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DERMAL FiBROBLAST HUCRELERINDE
OLEUROPEINiIN ANTIOKSIDAN OZELLiGiNiN VE
YASLANMA UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

The Investigation of the Antioxidant Characterization
and the Effects on Aging of Oleuropeinine on the Dermal
Fibroblast Cells

Giinnur DEMIRCAN? (0000-0001-7355-9065), Ummigiilsiim GUZELSOY? (0000-0002-8796-0287)

OZET

Amag: Yapilan calismada hidrojen peroksit ile oksidatif stres olusturulmus dermal fibroblast hiicrelerine farkli
dozlarda oleuropein uygulanmis ve oleuropeinin oksidatif strese ve yaslanma mekanizmasina karsi etkileri
incelenmistir.

Geregveydntem: Oleuropeinindermalfibroblasthiicreleritzerindekitoksik etkisi MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) analiziyle belirlenmistir. Oksidatif stres olusturulmus dermal fibrob-
last hiicrelerinde oleuropeinin total antioksidan kapasite lizerine etkisi total antioksidan durumu inceleme kiti
ve total oksidan kapasite Uizerine etkisi, total oksidan durumu inceleme kiti ile belirlenmistir. Senesensin (yas-
lanmanin) test edilmesinde standart protokollerde yer alan SA-B-gal (senescence associated R-galaktosidase)
aktivitesi hiicrelere verilen X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside) substratinin parga-
lanmasi yontemi ile 6lgtlmustar.

Bulgular: Oleuropeinin toksik doz diizeyi 750 uM olarak saptanmistir. BJ Fibroblast hiicrelerinde 24 saat siire
ile H202 ile inkiibasyonundan kaynaklanan total oksidan durumunda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
azalma gozlemlenmistir (p>0,05). Oleuropein ile muamele edilen BJ Fibroblast hiicre gruplarinda 24 saat siire
ile H202 ile muamele edilen BJ Fibroblast hiicre gruplarina gore total antioksidan durumunda istatistiksel
olarak anlamli bir artis gozlemlenmistir (p<0,05). H202 ile oksidatif stres olusturulduktan sonra oleuropein
ile muamele edilen hiicre gruplarinda yaglanma etkilerinin daha az ortaya ¢iktigi SA-B-gal boyama ile tespit
edilmistir.

Sonug: Oleuropeinin fibroblast hiicrelerinde antioksidan enzim aktivitesini arttirdigi ve buna bagli olarak oksi-
datif stres kosullarinda hiicrelerde meydana gelen yaglanma mekanizmalarini azalthgi gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Oleuropein; Yaslanma; Oksidatif stres; Fibroblast

ABSTRACT

Aim: In the study, oleuropein was administered to dermal fibroblast cells oxidatively stressed with hydrogen
peroxide at different doses and the effects of oleuropein on oxidative stress and aging mechanism were
investigated.

Material Method: The toxic effect of oleuropein on dermal fibroblast cells was determined by MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) analysis. The effect of oleuropein on total
antioxidant capacity in oxidative stressed dermal fibroblast cells was evaluated with total antioxidant
status determination kit and the effect of oleuropein on total oxidant capacity in oxidative stressed dermal
fibroblast cells was evaluated with total oxidant status determination kit. SA-R-gal (senescence associated
R-galactosidase) activity, which is included in standard protocols when senescence is tested, was measured
by the method of disruption of the X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside) substrate
given to the cells.

Results: The toxic dose level of oleuropein was determined as 750 pM. A statistically insignificant reduction
in the total oxidant status from incubation with H202 for 24 hours was observed in BJ Fibroblast cell line
(p>0,05). A statistically significant increase in the total antioxidant status was observed in oleuropein treated
BJ fibroblast cell groups compared to BJ Fibroblast cell groups treated with H202 for 24 hours (p<0,05).
After oxidative stress formation with H202, the aging effects in the oleuropein-treated cell groups were less
marked by SA-R-gal staining.

Conclusion: It has been observed that oleuropein increases the activity of antioxidant enzymes in fibroblast
cells and consequently reduces aging mechanisms in cells under oxidative stress conditions.

Key Words: Oleuropein; Aging; Oxidative stress; Fibroblast
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GIRiS

Hiicre ve dokularda hasar olusumu yasam boyunca
gerceklesen ve devam eden bir slrectir. Genetik
programlar yardimiyla diizenlenen ve ayni zamanda
cevresel faktorlerin de etkisiyle ortaya ¢ikan yapisal,
islevsel ve psikolojik degisimleri kapsayan bu biyolojik
stire¢ yaslanma mekanizmasi olarak adlandiriimaktadir (1).

