir (Bielski ve dig.

1983; Holman 1954).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), kisa yar1 Omiirleri ve yiiksek reaktiviteleri
nedeniyle in vivo ve in vitro olarak dogrudan oOlglilmeleri olduk¢a zordur. Bunun
yerine, ROS oksidasyonu sonucu olusan triinler, daha kararli yapilar1 ve oksidatif
stresin  siddetini  gOsterebilmeleri nedeniyle biyolojik Orneklerde daha sik
incelenmektedir (Shulaev ve Oliver 2006). ROS indiiklii lipid peroksidasyonu, lipid
cift tabakanin gegirgenligi, akigkanligi ve hiicre biitliinligiinii 6nemli Olclide
degistirebildiginden hasar parametrelerinin degerlendirilmesinde bir gosterge olarak
kullanilmaktadir (Dix ve Aikens 1993). Lipid peroksidasyonunun, proteinlerin
membranlardaki konumu nedeniyle membran proteinlerine de zarar verebildigi

bilinmektedir (Catala 2009).

Lipid peroksidasyonunun makul seviyelerde gerceklesmesi hiicre
sinyallesmesi, bagisiklik tepkileri ve apoptoz gibi fizyolojik siireclerde dnemli roller
oynasa da, asir1 lipid peroksidasyonu hiicresel oksidatif stresle iliskilidir ve kalp
hastaliklar1 (Siegel ve dig. 2014), nérodejeneratif bozukluklar (Reed 2011), kanser
(Clemente ve dig. 2020), diyabet (Arora ve dig. 2013), katarakt (Babizhayev ve dig.
1988) gibi patolojik durumlara neden olabilmektedir.

2.6.1.1 Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu genel olarak, serbest radikaller veya radikal olmayan
tirler gibi oksidanlarin karbon-karbon ¢ift bag(lar) iceren lipidlere, 6zellikle de bir
karbondan hidrojen c¢ikarilmasini igceren ¢oklu doymamis yag asitlerine (PUFA'lar)
saldirdigi ve sonu¢ olarak sisteme oksijenin girmesi ile peroksil radikalleri ve
hidroperoksitlerin olustugu bir siire¢ olarak tanimlanabilmektedir (Yin ve dig. 2011).
Glikolipidler, fosfolipidler ve kolesterol de zarar verici peroksidatif aktivitenin iyi

bilinen hedefleridir.

Bir yag asidinin genel yapisi, bir ugta karboksil grubu, diger ucta ise metil

grubu bulunan bir hidrokarbon zincirinden olusmaktadir. Agil zincirinde tek bag
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bulunduran yag asitleri doymus yag asitleri ve iki veya daha fazla ¢ift bag igeren yag
asitleri ise 'coklu doymamuis yag asitleri' (PUFA) olarak adlandirilmaktadir (Calder
2005). Doymus vyag asitleri, fizyolojik kosullarda genellikle peroksidasyona
ugramamaktadirlar. Bunun temel sebebi, doymus yag asitlerinin karbon zincirlerinde
cift bag icermemesi ve dolayisiyla serbest radikal saldirilarina karsi daha direncli
olmalaridir. Doymus yag asitlerinde karbon-hidrojen baglarinin enerjisi yiiksektir ve
bu baglardan hidrojen atomunun koparilmasi olduk¢a zordur. Bu nedenle, ROS gibi
oksidatif ajanlar, doymus yag asitlerini oksitlemekte zorlanmaktadir. Buna karsin,
PUFA'lar, karbon zincirlerindeki ¢ift baglarin varligi nedeniyle oksidasyona daha
yatkindir (Hajeyah ve dig. 2020). Bu ¢ift baglar, hidrojen atomunun koparilmasi igin
gereken enerjiyi diisiirerek lipid peroksidasyonunun baslamasini kolaylastirmaktadir

(Kavakecioglu Yardimci 2017).

LPO siirecinin mekanizmalari tam olarak anlagilamamis olup, hem enzimatik
hem de enzimatik olmayan yollarla katalize edildigi disiiniilmektedir (Sekil 2.25)
(Jiang ve dig. 2021; Ayala ve dig. 2014). Enzimatik yolda, lipoksijenazlar (LOX) ve
P450 oksidorediiktazlar bu siirece dahil edilmektedir (Jiang ve dig. 2021; Kagan ve
dig. 2017). PUFA peroksidasyonunun enzimatik olmayan serbest radikal
mekanizmasi ise {i¢ asamada gergeklesmektedir (Yin ve dig. 2011; Girotti 1998;
Porter ve dig. 1995; Kanner ve dig. 1987) (Sekil 2.25). Baslangi¢c asamasi, hidroksil
radikalleri (*OH) veya peroksil radikalleri (ROO¢) gibi prooksidanlar tarafindan lipid
substratinin metilen karbonundan bir allilik hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla
baslamaktadir ve bu siireg, yiiksek derecede reaktif karbon merkezli bir lipid radikali
(L) tiretmektedir (Kelly ve dig. 1998). Yayilma asamasinda, molekiiler oksijen, Le
ile hizla reaksiyona girerek lipid peroksil radikali (LOO¢) olusturulmaktadir. LOOs
radikali antioksidanlar veya inhibitorlerin yoklugunda, baska bir lipid molekiiliinden
hidrojen atomu kopararak zincir reaksiyonunu devam ettiren yeni bir Le olugturmakta
ve birincil oksidasyon {iriinii olan lipid hidroperoksit (LOOH) tiretilmektedir. Aktif
LOOH, glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) varliginda stabilize lipid alkoliine (LOH)
doniistiiriilebilmektedir (Jiang ve dig. 2021; Maiorino ve dig. 2018). Sonlanma
asamasinda ise a-tokoferol (E vitamini) gibi antioksidanlar hidrojen atomu vericileri
olarak LOOe tiiriine hidrojen atomu vererek LOOH olusturulmakta ve nispeten
inaktif a-tokoferol fenoksil radikali iiretilmektedir (Cedrowski ve dig. 2016). Bu E

vitamini radikali ise bagka bir LOOs« ile reaksiyona girerek radikal olmayan iiriinler

91



olusturmaktadir. Ayrica, lipid hidroperoksitler (LOOH), demir veya diger metal
katalizorlerin varhiginda kararsizdir ¢linkii LOOH, reaktif alkoksi radikallerinin
olusumuna yol acan Fenton reaksiyonuna katilabilmektedir. Bu nedenle, demir
varliginda, zincir reaksiyonlar sadece yayilmakla kalmamakta ayni zamanda
amplifiye edilmektedir (Abd ElI 2012). Son olarak, yayilma asamasinda olusan
LOOH'lar, antioksidanlar veya GPX4 tarafindan sonlandirilmadiginda kararsiz hale
gelebilmekte ve malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi ikincil
tirtinler ile diger reaktif aldehitlerin olusumuna neden olabilmektedir (Gentile ve dig.

2017; Ayala ve dig. 2014).
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Sekil 2.25: Lipit peroksidasyon siireci. Baslama asamasinda, ¢oklu doymamis fosfolipitler (PUFA-
PLs) ile hidroksil radikalleri (*OH) gibi prooksidanlarin etkilesimi sonucunda karbon merkezli
fosfolipit radikali (PLe) olusur. Bu siire¢, lipoksijenazlar (LOX) ve P450 oksidorediiktaz tarafindan
katalize edilebilir. Yayilma asamasinda, fosfolipit radikali (PLe) hizla oksijenle reaksiyona girerek

yeniden diizenlenir ve fosfolipit peroksi radikali (PLOO¢) olusur. PLOOe, baska bir PUFA-PL
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molekiiliinden hidrojen ¢ekerek yeni bir PLe ve fosfolipit hidroperoksiti (PLOOH) iiretir. Olusan yeni
PLe, dogrudan yayilma agamasina geri donerek zincir reaksiyonunu siirdiiriir. Ancak GPX4 enzimi,
aktif PLOOH'" stabilize fosfolipit alkoliine (PLOH) doniistiirerek bu zincir reaksiyonunu durdurabilir.
Sonlanma agamasinda, antioksidanlar PLOO- ile reaksiyona girereck PLOH olusumunu saglar ve zincir

reaksiyonu sonlandirir (Xiao ve dig. 2024 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).

2.6.1.1.1 Lipid Peroksidasyon Uriinleri ve Hasar Tayini

Doymamis lipidlere oksidanlarin saldirisi sonucunda meydana gelen lipid
peroksidasyonunun lipoperoksidasyon tiriinleri arasinda 4-hidroksi-2-nonenal (4-
HNE), malondialdehit (MDA), akroleinler, oksilipinler, izoprostanlar ve oksisteroller
gibi bilesikler bulunmaktadir (Gianazza ve dig. 2021). Son derece reaktif olan bu
tiriinler DNA, proteinler veya diger lipidler gibi biyomolekiillerle etkilesime girerek
birgok biyolojik etkiye yol agmaktadir (Gianazza ve dig. 2021; Bartsch ve Nair
2006). MDA, LPO'nun en mutajenik yan {iriinii iken 4-HNE en toksik olanidir (Li ve
dig. 2022).

4-HNE, ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) n-6 zincirleri igeren oksitlenmis
fosfolipitlerin enzimatik ve enzimatik olmayan oksidatif yollarla parcalanmasi
sonucu olusan baslica lipit oksidasyon triinlerinden biridir (Spickett 2013). Tiyoller
ve amino gruplartyla hizli reaksiyona girmesi nedeniyle toksik ozellik gosteren 4-
HNE; lipidler, proteinler ve niikleik asitlerde kovalent adiiktler olusturarak onemli
biyolojik komplikasyonlara yol actigi bilinmektedir (Schaur 2003). Yiiksek
reaktivitesi sayesinde 4-HNE, hem bir sinyal molekiili hem de lipid
peroksidasyonunun zararli bir liriinii olarak ¢ift fonksiyona sahiptir (Ayala ve dig.
2014). 4-HNE’nin; ROS olusumu ve inflamasyona yol agabildigi, hiicre sinyallesme
mekanizmalarini degistirebildigi ve hiicrelere zarar vererek dliime (apoptoz) neden
olabildigi bilinmektedir (Ayala ve dig. 2014). 4-HNE, biyolojik etkilerini diisiik
mikromolar konsantrasyon araliklarinda gostermektedir (Esterbauer ve dig. 1991).
Yapilan ¢alismalar, 4-HNE'nin belirli durumlarda kemotaktik proteinleri ve sitokin
ifadesini indiikleyebilecegini, bagisiklik yanitini tetikleyebilecegini ve sonug olarak
redoks dengesini bozarak doku hasarini artirabilecegini gostermistir (Breitzig ve dig.

2016; Shoeb ve dig. 2014; Ayala ve dig. 2014).
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Lipid peroksidasyonunun bir diger {iriinli olan MDA, arasidonik asitin
enzimatik oksijenasyonunun bir iriinii olarak veya n-3 ve n-6 yag asitleri
oksidasyonunun son iiriinii olarak olusabilmektedir (Ayala ve dig. 2014). MDA da
oldukca reaktif bir molekiil olup hiicrelerin yapisini, islevini ve yanitini
degistirebilecek capraz baglanma iiriinlerinin olusumu bu molekiil igin tipiktir
(Gianazza ve dig. 2021; Ayala ve dig. 2014). MDA’ nin, DNA’da deoksiadenozin ve
deoksiguanozin ile etkilesime girerek mutajenik DNA adiiktlerinin olusumuna Yyol
acabilecegi bilinmektedir (Feng ve dig. 2006; Niedernhofer ve dig. 2003). Ratlarda
kanserojen oldugu tespit edilen MDA’nin, bakteri ve memeli hiicreleri iizerinde
yapilan deneylerde mutajenik etkiler gosterdigi rapor edilmistir (Caliskan-Can ve
dig. 2010; Niedernhofer ve dig. 2003). Ayrica, MDA adiiktlerinin proteinler {izerinde
birikmesi sonucu lipofuskin olusumu meydana gelmektedir (Pamplona 2008).
Lipofuskin, hiicrelerde biriken ve genellikle yaglanma veya oksidatif stres ile iligkili
olan bir tiir yaslanma pigmentidir (Gray ve Woulfe 2005). Lipoksidatif reaksiyonlar
yoluyla olusan lipofuskin, par¢alanamayan bir intralizozomal floresan pigment

ozellik gostermektedir (Terman ve Brunk 2004).

MDA ve 4-HNE'ye ek olarak oksilipinler, PUFA'lardan oto-oksidasyon,
siklooksijenaz, lipoksijenaz, sitokrom P450, 15-hidroksiprostaglandin dehidrogenaz
ve ¢Oziiniir epoksit hidrolaz enzimleri yoluyla tiiretilen biyolojik olarak aktif lipit
metabolitlerdir. Oksilipinlerin inflamasyon, agr1 yaniti, hiicre adezyonu, apoptoz,
anjiyogenez, kan pihtilasmasi ve damar gegirgenligi gibi hem olumlu hem de
olumsuz etkiler gosterebildigi bilinmektedir (Agagiindiiz ve dig. 2024; Dyall ve dig.
2022; Shipelin ve Sidorova 2020).

HODE (hidroksioktadekadienoik asit) ve okso-ODE (okso-oktadekadienoik
asit) ise, linoleik asit (LA) oksidasyonunun biyolojik olarak aktif diriinleridir.
Viicuttaki LA rezervleri ve oksidatif stresin, HODE ve okso-ODE gibi oksitlenmis
LA metabolitlerini (OXLAM) artirdigr ifade edilmektedir (Schuster ve dig. 2018;
Ramsden ve dig. 2012). LA tiikketimi arttikga, OXLAM olusum potansiyelinin arttig
ve OXLAM'arm, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve Alzheimer hastalig1 gibi
cesitli hastaliklarla baglantili oldugu vurgulanmaktadir (Mercola ve D’ Adamo 2023).

Lipid peroksidasyonundan tiireyen aldehitler, radikallerin aksine, membranlara

kolaylikla difiize olabilmekte ve iiretildikleri alanlardan uzakta dahi sitoplazmay1 ve
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cekirdekteki herhangi bir proteini degistirebilmektedir (Negre-Salvayre ve dig.
2008). Bu noktada, biyolojik numuneler ve gida iiriinlerindeki oksidatif hasar1 tespit
etmek icin kullanilan en yaygm yontem, MDA ile tiyobarbitiirik asitin (TBA)
reaksiyona girerek olusturdugu kirmizi-mor renkli kompleksin spektrofotometrik
olarak oOlgiilmesine dayanan tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) testidir.
Kompleksteki renk yogunlugu, 6rnekteki MDA miktari yansitmakta ve yiiksek
MDA seviyesi daha yogun bir renk olusumuna yol agmaktadir (Papastergiadis ve
dig. 2012; Schmedes ve Holmer 1989). TBARS testi, kolay ve ekonomik bir yontem
oldugu icin klinik laboratuvarlarda MDA’nin rutin analizi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, TBARS testinin duyarlilik ve 6zgiillikk eksikligi nedeniyle
kullanimi tartismalidir. Bunun nedeni, TBA'nin sekerler, aminoasitler, bilirubin ve
albiimin gibi cesitli kimyasal olarak reaktif karbonil grubu iceren bilesiklerle
reaksiyona girme olasiligidir. Bu durum, kolorimetrik ve fluorimetrik MDA
Ol¢timlerinde hataya neden olmaktadir (Ito ve dig. 2019). TBARS testinin 6zgiilligi,
HPLC, GC-MS, GC-MS/MS ve LC-MS/MS ile 6nemli 6lgiide artirilmaktadir (Ito ve
dig. 2019; Tsikas 2017; Young ve Trimble 1991; Louis ve dig. 1986). Ayrica,
MDA'y1 tespit etmek icin ELISA kitleri ve TBARS kitleri de kullanilmaktadir (Ito ve
dig. 2019; Jakovljevic ve dig. 2012; Bevan ve dig. 2003).

2.6.2 Proteinlerde Oksidatif Hasar

Proteinler; oksidasyon, metilasyon, fosforilasyon, asetilasyon, ubikitinasyon,
glikozilasyon gibi gesitli post-translasyonel modifikasyonlarin hedefidir. Biyosentez
sonrast bu kimyasal modifikasyonlar, proteinlerin yapilarim1 ve islevlerini
cesitlendirmekte ve nihayetinde biyolojik islevlerinde degisikliklere yol agmaktadir.
Reaktif oksijen, azot ve halojen tiirleri dahil olmak {izere bir¢ok reaktif tiir,
proteinlerin aminoasit kalintilarini (sistein, metiyonin, tirozin, lizin, arginin) oksidatif
olarak modifiye edebilmekte ve bu durum bir dizi oksidatif iirliniin olugsmasina yol
agmaktadir (Gonos ve dig. 2018; Mgller ve dig. 2011; Chakravarti ve Chakravarti
2007; Davies 2005; Stadtman ve Levine 2003). Reaktif tiirler ile antioksidan
savunma arasindaki dengesizlik, prooksidanlarin etkisiyle proteinlerin oksidatif post-
translasyonel modifikasyonunu kolaylastirmaktadir (Wall ve dig. 2012; Stadtman ve

Levine 2003). Bu durum proteinlerin aktivitesini diisirmekle birlikte hiicre
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fizyolojisi iizerinde zararli etkilere neden olabilmektedir. Proteinlerin oksidatif
modifikasyonu ve modifiye proteinlerin birikimi, yaslanma ve gesitli hastaliklarin
gelisimi ile iligkilendirilmektedir. Bu hastaliklar arasinda ateroskleroz, kronik
akciger hastaligi, kronik bobrek yetmezligi, diyabet, norodejeneratif hastaliklar ve
sepsis yer almaktadir (Gianazza ve dig. 2021; Krisko ve Radman 2019; Dalle-Donne
ve dig. 2003). Ote yandan, bazi reaktif tiirler, sistein gibi belirli aminoasit
kalintilartyla reaksiyona girerek hiicre sinyallesmesini tetiklemekte ve fizyolojik ve
patolojik siireglere katilmaktadir (Wall ve dig. 2012; Winterbourn ve Hampton
2008).

2.6.2.1 Protein Karbonilasyonu

Proteinler; reaktif oksijen tiirleri, lipid peroksidasyon tiirevi aldehitler ve
indirgen sekerler dahil olmak iizere cok sayida reaktif tiir tarafindan oksidatif olarak
modifiye edilmektedir. Farkli oksidatif modifikasyonlar arasinda, proteinlerin
aminoasit yan zincirlerine aldehit, keton ve laktam gibi karbonil gruplarinin
eklenmesi, proteinlere yonelik oksidatif hasarin baslica isareti olup buna ‘protein
karbonilasyonu’ adi verilmektedir (Fedorova ve dig. 2014; Bollineni ve dig. 2013).
Enzimatik olmayan geri doniisiimsiiz bir post-translasyonel modifikasyon olarak da
tanimlanan  protein  karbonilasyonu, polipeptit  zincirinde konformasyonel
degisikliklere yol agarak protein fonksiyonunun kaybina neden olmaktadir (Hecker
ve Wagner 2018; Dalle-Donne ve dig. 2006).

Karbonil gruplarinin proteinlere dahil edildigi c¢esitli oksidatif yollar
bulunmaktadir (Sekil 2.26). Bunlardan ilki, karbonil gruplarinin proteinlerin
aminoasit yan zincirlerine ROS'lar veya oksitlenmis polifenoller tarafindan dogrudan
oksidasyon yoluyla eklenmesidir (Ishii ve dig. 2010; Stadtman ve Levine 2003;
Stadtman 1990). Bu noktada proteinlere yonelik oksidatif hasarin en Onemli
mekanizmas1 metal katalizli oksidasyondur ve proteinlere bagl karbonil olusumunun
bir kaynagi olarak gosterilmektedir (Stadtman 1993; Stadtman 1990). Siireg,
H-O:’nin iiretilmesi ve Fe** ile Cu" gibi gegis metallerinin uygun bir elektron dondrii
tarafindan indirgenmesini icermektedir. Indirgenmis metal iyonlar1 proteinlerdeki

spesifik metal baglanma bolgelerine baglanmaktadir ve H2O: ile Fenton reaksiyonu
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yoluyla son derece reaktif hidroksil radikalleri olusturulmaktadir. Radikal olusumu
ise, aminoasit yan zincirlerinin oksidasyonuna, proteinler arasi ¢apraz bag olusumuna
ve protein omurgasinin oksidasyonuna yol agarak protein parcalanmasiyla
sonuglanabilmektedir (Stadtman ve Levine 2003; Stadtman ve Berlett 1991).
Hidroksil radikalinin bazi aminoasit yan zincirlerine saldirisi ile yan zincirlerin
aldehit veya ketonlara okside olmasi sonucu en yaygin olusan karbonil {iriinleri
arasinda, lizinden tiireyen a-aminoadipik semialdehit ve arjinin ile prolinden tlireyen
y-glutamik semialdehit bulunmaktadir (Meller ve dig. 2011; Chavez ve dig. 2010;
Requena ve dig. 2001). Karbonil gruplar1 ayrica, hidroksil radikali saldirisindan
sonra a-amidasyon yoluyla protein omurgasinin hidrolizi sonucu da olusabilmektedir
(Stadtman ve Berlett 1991). Proteinlerde karbonil gruplarinin olustugu ikinci
oksidatif yol ise, doymamis lipitler ve indirgenmis sekerler gibi molekiillerin
oksidatif yan firlinleri ile proteinlerin kovalent modifikasyonudur (Henning ve
Glomb 2016; Uchida 2000). Oksidatif stresin tetikledigi bir siire¢ olan ve LPO
sonucu olusan aldehitlerin (4-hidroksi-2-nonenal (HNE), malondialdehit (MDA),
akrolein gibi) proteinlerle reaksiyonu, proteinlere karbonil gruplarinin eklenmesine,
capraz baglanmalara, oligomerizasyon ve agregasyon siireclerine yol a¢gmaktadir
(Moldogazieva ve dig. 2019). Bu siiregler, hiicre i¢i hasar, bozulmus hiicresel islevler
ve nihayetinde hiicre 6liimiine neden olarak yaslanma ve ¢esitli yasa bagl kronik
hastaliklara katkida bulunmaktadir (Moldogazieva ve dig. 2019; Castro ve dig.
2017).  Protein  karbonilasyonu  glikasyon/glikoksidasyon  yoluyla  da
gerceklesebilmektedir. Glikasyon (glikoz veya fruktoz gibi indirgen sekerlerin
karbonil gruplart ile lizin veya arginin gibi aminoasit yan zincirlerinin amino
gruplarinin enzimatik olmayan reaksiyonu) ile Amadori ve/veya Hynes iiriinleri
olugmaktadir. Glikasyon siirecine oksidatif stresin eklenmesiyle gerceklesen
glikoksidasyon reaksiyonunda ise, glikatlanmig kalintilar, ROS tarafindan daha da
ayristirilarak karbonillenmis bilesikler tasiyan ileri glikasyon son iiriinlerine (AGE)
dontstiriilmektedir (Fedorova ve dig. 2014). Bu tiirevler; diyabet, tiremi, katarakt,
karaciger sirozu, ateroskleroz, osteoartrit ve cesitli noérodejeneratif hastaliklar gibi
bir¢ok kronik hastaligin patogenezi ile yakindan iliskilendirilmektedir (Arena ve dig.
2014). Son olarak, hiicre dis1 matris proteinlerindeki lizin kalintilarinin lizil oksidaz

tarafindan enzimatik karbonilasyonu da bilinen bir modifikasyondur (Csiszar 2001).
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Sekil 2.26: Karbonil gruplarinin proteinlere eklendigi oksidatif yollar (Ciacka ve dig. 2020 tarafindan

yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).

2.6.2.1.1 Karbonillenmis Proteinlerin Tayini

Karbonile aminoasitler ve bunlarin asit hidrolizi sirasinda indirgenmis
tirinlerinin modifikasyonu ve tahribi gibi kimyasal zorluklar, protein karbonillerin
miktarinin belirlenmesini engellemektedir (Requena ve dig. 2001; Ayala ve Cutler
1996). Ayrica, protein karboniller ayirt edici bir UV-visible absorbsiyon veya
floresans Ozelligi tasimadigindan, igerikleri dogrudan spektrofotometrik olarak
Ol¢iilememektedir. Bu nedenle, protein karbonillerinin tespiti ve miktar tayini
yalmizca  karbonil  gruplarina  6zgli  kimyasal  problar  kullanilarak

gerceklestirilebilmektedir (YYan ve Forster 2011).

Karbonillenmis proteinler genellikle aminoasit yan zincirlerinin karbonil
gruplariyla reaksiyona girerek kararli 2,4-dinitrofenil (DNP) hidrazonlar olusturan ve
365-375 nm'de karakteristik maksimum absorbans gosteren 2,4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH) kullanilarak 6l¢iilebilmektedir (Dalle-Donne ve dig. 2003; Levine ve dig.
1994). DNP-protein adiiktleri spektrofotometrik analiz ve yiliksek performansli sivi
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kromatografisi (HPLC) ile belirlenebilmektedir (Malik ve Mukherjee 2022; Yang ve
dig. 2006). Ticari olarak temin edilebilen, DNP'ye kars1 yiiksek oOzgiillige sahip
monoklonal antikorlar kullanilarak gelistirilen immiinokimyasal testler, dokulardaki
karbonillenmis proteinleri belirlemek ig¢in kullanilmaktadir. Biyolojik 6rneklerdeki
DNP-protein adiiktlerin tespiti, enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA), tek
boyutlu veya iki boyutlu elektroforez ve ardindan Western blotlama yontemleri ile
yiiksek hassasiyetle gerceklestirilebilmektedir (Dalle-Donne ve dig. 2003; Buss ve
dig. 1997; Levine ve dig. 1994). Ayrica bahsi gecen yontemler kullanilarak karbonil
tirevlerinin, yaslanma (Cabiscol ve dig. 2014), diyabet (Telci ve dig. 2000),
norodejeneratif hastaliklar (Choi ve dig. 2005; Floor ve Wetzel 1998), romatoid ve
osteoartrit (Mantle ve dig. 1999) gibi ¢esitli hastaliklarin gelisiminde doku

proteinlerinde biriktigi gosterilmistir.

2.6.3 DNA’da Oksidatif Hasar

Temel genetik materyal olan DNA, endojen ve ecksojen reaktif tiirler
tarafindan bircok kimyasal modifikasyona ugrayan son derece dinamik bir
molekiildiir. Niikleik asitlerin oksidatif olarak hasara ugramasi, biyomolekiiller
arasinda gozlemlenen en tehlikeli modifikasyonlardir ve genetik bilginin
yorumlanmasini ve iletimini etkileyebilen fizikokimyasal degisiklikleri icermektedir
(Auboeuf 2020). Reaktif tiirlerin neden oldugu DNA hasarinin yaslanma (Bertram ve
Hass 2008), norodejeneratif hastaliklar (Coppede ve Migliore 2015), kanser (Zhao ve
dig. 2023) ve romatoid artrit (Altindag ve dig. 2007) gibi ¢esitli patolojik durumlarda
yaygin olarak goriilmesi, ROS ve DNA arasindaki baglantiya olan ilginin artmasina

yol agmustir (Sekil 2.27).
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Sekil 2.27: Oksidatif DNA hasar1 ve iligkili hastaliklar (Galano ve dig. 2018 tarafindan yapilan

calismadan alinmig ve diizenlenmistir).

DNA’da reaktif tiirler, azotlu bazlar ve deoksiriboz ile etkilesime girerek
ciddi oksidatif reaksiyonlara neden olmaktadir. Niikleik asitlere dogrudan zarar veren
ROS, oldukg¢a reaktif olan *OH radikalidir. *OH, DNA'nin piirin veya pirimidin
bazlarinin ¢ift baglarina eklenerek ve timinin metil grubundan ya da 2-deoksiriboz
sekerinin CH baglarinin her birinden bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi yoluyla
DNA ile reaksiyona girmektedir (Chao ve dig. 2013; Dizdaroglu ve Jaruga 2012;
Cooke ve dig. 2003). Reaktif tiirlerle etkilesimler sonucunda, bazlarin yapisinda
degisim, zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglarin olusumu, DNA’nin proteinlerle
capraz baglanmasi, DNA zincirinde tek/gift =zincir kirilmalari, kromozom
fragmentlerinin delesyonu veya translokasyonu, intramolekiiler siklizasyon veya
kiimelenmis bolgelerin olusumu meydana gelmektedir (Cannan ve Pederson 2016;
Tretyakova ve dig. 2015; Dizdaroglu ve Jaruga 2012; Jena 2012; Lee ve Pervaiz
2011; David ve dig. 2007; Jena ve Mishra 2005). Bu tiir hasarlarin birikmesi, genetik
bilginin degismesine ve sonu¢ olarak mutagenez ve hiicre apoptozuna yol

acabilmektedir (Ba ve Boldogh 2018).

DNA'daki tiim bazlar arasinda guanin en diisiik oksidasyon potansiyeline

sahip olup bu durum onun farkli reaktif tiirlerin siirekli saldirisina ugramasina neden
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olmaktadir (Psciuk ve dig. 2012). Oksidasyon, nitrasyon, halojenasyon ve alkilasyon
ile olusan guanin modifikasyonlari, 6liimciil lezyonlarin sebepleridir (Jena ve Mishra
2012). Farkli guanin lezyonlari, DNA zincirleri ve proteinlerle ¢apraz baglar
yapabilmekte ve DNA zinciri yapisii ve transkripsiyonunu etkileyebilmektedir
(Niles ve dig. 2006; Abdulnur ve Flurry 1976). *OH'nin tercihen DNA'daki guanin
bazin1 oksitledigi ve bir¢ok guanin oksidasyon iiriinleri arasinda dncelikle 8-hidroksi-
2'-deoksiguanozin (8-OHdG) olusturdugu iyi bilinmektedir (Cooke ve dig. 2003;
Dizdaroglu ve Jaruga 2012). Niikleer ve mitokondriyal DNA'da, 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OHdG) veya 8-okso-7,8-dihidro-2’-deoksiguanozin (8-oxodG),
serbest radikal indiiklii oksidatif lezyonlarin baskin formlarindan biridir ve bu
nedenle oksidatif stres i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Valavanidis ve
dig. 2009). 2'-deoksiguanozinin hidroksil radikalleriyle tepkimesi sonucunda radikal
adiiktler  olugmaktadir. Bu  adiiktler indirgenerek  7-hidro-8-hidroksi-2'-
deoksiguanozine doniismekte ve oksidasyon ile 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-
OHdG) veya onun tautomeri olan 8-o0kso-7-hidro-2'-deoksiguanozin (8-oxodG)
meydana gelmektedir (Sekil 2.28) (Valavanidis ve dig. 2009). Transkripsiyon faktorii
baglanma bolgelerinde bulunan GC agisindan zengin diziler, hasara karsi en duyarl
olanlardir. Bu bdlgelerde 8-oxoG modifikasyonunun olusmasi, ilgili genlerin
ekspresyonunu degistirmektedir (Ghosh ve Mitchell 1999). 8-oxoG'ye ek olarak 5-
hidroksimetilurasil (5-OHMeUra) veya 8,5'-siklo-2'-deoksiadenozin (siklo-dA) gibi
baska DNA lezyonlar1 da gdzlemlenmektedir (Birben ve dig. 2012). Ilk lezyon, 5-
metilsitozin (5-MeCyt) oksidasyonu sonucunda meydana gelmekte ve yanlis DNA
metilasyon modellerine neden olabilmektedir. Bu durum, gen susturulmasina,
kromatin organizasyonunda bozulmalara ve hatali DNA onarim mekanizmalarina yol
agcmaktadir (Song ve Pfeifer 2016; Birben ve dig. 2012). TATA dizisinde meydana
gelen siklo-dA ise, bu dizinin proteinlerle etkilesimini sinirlamakta ve gen

transkripsiyonunun inhibisyonuna neden olmaktadir (Marietta ve dig. 2002).
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Sekil 2.28: Oksidatif hasar biyobelirtegleri olan 8-OHdG ve 8-0xodG'nin olusumu (Valavanidis ve

dig. 2009 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).

2.6.3.1 Apurinik/Apirimidinik Bolgeler, Oksidatif DNA-Protein Capraz

Baglar ve Onarim Mekanizmalari

Genomda DNA hasarinin yaygin formlar1 abazik bolge olarak da bilinen
apurinik/apirimidinik (AP) bolgelerdir (Sekil 2.29) (Lindahl 1993; Lindahl ve
Andersson 1972). AP bolgeleri, ya su aracili depiirinasyon/depirimidinasyon yoluyla
spontan olarak olugmakta ya da oksitlenmis ve modifiye olmus bazlarin DNA

glikozilazlar tarafindan uzaklastirilmas: sonucu meydana gelmektedir (Lindahl
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1993). Bu genetik kod veremeyen AP bolgeleri mutajeniktir ve DNA replikasyonu
ve transkripsiyonunu engelleyebilmektedir (Tornaletti ve dig. 2006; Loeb ve Preston
1986). Memeli ve maya hiicrelerinde AP bélgelerini onaran birincil enzim, baz
eksizyon onarim (BER) yolu araciligiyla islev goren AP endoniikleazdir (Li ve
Wilson 2014; Tell ve dig. 2009; Boiteux ve Guillet 2004). AP endoniikleazlar, DNA
onarim islevinin yami sira, birgok transkripsiyon faktoriiniin redoks aktivatorii ve
bircok genin dogrudan transkripsiyonel diizenleyicisi olarak islev gormektedir

(Kelley ve dig. 2012; Bhakat ve dig. 2009).

hasarh bazlar uygunsuz baz normal
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Sekil 2.29: S. cerevisiae'daki spontan AP bélgelerinin orijini, onarimi ve biyolojik sonuglari. DNA'da
AP bolgeleri, normal purinlerin veya hasar gormiis bazlarin N-glikozidik baglarinin spontan hidrolizi
ile ve normal, uygunsuz ve hasar gérmiis bazlarin DNA N-glikozilazlar1 tarafindan eksizyonu ile
olusur. Bu hasarlarin onarimi, baz eksizyon onarimi (BER), niikleotid eksizyon onarimi (NER) ve
rekombinasyon gibi mekanizmalarla yapilir. Bu onarim yollari, hatasiz bir sekilde AP bolgelerini
diizeltir. AP bolgeleri ayrica ¢ogunlukla mutajenik olan TLS (Translesyon DNA Sentezi) yoluyla
tolere edilebilir ve béylece onarim yapilmasa da DNA replikasyonu devam ettirilebilir. Son olarak,
onarilmayan AP bélgeleri hiicre 6liimiine neden olabilir (Boiteux ve Guillet 2004 tarafindan yapilan

caligmadan alinmis ve diizenlenmistir).
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DNA ve proteinler arasindaki etkilesimler, hiicresel islevlerin diizgiin bir
sekilde siirdiiriilmesi i¢in hayati oneme sahiptir. Oksidatif DNA-protein capraz
baglar1 (DPC) ise, proteinlerin DNA zincirlerine kovalent olarak baglanmasiyla
olusmakta ve DNA replikasyonu ve gen transkripsiyonunu durdurabilmeleri
sebebiyle tehlike arz etmektedir (Reingruber ve Pontel 2018). Bu tiir olaylar,
ultraviyole 151k, iyonize radyasyon, krom, nikel ve arsenik gibi metaller, cisplatin,
melfalan ve mitomisin C gibi 6nemli kemoterapotik ilaglar dahil olmak iizere ¢esitli
sitotoksik, mutajenik ve kanserojen ajanlara hiicrelerin maruz kalmasi sonucu
meydana gelmektedir (Barker ve dig. 2005). Ayrica, DPC’ler genellikle aldehitlerle
etkilesim ve farkli enzimatik ara iirinlerin DNA'ya baglanmasi sonucu olugmakla
birlikte zamaninda onarilmadiklarinda ciddi mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine neden
olabilmektedir (Moon ve dig. 2023). DPC onarimi homolog rekombinasyon ve
niikleotid eksizyonu igermekle birlikte onarim yollarindaki eksiklikler Ruijs-Aalfs
sendromu ve Fanconi anemisi ile iligkilendirilmektedir (Reingruber ve Pontel 2018;
Nakano ve dig. 2007).

