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OZET

Doktora Tezi

ALZHEIMER TiPi DEMANS VE KORONER ARTER HASTALARINDA
ASETILKOLINESTERAZ GEN EKSPRESYONU VE BAZI BiYOMARKIR
DUZEYLERININ BELIRLENMESI VE ASETILKOLINESTERAZ ENZIiM

AKTIVITESININ BELIRLENEREK BAZI FENOLIK BiLESIKLERIN BU ENZIiM
AKTIVITESI UZERINE iN VITRO ETKILERININ iNCELENMESI

Mesut ISIK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Bir demans tiirii olan Alzheimer hastaligi ndrodejeneratif hastaligin en yaygin seklidir.
Alzheimer hastalig1 farkli epigenetik olaylar ile genetik faktorlerin kombinasyonu sonucu
meydana gelmektedir. Ayrica, oksidan ve anti-oksidan sistemler arasindaki dengenin
oksidan sistemler lehine bozulmasiyla ortaya c¢ikan oksidatif stres, koroner arter ve
Alzheimer gibi birka¢ hastaliin meydana gelmesine neden olmaktadir. Ciinkii oksidatif
metabolik reaksiyonlar ve onlarin yan triinleri siirekli olarak koroner arter ve Alzheimer
hastalig1 patogenezinde rol oynamistir. Bununla birlikte, Alzheimer hastaligi kolinesteraz
metabolizmasinda degisiklikler ve dejenerasyon ile ilgilidir. Asetilkolinesteraz (AChE)
inhibitorleri hastaligin semptomatik tedavisinde kullanilmaktadir. Alzheimer hastaliginin
semptomatik tedavisinde kullanilan AChE inhibitorleri oksidatif hasardan hiicreleri
koruduguna ve antioksidan iiretimini artirdifina dair kanitlar vardir. Bu g¢aligma 28
Alzheimer, 21 koroner arter hastasi ve 28 saglikli birey iizerinde gergeklestirilmistir.
Calismada, AChE aktivitesi ve oksidatif stres biyomarkirlar1 plazmada belirlenerek daha
sonra asetilkolinesteraz (ACHE) kantitatif gen ekpresyonu Alzheimer ve koroner arter tanisi
alan hastalarin 16kositlerinde arastirildi. Yapilan g¢alismalar sonucunda, Alzheimer ve
koroner arter hastalarinda kontrol grubuna gére plazma protein karbonil diizeyi ve ACHE
MRNA ekpresyonunun arttigi, plazma —SH diizeyinin azaldig1 gozlemlendi. Plazma AChE
aktivitesi ve MDA diizeyinde, eritrosit AChE aktivitesinde ise hasta grubu ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Bununla beraber, ¢alismanin
diger asamasinda AChE enzimi insan serumundan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi
olarak saflastirildi. Daha sonra insan serum AChE enzim aktivitesi {lizerine baz1 fenolik
bilesiklerin etkileri arastirildi. Inhibisyon etkisi gdsteren fenolik bilesikler icin Lineweaver-
Burk grafikleri ile K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tespit edildi.

2015, 155 sayfa

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, Real-Time PCR, gen ekpresyonu, oksidatif stres
asetilkolinesteraz, inhibisyon
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Ph. D. Thesis

DETERMINATION OF SOME BIOMARKER LEVELS AND
ACETYLCHOLINESTERASE GENE EXPRESSION IN PATIENTS
ALZHEIMER'S TYPE DEMENTIA AND CORONARY ARTERY, AND
INVESTIGATION OF THE EFFECT IN VITRO ON THIS ENZYME ACTIVITY OF
SOME PHENOLIC COMPOUNDS, BY DETERMINING THE
ACETYLCHOLINESTERASE ACTIVITY
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Supervisor: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of neurodegenerative disorder with
dementia. Alzheimer disease occurs as result of a combination of genetic factors with
different epigenetic events. Besides, oxidative stress, which is defined as the disruption of
the physiological balance between oxidant and antioxidant systems is caused to occur
various diseases such as coronary artery and Alzheimer disease. Because, oxidative
metabolic reactions and their by-products have played a role in coronary artery and
Alzheimer disease pathogenesis. In addition, Alzheimer’s disease is related with alterations
and degeneration in the metabolism of cholinesterase. Acetylcholinesterase (AChE)
inhibitors are used in symptomatic theraphy of the disease. There are evidence that AChE
inhibitors used in the the symptomatic theraphy of Alzheimer’s disease protect cells from
oxidative damage and increase production of antioxidants. This study were performed on 28
adult patients with Alzheimer, 21 adult patients with coronary artery and 28 healthy persons
as control subjects. In study, AChE activity and oxidative stress biomarkers are assayed in
plasma, than quantitative gene expression of ACHE was investigated in leukocytes of
patients diagnosed with Alzheimer and coronary artery. As the result of study, Alzheimer
and coronary artery patients were observed that the plasma protein carbonyl (PC) levels and
ACHE mRNA expression were increased, the plasma -SH levels were decreased with
regard to control group. No statistical significant relation has been found on plasma MDA
levels and AChE activity, erytrocyte AChE activity between patients and control groups. In
addition, in another stage of this study, AChE was partially purified with ammonium
sulphate precipitation from human serum. Then, effects of phenolic compounds on human
serum AChE enzyme activities were investigated. For phenolic compounds that exhibit
inhibitory effect were determined inhibition types and K; constants by the help Lineweaver-
Burk curves.

2015, 155 pages

Keywords: Alzheimer, Real-Time PCR, gene expression, oxidative stress,
acetylcholinesterase, inhibition
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

GSH Indirgenmis glutatyon

ACh Asetilkolin

AChE Asetilkolinesteraz

AOPP Proteinlerin ileri oksidasyon iiriinleri
ASCh Asetiltiyokolin

ATP Adenozintrifosfat

AP B Amiloid

DNA Deoksiriboniikleikasit

DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazin

dNTP Deoksiniikleotidtrifosfat

DTNB 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit

E.C. Enzim komisyon numarasi

EU Enzim tinitesi

Fe? Ferro demir

Fe®* Ferik demir

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenaz
H.0, Hidrojen peroksit

Hb Hemaoglobin

HNE 4-hidroksi-2-nonenal

HO’ Hidroksil radikali

| Inhibitor

ICs0 Maksimum hiz1 yariya diisiiren inhibitdr konsantrasyonu
LOO Peroksil radikali

MCI Hafif kognitif bozukluk

MDA Malondialdehit

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

mMRNA Haberci RNA

viii
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PAS

PC

PCR
PUFA
RNA
ROS
rpm
RT-PCR
TBA
TCA

uv

Nanometre

Oksijen

Siiperoksit radikali
Peroksinitrit anyonu
Periferik anyonik bolgesi
Protein karbonil
Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
Poliansatiire yag asitleri
Riboniikleik asit

Reaktif oksijen tiirleri
Devir/dakika

Revers transkriptaz PCR
Tiyobarbiitirik asit
Trikloroasetik asit
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1. GIRIS

Alzheimer hastalifi hafiza, 6grenme, karar verme, iletisim kurma ve giinlik
aktivitelerini yerine getirme yetenegini yavas yavas hasara ugratan ilerleyici,
norodejeneratif bir beyin hastaligidir (Kocaelli et al. 2002). Hastalik ilk olarak 1906
yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan 65 yas ustii bireylerde goriilebilen bir demans
(beyin hiicrelerinde hasara neden olan, mental fonksiyonlarda yikim olusturan) tiirii
olarak tanimlanmistir (Reiman et al. 1996; Kocaelli et al. 2002). Adin1 buradan alan
Alzheimer hastaligi su anda diinya ¢apinda 35 milyon Kisiyi etkilemekte ve 2050°de 115
milyon kisiyi etkilemesi Ongoriilmektedir. Alzheimer hastaligi, kalp hastaliklar1 ve
kanserden sonra saglik harcamasinda ii¢lincii sirada olup senelik maliyeti tahmini 250
milyar dolar olarak hesaplanmaktadir (Winblad et al. 2006). Bu hastalarda bilinen
tedavi yontemi olmadigindan ve erken teshis etmekte bir ilerleme katedilmemesi
nedeniyle belirgin bir hafiza kaybi ve fonksiyonel diisiis ilerlemektedir (Mapstone et al.
2014). Hastaligin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte ¢esitli risk faktorleriyle
iliskilidir (Kocaelli et al. 2002). Bunlar yas, cinsiyet, oksidatif hasar, aile yasam
hikayesi, genetik ve kalp-beyin arasindaki iliski gibi faktorlerdir (Hofman et al. 1997;
Tang et al. 1998).

Son on yilda Alzheimer hastalifi konusunda yapilan calismalarin ¢ogu hastaligin
patogenezinde oksidatif stres mekanizmalari ve bu mekanizmalarin Onemi iizerine
odaklanmistir. Alzheimer hastaliginin etiyolojisi ve patogenezinde oksidatif stres ve
serbest radikallerin rol oynadigina dair kanitlar artmaktadir (Perry et al. 2002).
Meydana gelen bu oksidatif hasarlarin genler iizerine de bir etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. (Aksenov and Markesbery 2001). Alzheimer hastaliginda goriilen B
amiloid (A) toksisitesi, norotransmiter katabolizmasi, mitokondriyal fonksiyonlarin
bozulmasi ve lipid peroksidasyon artigi serbest radikal tiretimi ile iliskilendirilmistir
(Oztekin 2000).

Alzheimer hastalig1 i¢in Onerilen plazma ve serum biyokimyasal markirlari, oksidatif

stress, lipid metabolizmasi, amiloid plak olusumu ve vaskiiler hastaliklar gibi



patofizyolojik siirecler sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Bu hastalik ile bircok
norotransmiter  sistem  (kolinerjik, nonkolinerjik, serotonerjik, dopaminerjik,
aminoasiderjik ve noropeptiderjik) degisim gostermektedir. Alzheimer hastaliginin
molekiiler mekanizmasinin agiklanmasinda amiloid kaskat ve kolinerjik hipotez olmak
tizere iki temel hipotez kabul gormektedir (Parihar and Hemnani 2004). Kolinerjik
hipoteze gore, Alzheimer hastaligi asetilkolinesteraz (AChE) ve kolin asetiltransferaz
(ChAT) gibi kolinerjik belirleyicilerin degisimiyle iligkilidir. Ayrica, bu hipoteze goére
Alzheimer hastalarinda mediyal 6n loptaki kolinerjik noronlarin dejenerasyonunu
takiben kavrama bozukluklari da goriilebilmektedir. Bu nedenle de Kkolinerjik
anormallikler ve Alzheimer hastalig1 arasinda direkt bir iligski oldugu diisiiniilmektedir.
Ciinkii Alzheimer hastalarinda goriilen AP toksisitesi; oksidatif stres, eksitotoksisite,
enerji kaybi, inflamasyon ve apoptozisi igeren olast mekanizmalar yoluyla néronal
olime sebep olur (Parihar and Hemnani 2004). Alzheimer hastaliginin baslamasi ile
birlikte gergeklesen noron ve akson kaybi, daha diisiik diizeylerde asetilkolin (ACh)
salinimina neden olur. Diisiik konsantrasyondaki norotransmiter diizeylerinde sinir
iletilerinin devamliligini saglamak daha gii¢ bir hal alir. Bu ACh diizeylerini arttirmak
icin uygulanacak yontem ACh’yi yikan AChE enziminin baskilanmasidir. Calismalar,
AChE inhibisyonuna bagli ACh diizey artislarinin, Alzheimer hastaliginin erken
evrelerindeki kognitif yetmezligi iyilestirebilecegini gostermistir (Chaudiere and Ferrari
1999).

Kolinerjik belirleyici olan bu AChE ayn1 zamanda kan damarlar1 i¢inde esnekligi
saglayan asetilkolini hidroliz ettigi i¢in koroner arter hastaligi lizerinde de bir etkiye
sahiptir. (Collins et al. 1995). Yapilan bazi ¢alismalara gore kolinerjik sistemlerin
anjiyogenezin (yeni damarlarin olusmasi) diizenlenmesinde bir role sahip oldugu
vurgulanmistir. Kolinerjik sistemde diizenleyici bir etki gosteren ve Alzheimer hastalari
icin kullanilan bazi AChE inhibitérlerinin, kardiyovaskiiler hastalarda anjiyogenezin

(yeni damarlarin olusmasi) artmasinda rolii oldugu vurgulanmistir (Yoshihiko et al.
2010).



Bu calisma; Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi ve Erzurum Bolge Egitim ve Arastirma
Hastanesi Kardiyoloji ve Noroloji boliimiine 2014 yilinda bagvuran ve tedavi gérmekte
olan Alzheimer ve koroner arter hastalar1 iizerinde gerceklestirilmistir. Hastalarin
lokositlerinde Real-Time PCR yontemi ile ACHE gen ekspresyon diizeyi Ve
spektrofotometrik yontemle plazma oksidatif stres markirlar1 olarak bilinen protein
karbonil igerigi (PC), total tiyol ve malondialdehit (MDA) diizeyleri incelenmistir. Bu
hastaliklara bagli olarak oksidatif stress markirlar1 ve ACHE gen ekspresyon
diizeylerinin degiskenlik gosterip gostermedigi belirlenmeye calisilmistir. Bilindigi gibi
ortaya c¢ikan oksidatif hasar ve gen ekpresyonundaki degisimi minimize etmek igin
dogal antioksidanlar onemlidir. Bu antioksidanlarin bir kismi fenolik bilesiklerdir.
Calismada baz1 fenolik bilesiklerin insan serumundan kismi saflagtirilan AChE enzim
aktivitesi tizerine in vitro etkileri incelenmis, kinetik analizlerle inhibisyon tipi
belirlenmeye c¢alisgilmistir. Ciinkii, 0Ozellikle belirli enzimlerin aktivitelerindeki
degisiklikler metabolik ve hatta kalitsal bozukluklari ortaya ¢ikarmakta ve bunlara bagl

olarak ortaya c¢ikan hastaliklarin tanisinda 6nem arz etmektedir.

Calismada elde edilen sonuglar, Alzheimer ve koroner arter hastalifinin patofizyolojisi,
tedavisi ve yeni ilag gelistirilmesi {izerine yapilmakta olan arastimalara 151k tutabilmesi

agisindan onemlidir.

1.1. Serbest Radikaller

Kuantum kimyasma goére bir bag yapisina ancak iki elektron girebilir. Atomlarda
bulunan bu elektron ¢iftleri, orbital olarak adlandirilan bolgelerde birbirlerine zit yonde
hareket eder. Elektronlar ¢ift halde bulunduklari zaman oldukca stabildirler. Insan
viicudunun neredeyse tiim elektronlari, elektron ¢ifti halinde bulunur. Stabil olan bu
elektron ¢iftleri ayrilip baska bir atom veya molekiil ile bag olusturabilirler veya birlikte
kalip atom veya molekiiliin yapisina da katilabilirler. Elektron ¢iftleri ayrildig1 zaman,
atomun veya molekiiliin elektron orbital sisteminde en dis orbitalinde, paylasilmamis
elektron kalirsa, o atom ya da molekiil serbest radikal olarak tanimlanir. Serbest

radikaller eslesmemis bir ya da daha fazla elektrona sahip, bagimsiz olarak varligim



stirdiirebilme yetenegindeki tiirler olarak tanimlanmaktadir. Radikaller gesitli yollarla
diger molekiillerle reaksiyona girme yetenegindedir. Eglesmemis elektron veya
elektronlar meydana gelen kimyasal tiiriin manyetik bir alana ¢ekilmesine neden olur ve
bu kimyasal tiiriin reaktivitesini arttirir (Halliwell and Chirico 1993; Bircan 2007; Kalay
2011).

Serbest radikaller organizmada endojen veya ekzojen faktorler nedeni ile olusabilir.
Endojen faktorlere; dogal metabolik siirecler ve zararl dis etmenlerin metabolizmadaki
reaksiyonlarini sayabiliriz. Ornek olarak molekiiler oksijen, aerobik canlilarin enerji
metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati 6neme sahiptir. Aerobik hiicre metabolizmasi
sirasinda molekiiler oksijen, serbest oksijen radikallerine doniisiir (Stahl and Sies 2002).
Bu serbest radikaller; protein, enzim, lipitler ve niikleik asitlere zarar vererek hiicrenin
yap1 ve fonksiyonunu bozarlar (Aydin vd 2001; Bircan 2007). Ekzojen faktorlere ise;
radyasyon, ¢evre kirliligi, dengesiz beslenme, 1s1 soku, sigara, stres, toksik maddelerle
temas ve obeziteyi sayabiliriz. Serbest radikal ve reaktiflerin baz1 endojen ve ekzojen

kaynaklar1 Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Atkins and Carey 1999).

Cizelge 1.1. Serbest radikal ve reaktiflerin kaynaklar1 (Atkins and Carey 1999)

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
Mitokondrial elektron transport zinciri Diyet faktorleri

Redoks reaksiyonlari Sigara dumant

Fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki Zararli 1sinlar (x-ray, UV)
Oksidadif reaksiyonlar Ksenobiyotikler
Otooksidasyon reaksiyonlari Maglar

Arasidonik asit metabolizmasi Organik solventler

Enzimler (Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz vs.)  Pestisitler




Mitokondriyal elektron transport zinciri

Mitokondriyal elektron transport zinciri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) 6nemli bir
kaynagidir. Glikoliz, yag asitleri ve TCA devrinde olusan NADH ve FADH,’de bulunan
yiiksek indirgeme potansiyeline sahip elektronlar, mitokondri i¢ membraninda elektron
transport sistemi adi verilen bir yolla molekiiler oksijene (O;) transfer edilir.
Mitokondrial elektron transport sisteminde, elektronlarin Oj’ye transferi sirasinda
oksijenin kismi indirgenmis tiriinleri olusur. Bu iirlinler ¢ok reaktif yapidadirlar ve
biyomolekiillerin yapilarina girerek doniisiimsiiz zarar gérmelerine sebep olurlar (Keha

ve Kiifrevioglu 2000).

Yasamin devami i¢in havanin molekiiler oksijenini (O;) tiikkettigimizi biliyoruz. Total
oksijen tiiketimimizin %90'indan fazlasindan elektron transport zinciri (solunum
zinciri), %5-10'undan da diger oksijen gerektiren reaksiyonlar sorumludur. Elektron
transport zincirinde molekiiler oksijen, yakitlardan (glukoz, yag asidi ve amino asitlerin
karbon iskeleti) tiireyen NADH ve FADH,'den elektronlar1 alarak suya indirgenir. Bu
yolda oksijen molekiiliiniin kuvvetli oksitleyici giicii, ATP'nin yiiksek enerjili fosfat
bagi haline doniistiirilir (Akkus 1995). Siiperoksit ve H,O, iiretimi mitokondrial
oksijen tiiketiminin %1-2’si kadardir. Hidrojen peroksit mitokondriden sitoplazmaya
salindig1 halde O,- salinamaz. Intramitokondrial SOD, O, ‘i H»O,’e déniistiirerek
hiicreleri oksidatif hasardan korur. Metabolizmada olusan ve dis kaynakli radikal ve

reaktiflerin olusum yollar1 Sekil 1.1°de gosterilmistir (Yapar 2006; Bursal 2009).
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Sekil 1.1. Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu
Arasidonik asit metabolizmasi

Aragidonik asit metabolizmast ROS’un 6nemli bir kaynagidir. Arasidonik asit hiicre
membraninda bulunan bir yag asididir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, protein kinaz ve
fosfolipaz enzimlerinin aktivasyonuna ve hiicre membranindan arasidonik asit
salinmasina neden olur. Bu yolla ara peroksi bilesikleri ve hidroksil radikalleri meydana
gelir. Bu lipit peroksidasyonunun ilk iiriinleri olan hidro ve endoperoksidler, daha sonra
yeni zincirleme reaksiyonlar1 baglatabilecek radikal dirlinleri meydana getirebilir.
Arasidonik asitin enzimatik olarak yiikseltgenmesi sonucu siiperoksit gibi serbest
radikaller ara iirlin olarak olusur. Kimyasal ajanlardan da reaktif ara iiriinler olusur.
Reaktif ara iirlinler ve serbest radikaller hedef yapilarla etkileserek intraseliiler hasara

sebep olurlar (Akkus 1995; Aydin vd 2001; Yapar 2006).
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Sekil 1.2. Arasidonik asidin otooksidasyonu mekanizmasi (Gtilgin 2002)

Redoks dongiisii

Baz1 kimyasal ajanlar in vivo ortamda p-450 sistemine girmeden Once alternatif bir
redoks dongiisii ile ortadan kaldirilmaya c¢alisilirken serbest radikal olusur. Olusan bu

serbest radikal ¢ok kararsiz oldugu icin bagka bir ana bilesige doniisme egilimi



gostermektedir. Bu 6zelliginden dolay1 ortamdaki oksijenle kolaylikla etkilesime girer
ve sliperoksit radikali olusur. En tehlikeli siiperoksit radikali bu sekilde olusuyor olsa da
olusabilecek oksidatif hasar gergeklesen zincir reaksiyonlart1 sonucunda en aza

indirgenmektedir (Aydin vd 2001).

Daha bagka yollardan organizmada serbest radikal olusmaktadir. Bunlar; otooksidasyon
reaksiyonlari, hem (demir) metabolizmasi, peroksidatif oksidasyon, piirin oksidasyonu,
aminoasit oksidasyonu, yag asitlerinin - oksidasyonu olarak sayilabilir (Bircan 2007).
Serbest radikaller oldukca reaktif ve kisa Omiirlii olduklar1 i¢in yakalanmalar1 ve
belirlenmeleri zordur. Serbest radikallerin fonksiyonlarint agiklamak ya da
tiretildiklerini dogrulamak i¢in; en son triinleri ya da radikalle uyarilan reaksiyonlarin

tirtinlerini arastirmak gerekir (Sachdev and Davies 2008).

Bu serbest radikallerden biri olan molekiiler oksijen (O;) biradikaldir. Ortaklanmamis
iki elektron tasir. Ortaklanmamis iki elektrondan biri uyarilir ve spinini degistirirse
singlet oksijen olarak bilinen (*O,) oksidan meydana gelir (Turrens 2003). Bu singlet
oksijen; molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formudur. Biyolojik sistemlerde
fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda olusmaktadir. Uyarilan bu formun reaktivitesi ¢ok
yiiksektir. Bulundurdugu bu yiiksek enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi seklinde vererek
yeniden oksijene doniigebilir veya kovalent tepkimelere girer. Karbon karbon cift

baglari ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir (Stahl and Sies 2002).

Molekiiler oksijenin oksidatif fosforilasyon esnasinda NADPH-oksidaz ya da ksantin
oksidaz gibi enzimlerin katalizorliiglinde bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
siiperoksit radikali olusur (Stahl and Sies 2002). indirgeyici molekiiler oksijene bir
elektron verip kendisi oksitlenirken siiperoksit radikali meydana gelir. Stiperoksit anyon
radikali nispeten stabil oldugundan eslesmemis elektronu ile degil, yiki ile
tanimlanmaktadir. Siiperoksit, arterlerde ve merkezi sinir sisteminde haberci bir
molekiil olarak diisiiniilmiistiir (Fantel 1996). Biyolojik sistemlerdeki kararsizligi ve
zaylf membran gecirgenliginin olmas1 bazi arastirmacilarin intraselliiler ulak olarak

siirli oldugunu diisiinmelerine neden olmustur (Saran and Bors 1994). Siiperoksit



radikalinin siiperoksit dismutaz (SOD) enzim katalizorliigiinde konsantrasyonu azalir
(Halliwell 1984). Burada siiperoksit radikali SOD enziminin etkisi ile proton alarak

asagidaki reaksiyonda gosterildigi gibi hidrojen peroksit olusumuna sebep olur.

202'*_'_ 2H+ Siiperoksitdismutaz N H202 + 02

Spontan reaksiyon fizyolojik pH’da yavas gerceklesir. Ancak SOD tarafindan
katalizlendiginde hizlidir ve nispeten pH’dan bagimsiz olarak ilerler (Fantel 1996).
Organizmada en az ii¢ farkli siiperoksit dismutaz enzimi vardir. Biri mitokondriyal
matriste yer alan manganez formudur (Mn-SOD). Ayrica iki adet bakir ve ¢inko formu
(Cu, Zn-SOD) bulunmaktadir. Bunlardan biri sitozolde ve digeri gesitli ekstraselliiler
stvilarda yer alir (Fantel 1996). Molekiiler oksijene bir elektron baglanmasiyla olusan
stiperoksit anyonu bir serbest radikal olmasina karsin ¢ok fazla reaktif degildir. Lipid
membranlarin gegirgenlik yetenegini azaltir ve bu nedenle iiretildigi kompartmanda
cevrili olarak bulunur. Siiperoksit, 6zellikle solunum zinciri ile birlikte mitokondriyal
membranin i¢ ylizeyinde elektrondan zengin aerobik bir ortamda kendiliginden
olugsmaktadir. Siiperoksit ve ayrica hidrojen peroksit iskemi-reperfiizyonda aktive olan
flavoenzimler, 6rnegin, ksantin oksidaz, tarafindan endojen olarak da {iretilmektedir

(Nordberg and Arnér 2001).

Hidrojen peroksit; oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle veya
siiperoksitin ~ enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu sonucu olusur.
Ortaklanmamis elektrona sahip olmadig1 i¢cin nonradikal 6zellige sahip bir ROS’dir.
Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebi; demir ve bakir gibi
metal iyonlarmin varliginda hidroksil radikalinin Onciisii olarak davranmasidir. Yani
demir ve bakir gibi atomlarla tepkimeye girerek ¢ok giiclii bir reaktif olan hidroksil
radikalini (OH.) olusturur. Hidrojen peroksit kolayca hiicre igerisine girebilir ve hem
gruplarinda  Fe?"’in  yapisina  girerek bunlari  giiglii  oksitleyici durumlarina
getirebilmektedir. Ayrica hidrojen peroksit reaktif bir {iriin olan hipoklordz asiti (HOCI)
olusturmaktadir (Halliwell 1984; Keha ve Kiifrevioglu 2000).



10

H*+Cl" +H,0, — HOCI + H,0

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde ROS kapsamina girer ve serbest
radikal olusumunda 6nemli bir rol oynar. Clinkii gecis metallerinin varliginda hidrojen
peroksit, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ile en reaktif ve zarar verici serbest oksijen
radikali olan hidroksil radikalini (OH") olusturur (Stahl and Sies 2002; Sun et al. 2008).
Hidroksil radikali oksijenin var oldugu durumlarda cesitli radikal reaksiyonlarinin
baslatilmasi ve uyarilmasinda kritik bir rol oynar. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari
olarak adlandirilan bu tepkimeler asagida gosterilmistir (Fantel 1996; Halliwell 2000;
Nordberg and Arner 2001; Cheng et al. 2002).

Fenton reaksiyonlart:

H,0, + Fe?" — 5 OH® + OH™ + Fe*

H,0, + Cu" ——OH® + OH™ + Cu*

Haber-Weiss reaksiyonu:

H,0,+0,” —* 5 OH' +0, + H,0

Ayrica hidrojen peroksitin UV 1gmlarinin etkisiyle hidroksil radikaline doniistiigii

bilinmektedir.

H,0, —% 5 20H"

Olusan bu hidroksil radikali; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere
cok giiclii bir sekilde saldirarak, oksitleyip yapilarinda kalic1 hasarlar birakan ve yari

omrii 10° saniye gibi ¢ok kisa olan bir ROS’dur. Hidrojen peroksit ise 6zellikle
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proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon
diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok gii¢lii oksitleyici
Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle, biyolojik sistemlerde olusan H,O, nin derhal
ortamdan uzaklagtirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki dnemli antioksidan enzimler

olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirir (Ak 2006; Isik 2012).

Metabolizmada siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalinden baska
ROS ile reaktif azot tiirleri de vardir. Bu radikal ve reaktif tlirlerinden bazilar1 Cizelge

1.2°de gosterilmistir (Giimiistag ve Atukeren 2008).

Cizelge 1.2. Baz1 6nemli reaktif oksijen ve azot tiirleri (Glimiistas ve Atukeren 2008)

Reaktif oksijen tiirleri Reatif azot tiirleri

Siiperoksit radikali Oy Nitrik oksit radikali NO-
Hidrojen peroksit  H,0, Azot dioksit radikali  NOO-
Hidroksit radikali ~ OH- Peroksinitrit radikali  ONOO-
Hipokloroz asit HOCI Nitroz asit HNO;
Singlet oksijen 0, Nitrozil katyonu NO*
Organik radikaller RO, R-, R-S. Nitroksi anyonu NO
Peroksil radikali RCOO:- Peroksinitrit ONOO

Diger bir oksijen iceren reaktif azot tiirii olan nitrik oksit (NO), biyoloji ve tipta yogun
olarak arastirilmaktadir (Fantel 1996). Bu NO, nitrik oksit sentetaz enzimi ile L-
arjinin’nin L-sitrullin’e okside olmasi sonucunda meydana gelir (Griffith and Stuehr
1995). Nitrik oksit, vazodilator mesaji endotelyumdan diiz kasa tasiyan bir enerji
aktaricisi olarak, sentral ve periferal sinirsel aktarimda ve bagisiklikta aktif rol alir. Aym
zamanda NO’nun damar genisletici rolil iyi bilinmektedir (Lowenstein and Snyder
1992). NO ve siiperoksit anyon radikalinin damar durumunun belirleyicileri olarak
antagonist bicimde islev gosterdikleri 6ne stiriilmiistiir. Yar1 6mrii saniyeler boyutunda

oldugundan NO’nun in vivo ekstraselliiller mesaj doniistiiriicii olarak gorev yapmak igin
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yeterince stabil olan tek oksijen radikali oldugu belirtilmistir. NO’nun yar1 omrii
tiyollerle reaksiyon yoluyla ©nemli Olgiide artirilabilir. Bu reaksiyon NO
biyoaktivitesini koruyan fakat saatler boyutunda yar1 dmre sahip olan S-nitrozotiyol

tiirevlerini olusturur (Saran and Bors 1994).

Nitrik oksit serbest radikal ailesinin farkl: bir iiyesini temsil eder ve gesitli yonlerden
O,- ile benzerdir; eslesmemis elektronuna ragmen bir¢ok biyomolekiille hemen
etkilesime girmez. Diger taraftan farkli serbest radikallerle (6rnegin, peroksil ve alkil
radikaller) kolayca reaksiyona girerek temelde daha az reaktif molekiilleri tiretirler. Bu
nedenle aslinda bir serbest radikal siipiiriiclisii olarak gorev yapmaktadir; Ornegin,
NO’nun hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(Rubbo et al. 2000). Eger O, , NO ile paralel olarak yiiksek miktarlarda iiretilirse, bu
ikisi birbirleriyle etkileserek oldukca sitotoksik olan OONO" (peroksinitrit) radikalinin
tretimine sebep olurlar (Beckman and Koppenol 1996). Peroksinitrit birgok
biyomolekiille dogrudan bir- veya iki-elektron reaksiyonuna girebilir, hizlica CO; ile
reaksiyona girerek oldukga reaktif peroksokarboksilat (ONOOCO?) olusturabilir veya
proton alarak peroksonitroz asit olarak ya OH' ve *NO; olusturmak i¢in hemolize ugrar
ya da yeniden nitrat (NO3) olusturur. Peroksinitritin bu degisik reaksiyonlarinin bireysel
hizlari, pH’ya, sicakliga ve cevresel ortamda bulunan bilesenlerin tiplerine baglidir
(Radi et al. 2001). Peroksinitrit, dogrudan veya reaksiyon {iirlinleri vasitasiyla, ¢ogu
iltihapli hastalikta gozlendigi gibi, LDL’yi yiikseltgeyebilir, seruloplazmine zarar
vererek bakir iyonlarini salabilir ve genellikle degisik proteinlerde bulunan tirozin

kalintilarina saldirabilir (Halliwell 1997; Nordberg and Arner 2001).

Aerobik organizmalarda olusan en Onemli serbest radikaller oksijenden olusan
radikallerdir ve bunlara ROS adi verilmektedir. Bu ROS insan viicudunda normal
metabolik prosesler sonucunda siirekli olarak iiretilmektedir (Langseth 1995). Birgok
fizyolojik proseste onemli bir rol oynayan oksijen serbest radikallerinin, viicuttaki
birgok oksidatif biyokimyasal reaksiyonun baslica yan {iiriinii oldugu ve biyolojik
molekiillere etki ederek ¢esitli hastaliklara neden olan hiicre ya da doku hasarina yol

actig1 bilinmektedir (Hoffmann and Garewal 1995; Yen and Chen 1995). Ayni zamanda
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yiiksek konsantrasyonlarda ROS sistemleri; niikleik asitleri, lipidleri ve proteinleri
okside edebilir. DNA ve RNA’nin okside formlar1 trankripsiyon/translasyon hatalaria
neden olur ve bdylece anormal protein sentezleri olusur. Bu yapilar ise ROS’un

etkilerine daha duyarhidir (Sekil 1.3) (Grune et al. 1995).