Hastaliklarin olusumu ve yagslanma mekanizmasi ile ilgili
olarak gelistirilen teorilerden biri de oksidatif strestir.
Oksidatif stres sonucu olusan serbest radikallerden
en ¢ok gozlemlenmis tirevleri ise sliperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalidir.

Yiiksek konsantrasyonlardaki reaktif oksijen tiirlerinin,
hiicreyapisininniikleik asitlerin, lipitlerin ve proteinlerin
ugradigi hasarda 6nemli bir payi vardir. Saglikh kisilerde
bu metabolitlerin zararli etkileri antioksidanlarla
sinirlanmaktadir, boylece oksidatif hasara bagl olarak
ortaya ¢ikan doku hasari en aza indirilmektedir (2-3).
Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada
koruyucu mekanizmalar vardir ve serbest radikallerin
sebep oldugu oksidatif stres hasarlarina karsidir.
Antioksidan  mekanizmalar, pratikte  slperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) gibi enzimlerin aktivitesinin dlcimuyle
degerlendirilebilmektedir. Bu antioksidanlarin hem
aktiviteleri hem de hiicreler arasi seviyeleri arasinda
bir denge vardir ki organizmalarin sagligi ve canliligi igin
gereklidirler (4).

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak (lzere
de ikiye ayrihir (5). Dogal antioksidanlar, bitki ve
hayvan dokularinda bulunan ve ekstrakte edilebilen
bilesenlerdir. Cogunlukla meyveler, sebzeler, zeytin,
zeytinyagi, aromatik bitkiler dogal antioksidan kaynagi
olarak dikkat cekmektedir (6).

Organizmanin  dogal antioksidan  Uretimi vyas
ilerledikce azalir. Bu acgigin kapatilabilmesi icin
bitkisel antioksidanlarin iyi bir alternatif oldugu
distuntlmektedir (7).

Bitkisel kaynakl gidalarda bulunan ve gligli antioksidan
ozellikleri olan fenolik fitokimyasallar, oksidatif zararlara
karsi viicut savunmasina da katkida bulunmaktadir (8-9).
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Zeytin bitkisinin calismalar sonucunda ortaya koyulan
faydalari, nutrisyonel agidan 6nemli (kismen doymamis
yag asitleri) ve polifenoller gibi kiiglik bilesenlerde yer
almaktadir. Zeytin bitkisinde yer alan fenolik maddeler;
fenolikasitler, fenolikalkoller,antosiyaninler, flavonoller,
flavonlar ve sekoiridoitler olarak siniflandirmaktadir.
Tablo 5’te zeytin fenoliklerinin gruplari ve bu gruplarda
yer alan fenolikler gésterilmistir (10).

Zeytinde en ¢ok bulunan sekoiridoitler oleuropein,
demetiloleuropein, ligstrosit ve nizhenittir (11).

Oleuropein ve hidroksitirozol; sentetik radikalleri,
peroksi radikallerini, sUperoksit radikallerini ve
hidroklorik asiti yakalama ve bunlarin etkisini bozma
yetenegine sahiptir. Oleuropein ve alt bilesenlerinin
bu 6zelligi, viicutta gesitli hastaliklara yol agan serbest
radikalleri de yakalamakta ve vicudun savunma
sistemine katki saglamaktadir. Yapilan arastirmalar
sonucu oleuropeinin; antioksidan, antiinflamatuar,
anti-aterojenik, anti-kanser, antimikrobiyal, anti-
aging, antiviral, hepatoprotektif ve noroprotekif gibi
ozelliklerinin bulundugu bildirilmistir (12-13).

Olea europaea yaprak ozitliniin icerisinde yiksek
miktarda etkin olarak bulunan fenolik bilesik
oleuropeinin etki mekanizmalarinin incelendigi bircok
hicre hatth bulunmaktadir. Ancak dermal hiicreler
Gzerine ¢alismalar yetersiz kalmistir.

Bu calismada oleuropeinin oksidatif strese ugratilarak
yaslanan BJ dermal fibroblast hiicreleri (zerine
antioksidan etkisinin belirlenmesi amacglanmigtir. Bu
amagla oksidatif strese ugratilan BJ fibroblast hiicreleri
Gzerine farkh dozlarda oleuropein verilerek, bu
bilesenin antioksidan etki géstermesi sonucu yaslanma
mekanizmasina karsi engelleyici veya terapotik ozelligi
incelenmistir.