DNA'nin karsilastigi bu hasar tiirleriyle basa ¢ikabilmek i¢in hiicreler, g¢esitli
onarim stratejileri gelistirmistir (Roos ve Kaina 2006). Bu stratejiler, hasarin
ciddiyetine gore farklilagmaktadir. Ornegin, DNA hasarinin siddeti belirli bir esigi
astiginda hiicrelerin 6liim yoluyla popiilasyondan uzaklastirilmasi, bu durumla basa
¢ikmanin bir yoludur (Roos ve Kaina 2006). Ancak, ¢ogu durumda hiicreler, DNA
hasarlarin1 onarim mekanizmalar1 araciligiyla tamir etmeyi veya tolere etmeyi tercih
etmektedirler. Oksidatif stres kaynakli hasarlarla miicadele eden baslica DNA onarim
yollar1 arasinda baz eksizyon onarimi (BER), niikleotid eksizyon onarimi (NER),
yanlis eslesme eksizyon onarimi (MMR) ve cift iplik kirllma onarimi (DSBR) yer
almaktadir (Ambekar ve dig. 2017). DNA onarim mekanizmalari; 1) DNA hasarina
neden olan reaksiyonun dogrudan tersine ¢evrilmesi ve ii) hasar gérmiis bazlarin
cikarilarak yerine yeni sentezlenen DNA’nin yerlestirilmesi olmak tizere iki temel
prensiple caligmaktadir (Sancar ve dig. 2004; Hoeijmakers 2001; Jaruga ve
Dizdaroglu 1996). Bu onarim mekanizmalarinin etkinligi, genetik biitiinliigiin

korunmasi ve hiicresel sagligin siirdiiriilmesi agisindan kritik bir rol oynamaktadir.
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2.7  Hiicre Oliimii

Hiicre o6liimii, organizmalarin gelisim siireci, homeostazi ve savunma
mekanizmalarinin diizenlenmesinde temel bir rol oynayan, ancak patolojik siirecler
ve yaglanma ile de yakindan iligkili karmasik bir biyolojik olaydir. Tek hiicreli
organizmalar i¢in yasamin sonu olan hiicre Oliimii, ¢ok hiicreli organizmalarda
fizyolojik biliylime ve gelisim i¢in vazgegilmez bir siirectir. Hiicre 6liimii, morfolojik
goriiniime (apoptotik, nekrotik, otofajik veya mitozla iliskili), enzimolojik kriterlere
(niikleazlar veya kaspazlar, kalpainler, katepsinler ve transglutaminazlar gibi farkli
proteaz smiflarinin katilmiyla veya katilimi olmaksizin), fonksiyonel ydnlere
(programl1 veya rastlantisal, fizyolojik veya patolojik) ya da immiinolojik 6zelliklere
(immiinojenik veya immiinojenik olmayan) bagli olarak siniflandirilabilmektedir
(Kroemer ve dig. 2009). Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesi (NCCD), farkli hiicre
Olimii morfolojilerini ve hiicre oliimii ile ilgili terminolojileri ana hatlariyla
belirlemistir (Kroemer ve dig. 2009). Ancak 2012'de, NCCD, morfolojik 6zelliklere
odaklanmay1 azaltarak, hiicre Sliimiiniin biyokimyasal ve genetik analizlerindeki
ilerlemeler nedeniyle hiicre 6liim modalitelerinin molekiiler tanimlarini 6nermistir
(Galluzzi ve dig. 2012). Komitenin tanimlamalari, hem in vivo hem de in vitro hiicre
O6limili ortamlarina uygulanabilir niteliktedir ve hiicre Oliimiiniin fonksiyonel
smniflandirmasi; 1) ekstrinsik apoptoz, ii) kaspaz bagimli veya bagimsiz intrinsik
apoptoz, (iii) diizenlenmis nekroz, (iv) otofajik hiicre 6limi ve (v) mitotik yikimi
icermektedir (Grogan ve dig. 2015). Bu hiicre oliim tiirleri kendilerine o6zgi
morfolojik ozellikler sergilemekte ve belirli sinyal yollarin1 aktive etmektedirler.
Uyaricilarin tiirlerinin  yani sira, konsantrasyonlart da hangi hiicre o6liimiiniin

gerceklesecegini etkileyebilmektedir.

Fizyolojik kosullarda apoptoz, gelisim ve yaslanma siireglerinde dokulardaki
hiicre popiilasyonunu regiile eden homeostatik bir mekanizmadir (Elmore 2007).
Ayni zamanda, sagliksiz hale gelen veya zararli etkenler tarafindan hasar géren
hiicrelerde ve bagisiklik tepkilerinde bir savunma mekanizmasi olarak gorev yaparak
hastalik patogenezine katkida bulunabilmektedir. Hem fizyolojik hem de patolojik
olarak apoptozu indiikleyen genis bir uyaran yelpazesi bulunmasina ragmen, ayni

uyaranlarla  karsilasildiginda tiim  hiicrelerin aym1  sekilde etkilenmedigi

105



gozlemlenmistir (Fulda ve dig. 2010; Kalogeris ve dig. 2012). Bu olim sekli,

ilerleyen boliimlerde daha ayrintili olarak ele alinmustir.

Apoptozun aksine nekroz; akut, kazara veya fizyolojik olmayan
yaralanmalardan kaynaklanan enerji bagimsiz, patolojik ve kontrolsiiz bir hiicre 6liim
tirtidiir (Kroemer ve dig. 2009; Galluzzi ve dig. 2007; Fink ve Cookson 2005; Majno
ve Joris 1995). Bu hiicre 6liim tiirii, apoptotik belirtecler ve otofajik vakuolizasyon
olmaksizin hiicre organellerinin sismesi, plazma zarmin yirtilmasi ve ardindan hiicre
iceriginin hiicre dis1 alana sizmasi sonucunda hiicre lizisi ile iliskilidir. Bu durum,
lokal inflamasyona ve c¢evre dokuda hasara yol agabilmektedir (Khalid ve
Azimpouran 2020). Nekroz ve apoptozun mekanizmalar1 ve morfolojileri farkli olsa
da, bu iki siire¢ arasinda ortlisme vardir. Kanitlar nekroz ve apoptozun “apoptoz-
nekroz siirekliligi” olarak tanimlanan ortak bir biyokimyasal agm morfolojik
ifadelerini temsil ettigini gostermektedir (Zeiss 2003). Bazi durumlarda, hiicre 6limii
apoptoz olarak baglasa da cesitli faktorler nedeniyle nekroza doniisebilmektedir.
Ornegin, devam eden bir apoptotik siiregte kaspazlarin ve hiicre i¢ci ATP seviyesinin
azalmasi, nekrotik 6liim siirecine neden olabilmektedir (Denecker ve dig. 2001; Leist
ve dig. 1997). Bir hiicrenin nekroz veya apoptoz yoluyla 6lmesi, kismen hiicre 6liim
sinyalinin dogasina, doku tipine, dokunun gelisim asamasina ve fizyolojik ortama

baghdir (Zeiss 2003; Fiers ve dig. 1999).

Programlanmis hiicre 6liimiiniin diger bir mekanizmasi olan otofaji ise, hasar
gérmiis organeller, proteinler ve diger sitoplazmik bilesenleri iceren cift katmanl bir
vezikill olan otofagozomlarin olusumu ile karakterizedir. Otofagozomlar, hiicresel
makromolekiilleri ve organelleri parcalayarak hiicreler icin yenilenebilir enerji ve
metabolitler tiretmek amaciyla lizozomlarla kaynagmaktadir (He ve Klionsky 2009).
Otofaji, hayatta kalmaya yonelik bir mekanizma olarak islev gormekle birlikte,
otofajik hiicre 6liimiinii de tetikleyebilir; ki bu ikili rolii, hiicre 6liimii ¢aligmalarinda
aktif bir aragtirma alanidir (Marino ve dig. 2014; Gump ve Thorburn 2011). Otofaji,
hiicre oliimiinii indiikleyebilse de, bir hiicre 6liim bi¢imi olmaktan ziyade bir
bozunma mekanizmasi olarak da tanimlanmaktadir (Gump ve Thorburn 2011). Genel
olarak otofaji siireci; 1) indiiksiyon, ii) otofagozom olusumu, iii) lizozom veya vakuol
ile kaynasma, 1v) otofajik cisimciklerin parcalanmasi ve geri doniisiimii olmak iizere

dort adima ayrilmaktadir. Molekiiler detaylar hala aydinlatilmakta olsa da, bu siirecin
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diizenlenmesi ¢esitli kinazlar, fosfatazlar ve GTPazlar araciligiyla gergeklesmektedir
(Elmore 2007). Siirecin hem protein sentezi hem de ATP’ye bagimli oldugu
bilinmekle birlikte mitokondrinin, hem otofajiyi hem de apoptozu diizenleyen
merkezi bir organel oldugu belirtilmektedir (Rambold ve Lippincott-Schwartz 2011;
Elmore ve dig. 2001). Son olarak, otofajinin molekiiler mekanizmalarina iligkin
bilgiler, maya arastirmalarindan baslamaktadir. Ozellikle otofajiye dzgii proteinler
(Atg proteinleri) olmak tiizere, otofaji diizenleyici bir dizi molekiil genetik tarama ile

maya hiicrelerinde tanimlanmistir (Chen ve dig. 2018).

Hiicre 6liimii tiirleri arasinda otofaji en yliksek sagkalim tstiinliigiine sahiptir,
bunu apoptoz takip eder, nekroz ise en diisiik sagkalima sahiptir. Otofaji, hiicreler
stresle uyarildiginda iggiidiisel olarak apoptozdan Once indiikklenmekte ve otofaji
inhibe edildiginde veya etkisiz hale geldiginde nekroz yerine apoptoz
tetiklenmektedir (Alers ve dig. 2012; Luo ve Rubinsztein 2010; Declercq ve dig.
2009; He ve Klionsky 2009; Wang ve dig. 2008). Dolayisiyla, hiicreler belirli
uyaranlara maruz kaldiginda iki veya ii¢ tip hiicre 6liimii ayn1 anda veya art arda
indiiklenebilmektedir (Sekil 2.30).

hiicre kiiglilmesi ve
kromatin kondenzasyonu

hiicre sigmesi hiicre lizisi

< @)
- é — ' .
@ .'..::

otofagozom olusumu otofagozomlarin
lizozomlarla kaynasmast

%
0,
@;.

Sekil 2.30: Apoptotik, nekrotik ve otofajik siireglerin sematik gosterimi (Tettamanti ve Casartelli

2019 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).
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2.7.1 Tip 1 Programlanms Hiicre Oliimii: Apoptoz

Apoptoz terimi, ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
yayinlanan bir makalede, morfolojik olarak belirgin bir hiicre Oliimii tiirlini
tanmimlamak i¢in kullanilmis ve tanimlandigi giinden bu yana embriyonik gelisim ve
patolojik siireclerdeki kritik rolii nedeniyle Onemli bir arastirma alani haline
gelmistir. Apoptoz; ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi, saglikli sekilde hayatlarina
devami, ihtiya¢ duyulmayan veya anormallesmis hiicrelerin elimine edilmesi gibi
durumlarda gerekli olan koordineli bir hiicresel intihar programi olarak

tanimlanabilmektedir.

Apoptoz, hiicrelerin yasam Omrii boyunca yapim ve yikim siireglerini
diizenleyerek organizmanin genel dengesinin korunmasia katki saglamaktadir.
Ornegin, kemik iliginde siirekli olarak yeni hiicreler iiretilirken, her giin yaklasik
5x10* kan hiicresi apoptotik mekanizma ile ortadan kaldirilmaktadir. Ayrica,
bagirsak epitellerinin rejenerasyonu, kanserli veya viriisle enfekte olmus hiicrelerin
eliminasyonu, menstruasyon siirecinde endometriyumun yeniden sekillenmesi,
embriyonik gelisim sirasinda parmaklar arasindaki dokunun giderilmesi ve
kurbagalarin metamorfozu sirasinda kuyruklarmin kaybolarak yetiskin forma
gecmeleri, apoptoz gibi hiicresel 6liim siire¢lerinin 6nemli 6rneklerindendir (Aksit ve
Bildik 2008). Apoptozun yetersizligi kanser, otoimmiin hastaliklar ve viral
enfeksiyonlarla, asirilig1 ise iskemik kalp hastaligi, inme, norodejeneratif hastaliklar,
sepsis ve ¢oklu organ yetmezligi sendromu ile iliskilendirilmektedir (Kam ve Ferch
2000).

Apoptotik hiicreler, saglikli ve nekrotik hiicrelerden belirgin morfolojik
ozellikleriyle  ayrilmaktadir.  Apoptotik  hiicre  O6liimii  sirasinda;  hiicre
yuvarlaklagmasi, psodopodlarin geri gekilmesi, hiicre hacminde azalma, sitoplazma
yogunlugunda artis, kromatin kondenzasyonu, piknoz, ¢ekirdek pargalanmasi
(karyoreksis), sitoplazmik organellerde ¢ok az veya hi¢ degisiklik olmamasi, plazma
membraninda kabarciklanma, hiicre yiizeyinde mikrovilli kaybi gibi belirgin
morfolojik degisiklikler gozlenirken, siirecin ileri asamalarina kadar plazma

membran biitiinliigiiniin korundugu belirtilmelidir (Sekil 2.31) (Kroemer ve dig.
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2005). Isik ve elektron mikroskobu goriintiileri, apoptoz sirasinda her hiicrede ayn

tiir morfolojik degisimlerin meydana geldigini gostermistir (Hacker 2000).

Apoptotik hiicre oliimiiniin erken evresinde hiicre kiiglilmesi, apoptozun
uyaricidan bagimsiz olarak neredeyse tiim durumlarinda meydana gelen en yaygin
hiicre 6liim 6zelliklerinden biridir. Hiicre hacminin birincil belirleyicisi sudur ve bu
da K", Na* ve CI” gibi osmotik olarak aktif iyonlardaki degisikliklerle kontrol
edilmektedir. Fizyolojik kosullarda iyon gradyanlar1 cesitli iyon kanallar1 ve
pompalar araciligtyla korunmaktadir. Apoptozun baslangicinda, hiicre kiigiilmesini
baglatan ve erken sinyal olaylarini kontrol ettigi goriilen gegici bir Na® artigi
gozlemlenmistir (Bortner ve Cidlowski 2003). Hiicre kiigiildiikge hem Na® hem de
K* iyonlarinin kayb: olmakta ve Na'/K'-ATPaz ve Ca®'-bagimli potasyum
kanallarinin inhibisyonu bu kii¢lilme olaymi azaltmaktadir (McCarthy ve Cotter
1997). Apoptozun erken evresinde hiicre kiiglilmesi ve kromatin kondenzasyonu 11k
mikroskobu ile gozlemlenebilmektedir (Kerr ve dig. 1972). Hiicreler kiigiildiigiinde
boyutu azalmakta, sitozol yogunlagmakta ve organeller daha siki paketlenmektedir.
Hiicre c¢ekirdeginin  kii¢iilmesi olarak tanimlanan piknoz ise, kromatin
yogunlagmasimin bir sonucudur ve apoptotik hiicre Oliimiiniin en karakteristik
ozelligidir (Savill ve Fadok 2000). Hematoksilin-eosin ve Giemsa (metilen mavisi,
eosin ve azure B karigimi) gibi boyama yontemleri kullanildiginda apoptotik hiicreler
yuvarlak veya oval kiitleler olarak goriinmektedir. Bu hiicreler, daha koyu renkli
eosinofilik (eosin boyasini tutan) sitoplazma ve parcalanmis niikleer materyali isaret
eden yogun mor renkli kromatin ile tanimlanmaktadir. Boyama ydntemleriyle
yapilan histolojik incelemeler, apoptotik hiicre 6liimiiniin tek hiicrelerde veya kiigiik
hiicre kiimelerinde gergeklestigini gostermektedir (Banfalvi 2017). Ote yandan,
elektron mikroskobu, hiicrenin i¢ yapisindaki degisiklikleri daha ayrintili sekilde
gozlemlemeye olanak saglamaktadir. Kromatin yogunlagmasimin erken evresinde,
niikleer materyal tipik olarak niikleer zarin altinda toplanmakta ve homojen yogun
¢ekirdekler olusmaktadir. Kromatin yogunlagmasi, apoptozun erken evrelerinde
baglasa da, DNA'nin pargalanmasi ve niikleozomlarin oligozomlara ayrilmasi, daha
¢ok apoptozun ilerleyen asamalarinda meydana gelmektedir (Banfalvi 2017). Siireg
boyunca, plazma zarinda meydana gelen kabarciklanmay1 (blebbing) takiben
karyoreksis ger¢eklesmekte ve hiicre pargalari, tomurcuklanma adi verilen bir siiregle

apoptotik cisimciklere ayrilmaktadir (EImore 2007). Apoptotik cisimcikler, niikleer
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parcalart igeren veya icermeyen, sikica paketlenmis organellerin bulundugu
sitoplazmadan olusmaktadir (Majno ve Joris 1995). Bu noktada, organellerin
biitlinliigiiniin korundugu ve tiim yapinin saglam bir plazma zariyla ¢evrelendigi
bilinmektedir. Apoptotik cisimcikler daha sonra makrofajlar, parenkimal veya
neoplastik hiicreler tarafindan fagosite edilip fagolizozomlarda parcalanmaktadir
(Elmore 2007). Apoptoz siirecinde ve apoptotik hiicrelerin uzaklastirilmasi sirasinda
inflamatuar bir reaksiyon go6zlenmemektedir. Bu durum, apoptotik hiicrelerin
igeriklerini ¢evredeki dokuya salmamalari, hizla fagosite edilerek ikincil nekrozun
Onlenmesi ve fagositik hiicrelerin anti-inflamatuar sitokin {iretmemesinden

kaynaklanmaktadir (Kurosaka ve dig. 2003; Savill ve Fadok 2000).

Apoptoz
(programlanms hiicre 6liimii)

Hiicre zan
tomurcuklanmasi
Normal hiicre iy G .

Prr— Huc.l'e biiziismesi
//';}’.}O Kromatin kondenzasyonu

Apoptotik cisimciklerin

S Apoptotik cisimciklerin
lizisi -

olusumu
. .
(4] N -
) ‘' o,
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Sekil 2.31: Apoptoz sirasinda hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler (Szymanek ve dig.

2012 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).

Apoptotik hiicrelerde protein yikimi, DNA par¢alanmast ve ardindan gelen
fagositik bozunma gibi kosullarin tiimii biyokimyasal bir sliregle gerceklesmektedir
(Obeng 2020). Bu siirecte, son gerceklestirme asamasinin tamamen kaspazlara bagh
oldugu goriilmektedir. Kaspazlar, aktive edildiklerinde aspartik asit kalintilarini
pargalamaktan sorumlu sistein proteazlardir. Inaktif proenzim formunda bulunan

kaspazlar bir kez aktive edildiklerinde diger prokaspazlar aktiflestirerek bir proteaz
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kaskadini baglatmaktadir. Prokaspazlarin birbirini aktive ettigi proteolitik kaskad,
hizl1 hiicre 6liimiine yol agan apoptotik sinyal yolunu tetiklemektedir (Schneider ve
Tschopp 2000). Kaspazlar bir kez aktive edildiginde, hiicre 6liimii igin geri doniisii
olmayan bir siire¢ baslamaktadir. Bugiine kadar 18 farkli kaspaz tanimlanmustir.
Bunlardan temel olanlar; baslatict kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9, -10), efektor veya
uygulayict kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) ve inflamatuvar kaspazlar (kaspaz-1, -4, -5)
olarak gruplandirilmaktadir (Rai ve dig. 2005; Cohen 1997). Bunlarin disinda
kaspaz-11, -12, -13 ve -14 gibi her biri farkli islevlere sahip kaspazlar da
bulunmaktadir. Kaspaz-11 ve -12'nin sirasiyla sitokin olgunlagsmasimi  ve
sitotoksisiteyi diizenleyerek septik sok sirasinda islev gordiigii kanitlanmistir ve her
ikisi de apoptozda rol oynamaktadir. Kaspaz 13, kaspaz 8'in aktivasyonu {izerine
apoptozu gerceklestirebilen sigir kokenli bir gen olarak hizmet etmektedir. Ayrica,
hayatta kalma i¢in 6nemli olan bazi proteinleri inaktive etmede gerekli oldugu
bilinmektedir. Kaspaz-14 ise epidermal farklilagmada rol oynamaktadir (Fink ve
Cookson 2005; Kang ve dig. 2002; Koenig ve dig. 2001; Nakagawa ve dig. 2000).

2.7.1.1 Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi: Anti-apoptotik ve Pro-
apoptotik Bcl-2 Ailesi Proteinlerinin Rolii

Farkli molekiiler mekanizmalar tarafindan oldukc¢a hassas bir sekilde regiile
edilen, karmagik ve enerji bagimli apoptotik hiicre olimii, iki ana yolak ile
iliskilendirilmektedir (D’arcy 2019). Bunlardan ilki; hiicre zarindaki 6liim
reseptorlerinin aktive olmasi ile gergeklesen ekstrinsik (digsal) yolak ve esasen Bcl-2
protein ailesi tarafindan diizenlenen intrinsik (i¢sel/mitokondriyal) yolaktir (Sekil
2.32). Yolaklar birbiriyle baglantili olmakla birlikte bir yolakta aktif hale gelen
faktor diger yolag etkileyebilmektedir (EImore 2007; Igney ve Krammer 2002;
Hengartner 2000; Saikumar ve dig. 1999). Ekstrinsik ve intrinsik yolaklarin yani sira,
hiicre 6liimiinii indiikleyen bir diger yolak perforin/granzim yolagidir ve baslik
kapsaminda bu yolagin ayrintilarina deginilmemistir. Hiicre Oliimiine yol acan
siiregte birlesen bu yolaklar genellikle kaspaz-3 enziminin aktivasyonu ile
baslamakta ve ardindan DNA par¢alanmasi, hiicre iskeleti ve niikleer proteinlerin
yikimi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik cisimciklerin olusumu, fagositik

hiicre reseptor ligandlarinin hiicre yiizeyinde ifade edilmesi ve sonunda apoptotik
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cisimciklerin fagositik hiicreler tarafindan elimine edilmesi gibi olaylarla

tamamlanmaktadir (Kar ve Sivamani 2015).

Ekstrinsik yolakta, hiicreyi 6liime siiriikleyecek olan sinyal, hiicre zarinda
bulunan reseptorler araciligiyla hiicre icine iletilmektedir. Bagka bir deyisle, hiicre
zar1 ylizeyindeki Oliim reseptorleri olarak bilinen molekiiller, 6liim sinyallerini
algilayarak ekstrinsik apoptotik yolagi baslatmaktadir (Elmore 2007; Danial ve
Korsmeyer 2004; Hengartner 2000). Oliim reseptorleri, tiimdr nekroz faktorii ad
verilen ailenin {iyeleridir ve en iyi bilinen 6liim reseptorleri Fas, TNF ve TRAIL dir
(Guicciardi ve Gores 2009; Baetu ve Hiscott 2002). Oliim reseptdrleri, bir ucu hiicre
disina, diger ucu ise hiicre i¢ine bakan ve hiicre i¢i kisminda prokaspaz-8’in
aktiflesmesini saglayan, iyi korunmus bir "6liim bolgesi" (death domain) tasiyan
yiizey reseptorleridir ve bugiine kadar bu reseptorlerin 8 iiyesi tanimlanmistir
(Elmore 2007; Jin ve El-Deiry 2005; Saikumar ve dig. 1999; Kerr ve dig. 1972).
Membrandaki bu reseptorlere ligandlar baglandiginda, reseptorlerde konformasyonel
degisiklikler meydana gelmekte ve bu degisiklik sonucunda aktiflesen reseptorler,
hiicre igindeki bazi molekiillerle etkileserek, 6liim indiikleyici sinyal kompleksi
(DISC) adi verilen protein kompleksini olusturmaktadir (Jin ve El-Deiry 2005;
Hengartner 2000; Chinnaiyan ve dig. 1995). FADD (Fas iliskili 6lim bolgesi) ve
TRADD (TNF reseptor iliskili 6liim bolgesi) adaptor proteinlerini de igeren ligand-
reseptor-adaptér protein kompleksi DISC, prokaspaz-8’i hidrolize ederek aktif
kaspaz-8’i ortaya ¢gikarmaktadir. Aktif kaspaz-8 ise apoptoz sinyalini ya kaspaz-3'in
aktivasyonu ile ya da Bid'in (ekstrinsik ve intrinsik yolaklar1 birbirine baglayan
protein) kesilerek aktif Bid (tBid) haline getirilmesiyle iletmektedir (Chen ve dig.
2018; Li ve dig. 2022; Wang ve Tjandra 2013). tBid, intrinsik yolagi baslatmak iizere
mitokondriye gegerek proapoptotik proteinler olan Bax ve Bak'ta konformasyonel
degisikliklere yol agmakta ve bu proteinlerin dis mitokondriyal membranda por
olusumu i¢in oligomerlesmesini saglamaktadir (Sekil 2.32) (Wang ve Tjandra 2013;
Fan ve dig. 2005).
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Oksidatif stres
Biiyiime faktori eksikligi
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Sekil 2.32: Ekstrinsik yolak ve ekstrinsik yolagin aracilik ettigi intrinsik yolak (Chen ve dig. 2018

tarafindan yapilan ¢caligmadan alinmis ve diizenlenmistir).

Biiyiik 6l¢iide mitokondri tarafindan diizenlenen intrinsik yolak ise DNA
hasari, hatali katlanmig proteinler, bliylime faktorii ve sitokin noksanligi, metabolik
bozukluklar ve hiicre dongiisii bozukluklari, UV radyasyonu, c-myc, c-FOS, pS53,
PTEN gibi onkogenlerin ve tiimor supresor genlerin ekspresyonundaki degisiklikler,

hipoksi, 1s1l sok, oksidatif stres gibi ¢esitli stres indiikleyiciler tarafindan aktive
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edilebilmektedir (Obeng 2020; Mcllwain ve dig. 2013; Favaloro ve dig. 2012;
Altunkaynak ve Ozbek 2008; Elmore 2007; Klener ve dig. 2006). Apoptozun
intrinsik indiiksiyonu, kaspaz aktivitesini igeren veya igermeyen ¢oklu aktif yiiriitiicii
mekanizmalarla birlikte biyoenerjetik ve metabolik ¢okiisti igermektedir (Tablo 2.4).
Genel olarak intrinsik apoptoz, mitokondri dis membran gegirgenliginin (MOMP)
artmastyla gerceklesmekte ve mitokondri transmembran potansiyelinin kaybi,
mitokondri i¢ membran boslugu (IMS) proteinlerinin sitozole salinimi ve solunum
zincirinin inhibisyonu ile birlikte goriilmektedir (Grogan ve dig. 2015). Intrinsik
apoptozda kaspaz aktivitesi, MOMP'nin olusmasi, mitokondriden sitozole gecen
sitokrom c'nin APAF1 ve dATP ile etkileserek apoptozom olusturmasi ve kaspaz-9
ile kaspaz-3'i igeren proteolitik kaskadin tetiklenmesiyle iliskilendirilmektedir
(Hassan ve dig. 2014; Kroemer ve dig. 2007; Li ve dig. 1997). Kaspazlardan
bagimsiz olarak, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve endoniikleaz G (EndoG), DNA
fragmentasyonuna aracilik etmek {izere mitokondriden sitozole ve oradan da
cekirdege tasinmaktadir (Biittner ve dig. 2007; Joza ve dig. 2001; Li ve dig. 2001).
Sitokrom ¢, AIF ve Endo G’nin yanisira mitokondriden sitozole salinan diger
proapoptotik proteinler ise SMAC/DIABLO (Kaspazlarin ikincil mitokondriyal
aktivatori/Diisik pl'ya sahip direkt IAP baglayic1 protein) ve serin proteaz
Omi/HtrA2’dir. Her iki protein de apoptozun basarili sekilde gergeklesmesi igin
IAP'lerin  (apoptoz inhibe edici protein) etkilerinin ortadan kaldirilmast ve
kaspazlarin aktive edilmesine yardimci olmaktadirlar (Basri ve dig. 2018; Yang ve

dig. 2003).
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Tablo 2.4 Apoptotik hiicre 6liimiiniin intrinsik yolaginda rol oynayan proteinler ve islevleri (Elmore

2007 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmig ve diizenlenmistir).

Kisaltma ProteinAdi Fonksiyonu

Apoptozis  esnasinda  sitozole
salman ve niikleusta kodlanan

mitokondriyal proteindir.
Smac/DIABLO Kaspazlarin ikincil Apoptotik uyar1 sonucu sitokrom c
mitokondriyal aktivatorii smac protein ile birlikte

mitokondriden salinarak kaspazlari
harekete gecirir.

Kaspaz aktivatorii seklinde
tanimlanir. Omi  mitokondriyal
HtrA2/Omi Yiiksek sicaklik gereksinimi  zarlar arasinda bulunur ve saglikli
hiicrelerde proteolitik hasar1 onler.
Apoptotik uyari sonrasi
mitokondriyal biitiinligiin
bozulmasi ile sitozole

translokasyone olur ve kaspaz-9 ile
XIAP etkilesimini bozar.

Kaspazlarin endojen inhibitorleridir
ve aktif kaspazlarin

IAP Apoptozis protein inhibitorii degradasyonunu tesvik ederek veya
kaspazlart substratlarindan uzak
tutarak kaspaz aktivitesini inhibe
edebilirler.

CARD  (Caspase  recruitment
domain) domaini i¢eren bir adaptor

Apaf-1 Apoptotik proteaz aktive edici  proteindir. Yine CARD domaini
faktor iceren prokaspaz-9 ile etkileserek
aktif kaspaz-9 olusumunu saglar.
Caspase-9 Sisteinil aspartik asit proteaz- Apoptotik siirecin baglamasindan
9 sorumlu baslatici1 kaspazdir.
Apoptotik uyart sonucu
AlF Apoptozis indiikleyici faktor mitokondriden ayrilarak niikleusta

kromatin yogunlagsmasi ve DNA
fragmentasyon siirecini baglatir.

CAD, apoptotik sinyal ile ¢gekirdek

DNA’sinin hizlt sekilde
niikleozomal fragmentlere
ayrilmasin saglar. Normal
CAD Kaspaz aktive eden DNAaz hiicrelerde =~ ICAD’a  (kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz

inhibitorii) bagli inaktif halde
bulunur fakat hiicreler tarafindan
apoptotik  sinyalin  alinmasiyla
kaspaz-3 tarafindan aktive edilir.

Bcl-2 ailesi apoptotik kaskadin
kontrolinde en Onemli protein
Bcl-2 B-hiicre lenfoma protein 2 grubudur. Bu proteinlerin bir kismi
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apoptotik aktivitenin onciilleri iken
(Bax ve Bad gibi), diger kismi
antiapoptotik (Bcl-2 ve Bcl-xL)
proteinlerdir. Hiicrenin yasamini
sirdirmesi  veya Olimii  bu
proteinlerin seviyelerine baglidir.
Antiapoptotik Bcl-2 proteini giiglii
bir 6lim inhibitoriidiir ve etki yeri
mitokondrilerdir. Sitokrom c¢’nin
mitokondriden sitozole
translokasyonunu engellemede rol
oynar. Bcl-2 mitokondri membrani
haricinde, endoplazmik retikulum
ve niikleer membranda bulunur.

Bcl-x

BCL-2 benzeri protein

Bcl-2 ailesinin bir iiyesi olan Bcl-x,
antiapoptotik protein Bcl-xL ve
proapoptotik protein Bcl-xS adi
verilen iki alternatif izoforma
sahiptir.

Bcel-XL

BCL-2 baglantil1 protein,
uzun izoform

Mitokondriyal membran disinda
lokalize durumdadir. Bel-xL, Bcl-2
ile birlikte mitokondri
membraninin gecirgenligini
engeller. Bax ve Bad gibi
proapoptotik  proteinleri  inhibe
ederek apoptozu engeller.
Kaspazlarin aktivasyonunu, Apaf-1
tizerinden Onler.

Bcl-XS

BCL-2 baglantil1 protein,
kisa izoform

Proapoptotik  proteindir.  Farkl
uyaranlar tarafindan indiiklenen
apoptozdan hiicreleri korumak igin
Bcl-2 veya Bcl-xL’yi inhibe etme
yetenegine sahiptir.

Bcl-w

BCL-2 benzeri protein

Bcl-w, Bcl-xL ile dizi benzerligi
paylasan antiapoptotik proteindir.

BAG

BCL-2 iliskili athanogen

BAG ailesi; bitki, hayvan ve
mayalarda korunmus olan ve
apoptoz, timorigenez, sinyallesme,
hiicre proliferasyonu, otofaji gibi
hiicredeki oOnemli siireclerde rol
oynayan, cok fonksiyonlu
proteinlerden  meydana  gelir.
Normal ve  stres  altindaki
kosullarda hiicre dengesinde etkili
Hsp70/Hsc70  gibi  molekiiler
saperonlar ile etkilesebilmeleri, bu
protein ailesini dnemli kilar. BAG
ailesinin Onemli bir iiyesi olan
BAG-1 antiapoptotik  proteini;
sinyal molekiilleri, 151 sok
proteinleri, molekiiler saperonlar ile
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etkilesime girebilir.

Bcl-10

B-hiicre lenfoma protein 10

Proapoptotik proteindir.

BAX

BCL-2 iliskili X proteini

Saglikl hiicrelerde sitozolde inaktif
monomer olarak bulunur.
Apoptotik uyart sonucu sitozolik
Bax mitokondriye transloke olur.
Kalsiyum bagimli proteolitik bir
enzim olan kalpain tarafindan
uyarilarak sitokrom-c salinimina
neden olur.

BAK

BCL-2 antagonisti oldiiriicii
hiicre

Mitokondriyal dis zara yerlesen,
apoptozu indiikleme  6zelligine
sahip bir transmembran proteinidir.
Apoptotik uyarinin alimmasit ile
monomerik haldeki Bak proteinleri
mitokondriyal dis membranda bir
araya gelip homodimer olustururlar
ve mitokondriyal dis membranin
gecirgenligini  bozarak sitokrom
c’nin sitozole transloke olmasini
saglarlar.

BID

BH3 etkilesen domaine sahip
Olim agonisti

Proapoptotik ~ Bcl-2  iiyesidir.
Sitozolde serbest olarak bulunur.
Alinan apoptotik uyariy1 diger Bcl-
2 dyelerine iletebilen bir sinyal
molekiilii gibi davranir.

BAD

BCL-2 hiicre 6liim antagonisti

Proapoptotik ~ Bcl-2  iiyesidir.
Antiapoptotik  Bcl-2  iiyelerine
baglanarak bu proteinlerin
apoptozu inhibe etme o6zelliklerini
ortadan  kaldinr ve  apoptoz
mekanizmasi indiikler.