Oksitlenmis Transkripsiyon ve

niikleik asitler |g———""_ <  Translasyon

hatalari
A
\ \
DNA Anormal
RNA proteinler

Oksitlenmis
protein

Aminoasitler
peptidler

ROS/RNS

¢ [ prow |

Normal
Proteinler

Capraz bagh
proteinler

RCH,=CHCHO

Sekil 1.3. Lipidler, DNA, RNA ve proteinlerin oksijen bagimli modifikasyonlar1 (Grune
et al. 1995)

1.2. Oksidatif Stres

Antioksidan savunma sisteminin azalmast ya da ROS diretiminin artmasi; ROS -
antioksidan dengesini bozar (Orug¢ 2010). Canli organizmada patolojik olarak
normalden daha ¢ok serbest radikal iiretilmesi ya da antioksidan savunma sisteminin
yetersiz kalmasi sonucunda artan serbest radikaller, hiicrenin bilesenleri ile etkileserek
hiicrede hasara neden olurlar. Olusan bu hasar hiicrenin 6liimiiyle de sonuglanabilir
(Akyol 2004). Oksidan ve antioksidan arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif stres

olarak tanimlanir ve oksidatif hasarin baglamasina neden olur (Orug 2010).
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Hiicreler normal kosullarda orta dereceli oksidatif stresi, antioksidan savunma
mekanizmalarmin sentezini gen ekspresyonundaki degisiklikler yoluyla diizenleyerek
ortadan kaldirabilir. Fakat oksidatif stres yiiksek diizeylere ulastigi zaman oksidasyon
tirlinlerine kars1 adaptasyon saglanamaz ise hiicrede hasar olusabilir. DNA, protein ve
lipidleri igeren tiim biyomolekiillerin oksidatif hasar1 kardiyovaskiiler ve nérodejenaratif
hastaliklar, kanser gibi bir¢ok hastaliklarla iligkilendirilmistir (Sies 1991; Nordberg and
Arner 2001).

1.2.1. Serbest radikallerin lipitlere etkisi

Serbest radikallerin lipitler tizerindeki en onemli etkileri lipit peroksidasyonudur
(Halliwell and Gutteridege 2007). Lipit peroksidasyonu; zar fosfolipitlerindeki ¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan, bdylece zar lipit yapisim
degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan bir olaydir (Altintas 2006). Membran
fonksiyonlarmi zayiflatir, membran gegirgenligini azaltir ve membrana bagli ¢ogu
enzimin inaktivasyonuna neden olur (EI-Gendy et al. 2010). Membran lipitlerinin temel
bileseni olan kolesterol ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikallerle kolaylikla reaksiyona girebilir (Bircan 2007). Lipit peroksidasyonu serbest
radikallerin membrandaki doymamis yag asitlerini etkilemesi ile baglar (Canorug et al.
2001). Lipit peroksidasyonu bir zincir tepkimesi seklinde baslar ve daha ileri
peroksidasyonu baslatacak serbest radikaller i¢in kaynak olusturur. Kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve olduk¢a zararhidir. Hiicre
membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid peroksit radikallerinin (LOO)
olugsmasi, ROS’un neden oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir.
Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid
peroksidasyonu" denir. Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica
yag asitleri poliansatiire yag asitleridir (PUFA). Lipid peroksidasyonu genellikle yag
asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron i¢eren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi
ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar

(Esterbauer et al. 1992; Murray et al. 1996).
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Sekil 1.4. Yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasi

Lipid radikali (L) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin (L") molekiiler oksijenle (O>) etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri

(LOO) olusur. Lipid peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatiire yag

asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de agiga
cikan hidrojen atomlarini alarak lipidperoksitlerine (LOOH) doniisiirler ve boylece olay

kendi kendini katalizleyerek devam eder (Cheeseman 1993).

L+ O ——» LOO-
LOO" + LH—> LOOH+ L-
(.|)
o
Y. — \ — X
LOO-
(|)H
o
Y. pr— \ pr— X
LOOH

\

Sekil 1.5. Lipid peroksidasyonu
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Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilimi gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membran1 ve subselliiler organel lipid
peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve ge¢is metallerinin
varliginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,O;) Fenton reaksiyonu sonucu

hidroksil radikali (OH") olusmasi zincir reaksiyonunu baslatabilir.

Lipid peroksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu
bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan
difiize olup hiicrenin diger béliimlerine hasar1 yayarlar. Ug¢ veya daha fazla ¢ift bag
igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana gelir (Burtis
and Ashwood 1999).

Sekil 1.6. Malondialdehit (MDA)

MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif
bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
gosterir. Bu nedenle lipit peroksidasyonu sonucu olusan son iriinlerden birisi de
kolaylikla teshis edilebilen ve oksidatif stres Ol¢limlerinde kullanillan MDA
molekiiliidiir (Tietz 1995; Canorug et al. 2001). Bu MDA uzun O6miirlii ve yiiksek
reaktiviteye sahiptir (Rio et al. 2005). Niikleik asitler, enzimler, proteinlerin amino
gruplar1 ve tiyoller i¢in yiiksek afinite gostermesi nedeniyle MDA hiicreler i¢in son
derece toksiktir (Oropesa et al. 2009). Membran fonksiyonlarinin yavaslamasina,
membran akiciliginin azalmasina, membran reseptdr ve enzimlerinin inaktive olmasina,
ca® iyonlarinin membrandan gegislerinin artmasina neden olmaktadir (Canorug et al.

2001).
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1.2.2. Serbest radikallerin proteinlere olan etkisi

Protein oksidasyonu, ROS (OH:, H,O, gibi) ve diger hasar verici serbest radikaller ile
direkt olarak veya oksidatif stresin sekonder iirlinleri ile reaksiyonu sonucu indirek

olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir

(Giilbahar 2007).

Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol
oynadig1 g¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti
mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, transport sistemlerinin ve enzimlerin rol
oynadig hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan etkilenir. Oksidatif protein hasari,
protein karbonil (PC) diizeylerindeki artis ve protein tiyol diizeylerindeki azalma ile
karakterizedir. ROS’un proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arjinin ve lizin
gibi ¢ok sayida aminoasit kalintisinda veya peptit omurgasinda meydana gelen oksidatif
hasar sonucunda PC {iriinleri meydana gelir. PC diizeylerinin saptanmasinin oksidatif
protein hasarii belirlemede duyarli bir yontem oldugu bildirilmektedir. Diger taraftan
serbest radikaller proteinlerdeki tiyol gruplarmin oksidasyonuna neden olur. Protein
tiyolleri (PSH) antioksidan fonksiyonlarini peroksidasyonu baglatan oksidanlari tutarak

gosterir. Boylelikle vitamin E ve lipitler oksidatif ataktan korunur (Cakatay et al. 2000).

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonug¢larini; yiiksek miktarlarda radikal olusumu
ve bu reaksiyonlarin zincir seklinde devam etmesi, proteinin normal katlanmasinda
goriilen bozukluk, omurga fragmantasyonu, yan zincir gruplarindaki oksidasyon,
protein agregasyonu ve dimerlesme, proteinlerin yapisal bozulmalarina bagli olarak
goriilen islevsel kayiplar, enzim aktivitesindeki azalma, gen diizenlenmesi ve
transkripsiyonundaki goriilen degisimler, apoptoz ve nekrozun uyarilmasi ve hiicre
sinyal yollarinda modifikasyon seklinde siralayabiliriz (Davies et al. 1999; Shacter
2000; Hawkins and Davies 2001).

ROS tarafindan proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bir dizi bozukluk ve hastaligin

etiyolojisi ile ilerlemesinde rol oynar (Dalle-Donne et al. 2003). Protein
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oksidasyonundan sorumlu ajanlar arasinda; kimyasal reaktifler, mitokondrial elektron
transport zincirindeki sizintilar, ultraviyole 1sinlar1, aktif fagositlerin oksidatif patlama
aktivitesi, lipit peroksitleri, ilaglar ve metabolitleri ile oksidorediiktaz enzimler

sayilabilir (Tetik et al. 2007).

1.2.2.a. Protein oksidasyonunun temel mekanizmalari

Proteinlerin (aminoasitler, peptidler) ROS tarafindan oksidasyonunu igeren temel
mekanizmalar {izerine yapilan ¢aligmalarda, proteinler, OH- veya OH-/O, " karisimlarina

ya da iyonize radyasyona maruz birakilmistir. Bu caligmalarda OH-’nin, proteinin
polipeptid omurgasindan bir H atomunun ayrilmasina aracilik ettigi bir reaksiya, C-C
merkezli bir radikalin olusumuna yol ac¢tig1 gosterilmistir (reaksiyon 1). Aerobik sartlar
altinda bu yapr molekiiler oksijenle kolayca reaksiyona girerek peroksil radikalini
olusturur (reaksiyon 2). Yeni iiriin, stiperoksidin protonlanmis formu ile reaksiyona
girerek alkil peroksid yapisini olusturur (reaksiyon 3). Alkil peroksidin siiperoksidlerle
daha ileri reaksiyonlar1 alkoksil radikali (reaksiyon 4) ve hidroksil tiirevlerini (reaksiyon

5) meydana getirir (Garrison 1987).

~NHCRHCO~+ "OH — % ~NHC'RCO~+H,0 (1)
~NHC'RCO~+0y ——» ~NHCOO'RCO~ 2)
~NHCOO'RCO~+HO," — » ~NHCOOHRCO-+ 0, (3)
~NHCOOHRCO~+HOQ," —» ~NHCO'RCO-+H,0+ 0, (4)
~NHCO'RCO~+HO," —» ~NHCOHRCO-~+ 0, (5)

Alternatif bir yol olarak reaksiyon 1’deki karbon merkezli radikal, diger karbon
merkezli protein tiirevleriyle reaksiyon verebilir ve C-C ¢apraz bagl protein tirevleri
olusur. Reaksiyon 2’de olusan peroksil radikal tiirevleri farkli veya ayni protein
molekiiliindeki diger bir aminoasit rezidiisiinden H atomu kopararak karbon merkezli
radikal tiirevleri olusturabilir. Reaksiyon 4’de olusan alkoksil radikali ise peptid bag

kirilmasina sebep olabilir. Bu reaksiyonlar siiperoksit ve hidroksil radikallerinin
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etkisiyle gergeklesmesine ragmen, ayni etki Fenton reaksiyonuyla in vivo sartlarda

hidroksil radikalinin olusumuyla da meydana gelebilir (reaksiyon 6) (Garrison 1987).

H,0, + Fe (1) ——"OH + OH + Fe (III) (6)

Fe (1) + H" yapis1 reaksiyon 3, 4 ve 5’te gosterilen HO," ile yer degistirebilir (Stadtman
2001).

1.2.2.b. Protein ve aminoasitlerde oksidasyona bagh yapisal degisimler

Proteinlerde yapisal degisiklige yol agan baslica mekanizmalar, PC igeriginin artmasina
yol acan metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiol gruplarinin kaybi, ileri protein
oksidasyon tirtinlerinin olusumudur (Halliwell 1997; Netto et al. 2002; Arai et al. 2005).
PC drinleri histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi aminoasitler iizerinden ROS’un
proteinlerle etkilesimiyle veya proteinlerin peptid omurgasinda olusan oksidatif hasarla
meydana gelir (Alderman et al. 2002). Proteinlerin lizin, arjinin, prolin ve treonin
rezidiilerinin yan zincirlerinin metal katalizli oksidasyonu protein karbonil tiirevlerinin

olusumuna yol acar (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Proteinlerde lizin rezidiilerinin non-enzimatik oksidasyonu (Uchida 2003)

Proteinlerdeki lizin rezidiilerinin non-enzimatik oksidasyonu ile primer oksidasyon

tirtinii olan a-amino adipik semialdehid olusur (Sekil 4.8) (Requena et al. 2003; Uchida

2003). Aminoasitlerin oksidasyon iiriinleri Cizelge 1.3’te gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Oksidasyona yatkin olan amino asitler ve oksidasyon tiriinleri (Shacter

2000)

Amino asit | Oksidasyon iiriinleri

Metionin Metionin siilfoksit, metionin siilfon

Tirozin 3,4-Dihidroksifenilalanin, tirozin-tirozin gapraz baglari

Histidin” 2-Oksohistidin, asparagin, aspartik asit

Arginin* Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-amino valerik asit

Lizin* Lizin hidroperoksitleri ve hidroksitleri, a-aminoadipik semialdehit
Prolin* 2-Pirrolidon, 4- ve 5-hidroksiprolin, glutamik semialdehit

Treonin 2-Amino-3-ketobutirik asit
Glutamik asit | Oksalik asit, pirtivik asit

* Protein karbonil olusumuna yol acan amino asitler
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Aminoasitlerin  a-karbon atomlarmin veya —R yan zincirlerinin  oksidatif
modifikasyonuna ve bu modifikasyonun ardindan olusan protein karbonil tiirevlerinin
artmasimna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlart Sekil 1.8’de gosterilmistir

(Alderman et al. 2002; Stadtman and Levine 2003).

(apraz bagh protein
ﬁ{ c $ 0‘_\'2 d I;{
=NH-CHCO - T_T —NH-C-CO— —NH-§CO—
. Q
. 1-L’ | OH Hz =
Fe', OH’
HLO Fe* HO, r Fe'+ H'
fl e
H
L2 O, Feo'
R HO, R HOLO, 4G, R
~NH-G-CO— !. —NH-C-CO— '%% ~NH-C-CO =
OH Fe*  Fe’ +H' G Fed*+oH  Feo' a
Peptid bagmn aynlmas:

Sekil 1.8. Proteinlerde oksidasyona bagli karbonil gruplarinin olusumu (Stadtman and
Levine 2003)

Reaksiyon c’de gosterildigi gibi a-karbon atomlarindan OH-’nin ve a-hidrojen
atomunun ¢ikmasi sonucu karbon merkezli radikal bir aminoasit meydana gelmektedir.
Bu reaksiyonda yer alan hidroksil radikali su molekiiliiniin x ve y 1sinlar1 etkisi ile veya
H202’in metal katalizli yitkimindan agiga ¢ikabilir (reaksiyon a,b). Molekiiler oksijenin
devreye girmesi ile alkil peroksit meydana gelir (reaksiyon d). Devam eden reaksiyonla
birlikte bir hidroksi protein tiirevi olusur (reaksiyon h.j). Fe*? ve Cu* varligi HO;" ile
birlikte reaksiyon basamaklarini etkiler (reaksiyon e,g,i). Ayrica bu metabolik yolda

alkil, alkilperoksil, alkoksil radikal ara {iriinleri olusmaktadir. Bu ara iiriinler ayn1 veya
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farklt protein molekiilindeki R yan zincirleriyle reaksiyona girerek yeni karbon
merkezli radikaller olustururlar. Olusan bu radikaller ile iistteki reaksiyonlarin tekrari
gerceklesir. Oksijen yoklugunda alkil peroksit olusumu engellenir (reaksiyon d).
Reaksiyon ¢’nin {riinii olan karbon merkezli radikal diger bir karbon merkezli radikal
ile reaksiyona girerek capraz bagli proteinlerin olusumuna yol agar (Alderman et al.
2002; Stadtman and Levine 2003).

Protein karbonilleri sadece proteinlerin direkt oksidasyonu ile degil, ayn1 zamanda
indirgeyici sekerler veya poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) oksidasyon iiriinleri ile
proteinlerin fonksiyonel gruplarmin etkilesimi ile de olusabilirler (Stadtman 1992;
Stadtman 1993). Proteinlerdeki karbonil gruplari, lipid peroksidasyonu sirasinda
tiretilmis aldehidlerle (4-hidroksi-2-nonenal, malondialdehid) iliski nedeniyle olusabilir
(Sekil 1.9.B) (Uchida and Stadtman 1993). Proteinlerle indirgenmis sekerlerin
reaksiyonlarinin veya onlarin lizin rezidiilerinin oksidasyon iirlinleri (glikasyon ve
glikoksidasyon reaksiyonlar1) ile reaksiyonlar1 sonucu karbonil tiirevleri (ketoaminler,
ketoaldehidler, deoksiozonlar) olusabilir (Sekil 1.9a). Ayrica proteinlerde x, y 1sinlar1 ve
metal Katalizli oksidasyona bagl reaksiyonlarla karbonil gruplari olusabilmektedir
(Baynes 1996).

Proteinlerde karbonil gruplarinin varligi, protein oksidasyonunun indikatoriidiir. Bu
protein oksidasyonu yaslanma, oksidatif stres ve bir kisim hastaliklara neden olur
(Levine et al. 1994).
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Sekil 1.9. Glikasyon, glikoksidasyon ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)

peroksidasyon iirlinleriyle reaksiyonlart sonucu protein karbonillerinin olusumu

(A. Protein lizil amino gruplariyla (P-NH,) sekerlerin reaksiyonu. B. Protein lizin (P-NH,), histidin (P-
his) veya sistein (PSH) rezidiilerine 4-hidroksi-2-nonenal’in Michael reaksiyonu ile eklenmesi. C. Lipid
peroksidasyon iiriinleriyle, MDA ve protein amino gruplarinin (PNH,) reaksiyonu) (Uchida and Stadtman
1993)

1.2.3. Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA’ya etkisi

DNA serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest
radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicre mutasyonu ve oliimiine yol acar. ROS, DNA ¢ift
sarmalinin ayrilmasina ve niikleik asitlerdeki baz degisimlerine neden olur (Halliwell

and Gutteridge 1984).

DNA c¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplar icerdiginden, ¢esitli katyonlar1 baglama

2+/3+ ve Cu1+/2+

yetenegine sahip biiyiik bir anyon durumundadir. Fe iyonlari ya negatif
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yiikli DNA'ya stirekli bagli bulunurlar ya da oksidatif stres altinda hiicre i¢i demir ve
bakir iceren proteinlerden serbestleserek DNA'ya baglanirlar. Bu baglanma ile DNA’y1
H.O2'nin hedefi haline getirirler. Oksidatif DNA hasarin1 agiklamak i¢in fenton

reaksiyonlar1 ve niikleaz aktivasyon hipotezleri one stiriilmiistiir. Fenton reaksiyonlarina
gore; OH- radikalleri DNA'ya dogrudan saldirarak hasar olusturur. O," ve H,0,
radikalleri ise DNA’da dogrudan hasar yapmaz.  Fakat Siiperoksit giiclii bir

oksitleyicidir ve guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bolgeler igeren molekiiller ile
daha kolay tepkimeye girer (Halliwell and Gutteridge 1984). OH- radikalinin DNA

tizerine etkili olabilmesi i¢cin DNA'nin ¢ok yakininda olusmasi gerekmektedir. Olasi

mekanizma membranlardan kolayca difiize olabilen H,0;’in ¢ekirdekte Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile OH- radikali olusturmasidir (Halliwell and Gutteridge
1984; Giizel 2006).

Serbest radikallerin etkisiyle DNA’da goriilen degisimler; zincir kirilmalari, piirin ve
pirimidin bazlarinda parcalanma, DNA denatiirasyonu gibi olaylardir (Yu 1994).
Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozla reaksiyona girerek baz1 degisikliklere neden
olur. DNA’nin yakininda bir yerlerde hidroksil radikali meydana gelirse piirin ve
pirimidin bazlarm etkileyerek mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil radikali niikleik
asitlerdeki doymus karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarir ya da ¢ift baglara katilma
tepkimeleri gergeklestirir (Sekil 1.10) (Tekkes 2006).
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Sekil 1.10. Hidroksil radikalinin pirimidinlerle reaksiyonu (Dizdaroglu et al. 2002)

Cekirdek DNA’sina gore mitokondriyal DNA (mtDNA)’da oksidatif baz hasarinin fazla
sekillenmesinin olas1 nedenleri, mtDNA’nin en 6nemli hiicre i¢i ROS kaynagi olmasi,
DNA hasar1 onarim sisteminin ¢ekirdek DNA’sina gore yetersiz olmasi ve yasa bagh
olarak mtDNA’da mutasyonlarda artis goriilmesi olarak bildirilmektedir (Atmaca ve
Aksoy 2009). Mitokondri i¢ zar1 oksidatif fosforilasyondan 6tiirti ROS’un biiyiik 6l¢iide
tiretildigi yerdir. Normal metabolizma tiriinleri olan ROS, DNA'da ¢esitli bozulmalara,
ozellikle kopmalara yol agar. Mitokondri DNA'sinda, normal durumdakinden farkli
olarak ortaya ¢ikan oksitlenmis bazlarin, ¢ekirdek DNA’sindakilerden 16 kat daha fazla
oldugu bulunmustur. Bu durum, ROS’un mtDNA'da c¢ok sayida hasar meydana
getirebilecegini gostermektedir. Giinlimiize kadar yapilmis olan arastirmalar fizyolojik
yaglanma, prematiir yaslanma semptomlari; Alzheimer hastaligi, diyabet, kalp
yetersizligi, sagirlik, optik sinir dejenerasyonu, bir¢ok ilerleyici kas hastaligi ve kanser
gibi yaglanma ile sikliklar1 artan hastaliklarin mutasyona ugramig DNA iceren

disfonksiyonel mitokondrilerin varlig1 ile ilgili oldugunu ortaya koymustur (Ogiit ve
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Atay 2012). Aslinda diisiik diizeylerde oksidatif DNA hasar1t minimal hata riski ile etkin
bir sekilde onarilabilmektedir. Ancak, DNA onarim enzimleri ve DNA polimeraz’in
oksidatif stres altinda hasar gérmesi, dogru replikasyon ve transkripsiyon olasiligini
azaltmaktadir. DNA'daki oksidatif hasar yasam ile bagdasmayan yiiksek diizeylere
ulastiginda ise hiicre 6liimii ger¢ceklesmektedir. Bazi patolojik durumlardan kaynaklanan
mitokondrial DNA'daki mutasyonlar RNA molekiillerini de etkilemektedir. Buna bagl
olarak bazi mitokondrial proteinlerin sentezi bozulmakta ve ATP sentezi
baskilanmaktadir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2009). RNA’nin oksidasyonu ve bunun
sonucundaki biyolojik etkileri ise, DNA ile karsilagtirildiginda daha az calisilmigtir.
RNA’nin genis bir sitozolik yayilima sahip olmasi, tek iplikli olmasi, niiklear DNA’daki
gibi koruyucu histonlarla ¢evrili olmayist ve tamir mekanizmasinin DNA’ya gore zayif
olmasi nedeniyle reaktif tiirlerin hedefi olabilir. DNA’daki oksidatif modifikasyonlar
gibi kalitsal ve mutajenik olmamasi1 da tespitini giiglestirmektedir (Bircan 2007).

1.3. Tiyol Gruplarmin Antioksidan EtKisi

Organizma hasarli molekiillerin onarilmasi ve oksidatif stresin etkilerinin hafifletilmesi
igin farkli sistemlere sahiptir. Oncelikli savunma serbest radikallerin ve ROS’un
uzaklastirilmasinda gorevli enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarla olur (EI-Gendy
et al. 2010). Antioksidanlarin etkileri iki sekilde olmaktadir. Bu etkilerinden ilki;
serbest radikal olusumunun engellenmesi seklindedir ve bunu da; baslatict reaktif
tirevlerini uzaklastirarak, katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirarak ya da oksijeni
uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak gergeklestirmektedir. Ikinci etkisi ise;

olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesidir.

Plazmanin baslica antioksidanlar1 arasinda, vitamin E, seruloplazmin, transferin ve tiyol
bilesikleri yer almaktadir. Intraselliiler antioksidanlar olarak da rol oynayan tiyol
bilesikleri igerisinde en 6nemlisi igerdigi sistein nedeniyle indirgenmis glutatyondur
(GSH). Hiicrelerden kan dolasimina salinan GSH’nin biiyiik kismi eritrositlerde
toplandigindan; plazma GSH diizeyleri nispeten diistiktiir. Tiyol bilesiklerinin selektif
olarak HOCI ve kloraminleri yakaladigi bilinmektedir. Bu nedenle plazmada HOCI'yi
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yakalayan en onemli antioksidanin tiyol oldugu sdylenebilir. Plazmada, askorbik asit
gibi diger antioksidanlarla karsilastirildiginda; albiiminin igerdigi serbest tiyol gruplari
nedeniyle, HOCI’ye kars1 yaklagik 10 kat daha biiyiik antioksidan kapasiteye sahip
oldugu gosterilmistir. Serbest tiyol grubu igeren bilesikler, radikallerle direkt veya
indirekt reaksiyona girerek ya da protein iizerindeki serbest tiyol gruplariyla reversibl
baglar olusturarak, proteinlerin oksidatif hasara ugramalarint O6nleyebilmektedirler.
Plazmada total peroksil radikal yakalama siirecinde ilk olarak tiyoller tiiketildiginden,
plazma tiyol dilizeylerinin tayini, proteinlerin serbest oksijen radikali aracili
oksidasyondan ne denli etkilendiklerini gostermesi bakimindan Onem tasimaktadir

(Er¢in 2010).

Tiyol gurubu iceren GSH; glutamat, sistein ve glisinden olusan, intraseliiler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptittir. Biyolojik olarak iki énemli yapiyi (tiyol
grubu ve y-glutamin bagi) yapisinda bulundurur. Yapisindaki sisteinin tiyol grubundan
ve yiiksek konsantrasyonundan dolayr hiicre iginde Onemli bir antioksidan olan
glutatyonun %99°dan fazlasi indirgenmis formda bulunur (Kat:i 2010). Onemli bir
indirgeyici gli¢ olan GSH; hiicre i¢i proteinlerin, sistein, dihidrolipoat ve koenzim A
gibi molekiillerin tiyol gruplariin, a-tokoferol, askorbat gibi antioksidan molekiillerin
korunmasinda ve DNA’nin deoksiriboniikleozid onciillerinin = olugsmast  i¢in
riboniikleotidlerin indirgenmesinde kullanilir. GSH ayrica hiicreleri oksidatif hasara,
radyasyona, toksik bilesiklere karsi korur. Tiyol grubu iceren GSH gibi molekiiller
membran bilesiklerini koruyarak hiicre membranini oksidan hasara karsi korumaktadir.
Ayrica serbest radikallerle direk reaksiyonu ile glutatyon peroksidazlara (GSH-Px) ve
glutatyon S-transferazlara (GST) substrat olmasiyla bir antioksidan olarak
davranmaktadir (Meister 1983; Meister 1988; Meister 1991).

1.4. Gen Ekspresyonu

Genler, hiicrelerin ve dolayisiyla da canlilarin kalitsal karakterlerinin, yasamlar1 i¢in
gerekli olan proteinlerin, enzimlerin, diger makro- ve mikromolekiillerin kodlarini

tasiyan, kromozom iizerinde lokalize olmus, degisik uzunlukta (kodladig1 proteinin
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biiyiikliigiine gore) DNA sekanslaridir. Genler, ayn1 zamanda, canlilardaki biitiin,
genetik, biyokimyasal, fizyolojik, vs. olaylarin denetimini, dogru yonde ilerlemesini de

kontrol ederler (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Genden proteine bilgi akist degisik adimlar1 icermektedir. DNA’da saklanan kalitsal
bilginin, 0zgiin yap1 ve fonksiyonlar1 olan polipeptidlere doniistiiriilmesi gereklidir.
Ancak DNA, bu is i¢in tek basina bir baslangic olusturamaz. Once DNA’daki baz
ciftlerinin  dizileri, RNA’min bilgi aktaran haberci molekiillerine gecirilir
(Transkripsiyon). Bunlar gen iiriinleri i¢in bir baslangi¢ olustururlar. Son basamakta
olusan polipeptidlerin amino asit dizilimleri, mRNA’daki kodon dizilimlerine karsilik

gelirler (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

DNA mRNA Protein

Transkripsiyon Translasyon

1.4.1. Transkripsiyon

DNA’daki niikleotid baz dizisinin, RNA’da karsit gelen diziye cevrilmesidir. Once,
DNA’nin bir iplik¢igindeki niikleotid dizisi, ona karsit komplementer RNA molekiiliine
dontistiirtiliir, DNA heliksi acilir ve 3°-5° yoniindeki DNA iplik¢igi, RNA’ya doniisiim
i¢in bir baglangi¢ olusturur. RNA 5°-3” yoniinde sentezlenir. Translasyon i¢in kullanilan
RNA iplik¢igi, kodlayan DNA iplik¢igi ile ayni oryantasyona sahiptir. Transkripsiyon,
kompleks enzimler araciligi ile gergeklesir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Gen ekspresyonundaki ilk adim, bir DNA iplik¢iginin, komplementer RNA’ya
dontisiimii yani ‘transkripsiyon’dur. Transkripsiyon faktorleri denilen bir ¢ok protein bir
transkripsiyon kompleksi olusturur ve bu kompleks, DNA’ya baglanir. Transkripsiyon,
RNA polimeraz enzimi ile katalizlenir. Okaryotlardaki RNA polimerazlar kompleks
proteinlerdir ve ii¢ farkli enzim ihtiva ederler. Transkripsiyon, DNA’nin spesifik bir

pozisyonundan baglar. Bu pozisyon, bir genin hemen baslangicinda (5’ ucunda)’dir.
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Transkripsiyon baslangi¢ noktast "promoter" olarak isimlendirilir. Promotor kisa bir
DNA niikleotid dizisi olup, RNA polimeraza baglanarak, transkripsiyonun baslamasini
diizenlemektedir. Transkripsiyon baslama noktasinin hemen iizerinde iki belirgin
promotér bolgesi tanimlanabilir. Bu diziler, ¢ok iyi korunmuslardir (consensus
sequences). Prokaryotlarda, alti bazlik (TATAAT) ve (TTGACA) seklinde diziler,
genin baslangicindan sirasiyla 10 ve 35 bazlik mesafelerde yer alirlar ve "box" (kutu)
olarak tanmimlanirlar. Okaryotlarda, bu promoter dizilerde farklilik bulunmaktadir.
Baslangigta, RNA polimeraz, DNA ¢ift sarmalina baglanir. Bu noktada DNA agilmaya
baslar ve RNA sentezi uzama ile devam eder. Polimeraz DNA boyunca hareket ettikce,
RNA olusur. Polimerazin hemen ardindan, DNA tekrar kapanmaya baslar. Sonunda,
RNA polimeraz, DNA’dan uzaklastirilir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Gen bélgesi

Sekil 1.11. Okaryotlarda RNA transkripsiyonu

Ribozomlarin protein sentezi yapmak ic¢in okudugu RNA molekiilii "mesajct RNA"dir.
Prokaryotlarda RNA polimerazin tirettigi RNA ile ribozomlarin okudugu mRNA aym
molekiildiir. Okaryotlarda ise transkript bir takim islemlerden gectikten sonra olgun
MRNA olur. Bu noktada, duragan olmayan Onciil transkriptin olusmasi tamamlanir.
Duragan olmadigindan hemen modifikasyona ugrar. Bu bakimdan Sekil 1.13°de
gosterildigi gibi  islem gormemis MRNA'ya "Onciil mRNA" da denir (Keha ve
Kiifrevioglu 2004).
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Sekil 1.12. Okaryotlarda RNA’nin transkripsiyon sonrasi islenmesi (Anonymous
2015)

Okaryotlarm, ii¢ tane RNA polimerazi vardir, bunlar pol I, pol II, pol II’diir. Bu
enzimler ti¢ farkli gen sinifini transkribe ederler. Diizenleyici diziler, oldukca kisa DNA
dizilerinden olusurlar. Her dizi, transkripsiyon faktorleri olan bir spesifik protein i¢in bir
baglanma noktasi olusturur. RNA polimeraz I, niikleolde bulunur, 5S, 8S, 18S ve
28S’lik ribozomal RNA’larin karsiligr olan genleri kopya eder. Niikleol ayn1 zamanda
ribozomlarin olustugu yerdir. Sitoplazmada sentezlenen ribozomal proteinler buraya
taginarak ribozomlar insa edilir. Ribozomlar daha sonra niikleus membranindaki
gozeneklerden (pores) gecerek sitoplazmaya yani gorev yaptiklari bdlmeye transfer
olurlar. 5S rRNA ve diger biitiin tRNA’larla birlikte baz1 kii¢iik niikleer ve sitoplazmik

RNA’lar niikleoplazmada bulunan RNA polimeraz III tarafindan sentezlenir.
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mRNA’larin 6n bilesikleri olan biiylikk uzun RNA zincirleri ise (hnRNA’lar), yine
niikleoplazmada yer alan RNA polimeraz II tarafindan yapilir. Kiigiik niikkleer RNA
genlerinin 6nemli bir bolimii de yine RNA polimeraz II tarafindan transkripsiyona
ugrar. Bakteriyal RNA polimeraz ise biitin RNA c¢esitlerini sentezler (Keha ve
Kifrevioglu 2004).

