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DNA, PROTEINLER VE LIPITLERDE OKSIDATIF DEGISIMLER

UZERINE YASLANMANIN ETKISI: LENFOSITLER,
ERITROSITLER, PLAZMA VE DUSUK DANSITELI
LIPOPROTEINLERDE INCELEMELER
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OZET

Serbest radikaller yaglanmada nemlii rol oynamaktadir. Caligmamizda, geng (21- 40 yay) ve
yaghi (61-85 yag) olarak iki alt gruba aynlan 55 saglikli kiginin plazmalarinda lipit ve protein
oksidasyonu, lenfositlerinde DNA hasan tayin edilerek oksidatif stres ile yaglanma arasindaki
iliski aragtiniimak istendi. Ayrica, geng ve yash kisilerin diiglik dansiteli lipoproteinlerinde
(LDL} ve eritrositlerinde endojen ve uyarmaly lipit peroksit diizeylesi 8lgildi. Sonuglarimiza
gre, yaglt kigilerin plazmasinda lipit peroksit ve protein karbonil diizeylerinin, lenfositlerden
elde edifen DNA'da oksidatif hasarm arttriz bulundu. Ayrica, yagl kigilerde LDL ve eritrosit-
lerde lipit peroksit diizeylerinin arttif1 saptandi, Bu sonuglara gore, yagh kigilerde oksidatif
stresin artfifiy agikea gorillmektedir.

Anafuar kelimeler: Oksidatf stres, DNA, proteinler, lipitler, yaglanma, insan

SUMMARY

The effect of aging on axidative modifications in DNA, proteins and lipids: The investigations
in lymphocytes, ervthrocytes, plasma and low density iipoproteins. Free radicals play an im-
porlant role in the process of aging. In this study, we wanted to investigate the rclationship
between the oxidative stress and aging in humans by determining lipid and protein oxidation
in plasma as well as DNA damage in lymphocytes of 55 healthy subjects who werc divided
into two subgroups of age; young (21-40 years) and clderly (61-85 years). In addition, we de-
termined endogenous and stimuiated lipid peroxide levels in low density lipoproteins (LDL)
and erythrocytes of young and eiderly subjects. According to our resuits, lipid peroxide and
protein carbonyl levels in plasma as well as DNA damage in lymphocytes is found to increase
in clderly subjects, lipid peroxide levels also inereased in LDL and erythrocytes of eiderly

subjects. Qur results, clearly show the presence of oxidative stress in elderly subjects.
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GIRIS

Serbest radikaller ve lipit peroksitleri yaglan-
mada onemli bir rol oynamaktadir ¢?, Ge-
nellikle deney hayvanlarinda yapilan ¢absg-
malarda, yaglanmanin lipitler 2, proteinler
00 ve DNA'da 2 oksidatif degisikliklere
yol agtifi gosterilmistir, Bununla birlikte,
yaglanmada oksidatif defisimlerin etkili ol-
madigim bildiren aragtiricilar da bulunmak-
tadir .13, Ote yandan, serbest radikallerin
yaglanmadaki rolii insanlarda da aragtiril-
maktadir. Bu arastirmalar biiyiik oranda lipit
peroksit diizeyleri él¢limiine dayanmaktadir
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G.ULI5 Bilindigi gibi, serbest radikaller lipit-
lerin yamsira protein ve DNA gibi molekiil-
leri de etkilemektedir. Ancak, yagh insanlar-
da proteinler 1114 ve DNA'daki (417 oksida-
tif degisimlere iligskin bulgular azdir ve c¢e-
liskilidir. Bu nedenle galismalanmizda on-
celikle geng ve yash saglikh kisilerde plaz-
ma lipitleri ve proteinleri ile lenfositlerde el-
de edilen DNA'da oksidatif degisimler kargi-
lagtirild (9,