BIM

BCL-2 etkilesen hiicre 6liimii
mediatorii

Saglikli hiicrelerde mikrotiibiillere
bagli olarak bulunan proapoptotik
bir Bcl-2 iiyesidir. Apoptotik

uyarinin alimmasi ile
mikrotiibiillerden  saliman  Bim
proteini, mitokondri dis

membranina tasinarak Bax ve Bak
proteinlerine baglanir ve onlarin
aktiflesmesinde rol oynar.

BIK

BCL-2 etkilesen oldiiriici

Proapoptotik proteindir.

Puma

BCL-2 baglayici komponent 3

Tiim antiapoptotik Bcl-2 iiyelerini
baglayarak etkisini gosteren
proapoptotik proteindir. p53 aracilt
apoptozda 6nemli rol oynar ve in
vitro overekspresyonu mitokondri

zar potansiyelinde azalma,
sitokrom c¢’nin salinmasi, Bax
ekspresyonunun artigi ile
sonuglanir.
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Antiapoptotik Bcl-2 iiyelerinden
bazilarim1  baglayarak  etkisini
gosteren proapoptotik proteindir.
Noxa Forbol-12-miristat-13-asetat p53  aracili  apoptozda  aday
indiiklenen protein 1 mediatordiir.  Antiapoptotik Bcl-2
ailesi tiyeleri ile etkilesim icinde
olmalar1 kaspaz 9’un aktiflesmesi
ile sonuglanir.

Transkripsiyon diizenleme faktorii
olan c-myc proteini, ortamda bazi
faktorlerin ~ bulunmasina  bagh
olarak hiicrenin c¢ogalmasi veya

Myc Onkogen Myc apoptoza ugramasina sebep olur. C-
myc protoonkogeni bir hiicrenin
bliyiimesini  programlar.  Eger
hiicrede c-myc ve  biiylime
faktorleri yok ise biiyiime durur,
ikisi de var ise ¢cogalma olur.

Mitokondriyal apoptotik yolak, mitokondri dis ve i¢ membranlari arasinda yer
alan molekiillerin mitokondri dis membran permeabilizasyonu (MOMP) yoluyla
sitozole salinmasiyla ilerlemekte ve bu siireg, Bcl-2 protein ailesine ait molekiiller
tarafindan diizenlenmektedir (Sekil 2.33) (Gross ve dig. 1999). Ilk kez B-hiicreli
folikiiler lenfomalarda kesfedilen Bcl-2 ailesi proteinleri Bcl-2 homoloji (BH)
motiflerinin yapisina ve islevlerine gore; i) pro-apoptotik, ii) anti-apoptotik ve iii)
yalnizca BH3 motifi igeren proteinler olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilmakta ve tiyeler
arasindaki dengenin modiilasyonu, hiicrelerin yasam veya Olim siireclerini
deneyimlemelerinde belirleyici olmaktadir (Cory ve dig. 2003; Kluck ve dig. 1997).
Tiim Bcl-2 ailesi tiyeleri, 4 Bcl-2 homoloji alaninin (BH) en azindan birini igermesi
ile karakterizedir. Bu alanlar BH1, BH2, BH3, BH4 olarak ifade edilmekte ve o-
heliks segmentlerine karsilik gelmektedir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri (Bcl-2,
Bcl-w, Bcl-xL, Al, MCL-1) BH1-4 bolgelerini icermekte ve genellikle dis
mitokondriyal zar iginde yer almaktadir. Ancak sitozolik, endoplazmik ve niikleer
zar lokalizasyonlarina da rastlanmaktadir. Bu proteinler, pro-apoptotik Bcl-2
proteinlerini dogrudan baglayip inhibe ederek dis mitokondriyal zar1 koruma islevi
gormektedirler (Opferman ve Kothari 2018; Chipuk ve Green 2008). Pro-apoptotik
proteinler islevsel olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Efektor molekiiller (BAK, BAX),
BH1-3 bolgelerine sahip olup dis mitokondriyal zar iizerinde proteolipit gozenekleri
(por) olusturarak sitokrom ¢ salinimini indiiklemektedirler. Yalnizca BH3 bolgesi

tastyan BH3-only proteinleri (BAD, BID, BIK, BIM, BMF, bNIP3, HRK, Noxa,
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PUMA) ise belirli hiicresel stres yollarinda islev gormekte ve diger Bcl-2 ailesi
tiyeleriyle (anti-apoptotik proteinler veya efektor molekiiller) protein-protein
etkilesimleri araciligiyla hiicresel stres sinyallerini iletmektedirler (Singh ve dig.
2019; Mukherjee ve dig. 2010; Chipuk ve Green 2008). BH3-only pro-apoptotik
proteinleri, mitokondriyal membran gegirgenligini indiikleme yeteneginden
yoksundur ve anti-apoptotik iiyelerle baglanarak veya Bak ya da Bax'in

oligomerlesmesini tetikleyerek islev gdstermektedir (Mukherjee ve dig. 2010).

a
Pro-apoptotik baslaticilar: BH3-only proteinleri
BIM, BID. PUMA, MNOXA, BAD. HRK. BMF. BIK

| [ BH3 |

Anti-apoptotik koruyucular
BCL-2, BCL-X , BCL-W, MCL-1, A1/BFL-1, BCL-B

el o2 3 o Eh] ol oF w8 [Fis]
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Sekil 2.33: Bcl-2 ailesi proteinlerinin, domain organizasyonuna gore siniflandirilmasi. (a) Ailenin
baslatici, koruyucu ve efektor boliimleri. BCL-2 Homoloji (BH) alanlar1 ve ¢coklu-BH alanina sahip
iiyelerdeki dokuz o-heliks gosterilmektedir. BOK, yalmizca 6zel kosullarda apoptozu uyarmaktadir
(Kalkavan ve Green 2018). Apoptozun kontroliinde en 6nemli olan boliim iiyeleri kalin harflerle
belirtilmistir. Tiim ¢oklu-BH alan1 {iyeleri ve baz1 BH3-only proteinleri (BIM, BID, BIK, HRK),
mitokondriyal dig zar (MOM) iizerinde tutunabilmek i¢in C-terminal transmembran (TM) alanina
sahiptir. (b) Bcl-2 protein ailesinin hiicre hayatta kalim ve Oliimiinii nasil kontrol ettigi
gosterilmektedir. Saglikli hiicrelerde, BAX ve BAK'in aktivasyonu, hayatta kalmay1 destekleyen

koruyucu anti-apoptotik proteinler tarafindan engellenmektedir. Bu koruyucular, BAX ve BAK
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monomerlerinin BH3 bdlgesine (02) baglanarak bunlarin aktiflesmesini engellemektedir. Cesitli stres
sinyalleri, BH3-only proteinlerini aktive etmekte ve bu proteinler, anti-apoptotik proteinlere siki bir
sekilde baglanarak, BAX ve BAK'In (pro-apoptotik proteinler) anti-apoptotik proteinler tarafindan
baskilanmasi engellenmektedir. Bazi BH3-only proteinleri (6zellikle BIM, aktif (kesilmis) BID ve
muhtemelen PUMA), dogrudan BAX ve BAK proteinlerini aktive edebilmektedir. Aktivasyon sonrasi
BAX ve BAK proteinleri, homomerik yapilar olusturarak mitokondriyal dig zarin gegirgenligini
artirmaktadir. Gegirgenlik artisi, mitokondriden sitokrom c¢ salinimina yol agmaktadir ve bu durum
kaspazlar1 aktive ederek hiicrenin 6liimiinii baglatmaktadir. (Adams ve Cory 2018 tarafindan yapilan

calismadan alinmig ve diizenlenmistir).

2018 yilinda Adams ve Cory tarafindan yapilan gilincel bir ¢alismada anti-
apoptotik ve pro-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin etkilesimlerine bagli olarak
mitokondriyal dig membran (MOM) iizerinde hayatta kalim/6liim kararlarin1 nasil
regiile ettigini gostermeye yonelik bir model 6nerilmistir (Sekil 2.34). Bu noktada
Bcl-2 ailesinin pro-survival (hayatta kalmay: destekleyen) iiyelerinin BAX ve BAK
proteinlerini nasil engelledigi ve BH3-only proteinlerinin (6rnegin BIM'in) bu
proteinleri nasil aktive ettigi agiklanmaktadir. Saglikli hiicrelerde, anti-apoptotik ve
pro-apoptotik ¢oklu alan proteinleri sitozol ve hiicre i¢i zarlar arasinda dagitilmistir.
Bu proteinlerin ana diizenleyici merkezi, apoptozu kontrol eden mitokondriyal dig
zardir. Bcl-2 ve BAK, genellikle MOM’a entegre proteinlerdir. BAX ise esasen
sitozolde bulunmaktadir ve BAX'in hidrofobik kuyrugu (a9), kendi yiizey olugunda
kismen gizlenmistir (Suzuki ve dig. 2000). Apoptotik sinyaller, bu a9 un serbest
birakilmasina yol agmakta ve BAX'm MOM’a yonlendirilmesine neden olmaktadir.
Ancak, Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinler, BAX'1 MOM'dan sitozole geri
tasiyabilmektedir (Edlich ve dig. 2011). BAK ise BAX’a benzer bir davranig
sergilemekle birlikte BAK’in dengesi biiyiik oOlcide MOM’a yerlesmeyi
desteklemektedir (Todt ve dig. 2015). BAX ve BAK, baslangicta MOM iizerinde,
besin ve iyon taginmasinda gorevli olan voltaj bagimli anyon kanali (VDAC2) ile
biiyiik bir kompleks olusturmaktadir (Ma ve dig. 2014; Roy ve dig. 2009; Cheng ve
dig. 2003). Saglikli hiicrelerde monomerik BAX, sitozol ile MOM arasinda gidip
gelirken VDAC2, hem BAX hem de BAK igin bir reseptér gorevi goérmektedir.
Apoptotik sinyaller alindiginda, ¢ok sayida BAX'n sitozolden MOM’a yonelmesi
saglanirken, BAK molekiillerinin biiyiik cogunlugu halihazirda MOM iizerinde
bulunmaktadir (Adim 1). Aktivasyon siireci, BIM gibi bir BH3-only proteininin

BAX’1n arka bolgesine (al ve a6 helikslerini igeren) gecici olarak baglanmasiyla
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baslamaktadir (Gavathiotis ve dig. 2010; Gavathiotis ve dig. 2008). Bu etkilesim,
BAX’in C-terminal trans-membran (TM) domaininin (09) yiizey olugundan serbest
birakilarak MOM'a baglanmasin1 saglamaktadir. Bu adim sonrasinda, yiizey
olugunda acilan bosluga aktivator Bim proteininin yeniden baglanmasi, Bax’in N-
terminal ve ol domainlerinin serbest birakilmasini saglayarak sonraki aktivasyon
stireglerini baglatmaktadir (Adim 2). Ardisik aktivasyon basamaklari i¢cinde en dikkat
cekici degisiklik, Bax ve Bak proteinlerinin mandal domaininin (a6-08) c¢ekirdek
domaininden (02-a5) ayrilarak katlanmamis bir form kazanmasidir (Brouwer ve dig.
2014; Czabotar ve dig. 2013) (Adim 3). Bu siire¢, BH3-only aktivatoriinii (BIM)
disar1 itmekte ve BAX veya BAK’1n BH3 bolgesini (02) agiga ¢ikarmaktadir (Adim
4). Mevcut durumda hiicre kaderini belirleyen iki olasilik bulunmaktadir. Ilk olasilik,
hayatta kalimi destekleyen anti-apoptotik proteinlerin aciga ¢ikan BH3 bdlgesine
baglanmasi halinde apoptozun engellenmesidir (Adim 5a). Ikinci olasilik ise, hayatta
kalimi1 destekleyen anti-apoptotik proteinlerin  BH3-only proteinleri tarafindan
baglanmasi/mesgul edilmesi sonucu katlanmamis BAX veya BAK monomerlerinin
cekirdek bolgelerinde bulunan BH3/oluk etkilesimleri araciligiyla homodimerler
olusturmalaridir (Brouwer ve dig. 2014; Czabotar ve dig. 2013; Dewson ve dig.
2012; Dewson ve dig. 2008). (Adim 5b). Ancak, bu dimerlerin nasil birlesip
oligomer olusturduklari (Adim 6) ve bu oligomerlerin dis mitokondriyal zar1 nasil

gecirgenlestirdigi konusunda kesin bir bilgi bulunmamaktadir.

BH3-only proteinlerinin, BAX ve BAK ile dogrudan etkilesime girerek bu
proteinlerin aktivasyonunu tetikleyebilecegi kanitlanmis olmasina ragmen bu
etkilesimin, zorunlu bir gereklilikten ziyade katalitik bir mekanizma ile gergeklesiyor
olabilecegi diisiiniilmektedir. Zira, Bcl-2 anti-apoptotik proteinlerinden ve BH3-only
proteinlerinden yoksun sekilde tasarlanmis bir memeli hiicre hattinda, BAX ve BAK
kendiliginden dis mitokondriyal zara baglanmis, oligomerlesmis ve apoptozu
indiiklemigtir (O'Neill ve dig. 2016). Bu durum, BAX ve BAK’in hiicre 6liimiinii
indiikleme kapasitesinin dogal olarak mevcut oldugunu, ancak bu siirecin hayatta
kalimi destekleyen proteinler tarafindan siki bir sekilde kontrol altinda tutulmasi
gerektigini gostermektedir. Anti-apoptotik proteinlerin bu kontrol mekanizmasi,

gereksiz ve istenmeyen hiicre 6liimiini engellemede kritik bir 6neme sahiptir.
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Sekil 2.34: Bcl-2 protein ailesi iiyeleri arasindaki muhtemel etkilesimlere dayali bir model. Dig
mitokondriyal zar (MOM) iizerindeki hayat/6liim kararlarini agiklayan bu model, hayatta kalmay1
destekleyen protein ailesinin BAX ve BAK proteinlerini nasil kontrol ettigi ve BH3-only
proteinlerinin (burada BIM) bu proteinlerin aktivasyonunu nasil baglattigin1 ortaya koymaktadir

(Adams ve Cory 2018 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).

2.7.1.1.1 Anti-apoptotik Bcl-2 Proteinlerinin Antioksidan Fonksiyonlar:

Basta Bcl-2 proteini olmak {izere Bcl-2 protein familyasinin anti-apoptotik
fonksiyon gosteren {yelerinin hiicreyi asir1 oksidatif stresten korumak icin
antioksidan etki gosterdigi yaklasik son 30 yildir yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.
1993 yilinda Hockenbery ve dig. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, anti-apoptotik
Bcl-2 proteininin, hiicre iginde mitokondri, endoplazmik retikulum ve niikleer
membran gibi serbest radikal iiretiminin yogun oldugu bolgelere lokalize oldugu ve
hidrojen peroksit (H20-) ile menadion gibi oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimlerine
kars1 koruma sagladig: belirtilmistir. Ancak Bcl-2, serbest radikal {iretimini tamamen
engellememis, bunun yerine bu radikallerin hiicresel bilesenlere zarar vermesi
Onlenmistir. Calismada, Bcl-2'nin serbest radikal iiretimi ile bu radikallerin hiicre
zarlar1 gibi hayati hiicresel bilesenlere zarar vermesi arasindaki kritik bir noktada
devreye girdigi ve bu etkisini bir antioksidan yolak tizerinden gerceklestirdigi rapor

edilmistir. Ozellikle Bcl-2 overekspresyonunun lipid peroksidasyonunu &nleyerek
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hiicresel zar biitiinliiglinii korudugu ve ayn1 zamanda DNA hasarin1 da engelledigi
tespit edilmistir. Aynm1 yil yapilan bir diger ¢alismada (Kane ve dig. 1993), Bcl-2
proteininin apoptoz ve nekroz tizerindeki koruyucu etkileri arastirilmis ve 6zellikle,
glutatyona bagimli bir mekanizma incelenerek hiicrelerin oksidatif strese karsi nasil
korundugu degerlendirilmistir. Hiicresel oksidatif hasara kars1 korunmada kritik rol
oynayan glutatyonun (GSH) sentezini azaltan ajanlar (biitiyonin siilfoksimin (BSO),
dietil maleat (DEM)) kullanildiginda, Bcl-2 ekspresyonu olmayan hiicrelerin hizla
oldiigli gézlenmistir. Bu noktada GSH eksikligi lipid peroksidasyonuna neden olmus
ve bu siireg hiicre oliimiine yol agmistir. Ancak Bcl-2'nin overeksprese edilmesi ROS
artis1 ile iligkili lipid peroksidasyonunu tamamen baskilamis, hiicresel zar biitiinliigii
korunmus ve apoptotik ve nekrotik noral hiicre olimii engellenerek sagkalim
saglanmistir. Boylece Bcl-2'nin bir antioksidan protein olarak islev gordiigii ve
serbest radikalleri temizlemek yerine onlarin zararli etkilerini diizenledigi ortaya
konmustur. Ellerby ve dig. (1996) tarafindan yapilan ¢alismada, Bcl-2 proteininin
hiicresel oksidasyon-rediiksiyon potansiyelini nasil etkiledigi ve apoptoz ile nekroz
tizerindeki  koruyucu etkileri incelenmistir. Calisma, ozellikle glutatyon
metabolizmasi, ROS regiilasyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri tizerinde Bcl-
2'nin roliinii anlamayi hedeflemistir. Bu noktada, PC12 ve GT1-7 néral hiicre
hatlarinda, Bcl-2 overekspresyonunun hiicresel redoks potansiyeli ve enerji
metabolizmasini daha indirgenmis bir duruma kaydirdigi ve oksitlenmis glutatyonun
(GSSG) toplam glutatyona (GSH+GSSG) orani ile NAD+/NADH oranini diisiirdiigi
ifade edilmistir. GT1-7 hiicre hattinda Bcl-2 ekspresyonunun antioksidan enzim
aktivitelerinde anlamli bir degisiklige neden olmazken, PC12 hiicre hattinda katalaz
ve siiperoksit dismutaz aktivitelerinde artig1 indiikledigi belirtilmistir. Ayrica, serum
cekilmesiyle indiiklenen apoptoz sirasinda, kontrol hiicrelerinin hayatta kalim oram
onemli Ol¢iide azalirken, Bcl-2 overekspresyonu hiicrelerin %80-90 oraninda hayatta
kalmasini saglamistir. Bu proteinin apoptozun yani sira nekroz iizerinde de koruyucu
bir etki gostererek, genis bir hiicresel Oliim mekanizmasina miidahale ettigi
goriilmistiir. Lee ve dig. (2001) tarafindan yapilan caligmada, Bcl-2'nin anti-
apoptotik ozelliklerinin 6tesinde, hiicresel oksidatif stres, nitrik oksit iiretimi ve
proteazom fonksiyonlar1 iizerindeki diizenleyici etkileri incelenmistir. Bu amagla
Bcl-2 overeksprese NT-2/D1 ve SK-N-MC noéral hiicre hatlarinda, yalnizca vektor
iceren kontrol hiicreleri ile karsilastirmali olarak antioksidan savunma parametreleri

ve oksidatif hasar incelemesi yapilmistir. Bcl-2 transfektanlari, H>O2’e kars1 direng
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gostermis, hiicresel antioksidan savunma sistemlerini giiclendirmis ve 6zellikle, GSH
ile Cu/Zn-superoksit dismutaz (SOD1) aktivitesinde bir artis gozlemlenmistir.
Ancak, Bcl-2'nin etkisi, bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde (Mn-siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) bir degisiklik yaratmamustir,
bu da Bcl-2'nin sadece belirli hiicresel savunma yollarini etkileyebilecegini
gostermistir. Ancak, Bcl-2 overekspresyonu, oksidatif DNA hasar1 ve lipid
peroksidasyonu gibi temel hiicresel hasar big¢imlerinde anlamli bir azalma
saglamamakla birlikte 3-nitrotirozin ve protein karbonil seviyelerini diisiiriip
proteazom aktivitelerini artirmistir. Toplu olarak bu sonuglar, Bel-2'nin hiicresel
antioksidan savunma durumunu artirdigini, ancak bu artisin DNA ve lipidlerdeki
oksidatif hasarin seviyelerinde bir azalmaya yol agmadigin1 gostermektedir. Ayrica,
Bcl-2'nin peroksinitrit ve diger reaktif azot tiirlerinin olusumunu azaltabilecegi ve
hiicresel homeostazi koruyarak protein onariminda rol oynayabilecegi ifade
edilebilir. Gupta ve dig. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada ise, arsenik trioksitin
(As205) normal periferik kan T hiicrelerinde apoptozu baslatip baslatmadig,
oksidatif stresin bu siirecteki rolii ve Bcl-2’nin bu etkileri nasil diizenledigi
incelenmistir. Calismada, As20s'lin klinik olarak uygulanabilir konsantrasyonlarinda
periferik kan T hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve bunu oksidatif stresi artirarak
gergeklestirdigi gosterilmistir. As.Os indiiklii apoptoz; mitokondriyal transmembran
potansiyelinin (Aym) azalmasi, ROS artisi, GSH seviyelerinin  diismesi,
mitokondriden sitokrom ¢ ve AIF salinimi, kaspaz aktivasyonu, Bcl-2 ve Bcl-xL'in
down-regiilasyonu ve Bax ekspresyonunun up-regiilasyonu ile iliskilendirilmistir.
Ayrica, eksojen olarak eklenen GSH hiicreleri As20; indiiklii apoptozdan
korumustur. Bcl-2 6zelinde bu proteinin overekspresyonu, As:Os indiiklii apoptozu
inhibe etmis ve Aym’nin depolarizasyonunu, ROS {iretimini ve sitokrom c ile AIF
salinimin1 engellemistir. Bu sonug, Bcl-2'nin hiicresel oksidatif hasar1 engelleyerek
hiicrenin hayatta kalmasini saglamada dolayli olarak antioksidan islev gordiiglinii
gosteren onemli bir bulgudur. Ayni1 yil yapilan bir baska ¢aligmada (Saitoh ve dig.
2003), Bcl-2 geninin tert-biitil hidroperoksit (t-BuOOH) indiiklii hiicre
sitotoksisitesine karsi koruyucu rolii arastirilmistir. Calismada, 6zellikle Bcl-2'nin
lipid peroksidasyonunu baskilama, askorbat (C vitamini) alimini artirma ve
apoptozla iliskili molekiiler mekanizmalar iizerindeki olasi etkileri incelenmistir. Bu
amagla, Rat1 hiicreleri t-BuOOH’a maruz birakildiginda mitokondriyal disfonksiyon,

lipid peroksidasyonu ve apoptoz indiiksiyonu gozlemlenmistir. Buna karsilik, Bcl-
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2'nin  eksprese edildigi b5 hiicrelerinde t-BuOOH''n neden oldugu lipid
peroksidasyonu, kaspaz-3 aktivasyonu ve DNA fragmentasyonu baskilanmistir.
Ilging bir sekilde, Bcl-2'nin hiicre i¢i ROS iiretimi ve kaspaz-1 aktivasyonu iizerinde
anlamli  bir etkisi olmadigi bulunmustur. Bu bulgu, Bcl-2'nin  savunma
mekanizmasinin  spesifik  olarak  lipid peroksidasyonunu hedef aldigimm
gostermektedir. Ayrica, Bcl-2 ekspresyonunun, hiicre i¢i askorbat alimini 6nemli
Olclide artirdig1 ifade edilmistir. Bu bulgu, hiicrenin antioksidan kapasitesini
artirmaya yonelik bir mekanizma olarak degerlendirilebilir. 2007 yilinda Chen ve
Pervaiz tarafindan yiiriitilen bir calismada ise, Bcl-2'nin tiimoér hiicrelerinde
mitokondriyal solunum {izerindeki etkisi ve bu etkinin hiicresel oksidatif stresle
iligkisi detayli bir sekilde incelenmistir. Arastirmacilar, Bcl-2'nin oksijen tiiketimini
artirarak hiicre i¢i pro-oksidan bir ortam olusturdugunu ve bunun hiicre hayatta
kalimi tizerindeki etkilerini arastirmistir. Bu amagla insan 16semi hiicre hatti (CEM)
ile rahim agz1 kanseri hiicreleri (HeLa) kullanilmis ve ayrica Bcl-2'nin overeksprese
edildigi (CEM/Bcl-2) ve kontrol hiicre hatlar1 (CEM/Neo) olusturulmustur. Bcl-2'nin
overeksprese edildigi hiicrelerde oksijen tiikketimi ve sitokrom oksidaz (COX)
aktivitesi artmistir. Bcl-2'nin mitokondriyal solunumu destekleyerek siiregte pro-
oksidan bir ortam olusturdugu ve enerji metabolizmasini optimize ettigi gdzlenmistir.
Bcl-2, mitokondriyal solunumu artirarak hiicre i¢i ROS seviyelerinde bir miktar
artisa yol agmasina ragmen hiicrelerde ciddi oksidatif hasara neden olmamis; aksine
ROS seviyelerini kontrollii bir sekilde diizenleyerek tiimor hiicrelerinin hayatta
kalimina katki saglamistir. Bu bulgular, Bcl-2’nin hem apoptozu Onleyen anti-
apoptotik bir protein olarak hem de mitokondriyal respirasyonu artirarak pro-oksidan
ortam olusturan bir diizenleyici olarak gdrev yapan ikili roliine isaret etmektedir.
Aynt yil yapilan bir diger ¢alismada (Zimmermann ve dig. 2007) ise, Bcl-2'nin
mitokondriyal glutatyon (GSH) havuzunu diizenlemedeki rolii ve bunun hiicresel
antioksidan savunma mekanizmalarina nasil katkida bulundugu arastirilmistir.
Calismada Bcl-2, BH3 bolgesi araciligiyla GSH ile dogrudan baglanmis ve bu durum
mitokondriyal membran iizerinde lokalize bir antioksidan savunma saglamistir.
Ayrica, bu etkilesim, mitokondriyal proteinlerin oksidasyonunu onleyerek apoptozu
geciktirmistir. BH3 mimetikleri ise, GSH ile baglanmay1 doz bagiml sekilde inhibe
edip mitokondriyal oksidatif stresi artirarak hiicre 6liimiinii hizlandirmistir. Sonug
olarak bu ¢alisma, Bcl-2'nin anti-apoptotik roliiniin yan1 sira mitokondriyal glutatyon

diizenlenmesi yoluyla oksidatif stresi azaltarak hiicresel antioksidan savunmada
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onemli bir rol oynadigini goéstermektedir. Métrailler-Ruchonnet ve dig. (2007)
tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, Bcl-2 proteininin hiicreleri hiperoksi (yiiksek oksijen
konsantrasyonlarina maruz kalma) indiikli apoptoza karsi nasil korudugunu
arastirmayr amaclamistir. Ozellikle, Bcl-2'nin  mitokondriyal apoptotik yolagin
inhibisyonu ve hiicre i¢i antioksidan kapasitenin artirilmasi yoluyla koruma sagladigi
hipotezi test edilmistir. Bu amacla fare fibroblast hiicre hatti olan L929 hiicreleri
kullanmilmis ve Bcl-2'nin  overeksprese edildigi ve kontrol hiicre hatlar
olusturulmustur. Hiicreler %95 oksijen konsantrasyonuna (hiperoksi) maruz
birakilarak oksidatif stres indiiklenmistir. Bcl-2'nin overeksprese edildigi hiicrelerde
hiperoksi indiiklii apoptoz belirgin sekilde azalirken, kontrol hiicrelerinde apoptozun
sikga gorildigi tespit edilmistir. Bcl-2, yalnizca kaspaz bagimli mekanizmalarla
degil, ayn1 zamanda kaspazdan bagimsiz yollarla da apoptozu engellemistir. Bu
protein, hiperoksiye maruz kalan hiicrelerde hiicre i¢i glutatyon seviyelerini artirarak
oksidatif stresin azaltilmasina da katkida bulunmus ve bu sekilde dolayli olarak
antioksidan savunma mekanizmalarint desteklemistir. Porcelli ve dig. (2008)
tarafindan yapilan ¢alismada ise, solunum kompleksi I enziminde defekt tagiyan
insan tiroid karsinoma hiicre hatlarinda Bcl-2 proteininin antioksidan islevi,
sitoskeletal stabiliteyi koruma ve oksidatif stresin etkilerini hafifletme kapasitesi
incelenmistir. Glikoliz inhibe edilip enerji iiretimi yalnizca oksidatif fosforilasyona
birakildiginda, bu hiicreler kaspazdan bagimsiz bir hiicre 6liim yolunu tetiklemis ve
siire¢, glutatyon homeostazindaki ciddi bir dengesizlik ile aktin sitoskeletonunun
pargalanmasiyla sonuglanmugtir. Bcl-2'nin overekspresyonu, hiicrelerde oksidatif
stres seviyelerini belirgin sekilde azaltmis ve bu etki Ozellikle glutatyon
homeostazinin korunmast ile iligkilendirilmistir. Solunum kompleksi I'in bozulmast,
oksidatif stresin artmasina ve hiicresel iskeletin (aktin ve mikrotiibiil yapilari)
par¢alanmasina yol acarken, Bcl-2'nin varlig1 bu yapilari korumustur. Ayrica, Bcl-2,
hiicrelerin adezyon yetenegini artirmis ve bu durum hiicrelerin cevresel streslere
kars1 direncini giliglendirmistir. Bu protein hiicre yapisini koruma ve oksidatif stresin
etkilerini azaltma iglevine ragmen, hiicresel canlilik iizerinde anlamli bir iyilesme

saglayamamuistir.

Anti-apoptotik Bcl-2 ailesinin bir diger iiyesi olan Bel-xL'nin, homologu Bcl-
2 gibi, cesitli endojen ve ekzojen oksidanlara karsi dogrudan veya dolayli olarak

antioksidan etkiler gostererek hiicreleri korudugu ve hiicresel direnci artirdigi, sinirh
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sayida caligmada ifade edilmektedir. Gottlieb ve dig. (2000) tarafindan yiiriitiilen bir
calismada, Bcl-xL proteininin TNF-o veya harici oksidanlarla indiiklenen apoptoz
sirasinda hiicresel redoks durumu ve mitokondriyal islevler iizerindeki etkisi
incelenmistir. Bu kapsamda, TNF-a ve H20: ile muamele edilen fare hibridoma
hiicre hatt1 (2B4), apoptotik bir sinyale yanit olarak hiicrelerin redoks durumunun
diizenlenmesinde Bcl-xL'nin roliinii incelemek i¢in hiicresel bir model olarak
kullanilmistir.  TNF-o ile apoptoza yonlendirilen hiicrelerde, TNF-a, Once
mitokondriyal zar potansiyelinde (AWm) kismi bir diisiise, ardindan yiiksek
seviyelerde ROS iretimine neden olmustur. Bcl-xL ekspresyonu ise, TNF-a
muamelesi sonrasinda A¥m'deki baslangi¢ diisiisiinii ve sonrasindaki ROS {iretimini
engellemistir. Ayrica, bu hiicreler H,O2 gibi oksidanlarla yapilan muamele sonrasi
A¥m’deki ilk dislisii engelleyememis, ancak sonrasinda mitokondriyal zar
potansiyeli geri kazanilabilmistir. Bu veriler, Bel-xL'nin dogrudan bir antioksidan
gibi davranmadigini, ancak ROS iretimi ve mitokondriyal zar potansiyelini
diizenleyerek mitokondrilerin regiilasyonunda rol oynadigini géstermektedir. Saez-
Atienzar ve dig. (2016) tarafindan yapilan bir ¢calismada ise, Parkinson ve Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklarla iligkilendirilen Losin Zengin Tekrar Kinaz 2
(LRRK?2) enziminin segici inhibitorii GSK2578215A ile indiiklenen mitokondriyal
dinamikler ve otofaji siiregleri iizerinde Bcl-xL proteininin etkilerini incelemek
amaciyla dopaminerjik SH-SYSY hiicre hatti kullanilmistir. Bu ¢alismada,
GSK2578215A'nn hiicre toksisitesine yol agtig1 ve bunun mitokondriyal morfolojiyi
bozarak reaktif oksijen tiirlerinde dengesizlik olusturdugu gézlemlenmistir. Bel-xL
overekspresyonunun, ROS iiretimini azalttigi, tiibiilin hiperasetilasyonunu ortadan
kaldirdigi, mitokondriyal zar potansiyelini korudugu, Bax ve Drp-1
translokasyonunu engelledigi ve buna bagli olarak GSK2578215A ile indiiklenen
mitokondriyal fizyonu inhibe ettigi, ayrica otofagozom-lizozom fiizyonunu yeniden
sagladigi bulunmustur. Ozetle, bu ¢alismada, Bcl-xL'nin LRRK2 inhibisyonunun
neden oldugu mitokondriyal degisiklikleri engelleyerek ve ROS temizleme isleviyle
mitokondriyal homeostazi koruyarak hiicre sagkalimmi artiran Snemli bir

antioksidan fonksiyon sagladig1 gdsterilmistir.
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2.7.1.2 Maya Apoptozu

Mayalar, oksidatif stresin yan1 sira bunun programlanmis hiicre 6liimii (PCD)
ve yaslanma iizerindeki etkilerini incelemek i¢in en ¢ok tercih edilen deneysel
modellerden biri haline gelmistir. Tomurcuklanan maya tiirii S. cerevisiae ve boliinen
maya tirii S. pombe, diger deneysel modellere gore ¢esitli avantajlar sunmaktadir.
Ornegin, bu mayalar kisa bir yasam dongiisiine sahip olmakla birlikte genetik olarak
kolayca manipiile edilebilmektedirler. Bu 6zellikleriyle bakterilere benzeseler de,
ayni zamanda Okaryotlara 6zgili temel hiicresel siiregleri de barindirmaktadirlar
(Carmona-Gutierrez ve dig. 2010). En 6nemlisi, 6nceki g¢alismalar, apoptoz gibi
programlanmis hiicre Oliimiiniin temel unsurlarinin mayalarda da korundugunu
(Biittner ve dig. 2007; Fahrenkrog ve dig. 2004; Wissing ve dig. 2004; Madeo ve dig.
2002; Frohlich ve Madeo 2001; Madeo ve dig. 1999; Madeo ve dig. 1997) ve ROS
birikiminin bu siireclerde 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymustur (Jeon ve dig.
2002; Madeo ve dig. 1999). S. cerevisiae, fosfatidilserin eksternalizasyonu, DNA
fragmentasyonu, kromatin yogunlagmasi, mitokondriden sitokrom c salinimi ve
mitokondriyal transmembran potansiyelinin kaybi1 gibi apoptozun tanisal
Ozellikleriyle hiicre dliimiine ugrayabilmekle birlikte hem kaspaz-bagimli hem de
kaspaz-bagimsiz hiicre oOliim yiiriitiiciilerinin maya hiicre O6limiine katildig1
gozlemlenmektedir (Madeo ve dig. 2009). Bu nedenle, maya, apoptotik veya
nekrotik hiicre Oliimiine yol acan filogenetik olarak korunan yollar1 acikliga

kavusturmak i¢in miikemmel bir model organizmadir.

Mayalarin, yiliksek Okaryotlar ile ciddi anlamda benzerlik derecesine sahip
i¢sel apoptotik yanitlara girme yetenekleri oldugu gosterilmesine ragmen (Madeo ve
dig. 2004), olim reseptorleri ve bunlarin ligandlar1 gibi digsal apoptotik diizenleyici
yolun hicbir bileseni mayalarda tarif edilmemistir, bu durum maya hiicrelerinin
memeli apoptotik sistemini tamamen tekrarlamadigini gostermektedir (Frohlich ve
dig. 2007). Maya apoptozu lizerine yapilan aragtirmalara olan ilginin artmasiyla
birlikte, memeli hiicrelerindeki homolog proteinleri ifade eden bir¢ok gen bulunmus
ve Tablo 2.5’de sunulmustur. Bu proteinlerden bazilar1 metakaspaz (Ycal/Mcal)
(Madeo ve dig. 2002), htra2/OMI homologu Nmalll (Fahrenkrog ve dig. 2004),
AIF/AMID'in iki farkli homologu Aifl ve Ndil (Wissing ve dig. 2004), Apoptoz
Inhibitér Proteinleri (IAP) homologu Birlp ve proapoptotik Endo G homologu
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Nucl'dir (Biittner ve dig. 2007). Bu yolagin gorsel bir semas: Sekil 2.35'de

gosterilmistir.