1.4.2. Translasyon

mRNA’daki kodonlar1 olusturan niikleotid dizileri, translasyon sirasinda amino asit
sekansina donistiirtiliir. Translasyon baslangi¢ kodonunda (AUG) baglar. Amino asitler
transfer RNA (tRNA) ile siralanarak dizi tanimlanir. Her amino asidin, kendine spesifik
tRNA’st vardir. Bu tRNA’nin antikodon kismi, mRNA’daki kodona antiparalel
komplementerdir (anti-kodon). Yapilan arastirmalar, farkli hiicre tiplerinde 30 ve 50
¢esit tRNA bulundugunu gostermistir. mRNA iizerinde amino asitleri sifreleyen 61 cesit
kodon mevcut olduguna gore, 2 alternatif ortaya g¢ikmaktadir: ya her kodon her
mRNA’da kullanilmaktadir veya bir tRNA birden fazla kodona baglanabilmektedir.
Incelemeler ikinci sikkin dogru oldugunu gostermistir. Mesela, antikodon dizilisi GAA
olan tRNA™™ hem UUU, hem de UUC kodonlarma baglanabilmektedir. Kodon-

antikodon eslesmesinin antiparalel oldugu goz oniine alindiginda,

tRNA 3° AAG S’ 3’AAG S’

mRNA 5 UUU 3’ 5’ UucC 3’

eslesmelerinden, antikodonun 5’ bazinin bazen Watson-Crick tarzindan sapma
gosterdigi goriilmektedir. Yapilan arastirmalar antikodonun 5° bazlarinin mRNA
kodonlarinin 3’ bazlariyla asagidaki gibi esleserek, bir g¢esit tRNA’nin birden fazla
kodona baglanabilmesini saglamaktadir. Bu olaya “wobble” hipotezi, antikodonun 5’

bazina da “wobble” bazi denilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).
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Wobble bazi 3’ kodon bazi
G UveyaC
U G veya A
I U, Cveya A
A yalniz U
C yalniz G

Translasyon (protein sentezi) hiicre ¢ekirdegi disinda, sitoplazmada ribozomlarda
olusur. Ribozomlar, protein ve RNA molekiillerinden (rRNA) meydana gelir.

Translasyon baslangicinda mRNA, ribozom ve tRNA kompleksi olusur.

Ikinci basamak elongation (uzama) evresidir. Bir sonraki kodon tarafindan belirlenen
amino asit, diziye eklenir ve ii¢ fazli bir uzama sikliisii gelisir. Kodon tanimasi, bir
sonraki amino aside peptid baglanmasi ve ribozomun mRNA’nin 3’ yoniine dogru
hareketidir. mRNA’da stop kodonlarindan (UAA, UGA ve UAG) birisine ulasildiginda
translasyon sona erer. Olusan polipeptid zinciri, ribozumu terk eder (Keha ve
Kiifrevioglu 2004).
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RNA niikleotit_§- o
v / Polipeptit zinciri
=
Niikleer membran Trasl
raslasyon

Ribozom

Sekil 1.13. Protein sentezi (http://imgarcade.com/1/protein-synthesis-biology)

Polipeptid zincirlerinin ¢ogunda kovalent modifikasyonlar (degisim) meydana gelir. Bu
degisimler ya polipeptid zinciri ribozom iizerindeyken veya sentez tamamlanip
ribozomdan ayrildiktan sonra olabilir. Degisimler translasyon basladiktan sonra ortaya
ciktigi i¢in, bunlara “post-translasyonel (translasyon sonrasi) modifikasyonlar”
denmistir. Polipeptid zincirinden bazi amino asit dizilerinin uzaklastirilmasi, protein
aktivitesi i¢in gerekli bazi kimyasal gruplarin kovalent bagla eklenmesi gibi degisimler
olabilir. Post-translasyonel modifikasyonlara ait baz1 6rnekler agsagida verilmistir (Keha
ve Kiifrevioglu 2004).

Hiicre disina salgilanmak ilizere sentezlenen proteinlerin ¢cogu Once biiyiik, Onciil
molekiiller halindedir. Bu 6nciil molekiiller hiicre icinde inaktiftirler. Ozellesmis bazi
endoproteaz enzimleri ile protein zincirlerinden bazi kisimlar uzaklastirilir. Boylece
aktif protein molekiilii olugur ve hiicre digina salinir. Zimojenler salgilanan enzimlerin

inaktif halidir. Zimojenler etki edecekleri yere gelince kirilarak aktiflesirler. Ornegin;
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pankreatik bir zimojen olan tripsinojen ince bagirsaklarda aktif tripsin haline doniisiir.
Enzimlerin zimojen halinde sentezlenmesi, hiicrenin kendi {iriinleri tarafindan
hazmedilmesini 6nler. Enzimler ve yapisal proteinlere ¢esitli kimyasal gruplar, kovalent
olarak baglanabilir. Boylece bu maddeler aktiflesebilir veya inaktiflesebilirler. Boyle

modifikasyonlara ait bazi 6rnekler asagida verilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Protein yapisinda bulunan serin, treonin amino asitlerinin hidroksil gruplarinda daha az
olarak da tirozinde fosforilasyon goriiliir. Bu fosforilasyon reaksiyonlarini bir grup
protein kinaz enzimleri katalizler. Defosforilasyonu ise yine hiicre i¢inde bulunan
protein fosfatazlar gergeklestirir. Fosforilasyon sonrasi proteinin fonksiyonel aktivitesi

artabilir veya azalabilir.

Hiicre zarinin yapisina katilacak veya hiicre digina salgilanacak proteinlerin ¢ogunda
karbohidrat zincirleri vardir. Karbohidratlar serin veya treonin amino asitlerinin
hidroksil gruplarina (O-bagli) veya asparagin’in amino grubuna (N-bagli) baglanmistir.
Endoplazmik retikulum ve Golgi cihazinda sekerler sirasiyla takilirlar. Bu olaya

glikozilasyon denir.

Diger kovalent modifikasyonlar arasinda bir proteinin fonksiyonel aktivitesi i¢in gerekli
olan modifikasyonlar sayilabilir. Ornegin; bir vitamin olan biyotin, karboksilaz
enzimlerine kovalent olarak baglanir. Ancak bundan sonra bu enzimler katalitik aktif

olurlar (Champe and Harvey 1997).

1.4.3. Gen ekspresyonunun denetimi ve diizenlenmesi

Okaryot ve prokaryotlardaki genetik bilgilerin proteine déniistiiriilmesinin, yani, genetik
ifadenin (genetic expression) denetimi ve diizenlenmesinde, en onemli basamak
transkripsiyonun baglangic sathasidir. Hiicrelerin her proteine, her anda ayni oranda
ihtiyact bulunmaz. Beslenme ortaminin, iginde bulundugu sartlarin, digsaridan alinan
sinyallerin ve 0Ozellikle cok hiicrelilerdeki her bir hiicrenin fonksiyon ve yapi

farkliliginin sonucu olarak, bazi metabolik yollarin hizlanmasi ve bazilarinin da
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yavaslamasi icap eder. Dolayisiyla buralarda gorev alan proteinlerin ve enzimlerin

sentezlerinin baskilanmasi veya aktif hale getirilmesi gerekir (Kiifrevioglu 2003).

Prokaryotlarda "operon" modeliyle bazi Ornekleri agiklanan transkripsiyonun bu
diizenlenme mekanizmasi, ¢ok hiicreli Okaryotlarda ¢ok daha karmasik ve bir ¢ok
faktoriin rol aldig1 bir olaydir. Aslinda bir gen yapisinda, transkripsiyonu diizenleyen
"transkripsiyon” elementlerinide (TE) bulundurur. Promoterler, RNA polimerazlar
baglayan ve transkripsiyonun baslangic noktasini  belirleyen baglaticilardir.
Transkripsiyon elementleri ise, transkripsiyon faktorleri (TF) adi verilen gesitli
proteinleri baglayarak transkripsiyon hizini diizenleyen DNA {izerindeki diziliglerdir.
TE okaryotik protein genlerinde +1 noktasindan 6nce, mRNA kodlayan dizilislerinden
sonra ve hatta bu dizilislerin igindeki intronlar da bile yer alabilir. Bazen TE, promoter
bolgeden binlerce baz 6tede bulunabilir ve daha baska genlerin kontroliinde de rol
oynayabilir. TE bazi hormon ve sinyallere cevabin (HRE-hormone response element),
transkripsiyonun hizlandirilmasinin  (enhancers) ve yavaslatilip, baskilanmasinin
(silencers, repressors) diizenlendigi DNA bolgeleri olarak smiflandirilabilir. Bu
bolgelere, hormon-reseptdr komplekslerinin de aralarinda bulundugu, birbirinden farkls
yapida olan ve farkli sekillerde aktiflestirilen yiizlerce ¢esit transkripsiyon
faktorlerinden bir veya birkagi baglanarak, okaryotik gen ekspresyonunu diizenlerler
(Kiifrevioglu 2003).

Okaryotlardaki gen ekspresyon regiilasyonu, potansiyel olarak pek ok seviyede
olabilir; (1) transkripsiyonel kontrol (2) transkripsiyon sonrasi kontrol (Onciil-
mRNA’nmn iglenmesi gibi), (3) sitoplazmaya aktarim, (4) mRNA kararliligi, (5)
translasyonel kontrol (hangi mRNA’nin translasyona ugrayacaginin se¢imi), (6) protein

tirtinlerinin translasyon sonrasi degisiklikleridir (Klug 2000).

Prokaryotlardaki genetik ifadenin diizenlenmesi mekanizmasinin operon modeliyle
aciklandigi yukarida ifade edilmisti. Operonlar bakterilerde ¢ok sayida genlerin
kiimelendigi ve bu genlerin regiilasyonunu da saglayan diziligleri tasiyan DNA

bolgeleridir. Bakterilerde agikliga kavusturulan ilk operon E.coli'deki laktoz operonudur
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(lac operon). E.coli, karbon kaynagi olarak laktozu kullanabilir. Bu seker
metabolizmasinda rol alan en 6nemli enzim, laktozu galaktoz ve glukoza hidrolizleyen
B-galaktozidaz’dir. Laktozlu bir ortamda yasayan bir E.coli hiicresi bu enzimden
binlerce molekiil ihtiva eder. Karbon kaynagi olarak gliserol veya glukoz gibi baska
bilesikleri kullanan bakterilerde B-galaktozidaz molekiillerinin sayisi ¢ok daha azdir.
Yani B-galaktozidaz indiiklenebilir bir enzimdir. Bu enzim ile birlikte, ayn1 gen
tarafindan galaktosit permeaz ve tiyogalaktosit transasetilaz enzimleri de sentezlenir.
Permeaz, laktozun bakteri hiicresi membranindan geg¢isini saglayan bir transport proteini
iken, transasetilazin hiicrede laktozun sindirilmesi ile ortaya ¢ikan toksik yan iirtinlerin
uzaklastirilmasindan sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (Klug 2000; Kiifrevioglu

2003).

E.coli’de bu enzimlerin fizyolojik indiikleyicisi olarak laktozun transglikasyonu ile
olusan allolaktoz gorev yapmaktadir (Sekil 1.15). Bu bilesigin olusumu indiiksiyon
oncesi hiicrede mevcut olan az miktarda B-galaktozidaz molekiilleri tarafindan
katalizlenmektedir. Yapilan ¢alismalar izopropiltiyogalaktosid (IPTG) gibi metabolize

olmayan bazi bilesiklerin de indiikleyici oldugunu géstermistir (Kiifrevioglu 2003).

CH,OH
HO o 0 CH, CH20H CH,
OH M H O_OH  HO S\ $—¢-H
H H EH H EH H CHj
H OH HO H H H
H OH H OH
IPTG

1.6-Alloaktoz

Sekil 1.14. 1,6-Allolaktoz ve IPTG’nin a¢ik formiilleri

S6z konusu olan laktoz operonunun genetik elemanlarini bir regiilator (diizenleyici)
gen, bir operatdr gen ve bir seri yapisal genler olusturmaktadir. Regiilatér gen, operator

genle etkilesebilen ve protein yapisinda molekiil olan bir represér meydana getirir.
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Operator gen kontrol ettigi yapisal genlerin bitisiginde bulunur. Operatér gen ve
beraberindeki yapisal genlere bir arada operon adi verilir. Laktoz operonunda “i geni”
regiilator geni, “o geni”, operatdr geni “z, y ve a” genleri de yapisal genleri temsil
etmektedir. Ayrica RNA polimerazin baglanmasi i¢in “p” ile gosterilen bir promoter
bolgesi vardir.  E.coli ortaminda laktoz yoksa “i geni”nden mRNA sentezlenir bundan
da represor protein olusur. Represor proteinin “o0” operatér gene baglanmasi RNA
polimerazin aktivitesini engeller ve boylece z, y, a yapisal genlerin transkripsiyonu
engellenir (Sekil 1.16). Laktozlu ortamda E.coli’nin laktozu igeri tasimasi ve sindirmesi
gerektiginden hiicre igerisinde allolaktoz sentezlenir, allolaktoz represor proteine
baglanarak onu ortamdan uzaklastirir, uzaklasan represor “o geni’ne baglanamayinca
yapisal genler transkripsiyona ugrar daha sonra proteinler sentezlenir (Sekil 1.17). Bu
durumda laktozun, bu enzimler ile hiicreye tasinmasi, pargalanmasi ve sindirimi
gerceklesmis olur (Lodish et al. 2001; Klug 2002; Keha ve Kiifrevioglu 2004;
Lehninger 2005).

represir protein

Sekil 1.15. Laktoz operonunda baskilama mekanizmasi (Keha ve Kiifrevioglu 2004)



38

lac
— 1 1___"-_-_-_'-_"-— o ]
DNA (T el F 1.0 > e e sy DA,

Z Y A
i MRNA =™ =y e L= — mRNA
5 5 Az 3
@ B-Galaktozidaz  Permeaz Transasetilaz
represir protein
M —|
Allolaktoz |

@

indiikleyvici (uyaricy)
molel:iil

Sekil 1.16. Laktoz operonunda indiikleme mekanizmasi (Keha ve Kiifrevioglu 2004)
P : promoter bdlge (RNA polimerazin baglandig1 bolge).

O : operatdr bolge

lacZ : B-galaktozidaz geni

lacY : permeaz geni

lacA : transasetilaz geni

E.coli’de triptofan biyosentezinde yer alan enzimlerin genleri farkli bir operon
olusturur. Enzimlerin ortamda bulunusunu bu operon kontrol eder. Uyarilabilen lac
operonun aksine trp operonu baskilanabilen bir sistemdir (Sekil 1.18). Ortamda
triptofan varsa, olusan aktif baskilayici, yapisal genlerin ekspresyonunu kapatir (Klug

2002).
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Sekil 1.17. E.coli’de triptofan operonu (Keha ve Kiifrevioglu 2004)
R : represdr proteini kodlayan gen

P : promoter bdlge

O : operatdr bolge

L : lider dizi

A : attenuator

E, D, C, B ve A : yapisal genler

Triptofanin sentezini saglayan baslica bes yapisal gene karsilik gelen protein tek basina
sentezlenir. Triptofan operonu lac operon modelinden farklilik gosterir. Lac operonunda
“I” genine karsilik gelen represdr protein olustuktan sonra “O” genine baglanarak
yapisal genlerin transkripsiyonunu 6nlemekteydi. Triptofan operonunda ise “R” genine
karsilik represor bir protein olusur. Ortamda triptofan yoksa bu “O” genine baglanamaz
baglanamayinca yapisal genlerin transkripsiyonu gergeklesir (Sekil 1.19). Triptofanin
varliginda ise direkt olarak triptofanin represor proteine baglanmasiyla konformasyonu
degiserek “O” genine baglanir ve bunun sonucu olarak yapisal genlerin transkripsiyonu
engellenir (Sekil 1.20).
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Sekil 1.18. Triptofan operonunda yapisal genlerin indiiklenmesinin gosterimi (Keha ve
Kiifrevioglu 2004)
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Sekil 1.19. Triptofan operonunda yapisal genlerin baskilanmasinin gosterimi (Keha ve
Kiifrevioglu 2004)
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Triptofan operonunda diizenleyici bdlgede lider dizisi (L) adi verilen bir bdlgenin
oldugu ve lider dizi igerisinde Attenuatér (A) adi verilen bir bolgenin oldugu
belirlenmistir. Attenliasyon gilic kaybi1 anlamina gelmektedir. Yiiksek triptofan
konsantrasyonunda attenuasyon gergeklesir. Prokaryotlarda transkripsiyon ve
translasyon es zamanli olarak gergeklesir. Buna gore, yiiksek triptofan
konsantrasyonunda lider dizinin {izerinde transkripsiyonun devam ettigi ancak 140
niikleotid sentezlendikten sonra mRNA sentezinin sonlandig1 goriilmiistiir, bu sirada es
zamanda translasyon gerceklesmekte translasyon sirasinda triptofana karsilik gelen
UGG kodonlarinin bulundugu bélgeden gegilerek protein sentezi UGA stop kodonunda
durmaktadir. Bu olay lider dizi iizerinde olur bu olay sonunda lider diziye karsilik gelen
mRNA sa¢ tokas: seklini alan bir yap1 kazanarak transkripsiyonun devami engellenir.
Diisiik triptofan konsantrasyonunda ise yine lider dizi {izerinde transkripsiyon devam
ederken es zamanli olarak translasyon da devam etmektedir (Keha ve Kiifrevioglu

2004).

Triptofana karsilik gelen UGG kodonlarma gelindiginde bunlara karsilik amino asit
tastyan tRNA olmadigindan ribozom duraklar ve protein sentezi hemen gerceklesmez.
Bunun sonucu olarak mRNA {izerinde sag tokas1 yapist olusmaz attenuasyon asilir, lider
diziden sonraki bes yapisal gen birbiri ardina transkripsiyona ugrar (Lodish et al. 2001;
Klug 2002; Keha ve Kiifrevioglu 2004; Lehninger 2005).

1.4.4. Gen ekpresyon analiz yontemleri

Gilinliimiizde protein yapisindaki modifikasyonlar ve protein-protein etkilesimlerinin
incelenmesi amaciyla protein c¢alismalar1 kullanilirken, hiicre ve dokularda fizyolojik
veya patolojik bir etkinin cevabinin incelenebilmesi amaciyla mRNA ekspresyon
caligmalarina bagvurulmaktadir. Bilinen kantitatif protein ekspresyon analizlerinin
basinda “western blot” teknigi gelmektedir. Western blot, dokudan izole edilen
proteinlerin antijen-antikor tanima ozgiilligii teknigine dayali olarak tanimlanmasi
prensibi ile caligsmaktadir. Organ, doku ve hiicrelerin mRNA diizeyinde incelenebilmesi,

0zgiil olarak gen diizeyinde kantitatif analiz firsati vermektedir. mRNA ekspresyon
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analizleri “Northern blot, RT-PCR ve mikroarray” teknigi ile gergeklestirilebilmektedir.
Northern blot teknigi, mRNA’larin bir membrana transferi sonrasi, radyoaktif isaretli
problar ile hibridizasyonu esasina dayanmaktadir. RT-PCR (Revers transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu) tekniginde mRNA tiizerinden revers transkriptaz enzimi ile
cDNA sentezlenir ve gene 0zgilil primerler ile PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)
gerceklestirilir. Bu teknik ile gen ekspresyonu semikantitatif veya kantitatif olarak

analiz edilebilir.

Semi-kantitatif RT-PCR teknigi ile farkli fizyolojik veya patolojik durumlarda, hiicre
veya doku seviyesinde bir genin ekspresyonunun olup olmadigi belirlenebilir, ayrica
izlenen ekspresyon degisikliginin bir diger 6rnek veya o6rnek grubu ile karsilastirmasi
yapilabilir. Incelenen gen veya hedef dizinin kopya sayisinin bilinmesinin gerektigi
hallerde kantitatif RT-PCR yontemi kullanilmaktadir. Kantitatif RT-PCR analizleri,
ozellikle Real Time PCR cihazlar kullanilarak gen ekspresyon miktarinin sayisal olarak

belirlenebildigi ¢alismalardir (Yiizbasioglu 2008).

1.4.4.a. Real-Time PCR

1988 yilinda “thermus aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1s1ya dayanikli polimerazin
(taq polimeraz) kullanimi ile birlikte DNA zincirinin 6nceden belirlenen bir bolgesini
cogaltmak i¢in kullanilan PCR, molekiiler genetik alaninda devrim niteligi tagiyan bir
yontemdir. Son yillarda PCR’da sicaklik dongiilerini saglamak i¢in kullanilan cihazlarin
(thermocycler) hassas Olglim aletleriyle birlestirilmesi, Real-time PCR olarak
adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur (Higuchi et al. 1993). Real
Time PCR teknolojisi ilk defa Higuchi ve arkadaslari tarafindan 1992 ve 1993 yillarinda
gelistirilmistir (Higuchi et al. 1992; Higuchi et al. 1993).

Real Time PCR, DNA amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans
sinyalin Ol¢iilmesi ile kantitatif sonu¢ verebilen bir PCR yontemidir. Yontem i¢in 6zel
deteksiyon sistemine sahip bir PCR cihazi gerekmektedir. Gen anlatiminin analizini

degistiren bu metod ile geleneksel PCR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. Ekstra
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goriintiilemeye gerek duyulmamasi, nitelik ve nicelik yoniinden kisa siirede ¢ok sayida
Oornegi analiz edebilmesi, sonuglarin kantitatif olarak verilmesi, dizilemeye gerek
kalmadan tek niikleotid farkliliklarinin saptanabilmesi ve tiipte uygulandigi igin
kontaminasyon riskini en aza indirmesi yontemin avantajlar1 arasindadir. Bu yoniiyle
bilim ve tip alanindaki ¢alismalarda niikleik asit miktar1 belirleme analizleri i¢erisinde
en etkili teknigin Real-time PCR oldugu ortaya konmustur. Ayrica iriin analizinin
agaroz jel elektroforezi ve DNA veya RNA bantlarinin mor otesi 1s1k altinda
gorlintiilenmesi gibi basamaklar1 ortadan kaldirmaktadir. Klasik PCR ile ise ¢ok
karmagik bir 6rnekten herhangi bir niikleik asit dizisini analiz etmek icin ¢ok sayida
dongiisel islemle istenilen miktarda ¢ogaltmak miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina
matematiksel olarak {iriin miktar1 hakkinda bilgi saglamamakla birlikte sonrasinda da
tirlin miktarin1 net olarak belirlemek olduk¢a giictiir (Rasmussen et al. 2001). Bu
ozellikleri géz oniine alindiginda, Real-time PCR; gen ifadelenmesinin 6l¢iimii, kanser
genetigi, kromozomlardaki sayisal ve yapisal bozukluklarin (mutasyon) analizi,
enfeksiyon hastaliklarinin tanis1 ve tedavi takibi, DNA hasarinin belirlenmesi
(mikrosatellit instabilitesi), epigenetik arastirmalar1 (metilasyon belirlenmesi), kemik
iligi transplantasyonu sonrasi minimal rezidiiel hastalik (MRD) ve kimerizmin
izlenmesi, anne kanindan izole edilen tek hiicreden prenatal tan1 ve
hemoglobinopatilerin prenatal tanis1 gibi giderek artan kullanim alanlar ile
mikrobiyoloji ve molekiiler genetik laboratuvarlarinda yaygin olarak tercih edilmektedir

(Foy and Parkes 2001; Dietmaier and Hofstadter 2001).

Real Time PCR uygulamalarinda normalizasyon amaci ile ¢esitli kosullarda
ekspresyonu degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans (Housekeeping) gene
ihtiya¢ vardir (Bustin 2002). Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da aym bireyden
farkli donemlerde alinan orneklerle yapilan ¢alismalarda, ilgilenilen genin ekspresyon
diizeyinin incelenebilmesi i¢in dokularda ekspresyonu degismedigi varsayilan bir baska
gen iiriiniiniin MRNA’s1 ile normalizasyon yapilmasi gereklidir. Ilgilenilen genin
ekspresyon diizeyi, referans gen olarak kullanilan housekeeping genin ekspresyon
diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla amaglanan izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen

cDNA miktarinin getirdigi Ornekler arasi baslangic farkliliklarini, deneysel hatalari
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normalize etmektir. Bu nedenle farkli doku ve hiicre tiplerinde, hedef genlerin
ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda, dnce
referans olarak kullanilacak housekeeping genin dogru sec¢ilmesi gereklidir.
Calismalarda kullanilacak housekeeping genin ekspresyon diizeyi, ne kadar az
degiskenlik gostererek sabit kalirsa, hedef genin ekspresyon diizeyinin belirlenmesi i¢in
o kadar giivenilir bir referans olacaktir. Bu amagla en yaygin kullanilan genlerden birisi

de gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) genidir (Jung et al. 2007).

1.5. Asetilkolinesteraz Enzimi (EC 3.1.1.7)

AChE membrana bagli bir enzimdir. Beyinin gri cevherinde, sinir hiicrelerinde, kasta,
akciger, dalak, plazma ve eritrositlerde bulunur (Milatovic and Schetinger 2000). Ayni
zamanda sarkoplazmik retikulum, lokosit, trombosit, kemik iligi ve plasentada
mevcuttur  (Wilson and Nachmansohn 1954). AChE kolinerjik sinapsiste
norotransmitter asetilkolini hidroliz ederek birka¢ fiziksel olayin diizenlenmesinde
onemli rol oynar. Hidroliz edilen bu asetilkolin biiylik biyolojik 6neme sahip bir
esterdir. Beyindeki norotransmitter ACh’in  sinapstaki varligt AChE enziminin
etkinligine baglidir. Uretilen ACh presinaptik ndronlardaki vezikiillerde depolanir ve bu
vezikiiller, nérona sinir uyarisi geldiginde igerigini sinaptik araliga doker (Tucek 1978;
Guyton and Hall 2000). Sinaptik araliga salinan ACh molekiillerinin ¢ogu postsinaptik
reseptorlere baglanir. Reseptorlere baglanmayan ACh molekiilleri AChE tarafindan
hidroliz edilir. Postsinaptik nérona baglanan ACh molekiilleri, sinir uyarisinin diger
norona iletilmesinin ardindan reseptorden ayrilir ve AChE tarafindan hidroliz edilir
Ag18a cikan kolin yeniden kullanilmak {izere presinaptik norona gonderilir (Sekil 1.21)

(Temel 2008).



45

Presinaptik akson

Sinir hUCresiW & 3
~— s .

Aksiyon poiansiyeli
Narotransmitter vezikdld

ACh reseptori

ChE

Iyon kanal

CH3
C"43\r|*_,CF3 CHs CH

3
b @n C o CHa_ | .CHz
§ 90 ey
CYOAChE CH3
CH3 .
Asetilkolin Asetat Kalin

OH

Sekil 1.20. Asetilkolin metabolizmasi

Alzheimer hastaliginin baslamasi ile birlikte gerceklesen noron ve akson kaybi daha
diisiik diizeylerde asetilkolin salinimina neden olur. Sonug olarak, konsantrasyondaki
norotransmiter diizeylerinde sinir iletilerinin devamliliginin saglanmasi ve bilgilerin
aktartrmi daha gii¢ bir hal alacaktir. Bu durumu diizeltmek i¢in uygulanacak
yontemlerden biri giiniimiizde zor olan asetilkolinin benzeri maddelerin verilmesidir.
Asetilkolin diizeylerini arttirmak igin uygulanacak bir diger yontem ise asetilkolini
yikan AChE enziminin baskilanmasidir. Caligmalar AChE inhibisyonuna bagh
asetilkolin diizey artislarinin, Alzheimer hastaliginin erken evrelerindeki kognitif
defisiti 1yilestirebilecegini gostermistir. Kolinerjik eksikligin klinik tablo ile olan yakin
iligkisi nedeniyle asetilkolinin sinaptik aralikta daha uzun kalmasii saglama amaci,
giintimiizde hastalifin semptomatik tedavisinde en sik uygulanan stratejidir. Bu amaca
yonelik olarak c¢ogunlukla kolinesteraz enzim inhibitorleri kullanilmaktadir (Sahin
2002; Thacker 2003). Kolinerjik belirleyici olan bu AChE ayni zamanda kan damarlar
icinde esnekligi saglayan asetilkolini hidroliz ettigi icin koroner arter hastaligi izerinde
de bir etkiye sahiptir (Collins et al. 1995). Yapilan bazi ¢alismalara gore kolinerjik
sistemlerin anjiyogenezin (yeni damarlarin olugmasi) diizenlenmesinde bir role sahip
oldugu vurgulanmistir. Kolinerjik sistemde diizenleyici bir etki gosteren ve Alzheimer

hastalar1 i¢in kullanilan bazi AChE inhibitorlerinin, kardiyovaskiiler hastalarda



46

anjiyogenezin (yeni damarlarin olusmasi) artmasinda rolii oldugu vurgulanmistir

(Yoshihiko et al. 2010).

Alzheimer ve koroner arter gibi hastaliklarin asetilkolin eksikligi ile derin bir baglantisi
oldugu igin AChE enzimini inhibe eden bazi ilaglar bu hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. AChE enzimini inhibe eden bu ilaglara kolinesteraz inhibitérleri veya
antikolinesterazlar denilmektedir. Kolinesteraz inhibitérleri AChE’in yikimini inhibe
ederek anjiyogenezisantral ve periferal kolinerjik fonksiyonu gii¢lendirmektedir. Bu
inhibitorler, enzimi tersinir veya tersinir olmayan sekilde inhibe ederek asetilkolin
hidrolizini engeller ve reseptorler lizerinden artmis bir etkinin ortaya ¢ikmasina neden

olurlar (Ercan 2002).

AChE ayrica, amiloid B-protein (AB) plaklarin birikimini hizlandirict rol oynamaktadir.
AChE, AP ile etkileserek enzimin periferik anyonik bdlgesinin (PAS) yakininda
bulunan bir amino asit havuzu yoluyla amiloid fibril olusumunu arttirir. AChE
inhibitorii molekiiller, AChE’nin ya sadece periferik anyonik bdlgesi ile ya da hem
periferik anyonik bolgesi hem de katalitik bolgesi (CAS) ile etkilesip AP birikimini de
engelleyebilmektedirler (Inestrosa et al. 1996; Ferrari et al. 2001; Anand et al. 2012). 3
amiloid ve serbest radikal liretimi arasinda cift yonlii bir iliski vardir. Oksidatif siire¢
yanlizca B-amiloidin agrage B-amiloide doniismesi sirasinda gergeklesmez ayni
zamanda B-amiloidin kendiside serbest radikal iiretir. B-amiloid vaskiiler endotel
hiicrelerle etkilesir siiperoksit radikalleri ve lipid peroksidasyonuna neden olan okside
edici ajanlar iretir. Bu veri B-amiloidin serbest radikallerin iiretilmesinde ve

norodejeneratif hastaliklarda rol oynadigini géstermektedir (Christen 2000).

1.5.1. Asetilkolinesterazin genetik 6zellikleri ve aktif merkezi

Omurgali canlilarda AChE ve biitirilkolinesterazi (BKE) kodlayan iki farkli kolinesteraz
geni bulunmaktadir. Kolinesterazlar birden fazla transkripsiyon baslatma bdlgesi igceren,
alternatif gen dizilimlerine izin verebilen Ozellikte bir gen bdlgesi tarafindan

kodlanmaktadir. Sentezlenen kolinesterazlarin katalitik bdlgeleri ve amino asit sayilar
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ayni olmakla birlikte, farkli karboksil u¢ peptit dizilimlerine sahiptirler (Massoulie 2002;
Massoulie et al. 2008). intron elemanlar1 arasindaki baglama noktalarmin cesitliliginden
kaynakli farklt gen bdlgelerinin birlestirilmesi sonucu kolinesterazlarda c¢esitli

ozelliklerde molekiiler formlar olusmaktadir (Massoulie 2002; Massoulie et al. 2008).

AChE geni, insanda 7. kromozomun uzun kolunun 22. bélgesinde yer alan, alti ekson
iceren ve 7 kilobaz uzunlugunda bir gendir. AChE’nin kolinerjik sinir iletiminin
diizenlenmesi ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. AChE gen lokusunda olusan ve
protein ekspresyonunu etkileyen mutasyonlar ¢esitli patolojik kosullara sebep
olmaktadir (Gibney et al. 1990; Getman et al. 1992).

Human
H (W] | 1 2 I | 3

GRE hEle hE1c hEla

Diizenleyici intron elemanlan
(Pekgok farkli baglama noktasi)

Sekil 1.21. AChE geni semasi

AChE sinir iletiminin durdurulmasinda yasamsal bir 6neme sahip oldugundan AChE
geni canlilarda korunmustur. Bunun bir sonucu olarak AChE’nin genetik olarak
cesitlilik gostermedigi one siiriilmistiir (Getman et al. 1992). Ancak daha sonra yapilan
caligmalarda AChE 6nciil mRNA’sinda alternatif kirpilma islemi sonrasi farkli protein
irtinlerinin olustugu saptanmustir (Pisanti et al. 2014). AChE mRNA varyantlari,
geninin 5 'ucunda pekgok farkli baglama noktasi kullanimindan hem de ekzon 4, 5 ve 6
alternatif birlestirmeden kaynaklanan birden ¢ok izoforma sahiptir (Meshorer and Soreq
2006). Bu farkli AChE varyantlarinin karboksi u¢ kismindaki dizileri farklilik
gostermektedir. Buna gore sinaptik AChE (AChE -S), eritrosit AChE’si (AChE -E) ve
timiiyle transkribe edilen AChE varyanti (read-through) (AChE-R) olarak
smiflandirilmaktadirlar. Sinaptik AChE varyanti, karboksi u¢ kisminda sistein rezidiisi
icermektedir, bu sisteinler distilfit kopriisii olusturarak dimerizasyon gerceklesmesini
kolaylagtirmaktadir. Eritrosit AChE’sinin karboksil u¢ kisminda bulunan glisin

transamidasyona ugrayarak etanolamin-glikan-fosfatidilinositol (GPI) ile birlesir ve
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olgun eritrosit yiizey AChE’sinin {i¢ boyutlu yapisi tamamlanmis olur. AChE, eritrosit
membranlarinda, sinir dokusu ve iskelet kaslarinda bulunur. Eritrosit AChE aktivitesi,
sinir sistemi AChE fonksiyonu ile paralel seviyededir. AChE -R varyanti ise monomer
bir yapidir (Soreq and Seidman 2001; Perry et al. 2002).