GEREC VE YONTEM

Yapilan ¢alismada BJ fibroblast (ATCC® CRL-2522™)
hiicre soyu kullanilmistir. Hiicreler, icerisinde inaktive
edilmis %10 FBS (Fetal bovine serum ), penisilin-
streptomisinx100 iceren MEM medyumunda kiiltire
edilmistir.
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Oleuropein (Cayman Chemical Company; LOT:0510438-
2) 1 mg/ml olacak sekilde PBS icinde ¢ozilerek stok
hazirlanmistir.

MTT Analizi:

Hicre canhhk testi MTT analizi ile yapilmistir (14-
15). MTT solusyonu PBS (Phosphate buffered saline)
icinde c¢ozilerek hazirlanmistir.  Hicreler toplam
medyum hacmi 200 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu
mikroplakalara ekilmistir. Hucreler ekimden sonra
24 saat inklibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda
medyum kuyucuklardan cekilmis ve her hiicre farkli
konsantrasyonlarda oleuropein ile inkiibe edilmistir.
24 saat inklibasyon sonunda hiicrelerden oleuropein
dozlari uzaklastirilarak hiicrelerin tGzerine 200 pul MTT
solusyonu eklenmis ve 4 saat sire ile 370C’'de %5
CO2 igeren etlivde inkiibasyona birakilmistir. 4 saat
inkiibasyon sonunda MTT solusyonu kuyucuklarda
cekilmis ve kuyucuklarin Uzerine MTT ile olusan
formazon kristallerini ¢ézmek icin 200 pl DMSO
(Dimetil sulfoksit) eklenmistir. Hemen ardindan 570
nm dalga boyunda ELISA okuyucuda okutulmustur.
Okunan absorbans degerine gore sitotoksite diizeyi
belirlenmistir. Sitotoksite diizeyleri asagidaki formiil ile
hesaplanmistir.

1-(test kuyucugunun absorbansi/kontrol kuyucugunun
absorbansi)x100

Kontrole gore %50 oraninda sitotoksik etki gdsteren
konsantrasyon sitotoksik doz olarak kabul edilmistir.

Biyokimyasal Parametreler:
Oksidatif hasari saglamak icin hiicreler 24 saat H202 ile
inkibe edilmistir.

Total oksidan durumu, hiicre lizatlarindan total oksidan
durum tespit kiti (TOS) kullanilarak élgtilmustir. Analiz,
hidrojen peroksit ile kalibre edildi ve sonuglar, litre
basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden
ifade edildi (umol H202 Equiv./l). Hiicrelerdeki oksidan
seviyeleri 530 nm'de 6lglilen absorbans degerlerindeki
degisim ile hesaplanmistir.

Total antioksidan durumu, htcre lizatlarindan total
antioksidan durum tespit kiti (TAS) kullanilarak
Olctlmustdr. Analiz, stabil bir antioksidan standart
sollisyon, Trolox Equivalent, bir E vitamini analogu ile
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kalibre edilmistir. Hicrelerdeki antioksidan seviyeleri
660 nm'de oOlclilen absorbans degerlerindeki degisim
ile hesaplanmistir.

SA-B-Galaktozidaz Boyama

Senesensin (yaslanmanin) test edilmesinde standart
protokollerde yer alan SA-B-gal (senescence associated
R-galaktosidase) aktivitesi hticrelere verilen X-gal
substratinin pargalanmasi yontemi ile 6l¢tilmustir. Bu
boyama yontemi ile yaslanan ve proliferasyona devam
eden hiicreler belirlenmistir.

MTT, TAS ve TOS degerlendirmelerine ait veriler
istatistiksel olarak Graph Pad Prism programi ile
degerlendirilmistir.

BULGULAR

MTT analizi sonucu degerlendirme

BJ Fibroblast hiicreleri (zerindeki Oleoropein’in
sitotoksisitesi MTT analizi ile belirlenmistir. Kontrol
grubuna gore %50 absorbans azalmasi ile belirlenen
toksik doz diizeyi 24 saatte Olcllen analizlerde 750 uM
olarak saptanmistir (Sekil 1).

Total Oksidan Durumu

24 saat H202 ile inkibe edilmis BJ Fibroblast
hiicrelerinin Oleuropein ile muamelesinden sonra
elde edilen hiicre lizatlarinda total oksidan durumu
degerlendirilmistir (Sekil 2).