Tablo 2.5: Insan apoptotik proteinler ve fonksiyonlarmin mayadaki ortologlari (Kavakcioglu

Yardimei 2007 tarafindan yapilan calismadan alinmig ve diizenlenmistir).

Insan S. cerevisiae Fonksiyonu (www.yeastgenome.orq)

ER ile iliskili ubikitin bagimli protein
bozunma sisteminin bir pargasi olan
poliubikitinlenmis proteinlerin

\VCP CDC48/YDL126C salinmasinda yer alan cesitli multiprotein
ATPaz kompleksinin bir bilesenidir.
Ayrica mitotik igi ayirma, otofaji, ER
membran fiizyonu, hiicre boyunca lokalize
protein transportunun bozulmasinda rol
oynar.

Sitokrom c’nin mitokondriyal salinim
sonucu kaspaz aktivasyonu tetiklenerek

Sitokrom ¢ (Cyt ¢) CYCL1/YJR048W apoptoz baglatililir.

RNAz, DNA endo- ve ekzoniikleolitik
aktivitelere sahip majér mitokondriyal
niikleazdir. Mitokondriyal rekombinasyon,

Endoniikleaz G NUC1/YJL208C apoptoz, poliploidinin siirdiiriilmesindeki
roller, programlanmis niiklear yikim
(Endo G) (PND) sirasinda genomik DNA‘nin
parcalanmasinda gorevli memeli EndoG

ortologunu kodlar.
Apoptotik uyaranlara cevaben cekirdege
) transloke olan mitokondriyal hiicre 6liim
ApOpIOZIS AIF1/YNRO74C etkinlestiricisidir. Rediiktaz olarak kabul
ir';dlilizl)deyici Faktor edilen memeli apoptozis indiikleyici faktor

homologudur.

Birlp genellikle apoptozis inhibitorii
proteinlerinde bulunan bir protein motifi
olan ii¢ bakulovirlis IAP tekrar bolgesi
icermektedir. Birlp, kromozom stabilitesi

Apoptozis protein BIR1/YJR089W
inhibitori (IAP)

ve apoptozda bagimsiz roller oynuyor gibi

goriinmektedir.
Serin proteaz NMA111/YNL123W Serin proteaz ve genel molekiiler
(HtrA2/0Omi) saperonlar apoptozun gelisimi ve 1si

stresine yanit vermede rol oynarlar. Lipid
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homeostazisine katkida bulunabilirler.

NADH:ubikinon oksidorediiktaz;
elektronlari solunum zincirinde
NADH’den ubikinona aktarir. Ancak daha
Apoptozis NDIL/YML120C yiiksek Okaryotik ¢ok alt birimli solunum
indiikleyici Faktor kompleksi I’in aksine proton
(AIF)-Homologu ve pompalamaz. Apoptotik stres {izerine
Mitokondri ligkili mitokondride N-terminal boliinmesi ile
Protein aktive edilir, ardindan  apoptozu
indiiklemek i¢in sitoplazmaya transloke
olur.

Apoptozis esnasinda 6nemli rol oynayan
Ca?*-bagimh sistein proteazdir. Strese
cevaben spesifik substratlara baglanir.

Kaspazlar MCAL/YOR197w (1202 ~muamelesi iizerine  apoptozu
diizenler. Hiicre dongiisii dinamikleri ve
yasam siiresinin ayarlanmasini igeren
otokatalitik iglemlere ugramasi acisindan
memeli kaspazlarina benzerdir.
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Sekil 2.35: Maya apoptozunda apoptotik proteinler ve yolaklar (Carmona-Gutierrez ve dig. 2010
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tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).
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Son olarak yapilan ¢alismalar, memeli Bcl-2 proteinlerinin homologlariin S.
cerevisiae mayasinda bulunmamasina ragmen, homolog veya heterolog
ekspresyonlar1 ile aktivitelerinin korunabildigini gostermektedir (Rouchidane
Eyitayo ve dig. 2021; Pol¢ic ve dig. 2015; D Silva ve dig. 2011). Ornegin, nematod
ced-9, insan bcl-2 ve tavuk bcl-x1 genlerini eksprese eden maya suslarinin, vahsi tipe
kiyasla cesitli oksidatif stres faktorlerine karsi daha yiiksek tolerans gosterdigi,
apoptoza bagh karakteristik ozellikler sergilemedigi ve vahsi tiir i¢in 6liimciil olan
kosullarda hayatta kalabildigi belirlenmistir (Chen ve dig. 2003). Bu durum, Bcl-2
ailesinin etki mekanizmasiin anlasilmasinda S. cerevisiae hiicrelerini 6nemli bir

model haline getirmistir.

2.7.1.3 Apoptotik Hiicrelerin Tespiti icin Yontemler

2.7.1.3.1 Fosfatidilserin Ekspozisyonu ve Annexin V-PIl Flow Sitometrik
Test

Saglikli hiicrelerin yiizeyi, plazma zarinin i¢ ve dis tabakasinda asimetrik
olarak dagilan lipitlerden olusmaktadir. Fosfatidilserin (PS), hiicrelerin plazma
zarlarinda baskin olarak bulunan dort ana fosfolipidden biridir. Lipid ¢ift tabakanin
yapisina katkida bulunan PS saglikli hiicrelerde hiicre zariin sitoplazmik yiizeyinde
(ic tabakasinda) bulunmaktadir. PS'nin plazmanin dis zar yapragina translokasyonu
ile zarin lipid asimetrisinin bozulmasi apoptoza ugrayan hiicrelerin 6nemli bir
ozelligidir ve apoptozun erken bir belirtecidir (Fadok ve dig. 2001; Martin ve dig.
1995; Fadok ve dig. 1992). Makrofajlar, apoptoz siirecinde yiizeyde acia c¢ikan
PS'yi taniyan bir PS reseptorii igermektedir (Fadok ve dig. 2000). Bu reseptorler,
hiicrelerin nekrotik hale gelip iceriklerini ¢evresel dokulara yaymadan ve
inflamasyona neden olmadan 6nce ortadan kaldirilmasini indiiklemektedir (Zwaal ve
dig. 2005). 36 kDa agirligindaki kalsiyum baglayic1 bir protein olan Annexin V,
PS'ye yiiksek afinitesi sonucu baglanmakta ve bu nedenle, yesil floresanla
isaretlenmis Annexin V apoptoz halindeki hiicrelerin dis yiizeyinde aciga ¢ikan PS'yi
tespit etmek i¢in kullanilabilmektedir. Annexin V nekrotik hiicreleri de

boyayabilmektedir c¢linkii bu hiicreler Annexin V'in tiim plazma membranina
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erigimine izin veren yirtilmis (riiptiire) membranlara sahiptirler. Ek olarak, apoptoz
halindeki hiicreler nekrotik hiicrelerden kirmizi floresan ile boyayan propidyum
iyodiir (PI) kullanilarak ayirt edilebilmektedir. PI 6lii veya hasar gormiis nekrotik
hiicrelerin  zarlarindan  gegebilirken apoptoz halindeki hiicreler tarafindan
dislanmaktadir (Crowley ve dig. 2016). Hayatta oldugu diisiiniilen hiicrelerde hem
Annexin V hem de PI negatif, erken apoptoz asamasindaki hiicrelerde Annexin V
pozitif ve Pl negatif, ge¢ apoptoz asamasindaki veya zaten 6li olan hiicrelerde ise
hem Annexin V hem de PI pozitiftir. Sonug olarak, hiicre canlilig igin bir dislama
boyasi olarak PI ile birlikte bir fluoressein izotiyosiyanat (FITC) konjugati olarak
Annexin V’in kullanimi, apoptotik hiicreleri tespit edebilmekte ve apoptoz ile nekroz
arasinda ayrim yapabilmektedir (Sekil 2.36) (Hertveldt ve dig. 1997; Vermes ve dig.
1995; Koopman ve dig. 1994).
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Sekil 2.36: Hiicre 6liimiiniin Annexin V baglanmasi ve PI alimi yoluyla belirlenmesi (Crowley ve dig.

2016 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).
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2.7.1.3.2 DNA Fragmentasyonu ve Kromatin Kondenzasyonunun
Belirlenmesinde TUNEL Testi ve DAPI Boyama

Hem erken hem de ge¢ apoptoz evrelerinin biyokimyasal bir gostergesi, ¢ift
sarmalli genomik DNA’nin endoniikleazlar (6rnegin, kaspaz-aktif DNaz [CAD] veya
DNA Fragmentasyon Faktorii 40 [DFF40]) tarafindan pargalanmasidir. Bu siireg,
serbest 3'-OH gruplar1 tasiyan kii¢iik niikleozomal fragmentlerin olusumuna yol
agmaktadir. Apoptoza ugrayan hiicrelerde bu tiir DNA fragmentlerinin tespiti igin
yaklasik 30 yil once TUNEL (Terminal deoksiniikleotidil transferaz [TdT] aracili
dUTP Nick End Labeling) yontemi gelistirilmistir (Sekil 2.37) (Gavrieli ve dig.
1992; Gorczyca ve dig. 1992). Bu testte, atipik bir DNA polimeraz olan TdT’nin,
serbest 3'-OH ucuna sahip tek sarmalli DNA dizilerine sablondan bagimsiz olarak
isaretlenmis deoksintikleotid trifosfatlar1 (genellikle dUTP analoglar1) ekleme
ozelliginden yararlanilmaktadir. dUTP, 151k mikroskobu, floresan mikroskobu veya
akis sitometrisi ile tespit edilebilecek gesitli problarla isaretlenebilmektedir (EImore
2007).

' \ , \ Apoptoz ' \
! ¥ 5'
J s DNA parcalanmas = )

Br-dUTP'nin enzimatik
baglanmast-polimerizasyonu

Sekil 2.37: Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak Br-dUTP ile DNA sarmal
kiriklar: etiketlemenin sematik gosterimi (Darzynkiewicz ve dig. 2008 tarafindan yapilan ¢alismadan

alimmis ve diizenlenmistir).
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TUNEL testinin hiicre oliimii ile ilgili ¢aligmalarda kullanimina dair bazi
avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (Mirzayans ve Murray 2020; Elmore 2007).
Avantajlar1 arasinda; i) diger apoptoz testleriyle kiyaslandiginda gorece kolay
uygulanabilirlik ve i) hiicre kiiltiirlerinde tek hiicre analizleri, hiicre
popiilasyonlarinin akis sitometrik analizleri, doku kesitlerinin ve parafine gomiilii
orneklerin histokimyasal ve floresan analizleri gibi ¢esitli uygulamalar icin TUNEL
test kitlerinin mevcut olmasi gibi 6zellikler bulunmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1
TUNEL testi, gesitli laboratuvar, hayvan modeli ve klinik ¢alismalarda apoptozun
degerlendirilmesi i¢in tercih edilen bir yontem olmustur. Ancak, TUNEL testinin
apoptozla iligkili hiicre Olimiinin degerlendirilmesinde baz1  potansiyel
dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Lawrence ve dig. 2013; Loo 2011; Baima ve
Sticherling 2002; Kanoh ve dig. 1999). Loo ve dig. (2011) tarafindan yapilan
calismada belirtildigi gibi TUNEL boyamasi, bu uglarin olusmasina yol agan
molekiiler mekanizmalardan bagimsiz olarak tiim serbest 3'-OH uglarmi
etiketleyebileceginden spesifik degildir. Bu nedenle, TUNEL boyamasi nekrotik
dejenere hiicreler, DNA onarimi yapan hiicreler, mekanik kuvvetlerle zarar gormiis
hiicreler ve hatta aktif gen transkripsiyonu gerceklestiren hiicreler gibi apoptotik

olmayan hiicreleri de tespit edebilmektedir.

Apoptoz veya nekroz sirasinda, fragmentlesmis, kondanze olmus veya
deforme olmus ¢ekirdekler gibi niikleer degisikliklerin DAPI (4’,6-diamidino-2-
fenilindol) boyama ile de gorsellestirilebildigi bilinmektedir (Sekil 2.38) (Atale ve
dig. 2013). Bu boya, hem canli hem de hasar gormiis hiicre zarlarindan gegebilmekle
birlikte hiicre zarinin durumuna bagli olarak gecirgenlik oram1 degisebilmektedir.
DAPI, adenin-timin agisindan zengin bolgelere giiclii bir sekilde baglanarak tercihen
cift sarmalli DNA’y1 (dsDNA) boyayan mavi floresan bir boyadir. Bu boyanin
baglanmasi, hem DAPI’den hem de DNA'nin kii¢iik olugundan su molekiillerinin yer
degistirmesi nedeniyle artmis bir floresans tiretmektedir. Bununla birlikte, adenin-
urasil diniikleotid-secici interkalasyonu iceren farkli bir baglanma modunda, RNA’ya
da baglanabilmektedir (Atale ve dig. 2014). DAPI/RNA kompleksi, DAPI/dsDNA
kompleksine gore daha uzun dalga boyunda floresans emisyonu sergilemektedir
(Gomes ve dig. 2013; Hoff 1988). DNA’ya baglandiginda, 358 nm (ultraviyole)
dalga boyunda absorpsiyon maksimumuna sahip olup, emisyon maksimumu ise 461

nm (mavi) civarindadir. Bu nedenle floresan mikroskopisi i¢cin DAPI, ultraviyole
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1s1kla uyarilmakta ve DAPI'nin yaydigi floresan 151k mavi renkte oldugu icin mavi bir

filtre araciligiyla tespit edilmektedir.

Kontrol 7 M

14 pM 28 uM

W@ %
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Sekil 2.38: Farkli konsantrasyonlarda bir antikanser ajan ile muamele edilen kanser hiicrelerinde

apoptoz indiiksiyonunu gosteren DAPI boyama gorintileri (Yu ve dig. 2019 tarafindan yapilan

calismadan alinmis ve diizenlenmistir).



2.8  Literatiir Ozetleri

Garcia-Trejo ve dig. (2024) calismasinda, kurkuminin D-galaktoz ile
indiiklenen hiicresel yaglanma, oksidatif stres ve endoplazmik retikulum stresi
tizerindeki koruyucu etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Domuz
bobrek hiicre hatti (LLC-PK1) ve insan bobrek proksimal tiibiil hiicre hatti
(HK-2) iizerinde yapilan deneylerde, D-galaktoz (300 mM, 120 saat)
uygulamasimin oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve yaslanma
belirteglerini  artirdign  gbzlenmistir. Kurkumin muamelesi, LLC-PK1
hiicrelerinde yaslanma ile iligkili (SA)-B-D-galaktozidaz boyamasinda pozitif
olan hiicrelerin sayisin1 ve oksidatif DNA hasarim1 azaltirken, hiicre
cekirdeginin yapisal biitiinliiglinii gésteren Lamin B1 seviyelerini artirmistir.
HK-2 hiicrelerinde ise proliferatif hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve
yaslanmay1 Onleyici protein Klotho seviyeleri artmis, katalaz aktivitesi
yiikselmistir. Her iki hiicre hattinda da kurkumin, ROS iiretimini azaltmigtir.
Bu bulgular, kurkuminin oksidatif stresi azaltarak ve hiicresel yaslanma
belirtilerini hafifleterek bobrek hiicrelerinde koruyucu etkiler sagladigi ve
yaslanma ile iligkili hastaliklarda terapétik bir potansiyele sahip olabilecegini
gostermistir.

Cheng ve dig. (2024) calismasinda, insan gébek kordonu mezenkimal kok
hiicrelerinin (HUCMSC), foto yaslanma karsiti 0Ozellikler gosterme
potansiyelinin hem in vitro hem de in vivo olarak incelenmesi amaclanmustir.
Calisma, konsantre HUCMSC siipernataninin (CHS), UVB 1s1mnimi ile hasar
goren hiicrelerin canlilik, gd¢, yaslanma, apoptoz ve otofaji lizerindeki
etkilerini ~arastirmistir. Insan keratinosit hiicre hatti (HaCaT) ve
fotoyaslandirilan disi Kunming fareleri kullanilarak yapilan deneylerde,
CHS’nin konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligi ile go¢ilinii artirdigi,
yaslanma ve apoptoz oranlarim1 azalttig1 ve otofajiyi aktive ederek hiicresel
hasar1 iyilestirdigi tespit edilmistir. Farelerde UVB 1simniminin yol agtig1 cilt
yaslanmasina bagli cilt kirigikliklar,, kolajen kayb1 ve bagisiklik
fonksiyonlarindaki azalma, CHS ile diizelmistir. Sonug¢ olarak CHS, cildin
fotoyaslanmasini 6nlemede etkili bir terapotik ajan olarak 6ne ¢ikmistir.

Li ve dig. (2024) calismasinda, yaslanma ile iligkilendirilen Alzheimer

hastaliginin (AD) patogenezinde 6nemli bir rol oynayan oligomerik AB42'nin

136



neden oldugu norotoksisiteye karst Chromofungin'in (CgA tiirevli bir peptit)
koruyucu etkilerinin arastirtlmast amaglanmistir. Calisma, Chromofungin'in
hiicresel yaslanma ve oksidatif stres lizerindeki etkilerini inceleyerek AD
tedavisi i¢in olas1 bir ajan olarak kullanilabilirligini degerlendirmistir. Bu
amagla, oligomerik AP42'min neden oldugu norotoksisite ve hiicresel
yaslanma g¢alismalarinda insan kaynakli bir néron hiicre hatt1 olarak M17
kullanilmistir. AP42; telomeraz ve telomerazla iliskili genlerin ifadeleri ile
SOD aktivitelerini azaltirken ROS seviyeleri, COX-2 ekspresyonu ve PGE2
tiretimini artirmigtir. Chromofungin muamelesi ise, AB42'nin neden oldugu
bu etkileri doz bagimli sekilde tersine cevirmis ve hiicresel yaslanmay1
onlemistir. Ayrica COX-2'nin over-ekspresyonu, Chromofungin'in koruyucu
etkilerini zayiflatmig ve bu durum Chromofungin'in etkilerinin COX-2'nin
baskilanmastyla iligkili oldugunu gostermistir. Sonu¢ olarak Chromofungin,
oligomerik AB42'nin neden oldugu noéronal hiicresel yaslanmayi ve oksidatif
stresi baskilayarak koruyucu etkiler gostermistir. Bu etkiler, COX-2'nin
inhibisyonu ve telomeraz aktivitesinin artirilmasiyla saglanmistir.

Zhen ve dig. (2024) calismasinda, havada bulunan PM2.5 partikiillerinin
insan keratinosit hiicre hattinda (HaCaT) neden oldugu yaslanma siireglerine
karsi, giiclii bir antioksidan olan Astaksantin’in (ATX) koruyucu etkileri
arastirilmistir. PM2.5’in, asirt ROS {iretimine yol agarak oksidatif stres
yaratti8i, hiicre ¢ekirdeginde NRF2 (niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor 2)
transkripsiyon faktorii seviyelerini diislirerek antioksidan savunmay1
zayiflattigt ve DNA hasarina, hiicre dongilisii durmasma ve yaslanma
fenotiplerinin artmasina neden oldugu ifade edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore ATX, NRF2 aktivasyonunu artirarak ROS {retimini baskilamas,
antioksidan enzim seviyelerini geri kazandirmis, DNA hasarin1 azaltmas,
hiicre dongilisii durmasini tersine ¢evirmis ve en Onemlisi yaslanma
belirteglerini (interlokin-1p, matris metalloproteinazlar, 3-galaktosidaz gibi)
ve hiicresel yaglanmay1 azaltmistir. Sonug olarak ATX’in antioksidan ve
yaslanma karsit1 etkiler sergiledigi ifade edilmistir.

Shang ve dig. (2024) ¢alismasinda, Erzhi Wan (EZW) adli geleneksel bir Cin
tibb1 formiilasyonunun D-galaktoz ile yaslandirilmis normal sigan bobrek
(NRK) hiicreleri lizerindeki anti-aging etkileri degerlendirilmis ve bu etkilere

iliskin metabolomik ve lipidomik mekanizmalar agiklanmistir. Ayrica,
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EZW'nin yasli NRK hiicreleri tizerindeki etkisini anlamak i¢in BRL (Buffalo
sican karacigeri) hiicreleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore EZW,
yaglanmis NRK hiicrelerini koruyarak oksidatif stresi azaltmistir. Bu etki,
Ozellikle amino asit metabolizmasi, enerji metabolizmast ve fosfolipid
biyosentez yollarmi diizenleyerek yaslanma karsitt islevlerini ortaya
koymustur. Bdylece, EZW'nin klinik uygulamalarda yaslanma karsit1 ajan
olarak kullanimina yonelik teorik bir temel sunulmustur.

Zhu ve dig. (2024) c¢alismasinda, bir Anti-Aging Formiiliiniin (AAF), ciltte
oksidatif strese bagli yaslanmayr 6nleme etkileri ve bu etkileri diizenleyen
molekiiler mekanizmalarin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla, insan deri
fibroblast hiicreleri (HSF) ve fare cilt hiicreleri kullanilmistir. UV 1sinlart
kullanilarak farelerde oksidatif stres kaynakli cilt yaslanma modeli
olusturulmustur. In vitro bulgulara gore AAF uygulamasi, UV 1smlarinin
neden oldugu deri kurulugunu ve kirigiklik olusumunu Onemli OSlgiide
azaltmistir. Ayrica, deri elastikiyeti ile kollajen miktar1 artmis ve melanin
birikimi azalmigtir. AAF muamelesiyle cilt dokularinda yaslanma proteinleri
olan P16 ve P21’in ekspresyonu azaltilarak yaslanma belirtileri
hafifletilmistir. In vitro bulgular ise, AAF’nin yaglanma belirteglerini ve
DNA hasarim1 azalttigini, hiicresel proliferasyonu artirdigini gostermistir.
CXCR2 geninin baskilanmasiyla, P38/P53 yolaklarinin aktivitesi inhibe
edilmis, oksidatif hasar azaltilmig ve hiicresel yaslanma siireci
geciktirilmistir. Sonug olarak bu bulgular, AAF'nin cilt yaslanmasina kars1
koruyucu bir ajan olarak potansiyelini ortaya koymustur.

Miao ve dig. (2024) ¢alismasinda, Astragalus polisakkaritleri (APS)'nin, yash
sicanlarin aort endotel hiicrelerinde oksidatif stres ve yaslanma tizerindeki
etkileri in vitro ve in vivo olarak arastirilmis ve potansiyel molekiiler hedefler
belirlenmistir. Bu amacla, sigcan aort endotel hiicreleri (RAEC'ler)
kullanilmistir. 20 aylik siganlarda ii¢ ay siiresince APS muamelesi, aort duvar
kalinligin1 azaltmis, vaskiiler elastik dokuyu yenilemis, vaskiiler endotel
fonksiyonu iyilestirmis, oksidatif stres diizeylerini azaltmis, Sirtuin 1 (SIRT-
1) protein ekspresyonunu artirmis ve yaslanma belirtegleri olan p53, p21, p16
protein seviyelerini diigiirmiistiir. APS, ayrica H20: ile indiiklenen hiicresel
yaglanmay1 yavaslatmig ve H2O2'nin mitokondriyal zar potansiyeli ve toplam

antioksidan kapasite {lizerindeki olumsuz etkilerini tersine ¢evirmistir. SIRT-
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l'in susturulmasi ise, APS'nin yaslanma ve antioksidan kapasite iizerindeki
koruyucu etkilerini zayiflatmig, pS3 ve p21 protein seviyelerini artirmistir.
Sonu¢ olarak APS’nin, sican aort endotel hiicrelerinde oksidatif stres ve
yaslanmay1 SIRT-1/p53 sinyal yolaklar1 araciligiyla azaltabilecegi
vurgulanmistir.

Shi ve dig. (2024) calismasinda, melatoninin optik sinir hasari (ONC) sonrasi
retinal ganglion hiicreleri (RGC) iizerindeki yaslanma ve apoptoz etkileri
incelenmis ve bu siirecte SIRT1 sinyal yolunun rolii arastirilmistir. RGC
hiicreleri optik sinir hasarina ugratilmis farelerin retinasindan elde edilmistir.
Melatoninin bu hiicreler {izerindeki yaslanma ve apoptozu Onleyici etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, melatonin, ONC sonrasi
SIRT1 seviyelerini artirarak P53/P21 yolaklarmi baskilamis, RCG sayisini
ve gangliyon hiicre kompleksi kalinligini iyilestirmis, yaslanma siireglerini
yavaglatmig ve apoptoz oraninit azaltmigtir. SIRT1 inhibitérii EX-527
muamelesi ise melatoninin koruyucu etkilerini tersine g¢evirmistir. Sonug
olarak melatonin, SIRT1 bagimli bir yolak aracilifiyla retinal ganglion
hiicrelerini hasardan koruyarak yaslanma ve apoptozu azaltma potansiyeli
gostermistir.

Cavalier ve dig. (2024) calismasinda, apigeninin yaslanmayla iliskili biligsel
islev bozuklugunu 6nlemedeki mekanizmalarinin anlasilmas: amaclanmistir.
Apigeninin, hiicresel yaslanma siire¢lerini inhibe eden ve yasa bagl biligsel
bozukluklara kars1 koruma saglayabilecek biyoaktif bir bilesik oldugu ifade
edilmistir. Calismada, geng (6 aylik) ve yash (27 aylik) farelerde 6grenme ve
hafiza performansi degerlendirilmis, beyin transkriptomu analiz edilmistir.
Yash farelerde artan inflamasyon ve biligsel bozukluklar gozlenirken,
apigenin uygulamasi tanima indeksini iyilestirmis, O0grenme ve hafiza
performansini artirmis, yaslanma ile iliskili gen ifadelerini tersine ¢evirmistir.
Insan astrositleri iizerinde yapilan deneylerde apigenin, inflamatuvar genleri
baskilamig, yaslanma gostergelerini azaltmis ve nodronal islev ile hiicresel
homeostazla iliskili genlerin ekspresyonunu artirmistir. Caligsma, apigeninin
noroinflamasyonu baskilayarak bilissel islevleri iyilestirme ve yaslanmaya
bagli ndrodejenerasyona karsi terapdtik bir segenek olabilecegini

gostermistir.
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» Wang ve dig. (2023) calismasinda, ginseng bitkisinden elde edilen
Ginsenoside Rgl (G-Rgl) bilesiginin S. cerevisiae (BY4742 susu) modelinde
kronolojik yaslanmay1 nasil geciktirdigi ve bu etkinin arkasindaki molekiiler
mekanizmalarin  incelenmesi amaglanmistir.  Sonucglara gore, G-Rgl
muamelesi, maya hiicrelerinin hayatta kalma siirelerini uzatmig, koloni
bliyiime hizlarin1 artirmig, yaslanmaya bagl ylizey kirigikliklart ve hiicre
yirtilmasini engelleyerek morfolojik degisiklikleri stabilize etmistir. Ayrica,
yiiksek sicaklik, yiiksek tuz ve asidik strese karsi direnci artirmis, apoptozu
geciktirmis, lipid peroksidasyonu ile iligkili MDA seviyelerini azaltmis,
antioksidan enzimle ilgili genlerin mRNA seviyelerini (SOD2, YAP1, GSH1,
CTT1 ve GLR1 gibi) yiikseltmis ve enzim aktivitelerini iyilestirmistir. G-
Rgl, CDC19 (piruvat kinaz) ve SDH2 (siiksinat dehidrogenaz subunit 2) gibi
enerji metabolizmasiyla iligkili genlerin ekspresyonunu diizenleyerek
hiicresel enerji metabolizmasini dengelemis, glikoliz enzimlerini kodlayan
genlerin ekspresyonunu inhibe etmistir. Ayrica, ROS ve RNS {iretimini
anlamli derecede azaltip, hiicresel antioksidan enzimlerin (POD, SOD, CAT,
TrxR, GSH gibi) aktivitesini artirmistir. G-Rg1l muamelesi, mitokondriyal
fonksiyonlart koruyarak yaglanma siirecini olumlu ydnde etkilemis ve
mitokondriyal zar potansiyelinin (A¥Ym) korunmus oldugu goézlemlenmistir.
Sonug olarak, bu g¢aligmada, G-Rgl'in maya hiicrelerinde mitokondriyal
fonksiyonlar, enerji metabolizmasi ve antioksidan savunmalar iizerindeki
olumlu etkileri sayesinde yaslanma siirecine karst koruyucu bir rol oynadigini
gostermistir.

» Xu ve dig. (2023) ¢alismasinda, dut agacindan (Morus alba L.) elde edilen
prenilat flavonlar olan morusin ve mulberrin bilesiklerinin S. cerevisiae, C.
elegans (nematod) ve insan HeLa modellerindeki yaslanma karsit1 etkileri
incelenmis ve bu etkilerin besin algilayici yollar tizerinden nasil gergeklestigi
anlasilmak istenmistir. Elde edilen sonuglar gore, morusin ve mulberrin, S.
cerevisiae ve C. elegans modellerinde yasam omriinii anlamli sekilde uzatmig
ve bu bilesiklerin etkisi, besin bagimli mekanizmalar aracilifiyla
gerceklesmistir.  Ozellikle glikoz seviyesi diisiiriildiigiinde veya temel
aminoasitler azaldiginda, bu bilesiklerin yasam Omriinii uzatma etkisinin
kayboldugu ifade edilmistir. Sch9, maya modellerinde morusin ve

mulberrinin yasam Omriinii uzatma etkilerinde kritik bir protein olarak
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tanimlanmis ve bu bilesikler, Sch9’un fosforilasyonunu inhibe ederek
ribozom biyogenezi ve hiicresel yaslanmayr kontrol etmistir. Ayni
bilesiklerin, C. elegans iizerinde de yaslanmay1 geciktirdigi ve bu etkinin akt-
1 ve akt-2 genlerinin tam fonksiyonlarma bagli oldugu bulunmustur. Insan
HelLa hiicre modelinde ise morusin ve mulberrin, mTORC]1 yolunun bir alt
hedefi olan p70S6K1 proteinine baglanarak fosforilasyonunu engellemis,
otofajiyi indiiklemis ve yaslanma karsiti etkiler gdstermislerdir. Sonug olarak,
bu bulgular, morisin ve mulberrin gibi prenilatli flavonlarin, besin algilama
yolaklar1 araciliiyla yaslanmay1 geciktirici etki gosteren potansiyel bilesikler
oldugunu ortaya koymustur.

Pawelczak ve dig. (2022) calismasinda, 4-N-Furfurilsitozin (FC) adli bir
sitozin tiirevi kullanilarak S. cerevisiae (BY4741 susu) modelinde anti-aging
etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla, FC'nin hiicre yasam dmrii
tizerindeki etkisi, mitokondriyal aktivite ve hiicre i¢gi ROS seviyeleri analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore FC, hiicrelerin yaslanma siirecinde
hayatta kalma oranini doza bagl olarak artirmistir. Yaslanma periyodunun
19. giiniinde, 1.0 mM FC ile takviye edilmis ortamda biiyliyen maya
hiicrelerinin sayisinin, kontrol grubuna kiyasla %50 daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. FC ile muamele edilen hiicrelerde, konfokal mikroskopla
yapilan incelemede daha az sayida yash hiicre tespit edilmis ve hiicre
boyutlarinda bir azalma gdzlemlenmistir. Ayrica, hiicrelerin mitokondriyal
zar potansiyeli korunmus ve solunum etkinligi artmistir. Bu durum, FC
muamelesinin maya hiicrelerinde oksidatif fosforilasyona yonelik bir
metabolik gecise yol actigmi, mitokondriyal kapasitede belirgin bir artis
sagladigin1 ve enerji metabolizmasin iyilestirdigini gostermistir. Ek olarak
FC muamelesinin hiicresel ROS seviyesini doz bagimli olarak azalttigi da
gosterilmistir. Gen ekspresyon analizleri ise, FC'nin TORCI1 sinyal yolunu
baskiladigini  ve mitokondriyal metabolizmayr destekleyen genlerin
ekspresyonunu artirdigini  gostermistir. Bu bulgular, FC'nin anti-aging
ozelliklere sahip oldugunu ve mitokondriyal fonksiyonu iyilestirerek ve ROS
seviyelerini azaltarak maya hiicrelerinin yaslanma siirecini geciktirebilecegini
gostermistir.

Kavitake ve dig. (2022) calismasinda, Weissella confusa bakteri susu
(KR780676) tarafindan iiretilen galaktan ekzosakkaritinin (EPS), antioksidan,
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anti-apoptotik ve yaslanma karsiti etkileri, S. cerevisiae maya modeli
kullanilarak hem in vitro hem de in vivo yontemlerle degerlendirilmistir. Bu
calismada, yabanil tip BY4741 maya hiicreleri ile birlikte antioksidan (sod1A,
sod2A, tsalA, cta2A, cttlA), anti-apoptotik (pep4A ve fislA) ve yaslanma ile
iligkili (sod2A, tsalA, cttlA) gen silme mutantlar1 kullanilmistir. 300 pg/mL
veya daha yiliksek galaktan konsantrasyonlariyla muamele edilen hiicrelerde
bliylime oranmin belirgin sekilde arttigi, bu durumun galaktanin maya
bliylimesini uyarict bir etkisi oldugunu gosterdigi bildirilmistir. Ayrica
galaktan EPS, konsantrasyona bagli olarak DPPH ve NO siipliriicii aktivite
sergileyerek giiclii bir in vitro antioksidan aktivite gostermistir. Galaktanin bu
giiclii antioksidan aktivitesini takiben, hiicreler galaktan ile 6n muamele
sonrast H202’ye maruz birakilmistir. Bu muamele sonucunda, ROS
seviyelerinde ve lipid peroksidasyonunda (MDA seviyesi) diisiis, antioksidan
ve anti-apoptotik mutantlarin hayatta kalma oraninda ise artis tespit
edilmistir. Ayrica galaktanin, kromatin kondenzasyonu ve c¢ekirdek
parg¢alanmasini azaltarak H>O2 nin indiikledigi apoptotik hiicre 6liimiine karsi
maya mutantlarini korudugu ifade edilmistir. Sonug¢ olarak, bu c¢alisma
galaktan EPS'min dogal bir antioksidan olarak giiclii bir potansiyele sahip
oldugunu ve oksidatif stres kaynakli yaslanma ile hiicresel hasara karsi
koruyucu etkiler saglayabilecegini gdstermistir.