Kolinesterazlarin karboksil ug¢ kismindaki amino asitler g¢esitlilik gostermekle birlikte
korunmus durumdadir ve bu amino asitler katalitik ti¢lii ad1 verilen enzimin aktif
merkezini olusturmaktadir (Chatonnet and Lockridge 1989). Her AChE molekiiliiniin
alt birimi basina bir adet aktif merkezi bulunmaktadir. Perifer anyonik bolge ve
merkezdeki esteratik bolge aktif merkezin ana bilesenleridir (Nair and Hunter 2004;
Bulut vd 2013). Anyonik bolgede glutamat rezidiisii, esteratik bolgede serin amino
asidine ait -OH grubu ve imidazol halkas1 mevcuttur. Esteratik bolgeye ek olarak aktif
merkezde acil bolgesi ve kolin baglama alt bolgesi bulunmaktadir. Bu bolgede kolin
baglayicit alt birim katyonik ligandlara daha kolay baglanabilmektedir. Anyonik
bolgelere baglanmayr saglayan kisim ise periferal anyonik bdlge olarak
adlandirilmaktadir (Augustinsson et al. 1974; Rosenberry and Scoggin 1984; Nair and
Hunter 2004).
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Sekil 1.22. Enzimin anyonik ve esteratik bolgesini gosteren AChE’nin aktif bolgesinin
genel gosterimi
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AChE’nin aktif merkezinde yer alan anyonik bolge asetilkoline baglandiginda
asetilkolinin yapisinda bulunan ester bagi enzimin esteratik bolgesine yakinlasir ve
hidroliz sirasinda asetil grubunun esteratik bolgedeki serin rezidiisiine baglanmasi
mimkiin olmaktadir (Nair and Hunter 2004). Bu bolge hem Kkatalitik etkinligin
diizenlenmesine (substrat inhibisyonu) hem de AChE’in pek ¢ok inhibitor ile
etkilesimine aracilik eder. AChE’in  amiloid yumak olusumuna yol agan katalitik
olmayan roliiniin ger¢eklesmesinde periferal anyonik bolge onemlidir (Grisaru et al.

1999; Talesa 2001).

1.6. Cahismada Kullanilan Fenolik Bilesikler

Benzen halkasi iceren organik maddeler genel olarak “fenolik bilesikler” olarak
bilinmektedirler. ‘Fenol’ adiyla bilinen hidroksibenzen, bir bagka deyisle bir adet
hidroksil grubu tastyan benzen, fenolik bilesiklerin en basit seklidir. Diger tiim fenolik
bilesikler hidroksibenzenden tiiremislerdir (Hulme 1971; Cemeroglu ve Acar 1986).

Yaygin olarak kullanilan ismi polifenoller olan fenolik bilesikler bitkilerde fazla
miktarda bulunan, meyve ve ciceklere renklerini veren, bitkileri gesitli ¢evresel stres
faktorlerine karsi koruyan, benzen halkasina hidroksil grubu bagli olan kimyasal
bilesiklerdir (Kahkonen et al. 1999; Ergiin et al. 2002; Cemeroglu et al. 2004). Bu
bilesikler, lipitlerin ve diger biyomolekiillerin (protein, karbohidrat, niikleik asitler)
serbest radikaller tarafindan okside olmalarin1 engellemek i¢in aromatik halkalarindaki
hidroksil gruplarinda bulunan hidrojeni verebilmektedirler (Burda and Oleszek 2001).
Fenolik asitler ve onlarin tiirevlerinin bu antioksidan kapasiteleri aromatik halkaya baglh
hidroksil gruplarinin konumuna ve sayisina baghdir (Giilgin 2012). Fenolik bilesikler
dogal antioksidan maddelerdir ve bu bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri
temizleme (Rice-Evans et al. 1995), metal iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama)
ve singlet oksijen olusumunu engelleme ile azaltma (Rice-Evans et al. 1995) gibi
ozelliklerinden ve genellikle fenol radikalinin rezonans kararliligindan dolay1r meydana

gelmektedir (Fessenden and Fessenden 1990).
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Fenolik maddelerin biyoyararligi onlarin molekiil biiyiikliigil, ¢oziiniirliik vb. 6zellikleri
tarafindan belirlenen absorblanma ve metabolize olma yeteneklerine baglidir. Yapisal
olarak fenolik bilesikler bir aromatik halkaya bagli hidroksil gruplar ile karakterize
edilir ve basit fenolik maddelerden daha karmasik yapili polimerize bilesiklere kadar
genis bir yelpaze i¢inde yer alirlar. Fenolik asitler mono ve polisakkaritler ile konjuge
olmus, bir ya da daha fazla fenolik gruba bagli veya ester ve metil esterlerin fonksiyonel

tirevleri halinde bulunabilirler (Balasundram et al. 2006).

Fenolik asitler, bitkilerin kokusundan, tatlarindan, renklerinden sorumludurlar ve sadece
kiigiik bir grubu dogada serbest olarak bulunmaktadir. Bu tiir bilesiklerin gidalarda
bulunmasi besinlerin kararliligini, rengini, kokusunu, besin degerini ve kalitesini de
belirgin sekilde etkilemektedir (Robbins 2003). Bundan dolay1 fenolik asitler gidalarda
raf Omriinii uzatmak icin koruyucu maddeler olarak kullanilabilmektedirler. Ayrica
fenolik asit iceren pek ¢ok bitkide bazi hastaliklarda tedavi edici olarak kullanilmaktadir
(Bektag 2005). Fenolik bilesikler dogal antioksidanlarin en O&nemli gruplarini
olusturmaktadirlar (Shahidi and Wanasundara 1992; Moure et al. 2001). Bu bilesikler
meyve, sebze, baharat, tahil ve icecekler gibi bitkisel gidalarda yaygin olarak
bulunmaktadir (Katiyar and Mukhtar 1997).

Son yillarda bitkisel kokenli gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin yogun bir sekilde
incelenmesi, bunlarin insan saglig: ile yakindan iligkisi oldugunun saptanmasindan ve
Ozellikle de kanser olusumunu azalttigi yoniindeki epidemiyolojik bilgilerden

kaynaklanmaktadir.

Fenolik asitler, 6zellikle kanser ve koroner kalp hastaliklar1 gibi liimciil hastaliklara
kars1 koruyucu etkide bulunma potansiyelleri nedeniyle {iizerinde olduk¢a yaygin
calismalar yapilan onemli bilesiklerdir (Mattila et al. 2002). Bununla birlikte anti-
allerjik, antienflamatuvar (iltihap olusumunu Onleyici), antimikrobiyal, antioksidan,
antitrombotik (kan pithtilasmasini engelleyici) ve vasodilatory (damar genisletici) olmak

tizere pek ¢ok etkisi oldugu kanitlanmig ve bu yararli etkilerinin temel sebebinin ise
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antioksidan Ozellik gostermelerinden kaynaklandigi belirtilmistir (Balasundram et al.

2006).

1.6.1. 3,5-Dihidroksi benzoik asit

Molekiil formiilii C7HgO4 ve molekiil kiitlesi 154,12 g/mol’diir. a-Resorsilik asit olarak
da bilinir. Erime noktast 236-238°C’dir. Sudaki ¢Oziiniirligii ¢ok az iken etanolde

¢Oziiniirligl yiiksektir.

HO
OH

OH

Sekil 1.23. 3,5-dihidroksi benzoik asit molekiiliiniin yapisal formiilii

1.6.2. 4-Hidroksi benzoik asit

Molekiil formiilii C7HgO3 ve molekiil kiitlesi 138,12 g/mol olan fenolik asit tiirevidir.
Erime noktas1 214-217°C’dir. p-Hidroksi benzoik asit olarak da adlandirilir. Beyaz
kristaller seklinde bulunur. Suda ¢o6ziiniirliigli az olmasina ragmen alkol, eter ve

asetonda oldukga 1yi ¢oziinilir (Anonim 2007).
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OH

Sekil 1.24. 4-hidroksi benzoik asit molekiiliiniin yapisal formiili

1.6.3. Gallik asit

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) bitkilerde dogal olarak {iretilen bir
polifenoldiir (Stanely et al. 2009). Molekiil formiilii C;HgOs ve molekiil kiitlesi 170,12
gr/mol’diir. Erime noktast 251°C’dir. Bazi hastaliklarin riskini azalttigi bilinmektedir
(Hsu and Yen 2007). En 6nemli kaynaginin ¢ay oldugu bilinmektedir (Gupta et al.
2007). Ayrica kestane ve tiziimde de bulunmaktadir (Stanley et al. 2009).

HO
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Sekil 1.25. Gallik asit molekiiliiniin yapisal formiili

1.6.4. Kafeik asit

Molekiil formiilii CgHgO4, molekiil kiitlesi 180,16 g/mol’diir. 3,4-dihidroksi sinnamik
asit olarak da adlandirilir. Sar1 kristalize halde bulunur. Erime noktas1 223-225°C*dir.



53

Sicak suda ve alkolde ¢oziiniirliigli oldukea iyidir (Anonim 2007). Dogal bir fenolik asit
oldugu icin pek c¢ok bitkide bulunmaktadir. Elma, {iziim, erik, yulaf gibi cesitli
meyvelerde bulunmaktadir (Huang and Ferraro 1991).

HO

OH

Sekil 1.26. Kafeik asit molekiiliiniin yapisal formiilii

1.6.5. Vanilik asit

Molekiil formiilii CgHgO4, molekiil kiitlesi 168,14 g/mol olan dihidroksibenzoik asit
tirevidir. 4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit olarak da adlandirilir. A¢ik sar1 kristalize
halde bulunur. Erime noktasi 210-213°C‘dir. Sicak su, benzen, eter, kloroform ve
alkolde ¢ozlinir. Bugiine kadar bilinen bitkilerde vanillik asitin en yiliksek miktari
Angelica sinensis kokiinde bulunur. Bu bitki geleneksel Cin tibbinda kullanilan Cin'e
endemik bir bitkidir (Duke 1992). Acai hurma (Euterpe oleracea) meyvesinden elde
edilen Acai yag1 da vanilik asit agisindan zengindir (Pacheco 2008).

OCH,
HO

Sekil 1.27. Vanilik asit molekiiliiniin yapisal formiilii
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1.6.6. Hidrokinon

Molekiil formiilii C¢H4(OH),, molekiil kiitlesi 110,11 g/mol olan fenol tipinde aromatik
organik bilesiktir. Kimyasal yapisi bir benzen halkasina para konumda bagli iki
hidroksil grubundan olusur. Benzene-1,4-diol olarak da adlandirilir. Beyaz tanecikli
halde bulunur. Erime noktas1 172°C*dir. Su, eter ve alkolde ¢6ziiniir. Hidrokinon yaygin

Iki i yontemle endiistriyel olarak iiretilir.

HO OH

Sekil 1.28. Hidrokinon molekiiliiniin yapisal formiilii
1.6.7. Klorojenik asit

Molekiil formiilii C16H1809, molekiil kiitlesi 354,31 g/mol ve kafeik asit esteri olan
dogal bir bilesiktir. 3-O-kafeoilkinik asit olarak da adlandirilir. Erime noktasi 207-
209°C*dir. Aseton, DMSO ve etanolde ¢oziiniir. Bu bilesik 6nemli bir biyosentetik ara
driniidiir (Boerjan 2003). Bir¢ok bitkide bulunan ana fenolik bilesiklerden biridir
(Cheng and Crisosto 1995; Clifford 2003).

HO, ,COOH
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Sekil 1.29. Klorojenik asit molekiiliiniin yapisal formiilii
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1.6.8. Tannik asit

Molekiil formiilii C76Hs,046, molekiil kiitlesi 1701,19 g/mol’diir. Tanen olarak da
adlandirilir. Agik sari-kahverengi toz halde bulunur. Erime noktasi en fazla 200°C’dir.
Suda az, alkol ve asetonda iyi ¢6ziintir. Ticari tanik asit, genellikle Caesalpinia spinosa
ve Rhus coriaria gibi bitkilerden elde edilir. Bu bilesigin kan pihtilasmasini
hizlandirma, kan basincini azaltma, serum lipit diizeyini azaltma, karaciger nekrozu

azaltma ve immun sistemini diizenleme gibi birgok fizyolojik etkilere neden oldugu

bildirilmektedir (Chung et al. 1998).

HO
O O

O

: O
HO
HO @)
O
HO O
O
HO
O HO OH

Sekil 1.30. Tannik asit molekiiliiniin yapisal formilii
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1.6.9. 1,2-Dihidroksi benzoik asit

Molekiil formiili C¢HgO,, molekiil kiitlesi 110,1 g/mol olan katekol olarak bilinen
organik bir bilesiktir. 3,4-dihidroksi sinnamik asit olarak da adlandirilir. Kahverengi
kristal halde bulunur. Erime noktas1 245°C‘dir. Su, asetat ve eterde ¢oziiniir. ilk olarak
katesin bitki ekstraktindan damitilarak kesfedilmistir. Katekol hidrojen peroksit
kullanilarak fenol hidroksilasyon ile endiistriyel olarak iretilir. Katekol az miktarlarda

polifenol oksidaz enzimi ile meyve ve sebzelerde dogal olarak meydana gelir.

OH
OH

Sekil 1.31. 1,2-Dihidroksi benzoik asit molekiiliiniin yapisal formiilii

1.6.10. Fenol

Molekiil formiili CsHgO, molekiil kiitlesi 99,11 g/mol olan ve karbolik asit olarak da
bilinen fenol aromatik organik bir bilesiktir. Kristalize kat1 halde bulunur. Erime noktasi
40,5°C*dir. Sicak suda ¢oziiniir.

OH

Sekil 1.32. Fenol molekiiliiniin yapisal formiilii
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2. KAYNAK OZETLERI

Bazi hastaliklar enzimlerin sentezi esnasinda genetik yonden saptanan anormalliklere
baghdir. Hiicre harabiyeti oldugunda bazi enzimler plazma ve seruma salinir. Bu tiir
enzim aktivitelerinin 6l¢iimii tibbi bozukluklarin tanisinda 6nemli bir yaklagim olarak
goriilir. Cogu enzimler hayati olaylarin diizenlenmesinde rol aldiklarindan dolay1
bunlarin aktivitelerindeki artiy ve azaliglar, hiicrelerin normal fonksiyonlarinin
bozulmasina ve bazi hastaliklara neden olmaktadirlar (Ersoy ve Baysu 1986). Bunun en
iyi Orneklerinden biri olan Alzheimer hastaliginda beyinde norotransmiterler
azalmaktadir. Alzheimer hastaliginda en c¢ok azalma gosteren norotransmiter
asetilkolindir (Pillay et al. 2003). Diisiik norotransmiter diizeylerinde sinir iletilerinin
devamliligin1 saglamak daha gii¢ bir hal alir. ACh diizeylerini artirmak i¢in uygulanacak
yontem ACh’yi yikan asetilkolinesteraz (AChE) enziminin baskilanmasidir. Bundan
dolay1 genellikle kolinesteraz enzim inhibitorleri kullanilmaktadir. Kolinerjik belirleyici
olan AChE ayni zamanda kan damarlar i¢inde esnekligi saglayan asetilkolini hidroliz
ettigi i¢in koroner arter hastaligi lizerinde de 6nemli bir etkiye sahiptir (Collins et al.
1995). Yapilan bazi caligmalara gore kolinerjik sistemlerin anjiyogenezin (yeni
damarlarin olusmasi) diizenlenmesinde bir role sahip oldugu vurgulanmistir. Kolinerjik
sistemde diizenleyici bir etki gosteren ve Alzheimer hastalar i¢in kullanilan baz1 AChE
inhibitorlerinin, kardiyovaskiiler hastalarda anjiyogenezin (yeni damarlarin olugmast)

artmasinda rolii oldugu vurgulanmistir (Yoshihiko et al. 2010).

Serebrospinal sivi, plazma ve kan hiicrelerindeki AChE aktivitesi ve enzim
izoformlarindaki degisimlerin arastirilmasi Alzheimer hastalarinda santral kolinerjik
sistem durumunu yansitacaktir. Serebrospinal sivi Orneklerinde yapilan caligmalarda
Alzheimer hastalarinda AChE aktivitesinin anlamli diizeyde azalma (% 16) gosterdigi

saptanmistir (Ceballos-Picot et al. 1992).

Alzheimer hastalig1 silirecinde beyin AChE aktivitesi azalirken biitirilkolinesteraz
(BUChE) aktivitesi degismez ya da %40-90 oraninda artig gosterir. Sonug olarak AChE

aktivitesi orani siirekli olarak artar. Saglikli grupta serebrospinal sivida AChE
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aktivitesinin yaglanma ile artttigini, orta dereceli Alzheimer hastalarinda degisiklik
gostermedigini ileri siiren ¢alismalar vardir. Ayn1 zamanda Alzheimer hastalarinda
serebrospinal sivi AChE aktivitesi azaldigini gosteren c¢alismalar da mevcuttur
(Giacobini et al. 2002).

Literatiirde Alzheimer hastalig1 ile iligkili olarak periferik sistemdeki kolinesteraz
degisimleri ile ilgili siirli sayida veri olsa da AChE aktivitesindeki azalmaninin beyin

ile sinirli olmadigi bilinmektedir (Rakonczay et al. 2005).

Kennedy et al. (1999) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismadan elde edilen veriler,
rivastigminin serebrospinal sivida dnemli derecede (%40) inhibisyona neden olurken

eritrosit AChE {izerinde minimal (%3) inhibisyona neden oldugunu gostermektedir.

Xiao et al. (2000) tarafindan yapilan bir ¢aligmada AChE inhibitorleri (Huperazin A ve
takrin) uygulamasinin, A maruziyeti sonucunda PC12 hiicrelerinde olusan oksidatif
stresin azaltilmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Her iki kolinesteraz inhibitoriiniin de

AB’nim olusturdugu asirt MDA {iretimini inhibe ettigini gésteren kanitlar elde edilmistir.

Oksidatif stres ve buna bagl biyolojik etkilerin bircok hastalikla iliskisi oldugu
gosterilmistir. Bunlar arasinda kalp damar hastaliklari, diyabet, kronik renal yetmezlik,
bazi kanser tiirleri, néro-dejeneratif hastaliklar, katarakt, respiratuar distres sendromu,
romatoid artrit gibi bazi otoimmiin hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklar1 bulunmaktadir
(Zima et al. 1995; Elahi et al. 2009). Son yillarda, ateroskleroz patofizyolojisinde lipid
peroksidasyonunun yanisira protein oksidasyonunun da rolii oldugu anlagilmistir.
Protein oksidasyonu, proteinlerin ROS veya oksidatif stres tiriinleri ile modifikasyonu
sonucu meydana gelir. Bu ROS amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna,
protein-protein ¢apraz baglarmin olusumuna ve protein fragmantasyonuna neden olurlar
(Dean et al. 1997). Yapilan galismalar viicut proteinlerinin ¢ok ¢esitli ajanlar tarafindan
(serbest radikaller, MDA ve konjuge dien gibi lipid peroksidasyon iiriinleri, aktive
makrofajlar, demir ve bakir gibi redoks aktif metaller, UV ve gama i1sinlari, ozon,

sigara, ¢esitli ilaglar ve metabolitleri vs.) okside edilebilecegini gostermistir (Berlett and
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Stadtman 1997). Kardiyovaskiiler hastaliklara yol ac¢masi bakimindan lipit
peroksidasyonun etkilerini aciklayan onemli literatiir bilgilerine rastlanirken, protein
oksidasyonu ve kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iliski hakkinda oldukga az bilgiye
rastlanmaktadir (Serdar et al. 2006).

Kalousova et al. (2005) aterosklerozu olan 42 hasta ve 21 saglikli kontrol ile yaptiklari
bir calismada protein oksidasyonu belirteglerinden serum proteinlerin ileri oksidasyon
trtinleri (AOPP) seviyeleri 6l¢iilmiis olup hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik bulunamamustir.

Kaneda et al. (2002) tarafindan koroner arter hastalig1 siiphesiyle anjiografi uygulanarak
140’min saglikli, 252’sinin koroner arter hastasi oldugu tespit edilen toplam 392
katilimer (230°u sigara kullanicisi, 99’u diyabetik olan) ile yaptiklari bir ¢alismada
plazma AOPP seviyesi (umol/l) kontrol grubuna gére hasta grubunda anlamli olarak

yiiksek bulunmustur.

Oksidatif stresin endotel disfonksiyonunun yanisira normal trombosit fonksiyonlarini da
bozarak kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde onemli rol oynadigi bildirilmistir.
Trombosit fonksiyonlar: ile oksidatif stres iliskisini arastiran ¢alismalarda, trombositler
tarafindan iretilen ROS’un oksidatif stresi ve lipid peroksidasyonunu uyardigr ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde Onemli rol oynadigi ileri siriilmiistiir.
Trombositler ve diger vaskiiler kaynaklardan agiga c¢ikan bu ROS iginde, ozellikle
sliperoksit anyonunun oksidatif stresin dnemli bir kaynagi oldugu, nitrik oksitin (NO)
biyolojik aktivitesini azaltti§1 ve trombosit agregasyon yanitini arttirdigi gosterilmistir

(Rubbo et al. 1994).

Surekha et al. (2007) tarafindan 150 saglikl erigkin ve 150 anjiografik olarak miyokard
infarktiisii gegirdikleri tespit edilen hasta grubu olmak iizere toplam 300 katilimci ile
yapilan bir g¢alismada; plazma MDA diizeylerini (nmol/mL) miyokard infarktiisii
gegciren hastalarin oldugu grupta 6,78 (+1,80), kontrol grubunda ise 1,92(+0,56) olarak
bulmuslardir (p<0,01).
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Tamer et al. (2002) tarafindan her iki cinsiyet grubunu igeren 30 saglikli kontrol ve
koroner arter hastas1 olduklart anjiografik olarak tespit edilen 45 hasta ile yaptiklar1 bir
calismada; serum MDA diizeyleri karsilastirilmis kontrol grubuna gore hasta grubunda
MDA diizeyi belirgin olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Kanbagli vd (2000) tarafindan anjiografik incelemeler sonucu tespit edilen 50 koroner
arter hastast ve 17 saglikli birey ile yapilan bir ¢alismada serum MDA diizeylerinin

koroner arter hastalarinda saglikli bireylere gore anlamli bir farklilik olusturmadig:
bildirilmektedir.

Serbest radikaller proteinlerdeki —SH gruplarinin oksidasyonuna neden olmaktadir.
Glutatyon, sistein, albumin ve diger yapilardaki protein —SH gruplar1 oksidasyon
zincirini kirma 6zelligine sahip 6nemli antioksidanlardir. Bu antioksidanlarin oksidatif
hasara kars1 hassas oldugu ve koroner arter hastaligi, romatoid artrit ve diabetes mellitus
gibi oksidatif hasarin meydana geldigi bazi hastaliklarda miktarinin diistiigi

gosterilmistir (Ercin 2010).

Farkli hastalarda yapilan bir¢cok calismada genellikle -SH gruplarinda oksidatif stresle
birlikte azalma oldugu saptanmustir. Tip II diabetli hastalarda yapilan ¢aligmalarda total
-SH degerlerinde azalma (Colier et al. 1990; Ceriello et al. 1997) bulunurken, Tip |
diabetlilerle yapilan ¢alismada (Asayama et al. 1993) plazma —SH diizeylerinde farklilik
bulunamamistir. Soszynski and Bartosz (1997) tarafindan yapilan bir caligmada
oksidatif stres varliginda eritrosit membran —SH gruplarinda bir azalma oldugu tespit
edilmistir. Asayama et al. (1993)’ya gore Tip | diabetli geng¢ hastalarda serum -SH

diizeyleri incelenmis saglikli bireylere gore bir farklilik bulunamamustir.

Colier et al. (1990) tarafindan yapilan bir ¢alismada, plazma —SH seviyesinin kontrol
grubu ile mukayese edildiginde Tip |l diabetlilerde anlamli diizeyde diistigii
gosterilmistir. Kadota et al. (1991) tarafindan yapilan bir ¢alisma koroner arter
hastalarinda oksidatif strese bagli olarak serum albumin -SH gruplarinin belirgin olarak

diisiik oldugunu gostermistir. Albiimin ve total —-SH igeriginin koroner arter hastaliginin
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siddetiyle orantili olarak azaldigimi gostermistir. Forgione et al. (2002) tarafindan
yapilan bir ¢alismada tiyol gruplarinin oksidasyonunun ve daha onemlisi GPx’in
hiicresel formunun ekspresyonunun baskilanmast ROS’de artisa neden olacagi

bildirilmistir.

Morrison et al. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada kontrol grubu (n=78) ve koroner
arter hastaligi olan (n=81) katilimcilarda serum total GSH diizeyleri karsilastirilmis ve
koroner arter hastaligi olan gruptaki (3,20+2,2) serum total GSH diizeyleri kontrol
grubundan (4,35+2,1) belirgin olarak diisiikk bulunmustur (p<0,0009).

Alzheimer hastaliginin patojenezinde protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu ve ROS
olusumu ile etkili olan oksidatif stresin varligi kesin bir sekilde gosterilmistir (Dalle-
Donne et al. 2003). Oksidatif stresin, Alzheimer hastaliginda primer mi, yoksa sekonder
bir olay m1 oldugu kesin olmasa da, néronal kayba yol acan 6nemli bir nérodejeneratif
faktor oldugu acgiktir (Butterfield and Lauderback 2002). Yaslanmis beyinde siklikla
goriilen oksidatif hasar, Alzheimer hastaliginda daha da siddetli olarak goriilmektedir

(Dalle-Donne et al. 2003).

Oksidatif hasar yasla ortaya c¢ikmaktadir. Fakat Alzheimer hastalarinda daha fazla
orandadir. Hensley et al. (1995) protein karbonil igeriginin Alzheimer hastalarinin
hipokampuslarinda %42 oraninda beyin bdlgesinde ise %37 oraninda arttigini
bulmuslardir. Protein karbonil (PC) diizeyindeki bu artisin Alzheimer hastalarinin
beyinlerindeki proteinlerin kontrole mukayese edildiginde daha ¢ok karbonilasyona

ugramasindan dolay1r meydana geldigini ortaya atmiglardir.

PC diizeyi hem goriiniir patomorfolojik degisiklikler olmadan ndoronlarin hiicre
govdelerinde hemde ndrofibriler anormallikleri olan néronlarin hiicre govdelerinde artis

gostermektedir (Aksenov et al. 2001).

Alzheimer hastaliginda PC diizeylerinin B-amiloid plaklar bakimindan zengin olan

hipokampus ve inferiér parietal lobiilde arttigi, az dejeneratif ozellik gosteren
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serebellumda ise degismedigi gosterilmistir (Hensley et al. 1995).

Dubinina et al. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada depresyon hastalarinda 2,4-
dinitrofenilhidrazin ile PC gruplan 6l¢tilmiis ve bu hastalarda protein oksidasyonunun
yiiksek diizeyde oldugu saptanmustir. Smith et al. (1994) tarafindan yapilan bir
caligmada ise Alzheimer hastalarinda otopside alinan beyin 6rneklerinde PC gruplarmin
kontrollere goére daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bunun nedeninin ise beyinde
oksidasyonun daha fazla olmasinin bir gostergesi oldugu ve yasla birlikte arttigi

vurgulanmistir.

Manuela et al. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada hafif kognitif bozukluk (MCI)
olan hastalarin serumunda kontrol grubu ile mukayese edildiginde MDA diizeyinde
istatistiksel olarak 6nemli bir artis oldugu bulunmustur (F(2,42)=90, p<0.0005). Ayni
zamanda post hoc analizi ile MCI ve Alzheimer gruplarimin serum MDA diizeyinde
kontrol grubu ile mukayese edildiginde istatistiksel olarak 6nemli bir artis oldugu
bildirilmistir (p<0.0002). Bu istatistiksel farklilik MCI ve Alzheimer gruplar arasinda
da bulunmustur (p<0.0005).

Cesitli calismalar Alzheimer hastalarinda oksidatif hasar belirtilerini ortaya atmaktadir.
Marchasson et al. (2001) tarafindan yapilan bir calismada aldehit gibi lipid
peroksidasyon iiriinlerinin (4-hidroksinonenal (HNE)) plazmada yiiksek oldugu
bulunmustur. Lipid peroksidasyon iirlinlerinin artis1 ile antioksidan olarak bilinen

askorbat ve a-tokoferol miktar1 azalmistir.

Cesitli  calismalar, Alzheimer gibi diger norodejeneratif hastaliklarda lipid
peroksidasyon iirlinlerinde bir artis oldugunu gostermistir (Dei et al. 2001). 4-Hidroksi-
2-nonenal olarak akrolein ve izoprostanlar gibi lipid peroksidasyon iiriinlerinin
seviyeleri, Alzheimer hastalarinin beyin, CSF ve plazmasinda arttigi bulunmustur

(Montine et al. 2002).
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Szelenyi et al. (1982) tarafindan yapilan bir ¢aligmada insan periferal kanindaki T
hiicrelerinde AChE aktivitesi tespit edilmistir. Benzer sekilde, Tayebati et al. (2002)
tarafindan yapilan bir ¢alismada Western ve immiinositokimyasal analizi ile T ve B

hiicrelerinde AChE ekspresyonu tespit edilmistir.

Berson et al. (2008) tarafindan RT-PCR yontemi ile yapilan bir ¢caligmada Alzheimer
hastalarinin ndronlarinda AChE-S mRNA diizeylerinin kontrollere goére anlaml
derecede azaldig1 saptanmistir. Bununla birlikte, RT-PCR’1n aksine FISH analizinde ise
AChE-R mRNA diizeyinde 6nemli derecede artis saptanmistir. Yang et al. (2002)
tarafindan yapilan bir calismada semikantitatif analizler sonucu apoptotik hiicrelerde

AChE mRNA diizeyinin 5,34 kata kadar arttig1 gosterilmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindig1 firmalar
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Etanol Sigma-Aldrich
4-Hidroksi Benzoik Asit Sigma-Aldrich
3,5-Dihidroksi Benzoik Asit Sigma-Aldrich
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma-Aldrich
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich
Sodyum Asetat Sigma-Aldrich
Sodyum Fosfat Sigma-Aldrich
Etopropazin Sigma-Aldrich
Asetiltiyoklolin Iyodiir Sigma-Aldrich
Sodyum Kiloriir Sigma-Aldrich
TCA Sigma-Aldrich
Potasyum Ferrisiyaniir Sigma-Aldrich
Potasyum Siyaniir Sigma-Aldrich
Coomessie Brillant Blue G-250 Sigma-Aldrich
Sodyum Bikarbonat Sigma-Aldrich
Magnezyum Kloriir Sigma-Aldrich
Tiyobarbiturik Asit Sigma-Aldrich
DMSO Sigma-Aldrich
DNPH Sigma-Aldrich
Etanol Sigma-Aldrich
Gallik Asit Sigma-Aldrich
Potasyum Fosfat Sigma-Aldrich




Cizelge 3.1. (devam)
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DTNB Sigma-Aldrich
Trizma Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich
EDTA Sigma-Aldrich
Salisilik Asit Sigma-Aldrich
QlAamp RNA Blood Mini Kit Qiagen
FastStart TagMan Probe Master Roche

Primer 0,02 UMol Methabion

5 FAM /3 TAMRA Qiagen
5CYS/3BHQ--2 Qiagen
SuperScript 1 First-Strand cDNA kit Invitrogen

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Cizelge 3.2. Calismalar sirasinda faydalanilan alet ve cihazlar

Sogutmal1 Santrifiij

Hermle Z 323 K (Germany)

Spektrofotometre Beckman Coultur
Spektrofotometre Optizen Pop

pH metre Mettler Toledo

1, 1,5 ve 3 mL’lik Kuvarz Kiivetler Merck

1,5-2 mL’lik Tiipler ve Raklar Eppendorf

15 mL’lik Falkon Tiipler ve Raklar Eppendorf

Karistirict (Vorteks)

IKA Vortex 4 Basic

Hassas Terazi

Gec Avery

Derin Dondurucu (-86)

New Brunwick Premium U410

Otomatik Pipet Eppendorf
Calkalayic Midi Dual 14
Magnetik Karistirict IKA C-MAG HS7
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Cizelge 3.2. (devam)

Saf Su Cihazi Barnstead Easy Pure UV/U

Su Banyosu Niive

Kar Makinesi Scotsman AF-20

Gii¢ Kaynagi Thermo EC EC 135-90

Nanodrop Thermo Scientific Multiscan GO USA
Otoklav HMC HIRAYAMA

PCR B1O RAD C1000 Thermal Cycler
Real-Time PCR Qiagen Rotor-Gene Q

UV Goriintiilleme Cihazi Vilber Lourmat

Mini Santrifiij AOSHENG

(-20°C’ye kadar) Sanyo Medical Freezer, Ugur
(-80°C’ye kadar) Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma siiresince kullanilan c¢dozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida belirtilmistir.