H202 ile inklibe edilmis BJ Fibrobast hiicre grubunda
total oksidan durumu kontrol hiicre grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artisa neden
olamaktadir (p>0,05). 250 puM, 500 uM, 750 uM
ve 1000 pM Oleuropein ile muamele edilen hiicre
gruplarinda daha onceden 24 saat slire ile H202
ile inkiibasyonundan kaynaklanan total oksidan
durumunda bir artis gdzlemlenmistir. Ancak Oleuropein
muamelesi  hicrelerde total oksidan artisinda
istatistiksel olmayan bir azalmaya neden olmustur
(p>0,05).

Total Antioksidan Durumu
24 saat H202 ile inklibe edilmis BJ Fibroblast
hiicrelerinin Oleuropein ile muamelesinden sonra elde
edilen hicre lizatlarinda total antioksidan durumu
degerlendirilmistir (Sekil 3).
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Sekil 1: Oleuropeinin farkl dozlarindaki absorbans degerlerindeki degisiminin MTT

analizi ile gosterilmesi
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Sekil 2: H202 ile inkibe edilmis BJ Fibroblast hiicre grubun-
da oleuropeinin farkli dozlari ile muamele edilen 6rnekler-
de total oksidan durumu

SEKIL 3: Total Antioksidan Durumu
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Sekil 3: H202 ile inkibe edilmis BJ Fibroblast hiicre grupla-
rinda oleuropeinin farkli dozlariyla muamele edilen 6rnek-
lerde total antioksidan durumu (*: Oleuropein ile muamele
edilen hiicrelerin H202 ile muamele edilen hiicrelere gore
anlamli artigi p<0,05)
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H202 ile inklibe edilmis BJ Fibrobast hiicre grubunda
total antioksidan durumu kontrol hiicre grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml olmayan bir azalisa neden
olmaktadir (p>0,05). 250 uM, 500 uM, 750 uM ve
1000 uM Oleuropein ile muamele edilen BJ Fibroblast
hicre gruplarinda daha 6nceden 24 saat sire ile H202
ile muamele edilen BJ Fibroblast hiicre gruplarina
gore total antioksidan durumunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gézlemlenmistir (p<0,05).

SA-RB-Galaktozidaz Boyama

Senesensin bilinen biyokimyasal karakteristigi, SA-
R-gal (senescence associated R-galactosidase) yani
senesense baglli olarak ortaya ¢ikan B-galaktozidaz
aktivitesinde gorulen asiri artistir.

Senesensin test edilmesinde standart protokollerde yer
alan SA-R-gal aktivitesi BJ hiicrelerinin 24 saat H202 ile
inkiibasyonunu takiben 24 saat sire ile oleoropeinle
muamelesi sonunda degerlendirilmistir.

24 saat H202 ile inklibasyonunu takiben hiicreler
oncelikle %2’lik paraformaldehit ile fikse edilmis ve

Bozok Tip Derg 2019;9(2):16-24
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daha sonra verilen X-gal substratinin pargalanmasi
yontemi kontrol hicrelerinde, herhangi bir boyama
tespit edilmemistir, H202 ile inkiibasyona birakilan ve
oleoropein ile muamele edilmeyen hiicre grubunda
Resim 1'de gorildugl Uzere senesensin oldukca
fazla gozlendigi ve hicre oOluminidn basladigl,
hiicrelerin morfolojik olarak senesens karakteristigini
kaybedip daha cok buzlismeye baslamasindan ayni
zamanda Olume bagli hicrelerin tutunduklar yerden
kalkmalarindan anlasiimaktadir (Resim 1).

250 uM, 500 pM, 750 pM ve 1000 pM
konsantrasyonlarda hiicrelerdeki boyamanin pozitif
oldugu Resim 2’'de gorilmektedir. H202 ile oksidatif
stres olusturulduktan sonra oleuropein ile muamele
edilen hiicre gruplarinda yaslanma etkileri sadece
H202 ile muamele edilen gruba goreceli olarak daha az
ortaya ¢ikmistir. Ayni zamanda oleuropein doz artisina
bagimh olarak goreceli olarak mavi boyanan hiicre
sayisindaki artis tespit edilmistir. Bu da oleuropeinin
doza bagl olarak hicrelerde toksik etkiye bagl
yaslanmaya yol actigini géstermektedir (Resim 2).