Hemagirri ve Sasidharan (2022) tarafindan yapilan calismada, polifenolce
zengin Polyalthia longifolia yapraklarindan elde edilen metanolik ekstraktin
(PLME), S. cerevisiae (BY611 susu) hiicrelerinde yaslanma karsit1 etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. PLME'nin oksidatif stres lizerindeki etkileri,
antioksidan savunma mekanizmalar1 ve yaslanma ile iliskili gen ve
proteinlerin ekspresyonu incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére PLME,
maya hiicrelerinin biiylimesini artirmig ve kronolojik yasam Omiirlerini
muamele edilmeyen gruba kiyasla anlamli sekilde uzatmistir. Ayrica, H.O2
ile indiiklenen oksidatif strese karsi hiicreleri korumus ve ROS seviyelerini
diisiirtip hticrelerdeki GSH igerigini artirarak oksidatif stresi azaltmistir.
Bunun yanisira, serbest radikallerin temizlenmesi ve uzun Omiir ile
iligkilendirilen SOD ile SIRT1 genlerinin ekspresyonunu artirmis ve bu
proteinlerin aktivitelerini yiikseltmistir. Sonu¢ olarak, PLME, antioksidan

Ozellikleri sayesinde oksidatif stresi azaltmis, GSH seviyelerini artirmig ve
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SOD ile SIRTI gen/protein ekspresyonunu indiikleyerek S. cerevisiae
hiicrelerinde belirgin bir yaglanma karsit1 ajan potansiyeline sahip olmustur.
Tungmunnithum ve dig. (2022) calismasinda, flavonoid agisindan zengin
Nelumbo nucifera (kutsal lotus) stamen oziitiiniin (LSE) S. cerevisiae’da
(DBY746 yabanil tip susu) yaslanmay1 geciktirme potansiyeline sahip olup
olmadigr degerlendirilmis ve bu siirecte oksidatif stres ve metabolizma
tizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore LSE, maya
hiicrelerinde kronolojik yaslanmayi, muamele edilmeyen kontrol grubuna
kiyasla geciktirdigini ortaya koymustur. Ayrica LSE'nin yasam Omriinii
uzatma etkisinin resveratroliin (pozitif kontrol) etkisiyle benzer oldugu ifade
edilmistir. Bu etkinin, LSE'min yiiksek konsantrasyondaki antioksidan
flavonoid igeriginden kaynaklanabilecegi belirtilmistir. LSE, ROS/RNS
tretimini  diizenleyerek lipit membran hasarinin biyobelirteci olan
malondialdehit (MDA), protein karbonil ve DNA oksidasyonu biyobelirteci
olan 8-okso-guanin seviyelerini diigiirmiistiir. Resveratroliin kullanim1 da bu
antioksidan etkiyi desteklemistir. LSE ile mitokondri zar potansiyeli de
korunmus ve NAD ve ATP seviyelerinin artirilmasiyla hiicresel enerji
metabolizmas1 desteklenmistir. Bunun yam1 siwra, LSE'nin merkezi
metabolizma, gen ifadeleri (SIR2 ve SOD2) ve enzim diizenlemeleri (SIRT ve
SOD enzim aktiviteleri) lizerinde etkili oldugu da belirlenmistir. Bu sonuglar
birlikte degerlendirildiginde, LSE'nin anti-aging etkiler sunabilecegi ve
etkilerinin yalnizca basit bir antioksidan aktiviteyle sinirli olmayip, normal
mitokondriyal ~ fonksiyonlarn,  06zellikle  metabolik  fonksiyonlarin
korunmasini iceren daha karmasik bir siirecle iligkili olabilecegi ve LSE'nin
oksidatif ve yasa bagl hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmak iizere ilging bir
aday olabilecegi diisiintilmiistiir.

Stepien ve dig. (2020) ¢alismasinda, kurkuminin antioksidan ve yaslanma
karsiti etkilerinin, yabanil tip ve mutant S. cerevisiae suslart lizerinde
arastirilmast amaglanmistir. Kurkumin, diisiik konsantrasyonlarda (200 pM)
yabanil tip (BY4741) hiicrelerde yaslanmay1 geciktirmis ve hiicre omrii ile
cogalma siiresini uzatmistir. Ancak SOD genleri silinmis (sod1A ve sod2A)
ve DNA tamir mekanizmalar1 devre dis1 birakilmis (rad52A) mutant
hiicrelerde, kurkumin oksidatif stresi dnemli 6lgiide artirmis ve replikatif ve

kronolojik yaslanmay1 hizlandirmistir. Sonug olarak, kurkuminin yaglanma
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karsit1 potansiyelinin konsantrasyona, hiicresel baglama ve genetik yapiya
bagli olarak degisebilecegi gdsterilmistir.

Czachor ve dig. (2020) caligmasinda, kahvenin, 6zellikle kahve bilesenlerinin
(flavonoidler, polifenoller gibi) S. cerevisiae hiicrelerinde oksidatif stres ve
DNA hasarina karst koruma saglayarak yasam siliresini nasil uzattig
incelenmistir. Aragtirmacilar, Arabica ve Robusta kahvelerinin antioksidan
kapasitesini karsilagtirmis ve kahvenin yaslanma iizerindeki potansiyel
faydalarmi1 degerlendirmislerdir. Bu amagla, BY4741 susun yam sira
antioksidatif korumadan yoksun (SOD1 ve SOD2 gen silme) ve DNA hasart
tamir yetenegi olmayan (RADS52) mutant suslar kullanilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, Robusta kahvesi Arabica'ya gore daha yiiksek kafein ve
polifenol igerigine sahip olup, daha giiclii bir antioksidan aktivite
sergilemistir. Ayrica, kafeinin antioksidan etkisinin olmadig1 ve yliksek
antioksidan aktiviteye sahip Orneklerin daha fazla polifenol igerdigi ifade
edilmistir. Kahve inflizyonlari, tiim maya suslarinda yaslanmay1
geciktirirken, Arabica inflizyonlarinin yabanil tip ve SOD1/SOD2 mutantlari
tizerinde, Robustanin ise RADS52 mutant1 iizerinde daha giiglii etkiler
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, kahve inflizyonlari, hiicreleri serbest
radikallere karst korumus, DNA hasarin1 azaltmis ve metabolik aktiviteyi
diisiirerek (rad52A susu hari¢) yaslanmay1 yavaslatmistir.

Tungmunnithum ve dig. (2020) calismasinda, badem kabugu ekstrakti (AE)
ve klorojenik asidin (CHL), S. cerevisiae hiicrelerinde (DBY746 susu)
kronolojik yaslanmay1 geciktirmedeki potansiyel anti-aging etkilerinin
degerlendirilmesi ve bu bilesiklerin oksidatif stresle basa c¢ikma
yeteneklerinin incelenmesi amaglanmistir. Elde edilen sonuclara gore, AE ve
CHL takviyeleri, maya hiicrelerinin kronolojik yasam oOmriinii anlaml
derecede uzatmis ve hiicre i¢ci ROS ve RNS seviyelerini diisiirerek oksidatif
stresi azaltmistir. AE ve CHL, yaslanma siirecinde mitokondriyal membran
potansiyelini  koruyarak  mitokondriyal fonksiyonlarin  devamliligini
saglamistir. Oksidatif stres direnci ile iligkili SOD2 ve SIR2 genlerinin
ekspresyonu ve ilgili enzim aktiviteleri artmis, bu da hiicrelerin oksidatif
strese kars1 direncini artirmistir. Ayrica, AE ve CHL, UV-C indiikli oksidatif
stres altinda maya hiicrelerinin hayatta kalmasina katkida bulunmus ve bu

durum lipid peroksidasyonu (MDA), protein karbonil igerigi ile DNA’daki 8-
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0kso-guanin olusumunun azalmasiyla kanitlanmigtir. Bu bulgular, badem
kabugu ekstrakti ve klorojenik asidin maya hiicrelerinde yaslanmay1
geciktirici ve oksidatif stres yanitini iyilestirici etkileri oldugunu gostermistir.
Dakik ve dig. (2020) calismasinda, S. cerevisiae (BY4742) model
organizmasi kullanilarak geroprotektif (yaslanmay1 geciktirici) etkileri olan
bitki 6zleri belirlenmis ve bu 6zlerin hiicresel yaslanma siirecleri iizerindeki
etkileri incelenmistir. Arastirmacilar, geleneksel Cin tibbi, Akdeniz diyeti
gibi geleneksel kaynaklardan elde edilen 53 bitki Ozilinii test etmis ve
bunlardan on besinin, kalori kisitlamasi uygulanmayan kosullarda maya
hiicrelerinin ~ kronolojik yasam Omriinii nasil uzattigini  anlamay1
hedeflemislerdir. Bu 15 bitki 6ziitiinden kisaca PE’ler seklinde bahsedilmis
ve bilimsel adlar1 Serenoa repens (Serenoa palmiye), Hypericum perforatum
(Sar1 kantaron), llex paraguariensis (Mate c¢ay1), Ocimum tenuiflorum
(Tulsi/kutsal feslegen), Solidago virgaurea (Altinbasak), Citrus sinensis
(Tathi portakal), Humulus lupulus (Serbetgiotu), Vitis vinifera (Uziim),
Andrographis paniculata (Brahmi otu), Hydrastis canadensis (Kanada altin
kokii), Trigonella foenum-graecum (Cemen otu), Berberis vulgaris (Kizilcik),
Crataegus monogyna (Alig), Taraxacum erythrospermum (Karahindiba)
olarak ifade edilmistir. Elde edilen sonucglara gore, bu bitkiler maya
hiicrelerinin kronolojik yaslanma siirecini yavaglatmig ve hormetik bir stres
yanmitini (diistik dozda fayda, yliksek dozda zarar) indiiklemistir. Bitki
Ozlerinin, kalori kisitlamas1 uygulanmayan kosullarda bile, kalori kisitlamasi
diyetinin Omrii uzatan, strese karsi koruyucu, metabolik ve fizyolojik
etkilerini taklit ettigi bulunmustur. Bu geroprotektif bitki 6zleri mitokondriyal
solunumun artis1, hiicresel makromolekiillerin oksidatif hasardan korunmasi
(protein, lipid, DNA hasarindan) ve uzun siireli oksidatif ve termal streslere
kars1 direncte yasa bagh artis gibi, 0mrii belirleyen hiicresel siiregler lizerinde
koruyucu etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu bulgular, belirli bitki
ekstrelerinin ~ yaslanma  karsitt  tedavilerde  potansiyel = olarak
kullanilabilecegini gostermistir.

Guo ve dig. (2019) calismasinda, neohesperidin ve diger narenciye
flavonoidlerinin (naringin, hesperedin, hesperitin) S. cerevisiae BY4742
susunun kronolojik yasam omrii (CLS) {izerindeki anti-aging potansiyeli ve

bu bilesiklerin olasi sinerjik etkilesimlerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu
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bilesiklerin maya hiicrelerinin CLS'si iizerindeki etkileri tek baslarina ve
kombinasyon halinde incelenmistir. Flavonoidlerin ROS temizleme
kapasiteleri, in vitro antioksidan aktiviteleri ve hiicre dis1 pH {iizerindeki
etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore neohesperidin, maya
hiicrelerinin ~ CLS'sini  konsantrasyona  bagli  olarak  uzatmustir.
Neohesperidin'in, maya hiicrelerinin CLS'sini hem tek basina hem de
hesperetin ile sinerjik bir etkilesim igerisinde uzatma konusunda yiiksek bir
potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir. Dort flavonoid bilesigi, belirgin bir
ROS temizleme kapasitesine sahip olsa da, neohesperidin, maya
hiicrelerindeki ROS birikimini azaltmada en giiclii etkiyi gostermistir. Ayrica,
neohesperidinin in vitro antioksidan kapasitesinin gorece zayif oldugu ortaya
konmus ve bu durum, neohesperidinin maya hiicrelerinde CLS uzatma
islevinin, dogrudan in vitro antioksidan aktivitesine bagli olmadigim
gostermistir. 10 uM konsantrasyonda naringin, hiicrelerin yasam Omriini
etkileyen ekstraseliiler asidifikasyon hizin1 yavaslatmis, diger flavonoidler ise
ayni konsantrasyonda bu etkiyi gdstermemistir. Sonug¢ olarak bulgular,
neohesperidinin potansiyel bir anti-aging narenciye flavonoidi oldugunu ve
diger flavonoidlerle birlikte kullanildiginda maya hiicrelerinin yagam omriinii
uzatmada sinerjik etkiler gosterebilecegini ortaya koymustur.

Sj ve dig. (2019) calismasinda, S. cerevisiae modelinde, astaksantin adli
dogal bilesigin antioksidan, anti-apoptotik ve yaslanma karsiti etkinliginin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla yabanil tip (BY4741),
antioksidan eksik mutantlar (sod1A, sod2A, ctalA, cttlA, tsalA) ve anti-
apoptotik eksik mutant (fislA, pep4A) suslar kullanilmis ve caligmalar
eksponansiyel biiyiime fazinda gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar,
astaksantinin  ROS  seviyelerini azalttigini, lipid peroksidasyonunu
baskiladigim1 ve GSH ile SOD seviyelerini artirdigini  gostermistir.
Antioksidan eksik mutantlarda bile, H20. gibi oksidatif stres etmenlerinin
zararh etkileri belirgin sekilde azaltilmistir. pep44 ve fisIA mutantlar1 gibi
apoptoza duyarli hiicrelerde, astaksantin asetik asit ve hidrojen peroksit
kaynakl1 hiicre 6liimiine karsi mutantlar1 koruyarak apoptoz oranini diislirmiis
ve hiicre hayatta kalma oranlarin1 artirmistir. Bu durum astaksantinin anti-
apoptotik ozellik tasidigini ortaya koymustur. Astaksantin, hem yabanil tip

hiicrelerde hem de mutantlarda kronolojik yasam Omriinii uzatmis ve bu
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etkiler, ROS’un temizlenmesi ve antioksidan savunma mekanizmalarinin
indiiklenmesiyle saglanmistir. Sonu¢ olarak bu bulgular, astaksantinin
yaslanma, oksidatif stres ve hiicre 6liimiiyle miicadelede potansiyel bir tedavi
ajan1 olarak kullanilabilecegini gdstermistir.

Sunthonkun ve dig. (2019) calismasinda, kirmizi ve siyah piring kepegi
oOziitlerinin antioksidan 6zellikleri ve S. cerevisiae (BY4742 susu) modelinde
yaslanmayi geciktirici etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Ozellikle, Hom
Dang (kirmizi) piring kepegi oziitii ve igerdigi biyoaktif bilesikler olan
kuersetin ve protokatesik asidin, reaktif oksijen tiirleri ve yasam Omrii
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Hom Dang piring kepegi 0ziitii, yiiksek
fenolik asit ve flavonoid icerigiyle test edilen diger oOziitten {istiin
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, Hom Dang piring kepegi 0ziitli
kuersetin ve protokatesik asit gibi biyobilesenleri sayesinde maya
hiicrelerinde yasam omriinii anlamli sekilde uzatmistir. Bu 6ziitler, hiicre igi
ROS seviyelerini diisiirerek oksidatif stresin neden oldugu zararlardan
korunma saglamis ve membran hasarimi Onledigi gosterilmistir. Ayrica,
yaglanma ve antioksidan sistemlerinde Onemli genleri eksik olan maya
delesyon suslart1 (SOD1, SOD2, GPX1, GPX2, TORI, SIR2, RIMIS,
MSNZ2/4, ASG1, SCH9) H20,'e maruz birakilmadan once 6ziitlerle 6n isleme
tabi tutuldugunda ROS seviyeleri ayni kalmis veya daha diislik seviyelere
gerilemistir. Boylece oziitler, yaslanmay: diizenleyen genetik mekanizmalarla
iliskilendirilmis ve antioksidan aktiviteler gostererek yasam omriinii uzatici
etkiler saglamistir. Sonug olarak, kirmizi piring kepegi Oziitiiniin antioksidan
ozellikleri ~ sayesinde  potansiyel  bir  anti-aging  ajan  olarak
degerlendirilebilecegi ortaya konmustur.

Arlia-Ciommo ve dig. (2018) ¢alismasinda, bir safra asidi olan litokolik asitin
(LCA) S. cerevisiae’da (BY4742 susu) hiicresel siireglerin dinamiklerini
diizenleyerek yaslanmayr nasil geciktirdigi kalori kisitlamasi (CR)
kosullarinda arastirllmistir. Elde edilen sonuglar, LCA’nin mitokondri
morfolojisi ve islevselligini degistirerek yaslanmay1 geciktirici bir hiicresel
diizen olusturdugunu ortaya koymustur. Bunun yani sira, LCA'nin lipit
metabolizmasini modiile ederek yaslanma ile iligkili hiicre 6liim riskini
azalttigi goriilmiistiir. Ozellikle, LCA'nin triagilgliserol (TAG) sentezini

hizlandirmas1 ve lipolizini yavaslatmasi, yaslanma sirasinda lipit
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damlaciklarinin sayisinda bir artisa neden olmustur. Ayrica, serbest yag asidi
konsantrasyonunu diislirerek yaslanmay1 geciktirici etkisini daha da
giiclendirmistir. LCA'nin mitokondri fliizyonunu artirarak yaslanma ile iliskili
mitokondriyal parcalanmayi azalttigi tespit edilmistir. Mitokondriyal
morfolojinin korunmasi, hiicrelerin enerji metabolizmasini optimize ederek
yaslanmay1 geciktiren bir mekanizma olusturmustur. Bu siiregte, mitokondri
sayisinda azalma gozlemlenmesine ragmen boyutlarinin  bliylidigi
kaydedilmistir. Ayrica, LCA, hiicrelerin apoptoz ve liponekroz gibi 6liim
modlarma kars1 direncini artirmis ve bu sayede yasam Omriinii uzatmistir.
Hiicrelerin plazma membran biitinligiinii kaybetmesini geciktirmis ve
apoptotik olaylara neden olan fosfatidilserin eksternalizasyonu ile ¢ekirdek
pargalanmasin1 geciktirmistir. Son olarak, gen silme calismalari, LCA'nin
yaslanma tizerindeki etkilerini dogrulamis ve 6zellikle TAG sentezi ile lipoliz
stireglerinde hangi yollarin kritik oldugunu ortaya koymustur. Elde edilen
bulgular, litokolik asidin, yaslanma ile iligkili hiicre 6liim riskini azaltarak ve
yasli hiicrelerin hayatta kalma sansini artirarak maya hiicrelerinde kronolojik
yasam Omriinii uzattigin1 géstermistir. Boylece, kalori kisitlamasinin faydali
etkilerini taklit eden ve hiicresel siiregleri diizenleyerek yaslanmay1 geciktiren
bir mekanizma sunulmustur.

Alugoju ve dig. (2018) caligmasinda, kuersetinin S. cerevisiae'nin oksidatif
strese duyarl ve kisa yasam dmriine sahip pep4A mutant: iizerinde koruyucu
etkilerinin arastirilmast amaclanmistir. Kuersetinin, bu mutantlarda yasam
Omriinii uzatict etkilerinin olup olmadigi ve oksidatif ve apoptotik stres
indiiklii hiicre 6liimiinii 6nleyip dnleyemedigi degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, kuersetin, pep4 mutant hiicrelerinin hayatta kalma oranim
artirmig ve bu hiicreler, H2O> indiiklii oksidatif stres ve asetik asit indiiklii
apoptotik stres gibi yaslanma siirecindeki streslere karsi daha fazla direng
gostermistir. Asetik asitin, maya pep4A hiicrelerinde apoptoza yol actig1 ifade
edilmis ve kuersetin bu hiicrelerde kromatin kondenzasyonunu azaltarak ve
mitokondriyal zar biitlinliigiinii koruyarak apoptotik hiicre O6liimiine karsi
direng saglamistir. Sonug olarak kuersetin, pep4A mutant hiicrelerde oksidatif
stres ve apoptozu baskilayarak, hiicrelerin yaslanma siirecinde yasam dmriinii
ve direnglerini artiran bir bilesik olarak tanimlanmistir. Bu durum, kuersetinin

antioksidan ve yaslanmay1 geciktirici 6zelliklerini ortaya koymustur.
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» Wang ve dig. (2017) galismasinda, Shenzhou bal seftalisi meyvesinden izole
edilen seskiterpen glikozitlerinin S. cerevisiae (BY4741 ve Ko6001 susu)
hiicrelerinde yaslanma karsit1 etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglar, bu
glikozitlerin maya replikatif yasam Omriinii artirdigini gostermistir. Daha
sonra, bu bilesiklerin etkisini anlamak amaciyla SZMTO1 {izerine antioksidan
deneyler yapilmis ve resveratrol pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
SZMTO1 ile muamele edilen mayalarin H202 ile oksidatif stres altinda
sagkalim oranimin arttigi goézlemlenmistir. Bu sonug, SZMTO01’in anti-
oksidatif aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, SOD geninin
SZMTO1'in yagam Omrii uzatma aktivitesinde rol alip almadigini belirlemek
icin, K6001 arka planina sahip sodl ve sod2 maya mutantlar1 kullanilarak
SZMTO1 in replikatif yasam Omrii {izerindeki etkileri incelenmistir. Sodl ve
sod2 mutantlarinin yasam omiirleri, K6001 maya suslarindan daha kisa olup,
SZMTO01, bu mutantlarin replikatif yasam Omriini etkilememistir. Bu
bulgular, SOD geninin SZMTO01’in yaslanma karsit1 etkisinde rol oynadigini
gostermistir.

» Lutchman ve dig. (2016) calismasinda, alt1 farkli bitki 6ziitiiniin (PE4, PES,
PE6, PE8, PE12, PE21) S. cerevisiae yaslanmasini nasil geciktirdigi ve bu
siirecte rol oynayan sinyal yolaklarmin arastirilmast hedeflenmistir. Bu bitki
ozitleri sirasiyla PE4: Cimicifuga racemosa, PE5: Valeriana officinalis L.,
PEG6: Passiflora incarnata L., PE8: Ginkgo biloba, PE12: Apium graveolens
L., PE21: Salix alba olarak ifade edilmistir. Calismada, yabanil tip maya
suslariin yani sira belirli genlerin silindigi mutant suglar da kullanilmustir.
Bu mutant suslar, yaslanma ile iliskili olan TORC1, PKA, PKH1/2 gibi pro-
aging ve SNF1, ATG, Rim15 gibi anti-aging sinyal yolaklarinin etkilerini
analiz etmek {lizere tasarlanmistir. Elde edilen sonuglara gore bu oziitler
yaglanmay1 su sekillerde yavaslatmistir: 1) PE4, yaslanmayi indiikleyen
TORClI'in yaslanmayr geciktiren SNF1 {izerindeki baskilayict etkisini
azaltarak; 2) PES, yaslanmayr indiikleyen PKA yolaginin iki dalim
zayiflatarak; 3) PE6, bilinen sinyal yollari/protein kinazlar1 aginda yer
almayan siirecleri koordine ederek; 4) PES, yaslanmayi indiikleyen PKA'nin
yaslanmay1 geciktiren SNF1 {izerindeki baskilayict etkisini zayiflatarak; 5)
PE12, yaglanmay1 geciktiren Rim15 protein kinazini aktive ederek; 6) PE21,
yaglanmay1 indiikkleyen PKHI1/2'ye duyarli Sch9 formunu inhibe ederek
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geroprotektif etki gdstermistir. Bu sonuglar, bitki Oziitlerinin farkli sinyal
yolaklari  ve  protein  kinazlar  lizerinden maya  yaslanmasini
yavaslatabilecegini ve yaslanma ile iliskili hastaliklarin tedavisinde
potansiyel tasiyabilecegini gostermistir.

Wang ve dig. (2015) galismasinda, sitma tedavisinde kullanilan ve artemisin
ad1 verilen bir etken maddenin, kalori kisitlamasma (KK) benzer etkileriyle
maya hiicrelerinde hiicresel yaslanmay1 nasil geciktirdiginin anlasilmasi
amaglanmistir. Bu amacla S. cerevisiae BY4743 susu kullanilmustir. Elde
edilen sonuclara gore artemisin muamelesi KK'y1 taklit eden bir ¢ift asamal
yanit modunu tetiklemistir. ilk asama, mitokondriyal fonksiyonun
giiclendirilmesiyle karakterize olup antioksidatif aktivasyonu icerdigi ve
mitokondriyal sagligi artirdigi ifade edilmistir. Ikinci asama ise,
mitokondriyal iyilegsme sonrasi1 sistemik metabolizmanin modiilasyonu olarak
tanimlanmistir. Calisma, artesunat (artemisininin yari sentetik tlirevi) ile hem
proteinleri arasinda bir baglanti oldugunu, nitrik oksit-hem etkilesimiyle
fonksiyonel olarak benzerlik gosterdigi ve bunun sitokrom c oksidaz
aktivasyonu ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu etkilesim, KK'nin
yaslanma karsit1 etkileriyle benzerlik gostermistir. Ayrica, ekzojenik H2O> de
KK'y1 taklit ederek antioksidatif yanitlar1 tetiklemis ve hiicresel solunum
ritimlerini etkilemistir. Bu durum, H2O2’nin yasam omriinii uzatmada rol
oynadigin1 gostermistir. Boylece artesunat, KK'nin tetikledigi nitrik oksit ve
H20>’yi taklit ederek, reaktif oksijen tiirlerini temizlemek ve oksidatif stresi
hafifletmek amaciyla antioksidatif aglar baslatmistir. Bu siire¢ metabolik
doniislimii  anabolizmadan  katabolizmaya kaydirmis ve  hiicresel
fonksiyonlarin stirdiiriilebilirligi artirtlarak maya hiicrelerinde yasam omrii
uzatilmistir. Artesunat ve HoO2 yasam omriinii doz-bagimli sekilde uzatmustir.
Sonu¢ olarak bu ¢aligma, artemisininin potansiyel olarak yaslanmay1
geciktirici ve Oomiir uzatici 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymus ve bu
etkilere iligkin molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmistir.

Mendes ve dig. (2015) calismasinda, polifenolik bilesikler olan mirisetin,
pirogallol ve floroglusinol’tin S. cerevisiae yasam omrii lizerindeki etkileri
degerlendirilmis ve oksidatif stres direncini artirict etkileri incelenmistir. Bu
amagla, yabanil BY4741 susunun yani sira, oksidatif stres savunmasinda

kritik rol oynayan SOD genlerini tasimayan (sod1A ve sod2A) mutantlar da
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calismaya dahil edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, SOD2 eksikligi olan
hiicrelerin yiiksek ROS seviyeleri nedeniyle oksidatif strese karsi duyarl
oldugu belirtilmis, mirisetinin ise ROS seviyelerini azaltarak sod2A
mutantlarin yagam Omriinii uzattigi ve protein karbonilasyonunu azalttigi
gosterilmistir. Bu noktada, pirogallol sinirli bir koruyucu etki gosterirken,
floroglusinol etkisiz kalmistir. Ayrica, maya hiicreleri tissel fazdayken bu ii¢
bilesikle ayr1 ayr1i muamele edildikten sonra H»O stresine maruz
birakildiginda, mirisetin ve pirogallol hiicrelerin hayatta kalma oranini
artirmistir. Bu bilesikler, H202'ye bagh reaktif oksijen tiirlerini ve protein
karbonilasyonunu anlamli dl¢iide azaltmis, ancak bu etkiyi SOD ve katalaz
aktivitelerini artirmadan gerceklestirmislerdir. Buna karsin, floroglusinol
koruyucu bir etki gostermemistir. Ayrica, mirisetin GSSG/GSHT oranini
diisiirerek redoks dengesini korumus, pirogallol ve floroglusinol ise bu etkiyi
gdstermemistir. Ozetle, mirisetin ve pirigallol gibi bilesiklerin, yaslanma ve
oksidatif stresle miicadele eden gii¢lii antioksidan o6zelliklere sahip oldugu
goriilmiistiir.

Wu ve dig. (2014) calismasinda, 144 bitki materyalinin yaglanma karsitt
aktiviteleri incelenmis ve en yiiksek aktiviteyi gosteren adacgayr (Salvia
miltiorrhiza) bitkisinden izole edilen tanshinon bilesiklerinden o6zellikle
kriptotanshinon’un, S. cerevisiae (yabanil tip BY4742 ve Sch9, Torl, Gen2,
Sod2 genleri silinmis mutantlar) lizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen
sonuglara goére, Kriptotanshinon, maya hiicrelerinin yasam Omriinii
konsantrasyon ve zamana bagl olarak 2.5 kata kadar uzatmistir. Veriler,
tanshinonlarin yalnizca hiicreler duragan faza gegerken uygulandiginda
CLS’yi uzattigmmi, ancak hiicreler duragan faza girdikten sonra
uygulandiginda bu etkinin goriilmedigini ortaya koymustur. Tanshinonlarin
yasam Omriinli uzatma etkisinin, aminoasit ve glikoz gibi besinlerin varligina
bagli oldugu ve Ozellikle esansiyel aminoasitlerin bu etkide kritik rol
oynadig belirtilmistir. Ayrica, kriptotanshinon’un CLS’yi uzatma etkisinin
Torl ve Sch9 gibi besin algilama proteinlerinin varligina bagli oldugu ifade
edilmistir. Gen2 proteini  ise, aminoasit homeostazin1 diizenleyerek
kriptotanshinon’un  CLS’yi uzatma etkisine katkida bulunmustur.
Kriptotanshinon, SOD2 eksikligi olan mutantlarda da yagam omriinii uzatmis

ancak bu etki ROS seviyelerindeki diisiisle iliskili olmamistir. Sonug olarak
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kriptotanshinon’un diisiik konsantrasyonlarda etkili olmas1 ve birgcok modelde
benzer mekanizmalarla ¢alismasi, onu umut verici bir yaslanma karsit1 bilesik
olarak one ¢ikarmistir.

Wu ve dig. (2013) calismasinda, metionin ve glutamik asit aminoasitlerinin S.
cerevisiae (BY4742 susu) modelinde yasam Omrii lizerindeki bagimsiz ve
aditif etkileri incelenmis ve besin kompozisyonunun maya yaglanmasi
tizerindeki etkileri ile aminoasitlerin yasam Omriinii nasil uzatabilecegi
arastirtlmistir. Calismada yabanil tipin yam1 sira cesitli gen delesyon
mutantlar1 da (SOD2, GCN2 ve SCH9 gibi yaslanma ve stres direnci ile
iliskili genlerin mutantlar1) kullanilmistir. Ik olarak maya hiicreleri
yaslandirilarak yasam Omiirleri incelenmis ve glikoz seviyeleri (normal ve
kalori kisitlamali kosullar) ile aminoasit seviyelerinin yasam omrii tizerindeki
etkileri degerlendirilmistir. Ayrica, besin ortamlarinin pH seviyeleri ve asetik
asit Uretimi Olgiilerek yaslanma siirecine etkileri aragtirllmistir. Elde edilen
sonuclar, maya icin temel olmayan aminoasitler olan metiyonin ve glutamik
asidin, maya kronolojik yasam Omrii uzamasina en biiylik etkiyi yaptigi
(calismada incelenen diger aminoasitlere gore) ve metiyonin kisitlamas,
glutamik asit artis1 ve glikoz kisitlamasi gibi faktdrlerin uygulanmasinin,
yaslanma ortamlarinda diisiik asetik asit {liretimi ve asidifikasyona bagl
olmadan uzun omre yol agtigini géstermistir. Ayrica, bu ii¢ faktor birlikte
uygulandiginda yasam Omrii lizerinde aditif bir etki gdzlemlenmistir.
Delesyon mutantlart kullanilarak yapilan calismalar ise, glutamik asit
eklemesi ile metiyonin ve glukoz kisitlamasinin mayalarin yaslanma siirecini
farkli mekanizmalarla geciktirdigini gostermistir. Ozellikle, SOD2, Sir2 ve
TOR1 genlerinin silinmesi, bu aminoasitlerin etkisiyle yaglanma siirecinde
onemli degisikliklere yol agmamistir. Ancak, Gen2 geninin silinmesi bu
aminoasitlerin yaslanma siirecini uzatma etkisini engellemistir. Bu sonug,
Gcen2'nin aminoasit metabolizmasini diizenlemede anahtar bir rol oynadigini
gostermistir. Sch9 geninin etkisiyle yaslanma siiresi, metiyonin kisitlamasi
altinda uzamamis, ancak glutamik asit ile uzatilabilmistir.

Palermo ve dig. (2010) calismasinda, Asetil-L-karnitinin (ALC) maya
hiicrelerindeki yaslanma ve apoptoz siireglerini nasil etkiledigi anlasilmak
istenmistir. ALC'min hiicresel yaslanma, oksidatif stres ve mitokondriyal

islevler iizerindeki koruyucu etkileri incelenmistir. Bu amagla, hem yabanil
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tip (CML39-11A ve BY4741) hem de spesifik genetik mutasyonlara sahip
(ycal, rhoO, Ism4Al) maya suslart kullanilmistir. Elde edilen sonuglar
ALC’nin, maya hiicrelerinin stasyoner fazda kronolojik yaslanma siireclerini
uzatabildigini gostermistir. Ancak bu etki, ycal mutantlar1 ve rho0 suslarinda
onemli Olgliide azalmistir. Bu durum, ALC’nin koruyucu etkilerinin Ycal
kaspazi ve mitokondriyal fonksiyonlar aracilifiyla gerceklestigini
gostermistir.  ALC, pro-apoptotik mutantlarda apoptozu Onlemis ve
mitokondriyal fonksiyonlarin yaslanma ve apoptoz iizerindeki diizenleyici
roliinii desteklemistir. Ayrica, ALC yasli maya hiicrelerinde mitokondriyal
fizyonu baskilayarak yaslanma siiresince mitokondriyal tiibiller ag1
korumustur. Hidrojen peroksit ile yapilan oksidatif stres deneylerinden elde
edilen sonuglar ise ALC’nin iki yabanil tip susu oksidatif hasardan ve hiicre
Olimiinden korudugunu gostermistir. Sonug¢ olarak bu c¢alisma, ALC'nin
yaglanma ve apoptoz iizerinde etkili mekanizmalarin1 agiklamis ve bilinen
antioksidan etkilerinin yam1 sira mitokondriyal morfoloji {iizerinde de
koruyucu etkiler gosterebilecegini ortaya koymustur.

Owsiak ve dig. (2010) calismasinda, S. cerevisiae'min stasyoner faz
yaslanmasi sirasinda ortaya ¢ikan oksidatif stres ve bu siirecin
antioksidanlarla nasil azaltilabilecegininin arastirilmast hedeflenmistir. Bu
amagla yabanil tip SP-4 susu ve sitozolik SOD-1'1 bulunmayan mutant susu
DSCD1-1C kullanilmistir. Ayrica, askorbik asit (20 mM), glutatyon (1 mM)
ve melatonin (100 puM) gibi antioksidanlar kullanilarak, bu maddelerin
hiicresel yaslanma siirecinde ortaya ¢ikan biyokimyasal degisimler lizerindeki
etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglar, stasyoner fazda hiicrelerde
sliperoksit tiretimi, oksidatif hasar belirtegleri (aldehitler ve protein karbonil
gruplari) ve canlilik kaybinin arttigini géstermis ve bu artis, SOD-1 eksik
mutantlarda yabanil tipe gore daha belirgin olmustur. Ayrica, tiyol diizeyleri
ve hiicresel antioksidan kapasite zamanla azalmig ve bahsi gecen
antioksidanlar ise bu biyokimyasal parametrelerdeki olumsuz degisiklikleri
hafifleterek hiicre hayatta kalma oranlarmi artirmustir. Katalaz aktivitesi
yabanil tipte yaslanma sirasinda artarken, SOD-1 eksik mutantlarda azalmis
ve glutatyon ile melatonin bu azalmay: kismen dengelemistir. Glutatyon S-
transferaz aktivitesine gelindiginde, yabanil tipte azalma goriilirken, SOD-1

eksik susta bu azalma oOnemli oranda gerceklesmemistir. Bu noktada,

153



glutatyon ve melatoninin koruyucu etkisi disinda, belirgin bir antioksidan etki
gbozlemlenmemistir. Sonug¢ olarak bahsi gegcen antioksidanlar, hiicre
yaslanmasini yavaslatmada sinirli ama anlamli bir koruma saglamistir.
Eisenberg ve dig. (2009) calismasinda, dogal bir poliamin olan spermidinin,
maya (S. cerevisiae), sinek (D. melanogaster), solucan (C. elegans), fare ve
insan hiicre modellerinde (PBMC ve HelLa hiicreleri) otofajiyi indiikleyerek
yaslanmay1 nasil yavaslattigi ve yasam Omriinii nasil uzattigi incelenmistir.
Elde edilen sonuglar, spermidin uygulamasinin, maya, sinek, solucan ve insan
hiicrelerinde yasam Omriinii uzatirken, yaslanan farelerde oksidatif stresi
giiclii bir sekilde baskilamigtir. Bu bulgular, spermidinin 6zellikle mayalarda
hem kronolojik yaslanmay1 yavaslattigini hem de replikatif olarak yaslanmis
hiicreleri genglestirdigini ortaya koymustur. Yaslanmakta olan maya
hiicrelerine spermidin uygulamasi, histon asetiltransferazlarin (HAT)
inhibisyonu yoluyla histon H3’iin epigenetik olarak deasetilasyonunu
indiiklemis ve bu siire¢ oksidatif stresin ve nekrozun baskilanmasini
saglayarak yaslanmaya karsi koruma saglamistir. Bunun aksine, endojen
poliamin eksikligi (SPEL1 geninin eksik oldugu Aspel maya kullanilarak),
hiperasetilasyona, reaktif oksijen tiirlerinin artigina, erken nekrotik hiicre
Olimiine ve yasam Omriiniin kisalmasina yol agmistir. Kromatinin degisen
asetilasyon durumu, otofaji ile iligkili ¢esitli gen transkriptlerinin 6nemli
Olgiide up-regiilasyonuna neden olmus ve maya, sinek, solucan ve insan
hiicrelerinde otofajiyi indiiklemistir. Otofaji i¢in kritik olan ATG7 geninin
delesyonu, spermidinin yasam omrii uzatma etkisini biiyiik ol¢iide ortadan
kaldirmigtir. Sonug olarak, otofajinin artiginin, maya, sinek ve nematodlarda
poliamin aracili yagsam 6mrii uzatilmasinda kritik bir role sahip oldugu ortaya
konulmustur.