Diigiik dansiteli lipoproteinlerin (L.LDL) oksi-
dasyonu ateroskleroz patojenezinde etkin bir
rol oynamaktadir @. Yaglanma 6nemli bir
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aterojen risk faktérii olmasina ragmen, yash
kisilerde LDL oksidasyonuna iliskin ¢alis-
malar yetersizdir (92329, Bu nedenle, calis-
malarumizda  yaglanmanin LDL-oksidasyo-
nu iizerine etkisi de arastirildi @), Ote yan-
dan, eritrositler lipit peroksidasyonu calig-
malarinda bir model olarak kullanilirlar ©,
(Jok doymamis yag asitlerince zengin olma-
lar1, hemoglobin i¢ermeleri bu duyarlilikta
etkili olmaktadir ¥, Bununla birlikte, yas-
lanmanin eritrositlerde prooksidan-antioksi-
dan dengeye etkisi agik¢a bilinmemektedir
@4, Bu nedenle, ¢aligmalarimizda yashlikta
eritrositlerde lipit peroksidasyonuna duyarli-
lik da incelendi @

MATERYAL ve METOD

Bu ¢ahisma geng (21-40 yas; ort £ SD; 30.0
* 4.6} ve yagh (61-85 yas; 72.7 £ 5.8) ola-
rak iki gruba ayrilan 55 saglikl kiside (25
erkek, 30 kadin} yapildi. Calismaya katilan
tiim kigilerin bilinen bir hastalifi yoktu, ru-
tin [aboratuvar bulgular normaldi ve prook-
sidan-autioksidan dengeyi etkileyen herhan-
gi bir ila¢ almiyorlardi. Bu kisilerin benzer
sosyoekonomik kosullara ve besin aligkan-
liklarina sahip olmasina Gzen gosterildi.
Geng ve yagh kigilerden kan ornekleri  bir
gece agliktan sonra heparinli ve EDTA'L
tiiplere alindi, plazma, eritrositler ve lenfo-

Sekil 1. En hasarsiz DNA'dan (1), en hasarlt DNA (V)'ya dek degisen DNA
floresans mikroskop gériintileri

sitler ayrildi. Plazmada lipit peroksidasyo-
nunun gostergesi olarak malondialdehit
(MDA} @7, protein oksidasyonunun goster-
gesi olarak ise protein karbonil (PK) @9 dii-
zeyleri 6lgiildii.. Lenfositlerden izole edilen
DNA'da oksidatif hasar ise Comet yontemi
ile belirlendi ¥, Bu yéntem DINA sarmal ki-
riklarint tek tek hiicre diizeyinde direkt ola-
rak gosteren mikroelektroforetik bur yéntem
olup hasara sahip DNA'nm goriintiisii flore-
sans mikroskopunda kuyruklu yildiza ben-
zediginden yontem 'Comet’ yontemi olarak
isimlendirilir (Sekil 1).

LDL plazmadan tamponlanmig heparin kul-
lanilarak elde edildi ve bu fraksiyonda endo-
jen dicn konjugati (DC) U ve in vitro bakirla
inkiibasyon sonrast olusan MDA diizeyleri
olgiildii @®, Eritrositlerde de endojen ve
H:02-uyarmali MDA diizeyleri tayin edildi.
(M Sonuglar ort + SD olarak verildi. Tstatistik
degerlendirmeler Student's t-testi ile yapildi.

BULGULAR

Calismamizda elde edilen bulgular Tablo
I'de gosterildi. Buna gore yash kisilerde;

a} Plazma MDA ve PK diizeyleri genglere
oranla anlamli artig gosterdi.

b) Lenfositlerden izole edilen DNA'da en-
dojen ve Hz(p-uyarmali DNA hasart artt1,

¢) LDL'de endojen DC ve
bakir-uyarmalt MDA diizey-
leri artt1.

d} Yash kisilerin eritrositle-
rinde H(-uyarmali MDA
diizeylerinde artig bulundu.

TARTISMA

Yaslanma ile oksidatif stres
arasindaki iligki arastiran ¢a-
lismalar genellikle lipit pe-
roksit diizeyleri 6lciimiine
dayanmaktadir %1128} Bilin-
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Tablo 1. Geng ve yash kisilerin plazma, lenfosit, diigiik dansiteli lipoproteinler  terferanslar gosterdigi bi-