1. Coomassie brillant blue G-250 renk reaktifi (Protein tayininde kullanilan stok
¢ozelti): 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii. Bu
cozeltiye %95’lik 100 ml fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1 litreye
tamamlandi.

2. Standart serum albumin ¢ozeltisi (Protein tayininde kullanilan standart ¢ozelti):
Standart serum albumin ¢6zeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti): 1 mg
standart serum albuminin 1 ml saf suda ¢oziilmesiyle hazirland1.

3. 5, 5°-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisi: 0,396 g DTNB alind1 ve 100
mL 0,1 M (pH:7,4) Fosfat Tamponunda ¢o6ziildii.

4. Asetiltiyokolin (ASCh) cozeltisi: 0,082 g asetiltiyokoliniyodiir alindi 10 ml saf suda

¢Ozildii.
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5.0,1 M (pH:7,4) Fosfat Tamponu : 1,78 g sodyum fosfat dihidrat (Na;HPO4.2H,0)
95 mL destile suda ¢oziildii. 0,27 g potasyum fosfat (KH2,PO,) ise 20ml saf suda
¢ozildi. Hazirlanan potasyum fosfat ¢ozeltisiyle sodyum fosfat tamponunun pH’1 7,4°¢
ayarlandi ve hacmi destile suyla 100ml ye tamamlandi.

6. 1 mM EDTA 3,4 mM EDTA c¢ozeltisi: 0,042 g EDTA alind1 ve 100 mL saf suda
¢Ozildii.

7. Eritrosit hemolizat ¢ozeltisi: 1 mM EDTA ve 0,5% Triton X-100 igeren 0,1 M 100
ml sodyum fosfat (pH 7,4) tamponu hazirlandi.

8. 0,5% Triton X-100 cozeltisi: 50 ul Triton X-100 alinarak 0,1M Na,HPO, pH=7,4
tamponu ile 10 mL’ye tamamlandi.

9. 10 mM DNPH cozeltisi: Ozkiitlesi 1,19 gr/mol olan % 37°lik HCI ¢dzeltisinden 2 N
HCI stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bir behere 0,0198 g DNPH ekleyip folyoya sarildu.
Stoktan birer ml ekleyerek DNPH sicakta ¢6ziildii (DNPH (molekiil agirhigi : 198,14 g
HCI:36,5 g).

10. Drapkin ¢ozeltisi: 1 gram sodyum bikarbonat, 0,050 gram potasyum siyanit, 0,200
gram potasyum ferri siyanit bir miktar distile suda ¢oziilerek hacmi litreye tamamlanir.
11. TBA (%2 w/v) cozeltisi: 200 mg kat1 TBA az miktarda NaOH igeren 10 ml distile
suda ¢oziilerek hazirlandi.

12. Trikloroasetik asit cozeltisi (TCA; %20 w/v): 10 gr kati TCA, 50 ml suda
¢oOziilerek hazirlandi.

13. Tris tampon (pH 8,2, 0,2 M): 1,2 g Trizma Base, 40 mL saf suda ¢oziiliip pH’1

8,2’ye ayarlandiktan sonra toplam hacim 50 mL’ye tamamlanarak +4°C’de saklandi.

3.1.4. Deneyde kullanilacak kanin temini

Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan desteklenen
2014/182 nolu proje ile gergeklestirilen bu ¢alisma Erzurum Bolge Egitim ve Arastirma
Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik kurulunca onaylanmistir (EK 1). Erzurum Bolge
Egitim ve Arastirma Hastanesi Noroloji Poliklinigine basvuran 28 Alzheimer

hastasindan alinan periferik kan ve Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi
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Kardiyoloji Poliklinigine bagvuran 21 koroner arter hastasindan ve kontrol grubunu

olusturan 28 saglikl1 bireyden alinan periferik kan kullanildi.

Cizelge 3.3. Kontrol ve hasta gruplarinin yas ve cinsiyete gore dagilimi

Parametreler  Alzheimer Grup  Koroner Arter Grup  Kontrol Grup

(n=28) (n=21) (n = 28)
Yas 67.33 £2.39 68.15+2.41 65.43 £2.39
Bayan/Erkek 17/11 7114 15/13

Veriler ortalama = S.D. olarak ifade edilmistir

Kontrol ve hasta gruplarinin 3 mL kan 6rnegi EDTA’1tiiplere alindi. Alinan kanlar hig
bekletilmeden 1-2 saat iginde 16kositlerden RNA izolasyonu yapildi ve cDNA eldesine
kadar -80°C’de saklandi. Ayn1 zamanda alinan bu kanlardan enzim aktivitelerini ve bazi
biyomarkir diizeylerini belirlemek amaciyla eritrosit ve plazmalar ayrildi. Hazirlanan

plazma ve eritrosit paketleri ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2. Real Time PCR Yontemi

3.2.1. Kandan total RNA izolasyonu

Hemolize edilmis 16kosit 6rneklerinden Qiagen RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA
izolasyonlari yapildi. Bu amagla, 15ml’lik falkon tiipler hazirlandi. Her bir birey igin 1
ml tam kan tiiplere konuldu. Kan 6rneginin 5 kat1 kadar buffer EL eklendi. 10-15 dakika
buzda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 650 rpm’de 10 dakika santrifii]
edildi (Sekil 3.1a). Pellete dokunmadan iistteki kisim yavasca dokiilerek basta eklenen
ornek miktarmin 2 kati kadar buffer EL ekleyip hafifce vorteks yapilip pelletin
dagilmasi saglandi. 650 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Dipteki pellete dokunmadan
ustteki kisim dikkatlice dokiildi (Sekil 3.1b). Bu sekilde 16kositler ayrilmig oldu.

Ayrilmis olan bu l6kositler eritrositlerden tamamen uzaklastirildiktan sonra lokositleri
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parcalamak i¢in daha onceden hazirlanan f merkaptoetanol igeren RLT soliisyonundan
600 pl eklendi.

-_—

Sekil 3.1. Eritrositlerin hemoliz edilmesiyle santrifiij sonrasi ¢oken 1okositler

Pellet iyice siv1 hale gelinceye kadar pipetaj yapildi. Karisim mor renkli spin kolonlara
aktarilarak yiiksek devirde 2 dakika santrifiij edildi. Ustteki filtreli olan spin kolon
atildy, alttaki karisimin oldugu toplama tiipiiniin icerisine 600 pl %70’lik alkol eklendi
ve pipetaj ile karigtirlldi. Daha sonra karigimdan 600 pl alinarak beyaz renkli spin
kolonuna aktarildi ve 11000 rpm’de 20 saniye santrifiij edildi. Alta toplanan sivi kisim
dokiiliip kalan kismi1 da spin kolona aktarilip yine 11000 rpm’de 20 saniye santrifiij
edilerek alttaki kisim atild1 ve spin kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine alindi. Spin
kolon iizerine 700 pl buffer RW1 eklendi ve 11000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.
Alttaki kisim atilarak spin kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine alindi. Spin kolon
tizerine 500 pl buffer RPE eklendi ve 11000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Alttaki
kisim atilarak spin kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine alindi. Spin kolon {izerine
ikici kez total RNA’y1 safsizliklardan arindirmak i¢in 500 pl buffer RPE eklendi ve
11000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Alttaki kisim atilarak spin kolonlar yeni 2 ml’lik
toplama tiiplerine alindi. Spin kolonundan RPE’yi tamamen uzaklastirmak i¢in hicbir
sey eklemeden bos olarak 13200 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve spin kolonlar
1,5’luk ependorf tiiplere alindi. Spin kolon tizerine 30 ul RNase free water eklendi ve
11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi (Sekil 3.2). Elde edilen total RNA’nin
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konsantrasyonu nanodrop cihazi ile spektrofotometrik olarak olgiildiikten sonra -

80°C’de sakland:.

1 ml TAM KAN ORNEGI

Eritrosit parcalama
tamponu buffer EL

eklendi
. QIAamp spin kolonu buffer
= RW1 ve RPE ile yikandi
Parcalanmis
eritrosit

Santrifiij sonrasi
1 coken lokositler

= Likosit parcalama
tamponu buffer RLT
eklendi

2 QIAshredder spin kolonu
ile homojenize edildi
it
t

l Etanol eklendi

QIAamp spin kolonuna baglanmis
olan RNA'lar RNase icermeyen su
ile elue edildi

RNA kullamima hazir

QIAamp membranmna total
RNA baglanmasi

Sekil 3.2. Kandan total RNA izolasyonu

Bu yontem RNA’nin silika jel yapisinda bir membrana baglanmasini temel almaktadir.
Islem sirasinda hiicreler lizisle pargalandi, ortamdaki RNase’lar denatiire edilerek
etkisizlestirildi ve diger molekiillerle birlikte RNA’nin agiga ¢ikmasi saglandi. Daha
sonra ortama etanol eklenerek RNA’nin baglanma 6zelligi artirildi. Elde edilen ¢ozelti

spin kolona yiiklenerek RNA’nin santrifiij sonrasi ortamdaki tiip igindeki silika-jel
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yapisindaki membrana baglanmasi saglandi. Kontaminan maddeler yikama yoluyla

membrandan uzaklastirildi.

3.2.1.a. Kandan izole edilen RNA’larin kantitatif tayini

Izole edilen RNA’larin kantitatif analizi Nanodrop cihazi ile (OD2g Ve OD,gg nm’de)
gerceklestirildi. RNA preparasyonlarininin yaklagik safligi, 260 ve 280 nm’deki
absorbans oraniyla (Aze0/Azgo) belirlenmektedir.

3.2.2. RT-PCR (Reverse Transkriptaz) ile cDNA Kkiitiiphanesi elde etme

Reaksiyonun prensibi sirasiyla belirli bir 1sida ikincil yapilardaki RNA’nin agilmasi;
mRNA’nin gelisigiizel bir bolgesine primerin baglanmasi; uygun sicaklik, iyon yiikii,
pH ve sentez i¢in gerekli niikleotidlerin varliginda primerlerin tizerinden mRNA’nin
dizilimine uygun komplementer cDNA’nin sentezlenmesi ve yliksek 1sida enzimin
inaktive edilerek reaksiyonun durdurulmas: seklindedir. Calisilan tiim 6rneklerde revers
transkripsiyon yontemiyle cDNA sentezi yapildi. Bu amacla ¢cDNA kiitiiphanelerinin
hazirlanmasinda Invitrogen sirketinden satin alinan SuperScript IIl First-Strand cDNA
sentez kiti kullanild1 ve yontem {iretici firmanin prosediirii dogrultusunda asagidaki gibi

gergeklestirildi.

Kit bilesenler;

1. 50 ng/ul. Random primer

2. 10 pg-5 pg total RINA vada 10 pg-500 ng mENA
3. 10 mM dNTP mix

Kit bilesenleri steril bir mikrosantrifiij tiipiine konularak toplam hacim ddH,O ile 10
uL’ye tamamlanip herhangi bir kontaminasyonun onlenmesi agisindan proteinlerin
denatiirasyonu ig¢in tiipler 65°C’de 5 dk 1sitildiktan sonra 2 dk buz {izerinde inkiibasyona
birakildi. Kisa bir siire santrifiij edilerek iizerine daha dnceden hazirlanmis olan cDNA

sentez karisimi eklendi.
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cDNA sentez karismm;

SuperScript® IIT RT (200 U/uL) - 1 uL
0.1 M RNaseOUT™ (40 U/uL) - 1 pL
10x RT buffer -2 pulL
25 mM MgClz -4 ul
0.1MDTT  -2uL

Toplam karisim - 10 pL.

Mikrosantrifiij yardimiyla ¢eperdeki damlalarin tiipiin alt kisminda toplanmas1 saglandi.
Karigim, primerin RNA kalibindaki uygun bolgelere baglanmasi amaciyla 25°C’de 10
dk inkiibasyona birakildi. Mikrosantrifiijle 6rneklerin tiipiin alt kisminda toplanmasi
saglandi. Tipler termal dongii cihazina (Thermal Cycler) yerlestirildi. PCR programi
50°C’de 50 dk ve 85°C’de 5 dk olacak sekilde ayarlandi. 50°C’de 50 dk siireyle
RNA’lar revers transkriptaz enzimi yardimi ile cDNA’ya doniistiiriildii. 85°C’de 5 dk
siireyle de revers transkriptaz enzimi inaktive edildi. Boylece total RNA’dan cDNA
sentezi gergeklesmis oldu. Olusan cDNA ornekleri “Real Time PCR yontemi ile
cDNA’nin ¢ogaltilmas1” agamasina kadar -20°C’de saklandi. Bu yontemde random
hekzamer primerleri ile RNA dizisi iizerindeki 6zgiin olmayan noktalardan cDNA

sentezi baglatilarak tiim RNA’nin kalip olarak kullanilmasi saglanmaktadir.

3.2.2.a. Sentezlenen ¢cDNA’nin kontrolii

RT-PCR ile sentezlenen cDNA’larin GAPDH geni igin spesifik primerler kullanarak
gerceklestirilen PCR islemiyle elde edilen PCR fiiriinii, agaroz jel elektroforezinde
yiritildii ve goriintiileme sistemi vasitasiyla degerlendirildi. Bu referans GAPDH
geninin PCR’da amlifiye olmasi cDNA kiitiiphanesinin sentezlendigi anlamina

gelmektedir.
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3.2.3. Pimer ve prob dizaym

3.2.3.a. Primer ve prob dizaym i¢in gen sekansina ulasilmasi

Tez kapsaminda c¢alisilan GAPDH ve Asetilkolinesteraz (ACHE) genlerinin primer ve
prob dizayni i¢in National Center for Biotechnology Information (NCBI) databazi
kullanilmistir.  Bunun i¢in NCBI ana sayfasi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’na
gidilerek Sekil 3.3’deki gibi “All databases” boliimiinden “Gene” segenegi secildi ve
arama kutucuguna gen bilgisi (kisa veya uzun adi ya da ID numarasi) girilerek “search”

butonu tiklanip Sekil 3.4°deki organizma se¢im sayfasina ulagildi.

=
(': NC Bl All Databases ¥ | |Aramilan genin isminin yanilacag alan m
Mational Center for All Databases
Biotechnology Information Assemb\y
BioProject
NCBI Home BioSample to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) ngzsmems enter for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
AR aees clinvar I genomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays |Clone CBI | Mission | Organization | NCBI News PubMed Central
] S e Domaing
 Data & Software | anGap PubMed Health
dbvar Bubmit Download Learn BLAST
Domains & Structures Epigenomics } or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Nucleotide
Genes & Expression T itabases computer class or watch a tutorial Genome
Genetics & Medicine Genome ShP
Genomes&mam GEO DataSets Gene
MV )
Sttt s, a1 =1 @l =1 ] {1 (<13 .
Prot
Homaology GSS rotein
PubChem
Literature GTR
HomoloGene -
Proteins i .

Sekil 3.3. Primer ve prob dizayn etmede kullanilan NCBI ana sayfasi

Sekil 3.4’de gosterilen organizma se¢im sayfasinin alt boliimiinden ilgili gen icin
caligilacak organizma se¢imi yapildi. Bu tez ¢alismasinda kullanilan organizma insan
oldugundan “Homo sapiens” secenegi tiklanarak Sekil 3.5’deki organizmaya ait gen

bilgilerini iceren sayfaya ulasildi.
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Gene ¥ | Asetilkolinesteraz, AChE vada ID numarasi) w

Create alert Advanced

Display Settings: (v] Tabular, 20 per page, Sort by Relevance Send to:

Filters: Manage Filters
Did you mean AChE as a gene symbal?

Search Gene for AChE as a symbal. Results by taxon

Top Crganisms [Tree]
Results: 1 to 20 of 344 Page [1 | of18 Next> | Last=>
1] £ . . Mus_m 19)
See also 15 discontinued or replaced items Raﬁ
Strongylocentrotus purpuratus (4]
Name/Gene ID | Description Location Aliases Cavia porcellus (3)
All other taxa (277}
Ache acetylcholinesterase [Mus musculus (house Chromesome 5, NC_000071.6 More. ..
ID: 11423 mouse)] (137285849..137294466)
ACHE acetylcholinesterase (Yt blood group) [Homo ~ Chromosome 7, NC_000007.14  ACEE, ARACHE, N-
1D: 43 sapiens (human)] (100889994.. 100896686 ACHE. YT

Sekil 3.4. Primer prob dizayn etmek icin kullanilan NCBI organizma se¢im sayfasi

llgilendigimiz genin hangi organizma icin aratildigin1 gosteren Sekil 3.5°deki sayfada
alt1 ¢izili olarak vurgulanan linke “aramilan gen” tiklanarak ilgili genin kromozomdaki

yeri,

gen Urlinii olan enzimin fonksiyonlar1 vb bulunur. NCBI Reference Sequences (RefSeq)
basligr altinda “mRNA” tusuna basilarak genin cDNA’s1 elde edildi. Genin spesifik

probunun dizayninda kullanilacak ilgili genin sekansina boylece ulasilmig olundu (Sekil
3.6).

Gene * | ((AChE)) AND "Homo sapiens"[porgn:__txid9606] [ Search |
Create alert Advanced
Display Settings: [~ Tabular, 20 per page, Sort by Relevance Send to:
Filters: Manage Filters
Results: 1 to 20 of 35 Selected: 1 Page [1 |of2 Ned= Last==
0 Showing Current items. Find related data
Database: | Select v
Name/Gene ID | Description Location Aliases MIM
“Aramilan gen acetylcholinesterase (Yt blood group) ~ Chromosome 7, ACEE, ARACHE, N-ACHE. 100740
1D: 43 [Homo sapiens (human)] NC_000007.14 YT
(100889994..100896686.
complement) Search details

Sekil 3.5. Tlgili genin temel dzelliklerini gdsteren NCBI sayfast
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Advanced
Display Settings: (] Full Report Send to:
ACHE acetylcholinesterase (Yt blood group) [ Homo sapiens (human) ] Table of contents
Summary

Gene ID: 43, updated on 26-Jul-2015 K
Genomic context

~ Summary Genomic regions. transcripts, and produc
Bibliography
Official Symbol ACHE provided by HGNG
. . Phenotypes
Official Full Name acetylcholinesterase (Yt blood group) provided by HGNC o
Primary source HGNC HGNC 108 Variation
See related EnsemblENSG00000087085. HPRD:00010: MIM:100740: Vega OTTHUMG00000157033 HIV-1 interactions
Gene type protein coding Pathways from BioSystems

RefSeq status REVIEWED

Organism Homo sapiens . X
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata: Euteleostomi: Mammalia: Eutheria; Euarchontoglires: Primates; Haplorrhini General gene information
Catarrhini; Hominidae; Homo Markers, Homology, Gene Ontology

Interactions

General protein information

NCBI Reference Sequences (RefSeq)

Sekil 3.6. Aranilan insan geninin 6zellikleri

Nucleotide Mucleotide v w
Advanced
Display Settings: (v) GenBank Send: (v
Change region shown o)

Human acetylcholinesterase (ACHE) mRNA, complete cds

GenBank: M55040.1 Customize view =
FASTA  Graphics

Go to: Analyze this sequence —
. - Run BLAST

Locus HUMACHE 2218 bp mRNA linear PRI @9-JUN-1995

DEFINITION Human acetylcholinesterase (ACHE) mRNA, complete cds. Pick Primers

ACCESSION  Ms5@42 Highlight Sequence Features

VERSION HS5@4@.1  GI:177974

KEYWORDS acetylcholinesterase. Find in this Sequence

SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens

Sekil 3.7. Ilgili genin sekansmin bulundugu internet veri tabanini

Gen ayrmtilariin bulundugu Sekil 3.7’deki sayfanin sol bdliimiinde dikey olarak
siralanmis gene ait olan ¢esitli bilgileri igeren linkler mevcuttur. Bu linklerden birisi
olan kodlanan sekans “CDS” tiklanarak ilgilendigimiz genin kodlanan bolgesi
isaretlendi. Bu bolgenin belirlenmesi dizayn edilecek primer ve probun hangi bdlgeden
yapilacag1 konusunda kolaylik saglar. Sekil 3.8’de tez kapsaminda calisilan genlerden

biri olan ACHE genine ait kodlanan bolge koyu zeminle isaretli olarak gosterilmektedir.
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1 gtecteocccte atctttgoca acctgoccca cctoctoctge agotgagoga taaccottgg
6l gccgacagty coctaatctc ctocctoctyg gobttcoctcogac cga3ccotitcad coctttocoot
121 trctttcoctoc cagcagacgc cgoctgcoccct goagocatga ggococccgca gtgtctgotg
131 gacacgocctt coctggottc coccactcococtt ctoctoctoc tcoctggotocct gggtggagga
241 grgggggcty agggccggga ggatgcagag ctgctygega £ggrgcgrgy Jggscggct
301 gcggggeattc goctgaagac coccococggggge coctgbctctg ctttoctggy catccoCttt
38l gcggagccac ccatgggacce cocgtocgottt ctgocaccgg agoccaagea gocttggtcoa
421 ggggtggrag acgctacaac cLtccagagt grotgotace 3aTAatgrbgga CacCCLAatac
481 ccaggtttty 200Ucaccga gatgtggasc CCCaaccgty 3gCtUagcga ggactygccrg
541 tacctcaacg Lgtggacacc atacccccgg CoLacatccC CCAaccCoLgt cctogticotgg
601 atctatgggg gtggcttcta cagtggggcc tocctcottgg acgtgrtacga tggocgottc
661 ttggtacagg ccgagaggac tgtgcoctggtg tocatgaact acco i agcoctttggo
721 ttcctggocC Lgccggggag ©cgagaggcc Cogggcoaatyg Tgggrtctoct ggatcagagg
781 ctggccctgc agtgggtgcs gJjagaacgtqg gocagocttcg ggggtgaccc gacatcagqtg
841 acgctgittg gggagagcgc gggagccgoc Loggt ca Ttgcacchgct gLoccogooc
8901 agcc cC tgttccacag ggccgtgctg cagagoggty ccoccaatgy accotgggoc
861 acggt ca tgggagagge cogtcgcagg gocacgcage tggoccacct tgbgggobghb
1021 cctccaggog goactggtgg gaatgacaca gagcoctggtag cobgocciTtog gacacgacca
1081 gcgcaggtcc tggtgaacca cgaatggcac ghgoctgocctc aagaaagcgt cttcocoggitco
1141 tcoctteogtge ctgtggtaga tggagacttc ctcagtgaca Coccagaggec Ccotcatcaac
1201 gcgggagact ECCAcggcct goaggtgctg gtgggtgtyg £gasggatga gggctogtat
1261 tttctggttt ac cccc aggcttcage aaagacaacg agtctctcat cageoc cC
1321 gagttcctgg Scggggcgcy ggtcgggytt Soccaggtaa grgacctygs agecgaggct
1381 grtggtcctge attacacaga ctggoctgcat cccgaggacc cggcacgcoct ga aggcc
1441 ctgagegaty tggtgggcga ccacaatgtc gtgtgccccg Lggcccagct ggctgggcgs
1501 crtggcotgocc agggtgcccg ggtctacgcc tacgLoCLttg aacaccgtgc CLCCAacgcotco
1561 tcctggoccc Tgtggatggg ggtgocccac ggotacgaga tocgagttcat ctttgggatc
1821 ccoctggacc coctctcogaaa cLacacggca gaggagasass CoCtogocca gogactgatg
1681 cgatactggq ccaactttgc ccgcacagqgqgg gatcccaatg agccccgaga coccadggoc
1741 ccacaatgge cocccgtacac ggogggggct cagcagtacg ttagtctgga coctgoggocg

Sekil 3.8. ACHE genine ait kodlanan ve kodlanmayan bolgeleri gdsteren veritabani

Gen sekansiin bulundugu sayfada organik bazlar arasinda peryodik olarak bosluklar ve
satir sayilart mevcuttur. Bu satir sayilar1 ve bogluklar sonraki islemlerin kontrollii olarak
yiiriitilmesinde bir engeldir. Bunun i¢in sekans sayfasinin en {ist kisminda “FASTA”
secenegine tiklanarak bosluklar ve sira sayilart kaldirildi. Bu islem, ilgili genin
organizmanin baska genleri ile homolojisinin olup olmadigmi kontrol etmede
kullandigimiz blastlama sayfasinda bize hiz kazandirir. FASTA secenegi ile ulasilan

sekans Microsoft Word sayfasina kopyalanip kodlanan bolge isaretlendi.

Ilgili genin organizmanin baska genleri ile homoloji oraninin kontrol edilmesi igin tiim

gen sekansi (kodlanan+kodlanmayan) blastlanmalidir. Blastlama, dogru primer ve
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problarin dizayn edilmesinde Onemlidir. Tiim gen sekansi kopyalanip blastlama
sayfasina (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) gidilip Sekil 3.9°daki gibi organizma
(Human) se¢imi yapilarak Sekil 3.10’daki organizmaya ait blast sayfasina ulasildi.
Blastlama isleminin organizmaya 6zgii blast sayfasindan yapilmasi, dizayn edilecek
primer ve probun sadece o organizmaya Ozgii olarak calisilmasinda ve ayni
organizmanin baska genlerini ¢ogaltma ihtimalinin Oniine gecilmesinde biiyilk 6nem
arzeder. Istenirse dizayn edilen primer ve problarin baska organizmalarda calisip
caligmayacag1 ayni sekilde Sekil 3.9°daki organizma blast sayfasi kullanilarak istenilen

organizma i¢in kontrol edilebilir.

» NCBI/BLAST Home
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...
BLAST Assembled Genomes
Find Genomic BLAST pages: o Human o Rabbit o Zebrafish
- s © Mouse o Chimp o Clawed frog
| GO 4 Rat o Guinea pig o Arabidopsis
Enter organism common name, scientific name, or tax id. o Cow o Frujt fl o Rice
o Pig o Honey bee o Yeast
o Dog o Chicken o Microbes
Basic BLAST
Choose a BLAST program to run.
nucleotide blast Search a nucleotide database using a |1ugleolide query blastx | Search protein database using a translated nucleotide query
Algonthms: blastn, megablast, discontiguous megablast
thlastn | Search translated nucleotide database using a protein query
: Search protein database using a protein query
protein blast P 1sing a pre query
Algonthms: blastp, psi-blast, phi-blast. delta-blast tblastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Sekil 3.9. Ilgili genin baska genlerle homolojisinin kontrol edildigi organizma segim
sayfasi

Sekil 3.10°daki acilan sayfaya ilgili genin sekansi yapistirilip baska genlerle

homolojisini aragtirmak i¢cin BLAST butonuna tiklandi.
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BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more...
Clear CQuery subrange &)
From
To
P
Or, upload file Dosya Sec | Dosya secilmedi 7]
Job Title
Enter a descriptive tifle for your BLAST search @
Choose Search Set
Database - . =
Genome (all assemblies top-level) ¥ | 509 sequences @
Exclude Models (XM/XP)
Optional
Entrez Query
Optional
Enter an Entrez query to limitsearch &)
Program Selection
Optimize for * Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &
BLAST Search database Genome (all assemblies top-level) - Homo sapiens using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
Show results in a new window

Sekil 3.10. Gen sekansimin homolojisinin kontrol edildigi organizmaya 0zgii blast
sayfasi

Tim genin blastlanmasinin amaci, o genin bagka genlerle homoloji gosteren bolgelerini
belirlemektir. Bu iglem, primer-prob dizayninda bu boélgelerden kaginilmasinda bize
yarar saglar. Diyazn edilen primer ve problarin bu bolgelerin digindan secilmesi, Real-
Time PCR reaksiyonu sirasinda yanlishikla baska genlerin ¢ogaltilmasini onler. Tez
calismasi kapsaminda kullandigimiz genlerin primer ve prob dizaynlari, bu siireclere

dikkat edilerek yapildi.

Blast butonu tiklandiktan sonra goriintiilenen homoloji belirleme sayfas1 Sekil 3.11°de
verilmistir. Sekil 3.11°de goriilen kirmizi homoloji ¢izgilerinin iizerine gelindiginde,
ilgili genin hangi genlerle ne oranda ve hangi bélgelerde homolojilerinin oldugu
goriiliir. Boylece dizayn edilecek primer ve probun, genin hangi bolgesinden segilecegi

belirlenir.
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Sekil 3.11. ilgili genin baska genlerle homoloji oranini gdsteren blastlama sonucu

Bu sonuca gore genin spesifik probunu elde etmek i¢in gen sekansinda en 1yi bolge
secimi yapilmalidir. Bunun i¢in Sekil 3.11°¢ goére 0-1600 arasindaki bolgede, bu
bolgenin tamamina karsilik olarak diger genlerle homolojinin hemen hemen hig
bulunmadig1 anlagilmaktadir. Ilgili genin homoloji bolgeleri belirlendikten sonra, bu
bolgelerin disinda 300-1600 arasi dizilis segilerek primer-prob dizaymi yapmak iizere
http://frodo.wi.mit.edu/ sayfasina gidildi. Acilan sayfada dizayn edecegimiz primer ve
problarin optimum degerleri Sekil 3.13’de verildigi gibi girilerek sayfanin en alt
kisminda bulunan “Pick Primer” butonuna tiklandi. Optimum degerlerle dizayni
gergeklesmeyen ya da kismen gergeklesen primer ve problarin optimum degerlerinde
(6nemsizden onemliye) kiiclik degisiklikler yapilarak yeni primer ve prob oOnerileri elde
edildi. Primer ve problardan amacimiza uygun olanlar segilerek Real-Time PCR

yonteminde kullanilmak tizere METABION sirketinden siparis edildi.