Patil ve dig. (2003) calismasinda, flavonoidlerin (apigenin-7-glukozit ve
kuersetin), yaslanma ve lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen bilissel
bozulmalara kars1 koruyucu etkileri incelenmistir. Alzheimer hastaligi modeli
olarak kullanilan yasli ve LPS ile muamele edilen farelerde bilissel bozulma
ve Ogrenme ile hafiza testlerinde diisiik performans gozlenmistir.
Flavonoidlerin doz bagimli sekilde biligsel bozulmayr tersine ¢evirdigi,
apigenin-7-glukozitin kuersetinden daha etkili oldugu ve bu etkinin

siklooksijenaz-2 (COX-2) ve nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimlerini daha
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giiclii baskilamasiyla iliskili oldugu belirtilmistir. Geng farelerde flavonoid
uygulamasi etkili bulunmamistir. Flavonoidlerin anti-inflamatuvar ve
antioksidan 6zellikleri sayesinde yaslanma ve Alzheimer gibi nérodejeneratif

hastaliklarda terapdtik potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmastir.

2.9  Cahismanin Amaci

Tez calismasi kapsaminda, hiicresel yaslanma sonucu meydana gelen
oksidatif hasara kars1 anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin olast koruyucu
etkilerinin S. cerevisiae maya hiicre modeli kullanilarak arastirilmasi hedeflenmistir.
Bu amag¢ dogrultusunda, Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerini kodlayan genlerin heterolog
rekombinasyonu yoluyla elde edilen transforme maya hiicreleri kullanilmistir. Bu
hiicrelerin ROS {iretimine neden oldugu bilinen yaslanma indiiklii oksidatif stres
karsisinda  gosterdikleri direng iizerindeki etkiler; canlilik, hiicre yiizeyi
morfolojisindeki degisiklikler, temel antioksidan enzim aktivitelerindeki farkliliklar,
lipid ile protein hasar parametreleri agisindan fonksiyonel olarak analiz edilmis ve
elde edilen sonuglar kontrol grubu olarak kullanilan bos vektor tasiyan transforme
sus ile karsilastinlmistir. Ayrica, biyokimyasal analizleri desteklemek amaciyla
biyokimyasal kompozisyondaki degisiklikler kemometrik veri analizleri ile
degerlendirilmistir. Bu caligmalar sonucunda, her iki proteinin de Okaryotik hiicre
modeli olan S. cerevisiae’da yaslanmaya karsi giiclii koruyucu etkiler sergileyip
sergilemedigi belirlenmeye calisilmistir. Literatiir taramasina goére bu calisma,
yaslanma indiikli oksidatif strese maruz birakilan S. cerevisiae hiicre modelinde anti-
apoptotik Bcl-2 proteinlerinin koruyucu etkilerinin farkli yontemlerle belirlenmeye

calisildig ilk caligsmadir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1  Materyal

Kullanilan tiim bilesikler aksi belirtilmedik¢e analitik veya daha yiiksek saflik
kalitesinde olup, Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, ABD) firmasindan temin
edilmistir. Biyokimyasal analizler i¢in gerekli kitler Elabscience Biotechnology
(Wuhan, Cin) ve Cayman Chemical Company (ABD) tarafindan saglanmstir.
Transforme S. cerevisiae BY4741 suslar1 ise TOP Gene Technologies (Montreal,

Kanada) firmasindan temin edilmistir.

3.2 Metod

3.2.1 Maya Suslari, Rutin Bakim, Biiyiime ve Yaslanma

Calisma kapsaminda S. cerevisiae BY4741 susu (MATa his3A1 leu2A0
met15A0 ura3A0) plazmid DNA'larla (bos vektor, Bel-2 plazmid DNA ve Bcl-xL
plazmid DNA) transformasyon i¢in kullanilmistir. Yiiksek kopya sayili replikatif
vektor pVT100U-mtGFP, sirasiyla insan Bcl-2 ve Bcl-xL genlerini igeren hibrit
vektorlerin elde edilebilmesi igin kullanilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3). Bcl-2
ve Bcl-xL genleri pVT100U-mtGFP vektoriiniin Pstl ve Xhol bdlgelerine
yerlestirilmisgtir. Bcl-2 ve Bcl-xL genlerinin  pVT-100U'daki ifadesi ADH1
promotoriiniin  yapisal kontrolii altinda gergeklestirilmistir. Segicilik, pVT100U-
mtGFP vektoriiniin bir oksotrofik marker1 olan URA3 ile saglanmistir. Rutin bakim
icin suslar, 30°C'de 48 saat boyunca sentetik dekstroz (SD) agar ortaminda (6.7 g/L
aminoasitsiz azot bazli maya 6ziitii, 0.87 g/L urasil icermeyen maya sentetik drop-out
karisimi, 20 g/L glukoz ve 20 g/L bakteriyolojik agar) yetistirilmistir. Transgen
ifadesini degerlendirmek i¢in, her maya genotipinden rastgele {li¢ koloni se¢ilmis ve
Bcl-2 ve Bcel-xL protein seviyeleri ELISA testleri ile analiz edilmistir. Biiylime ve

yasglandirma ¢aligsmalari i¢in maya hiicreleri SD ortaminda (6.7 g/L aminoasitsiz azot
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bazli maya 6ziitii, 0.87 g/L urasil igermeyen maya sentetik drop-out karigimi, 20 g/L
glukoz) 30°C'de ve 180 rpm ajitasyonda 10 giin boyunca kiiltiirlenmistir.
Biyokimyasal analizler i¢in numuneler yaslanma periyodunun 2., 3., 6., 8. ve 10.

giinlerinde eksponansiyal ve stasyoner faz boyunca toplanmustir.

7699 .. 7718) pBR3220ri-F HIndIII (400)
‘ BssHII (597)
\ ' BspEI* (610)
(6966) AhdI = Acc651  (622)

(6848) Bgll - ./ Kenl (626)
(6819) NmeAIIl Py

~GFP-R (664 .. 692
Ty ~ MscI (804)
<o L~ E
\_~ s PmiI (958
(6397 .. 6416) Amp-R __ g }0‘"1 promote e

—~GFP-F (1287 ., 1307

Pvull (1309)

PstI (1360)

EagI - NotI (1378)

PaeR71 - PspXI - Xhol (1384)

(5988 .. 6006) pBRforEco

(5945) Spel pPVT100U-mtGFP \EcoS53KI (1392)
(5783 .. 5802) Flon-R 7831 bp \ \Sacl (1394)
(5783 5802) Flon - Xbal (1397)
(5761) NaeI ~_ pHyblLex-R (1600 .. 1624)
(5759) NgoMIV
(5571 .. 5592) Flon-F ~
(5433) Swal
(5338) Blpl SnaBI (2447)
(5305) Nrul

(5046) EcoNI
(4949) PMIMI

(4836) BclI*
(4382) Peil .‘
(4205) BsmI — \ BStAPI (3172)
(4191) Apal *
(4187) PspOMI* BStEIL (3495)
(4129) Stul
(4052) BspQI - Sapl BsmBI - Esp3I (3939)

Sekil 3.1: pVT100U-mtGFP transforme BY4741 susu vektor haritas1 (Addgene plazmit 45054).
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HindIII (400)
BssHII (597)
BspEI* (610)
Acc65I (622)
— KpnI (626)

PmIl (953)

(7664) AhdI

(754€) Bgll
(7517) NmeAIIl X
_PstI (1360)
Agel (1330)

__ Csil - SexAI* (1478)

__ AleX (1758}
——— PfIFL - Tth111X (1782)

Bsu36I (2054)
AvrIl (2066)
~_ PaeR7I - PspXI - XhoI (2082)
. EcoS53kI (2090)
Sacl (2092)
Xbal (2095)

1 terminator

Untitled 89

(6459) Nael
(6457) NgoMIV 2
ig 8524 bp
; 5|
{ / 2/
g 2 L
6131) Swal s [ =
(6131) ;,,l / ~ SphI (2434)
(6003} Nrul £/
af )
/
(5744) ECONI
(5647) PAMI
(5534) Bell*
(5487) BsaBI*
SnaBI (3145)
(5080) Peil — _~
(5075) EcoRV
(4889) Apal* ~ .
(4885) PspOMI* ‘ | \
(4827) Stul | BetA
(4750) BSPQI - Sapl FL (o7
BstEII (4193)
Sekil 3.2: pVT100U-mtGFP-Bcl-2 haritasi.
BssHIT (597)
BspEI* (510)
- AccBSI (622)
— KpnI (626)
(7646) AhdL ¥ 6%
(7528) BglX =
(7495) NmeAIIT - PmiL (359)
Pstl (1360)
(6625) Spel —_ff
8 _PaeR71I - PspXI - Xhol (2064}
(6441) Nael ___ 2 .~ EcoS3KI (2072)
(6439) NgoMIV ‘: Untitled 87 E . Sacl (2074)
g.‘ 8506 bp & Xbal {2077)
M
I b (% ||
- Y 2 #LJ
(6113) Swal ~ &0 —— sph1 (2016)
(6018) BipI Ly
(5985) Nrul” o
(5726) EcoNI
(5629) PAMY
(5516) BelI*
“SnaBI (3127)

(5469) BsaBI*

(5062) Peil —
(5057) ECORV ~
(4885) BsmI
(4871) Apal* A0
(a857) PspoMI* | |
(4809) Stur |
BStAPT (3352)

(4732) BspQI - Sapl
(4519) BsmBI - Esp3I

Sekil 3.3: pVT100U-mtGFP-Bcl-xL haritasi.
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3.2.2 Transforme S. cerevisiae Hiicrelerinin Biiyiime ve Morfolojik

Degisimlerinin Incelenmesi: Spektrofotometrik ve FE-SEM Analizleri

10 giinliik inkiibasyon periyodu boyunca biiyiitiilen transforme S. cerevisiae
hiicreleri toplanmis ve ODesonm optik yogunluk degerleri spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerlerine gore suslara ait biiylime grafikleri
cizilerek eksponansiyal ve stasyoner fazlar1 belirlenmistir. Ayrica, yaslanma
periyodunun 2., 6. ve 10. giinleri i¢in transforme maya hiicrelerinin alan emisyonlu
taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) goriintiileri alinarak meydana gelen
morfolojik degisiklikleri degerlendirilmistir. Bu islem i¢in Liu ve dig. (2010)
tarafindan tanimlanan protokol, kiigiik degisikliklerle uygulanmistir. Yonteme gore,
3x107 hiicre/ml yogunlugunda hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve 50 pl'lik miktari
poli-L-lizin kapli lamellere aktarilip 40 dk boyunca havada kurutulmustur.
Sonrasinda, hiicreler %2.5 glutaraldehit ¢ozeltisi ile 1 gece boyunca sabitlenme
siirecine birakilmigtir. Fiksasyon sonrasi PBS ile 2 kere yikanan &rneklerin
dehidrasyonu i¢in %30, 50, 70, 95 ve 100’liik artan etanol serilerinde 20 dakikalik
inkiibasyonlar gergeklestirilmistir. Hava ile kurutulan hiicreler altin-paladyum
parcaciklari ile kaplanmis ve Pamukkale Universitesi ileri Teknoloji Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nin (ILTAM) FE-SEM biriminde 15,00 KX biiyiitme ile

goriintiilenmislerdir.

3.2.3 Koloni Olusturan Birim (CFU) Yoéntemi ile Canliik Tayini

Transforme maya hiicrelerinin canliligt CFU yontemi ile belirlenmis ve
yayma ekim teknigine gore SD agarl kat1 besiyerinde canli hiicrelerin olusturdugu
kolonilerin sayis1 hesaplanmistir. Bu amagcla yaslanma periyodunun 2., 6. ve 10.
glinlerine ulasan transforme maya hiicrelerinin baslangi¢ yogunluklar: steril PBS ile
ardisik diliie edilmis (10! ve 10° kat aras1) ve bu diliisyonlarm 0.1 ml’si SD agarl
besiyerine yayilarak 30 °C’de 48 saat siireyle inkiibasyonu gerceklestirilmistir. 10 ve
10* kat seyrelme ile elde edilen koloni yogunluklar1 sayilarak gorselleri alinmis ve
10* kat seyrelme ile sayim standardi araligia (30-300 arasi koloni igeren seyrelti)

sokulmus transforme suslarin bos vektor kontrol grubuna kiyasla canliligi ne oranda

artirdigi ifade edilmistir.
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Prekiiltiiriin taze besiyerine 100 pL seyreltilmis

AT Ornek alma R
inokiilasyonu kiiltiiriin yayllmas:
(Baslangic OD gy, 0.1 olacak sekilde) (uygun diliisyonlarda)
~
Prekilltiry & &
B Ses Stasyoner faz, —
L CLS=0
b0t 102 10° 104 10° YPD agarh petri kab
Steril distile suda 30°C’de 72 saat
30°C CLS deneyi seri diliisyon inkiibasyon
150rpm  hoyunca 30°C ve
150 rpm’de
inkiibasyon
Heriki giinde )
CLS degerlendirme bir :
. 100 Koloni saymm (30-300) ve
S 10 | CFU/mL hesal
é !
{j 0.1
0.01

024681012
Giin

Sekil 3.4: YPD plakalarinda canli maya hiicre kolonilerinin sayimina yénelik CFU prosediiriine genel

bakis (Arslan ve dig. 2018 tarafindan yapilan ¢alismadan alinmis ve diizenlenmistir).

3.2.4 Annexin V-FITC ve Propidyum Iyodiir (PT) Cift Boyama

Yaslanma periyodunun 6. giinlinde transforme maya suslarinin
proliferasyonlarindaki degisimin belirlenebilmesi amaciyla BioLegend firmasindan
temin edilen FITC Annexin V-PI apoptoz kitinden faydalanilmistir. Boyama
prosediirii i¢in toplanan hiicreler iki kez soguk BioLegend's Cell Staining Buffer ile
yikanmis ve ardindan hiicreler Annexin V Binding Buffer iginde 0.25-1.0 x 10’
hiicre/mL  konsantrasyonda yeniden siispanse edilmistir. 100 upL  hiicre
stispansiyonunun {izerine 5 uL FITC Annexin V ve 10 pL Propidyum Iyodiir
soliisyonu eklenerek karigtirildiktan sonra karanlikta oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan 400 pL Annexin V Binding Buffer eklenmis ve flow

sitometrik analizi gerceklestirilmistir.
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3.2.5 Biyokimyasal Analizler i¢in Hiicre Lizis Prosediirii

Transforme maya hiicrelerinin lize edilebilmesi i¢in ticari CelLytic Y Cell
Lysis Reagent (Sigma, ABD) kullanilmistir. Prosediire gore, kontrol ve test
gruplarindan hiicreler toplanmis ve hiicre pelletleri tartilarak 1 g 1slak agirliktaki
hiicre basina 5 ml tampon (1:5) olacak sekilde lizis tamponunda resiispanse edilmis
ve oda sicakliginda hafif calkalama ile 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
periyodunun ardindan hiicre lizatlar1 3000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlenmis ve

siipernatanlar biyokimyasal analizler i¢in toplanmistir.

Lipid peroksidasyonu ve protein karbonilasyonu analizleri i¢in ise, hiicre
pelletlerinin net agirligi ile 1:1 oranda cam boncuk (glass bead) ve 1:3 oranda 20 mM
pH:7 NaH2PO4/Na;HPO4 fosfat tamponu eklenmistir. Hiicreler 3 dakikalik periyotlar
halinde toplamda 5 kez vortekslenip santifiij edilerek hiicre lizisi ger¢eklestirilmis ve

elde edilen siipernatanlar hasar parametrelerinin ¢alisilmasi i¢in toplanmaistir.

3.2.6 Biyokimyasal Analizler

3.2.6.1 Toplam Antioksidan ve Oksidan Durum

Yaglanma periyodunun 2., 3., 6., 8. ve 10. giinleri boyunca toplanan
transforme maya hiicrelerinin toplam antioksidan ve oksidan durumu (TAS ve TOS),
sirasiyla. TAS ve TOS kolorimetrik analiz kitleri (Elabscience Biotechnology)

kullanilarak belirlenmis ve kitte yer alan prosediirler takip edilmistir.

Bir numunenin toplam antioksidan durumu; c¢esitli  antioksidan
makromolekiiller, antioksidan kii¢iik molekiiller ve enzimlerin toplam seviyesi ile
yansitilmaktadir. Farkli antioksidan molekiillerin ayr1 ayr1 Olgililmesi pratik
olmamakla birlikte klinik agidan da bir anlam ifade etmemektedir. Antioksidanlarin
etkileri aditif oldugundan ve her bir antioksidani ayr1 ayri 6lgmek zaman alic1 ve
yogun emek gerektirdiginden dolayi, tim antioksidanlarin birlesik aktivitelerinin
veya toplam antioksidan durumunun olgiimii, genel antioksidatif durumu tahmin
etmek icin kullanilmaktadir (Erel 2004). TAS kitinin analiz ilkesi; numunedeki

161



antioksidanlarin konsantrasyonlarina bagli olarak koyu mavi-yesil renkli ABTS™*
radikalini renksiz ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzoitazolin—6-siilfonik asit) formuna
indirgemesidir. Bu nedenle numunenin TAS degeri, 660 nm’de azot bazli ABTS™*
radikalinin absorbansi dlgiilerek hesaplanabilmektedir. Test; E vitamini analogu olan
Trolox esdegeri adi verilen kararli bir antioksidan standart solusyon ile kalibre

edilmektedir (Lavova ve Urminska 2013).

TAS kit prosediiriine gore, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar ve
analiz edilecek Orneklerden 10 pL sirasiyla standart ve ornek kuyucuklarma
yiiklendikten sonra her bir kuyucuga Reagent 1°’den 200 pL eklenerek plate reader ile
660 nm’deki absorbansi (A1) dl¢iilmiistiir. Daha sonra her bir kuyucuga Reagent
2’den 20 pL eklenerek 37°C’de 5 dakika inkiibasyonu saglanmis ve 660 nm’deki
absorbansi (A2) tekrar 6l¢iilmiistiir. Sonuglar, standart konsantrasyona karst AA'nin
(AAblank - AAstandart (A2-Al)) dogrusal regresyonundan hesaplanmis ve mmol
Trolox Esdegeri/L olarak ifade edilmistir.

Fizyolojik kosullarda, oksidan/antioksidan denge oksidatif duruma dogru
kayabilmektedir. Bir numunedeki oksidasyon durumunun degerlendirilmesinde
reaktif tlirlerin derisimlerinin belirlenmesi s6z konusu molekiillerin kararsizliklar
nedeniyle olduk¢a zor olup hata payr yiiksektir. Ote yandan, toplam oksidan
durumun tayini hiicredeki dinamik siireglerin biitiinciil olarak degerlendirilebildigi
kararli bir tiirev olusturmaya dayali olarak gergeklestirilebilmektedir (Erel 2005).

+25

TOS kitinin analiz ilkesi; asidik kosullar altinda numunedeki oksidanlarin Fe**’yi
Fe*®e yiikseltgemesi ve Fe*? iyonlarinin ise metal titrasyonlarinda indikatér olarak
kullanilan ksilenol turuncusu (xylenol orange) ile mavi-mor renkli kompleks
olusturarak 590 nm’de maksimum absorbans vermesi prensibine dayanmaktadir.
Olgiilen rengin yogunlugu numunedeki toplam oksidan molekiillerinin miktar1 ile
orantihdir (Dikilitas ve dig. 2011). Test; H2O. standart solusyon ile kalibre

edilmektedir.

TOS kit prosediiriine gore, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar ve
analiz edilecek Orneklerden 20 pL sirasiyla standart ve ornek kuyucuklarma
yiiklendikten sonra her bir kuyucuga Reagent 1°’den 200 pL eklenerek plate reader ile
590 nm’deki absorbansi (A1) dl¢iilmiistiir. Daha sonra her bir kuyucuga Reagent
2’den 50 pL eklenerek 37°C’de 5 dakika inkiibasyonu saglanmis ve 590 nm’deki
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absorbansi (A2) tekrar ol¢lilmiistiir. Sonuclar, standart konsantrasyona karst AA’nin
(A2-Al) dogrusal regresyonundan hesaplanmig ve pmol H2O» Esdegeri/g protein

olarak ifade edilmistir.

3.2.6.2 Antioksidan Enzim Aktivite Tayinleri

Transforme maya hiicrelerinde glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon-S-transferaz (GST), siiperoksit dismutaz (SOD) ve tiyoredoksin
rediiktaz (TrxR) antioksidan enzim aktiviteleri, Cayman Chemicals tarafindan temin
edilen kolorimetrik kitler kullanilarak 6l¢ililmiis ve protokoller iireticinin Onerileri

dogrultusunda uygulanmistir.

3.2.6.2.1 GR Aktivite Tayini

Yasglanma periyodunun 2., 3., 6., 8. ve 10. giinleri boyunca toplanan
transforme maya Orneklerinde GR aktivitesi tayini, okside glutatyonun (GSSG)
indirgenmis formuna (GSH) rejenerasyonunu katalize eden GR enzimi araciligiyla
NADPH''n NADP"’ya oksidasyonunun 340 nm’de absorbanstaki azalma seklinde
izlenmesi prensibine dayanmaktadir. Deney kapsaminda numune kuyucuklarina 100
pL analiz tamponu, 20 pL. GSSG solusyonu ve 20 pL 6rnek eklendikten sonra 50 pL
NADPH ile enzimatik reaksiyonlar baslatilmistir. En az 5 zaman noktasi belirlenerek
340 nm’deki absorbanslar dakikada 1 kez okunmustur. Elde edilen sonuglara gore
lineer bolge tayin edilerek GR aktiviteleri, 340 nm’deki NADPH ekstinksiyon
katsayisindan (0.00373 pM™) zamanm bir fonksiyonu olarak hesaplanmis ve
sonuclar U/mg protein cinsinden ifade edilmistir. Bir linite GR aktivitesi, 25°C’de
dakikada 1.0 nmol NADPH''n NADP™'ya oksidasyonu i¢in gereken enzim miktari

olarak tanimlanmustir.

3.2.6.2.2 GPx Aktivite Tayini

Yaslanma periyodunun 2., 3., 6., 8. ve 10. giinleri boyunca toplanan

transforme maya Orneklerinde GPx aktivitesi tayini, GPx aktivitesi tarafindan
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tiretilen GSSG’den GSH rejenerasyonunu katalize eden GR ile eslestirilmis bir
reaksiyonla dolayli olarak 6lgiilmekte ve NADPH'm NADP"’ya oksidasyonu
sirasinda 340 nm’de absorbanstaki azalmanin izlenmesi prensibine dayanmaktadir.
Deney kapsaminda kuyucuklara 50 puL analiz tamponu, 50 puL co-substrat solusyonu,
50 uL NADPH ve 20 puL ornek eklendikten sonra 20 pL kiimen hidroperoksit ile
enzimatik reaksiyonlar baslatilmistir. En az 5 zaman noktasi belirlenerek 340
nm’deki absorbanslar dakikada 1 kez okunmustur. Elde edilen sonucglara gore lineer
bolge tayin edilerek GPx aktiviteleri, 340 nm’deki NADPH ekstinksiyon
katsayisindan (0.00373 pM™) zamanmn bir fonksiyonu olarak hesaplanmis ve
sonuglar U/mg protein cinsinden ifade edilmistir. Bir iinite GPx aktivitesi, 25°C’de
dakikada 1.0 nmol NADPH'!n NADP™'ya oksidasyonu i¢in gereken enzim miktari

olarak tanimlanmustir.

3.2.6.2.3 GST Aktivite Tayini

Yaslanma periyodunun 2., 3., 6., 8. ve 10. giinleri boyunca toplanan
transforme maya Orneklerinde GST aktivitesi tayini, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB) ile GSH konjugasyonunun 340 nm’de absorbanstaki artma seklinde
izlenmesi prensibine dayanmaktadir. Deney kapsaminda numune kuyucuklarina 150
pL analiz tamponu, 20 pL glutatyon solusyonu ve 20 pL 6rnek eklendikten sonra 10
pL CDNB ile enzimatik reaksiyonlar baslatilmigtir. En az 5 zaman noktasi
belirlenerek 340 nm’deki absorbanslar dakikada 1 kez okunmustur. Elde edilen
sonuglara gore lineer bolge tayin edilerek GST aktiviteleri, 340 nm’deki CDNB
ekstinksiyon katsayisindan (0.00503 puM™) zamanm bir fonksiyonu olarak
hesaplanmis ve sonuglar U/mg protein cinsinden ifade edilmistir. Bir {inite GST
aktivitesi, 25°C’de dakikada 1.0 nmol CDNB'nin GSH ile konjugasyonu i¢in gereken

enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

3.2.6.2.4 SOD Aktivite Tayini

Yaslanma periyodunun 2., 3., 6., 8. ve 10. giinleri boyunca toplanan

transforme maya orneklerinde SOD aktivitesi tayini, molekiiler Oz varliginda ksantin
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oksidaz tarafindan ksantinin iirik aside okside edilmesiyle tiretilen O2¢ tespiti i¢in
tetrazolyum tuzunun kullanilmasi prensibine dayanmaktadir. Yonteme gore, Oz ,
O2’e yiikseltgenirken tetrazolyum tuzunu 450 nm’de maksimum absorbans veren
formazana indirgemekte ve olusan rengin siddeti ile SOD aktivitesi belirlenmektedir.
Deney kapsaminda SOD standart kuyucuklarina 200 pL radikal dedektor ve 10 pL
standart, numune kuyucuklarina ise 200 pL radikal dedektér ve 10 pl Ornek
eklenmistir. Tim kuyucuklara 20 pL ksantin oksidaz eklenerek reaksiyonlar
baslatilmis ve hafif ¢alkalama ile 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 450
nm’de standart ve numunelerin absorbanslari tayin edilmistir. SOD standart egrisinin
dogrusal regresyonundan (LR) elde edilen denklemden faydalanilarak numunelere ait
SOD aktiviteleri U/mg protein cinsinden ifade edilmistir. Bir tinite SOD aktivitesi,
ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan {iretilen siiperoksit radikalinin 25°C’de

dakikada %50’lik dismutasyonu i¢in gereken enzim miktari olarak tanimlanmustir.

LR = Blank absorbansi / Standart veya numunenin absorbansi.

3.2.6.2.5 TrxR Aktivite Tayini

Yaslanma periyodunun 2., 3., 6., 8. ve 10. giinleri boyunca toplanan
transforme maya orneklerinde TrxR aktivitesi tayini, NADPH varliginda 5,5'-ditiyo-
bis-(2-dinitrobenzoikasit)’in (DTNB) 5-tiyo-2-nitrobenzoikasit’e (TNB)
indirgenmesinin  405-414 nm’de sari renkli bir iriin olusturarak maksimum
absorbans verme prensibine dayanmaktadir. Deney kapsaminda numune
kuyucuklarina 140 pL analiz tamponu ile 20 pl 6rnek konulduktan sonra 20 pL
NADPH ve 20 uL DTNB eklenerek enzimatik reaksiyonlar baglatilmistir. En az 5
zaman noktasi belirlenerek 405 nm’deki absorbanslar dakikada 1 kez okunmustur.
TrxR aktivitesi ayrica bu enzimin spesifik inhibitorii olan aurotiyomalat varliginda
Olciilmiis boylece DTNB’yi indirgeme kapasitesine sahip diger enzim aktivitelerinin
hesaplanabilmesi saglanmistir. Elde edilen sonuglara gore lineer bolge tayin edilerek
TrxR aktiviteleri, DTNB ekstinksiyon katsayisindan (0.00792 pM™) zamanmn bir
fonksiyonu olarak hesaplanmis ve sonuglar U/mg protein cinsinden ifade edilmistir.

Bir {inite TrxR aktivitesi, 22°C’de dakikada 2.0 pmol iriiniin (2-nitro-5-
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tiyobenzoatin) NADPH-bagimli iiretilmesi i¢in gereken enzim miktar1 olarak

tanimlanmistir.

3.2.6.3 Lipid Peroksidasyon (LPO) Seviyesi Tayini

Yaglanma periyodunun 2., 3., 6., 8. ve 10. giinleri boyunca toplanan
transforme maya Orneklerine ait membran lipid peroksidasyonu belirleme iglemi,
yaslanma oksidatif stresine bagli olusan reaktif oksijen tiirlerinin lipidlerle 6zel
reaksiyonuna dayanmaktadir. Transforme maya hiicrelerinde LPO kararli {iriinii olan
malondialdehit (MDA) seviyeleri tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS)
testine gore belirlenmistir (Ledwozyw ve dig. 1986). Bu kapsamda, 250 pl
stipernatant, 0.6 M HCI igerisinde hazirlanan 1.22 M TCA ¢ozeltisi ile esit hacimde
karistirllmis ve 90°C'de 20 dakika inkiibe edilmistir. Sogutulan 6rnekler, 12.000
rpm'de 5 dakika santrifiijlenmis ve ardindan 450 pl siipernatant, 6 ml 1 M NaOH ve
69 ml saf su igindeki 0.047 M TBA ¢ozeltisine eklenmistir. Karigimlar 90°C'de 20
dakika inkiibe edildikten sonra sogutulan numunelerin absorbanst 532 nm dalga
boyunda belirlenmistir. LPO seviyeleri, MDA ekstinksiyon katsayis1 (155 mM*cm™)
kullanilarak 1slak agirliktaki hiicrelerin grami basma pmol MDA olarak ifade

edilmistir.

3.2.6.4 Protein Karbonil Tayini

Yaslanma periyodunun 2., 3., 6., 8. ve 10. giinleri boyunca toplanan
transforme maya Orneklerine ait protein karbonil seviyeleri, Cayman Chemicals
tarafindan saglanan kolorimetrik kit kullanilarak nicel olarak belirlenmistir. Deneysel
prosediir, iireticinin yonergelerine uygun sekilde gercgeklestirilmistir. Kitin ¢aligma
prensibi, 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile Schiff bazi olusturan protein
karboniller arasindaki reaksiyona dayanmaktadir. Reaksiyon sonucu iiretilen protein-
hidrazon miktar1 360-385 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilmektedir. Yonteme
gore analiz edilecek orneklerin 200 pL’si numune ve kontrol seklinde iki tiipe
boliinmiistiir. Numune tiipe 800 uL. DNPH, kontrol tiipe ise 800 pL HCI1 eklenmistir.

Ardindan her iki tlip karanlikta oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edilmis ve her 15
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dakikada bir vorteks islemi uygulanmistir. Karigimlara 1 ml %20 TCA eklenmis ve 5
dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edilip santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 elde
edilen pelletler %10 TCA ile resiispanse edilmistir. Ornekler yukarida tarif edildigi
gibi tekrar inkiibe edilmis ve santrifiijlenmistir. Elde edilen pelletler 1 mL etanol:etil
asetat karigimi (1:1, Vv/v) igerisinde resiispanse edilmistir. Siispansiyonlar
vortekslenmis ve ardindan santrifiijlenmistir. Bu adim iki kere tekrarlandiktan sonra
protein pelletleri 500 uL guanidin hidrokloriir igerisinde vortekslenerek resiispanse
edilmistir. Son santrifiijleme isleminden sonra numune Ve kontrol tiiplerindeki
stipernatantlardan 220 pL alinmig ve 370 nm dalga boyundaki absorbanslar
olciilmiistiir. Orneklerin protein karbonil konsantrasyonu, kontrol grubunun
absorbansinin numunelerin absorbansindan ¢ikarilmasi ve ardindan bu farkin DNPH
ekstinksiyon katsayis1 (0.022 puM™) ile c¢arpilmasiyla belirlenmistir. Sonuglar

nmol/mg protein cinsinden ifade edilmistir.

3.2.6.5 Total Protein Tayini

Transforme maya hiicrelerinin toplam protein konsantrasyonlarini 6lgmek

icin Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford 1976).

3.2.6.6 Transforme Maya Suslarinda Insan Bcl-2 ve Bcl-xL

Konsantrasyonlarinin Kantitatif Tayini

Transforme maya suslarinda insan Bcl-2 ve Bcl-xL konsantrasyonlarinin
(transgen ekspresyonu) belirlenebilmesi igin Elabscience Biotechnology (Wuhan,
Cin) tarafindan saglanan Human Bcl-2(B-cell Leukemia/Lymphoma 2) ELISA Kit
ve Human BCL2L1/BCL-X(Bcl-2 Like Protein 1) ELISA Kit kullanilmistir. Bu
amagla, her maya grubundan (bos vektor kontrolii, Bcl-2 transforme ve Bcl-xL
transforme) rastgele segilen ti¢ koloni SD besi yerinde yaslanma fazinin 48. saatine
kadar biiyiitiilmiis ve toplanan hiicrelerde ELISA analizleri kullanilarak Bcl-2 ve

Bcl-xL protein seviyeleri agisindan analiz edilmistir.