Resim 1: A: H202 ve Oleuropein ile inkiibasyona birakilmamis kontrol grubu hiicrelerinde R-galaktozidaz
boyama sonuglari (20X). B: Sadece 24 saat stire ile H202 inkiibasyona birakilmis BJ Fibroblast hiicrelerinde
R-galaktozidaz boyama sonuglari (20X).
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Resim 2: A: 24 saat sire ile H202 inklbasyondan sonra 250 uM Oleuropein ile inklibe edi-
len BJ Fibroblast hiicrelerinde B-galaktozidaz boyama sonuglari .(20X) . B: 24 saat sire ile
H202 inklibasyondan sonra 500 uM Oleuropein ile inkiibe edilen BJ Fibroblast hiicrelerinde
R-galaktozidaz boyama sonuglari (20X). C: 24 saat sire ile H202 inkiibasyondan sonra 750 uM
Oleuropein ile inklibe edilen BJ Fibroblast hiicrelerinde R-galaktozidaz boyama sonuglari .(20X).
D: 24 saat sure ile H202 inklibasyondan sonra 1000 uM Oleuropein ile inklibe edilen BJ Fibrob-
last hiicrelerinde -galaktozidaz boyama sonuglari .(20X).

TARTISMA-SONUC

Yaslanma, tim canlilarin yasamlari boyunca yasadiklari
dogal bir slrectir. Yaslanma mekanizmalari ile ilgili ilk
bilinen teorilerden biri, Denham Harman tarafindan
ortaya koyulan serbest radikal teorisidir. Aslinda
hiicrelerde serbest radikallerin birikmesi sonucunda
oksidatif stres olustugu icin oksidatif hasar olusumu
gozlemlenmektedir (16-17).

Radikal molekiller viicutta bulunan ya da disardan
alinan  antioksidanlarin  olusturdugu  savunma
mekanizmasini gecerlerse hasar olusumu meydana
gelir. Bunun sonucunda da karbonhidrat, lipid,
protein, DNA gibi makromolekiller ile etkilesime
girerek hicrede yapisal ve metabolik degisikliklere
neden olurlar. Bu degisimler arasinda lipid, protein ve
karbonhidrat peroksidasyonu, DNA oksidasyonu yer
alir. Reaktif oksijen tirlerinin olusturdugu bu hasarlar

sonucunda da oksidatif stres mekanizmasi goézlemlenir
(18-19-20).

Artan oksidatif stresin yaslanma ile gelisen proteinlerin
peroksidasyonunda gorevi oldugu glinimuzde yapilan
calismalarla ortaya koyulmaktadir. Oksidatif protein
hasari sonucunda protein yapisinda meydana gelen
degisiklikler; agregasyon ile fragmentasyonda artis,
sekonder ve tersiyer yapinin degisiklige ugramasi
seklinde gosterilmektedir. Bu degisimlerin meydana
gelmesiyle proteolize yatkinlk artar, ayrica normal
fonksiyonda da azalma gozlemlenir (21).

Oksidatif stresin zararlarinin en aza indirilmesi hatta
olusumunun engellenmesinde antioksidan maddeler
gorev almaktadir.

Esposito ve arkadaslarinin  (2016) calismasinda
findik kabugundaki fitokimyasallarin serbest radikal
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temizleyiciolabilecegigosterilmistir. Bu calismada findik
kabugundan antioksidan madde elde edilerek insan
kanser hicrelerinin blylmesinin engellenebilecegini
ortaya koymuslardir (22).

Zeytinden elde edilen birgok fenolik bilesenler ile
de yapilan galismalarda antioksidan mekanizmalarin
ortaya ciktigi gozlemlenmistir. Achat ve arkadaslari
(2016), zeytin fenoligi olarak oleuropein ve
hidroksitrizol kullanarak yaptiklari g¢alismada, model
olusturulan midede linoleik asidin peroksidasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (23).

Bu calismada yaslanma mekanizmasi icin literatiirde
yaygin olarak tercih edilen dermal fibroblast
hicreleri Uzerinde hidrojen peroksit ile oksidatif
stres olusturularak, fenolik bir madde olan ve zeytin
bitkisinden elde edilen oleuropeinin hasara ugrayan
hicreler Gzerinde olusturdugu antioksidan etki
mekanizmasi calisiimistir.

BJ dermal fibroblast hticreleri saglikh hiicre gruplaridir.
Yaslanma mekanizmasi lizerine inceleme yapilan hiicre
kiltird ¢alismalarinda literatiirde dermal fibroblast
hicreleri kullaniimaktadir. Upton ve arkadaslari (2015)
androgenetik alopesi hastaligi bulunan erkek dermal
papillalar Gzerinde oksidatif strese bagh yaslanma
mekanizmalarini gbzlemlemistir (24).