80

Real-Time PCR vintemiyle
kantitatif olarak ¢ogaltilacak gen

GENOM¢ _oQu 00

GEN
// 9 > J \\\

/’ Dizayn edilecek primer ve prop icin
' kullanilacak 300-1600 bazlik bilge

Homoloeji kontrolii
somrasinda segilen bilge

_| Primer-probun ¢ogaltacagn | -
gen bilgesi -

Dizayn edilen b
primer ve problar
ILERI PRIMER TAGMAN PROB GERIi PRIMER

Sekil 3.12. Multipleks Real-Time PCR yo6nteminde kullanilacak primer ve prob dizayni
sematik 6zeti (Kogpiar 2015)
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General Primer Picking Conditions

Pomer Size Min: 19 Opt: 20 Max: 21

Pomer Ty Min: 5 Opt: 600 Max: 61_ Max Tm Difference: 100.0  Table of thermodvnamic parameters: Breslauer et al. 1988 +
Product Ty Min: Opt: Max:
Primer GC% Min: 45 Opt: 50 Max: 55
Max Self Complementarjty 8.00 Max 3' Self Complementaritv: 3.00
Max N 0 Max Poly-X 3
lnside Target Penalty; Qutside Target Penalty: 0 Note; v g W
Eirst Base Index: 1 CG Clamp: 0
Concentration of monovalent cations: 50.0 Salt correction formula: Schildkraut and Lifson 1965 +
Concenration of divalentcations 0.0 Concentration of dNTPs 0.0
Annealing Oligo Concentration: 500 (Not the concentration of oligos in the reaction mix but of those annealing to template.)
¥ Liberal Base '/ Show Debuging Iufo ¥ Do not treat ambiguity codes in libraries as consensus Lowercase masking

Pick Pnmers | Reset Form

Hyb Oligo Size: Min 19 Opt 20 Max 23,

Hyb Oligo Tni:  Min 69 Opt 70 Max 71 __

Hyb Oligo GC% Min: 45 __ Opt: 50 Max: 55

Hyb Oligo Self Complementarity: 12.00 Heb Oligo Max 3' Self Complementarity; 12 00

e 0 Hyb Oligo Max Poly-X: B

Hyb Oligo Mishyb Library: NONE v Hyb Oligo Max Mishyb: 12.00

Hyb Oligo Min Sequence OQuality; 0

Hyb Oligo Conc of monovalent cations: 500 Hyb Oligo DNA Concentration: 50.0
onc of divalent cations: 0.0 Hyb Oligo [dNTP 00

Objective Function Penalty Weights for Hyb Oligos (Internal Oligos)

HybOligoTm Lt 10 Gt: 1.0
Hyb Oligo Size Lt: 1.0 Gt: 1.0
Hyb Oligo GC%Lt: 0.0 Gt: 00

Hyb Oligo Self Complementarity 00
/ #N' 00
vb Oligo Mishvl 00

Hyb Oligo Sequence Quality 00

Pick Pnmers  Reset Form

Sekil 3.13. Dizayn edilen primer ve problarin optimum degerlerinin girildigi NCBI
internet veri tabani

Primer ve prob dizayni yapilirken dikkat edilmesi gereken noktalardan bazilar1 da
dizayn edilen primer ve problarin, adenin ya da timin niikleotidi ile baslayip guanin ya
da sitozin niikleotidi ile bitmesidir. Ayrica dizayn edilen primer ve problarin dimer
olusturmalarini ve spesifik olmayan baglanmalarin1 engellemek amaciyla art arda 4 tane
ayni bazin tekrar etmemesi gerekir. Istenirse bu gibi durumlari daha ayrmtili kontrol
etmek amactyla bioedit gibi bilgisayar programlari kullanilabilir. Dizayn edilen primer
ve problar siparis edilmeden once yeni bir blastlama ile homolojilerinin kontrol

edilmesinde yarar vardir.
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Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments |

Color key for alignment scores
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Sekil 3.14. Cogaltilacak gen bdlgesinin baska genlerle homolojisinin kontrol edildigi
blastlama sayfasi

Tez kapsaminda dizayn edilen her primer ve prob ikinci bir blastlama ile homolojileri
kontrol edildi. Bizim dizayn ettigimiz genin elde ettigimiz cDNA kiitiiphanesinde
ACHE geninden baska genlerle homolojisinin olmadigi belirlendi (Sekil 3.14). Fakat
AChE’nin farkli ¢ok sayida transkript varyant: bulunmaktadir (Sekil 3.15).
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Description sMci:e ::;1 ?:jg VE\EUE.‘ Ident Accession
¥ Human acetylcholinesterase (ACHE) mRNA, complete cds 4096 4096 100% 00 100% M550401

Homo sapiens acetylcholinesterase (Yt blood group) (ACHE). franscript variant E4-E6. mRNA 3803 3803 93% 00 99% NM 0006654
Homo sapiens acetylcholinesterase antisense RNA (AChE-AS). partial sequence 3803 3803 93% 0.0 99% KJ4255731
Homo sapiens acetylcholinesterase (Yt blood group) (ACHE). franscript variant 5. mRNA 3797 3797 93% 0.0 99% NM 001302622.1
Homo sapiens mRNA for acetylct isoform E4-E6 precursor variant, clone: FCC112G06 3792 3792 93% 00 99% AK2234431
Homo sapiens cDNA FLJ77135 complete cds. highly similar to Homo sapiens acetylct (YT blood group) (ACHE). transcriptvariant E4-E6. mRN, 3786 3786 93% 00 99% AK291321.1
Homo sapiens acetylcholinesterase (Yt blood group). mRNA (cDNA clone IMAGE. 4795048} 3781 3781 93% 00 99% BC0263151
PREDICTED: Pan troglodytes acetylcholinesterase (Yt blood group) (ACHE), franscript variant X11. mRNA 37T 37T 93% 0.0 99% XM 0033186602
PREDICTED: Pan troglodytes acetylcholinesterase (Yt blood group) (ACHE), franscript variant X3, mRNA 3777 3777 93% 0.0 99% XM 0094538331
Homo sapiens cDNA clone IMAGE:53122373. containing frame-shift errors 3770 3770 93% 0.0 99% BC094752.1
PREDICTED: Gorilla gorilla gorilla acetylcholinesterase, transcript variant 1 (ACHE). mRNA 3755 3755 94% 00 99% XM 0040459291
PREDICTED: Mandrillus leucophageus (Yt blood aroup) (ACHE), transcript variant X2, mRNA 3672 3672 99% 0.0 97% XM 011985658.1
PREDICTED: Macaca fascicularis acetylct (ACHE), franscripi variant X2, mRNA 3661 3661 99% 00 96% XM 0055492761
PREDICTED: Papio anubis acetylcholinesterase (Yt blood group) (ACHE). transcript variant X7. mRNA 3478 3478 9% 0.0 97% XM 0038958101
PREDICTED: Papio anubis acetylcholinesterase (Yt blood group) (ACHE). transcript variant X1, mRNA 3472 3472 93% 0.0 97% XM 0092027331
PREDICTED: Chlorocebus sabaeus acetylcholinesterase (Yt blood aroup) (ACHE), transcript variant X11. mRNA 3472 3472 93% 00 97% XM 0080185001
PREDICTED: Chlorocebus sabaeus acetylcholinesterase (¥t blood group) (ACHE), transcript variant X3, mRNA 3472 3472 93% 00 97% XM 0080184921
PREDICTED: Homo sapiens acetylcholinesterase (Yt blood group) (ACHE), transcript variant X1, mRNA 3470 40561 99% 00 100% XM 0115162251
PREDICTED: Cercocebus atys acetylct (Ytblood group) (ACHE), transcript variant X7. mRNA 3467 3467 93% 0.0 97% XM 0120572951
PREDICTED: Cercocebus atys acetylcf (Ytblood aroup) (ACHE). transcript variant X8. mRNA 3461 3461 93% 0.0 97% XM 0120572961
PREDICTED: Macaca nemestrina acetylct (Ytblood aroup) (ACHE), transcript variant X8 mRMNA 3461 3461 93% 0.0 97% XM 0117674671
PREDICTED: Colobus angolensis palliatus acetylcholinesterase (¥t blood group) (ACHE). ranscript variant X1, mRMA 3459 3459 93% 00 97% XM 0119439411

p— L 1 =1

Sekil 3.15. Asetilkolinesteraz genin farkli ¢ok sayida transkript varyanti gosteren
blastlama sonucu

281l ACGGTIGGGCATGGGAGAGGCCCGTICGLAGGECCACGLAGCTGGCCCACCTIGIGEGCTIRT

1021 CCTCCAGGCGGCACTGGTIGGGARATGACACAGAGCTGGTAGCCTGCCTITCGGACACGRACCA

1081 GCGCAGGTCCTIGGTGAACCACGRATGGCACGTIGCTIGCCTCAAGARAGCGTCTITCCGGTIIC

e ge vl

1141 TCCTTCGIGCCTGIGGTAGATGGAGACTTCCTCAGTGACACCCCAGRAGGCCCTCATCARC
et et S e S e e e 0 4 AmAAAA AR AR SRR

1201 GCGGGAGACTTCCACGGCCTGCAGGTGCTGGTGGGTGTGGTGAAGGATGAGGGCTCGTAT
AR el

1261 TTTICTGGITTACGGGGCCCCAGGCTTCAGCARAGACAACGAGTCTCTCATCAGCCGGGCC

1321 GAGTTCCTIGGCCGGGGTGCGGGTCGEGGTTCCCCAGGTAAGTGACCTGGCAGCCGAGGCT

Sekil 3.16. mRNA sekanst tizerinde primer ve problarin gosterimi

ACHE’nin mRNA sekans1 tizerinde primer ve proplar Sekil 3.16’da gosterilmistir.
Primer ve prob dizayni sonrasinda tez kapsaminda kullanilmak iizere METABION
sirketinden siparis edilen genlerin NCBI Tm sicakliklar1 ve %GC oranlar1 Cizelge

3.4°de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Tez kapsaminda yapilan multipleks Real-Time PCR yo6nteminde
kullanilmak tizere siparis edilen primer ve problarin sekanslar1 ve bazi nicel degerleri

Genes Primer Tm %GC
ve Dizilis (5°—>3°) Sicakhiglt  oram

probes (°C)
GAPDH Forward primer GGTTCTCCTTCGTGCCTGT 59,95 63,16
Reverse primer AGCCCTCATCCTTCACCAC 59,50 61,11
Tagman probe GCCCTCATCAACGCGGGAGA 70,33 60,00
AChE Forward primer GACACCCACTCCTCCACCT 60,25 57,89
Reverse primer TCCACCACCCTGTTGCTG 60,06 57,89

Tagman probe  TGACGCTGGGGCTGGCATTG 70,10 65,00

3.2.4. Kantitatif gen ekpresyonu (Real Time PCR)

PCR, DNA iizerinde segilen bir ya da daha fazla bdlgenin in vitro olarak ¢ogaltilmasi
yontemidir. Molekiiler alanda oldukg¢a sik kullanilan bu ydntem temel alinarak
gradientli PCR, multipleks PCR, nested PCR ve Real-Time PCR gibi tiirleri
gelistirilmistir (Gontil 2013). Son yillarda, PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri
saglamak i¢in kullanilan cihazlarin (thermocycler) hassas oOl¢iim aletleriyle
birlestirilmesi ve floresan 1s1ma tekniklerinin molekiiler genetik yontemlerde kullanima
girmesi, genetik ¢aligmalara biiyiik bir ivme kazandiran Real-Time PCR olarak bilinen
yontemin gelistirilmesinin temeli olmustur. Real-Time PCR teknolojisi, DNA’nin ya da
MRNA Orneklerinin ¢ogaltilmas: ve iriinlerinin miktarini floresan boyalar yardimiyla

gercek zamanli olarak tespit edebilen popiiler bir yontemdir (Giinel ve Aydinli 2009).

Bu yontemde ekstra goriintiilemeye gerek duyulmamasi, nitelik ve nicelik yoniinden
kisa siirede ¢ok sayida ornegi analiz edebilmesi, sonuglarin kantitatif olarak verilmesi,
dizilemeye gerek kalmadan tek niikleotid farkliliklarinin saptanabilmesi ve tiipte
uygulandig1r i¢in kontaminasyon riskini en aza indirmesi yOntemin avantajlari
arasindadir. Bu yoniiyle bilim ve tip alanindaki calismalarda niikleik asit miktari
belirleme analizleri igerisinde en etkili teknigin Real Time PCR oldugu ortaya

konmustur. Ayrica bu teknik, {irliin analizinin agaroz jel elektroforezi ve DNA veya
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RNA bantlarinin mor o6tesi 151k altinda gorilintiilenmesi gibi basamaklar1 ortadan

kaldirmaktadir. (Rasmussen et al. 2001).

Real-Time PCR teknigi ile DNA ve mRNA dizileri es zamanli olarak ¢ogaltilmis ve
belirlenebilmistir. Bununla birlikte reaksiyon siiresi boyunca olusan iiriiniin miktarin
Real-Time PCR sirasinda gozlenebilmistir. Amplifikasyonun her basamaginin takip
edilebilmesi Real Time PCR’1 6zel kilan en 6nemli 6zelligidir. Amplifikasyon egrileri
lizerinde tiim amplifikasyon profili gozlenebilmektedir. Bu imkan reaksiyon ig¢in
kullanilan primerler ve hedefe 6zgii floresan isaretli problar ile saglanir (Wilhelm and
Pingoud 2003; Kubista et al. 2006). Gen ifadelenme ¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan
problardan biri TagMan problardir. Real-time PCR’1n bir uygulamasi olan TagMan

sisteminde 5’ ve 3’ uclarindan floresans maddelerle isaretli prob kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda yapilan Real-Time PCR c¢alismalarinda prob’un 5’ucunda haberci
(reporter) florokrom (6-carboxyfluorescein = 6-FAM), 3’ucunda ise baskilayici
(quencher) florokrom (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine = TAMRA) floresan isaretli
hedef gen probu ve 5’ucunda raportor florokrom (Cy5), 3’ucunda baskilayici florokrom
(BQ2) olan floresan isaretli referans gen Tagman problar1 kullanilarak kantitatif gen
ekspresyonlar1 6lgitildii. Real-Time PCR reaksiyonu sirasinda prob, denaturasyon ile tek
zincirli hale getirilen ¢cDNA hedef molekiil {izerinde primerlerin (forward primer ve
reverse primer) baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob-hedef molekiil
arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportor florokrom maddenin sinyal
olusturmasi, 3’uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin
hedef niikleik asite baglanmasini takiben baglatilan primer uzamasi prob’un baglandigi
noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in taqg DNA polimeraz enzimi 5’
— 3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’u¢tan yikmaya baglar. Prob yikiminin
olusumu, prob ve hedef bolge arasindaki hibridizasyonu bozmakla baskilayicinin
raportOr lizerindeki etkinligini yok eder. Boylece baskilayicinin etkinliginden uzaklasan
raportor florokrom sinyal olusturur. Her dongiide c¢ogaltilan hedef bdlge primer
etkinligine gore bir oncekinin yaklasik iki katina ¢ikacagindan sinyal siddeti de buna

paralel olarak artar. Belirli sayida dongii sonrasinda sinyal siddeti Real Time PCR
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cihazi tarafindan FAM ve Cy5’e spesifik dalga boylarinda algilanip kantitatif olarak Ct
degeri seklinde ifade edilir.

R = Reporter
Q = Quenchor
Forward Q
= Prmer N Prot
5 m— - 3
¥ - 5'
5 ¥
€ 5"
Reverse
Primer
5, S W —
3 5
5 7
< o—
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Sekil 3.17. Real-Time PCR reaksiyonu sirasinda hedef gen primer ve problarinin
calisma sekli (Anonim 2008)

3.2.4.a. Multipleks Real-Time PCR uygulamasi

Multipleks Real Time PCR uygulamasi, normal Real Time PCR uygulamasindan farkli
olmayip hedef gen (galisilan gen) ve referans genin (housekeeping) ayni tiip icerisinde
kantitatif olarak degerlendirilmesidir. Referans gen genellikle temel hiicresel
fonksiyonlarin gergeklestirilmesi i¢in gerekli olan, organizmanin her hiicresinde ekprese
oldugu bilinen bir gendir (Kiifrevioglu vd 2011). Tek tiipte iki genin degerlendirilmesi,
hedef gen ve referans gen olmak iizere iki reaksiyonun olusacagi, dolayisiyla iki farklh

Ct degeri elde edilecegi anlamma gelir. Ayrica bu durum malzeme israfini
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onleyeceginden, normal Real Time PCR yontemini ekonomiklestirir. Multipleks Real
Time PCR yontemi sonrasinda elde edilen hedef gen ekspresyonu Ct degerleri, referans

gen ekspresyonu Ct degerleri ile kiyaslanarak degerlendirme yapilir.

Tez kapsaminda yapilan deneylerde Real Time PCR metodunun bir versiyonu olan, hem
hedef gen prob isimalarinin hem de referans gen prob i1simalarinin tek tiipte Olciildigi
Multipleks Real Time PCR metodu kullanildi. Bu amagla saglikli ve hasta gruplarindan
alman l0kositlerden sentezlenen ¢cDNA oOrnekleri kullanilarak gerceklestirilen kantitatif
Multipleks Real Time PCR denemeleri, istatistiksel giivenilirlik agisindan iki kez
tekrarlandi.

Daha 6nce Real Time PCR yonteminde kullanmak {izere calisilacak GAPDH referans
geni ve ACHE hedef gen bolgesine 6zgili primerler ve Fam-Tamra ve Cy5-BQ?2 etiketli
problar dizayn edilmisti. Multipleks Real Time PCR uygulamasi i¢in dizayn edilen
primer-problar ve diger maddeler, Cizelge 3.5’deki gibi karistirilarak her 6rnegin tiip
karisimi elde edildi. tiiplere esit miktarlarda konulan bu karigim tizerine her tiip igin
cDNA o6rnegi 2,5 pL ilave edilerek kantitatif Multipleks Real Time PCR reaksiyonu
Qiagen Rotor-Gene Q Real-Time PCR cihazi yardimiyla gergeklestirildi. Her 6rnek

reaksiyonu sonugclarin istatistiksel giivenilirligi agisindan 2’ser kez tekrarlandi.

Cizelge 3.5. Multipleks Real Time PCR karigimi1 (25 pl i¢in)

Bilesenler Final Konsantrasyonu Miktar (uL)
TaqMan® Probe Master Mix 1X 12,5

Probe hedef gen 0,6 pmol 0,15

Probe GAPDH 0,6 pmol 0,15
Forward Primer hedef gen 0,2 pmol 0,25
Forward Primer GAPDH 0,2 pmol 0,25
Reverse Primer hedef gen 0,2 pmol 0,25
Reverse Primer GAPDH 0,2 pmol 0,25

cDNA (50 ng) 120 ng/ ul 2-3

ddH,O (Steril) - 87
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Real Time PCR yonteminde kullanilan sicaklik dongiisii Sekil 3.18’de gosterildigi gibi
50°C’de 2 dk 6n inkiibasyondan sonra denaturasyon i¢in 95°C’de 10 dk bekletilip ve
sonrasinda denaturasyon i¢in 95°C’de 10 saniye, primer baglanmasi i¢in 60°C’de 1 dk

ve polimerizasyon i¢in 72°C’de 1 dk olmak iizere toplam 45 dongii PCR islemine maruz

birakildi.

4 N
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= 10 dle ! 10 sm ™10
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/ ! 42 dongi .
/ : :
ZAMAN
., v,

Sekil 3.18. Tez kapsaminda yapilan multipleks Real-Time PCR yonteminde kullanilan
sicaklik dongiisii

3.2.4.b. Real-Time PCR sonuglarinin hesaplanmasi

Real Time PCR ile elde edilen gen iiriinlerinin kantifikasyonu i¢in bir ¢ok yontem
gelistirilmigtir. Calismamizda “Komperatif AACt” yontemi kullanilmistir. Kalibrator
olarak endojen kontrol de dedigimiz bir referans genden ve karsilastirma yapabilmek
icin de kontrol grubundan faydalanilir. Bir hedef genin bir kontrol gene gore relatif
ekspresyonuna bakilir. Diisiik yogunlukta sentezlenen genlerin ekspresyon ¢alismalari
icin ¢cok uygun bir yontemdir. Kantitatif analizde normalizasyon icin referans
(housekeeping) gen olarak GAPDH kullanildi. Referans gen genellikle temel hiicresel
fonksiyonlarin gergeklestirilmesi i¢in gerekli olan bir organizmanin her hiicresinde

bulunan temel bir gendir (Butte et al. 2001).
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Bu yontemde Once hasta ve kontrol grubu orneklerinin ortalama Ct degerleri hem
GAPDH hem de AChE i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi. Daha sonra AChE ortalama
degerinden GAPDH ortalama degeri ¢ikarilarak ayr1 ayr1 hasta ve kontrol gruplarmin
ACt degerleri ve bunlara ait standart sapma degerleri hesaplandi. Kontrol grubu ACt
degeri hasta grubu ACt degerinden ¢ikarilarak AACt degeri bulundu. Bu deger 2 4
formiiliine uygulanarak hasta grubunun ACHE ekspresyonun kontrol grubuna gore kag
kez artmis ya da azalmis oldugu GAPDH gen ekspresyonu internal kontrol olarak

kullanilip relatif olarak belirlendi.

Kontrol ACt = Kontrol Ct (hedef) — Kontrol Ct (GAPDH)

Ornek ACt = Ornek Ct (hedef) — Ornek Ct (GAPDH)

AACt = [ (Ornek ACt)ort. — (Kontrol ACt)ort. ]

Hedef gen (hedef) mRNA miktari = 244

Referans ve hedef genlerin esik dongii degeri (threshold cycle = Ct) degerleri genlerin
kantitatif miktarlarini belirten ifadeler olup Real Time PCR uygulamalarinda 6nemli bir
parametredir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan 1simnim esik
degerinin asildig1 dongii sayisidir. Baska bir ifade ile {iriindeki ilk anlamli artigin oldugu
noktayr belirtir. Farkli PCR reaksiyonlarinda yer alan kalip orneklerin miktar1 Ct
degerleri karsilastirilarak ongoriilebilir (Womg and Medrano 2005). Florimetrik PCR
yontemi ile yapilan kantitasyon ¢alismalarinda, kalip DNA miktar1 bilinen standart
orneklere ait Ct degerleri ile incelenen ornegin Ct degeri karsilastirilarak kantitasyon
yapilmaktadir. Bu nedenle, kantitatif PCR analizlerinde standart olarak tanimlanan
kontrol orneklerine ihtiya¢ vardir. Standart 6rnek olarak i¢cinde bulunan kalip DNA
miktar1 bilinen 6rneklerle yapilan galismalara mutlak kantitasyon adi verilir. Iyi
ekspresyon saglayan bir Ornegin seri dilusyonlar1 standart olarak kullanilabilir. Bu
caligmalarda Onemli olan standartlar arasindaki kalip oraninin tekrarlanabilir ve

Olciilebilir olmasidir. Bu tip caligmalara goreceli kantitasyon (relative quantitation) adi
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verilir (Pfaffl 2001). Bir standart Ornekten seri diliisyonlar hazirlanir. Standart
diliisyonlara varsayilan bir konsantrasyon miktar1 atfedilir ve genellikle bu miktar
“varsayilan birim” (arbitrary unit) olarak ifade edilir. Bu standartlar kullanilarak,
atfedilen konsantrasyon degerlerine karsilik gelen diliisyonlarin Ct degerleri
belirlenerek kantitasyon i¢in gerekli olan regresyon egrisi ¢izilir. Bu egri standart egri
olarak da ifade edilmektedir. Kantitasyon asamasinda, orneklerin Ct degerlerinin
regresyon egrisi lizerinde hangi atfedilen degeri temsil ettiklerine bakilarak goreceli bir
miktar belirlenir. Bu sekilde kantitatif PCR verilerinin analizinde; mutlak ve goreceli

kantitasyon kullanilir.

Bu tez calismasinda Real Time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, standart egrilerin
cizilebilmesi amaciyla herhangi bir kontrol gurubundan elde edilen c-DNA 6rneginden
1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 seklinde seri diliisyonlar hazirlanmistir ve dl¢iimlerin
degerlendirilmesi asamasinda analiz programi ile standart egriler ¢izildi. Deneylerde
tiim cDNA 6rnekleri ve standart 6rnekler ayni sartlarda ve ayni grup igerisinde 2’ser kez
calisilarak bu ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi analizlerde kullanilmistir. Bunun amaci, deneysel

hatalar1 ve farklar azaltmaktir.

3.3. Plazmada Lipidler ve Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonlar1 ve Total Tiyol

Diizeyinin Belirlenmesi

3.3.1. Malondialdehit (MDA) miktarmmn belirlenmesi

Hiicre membraninin lipoprotein yapisindaki poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu yan lirlin olarak MDA olusur (Oropesa et al. 2009). MDA diizeyi plazma,
eritrositlerde ve eritrosit zarinda Olgiilmistiir. Lipid peroksidasyonunun son
tiriinlerinden olan MDA, oksidasyonun dolayli bir gostergesi olarak kullanilmaktadir.
MDA diizeyi Dahle yontemi ile olgiilmiistiir. Dahle’nin spektrofotometrik yontemi
temel olarak MDA ile tiyobarbiturik asitin (TBA) olusturdugu pembe renkli kompleksin
532 nm dalga boyunda verdigi absorbansin 6l¢iilmesine dayanmaktadir (Dahle 1962).
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Kapakli cam deney tiiplerine 1 ml %10’luk TCA konuldu, tizerlerine 0,2 ml numune
eklenerek vorteksle karistirildi. Elde edilen karisimlarin agizlar1 kapatilarak 90 °C’de 15
dakika inkiibe edildiler. inkiibasyon sonras1 soguk su altinda sogutulan numuneler 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiigasyon sonrasi elde edilen Siipernatantlardan
0,5 ml ayn tiiplere aktarildi, bunlarin {izerlerine esdeger hacimde % 0,8’lik TBA ilave
edildi ve tekrar 80 °C’de 30 dakika inkiibe edildiler. inkiibasyon sonrasi tekrar soguk su
altinda sogutulan numuneler, 532 nm’de kore kars1 absorbanslar1 okutuldu. Kor tiipiine
de numune yerine 0,5 ml distile su konularak ayni islemler yapildi. MDA diizeyinin
saptanmasinda MDA standardinin verdigi absorbanstan yararlanildi. Bu amagla
tetraetoksipropan (MA: 220,3; d=0.92; %96) MDA standardi olarak kullanildi. Elde

edilen sonuglar pmol/L cinsinden MDA degerleri verildi.

Absorbans (532nm)

0 20 40 60 80 100 120
MDA (uM)

Sekil 3.19. MDA standart grafigi
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3.3.2. Protein karbonil miktarinin belirlenmesi

Protein oksidasyonunda reaktif karbonil gruplarin artig1 oksidatif stresin kanit1 olarak
gosterilmektedir. Protein karbonil (PC) gruplart Levine ve arkadaslarina gore 2,4-
dinitrofenilhidrazin ile proteinlerin karbonil gruplarmin reaksiyonu sonucu hidrazon
olugmasi prensibine dayanarak spektrofotometrik olarak 370 nm’de analiz edilerek

Ol¢iilmiistiir (Levine et al. 1994).

Protein-C=0+ H;N-NH-2,4-DNPH — Protein=N-NH-2,4-DNP+H,0

Ornekler %10 triklorasetik asit (TCA; w/v) ile ¢oktiiriildiikten sonra 12000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi. Orneklere, 2 M DNPH’li HCI ve 2 M DNPH’siz HCI
eklendikten sonra oda sicakliginda bir c¢alkalayicida bir saat boyunca karistirildi. Bu
siire bitimimde ornekler tekrar %10 TCA ile ¢oktiiriiliip ve 12000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildi. Coktiiriilen protein peletleri etanol: etil asetat (1:1 v/v) ile yikanarak
serbest DNPH soliisyonunun uzaklastirilmasi saglandi. Daha sonra 12000 rpm de tekrar
3 dakika santrifiij edildikten sonra st faz disar1 atilarak bu islem iki kez daha
tekrarlandi. Elde edilen protein peletlerine, 20 mM potasyum fosfat tampon igeren 5 M
tire (pH: 2,3’¢ HCI ile ayarlanmistir) eklendi ve herhangi bir ¢6ziinmeyen madde
kalmamasi igin tekrar santrifiij edildi. Daha sonra, ¢éziinmeyenleri ¢oktiirmek igin
10000 rpm’de 5 dk santrifiij uygulanip 370 nm’de numuneler kore karsi okundu.
Orneklerin oksidatif stres biyomarkiri olarak kullanilan karbonil grup igerikleri nmol

karbonil/mg protein cinsinden hesaplandi.
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Sekil 3.20. PC i¢in protein standart grafigi

3.3.3. Total tiyol miktarinin belirlenmesi

Yontemin esast DTNB’nin serbest tiyol gruplar tarafindan yiikseltgenip 2-nitro-5-
merkaptobenzoik asite doniismesine dayanir. Bu bilesigin renk siddetine bagl olarak

tiyol gruplarinin miktar1 tespit edilir (Sedlak and Lindsay 1968).

Deney ve kor olarak alinan 2 tlipten deney tiiptine 250 pL 6rnek, kore ise 250 pL
deiyonize su eklendi. Her iki tiipede 750 pL Tris tampon (pH 8,2, 0,2M) ve 50 uL
DTNB (0,01M) eklenip vortekslendi. Son hacim 3950 puL metanol ilavesiyle 5 mL’ye
tamamlandi. Tiipler 15 dakika siire ile karanlikta vortekslenmek suretiyle inkiibe edildi.
Numunenin absorbans1 kore karst 412 nm’de okundu. Olusan 2-nitro 5-merkapto
benzoik asitin molar ekstinksiyon katsayist (13100 M™* cm™) kullanilarak total tiyol

konsantrasyonu hesaplandi.
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Sekil 3.21. Total tiyol standart grafigi

3.4. Asetilkolinesteraz Enzim Aktivitesi Tayini

Kolinesteraz aktivite tayini, giliclii antikolinesteraz aktivitesi tasiyan insektisitlerle
olusan akut ve kronik zehirlenme olaylarinda tedaviye yon verilmesi bakimindan klinik
yonden onemlidir. Serum ve eritrosit kolinesteraz aktivite degerleri ¢esitli patolojik

durumlarda anlamli bir klinik veri olarak kabul edilmektedir.

Ellman yontemi, doku homojenati, hiicre siispansiyonu, plazma ve insan eritrositleri
gibi orneklerde AChE aktivitesinin fotometrik olarak dl¢iilmesine imkan tanimaktadir.
Yontemin prensibi soyledir; AChE, asetiltiyokolinin tiyokolin ile asetata parcalanmasi
reaksiyonunu katalizleyen bir enzimdir. AChE aktivitesi, tiyokolin ile DTNB arasindaki
reaksiyonun sonucunda olusan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin verdigi sar1 rengin
yogunlugunun belirli  bir dalga boyunda spektrofotometrede Olgiilmesi ile
belirlenmektedir (Ellman et al. 1961).
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AChE
Asetiltivokolin ————  Tivokolin + Asetat

Tivokolin + DTNB ———— 5-tivo-2 nitrobenzoik asit (san renk)

3.4.1. Eritrosit hemolizatinin hazirlanmasi

Eritrositleri tam olarak ayirmak i¢in kanlar 3 ml’lik hemogram tiipiinde 10 dakika 2400
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiiplerin iist kismindaki sivi ve 16kosit
tabakas1 dikkatli bir sekilde alindi (Axen ve Ernback 1971). Bdylece eritrositler ve
16kositler birbirinden ayrilmis oldu. Eritrositlerin 16kosit tabakasindan tamamen
arindirilmasi igin 3 kez %0,9’luk NaCl ile yikandi ve bir pastér pipeti yardimiyla
tizerindeki sivi ve 16kosit tabakasi1 uzaklastirildi. Elde edilen eritrosit numunesi iizerine
ise 50 kati 1 mM EDTA ve 0.5% Triton X-100 igeren 0.1 M sodyum fosfat (pH 7.4)
tamponu ilave edildi (Axen ve Ernback 1971; Worek et al. 1999). Daha sonra 14000
rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek hiicre zarlar1 ve diger safsizliklar elimine edildi. Bu

sekilde AChE aktivitesi i¢in eritrosit hemolizati hazirlanmis oldu (Beydemir 2004).

3.4.2. Eritrosit asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Eritrosit AChE  aktivitesi Olgimii  Ellman  yontemi ile  gergeklestirildi.
Asetiltiyokoliniyodiir AChE enzimi katalizorliigiinde tiyokolin ve asetata donisiir.
Olusan tiyokolinin ditiyobisnitrobenzoat (DTNB) ile reaksiyonu sonucu sari renkli
kompleks olusmaktadir. Meydana gelen bu sar1 rengin Elman metoduna gore 412 nm’de
eritrositlerde ise hemoglobinin bozucu etkisinden dolayr modifiye edilmis Elman
metodu yontemiyle aktivite Ol¢iimii 436 nm’de 5 dakika absorbans degisimleri
kaydedilerek dakikadaki absorbans degisimi hesaplandi. Dakikadaki absorbans
degisiminden faydalanarak enzim iinitesi hesaplandi ve Hb degerine bdliinerek enzim
aktivitesi U/gHb olarak verildi (Worek et al. 1999). AChE enzim aktivitesini 6lgmek
igin toplam kiivet hacimleri ¢izelgedeki gibidir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. Asetilkolinesteraz aktivitesi i¢in 1,5 ml’lik kuvarz kiivetlere kullanilan
gozeltiler

Kullanmilan Maddeler Kor (ul) Ornek (nb)
Fosfat tamponu (0.1M, pH 7.4) 1000 1000
DTNB (10 mM) 50 50
Eritrosit hemolizat (1/50) - 50
Su 75 25

Karisim 37°C *de 10 dk inkiibe edildi
ASCh (28.4 mM) 25 25
Toplam hacim 1150 1150

Hesaplama;
AChE aktivitesi (U/mL) = AO—va—fxf
10,6 Vo

AOD : 436 nm’de optik dansitenin dk. bagina degisimi
Vt : Toplam kiivet hacmi
V& : Ornek hacmi

f : Seyreltme faktorii

10,6: 436 nm’de asetiltiyokoliniyodiir’iin indirgenmesi sonucu okunan OD, sabit

degeridir.

3.4.3. Plazma asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Insan kan plazmasi1 AChE enzim aktivitesi Ellman ydntemiyle belirlendi. Bu yontemin
esasi, reaksiyon esnasinda olusan sar1 renkli 2-nitro-5 tiyobenzoat’in pH 7,4’de
spektrofotometrik yontemle 412 nm’de Olciilmesi esasina dayanir. Substrat olarak
tiyokolin esteri kullanildi (Ellman 1961). Dakikadaki absorbans degisiminden

faydalanarak enzim {initesi hesaplandi ve protein degerine boliinerek enzim aktivitesi



97

U/mg protein olarak verildi. Plazma AChE enzim aktivitesini 6l¢gmek i¢in toplam kiivet

hacimleri ¢izelgedeki gibidir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Asetilkolinesteraz aktivitesi i¢in 1,5 ml’lik kuvarz kiivetlere kullanilan
¢ozeltiler

Kullanilan Maddeler Kor (ul) Ornek (ul)
Fosfat tamponu (0.1M, pH 7.4) 1000 1000
DTNB (10 mM) 50 50
Plazma - 50
Su 80 25
Etopropazin - 5

Karisim 37°C *de 10 dk inkiibe edildi
ASCh (28.4 mM) 25 25
Toplam hacim 1155 1155

Hesaplama;
AChE aktivitesi (U/mL) = @xﬂx
13,6 Vo

AOD : 412 nm’de optik dansitenin dk. basina degisimi
Vt: Toplam kiivet hacmi
V6 : Ornek hacmi

f : Seyreltme faktorii

13,6: 412 nm’de asetiltiyokoliniyodiir’iin indirgenmesi sonucu okunan OD, sabit

degeridir.
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3.5. Protein ve Hemoglobin Tayini

3.5.1. Bradford (Coommassie Blue) metodu ile protein tayini

Doku orneklerinde veya siipernatantlarda bulunan protein miktarlarin1 6lgmek i¢in pek
¢ok yontem kullanilir. Bunlardan birisi Bradford (Coommassie Blue) metodu ile protein
tayin yontemdir. 595 nm dalga boyunda gerceklestirilen ve oldukca duyarli olan bu
yontem, 5-100 pg/mL araliginda bulunan protein miktarlarinin  Slglimiinde
kullanilmaktadir (Bradford 1976). Bradford (Coommassie Blue) metodu ile protein
tayini, organik boyalarin proteinlerin asidik ve bazik gruplar ile etkileserek renk
olusturmasi esasina dayanir. Bradford yontemi Coomasie brillant blue (parlak mavisi)
G-250 boyasmin farkli konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak, degisik renk
siddetinde mavi renkli ¢Ozeltiler ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir.
Protein tayini sirasinda mavi rengin olugsmasinda proteinin amino asit bilesimi (6zellikle
arjinin gibi bazik amino asitler ve aromatik amino asitler) 6nemlidir. Ydntemde
kullanilan ana esas, kullanilan boyanin normalde 465 nm dalga boyunda absorbans
verirken, protein ile baglanma sonrasinda 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans

vermesidir.