Bu ELISA kitlerinde, Sandwich-ELISA prensibi kullanilmaktadir. Kitlerde

saglanan mikro ELISA plakasi, insan Bcl-2 ve Bcl-xL’e 6zgii bir antikor ile 6nceden
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kaplanmustir. Kitteki yonergelere gore, ornekler ve standartlardan 100 pL mikro
ELISA plaka kuyularina eklenmis ve spesifik antikor ile birlestirilmistir. Plakalar
37°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar bosaltilmis
ve ardindan her bir kuyucuga insan Bcl-2 veya Bcl-xL’ye spesifik biyotinlenmis
tespit antikorundan 100 pL eklenmistir. Plakalar 37°C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir. U¢ yikama adiminin ardindan, her bir kuyucuga 100 pL Avidin-
Horseradish Peroksidaz (HRP) konjugat ¢alisma ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Plakalar bes kez yikanarak serbest bilesenler
uzaklastirilmigtir. Takiben her bir kuyucuga 90 pL substrat ¢ozeltisi eklenmis ve
plakalar karanlikta 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Sadece insan Bcl-2 veya
Bcl-xL, biyotinlenmis tespit antikoru ve Avidin-HRP konjugati igeren kuyucuklar
mavi renkte goriinmiistiir. Son olarak, her bir kuyucuga 50 pL enzim-substrat
reaksiyonu durdurma ¢ozeltisi eklenmis ve renk sartya donmiistiir. Optik yogunluk
hemen 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak o6l¢iilmistiir. Numunelerin
OD degeri standart egri ile karsilagtirarak numunelerdeki insan Bcl-2 veya Bcl-xL

konsantrasyonu hesaplanmustir.

3.2.7 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi ve

Denetimsiz Kemometrik Analiz

Transforme maya hiicrelerinin kizilotesi (IR) spektrumlarimi elde etmek
amaciyla attenuated total reflectance (PerkinElmer Spectrum Two with the Universal
Attenuated Total Reflectance (UATR) modunda Fourier doniistimlii kizilétesi (FTIR)
spektroskopisi kullanilmustir. Spektral veriler, 4 cm™ ¢oziiniirliik, 50 tarama ve 4000
ile 450 cm™ aras1 spektral aralik ile elde edilmistir. Spektral veriler toplanmadan
once, distile su ile hazirlanmis 1 x 107 hiicre/mL konsantrasyonunda bir siispansiyon
hazirlanmis ve 20 pL’si kristal iizerine uygulanarak ornekler kurutulmadan
spektrumlar1 toplanmistir. Suyun spektral katkisini elimine etmek i¢in ayni hacimde
distile suyun IR spektrumlar1 da alinmistir. Bos bir ATR kristalinden baseline
taramast alinmis ve ardindan ornek spektrumlarindan ¢ikarilmustir.  Ornek
spektrumlarinin tekrarlanabilirligini dogrulamak igin, her 6rnek ii¢ ayri durumda
bagimsiz olarak kiiltive edilmis ve toplanmistir. Spektrometrenin elmas kristali her

Olctim sonrast %70 etanol ve distile su kullanilarak temizlenmistir.
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3.2.8 Spektral Veri Analizi

3.2.8.1 Kemometrik Veri Analizi

Kemometrik analizden 6nce, bos vektor ve Bcel-2 ile Bel-xL transforme maya
hiicrelerinin IR spektrumlarinda spektral onisleme gergeklestirilmistir. Ilk olarak,
Opus 5.5 yazilimi (Bruker, Almanya) kullanilarak 4000-400 cm™ (tiim) spektral
bolgesindeki IR spektrumlarinda yumusatma (13 yumusatma noktasi ile Savitzky-
Golay algoritmasi) ve baseline diizeltmesi (konkav rubber band yontemi, 10
iterasyon ve 64 baseline noktasi) islemleri uygulanmistir. Ardindan, bos vektor ve
plazmid DNA transforme maya hiicreleri arasindaki iliskiyi belirlemek igin tiim
spektral bolgede dnceden islenmis spektrumlar tizerinde temel bilesen analizi (PCA)
ve hiyerarsik kiime analizi (HCA) gergeklestirilmistir. PCA ve HCA dahil olmak
lizere denetimsiz kemometrik yaklagimlar icin Unscrambler® X 10.3 (CAMO
Software AS, Norveg) yazilimi kullanmilmigtir. PCA ortalama-merkezli veriler
lizerinde gergeklestirilmistir. Modele, tam c¢apraz dogrulama yontemi (full
crossvalidation method) ve tekil deger ayristirma (singular value decomposition-
SVD) algoritmast uygulanmigtir. PCA bulgulari, skorlar (scores) ve yiikleme
grafikleri (loading plots) olarak gdsterilmistir. Bunun aksine HCA, Ward algoritmasi
ve karelenmis Oklid mesafesi (Squared Euclidean distance) &lgiimleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. HCA sonuglart dendrogram olarak sunulmustur. Bcl-2 ve Bel-xL
transformasyonu ile iligkili biyomolekiiler kompozisyon degisikliklerini belirlemek
icin, spektral bantlarin ayrimina yonelik katki varyans degerini belirlemek iizere

PCA vyiikleme spektrumlar1 (PCA loading spectra) analiz edilmistir.

3.2.9 istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + S.E.M. olarak sunulmustur. Varyans farkliliklar1, iki yonlii
varyans analizi (ANOVA) testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir. Post
hoc olarak Tukey's testi kullanilmigtir. GraphPad prism 5.0 istatistik yazilimi
(GraphPad, La Jolla, CA) kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1  Maya Suslarinin Biiyiime Egrileri

10 giinliik inkiibasyon periyodu boyunca biiyiitiilen transforme S. cerevisiae
hiicreleri toplanmis ve ODesonm optik yogunluk degerleri spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerlerine gore suslara ait biiylime grafikleri
cizilerek eksponansiyal ve stasyoner fazlari belirlenmistir. Gerekli literatiir verileri
tarandiginda diger ¢alismalarin S. cerevisiae suslarina ait logaritmik faz,
inkiibasyonun ilk giliniiniin sonuna kadar siirmiis ve hiicre biiyiime oraninda azalma
sonraki giinlerde gozlenmistir. Ayrica, kiiltlirlerin optik yogunluklari inkiibasyonun
3. glinlinden sonra sabit kalmistir ve bu durum tiim suslarin stasyoner faza ulastigini
gostermektedir (Arslan ve dig. 2018; Ocampo ve Barrientos 2011). Bu veriler kendi
suslarimiza ait eksponansiyel ve stasyoner fazi belirlemede yardimci olmustur. Bu
amagla kontrol grubu hiicreleri ve transforme hiicreler 180 rpm’de ajite edilmis ve
30°C’de inkiibe edilmistir. Suslarin 240 saat (10 giin) siireyle izlenen biiylime
egrilerinde kayda deger bir fark goriilmemis olup tiim suslari temsilen bos vektor

kontrol grubu igin ortak biiyiime egrisi Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1: Bos vektor (kontrol grubu) maya susunun bilyiime egrisi.

170



Her ii¢ sus icin de optik yogunluklara karsilik inkiibasyon siireleri
incelendiginde yaklasik 5-6 saatlik bir gecikme fazinin ardindan biiyiime fazinin 7-8.
saatinde eksponansiyal faza, 20-25. saatine ulasildiginda hiicrelerin eksponansiyel
fazdan stasyoner faza girmeye basladigi, 3. giinden itibaren optik yogunluklarda
kayda deger bir degisiklik olmadigi ve ortalama 10. giinde ise ge¢ stasyoner faza
girerek hiicrelerin bolinmeyi durdurdugu 6liim fazindan onceki evreye ulasilmistir.
Elde edilen bu sonuglar literatiir verileri ile bagdasmaktadir (Arslan ve dig. 2018;

Ocampo ve Barrientos 2011).

4.2  Yaslanmaya Bagh Oksidatif Stresin Maya Hiicre Morfolojisi

Uzerindeki Etkileri ve Bel-2 ile Bcl-xL Proteinlerinin Koruyucu Rolii

Yaslanma periyodunun 2., 6. ve 10. giinlerinde maya hiicrelerinin yiizey
morfolojisindeki degisiklikler SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) ile incelenmis
ve elde edilen sonuglar Sekil 4.2°de sunulmustur. SEM goriintiileri incelendiginde,
geng hiicreler ile 6liim asamasina yaklasan yasli anne maya hiicreleri goriiniim ve
fizyolojide carpici degisiklikler gdstermislerdir. Periyodun 2. giiniinde, hem Bcl-2 ve
Bcl-xL transforme gruplar hem de bos vektor kontrol grubu, morfolojik biitiinliigi
gosteren piirlizsliz ve saglam bir ylizeye sahip karakteristik kiiresel bir form
sergilemislerdir. Bu hiicrelerin tomurcuklanma mekanizmalariyla c¢ogalmasi
nedeniyle, yeni olusan tomurcuklar, yavru hiicreler ve tomurcuklarin tiimii kolaylikla
goriilebilmektedir (Kavakcioglu Yardimci ve Mollaoglu 2021). Yasam Omriiniin
ilerleyen asamalarinda, Bcl-2 ve Bcl-xL transforme olanlarda daha az belirgin
olmakla birlikte, tiim gruplarda 6nemli 6l¢iide deforme olmus hiicrelerin varligi ve
morfolojik biitiinliikkte kayiplar tespit edilmistir. Calisjmamizda yaslanma indiikli
oksidatif stresin baslica gostergeleri, kirisik sekil, oyuk olusumu ve hiicre kirilmalar
olmustur. Ote yandan, Bcl-xL transforme grupta 10 giin sonra bile tarif edilen
deformasyonlar1 sergilemeyen ve morfolojiyi koruma egilimi gosteren onemli bir

hiicre grubu bulundugunu belirtmek 6nemli ve dikkat ¢ekicidir.
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6™ day 10™ day

Empty vector

Bcl-2 transfected

Bcl-xL transfected

Sekil 4.2: Transforme maya hiicrelerinin yasam Omiirlerinin farkli zamanlarinda g¢ekilen taramali
elektron mikrograflar1 (15 K X biiyiitme). Tiim gruplar, yasam Omiirlerinin 2. giiniinde maya

hiicrelerinin karakteristik saglikli formunu sergilemistir.
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4.3  Bcl-2 ve Bel-xL Gen Ekspresyonlarinin Yash Maya Hiicrelerinin

Hayatta Kalim Uzerine Etkisi

Transforme maya hiicrelerinin yaslanma siirecine bagl canliligi 10 giinliik bir
periyod boyunca degerlendirilmistir. Bu amagla, yasam oOmriiniin 2., 6. ve 10.
giinlerinde transforme hiicreler toplanmis ve hiicrelerin boliinme ve koloni olusturma
yeteneginin belirlenmesine dayanan CFU yontemi kullanilarak canli hiicre sayimi
yapilmistir (Ocampo ve Barrientos 2011). Bulgular Sekil 4.3'de gosterilmistir.
Goriildigi tizere, yasam Omriiniin 2. gliniinde, Bcl-2 ve Bcl-xL genlerini ektopik
olarak eksprese eden maya suslarinin tireme yoluyla hayatta kalma oranlarinda bos
vektor kontrol grubuna kiyasla belirgin bir fark bulunmamaktadir. Ancak, gec
stasyoner faz olarak bilinen 6. giinde, Bcl-2 ve Bcl-xL transforme gruplardaki
hiicrelerin canlilik oranlarinin kontrole kiyasla sirasiyla yaklasik 7.8 ve 5.5 kat arttig
gozlemlenmistir. Dolayisiyla bu noktada, Bcl-2 proteininin Bcl-xL'ye gore daha
etkin bir koruma sagladigi sdylenebilir. Benzer sekilde, yaslanma periyodunun 10.
giiniinde kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 ve Bcl-xL transforme gruplarda hiicre
canliliginda 6nemli bir artis gozlenmistir. Yaslanma periyodunun 10. giiniinde, Bcl-
XL transforme grupta hiicre canliligi yaklasik 4.1 kat daha yiiksek iken, Bcl-2
transforme grupta bu oran vektér kontrol grubuna kiyasla yaklasik 3.6 kat daha
yiiksektir. Bu degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p < 0,05)
ve bu durum, son periyotta artan yaslanmayla birlikte, Bcl-xL geni eksprese eden
hiicrelerin  Bcl-2 grubuna kiyasla oksidatif strese karsi daha yiiksek direng
gelistirdigini acik¢a ortaya koymustur.
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(A)

Empty vector Bel-2 transfected Bel-xL transfected

10° 10*

2P day

6™ day

10™ day

Bcl-xL transfected

Bcl-2 transfected

Fold increase

Sekil 4.3: Transforme maya hiicrelerinin yasam Omiirlerinin farkli zamanlarinda CFU yontemi ile
canlilik tayini sonuglari. (A) SD agar plakalarinda meydana gelen maya kolonileri. 10° ve 10*
orneklerin seyreltme faktorleridir. (B) Bos vektor grubuna kiyasla canliliktaki artis kati gosterilmistir.
Hata c¢ubuklu veriler, iic bagimsiz deneyin ortalama + S.E.M degerlerini gostermektedir.
***xp <0.0001, iki yonliit ANOVA ve Tukey post-test ile kontrol ve diger ¢alisilan gruplar arasindaki

anlaml farkliliklar1 ifade etmektedir.
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44  Yaslanma Indiikli Oksidatif Strese Karsi Bcl-2 ve Bcl-xL'nin
Koruyucu Roliiniin  Annexin V-Pl  Flow  Sitometri ile

Degerlendirilmesi

Okaryotik maya hiicrelerinin yaslanma bagimli maruz kaldiklar1 siddetli
oksidatif stresin organizmalarda eksojen ve endojen yolaklarla reaktif oksijen
tirtinleri trettigi ve bu triinlerin patolojik diizeyde hiicrelere zarar vererek apoptotik
ve nekrotik 6liim siirecini hizlandirdigi bilinmektedir (Eisenberg ve dig. 2010; Laun
ve dig. 2001). Bu amagla yaslanma periyodunun 6.giinlinde transforme suslarin
proliferasyonlarindaki degisimin belirlenebilmesi i¢in Annexin V-PI flow sitometri
testinden faydalanilmistir. Bulgular Sekil 4.4'de gosterilmistir. Veriler incelendiginde
yaslanma periyodunun 6.giiniinde bos vektore kiyasla Bcl-2 ve Bcl-xL transforme
maya suglarinin yaslanma bagimli canlilik yiizdelerini artirarak koruma sagladiklar
acikca goriilmektedir. CFU verileri ile uyumlu olarak 6. giinde Bcl-2’nin Bel-xL

transforme gruba kiyasla canliligi daha fazla arttirdigi gorilmistiir.
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Sekil 4.4: Transforme maya hiicrelerinin yaglanma periyodunun 6.giiniinde Annexin V-Pl flow

sitometrik test ile canli, 6lii ve apoptotik populasyon yiizdeleri.
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45  Erken Evre Pro-Oksidan, Ge¢ Evre Antioksidan: Bcl-2 ve Bcl-xL
Proteinlerinin Etkisi

Transforme maya hiicrelerindeki TAS ve TOS durumu, 10 gilinliik yasam
Omiirleri boyunca ¢esitli zaman noktalarinda degerlendirilmistir. Temel olarak, TOS
ve TAS seviyeleri sirastyla Fe*?yi Fe™'e oksitleyebilen ve ABTS (2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyonunu indirgeyebilen maddelerin
igerigi ile orantilidir. Yasam omriiniin 2. ve 3. giiniinde, Sekil 4.5A’da gosterildigi
gibi, gruplar arasinda TOS seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur.
Ote yandan, Bcl-2 ve Bcl-xL genlerini ektopik olarak ifade eden gruplarda bu
seviyelerin 6. gilinden itibaren bos vektor kontrol grubuna kiyasla kayda deger
yiiksek oldugu gézlemlenmistir (p < 0.0001). Ayrica, 6. giinden itibaren Bcl-2 ve
Bcl-xL gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur. Okside
molekiil konsantrasyonunun kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 ve ozellikle Bcl-xL
transforme gruplarda daha yiiksek olmasi, biiylik olasilikla bu proteinlerin dolayli
antioksidan islevleri araciligiyla hiicre zar biitiinliigiinii daha iyi korumalarindan
kaynaklanmaktadir; bu durum SEM analizi ile de desteklenmistir. Ote yandan, Bcl-2
ve Bcl-xL gruplarindaki TAS seviyelerinin 3. giinde kontrol grubunun altinda
oldugu, ancak periyodun 8. ve 10. giinlerinde kontrol degerlerinin iizerine ¢ikarak

onemli dlgiide arttig tespit edilmistir (Sekil 4.5B).

Tiim bu sonuglar, bu proteinlerin erken evrede dolayli olarak pro-oksidan gibi
hareket ederken, yasam Omriiniin ilerleyen asamalarinda hiicreleri yaslanma indiikli
oksidatif stresten korumak icin antioksidan bilesenlerin seviyelerini artirdiklarin

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.5: Transforme maya hiicrelerinin yasam Omiirlerinin farkli zamanlarindaki TOS (A) ve TAS
(B) seviyeleri. Sonuglar sirasiyla pmol H20. esdegeri/L ve mmol Trolox esdegeri/L olarak ifade
edilmistir. Hata ¢ubuklu veriler, ii¢ bagimsiz deneyin ortalama + S.E.M. degerlerini gostermektedir.
**p<0.01, ***p < 0.001 ve ****p<0.0001, iki yonli ANOVA ve Tukey post-test ile kontrol ve diger

calisilan gruplar arasindaki anlamli farkliliklar: ifade etmektedir.

46  Bcl-2 ve Bcl-xL Genlerinin Ekspresyonlarina Bagh Olarak Yash
Maya Hiicrelerinde Antioksidan Enzim Aktivitelerindeki Degisiklikler

Bcl-2 ve Bcl-xL ekspresyonu yoluyla yaslanma indiiklii oksidatif strese karsi
hiicresel korumada antioksidan enzimlerin islevleri incelenmis ve bulgular Sekil
4.6’da verilmistir. Elde edilen bulgular, GPx ve GST enzim aktivitelerinin yasam
Oomriiniin 6. giiniinden itibaren Bcl-2 transforme grupta kontrole kiyasla belirgin
sekilde daha yiiksek oldugunu gostermistir. 6. ve 8. giinler arasinda Bcl-2 transforme
grupta gozlemlenen GPx aktivitesindeki dnemli artisin aksine, GST enzim aktivitesi
tamamen zit bir egilim sergilemistir (p < 0.0001). Ancak, 8. ve 10. giinler arasinda
her iki enzimin aktivitesinde anlamli bir degisiklik olmamis ve mevcut aktiviteler

korunmustur.

Bcl-2 transforme gruptaki SOD enzim aktivitesi, yasam Omriiniin 6. ve 10.
giinlerinde kontrol seviyelerinin {izerinde kayda deger bir artis gosterirken, genel
olarak biiyiik bir degisiklik sergilememistir. GR aktivitesi, Bcl-2 ekspresyonunun bir
sonucu olarak yasam dmriiniin ilk evrelerinde kontrol grubuna kiyasla énemli 6l¢iide

artmis (p < 0.0001), ancak sonraki evrelerde azalmis ve periyodun sonunda kontrol
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grubundan 6nemli olgiide diisiik kalmistir. Benzer sekilde, TrxR aktivitesi, Bcl-2
ekspresyonuna bagli olarak yasam Omriiniin 3. gilinlinde kontrol grubuna kiyasla
belirgin bir artis gostermistir. Ancak, GR aktivitelerinin aksine, bu enzim, periyodun
ilerleyen asamalarinda kontrol grubu ile oldukga karsilastirilabilir aktivite
degerlerine sahip olmustur. GPx ve GST enzimleri, Bcl-2 ekspresyonu aracili
hiicresel korumada 6nemli rol oynarken, GR ve TrxR enzim aktivitelerindeki bu
erken induksiyonlar, Bcl-2 transforme grubun yasam Omriiniin 6. giiniindeki en

yiiksek canlilig ile iliskili olabilir.

Bel-xL transforme grupta ise, GR, SOD ve TrxR enzimleri hemen
hemen ayni degisim paternlerini sergilemis ve hepsi yasam Omriiniin 8. giiniinde
sirastyla 388.01£17.23, 13.04+1.08 ve 0.16+0.01 degerleriyle en yiiksek aktivite
degerlerine ulasmislardir. Yasam 6mriiniin 10. giiniinde Bcl-xL genini ektopik olarak
ifade eden grupta hiicre deformasyonunun diger gruplara gore daha diisiik olmasi bu
ciddi degisikliklere baglanabilir. GST enzim aktivitesinin periyodun 8. giiniinde zirve
yapan keskin artisina ragmen, neredeyse tiim yasam siiresi boyunca kontrol
degerlerinin altinda olmasi nedeniyle Bcl-xL ekspresyonu aracilt hiicresel korumada
hicbir rolii olmadig1 sonucuna varilmistir. Son olarak, GPx aktivite degerleri 6. giine
kadar kontrol degerlerine yaklagik olarak esit seyretmistir. Bununla birlikte,
periyodun geri kalaninda kademeli olarak artis gbzlenmis ve kontrol degerlerinin
onemli Olgiide iistiinde yer almislardir. Sonug¢ olarak, GST hari¢, incelenen tiim
antioksidan enzimler, yaslanma indiikli oksidatif strese karsi Bel-xL ekspresyonu

aracilt hiicresel korumaya katkida bulunmuslardir.
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Sekil 4.6: Transforme maya hiicrelerinin yasam 6miirlerinin farkli zamanlarindaki GR, GPx, GST,
SOD ve TrxR enzim aktiviteleri. Sonuglar U/mg olarak ifade edilmistir. Hata ¢ubuklu veriler {i¢
bagimsiz deneyin ortalama + S.E.M. degerlerini gostermektedir. *p<0.05, **p<0.01, ***p < 0.001 ve
****n<0.0001, iki yonliit ANOVA ve Tukey post-test ile kontrol ve diger ¢alisilan gruplar arasindaki

anlamli farkliliklar1 ifade etmektedir.
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47 Bcl-2 ve Bcl-xL Proteinlerinin - Yaslanma Indiiklii Lipid
Peroksidasyonu ve Protein Karbonilasyonuna Etkisi

Transforme maya hiicrelerinin lipid peroksidasyonu ve protein karbonil
seviyeleri yasam Omiirlerinin 2., 6. ve 10. giinlerinde kantifiye edilmistir. Sekil 4.7,
tim gruplarda zaman icinde hem lipitlerde hem de proteinlerde oksidasyon
seviyelerinde genel bir artis oldugunu agikga géstermistir. Yasam Omiirlerinin 2. ve
6. giinlerinde lipid peroksidasyon seviyelerinde gruplar arasinda 6nemli bir fark
bulunmamistir. Ote yandan, 10. giinde her iki test grubunda da lipid peroksidasyon
seviyelerinin 6nemli Olclide kontrol degerinin altinda oldugu tespit edilmistir
(p<0.0001). Ayrica, Bcl-2 ve Bcl-xL transforme gruplar arasinda anlamli bir fark
oldugu belirlenmistir (p<0.001). Periyodun basindan itibaren, Bcl-2 ve Bcl-xL
transforme gruplardaki protein karbonil seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 6nemli
Olgiide azalmistir (p<0.0001). Bcl-2 ve Bcl-xL transforme gruplar arasindaki tek
anlamli fark yasam Omriiniin 6. gilinlinde belirlenmistir. Dolayisiyla, her iki
antiapoptotik proteinin de maya hiicrelerini yaslanmadan kaynaklanan oksidatif

hasara kars1 korudugu agiktir.
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Sekil 4.7: Transforme maya hiicrelerinin yasam Omiirlerinin farkli zamanlarindaki lipid

peroksidasyonu (A) ve protein karbonil (B) seviyeleri. Hata ¢ubuklu veriler ii¢ bagimsiz deneyin
ortalama + S.E.M. degerlerini gostermektedir. *p < 0.05, ***p < 0.001 ve ****p < 0.0001 degerleri,
iki yonli ANOVA ve Tukey post-test ile kontrol ve diger incelenen gruplar veya belirtilen gruplar

arasindaki anlamli farkliliklar gostermektedir.
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4.8  Bcl-2 ve Bel-xL Proteinlerinin ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Transforme maya suslarinda insan Bcl-2 ve Bcl-xL konsantrasyonlarinin
(transgen ekspresyonu) belirlenebilmesi icin Human Bcl-2(B-cell
Leukemia/Lymphoma 2) ELISA Kit ve Human BCL2L1/BCL-X(Bcl-2 Like Protein
1) ELISA Kit kullanilmistir. Bu kapsamda, Bcl-2 ve Bcl-xL standartlar1 kullanilarak
olusturulan kalibrasyon egrilerinin R? degerleri sirastyla 0.988 ve 0.9968 olarak
belirlenmistir. Ilgili denklemler Bcl-2 igin y = 0.3587x + 0.0989, Bcl-xL icin ise y =
0.1952x + 0.0681 seklindedir.

Yaglanma fazinin 48. saatine kadar biiyiitiilmiis ii¢ deney grubunun her biri
icin Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin niceliksel seviyeleri Tablo 4.1'de sunulmaktadir.
Sonuglar, S. cerevisiae hiicrelerinin transfer edilen genleri, bu ekspresyon ile iligkili
herhangi bir fizyolojik maliyet/yiik olmaksizin karsilastirilabilir seviyelerde ifade

ettigini gostermektedir.

Tablo 4.1: Ug deney grubundaki Bcl-2 ve Bcl-XL protein seviyeleri (tsa: tespit stnirinin altinda).

Tayin edilen protein seviyeleri (ng/mL)

Grup
Bcl-2 Bel-xL
Bos vektor tsa tsa
Bcl-2 transforme 14.78+0.75 tsa
Bcl-xL transforme tsa 16.38+0.42

49 Bcl-2 ve Bel-xL Gen Ifadesine Sahip Yash Maya Hiicrelerinin
Biyokimyasal Bilesim Varyasyonlart1 Ac¢isindan Bos Vektor

Hiicrelerinden ve Birbirlerinden Ayrilmasi

Hiicrelerdeki yaslanma siire¢lerinin oksidatif stres ve hiicrelerin biyokimyasal
bilesimindeki degisikliklerle iligkili oldugu kanitlanmistir (Mouton ve dig. 2023;
Eleutherio ve dig. 2018). Calismalar, Fourier doniisimli kizilotesi (FTIR)
spektroskopisinin, maya dahil tiim hiicrelerdeki makromolekiiler degisiklikleri

aydinlatmada etkili bir yontem oldugunu ortaya koymustur (Bermudez-Moretti ve
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dig. 2019; Mihoubi ve dig. 2017; Correa-Garcia ve dig. 2014; Burattini ve dig.
2008). Bu nedenle c¢alismada, maya hiicre yaglanmasi ile indiiklenen hiicre
biyomolekiillerindeki degisiklikler ve bu siiregte Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin

koruyucu roliinii belirlemek i¢in FTIR spektroskopisi kullanilmstir.

Bir numunenin tek bir IR spektrumu vyaklasik binlerce veri noktasi
icermektedir. On oOrnek spektrumunu analiz etmek ¢ok fazla zaman ve caba
gerektirmektedir. Bu nedenle, bu verileri kisa siirede verimli bir sekilde analiz etmek
ve yorumlamak ic¢in ¢ok degiskenli kemometrik analizler yaygin olarak
kullanilmaktadir (Morais ve dig. 2020; Cozzolino ve dig. 2011). Genel olarak, PCA
(Temel Bilesen Analizi) gibi kemometrik yaklagimlar veya kesifsel analiz
(exploratory analysis), gruplar arasindaki iliskiyi veya gruplarin ayrimini
tanimlamaktadir (Morais ve dig. 2020; Cozzolino ve dig. 2011). Ayrica, PCA
bulgularm1  desteklemek amaciyla HCA  (Hiyerarsik Kiimeleme Analizi)
gerceklestirilmistir. Bu baglamda, ayn1 grup ig¢indeki (bos vektor, Bel-2 ve Bel-xL
transforme) yaslanma periyodu ile iliskili hiicresel molekiiler farkliliklar1 belirlemek
icin, bu gruplarin 2. , 6. ve 10. giinlerine ait IR spektrumlarina ayri ayrt PCA
uygulanmistir. Ek olarak, bu analizi kontrol etmek amaciyla ayni gruplar iizerinde
HCA gerceklestirilmistir. PCA'da, gruplar arasindaki iliski bir skor grafigi ile
gosterilmektedir. Bu grafik, temel bilesenlerden (PC) olusturulmakta ve gruplar
arasindaki spektral varyasyonlarin ortaya konmasina yardimer olmaktadir. En biiyiik
varyasyon, PC1 ile agiklanmaktadir. HCA'da 6rnekler arasindaki iliski dendrogram
ile gosterilmektedir ve spektral farkliliklar bagil uzaklik degeri (relative distance
value) ile acgiklanmaktadir. Sekil 4.8A ve B, yaslanma periyodunun 2., 6. ve 10.
giinleri i¢in bos vektor grubunun PCA skor grafigini ve HCA dendrogramini
gostermektedir. 6. ve 10. gilin gruplarinin, %99 varyans ile (PC1: %95, PC2: %4) 2.
giin grubundan belirgin sekilde ayrildig1 agikca goriilmektedir. Destekleyici olarak,
HCA dendrogrami da 2. giin grubunun diger iki gruptan goreli yiiksek bir mesafe ile

ayr1 kiimelendigini géstermistir.

Bcl-2 transforme grubun PCA skoru ve HCA dendogram grafikleri sirasiyla
Sekil 4.9A ve B 'de verilmistir. PCA skor grafigine gore, 2. ve 6. giin gruplari
birbirine yakin konumlanmis ancak %90 varyans degeri ile (PC1: %61, PC2: %18,
PC3: %I11) 10. giin grubundan ayrilmistir. HCA dendrogrami bu bulguyu

183



dogrulamistir. Bcl-2 transforme maya hiicreleri i¢in elde edilen bulgulara benzer bir
sonu¢ Bel-xL transforme maya hiicreleri icin de elde edilmistir. Ote yandan, Bcl-2
transforme grup i¢in varyans degeri %79 iken, Bel-XL transforme grupta PC1 ve PC2
icin %99 gibi daha yiiksek bir deger elde edilmistir (Sekil 4.10A ve B). Her
haliikarda, 10. giin grubunun diger iki glinden belirgin bir sekilde ayrildigi kesin
olarak sOylenebilmektedir. Tim bu sonuglar, bos vektor yerlestirilmis maya
hiicrelerinde 6. ve 10. giin gruplariin biyomolekiiler bilesimlerinin 2. giin
grubundan son derece farkli oldugunu gostermektedir. Ancak, bu farkliliklarin Bcl-2
ve Bcl-xL transforme maya hiicrelerinde 10. giin ile diger iki grup arasinda oldugu

bulunmustur.

184



Scores

0.01
0.02]
0.03]
' 0.1 = 0

PC-1 (95%)

(B)
Ward's method using Squared Euclidean distance

an day-13
2nd day-11
2nd day 10
2nd day.

2nd day 8
2nd day| hec
[ 2nd da)

y 2nd da¥ 6
2nd day-14.
2nd day-12
2nd day-5
2nd day-4
2nd day-1

nd day-2

Oth day-15
H0th day-14
10th day-3
10th day-2
10th day-8
[0th day-12
P a1
nd day-
10th day 10th day-9
10th day-7
10th day-5
10th day-4
10th day-6
10th day-13
[10th day-10
LJ0th day-1

6th day-9
6th day-7

5 6 7 8 9 10
Relative distance

o
-
L~ ]
w
£~

Sekil 4.8: Yaslanma periyodunun 2., 6. ve 10. giinleri igin bos vektér grubunun PCA skor (A) ve
HCA dendrogram grafikleri (B).
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Sekil 4.9: Yaslanma periyodunun 2., 6. ve 10. giinleri i¢in Bcl-2 transforme grubun PCA skor (A) ve
HCA dendrogram grafikleri (B).
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Sekil 4.10: Yaslanma periyodunun 2., 6. ve 10. giinleri i¢in Bcl-xL transforme grubun PCA skor (A)
ve HCA dendrogram grafikleri (B).
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Bu analizlere ek olarak, ayn1 yaglanma periyodu iginde bu gruplar arasindaki
biyomolekiiler farkliliklar belirlemek amaciyla 2., 6. ve 10. giinler i¢in bos vektor,
Bcl-2 ve Bcl-xL transforme maya hiicrelerine bagimsiz olarak PCA ve HCA
uygulanmustir. Sekil 4.11A ve B, 2. giline ait PCA skor ve HCA dendrogram
grafiklerini  gostermektedir. Bcl-2 ve Bcl-xL transforme hiicreler, HCA
dendrograminda dogrulandigi iizere, %98 varyans ile (PCl: %96, PC2: %2) bos
vektor kontrol grubundan net bir sekilde ayrilmistir. 6. giin i¢in yapilan analizlerde,
2. giinde oldugu gibi benzer bir kiimelenme egilimi gozlenmistir (Sekil 4.12A ve B).
Bununla birlikte, varyans degeri %90 (PC1: %72, PC2: %18) olarak elde edilmistir
ki bu deger 2. giinde elde edilen varyans degerinden daha dusiiktiir. Yaslanma
periyodunun 10. giliniinde diger iki yaslanma periyoduna kiyasla farkli bir
kiimelenme semasi1 gézlenmistir. Bos vektor kontrol grubu ve Bcl-2 transforme maya
hiicreleri yakin kiimelenmis ancak Bcl-xL transforme olanlardan ayrilmistir. Bu
ayrimin varyans degeri % 98 olarak bulunmustur (PC1: %97, PC2: %1) (Sekil 4.13A
ve B). Bu sonuglar, yaglanma periyodunun 2. ve 6. giinlerinde bos vektoér grubunun
spektral biyokompozisyonunun Bcl-2 ve Bcl-xL transforme maya hiicrelerinden
belirgin sekilde farkli oldugunu ortaya koymustur. Buna karsilik, yaslanmanin 10.
giniinde bu farkliliklarin Bel-xL grubu ile diger iki grup arasinda oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.11: Bos vektor (EV), Bcl-2 ve Bcl-xL transforme gruplar igin yaslanma periyodunun 2.
gliniine ait PCA skor (A) ve HCA dendrogram grafikleri (B).
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Sekil 4.12: Bos vektor (EV), Bcl-2 ve Bcl-xL transforme gruplar igin yaslanma periyodunun 6.
giiniine ait PCA skor (A) ve HCA dendrogram grafikleri (B).
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Sekil 4.13: Bos vektor (EV), Bcl-2 ve Bcl-xL transforme gruplar igin yaglanma periyodunun 10.
giiniine ait PCA skor (A) ve HCA dendrogram grafikleri (B).
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Anti-apoptotik  Bcl-2  proteininin  koruma  saglamadaki  etkinligini
degerlendirmek amaciyla, yaslanma periyodu boyunca farkli zaman noktalarinda
hem bos vektér hem de Bcl-2 transforme gruplarin IR spektrumlar tizerinde PCA ve
HCA analizleri yapilmistir. Sekil 4.14A ve B'de, PC1-PC2 ve PC1-PC3 iftlerinden
elde edilen PCA skor grafikleri gosterilmektedir. Bu bilesenler i¢in sirasiyla % 94 ve
% 93 varyans degerleri elde edilmistir. Skor grafikleri, bos vektdr grubunun
yaslanma periyodunun 2. giiniiniin diger tiim gruplardan son derece farkli oldugunu
ortaya koymustur. Bu ayrim paterni HCA dendograminda da gézlenmistir (Sekil
4.14C). Bu kiimenin ayrintili gorsel analizi, Bcl-2 grubunun 2. giiniiniin bos vektor
kontrol grubunun 10. giinii ile yakin bir sekilde kiimelendigini gostermistir. Bu
sonug, Bcl-2 proteininin hiicre 6limi ile iliskili olmayan bazi diger hiicresel
stireglerde de rol oynayabilecegini gostermektedir; zira u gruplarin canlilik ytizdeleri
arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (Gross ve Katz 2017). Ek olarak, Bcl-2
proteininin fizyolojik kosullar altinda pro-oksidan bir ortam yaratmak igin
mitokondriyal redoks metabolizmasimni regiile ederken, siddetli oksidatif stres
durumunda agir1 ROS birikimini 6nlemek {izere dolayli antioksidan aktivite
sergileyerek bir redoks havuzu olarak islev gordiigii iyi bilinmektedir (Pohl ve dig.
2018; Pervaiz ve Clement 2007). Bu nedenle, Bcl-2'nin, hiicreyi daha siddetli
oksidatif stresten korumak amaciyla yaslanma siirecinin ilk agamasinda pro-oksidan
bir ortami indiikleyerek biyokimyasal bilesimi degistirmis olmasi muhtemeldir. Bcl-2
grubunun 6. ve 10. giinlerinin sirasiyla bos vektor grubunun 2. ve 6. giinleriyle yakin
konumda oldugu, ancak farkli kiimelerde yer aldig: tespit edilmistir. Bu bulgular,
Bcl-2'nin yaglanma indiiklii maya hiicre 6liimii karsisinda ilimli bir koruyucu etkiye

sahip oldugunu gostermektedir.