(LDL.) ve eritrositierinde oksidatif stres gostergeleri (Ortalama  SD)

linmekle birlikte !}, daha

Gene Kigiler Yash Kisiler once yapugimz ¢aligmalar-
da plazmada MDA diizey-
PLAZMA o (16)
Lipit peroksidasyonu 2.550.75 396+ 120 lerinin DC o P_I_< \:"E DNA
(umol MDA /L) (n=25) (n=30) hasarr % gibi Glglimlerle
korelasyon gosterdigi bu-
Protein oksidasyonu [.33+0.32 [.58 £ 0.44¢c | tur. Bu nedenl
nmol PK / mg protein (n=25) (n=30) unmugtur. u nedenle,
. plazmada MDA tayininin
LENFOSITLER : ; ot i
Endojen DNA hasart 65.0 £ 303 13024495« | 4° oksidatif siresi belirle
(Comet Unitesi) (n=25) (n=30) mede uygun bir yéntem ol-
dugunu ileri silirebiliriz.
H20p-uyarmali DNA hasar 165.6 £41.9 2329+040.[ ¢ B o lis d
(Comet Unitesi) (n=25) (n=30) una gore, calismamizda
elde ettigimiz sonuclar yas-
LDL et o i fad
Endojen lipit peroksidasyonu 65.5% 2.9 84742204 | U kl§flmde lipit, protein ve
(umol DK /L) (n=25) {n=25) DNA'da oksidatif degisim-~
lerin arttifini serbest radi-
Bakir-uyarmalr lipit peroksidasyonu 22.0+ 418 2731x474» Kal reaks lar 1
(umol MDA /L) (n=25) (n=25) al reaksiyonlarinin yasglan-
. . madaki 6nemini goster-
ERITROSITLER -
Fndojen Tipit peroksidasyonu 792+ 0.87 886+ 100, | mektedir
(nmol MDA / mi eritrosit) (n25) (n=23)
LDL oksidasyonu iizerine
H30:-uyarmah lipit peroksidasyonu [39.0£25.6 172.7+473¢® incelemeler ateroskleroz
(nmol MDA / mi eritrosit) (n=25) {n=25) v .
calismalarinda &zel bir yer

4 pe0.00]; ¥ p<.0I; ¢ p<0.05

MDA= Malondialdehit; PK= protein karbonil; DK= dien konjugatt

digi gibi, lipit peroksidasyonu genellikle
MDA, DC ve lipit hidroperoksit diizeyleri
Olciilerek incelenmektedir @D, Serbest radi-
kallerin proteinlerde olusturdugu oksidatif
degigsimler PK tayini ile <%, DNA'daki oksi-
datif degisimler ise 8-Hidroksi guanozin dii-
zeyleri 6lglimii, alkali eliisyon ve Comet tes-
ti gibi yontemlerle belirlenmektedir (U, Ca-
lismamizda geng ve yash kisilerde oksidatif
stresi belirlemek icin plazmada MDA ve PK
diizeyleri tayinini ve lenfositlerden elde
edilen DNA'da Comet testini uyguladik. Co-
met testi DNA'daki tek zincir kinklarim gs-
teren bir test olup, bu testle endojen DNA
hasan gosterilebildigi gibi, in vitro kogulda
H>0; etkisi ile olusan DNA kmiklan da gos-
terilebilmektedir. Bu koguldaki 6lgiim daha
¢ok antioksidan potansiyelin bir gbstergesi-
dir ®. Ote yandan, MDA tayininin baz1 in-

tutmaktadir @129, Yaslilar
bir aterojen risk faktérii ol-
dugu icin calismamizda
geng ve yagl kigilerde LDL oksidasyonu,
endojen DC ve bakurla inkiibasyon sonucu
olusan MDA diizeyleri 6lgiilerek aragtiril-
mistir. Sonuglarimiz yashi kisilerin LDL
fraksiyonunda endojen DC ve bakirla uya-
rilmig MDA diizeylerinin arttifin goster-
mektedir.Bu sonuglar yaglilarda I.DL. oksi-
dasyonunun artbifun gdsteren aragtirmalarla
uyugmaktadir 0529 Calismamizda ayrica
eritrositlerin lipit peroksidasyonuna .duyarli-
l1g1 da incelendi. Bu amagla, eritrositlerde
endojen ve Ha0zruyarmali MDA diizeyleri
Olcildii. Sonuglarimiza gore, eritrositlerde
de lipit peroksidasyonu yagh kisgilerde art-
maktadir.

Sonug olarak, yagh kisilerde DNA, protein-
ler ve lipidlerde oksidatif degigimlerin art-
tig1 agikca goriilmektedir.
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