Calismada MTT analizlerinde, kontrol grubuna gore
%50 absorbans azalmasina yol agan oleuropein
dozu sitotoksik doz olarak belirlenmistir. 24 saat
sonucu Olclilen analizde sitotoksik doz 750 uM olarak
saptanmistir. Calismada 250 uM ve 500 uM’a ek olarak
oleuropeinin olasi toksik etkilerini gdzlemlemek igin
750 uM ve 1000 uM oleuropein dozlari da kullaniimigtir.
Oleuropein MTT dozu belirlenen baska bir ¢alismada
PC12 hiicre hatti kullaniimistir. ElImazoglu ve arkadaslari
(2017) yaptiklari calismada néron benzeri PC12 hiicre
hattinda oleuropein sitotoksik doz dizeyi 1-50 uM
olarak belirlenmistir. Bu g¢alismada MTT analizi elde
edilen doz diizeyinin yiiksekligi PC12 hicre hattina
kiyasla dermal fibroblast hiicrelerinin toksik durumlara
ve stres kosullarina daha dayanikl bir yapisi oldugunu
disundurtmustar (14).

BJ fibroblast hiicrelerinde H202
olusturulmustur. Hu ve arkadaslar

ile oksidatif stres
(2016) da
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Gossypium hirsutum L. bitkisindeki oksidatif stres
sonucu antioksidan maddelerin incelenmesi igin
yaptiklari galismada stres ortami olusturmak igin H202
kullanmiglardir (25).

Calismada en etkili yaslanma kriterlerinden biri
olan oksidatif stres kosullari yaratilarak hem dermal
fibroblast hicre hattinda meydana gelen oksidatif
hasar, hem de yine ayni hiicre hatti (izerinde oleuropein
tarafindan  olusturulan  antioksidan  mekanizma
incelenmistir.

Elde edilen dermal fibroblast hiicre lizatlarindan total
oksidan durumu incelendiginde, sonuglarda sadece
H202 ile muamele edilen hiicre grubunda, kontrol
grubuna gore total oksidan diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir artis gozlemlenmistir
(p>0,05). Hem H202, hem de H202'i takiben 24
saat sire ile oleuropein ile muamele edilen hiicre
gruplarinda kontrol grubuna gore total oksidan
dizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis
gozlemlenmistir, ancak 250, 500, 750 ve 1000 puM
oleuropein ile muamele edilen hiicre gruplarindaki
total oksidan durumu sadece H202 ile muamele edilen
hiicre grubuna gore istatistiksel olarak anlamh olmayan
bir azalma gostermistir. H202 ile muamele edilen hiicre
grubuna goére 250, 500, 750 ve 1000 uM ile muamele
edilen hiicre gruplari arasindaki total oksidan aktiviteyi
en fazla azaltan grup 250 uM oleuropein ile muamele
edilen dermal fibroblast hiicre grubu olarak istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir azalmayla belirlenmistir.
H202 ile olusturulan oksidatif stres kosullarinda;
oleuropeinin vyarattigl antioksidan etki net olarak
gorilmektedir.

Sonuglara gore, sadece H202 ile muamele edilen hiicre
grubundaki antioksidan aktivite hem kontrol grubuna
hem de oleuropein ile muamele edilen hiicre gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde
azalma gostermistir (p>0,05). Yine oleuropein ile
muamele edilen hiicre gruplarindaki total antioksidan
aktivite H202 ile muamele edilen hiicre grubuna gore
anlamli bir sekilde doz bagimli olarak artis géstermis ve
total antioksidan aktivite en fazla 750 uM oleuropein
uygulanmis hiicre grubunda goézlemlenmistir (p<0,05).
1000 uM oleuropein uygulanmis hiicre grubundaki
antioksidan aktivite diger oleuropein uygulanmis hiicre
gruplarina gore azalma gostermistir. Bu da oleuropeinin
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doz olarak hiicreler Gzerinde 750 uM’ a gbre biraz daha
toksik etki yarathigini disiindirmektedir.

Literatlrde de benzer ¢alismalar mevcuttur. Geyikoglu
ve arkadaslari (2017), bobrek hasari olusturulmus
sicanlara verilen kemoterapik ilaglarin oksidatf stresine
karsi oleuropein kullanmislar. DNA hasarina etkisinin
incelenmesinde TAS ve TOS analizi yapmislardir. TOS
analizinde kemoterapik ilaglarin oksidan seviyelerini
ylkselttigi ancak oleuropein tedavisinin normal bdbrek
fonksiyonunu dizeltmek ve sisplatin ile indiiklenen
8-OHdG olusumunu azaltmak icin oksidatif stresi
modiile ettigi ortaya koyulmustur (26).