Bos vektor ve Bcel-xL transforme gruplarin yaslanma periyoduna bagli PCA
skor ve HCA dendrogram grafikleri Sekil 4.15°de gosterilmistir. Bu grafiklerden, bos
vektor kontrol grubu ile Bcel-xL plazmid DNA gruplarinin birbirinden farkli ve
belirgin sekilde ayrilmis oldugu acikca goriilmektedir. Ozellikle Bcl-xL transforme
grubun 10. giinii ile bos vektér kontrol grubunun 2. giinliniin birbirine yakin
kiimelendigi, dolayisiyla benzer biyokimyasal bilesimlere sahip olabileceklerine
isaret etmektedir. Bu veriler, morfolojik ve biyokimyasal analizlerin bulgularini
dogrulamakta ve Bcl-xL proteininin, 6zellikle yaslanmanin ileri evrelerinde maya

hiicrelerini defektlerden biiyiik 6l¢iide korudugunu gostermektedir.

192



EV-Bcl 2

(A) Scores
Bcl-2 10
EV 2 =
E‘\‘rzz Bcl-2 10
Bcl-2 10
Ev 2

EV 6
EVE;Z E

ERNS2 E¥éer
BV 6

vy %
EV 2 Em
EVe "™

*

PC-2 (4%)
o

EV 6

*

-0.2 -0.1 0 0.1

PC-1 (90%)

W Bcl-210 @ Bcl-22 A Bcl-26 EV 10 v EvV2 * EV6

(B)
Scores
0.03
0.02
0.01
0
-0.01

PC-3 (3%)

-0.02 ek

A
-0.03 Bcl-2B€el-2 6
A
“ Bcl-26

A

-0.04

-0.05 .
-0.2 -0.1 0

PC-1 (90%)

W Bcl-210 @ Bcl-22 A Bcl-26 EV 10 v EV2 * EV6

( ) Ward's method using Squared Euclidean distance

EV-
2nd day

Bcl 2-
6th day

Bcel 2-
2nd day

EV-
10th day

Bcl 2-
10th day

EV-
6th day

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Relative distance

Sekil 4.14: Bos vektor (EV) ve Bel-2 gruplar igin yaglanma periyodunun 2., 6. ve 10. giinlerine ait
PCA skorlar1 (A ve B) ve HCA dendogram grafikleri (B).
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Sekil 4.15: Bos vektor (EV) ve Bcel-xL gruplar igin yaslanma periyodunun 2., 6. ve 10. giinlerine ait
PCA skorlar1 (A ve B) ve HCA dendogram grafikleri (B).
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PCA'da yiikleme grafigi, gruplarin ayrimina katkida bulunan ana spektral
bantlar1 ortaya cikarmaktadir. Bu grafigin y ekseni 6zdeger ile gosterilmektedir.
Yiiksek oOzdeger, spektral bandin ve iliskili molekiillerin belirgin varyansini
gostermektedir (Cordella 2012). Bu nedenle, bos vektor, Bel-2 ve Bel-xL transforme
gruplar arasinda biyokimyasal kompozisyondaki farkliliklarini agikliga kavusturmak
icin, bos vektor-Bcl-2 ve bos vektor-Bcl-xL gruplarmin PCA'sindan elde edilen
yiikleme grafikleri incelenmistir. Sonuclar sirasiyla Sekil 4.16A ve B’de
sunulmustur. Bu grafikler, biyomolekiiler igerik varyasyonlarinin esas olarak iki
bolgede gozlendigini ortaya koymustur. Ilk bolge, protein ve lipitlerle iliskili spektral
bantlar1 igeren 3500 ile 2800 cm™ spektral araliginda yer almaktadir. Buna Karsilik,
parmak izi bolgesi olarak adlandirilan ikinci bolge, 1800 ile 600 cm™ spektral
araliginda yer almakta ve trigliseritler, protein, mannan, glukoz ve niikleik asitler ile
iligskili ¢cogu maya hiicrelerine spesifik spektral bantlar1 igermektedir. Grafigin Y
ekseni Ozdegerleri, X ekseni ise yiikleme grafiklerindeki dalga sayisini temsil
etmektedir. Her iki bolgede yer alan spektral bantlar igin yiiksek 6zdegerler elde
edilmis olsa da, grafiklerin biiyiikliigli ve yonii bu analizlerde farklilik gostermistir.
Tablo 4.2, bu farkliliklar agik¢a gostermekte olup, PC1, PC2 ve PC3 yiikleme
spektrumlarinda spektral bantlarin agiklanan varyansimi belirtmektedir. Ornegin, bos
vektor-Bcl-2 gruplarinda protein ile iliskili pik (3264 cm™) i¢in %80'in {izerinde
daha yiiksek varyans degerleri elde edilmistir. Ote yandan, bu degerler bos vektdr-
Bcl-xL gruplarinda sadece protein degil, ayn1 zamanda lipidlere atfedilen spektral
bantlar (3010, 2952, 2924, 2875, 2859 cm™) i¢in de bulunmustur. Lipid bantlarinin
varyans degerlerinin %100 olarak bulundugu belirtilmelidir. ikinci spektral bélgede,
proteinler, amino asitler (1632, 1543, 1401, 1307 cm™), lipitler (1401, 1377, 1265,
1241, 1080 cm™), niikleik asitler (1265, 1241, 1080, 775 cm™), polisakkaritler
(1153, 1044, 1080 cm™"), mannan (1130, 883, 843, 805 cm™), B-glukan (1377, 1130,
1106, 1044 cm™) ve piranoz (916, 775 cm™') i¢in yilksek varyans degerleri
Ol¢iilmiistiir. Bu varyasyonlar, yaslanma siirecinin maya hiicrelerinin tiim
biyomolekiiler bilesimini bozdugunu ve Bcl-2 ile Bcl-xL proteinlerinin bu

degisiklikleri iyilestirebilecegini agik¢a gostermektedir.
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Sekil 4.16: Yaslanma periyodunun 2., 6. ve 10. giinlerine ait PCA yiikleme grafikleri. PC1, PC2 ve
PC3 igin; A) bos vektér (EV)-Bcl-2 transforme gruplar B) bos vektér (EV)-Bcl-xL transforme

gruplar.
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Tablo 4.2: PCA yiikleme grafiklerinden bantlarin IR bandi tanimlamalar1 ve PC1, PC2 ve PC3 i¢in

aciklanan varyanslari.

Bos vektor Bos vektor
ve ve
Bcl-2 Bel-xL
Bant | pc1 pc2  pc3 | PCL | PC2 | PC3 Bant Referanslar
Lokasyon Tammlama
Amid A: Santos ve
3264 76 97 99 46 99 99 proteinler diz. 2015
Olefinik grup
=CH: Ami ve dig.
3006-3010 | 22 39 45 2 5 97 doymanis 2014
lipidler
Vasym CH3 lipidl Socrates
2952 13 13 0 39 99 er 2004
vasCHg (lipidle Socrates
2924 16 18 68 0 51 99 0 2004
vsCHssimetrik | Nguyen ve
2875 $ 3 31 3% 98 (lipidler) dig. 2020
vsCH_ (lipidler Socrates
2859 19 20 65 1 44 99 ) 2004
vC = O lipid Legal ve
1748 0 1 87 17 35 71 iy dig. 1991
Amid I
proteinler,
1632 | 0 9% 9% | 83 o7 97 c=0 Oberg ve
) . dig. 2004
gerilmesi: 3
tabaka yapisi
Amid Il
proteinler, dN- Socrates
1543 95 96 97 87 95 96 H (biikiilme) 2004
ve vC-N
(gerilme)
L o
1454 87 88 99 92 99 99 CH,/CHs biikii 2004
Ime titresimleri
s o
1401 96 97 97 94 97 97 ve lipidlerin dig. 2017
dSCH; grubu
I6|Hp|dlelrdek| Wolfangel
1377 97 99 99 | 99 100 = 100 | - 2SI e gis 1999
titresimleri ve
B1,3 glukanlar
Amid IlI: C-N
ve C-O
uzama, N_H Socrates
1307 88 88 97 98 98 98 ve O C-N 2004
biikiilme:
protein
1265 80 82 93 89 98 99 DNA, RNA ve Socrates
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fosfolipidlerde 2004
Vasym POy~
DNA, RNA ve Socrates
1241 88 92 97 87 99 99 | fosfolipidlerde 2004
Vasym PO,
C-0, C-OH
karbonhidratla Yu ve
1153 95 95 100 98 99 99 r, ¢esitli Irudayaraj
katkilar 2005
Mannanlar ve = Galichet ve
1130 99 99 100 99 100 100 B1.3 glukanlar diz. 2001
1106 99 100 100 | 98 100 100 | B 1.3 glukanlar Adtzggghg'
Niikleik asitler
g Gasparri ve
1080 99 100 100 99 100 100 fosfohEildlerde Muzio 2003
Ngym C-O-C
Polisakkaritler, G.avutam vg
niikleik asitler, | 18- 2012
1044 99 100 100 97 100 100 e VC_O’ Galichet ve
£ dig. 2001
Galichet ve
975 90 91 99 97 100 | 100 Mannanlar dig. 2001
Piranoz
halkasinin Lu ve Guo
916 13 22 83 93 95 95 asimetrik 2006
titresimleri
Galichet ve
883 6 14 85 92 93 93 Mannanlar dig. 2001
Burattini ve
848 0 11 90 66 68 72 Mannan dig. 2008
Galichet ve
805 25 36 91 89 92 93 Mannanlar dig. 2001
Piranoz
halkasinin
simetrik Lu ve GUo
775 12 29 90 78 85 87 titresimleri, 2006
GMP halkasi
gerilmesi:

niikleik asit
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5. TARTISMA

Yaglanma, tim organizmalar i¢in biyolojik, zamana bagli ve dejeneratif bir
stirectir. Yaslanmanin molekiiler mekanizmast hala tam olarak anlagilamamis olsa
da, ilk olarak 1950'lerde Denham Harman tarafindan tanimlanan ve yaslanmanin
serbest radikal teorisinden uyarlanmis olan oksidatif stres teorisi (Harman 2002), her
yil tretilen ¢ok sayida yayin ile en Onde gelen teorilerden biri olarak kabul
edilmektedir. Bu teori, hiicreler ve dokularda reaktif tiirler (RT) tarafindan
indiiklenen hiicresel hasarin birikimi ve biyolojik organizasyonun her seviyesinde
hasar birikimi ger¢eklesmesinin yaslanmanin temel nedeni ve biyobelirteci oldugunu
iddia etmektedir (Hajam ve dig. 2022; Hussain ve Kayani 2020). Esasen hiicreler,
diizenli isleyisleri icin gerekli olan ve c¢esitli endojen, 6zellikle mitokondriyal ve dig
faktorler tarafindan iretilen optimum RT seviyesini korumak igin siirekli olarak
calismaktadirlar. Oksidatif stres, hiicrelerdeki RT seviyeleri kritik esikleri ve endojen
olarak indiiklenen anti-oksidatif savunma kapasitesini astiginda ortaya ¢ikmaktadir.
Bu stres ¢esitli hastaliklarin, bozukluklarin, yaslanmanin ve nihayetinde Oliim
stireglerinin baslamasina katkida bulunmaktadir. Bu dogrultuda, hiicresel oksidatif
stresin yaglanma siirecindeki merkezi rolii g6z 6nilinde bulunduruldugunda, bu strese
karsi savunma mekanizmalarinin basinda gelen antiapoptotik Bcl-2 ailesi
proteinlerinin islevleri, yaslanma biyolojisinin anlasilmasi acisindan biiylik dnem
tasimaktadir. Antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinden o6zellikle Bcl-2 ve Bcl-
xL’nin, hiicre i¢i oksidatif stresin zararli etkilerine kars1 belirli molekiiler
mekanizmalar araciligiyla koruyucu islevler istlendigi bircok c¢alismada ortaya
konmustur. Bu proteinlerin, serbest radikal iiretiminin yogun oldugu mitokondri,
endoplazmik retikulum ve niikleer membran gibi hiicresel bolgelere lokalize olarak
reaktif tiirlerin neden oldugu yapisal hasar1 sinirladigr gosterilmistir (Hockenbery ve
dig. 1993). Aymi calismada, Bcl-2’nin dogrudan radikal temizleyici bir etki
gostermedigi, bunun yerine DNA hasarin1 ve lipid peroksidasyonunu baskilayarak
zar biitiinliigiinii korudugu ve boylece hiicre 6liimiinii engelledigi bildirilmistir. Bu
koruyucu etkinin glutatyon diizeyleriyle yakindan iliskili oldugu; glutatyon eksikligi
durumunda oksidatif hasarin arttig1, buna karsin Bcl-2 overekspresyonunun bu hasari

belirgin 6l¢iide engelledigi ve hiicre sagkalimini destekledigi gosterilmistir (Kane ve
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dig. 1993). Ayrica Bcl-2’nin NAD*/NADH ve GSSG/GSH oranlarimi diisiirerek
hiicresel redoks potansiyelini daha indirgenmis bir seviyede tuttugu ve bu yolla
mitokondriyal metabolizmanin stabilitesine katki sagladigi bildirilmistir (Ellerby ve
dig. 1996). Ayni calismada Bcl-2’nin, baz1 hiicre hatlarinda siliperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak secici bir
savunma mekanizmast olusturdugu ve serum c¢ekilmesiyle indiiklenen apoptoz
kosullarinda hiicrelerin %80-90 oraninda hayatta kalmasin1 saglayarak yalnizca
apoptoza degil, aynm1 zamanda nekroza karst da genis spektrumlu bir koruma
sagladigi rapor edilmistir. Bununla birlikte, Bcl-2’nin temel oksidatif hasar
gostergeleri olan DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonunda anlamli bir azalma
saglamamasina ragmen, 3-nitrotirozin ve protein karbonil diizeylerini azaltarak
proteazom aktivitesini artirdigi bildirilmistir (Lee ve dig. 2001). Benzer sekilde
Gupta ve dig. (2003), oksidatif stresin apoptozu tetikledigini; ancak Bcl-2
ekspresyonunun mitokondriyal zar potansiyelini korudugunu, ROS iiretimini ve
sitokrom c ile AIF salinimini baskilayarak bu siireci engelledigini ve bu yolla hiicreyi
dolayli olarak oksidatif hasara karsi korudugunu gdstermistir. Ayrica, Bcl-2’nin
hiicre i¢i askorbat alimini artirarak hiicresel antioksidan kapasiteyi giiclendirdigi de
bildirilmistir (Saitoh ve dig. 2003). Buna ek olarak Chen ve Pervaiz (2007), Bcl-2'nin
mitokondriyal solunumu ve oksijen tiiketimini artirarak kontrollii bir pro-oksidan
ortam olusturdugunu ve bu mekanizma aracilifiyla hiicre sagkalimini destekleyen
ikili bir rol Ustlendigini ileri stirmiistiir. Zimmermann ve dig. (2007) ise, Bcl-2’nin
BH3 boélgesi araciligiyla glutatyonla etkileserek mitokondriyal membranda lokalize
bir antioksidan savunma hatt1 olusturdugunu ve bdylece oksidatif stresi azaltarak
hem hiicresel antioksidan yaniti gii¢lendirdigini hem de apoptozu geciktirdigini
ortaya koymustur. Bir diger ¢alismada Porcelli ve dig. (2008), solunum kompleksi |
defekti tasiyan hiicrelerde artan oksidatif stresin glutatyon dengesizligi ve sitoskeletal
bozulmaya (aktin ve mikrotiibiil yapilar) neden oldugunu, Bcl-2’nin ise bu yapisal
hasar1 kismen engelleyerek hiicresel biitiinliigii korudugunu gostermistir. Ote yandan,
antiapoptotik Bcl-2 ailesinin bir diger iiyesi olan Bcl-xL’nin de Bcl-2 gibi hem
endojen hem de ekzojen oksidatif stres etmenlerine kars1 dogrudan ya da dolayl
yoldan antioksidan etki gdstererek hiicreyi korudugu ve hiicresel direnci artirdig
sinirh sayida ¢alismada ifade edilmistir. Ornegin, Gottlieb ve dig. (2000), Bcl-xL nin
mitokondriyal zar potansiyelini ve ROS diizeylerini diizenleyerek dogrudan bir

antioksidan gibi degil, mitokondriyel fonksiyonlarin siirdiiriilmesi yoluyla apoptoza
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kars1 koruyucu etki sagladigini bildirmistir. Benzer sekilde, Saez-Atienzar ve dig.
(2016), hiicresel toksisiteye yol acan kosullar altinda Bcl-xL overekspresyonunun
ROS iiretimini azalttigmi, tiibiilin hiperasetilasyonunu ortadan kaldirdigini,
mitokondriyal zar potansiyelini koruyarak hiicre sagkalimini artirdigini ve BAX’1n
mitokondriye translokasyonunu engelleyerek mitokondriyal fiizyonu baskiladigini
ortaya koymustur. Tiim bu bulgular bir arada degerlendirildiginde, Bcl-2 ailesi
proteinlerinin oksidatif stresle iligkili hiicresel hasar1 siirlamak ve sagkalimi
desteklemek iizere ¢cok yonlii ve birbirini tamamlayan mekanizmalarla islev gordiigi
anlagilmaktadir. Bu noktada, memeli Bcl-2 ailesi tiyelerinin koruyucu etkilerinin
yalnizca memeli hiicreleriyle sinirli kalmayip, maya gibi model organizmalarda da
benzer sekilde islevsel oldugu ve oksidatif stres kosullarinda hiicresel sagkalimi
destekledigi cesitli ¢calismalarla ortaya konmustur. Chen ve dig. (2003) tarafindan bu
genleri ifade eden maya suslarinin, H.O. ve menadion ile indiiklenen bir dizi
oksidatif stresi tolere ettigi, apoptoz ile iliskili 6zellikler sergilemedigi ve yabanil tip
maya igin 6liimciil olan kosullar altinda canli kalabildigi gésterilmistir. Memeli Bcl-
xL'nin ektopik ekspresyonu, maya hiicrelerinin stasyoner fazda daha uzun siire
hayatta kalmasini saglamig ve Bcl-xL'nin koruyucu etkisi, mitokondriyal ADP/ATP
translokasyonunda kusurlar igeren solunum yetenegine sahip hiicrelerde daha
belirgin bulunmustur (Trancikova ve dig. 2004). Aynmi ¢alismada, ROS {iretiminin
canlilik kaybina eslik eden bir olay olabilecegi ve Bcl-xL'nin bu hiicrelerin 6liimiine
karst koruyucu etkisinin mitokondriyal bir mekanizmaya isaret ettigi de rapor
edilmistir. Benzer sekilde, bu proteinlerin oksidatif stres ile iligkili siire¢lerde farkli
hiicre tiplerini &liime kars1 korudugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin,
Kumazaki ve dig. (2002), normal fibroblastlarin Bcl-2 seviyesinin antisens bcl-2
oligodeoksiniikleotid veya antisens bcl-2 RNA ekspresyonu ile baskilanmasi
durumunda kiiltiiriin yasam siiresinin kisaldigint bildirmistir. Anti-apoptotik Bcl-2
ailesi iiyelerinin senolitik hedeflenmesinin, 1sinlanmis sarkoma hiicrelerinde hiicre
Olimini artirdigr gosterilmistir (Lafontaine ve dig. 2021). Ayrica, Bel-xL
proteininin yaslanmay1 diizenleyici etkisi, yakin tarihli bir derleme c¢alismasinda ele
alinmis olup, proteinin yaslanma silirecini intrinsik apoptoz, mitokondriyal
biyoenerjetik, oksidatif stres ve otofajiyl modiile ederek diizenlemedeki olasi rolii
tartistlmistir (Mas-Bargues ve dig. 2021). Gergekten de Bcl-2 proteinleri, oksidatif
strese karst koruyucu islevlerinin yani sira otofajinin diizenlenmesiyle de

iliskilendirilmistir. Arastirmalar, Bcl-2'nin Beclin-1 ile etkilesime girerek otofajiyi
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baskilayabildigini ve bodylece otofagozomlarin  gelisimini  engelledigini
gostermektedir (Zhang ve dig. 2020; Pattingre ve dig. 2005). Bu durum, bu anti-
apoptotik proteinlerin apoptoza karsi koruma saglarken, ayni zamanda hiicresel
homeostazin siirdiiriilmesinde otofajik siirecleri diizenleyerek ikili bir rol
oynayabilecegini disiindiirmektedir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri ile otofaji
arasindaki etkilesimin anlagilmasi, bu proteinlerin yaslanma siireci boyunca hiicresel
saglig1 nasil koruduguna dair degerli bilgiler sunabilir. Ayrica, mayalarda Bcl-2
ailesi proteinlerinin dogrudan homologlar1 bulunmamasina ragmen, bu proteinlerin
memeli hiicrelerinden gelen iiyeleri maya sisteminde eksprese edildiklerinde
biyolojik iglevlerini koruyabilmektedir (Pol¢ic ve dig. 2015). Bu 6zellik, mayay1 Bcl-
2 ailesi tyelerinin fonksiyonel 6zelliklerini analiz etmek i¢in degerli ve uygun bir
model organizma haline getirmektedir. Bcl-2 proteini ilk kez folikiiler lenfomada
asir1 ekspresyonla tanimlanmus; takip eden arastirmalar ise Bcl-2 ile birlikte Bcl-xL,
Bcl-w, Al, Mcl-1 ve Bcl-B gibi pro-survival proteinlerin cesitli kanser tiirlerinde
upregiile edildigini ortaya koymustur (Kelly ve Strasser 2011). Bu dogrultuda, Bcl-2
benzeri anti-apoptotik proteinleri hedef alan veya onlarin diizeylerini azaltan gesitli
anti-kanser ajanlar da gelistirilmistir. Ornegin, BH3-mimetik ajanlardan ABT-263
(Navitoclax) (Park ve dig. 2008) ve onun preklinik onciiliic ABT-737 (Oltersdorf ve
dig. 2005), Bax/Bak bagimli apoptozu indiikleyerek pro-survival Bcl-2 ailesi
proteinlerine karsi etkili antagonistik aktivite gostermektedir (Vogler ve dig. 2009;
Vogler ve dig. 2010; Van Delft ve dig. 2006). Bu cercevede, Beaumont ve
arkadaslar1 (2013) tarafindan gelistirilen ¢alismada, Bcl-2 ailesi tiyeleri ile kaspazlar
hedefleyen ilaglarin aktivite ve dzgiilliiklerini degerlendirmeye yonelik maya temelli
bir model sistem olusturulmustur. insan apoptotik diizenleyicilerinin (Bax, Bcl-2,
Bcl-xL, Mcl-1, Al, Bcl-w) ifade edildigi maya hiicreleri kullanilarak, BH3-mimetik
ilaglar (ABT-737, ABT-263, Obatoclax, TW-37, HA14-1) ve pan-kaspaz inhibitorii
Q-VD-OPh’nin etkileri analiz edilmigtir. ABT-737 ve ABT-263’iin, 6zellikle Bcl-2
ve Bcl-xL'nin Bax kaynakli hiicre 6limiinii baskilayict etkisini ortadan kaldirarak,
hiicre bliylimesini belirgin bigimde engelledigi ve ATP diizeylerini azalttif
saptanmistir. Buna karsin, Bcl-w, Mcl-1, A1 ve bazi viral homologlarin (DPV022,
SPPV14, E1B19K) bu ajanlara kars1 daha direngli oldugu gosterilmistir. Obatoclax
ve TW-37 yiiksek dozlarda tiim transformantlarda toksik etki gdsterirken, HA14-1
anlaml bir etki olusturmamistir. Ayrica, Q-VD-OPh kaspaz-1 ve kaspaz-3 aracili

maya hiicre Oliimiinii baskilamis; ancak Bax aracili hiicre 6liimiine karsi etkisiz
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bulunmustur. Bu veriler, ilaglarin hedef segiciligi ve etkinligini maya temelli
sistemler araciligiyla hizli ve ekonomik sekilde degerlendirmenin miimkiin oldugunu
gostermistir. Benzer sekilde, Tao ve arkadaglarinin (1997) gergeklestirdigi ¢alismada
da, memelilerde apoptozu diizenleyen Bcl-2 ailesi proteinlerinin maya hiicrelerindeki
islevleri incelenmistir. LexA ve VP16 fiizyon proteinleri araciligiyla cesitli Bel-2
ailesi tyeleri (Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Al, Bak, Bax, Bcl-xS, Bad, Ced-9) mayaya
eksprese edilmis ve ikili-hibrit sistemi kullanilarak bu proteinlerin Bax ve Bak ile
fiziksel etkilesim kurma yetenekleri arastirilmistir. Bax ve Bak’in maya hiicrelerinde
dogrudan hiicre Olimiinii indikleyebildigi, Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 ve Al’in bu
toksisiteyi baskilayabildigi, buna karsin Ced-9, Bcl-xS ve Bad’in bu yonde etkisiz
oldugu gosterilmistir. Hiicre 6liimiinii baskilayan proteinlerin ayni zamanda Bax ve
Bak ile fiziksel etkilesim kurdugu; baskilamayanlarin ise bu etkilesimi géstermedigi
tespit edilmistir. Ote yandan, Bcl-xL mutantlann (XF14 ve XF15), Bax’a
baglanmamasina ragmen Bax kaynakli hiicre 6liimiinii baskilamis; bu da Bcl-xL'nin
Bax’tan bagimsiz alternatif yollarla koruyucu etki gosterebildigine isaret etmistir.
Ayrica, Bel-xL ve Bcl-2’nin Bax toksisitesini mayada farkli mekanizmalarla
baskiladigi bulunmustur. Bel-2’nin transmembran (TM) bolgesi olmadan da Bax’1
baskilayabildigi goriilirken, Bcl-xL’nin TM bdélgesinin silinmesi, hem Bax’a
baglanmay1 hem de 6liim baskilama etkisini ortadan kaldirmistir. Sonug olarak her
iki ¢alisma, memeli Bcl-2 ailesi iiyelerinin maya modelinde islevsel kaldigini ve bu
sistemin apoptotik sinyal yolaklarini, protein-protein etkilesimlerini ve anti-kanser
ajanlarin etkilerini analiz etmek i¢in giiclii bir model sundugunu ortaya koymaktadir.
Bu bulgular, Bcl-2 ailesi proteinlerinin etkilerinin maya ve memeliler arasinda
evrimsel olarak korunduguna isaret etmekte ve maya temelli sistemlerin, hem temel
hiicresel 06lim mekanizmalarini hem de hedefe yonelik tedavi stratejilerini
arastirmada degerli bir ara¢ oldugunu gostermektedir. Bu calismalara ek olarak,
reaktif tiirlerin hiicresel biyomolekiillerin bozulmasina yol agtigl, yaslanmayi
hizlandirdigi ve bu nedenle hiicrelerin yasam Omiirlerini kisalttigi da ifade
edilmektedir (Farrugia ve Balzan 2012; Stadtman 1992). Ozellikle niikleik asitler
(Yakes ve Van Houten 1997), proteinler (Cabiscol ve dig. 2000) ve lipitler (Bilinski
ve dig. 1989) gibi temel biyomolekiillerin zarar gormesi, oksidatif hasarla iliskili
reaktif tilirlerden kaynaklanmaktadir. Bu noktada, maya hiicre molekiillerinin
belirlenmesinde  FTIR  spektroskopisinin  etkinligi  ¢esitli  caligmalar ile

kanitlandigindan (Yardimci ve dig. 2022; Shapaval ve dig. 2019; Correa-Garcia ve
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dig. 2014; Corte ve dig. 2010; Burattini ve dig. 2008) memeli hiicrelerinde oldugu
gibi, oksidatif stresin maya hiicrelerinde de temel biyomolekiiller {izerinde yol actig1
hasarin degerlendirilmesi, bu organizmada yiiriitiilen molekiiler diizeydeki

analizlerin 6nemini ortaya koymaktadir.

Tiim bu veriler 15181inda bu ¢alismada, insan Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin, 10
giinliik yasam omrii boyunca transforme S. cerevisiae BY4741 hiicrelerinde oksidatif
stres indiiklii yaslanma ve oliime karsi koruyucu etkileri belirlenmeye c¢alisiimistir.
Bu sug S288C'nin bir tiirevidir ve diger sus backgroundlarina kiyasla nispeten uzun
bir CLS'ye sahip oldugu gosterilmistir (Piper ve dig. 2006). Ote yandan, literatiirde
bizim bulgularimizla benzer sekilde, canlilik ve yasam dmrii arasindaki korelasyonu
ortaya koyan veriler de bulunmaktadir (Ocampo ve Barrientos 2011; Fabrizio ve dig.
2004). Bu g¢aligmada, ilk kez Bcl-2 protein ailesinin anti-apoptotik iiyelerinin her
ikisinin de yasli maya hiicrelerinin iireme hayatta kalma oranini artirdig1 ve genlerin
ekspresyonuna bagli olarak deforme olmus hiicre morfolojisini iyilestirdigi
bulunmustur. Ayrica, her iki proteinin, 6zellikle de Bcl-xL'nin, maya yaslanmasinda
intraseliiler oksidatif stres durumunu modiile ettigi gosterilmistir. Bcl-XL eksprese
maya hiicrelerinde, baslica antioksidan enzimlerin neredeyse tiimiiniin maksimum
aktivite seviyelerine ve TAS seviyelerine 8. giinde ulasilmistir. Bu genel bulgu, Bcl-
XL proteininin incelenen yaslanma periyodunun ilerleyen sathalarinda hiicreleri agiri
RT'den korumak icin hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan
mekanizmalar1 uyardigin1 ve bu yanitin, Bel-xL genini eksprese eden hiicrelerde
yaslanma periyodunun 10. giiniinde lipid peroksidasyon (LPO) seviyelerini diger iki
grupla kiyaslandiginda 6nemli Slgiide azalttigini gdstermektedir. LPO {iriinlerinin
otofaji aktivasyonu i¢in farkli sinyal yolaklarimi aktive ettigi bilindiginden (Su ve
dig. 2019), bu proteinlerin bu tiir bir dliimii engelleyebilecegi varsayilabilir. Ote
yandan, incelenen parametreler agisindan boyle bir genelleme Bcl-2 geni eksprese
eden hiicrelerde miimkiin olmamustir. Bcl-2 genini eksprese eden hiicrelerin
antioksidan enzim aktiviteleri, bos vektdr grubuna kiyasla 10 giinliik yaslanma
periyodu boyunca en az bir kez onemli 6l¢iide artmis olsa da, belirgin bir trend
gozlenmemistir. Maksimum aktivite degerlerinin agirlikli olarak yaslanma
periyodunun 6. giiniinde veya daha erken bir giinde kaydedildigini ve Bcl-XL
transforme gruba kiyasla genellikle daha yiiksek oldugunu belirtmek 6nemlidir. EK

olarak, TAS seviyelerinin 8. giinde artis gosterdigi, ancak yaslanma periyodunun
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erken safthalarindan itibaren kayda deger bir degisiklik gostermedigi saptanmuistir.
Yaslanma periyodunun 6. giininde Bcl-XL transforme gruptaki protein karbonil
seviyeleri Bcl-2 grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide diisiik bulunmus olsa da, antioksidan
sistemdeki bu degisiklikler canlilik sonuglariyla birlestirildiginde, Bel-2 proteininin
erken evrelerde daha fazla etkinlik gosterirken, Bcl-xL proteininin yaslanma
stirecinin ilerleyen sathalarinda daha belirgin hale geldigi 6ne siiriilebilir. Ek olarak,
makromolekiillerde oksidatif stres indiikli hasar1 ve anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin koruyucu islevini belirlemek tizere kemometrik analiz ile birlikte FTIR
spektroskopisi uygulanmigtir. Bu degisiklikleri hizli ve dogru bir sekilde
degerlendirmek i¢in transforme maya hiicrelerinin IR spektrumlarma PCA ve HCA
uygulanmistir. Bos vektdr grubunda, yaslanma periyodunun 6. ve 10. giinlerinin 2.
giinden ayrilmasi géz Onilinde bulundurularak, protein, lipid, niikleik asitler ve
karbonhidratlar gibi hiicresel makromolekiiler bilesenlerin yaslanmanin ilerleyen
safthalarinda zarar gordiigii tespit edilmistir. Yaslanma siirecinde maya hiicrelerinde
lipid damlaciklarinin biriktigi (Beas ve dig. 2020), proteinlerin oksidatif hasara
ugradig1 (Reverter-Branchat ve dig. 2004) ve DNA hasarinin biriktigi (Burhans ve
Weinberger 2012) yoniindeki bulgular, yaslanma boyunca maya hiicrelerine ait
makromolekiillerin zarar gordiiglinii ortaya koymakta ve elde ettigimiz sonuglari
desteklemektedir. Bcl-2 ve Bcl-xL genlerini eksprese eden yasli maya hiicrelerinde
ise, herhangi bir biyomolekiiler hasar tespit edilmemistir. Bu bulgu, yaslanma
periyodunun 2. ve 6. giinleri i¢in Bcl-2 ve Bcl-xL eksprese maya hiicrelerinin bos
vektor grubundan uzak bir konumda yer almasiyla dogrulanabilir. Yaglanmanin 10.
giiniinde Bcl-xL grubu, bos vektdr ve Bel-2 gruplarina gore farkli bir kiimede yer
almistir. Ek olarak, yaslanma periyodunun 10. giinlinde Bcl-xL grubu 2. giin bos
vektor grubu ile yakin kiimelenmistir. Bu sonuglar, yaslanmanin 6. giliniinde Bcl-
2'min hiicreleri reaktif tlirler indikli oksidasyondan koruyabilecegini ortaya
koymaktadir. Ote yandan, bu koruma en belirgin sekilde Bel-xL'nin yaslanmanin 10.
giintindeki hiicrelerinde gozlenmistir. Bahsi gegen bulgular, Bcl-2'nin yaslanmanin
baslangic safhalarinda koruyucu bir etki gosterdigini, Bcl-xL proteininin ise bu

fonksiyonu periyodun ilerleyen evrelerinde yerine getirdigini dogrulamaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin varliginin, yaslanma
nedeniyle olusan oksidatif stresin zararli etkilerine ve hiicre dliimiine karst maya

hiicrelerini korudugunu ilk kez ortaya koymaktadir. Bcl-xL proteini, o6zellikle
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incelenen yaslanma periyodunun son sathalarinda oldukga etkin bir koruma
saglayabilir. Bu baglamda, Bcl-xL'nin maya hiicrelerinde hiicresel redoks durumu
tizerindeki etki mekanizmasinin anlagilmasi, bu proteinin daha yiiksek okaryotlarda

sahip oldugu dolayl1 antioksidan islevin anlasilmasina olanak saglayabilir.
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