3.5.2. Bradford protein tayininin uygulanisi

Bu metodda oncelikli olarak kullanilacak kor ve 6rnek sayisin1 hesaba katarak en az 5
mL hacme sahip olan deney tiipleri ayarlandi. Bu ¢alismada her plazma 6rnegi (10 pL
plazma 90 pL dH,0) seklinde 10 kat seyreltildi. Ornegin bizim ¢alismamizda kullanilan
4 6rnek igin su prosediir ile protein tayini yapildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart s1gir alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
alindi. Saf su ile tim tliplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlanarak 4900 pl ml renklendirme
reaktifi tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. Protein tayini yapilacak numuneler
i¢in de ayn1 yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini yapildi. Bu tiiplerdeki
boya ve protein baglanmalarinin tam olarak gercekleserek olusan kapali mavi rengin

sabitlenmesi i¢in numuneler laboratuvar sartlarinda en az 10 dk inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyon sonrasinda numunelerin kdre karsi absorbanslart 595 nm’de 6lgiildii. Elde
edilen absorbans sonuglar1 ayni plazmadan bakilan enzim aktivitelerinin EU/mg

hesaplamalarinda ortak kullanildu.

3.5.3. Eritrosit hemoglobin miktarinin belirlenmesi

Drapkin ¢6zeltisinde bulunan ferrisiyaniir Hb'deki +2 degerlikli demiri (ferro=Fe®*) +3
degerlikli demire (Ferrik=Feg+) cevirerek methemoglobine doniistiiriir. Sonra potasyum
siyaniir ile birleserek stabil bir molekiil olan siyanmethemoglobin meydana gelir.
Siyanmethemoglobinin 540 nm’de dl¢iilen absorbansi hemoglobin ile dogru orantilidir
(Fairbanks et al. 1999). Calismamizda EDTA’l1 tiiplere alinan kan 2400 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Santifiij sonras: listte kalan plazma ve beyaz kiire tabakasi aspire
edildi. Ardindan eritrosit %0.9’luk NaCl soliisyonu ile 3 defa yikandi. Her yikama
sonrast 2400 rpm’de 10’ar dakika santrifiij edildi. Her santrifiij sonrasi siipernatant
aspire edilerek atildi. Hazirlanan eritrosit paketinden 50 pl alinip bir baska tiipe
aktarildi. Yikanan eritrositler soguk distile su ile 2 ml’ye tamamlandi. Vorteksle iyice
karistirildiktan sonra +4°C*de 15 dakika bekletildi. Hazirlanan hemolizattan 10 pl tiipe
alindi, tizerine drapkin reaktifinden 3 ml eklendi ve tiipler iyice ¢alkalanip 15 dk oda
1sisinda  bekletildi. Standart olarak hemoglobin, kor olarak da drapkin ¢ozeltisi

kullanilarak tiim 6rnekler 540 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
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Sekil 3.22. Hemoglobin tayini i¢in kullanilan standart grafik
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3.6. Insan Serum AChE Enziminin Kismi Saflastiriimasi

3.6.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitler olduklar1 i¢in iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir
halde tutan su molekiilleri, amonyum siilfat tuzundaki iyonlar tarafindan cekilir ve
proteinler ¢oker (salting-out). Amonyum siilfat ¢oktiirmesi proteinlerin bu ozellikleri

esasina dayanmaktadir.

Calismada insan serumu sirastyla %0-20, %Z20-40, %40-60, %60-80 ve %80-100
araliklarinda kat1 amonyum siilfat ile ¢oktiiriildi. Coktiirme islemlerinden sonra +4°C,
10000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde edilen pelletler, 1 mM
EDTA ve %0,5 Triton X-100 igeren 0,1 M sodyum fosfat (pH 7,4) tamponu igerisinde
coziilerek aktivite Ol¢limii yapildi ve c¢oktlirme araligi belirlendi. Her defasinda
cokelekte ve siipernatantda enzim aktivitesine bakildi. Amonyum siilfatin homojenatta
¢oziinme islemi buz banyosunda manyetik karistirict ile yapildi. Katt amonyum stilfat

miktar1 agagidaki formiilden hesaplandi.

1,77 xV x (S, — Sy)

NH,),S0, =
9g(NH,),S50, 3,54 — S,

V: Enzim ¢ozeltisinin hacmi
Si1: 1’in kesri olarak ¢6zeltideki amonyum siilfat doygunlugu

Sz: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Yapilan islemler sonucunda AChE aktivitesinin tamaminin %20-80 araliginda ¢oktiigii
belirlendi. Daha sonra kismi saflastirma igin %20-80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
uygulandi. Elde edilen numune 10000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant

kismi atildi ve ¢okelek ¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (0,1 M NaH,PQO,,
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pH=7,4) ¢oziildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemleri sirasinda ortamin sicakligi buz

banyosuyla diislik tutulmaya calisildu.

3.6.2. Diyaliz

Amonyum stilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz torbasina yerlestirilerek
li¢ saat siireyle 1 litre diyaliz tamponuna (50 mM Na-fosfat pH:7,4) kars diyaliz edildi.
Diyaliz islemi +4°C’de gergeklestirildi.

3.7. Serum AChE Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Fenolik Bilesiklerin Etkilerinin

Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Bu calismada serum AChE enzim aktivitesi tizerine bazi fenolik bilesiklerin etkisi in
vitro sartlarda arastirildi. AChE enzimi tzerine fenolik bilesiklerin inhibisyon ve
aktivasyon kinetigi calisildi. Bu ¢aligmada insan serum AChE enzimi materyal olarak
kullanildi. ICso degerleri soyle bulundu; enzim iizerine fenolik bilesiklerin 5-6 farkli
konsantrasyonda ilave edildi. Ilave edilen inhibitdr sonrasi enzim aktiviteleri
hesaplandi. % inhibisyon-I grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden her bir fenolik bilesigin
ICso degerleri hesaplandi. ICsy degeri ise aktivitenin %50 inhibisyonu i¢in gerekli olan
inhibitor konsantrasyonudur. Kinetik ¢alismanin bu asamasinda her bir fenolik bilesik
icin 5 farkli substrat ve 3 farkli inhibitdér konsantrasyonunda calisildi. Sonuglar

Lineweaver-Burk grafigine doniistiiriildii.

3.8. istatistiksel Analiz

Tez kapsaminda calisilan ACHE mRNA ekpresyon seviyesi, bazi oksidatif biyomarkir
diizeyleri ve protein seviyesinde enzim aktivite sonuclar1 kontrol ve hasta gruplarinda
karsilastirildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) for Windows 15 programu ile yapildi. Gruplar arasindaki istatistiksel
degerlendirme One-way ANOVA testi ve sonrasinda Post-hoc LSD testi kullanilarak
yapilmustir. Istatistik programi yardimiyla yapilarak elde edilen p degerleri (p>0,05:
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onemsiz “ns”), (p<0,05: onemli “*”), (p<0,01: ¢ok Onemli “**) (p<0,001 veya
p<0,0001: vyiikksek derecede oOnemli “***”) gseklinde ifade edilerek yildizlarla

simgelendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calisma kapsaminda gerceklestirilen analizler i¢in kullanilan kan 6rnekleri saglikl
ve hasta bireylerden (Alzheimer ve koroner arter hastasi) toplandi. Hasta ve kontrol
gruplarindan alman 3 mL kan 6rnegi EDTA’ll tiiplere alindi. Alinan kanlarin enzim
aktivitelerini belirlemek i¢in eritrosit ve plazmalar ayrildi ve daha sonra kandan
l16kositleri ayirarak RNA izolasyonu yapildi. CDNA’ya doniistiiriildiikten sonra
ekspresyon analizi i¢in uygun hale getirildi ve Kkantitatif gen ekpresyon seviyesi
belirlendi. Calismada baz1 oksidatif stres markirlarin, enzim aktivitesinin ve bu enzim
geninin ekpresyon seviyesinin kontrol grubundan farki hasta gruplarinin kan

orneklerinde gozlemlenmis oldu.

4.1. Real Time PCR Yontemi

4.1.1. Kandan elde edilen RNA ve cDNA konsantrasyonu kantitatif tayini bulgusu

Izole edilen RNA &rneklerinin saflig ile ilgili karsilastirma olanag1 sunan 260/280 orani
saf bir sekilde elde edilen RNA 6rnekleri icin 2.0°dir. Eger bu deger kayda deger sekilde
diisiikse kirliligin oldugu varsayilir ve elde edilen RNA’nin icinde proteinlerin,
fenollerin ya da diger kirleticilerin varligin1 isaret eder. Bununla birlikte soliisyon
pH’indaki kiigiik degisikliklerde bu degerin degigsmesine neden olabilir. Asitlik bu orani
asagl c¢ekerken bazlik yukart c¢ekerek degerlerin de§ismesine neden olabilir. Tez
kapsaminda izole edilen RNA Orneklerinin konsantrasyonlari ve saflik derecedeleri
nanodrop (Thermo Scientific Multiskan GO) cihaz1 ile spektrofotometrik olarak
ol¢iildii. Izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyonlar1 260 nm dalga boyunda 6l¢iim
yaparak, saflik dereceleri ise 260/280 orani ile spektrofotometrik olarak belirlendi.
Kontrol ve hasta bireylerin Iokositlerinden izole edilen total RNA Orneklerinin

konsantrasyon ve saflik dereceleri Cizelge 4.1°de verildi.
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Cizelge 4.1. izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri

Gruplar RNA saflig1 (260/280) ng/pl
Kontrol Grubu 1,9199 + 0.261 88,45
Alzheimer Grubu 1,9676 +0.261 83,50
Koroner Arter Grubu 2,0176 £0.161 40,45

Kullanilan RNA 6rnek konsantrasyonlarinin birbirinden farkli olmasi, Real Time PCR
cihazinin farkli Ct degerleri vermesine neden oldugundan dolayr genlerin mRNA
ekpresyon sonuglarin giivenilirliginin azalmasina sebep olur. Bu nedenle Real Time
PCR uygulamasi gergeklestirilmeden once kullanilan RNA 6rnek konsantrasyonlari

esitlendi.

Elde edilen total RNA’lardan ¢cDNA sentezi, BIO-RAD C1000TM Thermal Cycler
cihazt yardimiyla gergeklestirildi. Sentezlenen cDNA orneklerinin konsantrasyonlart
nanodrop cihazi (Thermo Scientific Multiskan GO) ile o6lgiildii. Kontrol ve hasta
bireylerin 16kositlerinden izole edilen total RNA’dan sentezlenen cDNA 6rneklerinin

konsantrasyon ve saflik dereceleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. lIzole edilen total RNA’dan sentezlenen cDNA &rneklerinin
konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri

Gruplar cDNA saflig1 (260/280) ng/pl
Kontrol Grubu 1,74 £ 0.019 1641,84
Alzheimer Grubu 1,78 £ 0.015 1779,34

Koroner Arter Grubu 1,85+ 0.025 1556,75
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4.1.2. Elde edilen c¢cDNA’larin GAPDH geniyle 1s1 dongiisii PCR’da kontrol

edilmesi

Elde edilen PCR {irlinleri (cDNA) %2 agaroz jelinde ve 90V ta yiiriitiildiikkten sonra 113
b¢. uzunlugunda beklenen GAPDH geni gozlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. GAPDH geni i¢in Agaroz jelinde yiiriitiilen PCR {iriinlerinin goriintiisii

4.1.3. Standart egri ve amplifikasyon verimliligi inceleme sonucu

Goreceli kantitasyon igin standart 6rnek seri diliisyonlarmin (1/10, 1/100, 1/1000 ve
1/10000) Ct degerleri ile amplifikasyon egrileri ve bu egriler kullanilarak g¢izilen
standart grafik bir 6rnek olarak Sekil 4.2°de verilmistir. Hedef ve referans genlerinin
amplifikasyon verimliliginde hicbir engelleyici etki gozlenmedi (E=2.0). Bu nedenle
biitiin hesaplamalar 2" formiiliin kullanarak yapildi. Ornek olarak GAPDH geninin

standart grafigi verilmistir.
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Sekil 4.2. Real Time PCR amplifikasyon standart egri ve grafigi

4.1.4. Real Time PCR yontemiyle ACHE geninin ifade varhginin kan érneklerinde

incelenmesi

Elde edilen Real Time PCR iriinleri %2 agaroz jelde ve 90V’ta yiiriitiildiikten sonra

120 bg. uzunlugunda ACHE geninin varligi kan 6rneklerinde incelendi. (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. AChE geni icin agaroz jelinde yiiriitilen Real Time PCR diriinlerinin
goruntiisu
(Markar 1 ve 11 Alzheimer 3,5, 7, 8, 14, 15 vel7 Kontol 2, 4, 6, 9, 10, 12 ve 13)

4.1.5. Real Time PCR sonuglari

Real Time PCR reaksiyonu sonucunda her gen igin amplifikasyon egrisi gozlendi.
GAPDH genine ait mMRNA ekpresyon seviyesini gosteren amplifikasyon egrisi Sekil

4.4°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.4. Hasta ve kontrol gruplarinda GAPDH geninin mRNA ekpresyon seviyesini
gosteren amplifikasyon egrisi

4.1.6. GAPDH ve ACHE gen ekspresyon bulgularinin degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol grubunda GAPDH ve ACHE genlerinin ortalama Ct degerleri Cizelge
4.3’de gosterilmigtir.

Cizelge 4.3. Hasta ve kontrol grubunda GAPDH ve AChE ortalama Ct degerleri

Gruplar GAPDH (Ct) ACHE (Ct) p degeri
Kontrol Grubu 23,89 £2.61 35,08 £ 0,96 -
Alzheimer Grubu 26,35 +£2.08 34,44 £ 1,09 0,000
Koroner Arter 24,08 +2.03 34,88 + 1,06 0,046

Grubu
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Gruplarda ACHE geninin mRNA ekspresyon sonuglari incelendiginde Alzheimer ve
koroner arter gruplarinda kontrollere gore onemli bir artisin oldugu Sekil 4.5’de

goriilmektedir.

AChE Gen Ekpresyon Diizeyleri

35 kkk

2,5

Gen Ekpresyonu (2 -4ACt
N

15
1
0,5
0
Kontrol Alzheimer Koroner arter
Gruplar

Sekil 4.5. Hasta ve kontrol grubu ACHE mRNA ekspresyon seviyesi

4.2. Malondialdehit, Protein Karbonil ve Total Tiyol Diizeyi Sonug¢lar:

4.2.1. Malondialdehit (MDA) miktar1 sonug¢lari

Gruplarda lipit peroksidasyon gostergesi olan MDA seviyesi sonuglart incelendiginde
Alzheimer ve koroner arter gruplarinda kontrollere gére dnemsiz bir artigin oldugu Sekil

4.6°da goriilmektedir.
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Plazma MDA Diizeyleri
09 ns

Kontrol Alzheimer Koroner arter

Gruplar

Sekil 4.6. Hasta ve kontrol grubu MDA seviyesi

4.2.2. Protein karbonil miktari sonugclari

Gruplarda protein oksidasyon gostergesi olan Protein karbonil (PC) seviyesi sonuglari
incelendiginde Alzheimer ve koroner arter gruplarinda kontrollere gbre 6nemli bir

artisin oldugu Sekil 4.7’ de goriilmektedir.

Plazma Karbonil Diizeyleri e
7
6 *
=)
g 5
S
Q 4
g
= 3
g
£ 2
21
0
Kontrol Alzheimer Koroner arter
Gruplar

Sekil 4.7. Hasta ve kontrol grubu protein karbonil miktari
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4.2.3. Total tiyol miktar: sonuclari

Gruplarda antioksidan gostergesi olan total tiyol seviyesi sonuglari incelendiginde

Alzheimer ve koroner arter gruplarinda kontrollere gére énemli bir azalisin oldugu Sekil

4.8’de goriilmektedir.

Plazma -SH Diizeyleri
350
300 . *

250
<

g 200
2

T 150
v

= 100

50

0

Kontrol Alzheimer Koroner arter
Gruplar

Sekil 4.8. Hasta ve kontrol grubu total tiyol miktari

4.3. Asetilkolinesteraz Enzim Aktivitesi

4.3.1. Eritrosit asetilkolinesteraz enzim aktivitite sonuglar:

Gruplarda AChE enzim aktivitesi sonuglari incelendiginde Alzheimer gruplarinda

kontrollere gore 6nemsiz bir azalis olurken koroner arter gruplarinda kontrollere goére

Onemsiz bir artis oldugu Sekil 4.9°da goriilmektedir.
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Eritrosit AChE Aktivitesi

110
108
106
104
102 ns
100
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96
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92

ns
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Kontrol Alzheimer Koroner arter
Gruplar

Sekil 4.9. Hasta ve kontrol grubu eritrosit AChE enzim aktivitesi

4.3.2. Plazma asetilkolinesteraz enzim aktivitite sonuclari

Gruplarda AChE enzim aktivitesi sonuglari incelendiginde Alzheimer gruplarinda
kontrollere gore 6nemsiz bir azalis olurken koroner arter gruplarinda kontrollere gore

onemli bir azalis oldugu Sekil 4.10°da goriilmektedir.

Plazma AChE Aktivitesi

<
ol

ns

L L L = L
[ [\S] w S u1

AChE Aktivitesi (EU/mg protein)
(e}

Kontrol Alzheimer Koroner arter
Gruplar

Sekil 4.10. Hasta ve kontrol grubu plazma AChE enzim aktivitesi
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4.4. Protein ve Hemoglobin Tayini

4.4.1. Kantitatif protein tayini icin hazirlanan standart grafik

Kantitatif protein tayininde Coomassie Brillant Blue yontemi kullanildi (Bradford
1976). Coomassie Brillant Blue ydntemi i¢in dnce bir standart egri hazirlandi. insan
kaniyla hazirlanan hemolizat ve saflastirilan enzim ¢o6zeltisindeki protein miktar1 bu
egriye gore belirlendi. Kantitatif protein miktarlar1 Sekil 4.11’de elde edilen grafikten
hesaplandi (R*: 0,9917).

1,2

0,8 -
0,6 A

0,4 -

Absorbans (595 nm)

O T T T T
0 20 40 60 80 100

Protein miktar1 (ng)

Sekil 4.11. Bradford yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

4.5. Insan Serum AChE Enziminin Kismi Saflastiriimas:

4.5.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi Bolim 3.6.1°de anlatildigi gibi yapildi. Her santrifiij
isleminden sonra hem siipernatantta hemde ¢okelekte aktivite bakilarak ¢oktiirme araligi
%20-80 olarak belirlendi. Amonyum siilfat ¢oktiirme islemi buz banyosunda magnetik

karistirict ile yapildi.
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Sekil 4.12. Amonyum siilfat ¢oktiirme araligini gosteren grafik

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen 6rnek 10000 rpm’de 20 dakika santrifiij

edildi. Santrifiij sonunda elde edilen pelletler, 1 mM EDTA ve %0,5 Triton X-100

iceren 0,1 M sodyum fosfat (pH 7,4) tamponu igerisinde ¢oziildi. Elde edilen numune

diyaliz torbasina yerlestirilerek hazirlanan 1 litrelik diyaliz tamponuna (50 mM Na-

fosfat pH:7,4) kars1 +4°C’de tig saat siireyle diyaliz edildi.

Cizelge 4.4. Insan serum AChE enziminin kismi saflastiriimasi

Saflagtirma Aktivite Toplam  Protein

Toplam Toplam Spesifik Verim Saflastirma

basamag (EU/ml) hacim  (mg/ml) protein aktivite  aktivite (%) katsayisi
(ml) (mg)  (EU) (EU/mg)

Serum 7,28 25 6,1 1525 182 1,19 100 1

cozeltisi

Amonyum 4,02 15 5,19 77,865 60,3 0,77 33,1 0,65

siilfat

coktiirmesi

ve

diyaliz
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4.6. Serum AChE Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Fenolik Bilesiklerin Etkilerinin

Belirlenmesine Yonelik Calisma Sonuglari

Bu c¢alismada serum AChE enzim aktivitesi lizerine baz1 fenolik bilesiklerin etkisi in
vitro sartlarda  arastirilmistir. Inhibisyon etkisi gosteren fenolik bilesiklerin K;
degerlerini belirlemek amaciyla serum AChE enzim aktivitesini yartya diisliren fenolik
bilesik konsantrasyonu ve diger ii¢ sabit fenolik bilesik konsantrasyonlarinda uygun bes
farkl1 substrat konsantrasyonu ile aktivite dl¢iimleri yapildi. Inhibisyon etkisi gdsteren
her bir fenolik bilesik tiirevi i¢in aktivite(%)-[l] ve K; grafikleri ¢izildi. Cizilen
grafiklerden her bir fenolik bilesik tiirevi igin K; degerleri hesaplandi.

Cizelge 4.5. Serum AChE’nin Kafeik asit konsantrasyonuyla degisen % aktivite
degerleri

%AKktivite 100 83 79 73 68 64

[Kafeik Asit] mM 0 4,9 6,6 79 9,2 9,9

100
95
90 -
85 -
80 -
75
70 -
65 - °

y= 100e-0.041x
R2=0,975

% Aktivite

Kafeik Asit [ mM ]

Sekil 4.13. Kafeik asit’in serum AChE enzim aktivitesi iizerine etkisini gosteren
Aktivite (%)-[Kafeik Asit] grafigi
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Sekil 4.14. Serum AChE enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢
farkli kafeik asit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.6. Serum AChE’nin 3,5-Dihidroksi benzoik asit konsantrasyonuyla degisen %
aktivite degerleri

%AKktivite 100 87,3 76,5 50,3 33,3 24
[3,5-Dihidroksi Benzoik Asitf mM | 0 141 194 417 55,6 69,5
188 y = 100g70.019
g R2=0,9682
80
£ 70
£ 60 -
< 50 A
S 40 A
30 A
20 A °
10 T . . )
0 20 40 60 80
3,5-Dihidroksi Benzoik Asit [ mM ]

Sekil 4.15. 3,5-Dihidroksi benzoik asit’in serum AChE enzim aktivitesi lizerine etkisini
gosteren Aktivite (%)-[3,5-Dihidroksi Benzoik Asit] grafigi
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Sekil 4.16. Serum AChE enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢
farkli 3,5 Dihidroksi benzoik asit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.7. Serum AChE’nin 4-Hidroksi benzoik asit konsantrasyonuyla degisen %
aktivite degerleri

%Aktivite 100 91 78 57 45 32

[4-Hidroksi benzoik asit] mM 0 3 6 12 18 24

100
90
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -

30 T T T T L
0 5 10 15 20 25

4-Hidroksi Benzoik Asit [ mM ]

y = lOOe-0,046X
R2=10,995

% Aktivite

Sekil 4.17. 4-Hidroksi benzoik asit’in serum AChE enzim aktivitesi {izerine etkisini
gosteren Aktivite (%)-[4-Hidroksi Benzoik] grafigi
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Sekil 4.18. Serum AChE enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢
farkli 4-Hidroksi benzoik asit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.8. Serum AChE’nin vanilik asit konsantrasyonuyla degisen % aktivite
degerleri

%Aktivite 100 83 79 73 68 64

[Vanilik Asitf mM | 0 4,9 6,6 7.9 92 99

100 y = 100e-0.075

90 R2=0,8565

80

70

60

% Aktivite

50

40

30 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Vanilik Asit [ mM]

Sekil 4.19. Vanilik asit’in serum AChE enzim aktivitesi lizerine etkisini gdsteren
Aktivite (%)-[Vanilik Asit] grafigi
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Sekil 4.20. Serum AChE enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢
farkl1 vanilik asit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.9. Serum AChE’nin hidrokinon konsantrasyonuyla degisen % aktivite
degerleri

%Aktivite 100 65 55 41 38 33
[Hidrokinon mM | O 0,23 0,27 0,31 0,35 0,39
100 y= 1006-2,634X
90 4 R2:0,9313
° 80 A
5 707
g 60 -
< 50 -
40 ~
30 A
20 T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Hidrokinon [ mM ]

Sekil 4.21. Hidrokinon serum AChE enzim aktivitesi tizerine etkisini gosteren Aktivite
(%)-[Hidrokinon] grafigi
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Sekil 4.22. Serum AChE enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve {i¢
farklt hidrokinon konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.10. Serum AChE’nin klorojenik asit konsantrasyonuyla degisen % aktivite
degerleri

%AKktivite 100 72 49 40 29 27

[Klorojenik Asitf mM | 0 0,21 0,57 0,63 0,68 0,73

100
90
80
70 -
60 -
50 A
40 -
30 -
20 A
10 T T T

0 0,2 04 0,6 0,8 1

Klorojenik asit [ mM ]

y = 100e-1673
R2=10,9358

% Aktivite

Sekil 4.23. Klorojenik asit’in serum AChE enzim aktivitesi lizerine etkisini gdsteren
Aktivite (%)-[Klorojenik Asit] grafigi
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Sekil 4.24. Serum AChE enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢
farkli Klorojenik asit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.11. Serum AChE’nin tannik asit konsantrasyonuyla degisen % aktivite
degerleri

%Aktivite 100 106 119 123 130 141
[Tannik Asitf mM | 0 0,026 0,104 0,156 0,312 0,364
150 - y = 100609742

140 R>=0,8618

130
120
110
100

90 T T T
0 0,1 0,2 0,3 04

Tannik Asit [ MM ]

% Aktivite

Sekil 4.25. Tannik asit’in serum AChE enzim aktivitesi lizerine etkisini gosteren
Aktivite (%)-[Tannik Asit] grafigi
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Cizelge 4.12. Serum AChE’nin gallik asit konsantrasyonuyla degisen % aktivite
degerleri

%Aktivite 100 112 120 132 160 183
[Gallik Asit] mM 0 0,3 0,7 1,4 2,8 42
210 1 y = 10001572

R?=0,9341

190

170

150

% Aktivite

130

110

Gallik Asit [ mM]

Sekil 4.26. Gallik asit’in serum AChE enzim aktivitesi iizerine etkisini gdsteren
Aktivite (%)-[Gallik Asit] grafigi

Cizelge 4.13. Serum AChE’nin 1,2-Dihidroksi benzoik asit konsantrasyonuyla degisen
% aktivite degerleri

%Aktivite 100 120 139 185 197 245
[1,2-Dihidroksi 0 3,9 7,8 15,6 19,5 31,3
benzoik Asit] mM
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y = 100g0.0314x
290 | R*=0,9426 ¢

240

190

% Aktivite

140

1,2-Dihidroksi benzoik Asit [ mM ]

Sekil 4.27. 1,2-Dihidroksi benzoik asit’in serum AChE enzim aktivitesi {izerine etkisini
gosteren Aktivite (%)-[1,2-Dihidroksi Benzoik Asit] grafigi

Cizelge 4.14. Serum AChE’nin fenol konsantrasyonuyla degisen % aktivite degerleri

%Aktivite 100 114 120 135 150 186
[Fenol] mM 0 14,1 19,4 41,7 55,6 69,5
210 -
190 _ y= 100e0,0173x

R*=0,973

170
150
130
110

% Aktivite

40
Fenol [ mM ]

Sekil 4.28. Fenol’iin serum AChE enzim aktivitesi ilizerine etkisini gosteren Aktivite
(%)-[Fenol] grafigi
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Cizelge 4.15. AChE aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren bazi fenolik
bilesiklerin K; degerleri ve inhibisyon tiirleri

. 1Cs Ortalama  Inhibisyon
Inhibitor Kidegerleri
(mM) Ki(mM) tiirii
16,5
Kafeik Asit 16,8 12,5 12,4 Yarismal
8,2
. . . 41,7
3,5_—D|h|drok3| Benzoik 363 282 292 Yarismasiz
Asit —_—
17,7
4-Hidroksi Benzoik 24
. 15 1,2 14 Yarigmali
Asit = e
0,6
17,3
Vanilik Asit 9,2 6,1 9,9 Yarigsmasiz
6,5
1,2
Hidrokinon 0,26 0,5 0,7 Yarigsmasiz
0,3
1,6
Klorojenik Asit 0,41 0,6 0,9 Yarigsmasiz

0,5
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez kapsaminda saglikli bireylerde, Alzheimer tipi demans ve koroner arter hastalarinda
asetilkolinesteraz (ACHE) gen ekspresyonunun kantitatif degisimi, oksidatif stres
markirlar1 olarak bilinen protein karbonil (PC) igerigi, total tiyol ve malondialdehit
(MDA) diizeyleri ve asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesi belirlenmistir. Daha
sonra bazi fenolik bilesiklerin serum AChE enzim aktivitesi lizerine in Vitro etkileri

incelenmistir.

Bircok arastirma grubu, insanlar ve deney hayvanlarinda yaptiklar1 g¢alismalarda
plazma, eritrosit, karaciger ve kalp gibi dokularda prooksidan-antioksidan dengeyi
inceleyerek norodejeneratif ve kalp hastaligr ile oksidatif stres arasindaki iligkiyi

¢ozmeye caligsmiglardir ve bu arastirmalar hala devam etmektedir.

Serbest radikaller, hiicre metabolizmasi sirasinda meydana gelen biyokimyasal redoks
reaksiyonlart ile ortaya ¢ikan ¢iftlesmemis elektrona sahip molekiillerdir. (Freeman and
Crapo 1982; Lunec and Blake 1990). Bu radikaller direkt ve dolayli yollardan pek ¢ok
hastaligin ortaya ¢ikmasinda onemli rol oynarlar. Ateroskleroza bagl olarak ilerleyen
diyabet, miyokardiyal enfarktiis, katarakt, kanser, romatoit artrit, solunum, sinir ve
iriner sistem hastaliklar1 ile oksidatif stresin arttifi bildirilmistir. Bir¢cok arastirmaci
tarafindan gergeklestirilen c¢alismalarda, yaslanma siirecinde antioksidan enzim
aktivitelerinde oOnemli degisiklikler ve lipid peroksidasyonunda artis oldugu
bildirilmektedir (Ak et al. 1994). Bu sonuglara gore yasa bagli olarak oksidasyonun

artmasiyla birgok hastaliklar meydana gelmektedir.

Oksidasyona neden olan serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA ve
karbohidratlar gibi tiim 6nemli biyomolekiillere etki ederek yapilarinin bozulmalarina
neden olurlar (Budak et al. 2014). Biyolojik sistemlerde iiretilen Reaktif oksijen tiirleri
(ROS), hidroksil radikali (OH:), siiperoksit anyonu (O,"), peroksil radikali (RCOO-),
nitrik oksit (NO), ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O;) gibi serbest radikaller
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oksidatif stresin ortaya ¢ikmasinda en onemli faktorlerdir (Babior 2000). Normal bir
hiicrede pro-oksidan ve antioksidan denge halindedir. Ancak, bu denge antioksidanlarin
seviyeleri azaldiginda veya oksidanlardaki artisin  engellenemedigi  durumda
antioksidanlar tarafindan pro-oksidanlara dogru degisebilir. Bu durum, oksidatif stres

olarak tanimlanmaktadir (Sies 1991; Nordberg and Arner 2001; Giilgin 2012).

Hiicreler normal kosullarda orta dereceli oksidatif stresi ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin sentezini gen ekspresyonundaki degisiklikler yoluyla diizenleyerek
ortadan kaldirabilir. Fakat oksidatif stres yiliksek diizeylere ulastigi zaman oksidasyon
tiriinlerine karsi adaptasyon saglanamaz ise hiicrede hasar olusabilir. Protein, DNA ve
lipidleri iceren tiim biyomolekiillerin  oksidatif hasarimin  kardiyovaskiiler,
norodejenaratif ve kanser gibi bir¢ok hastaliklarla iliskilendirilmesi antioksidan

calismalarina olan ilgiyi artirmistir (Sies 1991; Nordberg and Arner 2001; Giilgin 2012).