Hicrelerin morfolojik gorintileri boyama ile daha
da netlestirilmistir. Bu asamada SA-R-galaktozidaz
boyama yapilmistir. Senesensin bilinen biyokimyasal
karakteristigi, SA-B-gal yani senesense bagli olarak
ortaya cikan B-galaktozidaz aktivitesinde gorilen asiri
artistir. Bu sayede bu boyama ydntemiyle, senesense
bagh olarak gorilen [-galaktozidaz aktivitesindeki
artis hiicrelere verilen X-gal substratinin B-galaktozidaz
enzimi tarafindan pargalanmasi sonucu mavi ile
boyanan hucreler tespit edilmistir. Kilingh (2013),
resveratroliin hiicresel yaslanmaya etkisi Gizerine yaptigi
calismada dermal fibroblastlarda SA-R-galaktozidaz
boyama yapmistir. Bunun sonucunda resveratrol verilen
gruplarda mavi boyanmanin gorilmedigi hiicrelerin
yaslanma mekanizmasindan ayrildigi gézlemlenmistir.
Bu calismada, 24 saat sonunda, kontrol hiicrelerinde,
herhangi bir mavi renge boyanma tespit edilmemistir.
H202 ile oksidatif stres olusturulmus ve oleuropein
ile muamele edilmemis hiicre grubunda mavi ile
boyanan hiicreler oldukga yogun ve hiicre morfolojileri
bozulmus gorilmektedir. Bu da oksidatif stres
kosullarinin hiicrelerde ileri derecede vyaslanmaya
neden oldugunu gostermektedir. H202 ile oksidatif
stres olusturulduktan sonra oleuropein ile muamele
edilen hiicre gruplarinda yaslanma etkilerinin daha
az ortaya c¢iktigi mavi boyanan hiicre sayisindaki
azliktan tespit edilmistir. Bir baska deyisle, H202 ile
okidatif stres olusturulmus ve buna bagh olarak da
yaslanmaya ugrayan hicrelerde mavi boyanma daha
fazla gozlemlenirken, oleuropein dozlari uygulanan
hiicrelerde maviye boyanma vyaslanma gorilen
hiicrelere oranla az gdzlemlenmistir.

DEMIRCAN ve ark.
Dermal Fibroblast Hiicrelerinde Oleuropein

Sonug olarak yapilan calismada BJ dermal fibroblast
hiicreleri oleuropein ile edilmis ve
oleuropeinin fibroblast hiicrelerinde antioksidan enzim
aktivitesini arttirdigi ve buna bagli olarak oksidatif stres
kosullarinda hiicrelerde meydana gelen yaslanma
mekanizmalarini azalthg gézlemlenmistir.

muamele

Son yillarda yapilmis in vitro calismalara benzer
sonuglar aldigimiz bu g¢alismamiz, oleuropeinin, doz
artimiyla antioksidan etkilerinin ortaya konulmasinda
literatire destek saglamaktadir. Belirlenen bu
ozellikleriyle fibroblast hicrelerinde diger tedavilere
ek olarak destek tedavi niteliginde kullanilabilecegi
goruslinl desteklenmektedir.

Ancak, yapilmis calismalarda yaslanmaya neden olan
bir cok mekanizma tizerinde belirlenen parametreler
calisiilmistir.  Oleuropeinin  BJ dermal fibroblast
hiicrelerindeki antioksidan etkisinin  yaslanmayi
inhibe ettiginin baska mekanizmalar ile agiklanarak
desteklenmesine ihtiyag vardir.

KAYNAKLAR

1. Oksiizokyar MM, Eryigit SC, Diizen KO. et al. Biyolojik Yaslanma
Nedenleri Ve Etkileri. MAKU Sag. Bil. Enst. Derg. 2016; 4(1): 34-41.
2. Skinner JS. Exercise Testing And Exercise Prescription For Special
Cases. Lippincott Williams&Wilkyns, Baltimore. Third Edition. 2005; p5.
3. Singal PK, Khaper N, Palace V, Kumar D. The role of oxidative
stress in the genesis of heart disease. Cardiovascular Research.
1998; 40: 426 —32

4. Demircan G. Aspirinin Vaskiiler Endotel Hiicre Kilturiinde Oksida-
tif Ve Nitrozatif Stres Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi. Doktora Tezi.
Samsun. Ondokuz Mayis Universitesi-Biyoloji Anabilim Dali. 2011
5. Gokalp H, Kaya M, Zorba O. Et Uriinleri isleme Mihendisligi.
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Yayinlari. 2002; 320: 137