Doku hasarlari sonucu fagositlerin aktivasyonu veya parcalanmis hiicrelerden gegis
metal iyonlarmin yayilmasi sonucu serbest oksijen tiirleri olusabilmektedir. Olusan
serbest radikaller enzim ve proteinlerin yapilarinda bulunan aminoasitlerin tiyol
gruplarini da oksitleyerek deaktive ederler. Ayrica hiicre membraninda bulunan ¢oklu
doymamis yag asitlerini de oksitleyerek onemli Olc¢lide hiicre hasarlarina da neden
olmaktadirlar (Haugaard 1968; Pacific et al. 1991). Lipid peroksidasyonun en dnemli
irtinii olan MDA, ili¢ ya da daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverigine etki
ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agmasinin yanisira enzim
aktivitesinin ve iyon gecirgenliginin degisimi gibi olumsuz sonuglara da neden olur.
Uzun omiirlii ve yiiksek reaktiviteye sahip olan MDA, enzimler, niikleik asitler, tiyoller
ve proteinlerin amino gruplari i¢in yiiksek afinite gostermesi nedeniyle hiicreler igin son
derece toksiktir (Oropesa et al. 2009). Membran fonksiyonlarinin yavaslamasina,
membran akiciliginin azalmasina, membran reseptdr ve enzimlerinin inaktive olmasina,
Ca?* iyonlarinin membrandan gecislerinin artmasina neden oldugu bilinmektedir

(Canorug et al. 2001).
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Lipid peroksidasyonu sonucu terminal karbonil gruplariyla bilesik olusturan MDA, bu
lipoproteinlerle etkilesim yeteneginde oldugundan oksidatif hasar gostergesi olarak
genis ¢apta kullanilmaktadir. Bu modifiye lipoproteinlerin makrofajlar tarafindan
aliarak kopiik hiicrelerine doniistiiriilmesi, aterosklerotik plak gelisimi ve aterogenezin
ilerlemesinde 6nemli bir faktordiir (Sevanian and Hochstein 1985; Esterbauer et al.
1992). Bu nedenle peroksidasyon siirecinin degerlendirilmesinde, peroksit olusturan
oksidan mekanizmasi, peroksit uzaklastiran antioksidan sistem ve lipid

peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA dikkate alinmalidir (Surekha et al. 2007).

Yagi (1984) tarafindan yapilan bir ¢aligmada lipid peroksidasyon firiinlerindeki artisin
ateroskleroz i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Ciinkii dolasimdaki serbest
oksijen radikalleri damar ¢eperi iizerinde toksik etki ile mevcut aterosklerozu arttirirken,
oksidatif stres sonucunda eritrosit membran gegirgenligindeki degisikliklerin hemolize
yol agtigt ve sonucta hipoksik bolgeye oksijen tasima kapasitesinin azaldigi

belirtilmistir.

Tamer et al. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada 30 saglikli ve koroner arter hastasi
olduklar1 anjiografik olarak tespit edilen 45 hasta da serum MDA diizeyleri
karsilagtiritlmis hasta grubunda kontrol grubuna gore MDA seviyesi belirgin olarak
yiiksek bulunmustur. Kanbagli vd (2000) anjiografik incelemeler sonucu tespit edilen
50 koroner arter hastas1 ve 17 saglikli birey ile yaptiklar1 bir ¢alismada 6lciilen serum
MDA diizeylerinin koroner arter hastalarinda saglikli bireylere gére anlamli bir farklilik

gostermedigini tespit etmislerdir.

Bizim bulgularimizda lipid peroksidasyonu gostergesi olan MDA seviyesi sonuglari
incelendiginde Alzheimer ve koroner arter gruplarinda kontrollere gére onemsiz bir

artisin oldugu Sekil 4.6’da goriilmektedir.

Bazi hasta gruplarinda MDA seviyesinin yiliksek bulunmasi, aktif hastalik doneminde
oksidatif stres artisinin hastalik siddeti ile iliskili oldugunu dogrulamaktadir. Lipid

peroksidasyonu oksidatif stresin bir gostergesidir ve MDA gibi peroksidasyon son
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driinlerinin - miktarinin  belirlenmesi ile lipid oksidasyonu oldugu sdylenebilir
(Greilberger et al. 2008). Lipid peroksidasyon {irlinlerindeki artisin olusturacagi
metabolik hasarlar antioksidan savunma sistemi tarafindan bertaraf edilir. Calismamizda
hasta gruplarinda spektrofotometrik yontemle Olgiilen MDA seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamasi, Alzheimer ve koroner arter hastalarinda plazma
antioksidan kapasitesinin artan lipid peroksidasyon iiriinlerine kars1 adaptif bir cevap

olarak arttigini ve lipid peroksidasyonunu en aza indirgedigini gostermektedir.

Son donemde yapilan galigmalar, plazma gibi kompleks bir sistemde antioksidan
kapasitesi azaldiginda, proteinlerin oksidatif hasarin hedefi olduklarini gostermektedir.
Oksidasyon ve koagiilasyon sistemi pek ¢cok enzim inhibitorii i¢in oldugu gibi, plazma
proteinlerinin  fonksiyonlarmi da degistirmektedir (Kilig 2007). Bu durum
arastirmacilari, protein oksidasyonunun bir gostergesi olan PC gruplari varliginin bazi
hastaliklar ve trankripsiyon/translasyon hatalar1 ile iligkili olup olmadiginin merak

edilmesiyle protein oksidasyonu iizerinde arastirmaya yoneltmistir.

Bu ¢alismada plazma proteinlerinin oksidasyon durumunu arastirmak i¢in PC igerigi
tayini bir parametre olarak kullanilmistir. Bu ise, amino asit yan zincirlerindeki degisimi
iceren bir oksidasyon olgusunu takip etmemize olanak saglar. (Oates and Salem 1991).
Protein karbonil igerigi, o-tirozinin plazmadaki diizeyleri ile iliskilidir. o-Tirozinin
serumdaki varligi, proteinlerin metal katalizli oksidasyonuna bagli olarak gosterilmistir
(Laeuwenburgh et al. 1997). Onceki ¢alismalar proteinlerde bazi aminoasitlerin (prolin,
arginin, lizin, treonin) metal-iyon katalizli reaksiyonlarla oksidatif saldirtya ugradiginda
treoninden 2-amino-3-ketobiitirik asid, pirolinden 2-pirolidon gibi karbonil tiirevlerinin
olusmakta oldugunu rapor etmislerdir (Stadtman 1993). Ayni zamanda hiicrelerde
okside olan lipid ve proteinler normal proteinleri okside ederek protein-protein ¢apraz
baglarinin olusumuyla PC’lerin miktarini artirirlar. Bu nedenle, plazma proteinlerinde
karbonil grup miktarlarinin 6lgiilmesi, plazma proteinlerinin oksidasyon durumunun

degerlendirilmesinde giivenilir bir metod olarak goériilmektedir.

Yapilan c¢aligmalar viicut proteinlerinin ¢ok ¢esitli ajanlar tarafindan (serbest radikaller,
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MDA ve konjuge dien gibi lipid peroksidasyon {irlinleri, bakir ve demir gibi redoks
aktif metaller, UV ve gama 1sinlari, sigara, ozon, gesitli ilaclar ve metabolitleri vs.)
okside edilebilecegini gostermistir (Berlett and Stadtman 1997). Kardiyovaskiiler
hastaliklara yol agmasi bakimindan lipid peroksidasyonun etkilerini acgiklayan onemli
literatiir bilgilerine rastlanirken, protein oksidasyonu ve kardiyovaskiiler hastaliklar

arasindaki iliski hakkinda olduk¢a az bilgiye rastlanmaktadir (Serdar et al. 2006).

Kalousova et al. (2005) tarafindan ateroskleroz olan 42 hasta ve 21 saglikli kontrol
gruplar1 lizerine yapilan c¢alismada protein oksidasyon belirteclerinden serum
proteinlerin ileri oksidasyon iiriinleri (AOPP) seviyelerinde hasta ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadig: belirtilmistir. Kaneda et al. (2002) koroner
arter hastaligi siiphesiyle anjiografi uygulanan ve 140’1 saglikli, 252’si koroner arter
hastas1 oldugu tespit edilen toplam 392 katilimci (230°u sigara kullanicisi, 99’u
diyabetik olan) ile yaptiklar1 bir ¢alismada, plazma AOPP diizeyi (umol/l) kontrol

grubunda hasta grubuna gore daha diisiik oldugu bulunmustur.

Bu ¢aligmada protein oksidasyon gostergesi olan PC seviyesi sonuglar1 incelendiginde
Alzheimer ve koroner arter gruplarinda kontrollere gére onemli bir artisin oldugu
belirlenmistir. Protein molekiillerindeki oksidatif hasarin gdstergesi olarak en yaygin
kullanilan  biyoindikatér protein karbonilasyonudur. Proteinler siliperoksit ve
nitrikoksitin reaksiyonu sonucu olusan gii¢lii bir oksidan olan peroksinitritle modifiye
olabilirler. Peroksinitrit, nitrotirozini olusturarak tirozin rezidiilerinin nitrasyonuna
neden olabilir. Hem protein karbonil hemde peroksinitritle modifiye olan proteinler
Alzheimer ve diger nérodejeneratif hastalikta artig gosterirler (Smith et al. 1996; Smith
et al. 1997).

PC miktarmin artis1 reaktif oksijen tiirlerinin asir1 birikiminden kaynaklanabilir ve bu
artis oksidatif hasarin agik bir gdstergesi haline gelebilir. Alzheimer ve koroner arter
hastalarinda plazma PC miktarinin anlaml bir sekilde artmasi aktif hastalik sirasinda
ROS’un daha da arttigimi diisiindiirmektedir. Bu ise siirekli olarak olusan ROS’a karsi

plazma antioksidan kapasitesinin yetersiz kalmasindan kaynaklanir. Artan asir1t ROS
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sebebiyle oksidan-antioksidan dengesi bozulmakta, eslesmemis elektron sahibi reaktif
tiirler hiicrelerin normal bileseni olan protein makromolekiillerine saldirmakta; boylece
hiicrede yapisal modifikasyona sebep olarak hiicrenin normal fonksiyonunu yerine
getirmesine engel olmaktadirlar. PC tiirevlerinin olusumuna yol agan primer
modifikasyon reaksiyonlari amino asitlerin o- karbon atomlarinin veya R yan
zincirlerinin oksidatif modifikasyonlarindan ve bu modifikasyonlar1 takiben meydana
gelen reaktif oksijen aracili peptit ayrilmasi reaksiyonundan olusmaktadir. ROS’nin
proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida amino
asit oksidasyonu sonucu PC fiirlinleri meydana gelir. Bu hastalarda ROS’ye karsi
antioksidan savunma sistemlerinin etkilenmesi sonucu meydana gelen oksidatif stres,
kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif gibi bir¢ok hastaliklar i¢in kritik 6neme sahiptir. PC
seviyesinin kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek ¢ikmasi, bu hastalarda oksidatif

stresin meydana getirdigi protein hasarinin gostergesi olup literatiir ile uyumludur.

Antioksidanlar, giiniimiizde i¢inde bulunduklari besinler, yaygin kullanim 6zellikleri ve
koroner kalp ve bazi ndérodejeneratif gibi hastaliklardan korunma ve tedavisindeki yeri
sebebiyle ilgi gekmeye devam etmektedir. Antioksidanlar, ayn1 ortamda okside olabilen
bir maddeye gore daha az bulunmasma ragmen, o maddenin oksidasyonunu onleyen
veya geciktiren madde olarak tanimlanabilirler. Antioksidanlarin fizyolojik rolleri,
kimyasal reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikan serbest radikallerin dokuya zararim

onlemektir (Hertog et al. 1995).

Oksidatif protein hasari, PC diizeylerindeki artis ve protein tiyol diizeylerindeki azalma
ile karakterizedir. Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin
oksidasyonuna yol a¢tig1 bildirilmistir. Glutatyon, sistein, albumin ve diger yapilardaki
protein —SH gruplart oksidasyon zincirini kirma Ozelligine sahip Onemli
antioksidanlardir. Bunlarin en 6nemli gorevi, enzim ve proteinlerin -SH gruplarinin
indirgenmesi ile rediikte formlarin yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol
grubuna sahip bir¢ok enzim okside olarak ya da Oy’nin direkt etkisiyle hizla
aktivitelerini yitirirler. Iste GSH kendisi okside olup tiyol gruplarm tekrar indirgeyerek

bunlarin aktivasyonunu saglar. Ozellikle H,O,’nin elimine edilmesinde GSH’in
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oksitlenebilirliginden faydalanilir (Carlberg and Mannervik 1985; Akkus 1995; Ergin
2010).

Bazi hastalar tizerinde yapilan ¢alismalarda genellikle -SH gruplarinda oksidatif stresle
birlikte bir azalma saptanmistir. Soszynski and Bartosz (1997) tarafindan yapilan bir
calismada oksidatif stres varliginda eritrosit membran —SH gruplarinda azalma oldugu
tespit edilmistir. Kadota et al. (1991) tarafindan yapilan bir ¢alisma, oksidatif strese
bagl olarak koroner arter hastalarinda serum albumin -SH gruplarinin belirgin olarak
azaldigin1 gosterirken. Asayama et al. (1993) ise Tip I diabetli geng hastalarda serum -
SH diizeylerini incelemisler ve saglikli bireylere gore bir farklilik bulamamislardir.
Forgione et al. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada tiyol gruplarinin oksidasyonu ve
daha 6nemlisi GPx’in hiicresel formunun ekspresyonunun baskilanmasi, ROS’de artisa
sebep olabilecegi bildirilmistir. Morrison et al. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada
kontrol grubu (n=78) ve koroner arter hastaligi olan (n=81) katilimcilarda serum total
GSH diizeyleri karsilastirilmis ve koroner arter hastaligi olan grupta (3,20+2,2) serum
total GSH diizeylerinin kontrol grubundan (4,35+2,1) belirgin olarak diisiik oldugu

bulunmustur.

Stlfidril gruplarinin total seviyesi Alzheimer hipokampuslarinda degismez fakat SH
gruplar1 igeren proteinlerin seviyeleri azalir (Aksenov and Markesbery et al. 2001).
Burada siilfidril gruplarindan ziyade SH gruplari i¢eren proteinler oksidatif hasara karsi
antioksidan savunmada gorev alabilecegi sdylenebilir. Bizim ¢aligmamizda antioksidan
olan total tiyol seviyesinin Alzheimer ve koroner arter gruplarinda kontrollere gore

onemli bir sekilde diisiik oldugu Sekil 4.8’de goriilmektedir.

Alzheimer ve koroner arter hastalarinin plazmasinda antioksidan 6zellik gosteren total
tiyol gruplarinin azalmasi, ROS’ye kars1 plazma antioksidan kapasitesinin yetersiz
kalmasi sonucu tiyol grubu i¢iren molekiillerin oksidatif hasara maruz kalmasindan
dolayr meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda oksidatif hasara karsi
diizenleyici rol alan koruyucu genlerin yetersizligi bu hasta gruplarinin plazmalarinda

protein tiyol gruplarmin oksidatif hasara ugramasmi Onleyemeyecegi tahmin
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edilmektedir. Yapilan diger arastirmalarda —SH igeren antioksidan sentezinin bazi
norodejeneratif hastalarda artabilecegi bildirilmistir. Ciinkii bu antioksidanlarin
oksidatif stres durumunda sentezindeki artis amaci, oksidatif hasara yol acacak
oksidanlarin zararli etkilerini en aza indirgemeye c¢alismak olabilecegi bu yiizden de
tiyol gruplarinda bir azalma meydana gelebilecegi Ongoriilmektedir. Calismamizda
Alzheimer ve koroner arter hastalarinda total tiyol igeriginin azalmasi beklenen bir
durumdur. Total tiyol seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik ¢ikmasi bu
hastalarda oksidatif stresin meydana getirdigi hasarin gostergesi olup ROS’ye karsi

plazma antioksidan kapasitesinin yetersiz kalmasindan kaynaklanir.

DNA molekiilii serbest radikaller i¢in Onemli bir hedeftir ve kolaylikla hasara
ugrayabilir (Hagen 1986; Sonntag et al. 2004). Iyonize edici radyasyona maruz
kalinmas1 ve biyokimyasal reaksiyonlarla olusan serbest radikaller DNA’ya hasar
vererek hiicrede mutasyona neden olurlar. Sitotoksik etki, biiyiikk oranda niikleik
asitlerin baz modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger degisikliklere baglhidir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gegip hiicre ¢ekirdegine
ulagsarak DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine neden
olabilir (Meram ve Aktaran 2002; Ozkan ve Fiskin 2004). DNA biinyesinde Cu?
iyonlar1 G-C’ce zengin bolgelerde en ¢ok bulundugundan, en fazla oksidatif hasara
maruz kalan baz guanindir. Bu iyonlarin polianyonik karakterde olan o6zellikle de
DNA’nin guanin bazlarina yiiksek afinite ile baglandig1 ve H,0; ile etkilesime girerek
DNA hasarin1 basglattigi gosterilmistir. Rocha et al. (2012) tarafindan hidroksiiire ile
tedavi edilen orak hiicre anemili hastalarda periferal kandaki 16kositlerde DNA
hasarinin arastirtlmasi amaciyla alkalin comet testi kullanilarak yapilan ¢aligmada; hasta
grupta kontrol grubuna gore Onemli derecede yiliksek oranda DNA hasar1 tespit

edilmistir.
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Sekil 5.1. Oksidatif stresin hastalik olusumuna etkisi

Son zamanlarda ACh norotoksisitesinin belirgin bir sekilde AChE gibi endojen faktorler
ile diizenlenmis oldugu bildirilmektedir. Alzheimer beyinlerinde AChE sadece ACh’yi
hidrolize etmez, ayn1 zamanda olgun senil plaklarin amiloid ¢ekirdegi ile de agirlikli
olarak iligkilidir. Bazi biyokimyasal ¢alismalar AChE aktivitesinin amiloid plaklar
icinde ve etrafinda arttigin1 géstermistir. Ayn1 zamanda AChE, amiloid fibril ve yiiksek
derecede toksik AChE-AP komplekslerinin olusumuna sebep olur (Inestrosa et al. 1996;
Alvarez et al. 1998). AChE-Ap komplekslerinin neden oldugu norotoksisite daha fazla
norodejenerasyonu  tetikledigi  bildirilmistir. ~ AChE  amiloid  olusumunu
hizlandirdigindan dolay1 bu enzimin inhibitorlerinin kullanilmast Alzheimer hastaliginin

tedavisinde 6nemli olabilecegi diigiiniilmektedir (Inestrosa et al. 2005).

Apoptotik noronlarin yiiksek diizeyde AChE salgilamasiyla noérotoksik plaklarin
olusumu artabilir. Bu kademeli ilerleme Alzheimer hastalarinda goriilen néronal kaybin

ilerlemesine neden olur (Yang et al. 2002).

Berson et al. (2008) tarafindan RT-PCR yontemi ile yapilan bir ¢alismada Alzheimer
hastalarinin noronlarinda AChE-S mRNA diizeylerinin kontrollere goére anlaml
derecede azaldigi saptanmistir. Bununla birlikte, RT-PCR’1n aksine FISH analizinde ise

AChE-R mRNA diizeyinde onemli derecede artis saptanmistir. Boylece, Alzheimer
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hastalarinin hipokampal noronlarinda AChE-S mRNA daha az {iretilirken AChE-R
mRNA kontrollere mukayese edildiginde daha ¢ok iiretilmektedir. Yang et al. (2002)
tarafindan gergeklestirilen bir calismada semikantitatif analizler sonucu apoptotik
hiicrelerde AChE mRNA diizeyinin 5,34 kata kadar arttig1 gosterilmistir. Memelilerde
AChE-R’nin asir1 ekpresyonu yas ve birgok stres faktorleri ile ortaya ¢ikar (Meshorer
and Soreq 2006). Calismamizda Alzheimer ve koroner arter hastalarinin 16kositlerinde

ACHE kantitatif gen ekpresyonunda anlamli derecede artis tespit edilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore l6kositlerde ACHE nin mRNA ekpresyon
diizeyindeki artisa oksidatif stres ve P amiloidin (AP) yiiksek diizeyinin neden
olabilecegi sOylenebilir. Mevcut sonug¢ ayn1 zamanda ACHE’nin apoptotik hiicre 6liimii
slirecinde onemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismanin Alzhimer
hastaliginin 6nlenmesi ya da tedavisinde ACHE mRNA ekpresyon seviyesini azaltmak

i¢in yeni ¢aligmalara 151k tutmasi beklenmektedir.

Sonug olarak, Alzheimer ve koroner arter hastalarinda oksidatif stresi degerlendirmek
amaciyla yapmis oldugumuz c¢alismamizda, Alzheimer ve koroner arter hastalarinda
plazma PC diizeyi ve ACHE mRNA ekpresyon seviyesinin arttii, plazma —SH
diizeyinin azaldigr gozlemlendi. Plazma AChE aktivitesi, MDA diizeyi ve eritrosit
AChE aktivitesinde ise hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik bulunmadig1 saptanmistir. Hasta gruplarinda PC ve total tiyol seviyelerinin
anlamli olarak farkli ¢ikmasi oksidatif stress ile meydana gelen protein ve lipid

oksidasyonunun degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir.

Oksidatif stresin, Alzheimer hastaliginda primer mi, yoksa sekonder bir rol mii oynadigi
kesin olmasa da, ndronal kayba yol agan dnemli bir ndrodejeneratif faktdr oldugu agiktir
(Butterfield and Lauderback 2002). Yaslanmis beyinde siklikla goriilen oksidatif hasar,
Alzheimer hastaliginda daha da siddetli olarak goriilmektedir (Dalle-Donne et al. 2003).

Norodejenaratif bir hastalik olan Alzheimer hastaliginin baglamasi ile birlikte

gerceklesen noron ve akson kaybi daha diisiik diizeylerde asetilkolin salinimina neden
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olur. Bu durumu diizeltmek icin uygulanacak yontemlerden biri giiniimiizde zor olan
asetilkolin benzeri maddelerin verilmesidir. Asetilkolin diizeylerini arttirmak icin
uygulanacak bir diger yontem ise asetilkolini hidroliz eden AChE enziminin
baskilanmasidir. Calismalar AChE inhibisyonuna bagh asetilkolin diizey artiglarinin,
Alzheimer hastaliginin erken evrelerindeki kognitif defisiti iyilestirebilecegini
gostermistir. Bu amaca yonelik olarak cogunlukla kolinesteraz enzim inhibitdrleri

kullanilmaktadir (Sahin 2002; Thacker 2003).

Kolinerjik belirleyici olan AChE ayni1 zamanda kan damarlar1 iginde esnekligi saglayan
asetilkolini hidroliz ettigi i¢cin koroner arter hastaligi tizerinde de bir etkiye sahiptir.
(Collins et al. 1995). Yapilan bazi caligmalara gore kolinerjik sistemlerin, anjiyogenezin
(yeni damarlarin olusmasi) diizenlenmesinde bir role sahip oldugu vurgulanmistir.
Alzheimer hastalar1 tarafindan kullanilan kolinerjik sistemde diizenleyici bir etki
gosteren bazi AChE inhibitorlerinin, kardiyovaskiiler hastalarda da anjiyogenezin (yeni
damarlarin olugsmasi) diizenlenmesinde bir rolii oldugu vurgulanmistir (Yoshihiko et al.

2010).

Alzheimer ve koroner arter gibi hastaliklarin asetilkolin eksikligi ile derin bir baglantis
oldugu i¢in AChE enzimini inhibe eden bazi ilaglar bu hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. AChE enzimini inhibe eden bu ilaglara kolinesteraz inhibitérleri veya
antikolinesterazlar denilmektedir. Kolinesteraz inhibitorleri AChE’nin hidroliz etkisini
inhibe ederek anjiyogenez ve periferal kolinerjik fonksiyonu giiglendirmektedir. Bu
inhibitorler, enzimi tersinir veya tersinir olmayan sekilde inhibe ederek asetilkolin
hidrolizini engeller (Ercan 2002). Bu amagcla, hem AP fibril olusumunu bozan hem de
kolinerjik hipoteze fayda saglayacak olan iki yonlii etkili inhibitorlerin gelistirilmesine

yonelik caligmalar hiz kazanmastir.

Hidrojen peroksit tarafindan baglatilan lipid peroksidasyonunun AChE aktivitesini
etkiledigi bilinmektedir. Hidrojen peroksit AChE enzimi iizerinde direkt olarak etki
gosterebilir. Eritrosit AChE aktivitesinin H2O; etkisinde inhibe oldugu, diisiik hidrojen

peroksit konsantrasyonlarinda ise aktive oldugu ve ayni zamanda AChE aktivitesinin
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H,0; tarafindan diizenlendigi yapilan bazi ¢alismalarla gosterilmistir (Molochkina et al.

2005).

Yapilan c¢alismalar, AChE inhibitorii olan kumarin tiirevlerinin enzimle etkilesimi
sirasinda, kumarin halkasinin 6ncelikle AChE’nin periferik anyonik bolgesi (PAS) ile;
benzilamino, fenilpiperazin ya da anilino gibi kumarin halkasina bagli amin fonksiyonel
gruplariin da AChE’nin katalitik bolgesi ile etkilesime girdiklerini gostermistir.
Kumarinin yapisal 6zelliklerinin anlagilmasi, AChE inhibisyonu ve buna ek olarak beta
sekretazin (BACE) inhibisyonuyla AP birikimini azaltma ve monoamin oksidaz (MAQO)
inhibisyonu gibi farmokolojik aktiviteleri artirici etkiye sahip yeni analoglarin dizaynina
ve sentezine yardimci olmaktadir. Kumarin tiirevleri ayrica noéronlarin, AB-kaynakli

oksidatif strese ve serbest radikallere karsi korunmasini da saglamaktadir (Anand et al.

2012).

Bu AP ve serbest radikal {iretimi arasinda ¢ift yonli bir iligski vardir. Oksidatif siire¢
yanlizca AB’nin agrage AB’ya doniismesi sirasinda gergeklesmez ayni zamanda AB’nin
kendiside serbest radikal iretir. AP vaskiiler endotel hiicrelerle etkilesir siiperoksit
radikalleri ve lipid peroksidasyonuna neden olan okside edici ajanlar iiretir. Bu veri
AP’nin serbest radikal iiretilmesinde ve norodejeneratif hastaliklarda rol oynadigini

gostermektedir (Christen 2000).

Kolinesterazlarin aktif merkezinin yer aldig1 girinti 20 A derinligindedir. Aktif merkez
girintisini  olusturan amino asitler AChE’de aromatik yapida, biitirilkolinesteraz
(BKE)’de ise alifatiktir (Bodur et al. 2001; Masson et al. 1997; Vellom et al. 1993).
Kolinesterazlarda, periferal anyonik ve esteratik bolgelere ait aspartik asit ve triptofan
her iki kolinesterazda da korunmustur. AChE’de Asp72. ve Trp84. pozisyonda iken
BKE’de Asp70 ve Trp 82. konumundadir. Kolinesterazlarda, Asp70 karsisinda bulunan
Tyr332 arasinda hidrojen bagi bulunmaktadir. Bu bag hareketli omega “Q” ilmeginde
yer alan Cys65 ve Cys92 ile etkilesir. AChE’de pozitif yiiklii substratlar periferal
anyonik bolgedeki Trp279, Tyr70 ve Tyr121’e baglanma egilimi gostermektedir. Ayrica
AChE’de Tyr341 aktif merkez yiizeyinden katalitik merkeze substrat iletimini
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saglamaktadir. Kolinesterazlarin aktif merkezinde yer alan tirozin kalintilari, yapilarinda
bulunan hidroksil gruplarinin da etkisiyle substrat veya inhibitorlerle katyon = etkisi ile
enzim ile olusturulan kompleksle kararli bir yap1 kazanmaktadir (Nachon et al. 1998;
Masson et al. 2001; Chiou et al. 2015).

Memelilerin AChE’sinde pozitif yiiklii substratlarinin  agil gruplarinin esteratik
bolgesine komsu agil baglayan cebe yerlesmesini kisitlayan Phe 298 ve Phe 290 yerine
BKE’de bu amino asitlerin sirasiyla Leu ve Val olmasi nedeniyle, uzun agil gruplu kolin
esterlerine afinitesinin daha fazla oldugu ileri siiriilmektedir (Radic et al. 1993;

Massoulie et al. 1993; Masson et al. 1996).

Calismamizda serum AChE enzimi iizerine inhibisyon etkisi gOsteren bazi fenolik
bilesikler i¢in K; sabitlerinin belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafigi kullanildi.
Sonuglarin hassas bulunabilmesi i¢in her inhibisyon caligsmasi i¢in ii¢ farkli inhibitor
konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir (Sekil 4.22- 4.24). Grafik
ciziminde Microsoft-Excel programindan faydalanilmistir. K; degerlerine gore yapilan
siralama ICsqg degerleri ile ilgili yapilan siralama ile aynidir. Hidrokinon i¢in {i¢ sabit
inhibitor konsantrasyonunda hesaplanan K; sabitlerinin ortalamasi 0,7 mM, klorojenik
asit i¢in ise 0,9 mM olarak bulundu. Cizilen Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla K;
sabitleri hesaplanarak inhibitorlerin inhibisyon tipleri belirlenmistir. Buna gore
hidrokinon, klorojenik asit, vanilik asit ve 3,5-dihidroksi benzoik asit AChE enzimini
yarigmasiz olarak inhibe ettikleri bulunmustur. Bu inhibitérler enzimin aktif bolgesi
disinda bir bolgeye baglanmis ve enzimin turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini

diislirerek inhibitor etkisi gostermistir.

Serum AChE enzimi iizerine fenolik bilesiklerin aktivator etkisini anlamak igin ise
aktivator konsantrasyonuna karst % aktivite grafigi ¢izildi. Grafigi ¢izmek i¢in 4-6
farkli aktivatér konsantrasyonunda calisildi. Tannik asit, gallik asit, 1,2-Dihidroksi
benzoik asit ve fenol i¢in bu konsantrasyonlar Cizelge 4.13-4.14’de gosterilmistir. Bu 4
fenolik bilesiklerin tiimii serum AChE enzimi iizerine aktivasyon etkisi gosterdi. En

yiiksek aktivator etkisini ise 0,3 mM konsantrasyonunda % 141 ile tannik asit gosterdi.
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Baz1 fenolik bilesiklerin AChE enzimi iizerinde inhibisyon etkisinin oldugu goézlendi.
Bu durum AChE aktif merkez girintisinde yer alan fenilalanin rezidiileri ile fenolik
bilesiklerin arasinda katyon = etkilesimlerinin yani sira, kovalent baglanmanin da
olabilecegini diisiindiirmektedir. Fenolik bilesikler biiyiikten kiicige dogru molekiil
kiitlelerine gore siralandiginda hidrokinon < 4-hidroksi benzoik asit < 3,5-dihidroksi
benzoik < vanilik asit < kafeik asit < klorojenik asit < tannik asit seklinde elde edilir.
AChE enzimini yarismali olarak inhibe eden 4-hidroksi benzoik asit ve kafeik asit
bilesiklerinden diisiik molekiil kiitlesi ve kiigiik molekiil yapisina sahip olan 4-hidroksi
benzoik asit AChE’yi daha ¢ok inhibe etmistir. Ciinkii 4-hidroksi benzoik asitin
yapisinin kiigiik olusu ile aktif merkez girintisi hacmi kii¢iik olan AChE’nin periferal
anyonik bolgesine pozitif yiiklii bir substrat gibi daha kolay baglanarak inhibisyon etkisi
gosterdigi soOylenebilir. AChE enziminin aktif merkezindeki agil baglayan cebe
yerlesmesini kisitlayan Phe 298 ve Phe 290 daha biiyiik molekiil kiitleli tannik asitin
aktif merkeze girisini engellemis olabilecegi distiniilebilir. Yarismasiz olarak inhibe
eden inhibitdrler ise enzimin aktif bolgesi disinda bir bolgeye baglanir ve enzimin

turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini diislirerek inhibisyon etkisi gosterirler.

Kinetik ¢alismalarda kullandigimiz fenolik bilesikler ve onlarin tiirevlerinin antioksidan
kapasiteleri, aromatik halkaya bagli hidroksil gruplarinin konumuna ve sayisina bagl
oldugu bildirilmistir (Giilgin 2012). Fenolik bilesikler dogal antioksidan maddelerdir ve
bu bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri temizleme (Rice-Evans et al. 1995),
metal iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama) ve singlet oksijen olusumunu
engelleme ile azaltma (Rice-Evans et al. 1995) gibi ozelliklerinden ve genellikle
fenoliin rezonans kararliligindan dolayr meydana gelmektedir (Fessenden and

Fessenden 1990).

Fenolik asitler, 6zellikle kanser ve koroner kalp hastaliklar1 gibi 6liimciil hastaliklara
kars1 koruyucu etkide bulunma potansiyelleri nedeniyle lizerinde oldukca yaygin
calismalar yapilan onemli bilesiklerdir (Mattila et al. 2002). Bununla birlikte anti-
allerjik, antienflamatuvar (iltihap olusumunu Onleyici), antimikrobiyal, antioksidan,

antitrombotik (kan pithtilasmasini engelleyici) ve vasodilatory (damar genisletici) olmak
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tizere pek ¢ok etkisi oldugu kanitlanmig ve bu yararli etkilerinin temel sebebinin ise
antioksidan Ozellik gostermelerinden kaynaklandigi belirtilmistir (Balasundram et al.

2006).

Kolinesteraz  inhibitorlerinin  gelistirilmesi,  Alzheimer gibi  nodrodejeneratif
hastaliklardaki asetilkolin yetersizligini ve serbest radikal olusumunu ortadan
kaldirabilir. Bu nedenle, fenolik bilesik/kolinesteraz inhibisyon mekanizmasinin
aciklanmasi nérodejeneratif hastaliklarin tani ve tedavisinde klinik agidan biiyiik 6nem

tasimaktadir.
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