6. Sevim D. Antioksidanlar Ve Zeytinyagi. Zeytin Bilimi 1 (1) 2011;
43-47

7. Taner G. Serbest Radikallere Karsi Antioksidan Savunma, Bilim
Teknik, 2005; 113: 453

8. Brown JE. Nutrition Now. 2nd Edition, 1999; West/Wadswort,
Belmont.

9. Fernandez-Panchon MS, Villano D, Troncoso AM, Garcia-Parrilla
MC. Antioxidant Activity Of Phenolic Compounds: From In Vitro
Results To In Vivo Evidence. Critical Reviews in Food Science And
Nutrition 2008; 48: 649-671

10. Servili M, Montedoro GF. Contribution Of Phenolic Compounds
To Virgin Olive Oil Quality. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2002; 104, 602-613
11. Yorulmaz A, Tekin A. Zeytin Ve Zeytinyagi Fenolikleri. I. Ulusal
Ogrenci Kongresi. 17-18. 2008; 24-31.

23



DEMIRCAN ve ark.
Dermal Fibroblast Hiicrelerinde Oleuropein

12. Omar SH. Oleuropein in Olive And its Pharmacological Effects,
Sci Pharm. 2010; 78: 133-154

13. Barbaro B, Toietta G, Maggio R, et al. Effects Of The Olive
Derived Polyphenol Oleuropein On Human Health, Int. J. Mol. Sci.
2014; 15. 18508-18524

14. EImazoglu Z, Ergin V, Sahin E, Kayhan H, Karasu C. Oleuropein
And Rutin Protect Against 6-OHDA-induced Neurotoxicity in PC12
Cells Through Modulation Of Mitochondrial Function And Unfolded
Protein Response. Interdiscip Toxicol. 2017; 10(4): 129-141

15. Zhao Q, Bai Y, Li C, et al. Oleuropein Protects Cardiomyocyte
against Apoptosis via Activating the Reperfusion Injury Salvage
Kinase Pathway In Vitro: 2017; 2017: 2109018

16. Harman D. Aging: A Theory Based On Free Radical And Radia-
tion Chemistry. J Gerontol 1956; 11: 298-300.

17. Karabulut H, Giilay M. Serbest Radikaller. MAKU Sag. Bil. Enst.
Derg. 2016; 4(1): 50-59

18. Akkus i. Serbest Radikaller Ve Fizyopatolojik Etkileri. Mimoza
Yayinlari, 1995; 38, Kuzucular Ofset, Konya.

19. Schieber M, Chande NS, ROS Function in Redox Signaling And
Oxidative Stress. Current Biology. 2014; 24;10. 453-462

20. Karabulut H, Giilay M. Serbest Radikaller. MAKU Sag. Bil. Enst.
Derg. 2016; 4(1): 50-59

21. Ogiit S, Atay E. Yaslilik Ve Oksidatif Stres. S.D.U. Tip Fak. Derg.
2012; 19(2)/68-74.

22. Esposito T, Sansone F, Franceschelli S, et al. Hazelnut (Corylus
Avellana L.) Shells Extract: Phenolic Composition, Antioxidant Effect
And Cytotoxic Activity On Human Cancer Cell Lines. Int. J. Mol. Sci.
2017; 18(2), 392

23. Achat S, Rakotomanomana N, Madani K, Dangles O. Antioxi-
dant Activity Of Olive Phenols And Other Dietary Phenols in Model
Gastric Conditions: Scavenging Of The Free Radical DPPH And
inhibition Of The Haem-induced Peroxidation Of Linoleic Acid. Food
Chemistry. 2016; 213;15. 135-142

24. Upton JH, Hannen RF, Bahta AW, et al. Oxidative Stress—Associ-
ated Senescence in Dermal Papilla Cells Of Men With Androgenetic
Alopecia. Journal Of investigative Dermatology. 2015; 135;5. 1244-
1252

25. Hu W, Lv X, Yang J, et al. Effects Of Potassium Deficiency On
Antioxidant Metabolism Related To Leaf Senescence in Cotton
(Gossypium Hirsutum L.). Field Crops Research, 2016; Volume 191.
Pages 139-149

26. Geyikoglu F, Emir M, Colak S, et al. Effect Of Oleuropein Against
Chemotherapy Drug-induced Histological Changes, Oxidative Stress,
And DNA Damages in Rat Kidney injury. J.Food. Drug Anal. 2017;
25(2):447-459

24

Bozok Tip Derg 2019;9(2):16-24
Bozok Med J 2019;9(2):16-24



